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1. RESUMEN 
 

La espermatogénesis, es un proceso de diferenciación celular altamente regulado . Uno 

de los mecanismos que controla dicho proceso es la vía ubiquitina proteosoma, que 

actúa mediante una cascada enzimática, donde la ligasa de ubiquitina (E3) es 

específica del sustrato, para que posteriormente dicho sustrato sea degradado 

mediante el proteosoma 26S.   

Igualmente, las proteínas de choque térmico regulan la espermatogénesis  reparando 

proteínas mal plegadas producto de la exposición al estrés.  

Ambas familias de proteínas, E3s y HSPs se encargan de regular la proteostasis, 

degradación y reparación, en diversos procesos celulares como: espermatogénesis, 

neurodegeneración, crecimiento y, envejecimiento, por ende, son consideradas 

cruciales para el funcionamiento celular en C.elegans y otros organismos. 

El nemátodo C.elegans es un organismo no parasitario, con un ciclo de vida corto y 

una alta camada en la progenie, posee un linaje celular invariante, con una anatomía y 

desarrollo descritos y con su genoma completamente secuenciado, lo que lo 

transforma en un modelo atractivo para investigadores.  

Algunas E3 en C.elegans están involucradas en la línea germinal, cumpliendo funciones 

en el desarrollo de la espermatogénesis, como por ejemplo, en el crossing-over, 

apoptosis, reparación del DNA, entre otras. También las HSP, poseen funciones en la 

formación de la gónada, meiosis, progresión del ciclo celular, entre otras, que 

contribuyen al desarrollo de la espermatogénesis en C.elegans. Además, ambas 

proteínas en conjunto, están involucradas en mecanismos relacionados con la 

espermatogénesis en C.elegans, específicamente en la formación de la gónada. 

Esta revisión bibliográfica, se orienta en describir las funciones de las E3 ligasas, las 

HSP y cómo ambas proteínas, en conjunto, regulan etapas en la espermatogénesis y la 

línea germinal en C.elegans. 

Palabras claves: E3 ligasas de ubiquitina, proteínas de choque térmico (HSP), línea 

germinal, espermatogénesis y C.elegans.  
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2. INTRODUCCIÓN 
 

La espermatogénesis es un proceso de alta complejidad que consta de divisiones 

celulares y eventos de diferenciación para la formación continua de espermatozoides. 

Este mecanismo consta de tres etapas ordenadas las cuales son: mitosis, meiosis y 

espermiogénesis, resultando así gametos masculinos al final del proceso. La 

espermatogénesis ocurre en la gónada masculina y está altamente regulada y 

controlada, por ejemplo existe un nivel de regulación extrínseco mediante hormonas 

(eje hipotálamo-hipófisis), un nivel de regulación interactivo relacionado con la 

conexión entre célula-célula y un último nivel denominado intrínseco que ocurre 

mediante la regulación de la expresión génica, en todas las etapas que conforman la 

gametogénesis masculina (1).  

Con respecto al nivel intrínseco, además de la expresión génica durante la  

espermatogénesis, se requiere la expresión de enzimas y proteínas, tanto para la 

regulación de la transcripción y traducción de genes como para la degradación de 

proteínas mediante la vía ubiquitina proteosoma, donde las enzimas E3 ligasas 

ubiquitinan sustratos específicos para su posterior degradación por el proteosoma, y 

además, para la reparación de otras polipéptidos mediante las proteínas de choque 

térmico (HSP) (2). 

Asimismo, la vía ubiquitina proteosoma, es considerada como el principal mecanismo 

de degradación de proteínas celulares que actúa a través de una cascada enzimática, 

las cuales son las siguientes: una enzima de activación de ubiquitinas (E1), que activa 

las ubiquitinas y las traspasa a una enzima de conjugación de ubiquitinas (E2), esta 

enzima a su vez le cede las ubiquitinas a otra proteína, denominada enzima ligasa de 

ubiquitina (E3). Esta enzima E3 ligasa posee la especificidad para reconocer sustratos, 

distinguiendo entre una gran diversidad de proteínas, permitiendo así su identificación 

para que dichos sustratos sean degradados mediante el proteosoma 26S, logrando un 

recambio proteico y así contribuir al desarrollo adecuado de la espermatogénesis 

fielmente y sin errores (3).  
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Las E3 ligasas son de gran importancia reconociendo dianas proteicas que serán 

degradadas por el proteosoma, funciones que realiza en distintos procesos como: la 

progresión del ciclo celular (4) (5), la muerte celular programada y reparación del DNA 

(6), destacando los relacionadas con la espermatogénesis, las cuales se asocian con: 

meiosis (7), formación de la línea germinal (8), apoptosis en la línea germinal (9) 

entre otras. 

Por otro lado, relacionado con la reparación de proteínas, una de las funciones 

principales de las HSPs, es reconocer las conformaciones de proteínas no nativas o 

estructuralmente incorrectas. Estas HSPs, muestran una amplia variedad de 

especificidades para identificar ciertas secuencias de aminoácidos y características 

estructurales que no son correctas, pero en la mayoría de los casos, las HSP reconocen 

secuencias hidrofóbicas que no están expuestas en la conformación normal de las 

proteínas (10).  

Las heat shock protein cumplen un rol fundamental reconociendo estas anormalidades, 

para después volver a replegar las proteínas plegadas erróneamente. Esto ocurre 

normalmente en procesos celulares, producto que la proteostasis o también 

denominada homeostasis proteica, está constantemente desafiada por diversos 

factores tales como mutaciones, errores en la traducción o condiciones de estrés, entre 

otras (10). Cuando existe errores funcionales en las proteínas de choque térmico, 

estas anormalidades pueden afectar al desarrollo de diversos procesos celulares como 

por ejemplo, crecimiento y desarrollo normal (11), envejecimiento (12) respuesta a 

estímulos biológicos (13), destacando la importancia de las HSPs que cuando 

presentan errores en su estructura, también generan anomalías en el desarrollo de la 

espermatogénesis en C.elegans. 

Las HSP o proteínas de choque térmico son responsables de ciertas funciones en la 

espermatogénesis de C.elegans, las cuales están relacionadas con: formación de la 

gónada y la línea germinal (14) (15) (16), progresión del ciclo celular en la línea 

germinal (17) (18), regulación de la meiosis en C.elegans (18), entre otras. 
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Sin embargo, si el funcionamiento del repliegue proteico fracasa por medio de las HSP, 

las enzimas E3 ligasas de ubiquitina distinguen estas proteínas dianas sin la capacidad 

de replegarse y de volverlas a una conformación normal eliminándolas a través de la 

proteólisis mediada por la vía principal de degradación de proteínas conocida como vía 

ubiquitina proteosoma (10).  

Ambas familias de proteínas, E3s ligasas de ubiquitina y proteínas de choque térmico o 

HSPs se destacan por poseer una alta especificidad para la identificación de proteínas 

dianas, la primera con el propósito de marcarlas para eliminar estas proteínas sustrato 

y generar un recambio proteico mediante la vía ubiquitina proteosoma y la segunda 

reparando el plegamiento erróneo de las proteínas en respuesta al choque térmico u 

otros factores que conducen al estrés, ambas proteínas, en conjunto, cumplen 

funciones en el desarrollo de la espermatogénesis y en la formación de la línea 

germinal en C.elegans. Por ejemplo, existen datos en C.elegans que E3 ligasas y HSP 

en conjunto, son responsables de la formación correcta de la gónada en el nemátodo 

(19). 

La presente tesis bibliográfica, se realizó en el modelo C.elegans, un nemátodo de vida 

libre no parasitario (20), de aproximadamente 1 mm de longitud (21), con un ciclo de 

vida corto, una alta camada en la descendencia (22), y su genoma completamente 

secuenciado (21). Además, el gusano presenta dos sexos, una hermafrodita y un 

macho y se mantiene con facilidad en condiciones de laboratorio (20). También, el 

gusano C.elegans es transparente en todas las etapas del desarrollo, permitiendo la 

visualización directa de todas las células, incluyendo sus divisiones y movimientos 

(21). Posee un linaje celular somático completamente caracterizado e invariante, lo 

que facilita el análisis de fenotipos (21).  

C.elegans es un potente modelo de estudio, debido a que contiene muchos genes que 

son homólogos con los genes humanos (23). En el nemátodo C.elegans se ha 

desarrollado la capacidad de producir y detectar mutantes, y ser susceptible a la 

formación de transgénicos (22). Asimismo, se destaca por los aportes en genética 

clásica y enfoques genómicos funcionales modernos en este modelo. Igualmente, el 

gusano tiene valor tanto en la genética directa como en la genética inversa, las cuales 

están bien establecidas, permitiendo un análisis exhaustivo de las vías genéticas y de 

las funciones proteicas (21).  
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Específicamente, el gusano C.elegans como sistema de investigación se destaca en 

estudios relacionados con el control del ciclo celular en la línea germinal (24), en 

cáncer (21), reparación del DNA (23), entre muchas otras. 

Para finalizar, en esta revisión bibliográfica, se contextualiza en la explicación de las 

funciones que desempeñan las enzimas E3 ligasas de ubiquitina, las proteínas de 

choque térmico (HSP) y cómo ambas proteínas recientemente mencionadas, en 

conjunto, se relacionan para la regulación de las distintas etapas de la 

espermatogénesis y la línea germinal en C.elegans. 
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3. OBJETIVO GENERAL 

 

Describir las funciones de las E3 ligasas de ubiquitina y las proteínas de choque 

térmico (HSP) en espermatogénesis de C.elegans mediante una revisión narrativa de la 

literatura. 
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4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Describir las funciones de las E3 ligasas de ubiquitina en espermatogénesis de 

C.elegans. 

2. Describir las funciones de las proteínas de choque térmico (HSP) en 

espermatogénesis de C.elegans. 

3. Describir las funciones de las E3 ligasas de ubiquitina, asociadas con las 

proteínas de choque térmico (HSP), en espermatogénesis de C.elegans. 
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5. METODOLOGÍA 

 

Para el desarrollo de esta tesis bibliográfica, se recolectaron artículos científicos 

relacionados con las siguientes palabras claves, con el uso de un conector explicado en 

los siguientes pasos: 

Spermatogenesis C.elegans 

Pathway ubiquitin proteasome C.elegans  

E3 ubiquitin-ligase enzyme C.elegans 

Heat shock protein (HSP) C.elegans 

 

Se utilizó el Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI) que es parte de 

la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos como base de datos y PubMed 

Central®  (PMC) que es un buscador donde existen archivos de publicaciones 

biomédicas y de ciencias de la vida de la librería nacional de medicina de los Estados 

Unidos, utilizando el Proxy de la Universidad de Valparaíso. La estrategia utilizada para 

identificar los artículos científicos seleccionados, se realizó de la siguiente manera y 

con los correspondientes criterios que se mencionan a continuación: 

PRIMER CRITERIO DE BÚSQUEDA: 

Se recopilaron documentos científicos desde el año 2006 hasta el año 2016. 

Se incluyó un documento científico anexo del año 2002 en la introducción de la 

presente revisión bibliográfica. 

Se consideraron artículos científicos originales y revisiones bibliográficas. 

Se incluyeron publicaciones realizadas en el nemátodo C.elegans y algunos en 

mamíferos. 

Solo se incluyeron artículos del mismo idioma de búsqueda, el cual fue el inglés. 

Se utilizó como organizador bibliográfico, el programa MENDELEY Desktop 1.17.4 y 

formateado de citas según el estilo VANCOUVER. 

Algunos datos de C.elegans se obtuvieron de la página www.wormbase.com. 
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SEGUNDO CRITERIO DE BÚSQUEDA: 

Se seleccionaron artículos científicos de la espermatogénesis y línea germinal 

relacionados con la vía ubiquitina-proteosoma, con las E3 ligasas de ubiquitina, con las 

proteínas de respuesta al choque térmico (HSP), y asociados con las E3 ligasas de 

ubiquitina y proteínas de respuesta al choque térmico (HSP). 

Para desarrollar el proceso de búsqueda bibliográfica en la NCBI, se utilizaron 

combinaciones entre las palabras clave escritas anteriormente, utilizando “AND” como 

operador booleano, que se muestran en la siguiente frase:  

 

E3 ubiquitin-ligase enzyme AND Heat shock protein (HSP) C.elegans. 

Spermatogenesis AND pathway ubiquitin proteasome C.elegans. 

 

De esta manera se obtuvieron los siguientes resultados: 

 

Spermatogenesis and pathway ubiquitin proteasome C.elegans, 301 artículos. 

E3 ubiquitin-ligase enzyme C.elegans, 3879 artículos.  

Heat shock protein (HSP) C.elegans, 1650 artículos. 

E3 ubiquitin-ligase enzyme AND Heat shock protein (HSP) C.elegans, 218 artículos. 

 

TERCER CRITERIO DE BÚSQUEDA: 

De los 301 artículos encontrados en “Spermatogenesis and pathway ubiquitin 

proteasome C.elegans”, se utilizaron otras palabras clave:  

Spermatocytes 

Spermatides 

Spermatozoa  

Spermatogenesis 

Germline 

Meiosis 

Proteosome 

Ubiquitin 
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Y se seleccionaron 16 artículos para realizar la revisión bibliográfica.  

 

De los 3879 artículos encontrados en “E3 ubiquitin-ligase enzyme C.elegans”, se 

utilizaron otras palabras c lave, tales como:  

Spermatocytes 

Spermatids 

Spermatozoa 

Spermatogenesis 

Germline 

Meiosis 

Germline somatic 

Gametogenesis 

Gonadas 

E3 

Ubiquitin ligase 

Nematodes 

C.elegans 

Y se seleccionaron 81 artículos para realizar la revisión bibliográfica.  

 

De los 1650 artículos encontrados en “Heat shock protein (HSP) C.elegans”, se 

utilizaron otras palabras claves:  

Spermatocytes 

Spermatids 

Spermatozoa 

Spermatogenesis 

Germline 

Meiosis 

Germline somatic 

Gametogenesis 

Gonadas 

C.elegans  

Nematodes 

Heat shock protein Hsp 
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Mammals 

Heat shock transcription factor 1 (HSF-1) 

Promoter heat shock protein pHSP. 

 

Y se seleccionaron 45 artículos para realizar la revisión bibliográfica.  

 

De los 218 artículos encontrados en “E3 ubiquitin-ligase enzyme AND Heat shock 

protein (HSP) C.elegans”, se utilizaron otras palabras clave:  

 

Spermatocytes 

Spermatides 

Spermatozoa 

Spermatogenesis 

Germline 

Germline somatic 

Meiosis 

Gametogenesis 

Gonadas 

C.elegans  

Nematodes 

E3 

Ubiquitin ligase 

Heat shock protein Hsp 

Heat shock transcription factor 1 (HSF-1) 

Promoter heat shock protein pHSP 

Nematodes 

Y se seleccionaron 26 artículos para realizar la revisión bibliográfica.  

 

Para la presente revisión bibliográfica se recopilaron un total de 168 artículos, el resto 

de los documentos se descartaron debido a que no se encontró información 

relacionada con los criterios de búsqueda mencionados anteriormente en esta 

metodología. 
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ALGORITMO DE BÚSQUEDA BIBLIOGRÁFICA. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Para finalizar, los artículos se ordenaron a través de la búsqueda de palabras 

claves: 

Objetivo 1: 

- Espermatogénesis y vía ubiquitina proteosoma en C.elegans. De los cuales se 

encontraron 301 artículos siendo utilizados 16, que permitieron describir el desarrollo 

de la línea germinal, la espermatogénesis, la vía ubiquitina proteosoma y la 

especificidad de las E3 ligasas de proteínas en C.elegans. 

- Enzima E3 ligasa de ubiquitina en C.elegans. Se encontraron 3879 artículos de 

los cuales fueron utilizados 81, que permitieron encontrar las funciones de las E3 

ligasas de ubiquitina en la espermatogénesis y línea germinal de C.elegans. 

 

 

 

 

 

Espermatogénesis y vía 

ubiquitina proteosoma en 

C.elegans. 301 artículos. 

Enzima E3 ligasa de ubiquitina en 

C.elegans.  3879 artículos. 

Enzima E3 ligasa de ubiquitina y 

Heat shock protein (HSP) 

C.elegans. 218 artículos. 

 

 

Proteínas de choque térmico 

(HSP) C.elegans. 1650 

artículos. 

Espermatogénesis y vía 

ubiquitina proteosoma en 

C.elegans. 16 artículos 

Enzima E3 ligasa de ubiquitina 

en C.elegans. 81 artículos 

Proteínas de choque térmico 

(HSP) C.elegans. 45 artículos 

 Enzima E3 ligasa de ubiquitina y 

Heat shock protein (HSP) 

C.elegans. 26 artículos  

 

 

168 

artículos 
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Objetivo 2: 

- Proteínas de choque térmico (HSP) C.elegans. Se encontraron 1650 artículos de 

los cuales fueron utilizados 45, que permitieron encontrar las funciones de las 

proteínas de respuesta a choque térmico (HSP) en la espermatogénesis y línea 

germinal de C.elegans. 

Objetivo 3: 

- Enzima E3 ligasa de ubiquitina y Heat shock protein (HSP) C.elegans. Se 

encontraron 218  artículos de los cuales fueron utilizados 26, que permitieron 

encontrar funciones en conjunto de las E3 ligasas de ubiquitina y las proteínas de 

respuesta al choque térmico (HSP) en espermatogénesis y linea germinal de C.elegans. 
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6. REVISIÓN DE LA LITERATURA 
 

6.1.  Generalidades de la relación entre E3 ligasas de ubiquitina y las 

proteínas de respuesta al choque térmico (HSP). 

 

Las condiciones adecuadas para un correcto funcionamiento del organismo en el 

trascurso del tiempo se deben a la capacidad para enfrentarse a condiciones de estrés 

y a otros factores. Esta particularidad, depende de las características para responder y 

adaptarse a modificaciones internas y externas, así como la capacidad para reparar 

daños en las macromoléculas celulares. Esta propiedad en todos los organismos para 

contrarrestar las alteraciones celulares y mantener un equilibrio interno se ha definido 

como, homeostasis (25).  

Cuando las células están expuestas a factores de estrés, que se pueden definir como 

cualquier señal que altere la homeostasis, se activan vías moleculares que 

contrarrestan el desequilibrio para prevenir el daño grave. Esta c apacidad de detectar 

las modificaciones celulares y de responder a las consecuencias, se basa en la 

presencia de sistemas de control de calidad, que se refieren a mecanismos implicados 

en la defensa, mantenimiento y reparación celular (26). 

El sistema de control de calidad celular, cumple una función crucial en el 

mantenimiento de la estructura tridimensional óptima y la función de una gran 

variedad de macromoléculas dentro de la célula. Dependiendo del modo de acción, los 

componentes del sistema de control de calidad pueden clasificarse como mecanismos 

de defensa preventivos, los cuales están permanentemente activados y garantizan que 

no ocurran daños, y los mecanismos de reparación celular, que se activan una vez que 

se ha perturbado la homeostasis con el fin de reponer el equilibrio interno (25). 

Por ejemplo, existen complejos de proteínas, indicados como proteosomas, y procesos 

de autofagia, que están implicados en la eliminación de proteínas irreversiblemente 

dañadas, y la degradación de organelos desgastados, respectivamente (25).  
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Por otro lado, una vez ocurridos los daños, se altera la homeostasis y diversos 

mecanismos se activan para la mantención y reparación de macromoléculas celulares, 

y así, remediar o eliminar el daño, antes de que puedan producirse efectos deletéreos. 

Dependiendo de la macromolécula afectada o proteína desplegada, los respectivos 

miembros del sistema de control de calidad los detectan, y luego lo repara o lo elimina 

(26).  

Por ejemplo, para realizar su función biológica, las proteínas deben alcanzar y 

mantener su conformación tridimensional. En consecuencia, las células han 

desarrollado un sistema de control de calidad para las proteínas, que consiste en vías 

de señalización de respuesta al estrés, que a su vez aseguran un adecuado ensamblaje 

proteico (27).  

Este sistema de control de calidad de las proteínas, consiste en chaperonas 

moleculares que ayudan a plegar proteínas, asegurando que se acoplen en su 

estructura activa (25). Algunas de estas proteínas de respuesta al choque térmico son 

capaces de replegar las proteínas que han sido desnaturalizadas bajo estrés, mientras 

que otras HSPs, también funcionan como escoltas para proteínas terminalmente mal 

plegadas para su degradación (28). 

Cuando las proteínas dañadas no pueden ser reparadas, el sistema de control de 

calidad cataliza la ubiquitinación mediante las enzimas E3 ligasas que reconocen estas 

proteínas dianas, para que el proteosoma reconozca las cadenas de ubiquitina y 

degrade la proteína dañada, con el propósito de prevenir el daño sostenido en la célula 

(29).  

Sólo cuando el daño excede la capacidad normal del sistema de control de calidad de la 

célula, se notará un efecto deletéreo, que incluye un daño irreversible con 

desnaturalización de proteínas y formación de agregados proteicos (25). 

Cuando se forman agregados de proteínas, los cuales son demasiado insolubles y 

excesivamente voluminosos para el replegamiento mediante chaperonas o para su 

eliminación por degradación proteosomal, en su lugar, su eliminan es mediante un 

proceso conocido como autofagia (30).  
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Por lo tanto, la célula bajo ciertas condiciones, la maquinaria de chaperonas no puede 

reparar la proteína mal plegada y debe coordinar su degradación por la vía de 

ubiquitina proteosoma, o la autofagia mediada por lisosomas (30).   

 

Estudios muestran que además de regular la activación de HSF1, la E3 ligasa de 

ubiquitina CHIP ha sido identificada para estimular la vía ubiquitina proteosoma. La 

proteína CHIP contiene un dominio caja-U conservada, con el cual puede cooperar con 

las enzimas E1, E2 y E3 con el fin de ubiquitinarlas a las proteínas unidas a las 

chaperonas para la degradación (25). 

Además, la actividad de la E3 ligasa CHIP puede selectivamente dirigirse a proteínas 

anormales para la degradación mediante el proteosoma 26S. Debido a que CHIP puede 

interactuar con HSP70, esta proteína CHIP también tiene actividad como una co-

chaperona que podría proporcionar el eslabón perdido entre el fracaso de los 

mecanismos de reparación y, como consecuencia, la eliminación del sustrato (25). 

Esta conexión, entre la maquinaria de reparación y eliminación, asegura el 

mantenimiento celular. Por ejemplo, si el plegado no tiene éxito, los sustratos 

desnaturalizados asociados con chaperonas durante un período de tiempo serán 

degradados a través de una E3 ligasa CHIP que proporciona ubiquitinas para eliminar 

las proteínas dañadas mediante la degradación por el proteosoma (31). Por otra parte, 

la doble capacidad de CHIP para activar simultáneamente HSF1 y la vía de degradación 

de proteínas, sugiere que esta co-chaperona, cumple un rol importante en determinar 

si la acción predominante del sistema de control de calidad da lugar a protección o 

degradación (31). 

En los siguientes apartados, se explicaran funciones de las enzimas E3 ligasas, de las 

proteinas de choque térmico y las funciones en conjunto, entre las enzimas E3 ligasa 

de ubiquitina y las proteínas de choque térmico (HSP) específicamente en 

espermatogénesis y línea germinal de C.elegans. 
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6.2.  Descripción general del desarrollo de la línea germinal en C.elegans 

 

En el nemátodo C.elegans, el linaje celular somático es invariable y está 

completamente descrito (32). En contraste, la línea germinal contiene una población 

de células mitóticas restringidas que persisten a lo largo de toda vida en el gusano y 

que, según la capacidad reproductora del organismo se renuevan por sí misma (32). 

En el desarrollo de la gónada en C.elegans, las células germinales son identificadas 

tempranamente durante la embriogénesis (Figura 1) (33) (34). En el linaje celular 

embrionario, la blastómera P donde nace la línea germinal, se divide sólo cuatro veces 

posterior a la fertilización, antes de especificar la blastómera P4 como el único 

antecesor de todas las células germinales en el animal. La célula P4 se divide una vez 

para formar dos células primordiales germinales (PGC), denominadas Z2 y Z3, durante 

la embriogénesis. Las células PGC, Z2 y Z3 permanecen mitóticamente inactivas 

durante el resto de la embriogénesis, pero posteriormente comienzan a dividirse, 

aproximadamente en la mitad del primer estadio larval (L1) (35)(Figura 1). Las células 

continúan proliferando a medida que la gónada se expande durante los estadios 

larvales L2 y L3. Las células somáticas de la punta distal (DTC) de cada brazo gonadal, 

guían el crecimiento distal de la línea germinal, avanzando en el proceso, empieza a 

girar hacia el centro del animal durante la transición entre L3 y L4 (35). Poco después 

de la entrada en L3, las células más alejadas de las DTC inician la meiosis. El proceso 

de meiosis difiere significativamente de la mitosis debido a que dirige la recombinación 

entre cromosomas y también incluye una división adicional en el cual existe una 

reducción en el número de cromosomas para dar lugar a células haploides (35). La 

meiosis que es parte de la gametogénesis es fundamental para la formación de los 

gametos, de tal manera que los espermatozoides se producen en la etapa L4 y los 

ovocitos en edad adulta (35), permitiendo que C.elegans sea una hermafrodita auto 

fértil (36) (Figura 1).  



18 

 

 

Figura 1. Desarrollo de la línea germinal en el hermafrodita de C.elegans. Las células germinales se 

indican mediante esferas coloreadas, mientras que la célula de la punta distal (DTC) está representada con 

color amarillo. Las células madre germinales (GSC), están en el ciclo celular mitótico dentro de la zona 

mitótica (MZ) están representadas como esferas de color verde, las células que entran en la meiosis en la 

zona de transición (TZ), se muestran como esferas crecientes. Las células espermatogénicas meióticas son 

de color azul y las células ovogénicas meióticas de color rojo (35).   

 

Las células germinales dentro de cada brazo de la gónada adulta poseen una 

disposición polarizada y progresiva, en la que se mantienen células proliferativas cerca 

de las DTC, y las células más diferenciadas se sitúan en la gónada proximal. En la línea 

germinal del hermafrodita adulto, la región que contiene las células germinales que 

proliferan se conoce como la "zona mitótica" (MZ) (35). Según varias estimaciones, 

entre 200 y 250 células germinales son mitóticamente activas dentro de la MZ, que se 

extiende aproximadamente entre 19-22 tamaños celulares desde la punta distal de la 

gónada (35).  
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Estas "células" son en realidad un sincitio. Sin embargo, como cada núcleo tiene su 

propio citoplasma asociado que parece comportarse de manera autónoma permitiendo 

el desarrollo de los gametos (37). Todas las células dentro de la MZ están activas 

cíclicamente (37), aunque con leves diferencias, dependiendo de su posición relativa 

con respecto a la punta distal (32).  

 

6.3.  Descripción general del desarrollo de la espermatogénesis en 

C.elegans. 

 

La espermatogénesis de C.elegans utiliza vías de tráfico de vesículas para ayudar a 

establecer la polaridad celular durante la diferenciación. Cada espermatocito primario 

sufre meiosis para producir cuatro espermátidas haploides (Figura 2)(38). Las 

espermátidas retienen selectivamente los componentes requeridos, mientras que los 

componentes innecesarios se acumulan en el cuerpo residual anucleado. La vía 

vesicular, produce organelos denominados Cuerpo Fibroso-Organelo Membranoso (FB-

MO), que cumplen una función  importante durante esta partición citoplasmática 

asimétrica (38). Los cuerpos fibrosos (FBs) y los orgánulos membranosos (MOs) se 

forman en estrecha asociación a medida que se desarrolla el espermatocito primario 

(Figura 2) (38). Cada MO que surge del Aparato de Golgi, tiene una membrana con 

doble capa que rodea las fibras de la proteína principal de esperma (MSP), que 

constituyen su asociación en conjunto con el  FB (Figura 2), y muchos complejos FB-

MO que se encuentran en cada uno de los espermatocitos primarios (Figura 2) (38). 

Los FB-MOs se segregan a cada espermátida en formación, simultáneamente con la 

finalización de la meiosis, mientras que los ribosomas, la actina, la mayor parte de la 

tubulina y varias membranas se descartan en el cuerpo residual (38). Las membranas 

de los MOs, se retraen de los FBs en el momento en que las espermátidas se separan 

del cuerpo residual, y los FBs se despolimerizan en dímeros constituyentes de la MSP 

que se dispersan a lo largo del citoplasma (Figura 2) (38). Durante la transformación 

de las espermátidas en espermatozoides, los dímeros de MSP se concentran en el 

pseudópodo, y se polimerizan en el c itoesqueleto para regular la movilidad celular 

(Figura 2) (38).  
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Los MOs se localizan bajo la superficie de la célula espermática donde se fusionan con 

la membrana plasmática y forman un poro de fusión permanente. Este evento 

mediante el mecanismo de exocitosis, libera el contenido del MO hacia la superficie 

celular, lo cual es necesario para que las espermátidas se conviertan en 

espermatozoides funcionales (Figura 2) (38). 

 

Figura 2. Resumen de la espermatogénesis WT (A), y morfogénesis del complejo FB-MO (B) en 
C.elegans. (A) Los espermatocitos primarios se desarrollan en un sincitio con el raquis, brotan del mismo 
raquis después de iniciar la meiosis. Un espermatocito primario experimenta dos fases de meiosis, para 
producir cuatro espermátidas haploides, posteriormente estas entran en la espermiogénesis para formar 
cuatro espermatozoides en C.elegans. B, la formación del organelo membranoso cuerpo fibroso, en donde el 
FB se desarrolla en asociación con el MO (38). 

Relacionado con las proteínas de estudio, existen antecedentes de que las E3 ligasas 

de ubiquitina y las proteínas de choque térmico (HSP), están presentes y cumpliendo 

funciones cruciales en el desarrollo de la espermatogénesis y línea germinal de 

C.elegans.   

De la información encontrada una parte de ésta, fue asociada a la enzima E3 ligasa 

que posee funciones específicas reconociendo sustratos, que están involucradas en los 

siguientes procesos como: meiosis (7), cantidad adecuada de DNA y centriolos en los 

espermatozoides (39), formación de la línea germinal (8), apoptosis en la línea 

germinal (9) entre otras.  

 



21 

 

Con respecto a las proteínas de choque térmico o HSP, que cumplen funciones en el 

plegamiento correcto de las proteínas y mantención de la proteostasis celular, se 

encontró información relacionada con los siguientes procesos en espermatogénesis  de 

C.elegans, los cuales son: formación de la gónada y la línea germinal (14) (15) (16), 

progresión del ciclo celular en la línea germinal (17) (18), letalidad embrionaria y 

fenómenos de esterilidad (14) entre otras.  

6.4.  Descripción general de la vía ubiquitina proteosoma y la 

especificidad de las E3 ligasas de ubiquitina 

 

La vía ubiquitina proteosoma (UPP) es el principal sistema que regulariza la 

degradación de proteínas de corta vida y la eliminación de proteínas solubles que están 

dañadas. El mecanismo UPP es dependiente de ATP y se consigue a través de una 

cascada enzimática que implica tres clases distintas de proteínas: la primera es la 

enzima activadora de ubiquitina (E1) que estimula las ubiquitinas y las cede a la 

segunda proteína denominada enzima de conjugación de ubiquitina (E2) que transfiere 

las ubiquitinas a la tercera y última proteína, la enzima ligasa de ubiquitina  (E3) (3) 

(Figura 3) (40). La misma reacción une moléculas de ubiquitina adicionales a la 

ubiquitina primaria a través de los aminoácidos lisina internos en la ubiquitina 

(41)(42). Las cadenas de ubiquitina polimerizada actúan como una señal que traslada 

las proteínas diana al proteosoma, donde el sustrato se descompone proteolíticamente, 

en el proteosoma 26S (43). 
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Figura 3. Via ubiquitina proteosoma.  Es un proceso de varios pasos en el cual, la etapa inicial requiere 

ATP, para unir la ubiquitina a la enzima activadora de ubiquitina (E1). La ubiquitina activada se transfiere a 

una enzima conjugadora de ubiquitina (E2s). Las E2s pueden donar ubiquitina directamente a los sustratos 

de proteínas, a través de complejos proteicos, denominados ligasas de ubiquitina o mediante HECT E3 

ligasas específicas. Esto da como resultado, conjugados de proteína en donde la ubiquitina está unida a la 

proteína diana. Los sustratos podrían ser modificados por la unión de una sola ubiquitina 

(monoubiquitinación), moléculas de ubiquitina simple en múltiples residuos (multiubiquitinación) o cadenas 

de ubiquitina (polyubiquitinación). Muchas proteínas poliubiquitinadas son degradadas por el proteosoma 

26S (40). 

El holocomplejo de proteosoma o proteosoma 26S, consta de dos entidades: una 

estructura cilíndrica central con actividad de hidrólisis de péptidos (partícula de núcleo 

[CP] o proteosoma 20S) y una partícula reguladora (RP, también conocida como 

regulador cap, partícula 19S o PA700) necesarias para el reconocimiento del sustrato, 

la eliminación de la cadena de ubiquitina y el despliegue dependiente de ATP (44) (45). 

La vía ubiquitina proteosoma (UPP), controla casi todos los procesos celulares básicos, 

como la progresión del ciclo celular, la transducción de señales, la muerte celular, las 

respuestas inmunitarias, el metabolismo, el control de la calidad de las proteínas y el 

desarrollo, degradando proteínas reguladoras de corta duración o estructuralmente 

aberrantes (45) (46).  

Además, la vía ubiquitina proteosoma (UPP), interviene en funciones relacionadas con 

procesos en la espermatogénesis en C.elegans, como por ejemplo: el equilibrio entre la 

proliferación y la entrada a la meiosis de las células germinales (47), la degradación de 

los MOs y las mitocondrias paternas posterior a la fertilización (48), formación correcta 

de los espermatozoides (49), entre otras. 
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En relación a las enzimas E3 ligasas de ubiquitina, estas son de particular interés en 

los estudios evolutivos del sistema de ubiquitinación, debido a que existe una mayor 

diversidad con respecto a las enzimas E1 y E2 que participan en el mecanismo (50). 

Los eucariotas poseen un único gen que codifica para la única E1 enzima activadora de 

ubiquitinas, decenas de genes para las enzimas E2 de conjugación de ubiquitinas, y 

como varios cientos de genes que codifican para las E3 ligasas de ubiquitina (50). 

De hecho, los pocos genomas eucariotas hasta ahora analizados, codifican para 

muchas más enzimas E3 que E1 o E2. Por ejemplo, hay más de 600 tipos de E3 en el 

genoma humano, mientras que sólo hay dos proteínas E1, y aproximadamente 30 

proteínas E2 (51). 

La razón de esto, se debe a que las E3 ligasas son responsables de la especificidad del 

sistema de ubiquitinación, es decir, reconocen, discriminan e interactúan con el 

sustrato proteico adecuado (40), y por lo tanto, son funcionalmente más 

especializadas (50). De hecho, hay varios grupos de enzimas E3, según su estructura 

cuaternaria, la disposición de los dominios específicos y la forma en que interactúan 

con las enzimas E2 y la proteína diana. Esto incluye, por ejemplo, las ligasas HECT y 

RING, y los complejos CRL (50). Estas proteínas, típicamente, tienen una amplia gama 

de conformaciones en sus dominios, que implican motivos específicos de interacción 

proteína-proteína (50). 

Las E3 facilitan la transferencia de ubiquitina a uno o más residuos de Lys en el 

sustrato. La conjugación covalente, se produce entre el grupo carboxilo del residuo de 

Gly en el carboxi-terminal de la ubiquitina y el grupo ε-amino de una Lys interna en el 

sustrato. Un sustrato puede ser monoubiquitinado en un solo residuo de Lys, 

multiubiquitinado en varios residuos de Lys, o poliubiquitinado, en el cual la 

transferencia secuencial de ubiquitina da lugar a cadenas de ubiquitina, unidas a uno o 

más residuos de Lys en el sustrato (40). 

Generalmente, el tipo de ubiquitinación y las cadenas de ubiquitina formadas, 

determinan el destino de la proteína. La ubiquitina en sí, contiene siete residuos de Lys 

(Lys6, Lys11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48 y Lys63), y las cadenas secuenciales de 

ubiquitina, que se ensamblan por las E3, pueden implicar uno o más de estos residuos, 

aunque Lys48 y Lys63 son los más usados comúnmente (40). 
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Las dianas que contienen cadenas de ubiquitina ligadas a Lys48, son usualmente 

degradados por el proteosoma 26S, mientras que la monoubiquitinación y la 

poliubiquitinacion, a través de Lys63, parecen estar implicadas en una serie de 

diferentes procesos celulares, tales como endocitosis y clasificación vesicular (40).  

La función de las cadenas de ubiquitina, vinculadas a otros residuos de Lys, se está 

comenzando a dilucidar. Un reciente informe demuestra que las cadenas de 

poliubiquitina, a través de todos los residuos de Lys en la ubiquitina, excepto Lys63, 

pueden dirigirse a las proteínas para la degradación por el proteosoma, y los sustratos 

ligados a Lys11 están específicamente involucrados en la ruta de degradación asociada 

al retículo endoplasmático (ERAD) (40). 

Comúnmente, se encuentran dos tipos de E3: el tipo RING y el tipo HECT (Figura 4). 

Una característica clave de las ligasas HECT en el residuo conservado de Cys, es que 

forma un enlace tioéster intermedio con el C-terminal de la ubiquitina, antes de 

catalizar la ubiquitinacion del sustrato. Por el contrario, E3s RING son andamios que 

llevan la E2 cerca de los sustratos para facilitar la transferencia de ubiquitinas. E3 

RING puede ser una cadena simple (por ejemplo, CBL) o ser parte de complejos 

multiméricos (por ejemplo, Cullin E3s) (Figura 4) (40). 

 

Figura 4. Principales tipos de proteinas E3 ligasas de ubiquitina. Dos grupos principales de proteínas 

ligasas de ubiquitina, las enzimas E3s HECT y las E3s RING, difieren en la forma en que transfieren la 

ubiquitina al sustrato. Las E3s HECT son enzimas que actúan como un aceptor de enzimas E2 de ubiquitina 

(E2). La ubiquitina se transfiere a continuación a un residuo específico del sustrato (figura A). Por el 

contrario, las E3s RING actúan como un andamio para facilitar la interacción entre las E2 y los sustratos. 

Estas E3s pueden formar una cadena única o grandes complejos de múltiples proteínas que proporcionan la 

especificidad y complejidad (figura B). La mayoría de las E3s conocidos son RING. Estos se caracterizan por 

una secuencia CX2CX9-39CX1-3HX2-3(C/H)X2CX4-48CX2C que produce un motivo "crossbrace" que se estabiliza 

mediante la unión a dos átomos de zinc a través de residuos de Cys e His (figura B) (40).  
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En el nemátodo C.elegans, las E3 ligasas regulan procesos tan diversos como la 

determinación del sexo, la progresión del ciclo celular, (4) (5), la diferenciación, la 

reparación del DNA y la muerte celular programada (PCD o apoptosis) (6). Además, 

enzimas E3 ligasas de ubiquitina, intervienen en funciones relacionadas con procesos 

en la espermatogénesis como por ejemplo: meiosis (7), cantidad de DNA y centriolos 

en los espermatozoides (39), gametogénesis (8), formación de la línea germinal (8), 

apoptosis en la línea germinal (9) entre otras. 

Por otra parte, se debe mencionar que la ubiquitinación es una reacción reversible, ya 

que muchos enzimas cisteina-proteasa y las metaloproteinasa que desubiquitinan 

(DUBs) están presentes en la célula (43). Las DUBs funcionan en la etapa inicial 

durante el desglose de las proteínas marcadas con ubiquitina para permitir que las 

ubiquitinas sean recicladas (43).  

6.5.  Funciones de la vía de degradación de proteínas ubiquitina 

proteosoma en la línea germinal de C.elegans. 

 

La espermatogénesis se constituye por divisiones celulares, a través de una sucesión 

de etapas de alta complejidad, que conduce a la formación de células diferenciadas 

denominadas espermatozoides (2). Dicho complejo programa requiere una expresión 

precisa de enzimas y proteínas estructurales, que se relaciona no sólo para la 

regulación de la transcripción y traducción de genes, sino también para la degradación 

de proteínas diana (2). El sistema ubiquitina proteosoma en la espermatogénesis, se 

encarga de funciones proteolíticas y no proteolíticas en la ubiquitinación, como la 

formación de cadenas de proteínas conjugadas, usando otras lisinas que pueden 

regular procesos tales como la reparación del DNA o transducción de señales (2).  

La importancia de la ubiquitina y el proteosoma, se resalta con la demostración de 

ejemplos relacionados con la capacidad altamente eficiente y selectiva de la UPP, para 

regular rigurosamente algunos de estos procesos, promoviendo la producción 

adecuada de espermatozoides normales (2).  
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La importancia de la UPP durante la meiosis se evidencia por defectos observados por 

el agotamiento de la ubiquitina o deterioro del proteosoma. Por ejemplo, la eliminación 

del gen de la poliubiquitina Ubb en ratones, conduce a la infertilidad con una detención 

de células germinales en la profase de la meiosis (52). 

En C.elegans, la UPP también es relevante para el desarrollo adecuado de 

espermatozoides. En el siguiente apartado se demuestra ejemplos sobre algunas 

funciones de la vía ubiquitina proteosoma en la espermatogénesis y la línea germinal 

de C.elegans.  

La capacidad reproductiva en muchos animales se basa en un estrecho equilibrio, entre 

el número de células que proliferan en la línea germinal y el número de células que 

entran en meiosis y se diferencian en gametos (47). En la línea germinal de C.elegans 

la vía de señalización GLP-1/Notch, controla este equilibrio entre la proliferación y la 

entrada a la meiosis. Se identificó al proteosoma como un regulador adicional de este 

equilibrio (47).  

Los investigadores proponen un modelo en el que el proteosoma degrada las proteínas, 

que son necesarias para la proliferación a medida que las células cambian de la 

proliferación a la entrada en meiosis (Figura 5) (47). 
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Figura 5. Modelo de la actividad del proteosoma en la regulación de la proliferación frente a la 

decisión de entrada a meiosis. En este modelo, las células proliferativas en la zona mitótica (verde) 

tienen activa la señalización GLP-1/Notch. Esta señalización inhibe la actividad de GLD-1, limitando su 

expresión en el extremo distal, lo que permite traducir ARNm específicos y producir proteínas necesarias 

para la proliferación. Como parte de un modelo, un factor desconocido (X) también puede inhibir la actividad 

GLD-1 de una manera independiente de la señalización GLP-1/Notch. (47). 

 

Otros mecanismos asociados con funciones de la vía ubiquitina proteosoma ocurren 

posterior a la fecundación en C.elegans. Unos organelos correspondientes a los 

espermatozoides denominados organelos membranosos (MO), se agrupan junto con 

mitocondrias paternas para ser eliminadas inmediatamente después de la fecundación 

(48). 

El número de mitocondrias y MOs de los espermatozoides muestran una fuerte 

disminución durante el tiempo transcurrido entre la fusión espermatozoide-oocito y el 

inicio de la primera mitosis. Durante este tiempo, las mitocondrias paternas 

permanecen estrechamente agrupadas con los MOs (28).  
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Se observaron dos tipos de cadenas de poliubiquitinas en los MOs: cadenas de 

ubiquitina ligada a la K48 que se sabe que conducen a degradación proteosomal y 

cadenas de ubiquitina ligadas a la K63, las que se han relacionado con autofagia (48). 

Poco tiempo después de la fecundación en C.elegans, los proteosomas maternos se 

localizan en los MOs y proteosomas paternos de los espermatozoides se localizan en 

las estructuras que se encuentran en la periferia de la agrupación de los MOs, lo que 

sugiere que la presencia de ambas poblaciones de proteosomas en c onjunto con 

mecanismo de autofagia, se encargan de la degradación del material paterno, como los 

MOs y mitocondrias que se encuentran en los espermatozoides de C.elegans (48). 

Relacionado con otro estudio, se ha descrito a DSS1 (o Rpn15) como una proteína 

conservada que ha sido implicada en varias funciones celulares. Se ha comprobado 

que DSS1 es una subunidad del proteosoma 26S (53). Para estudiar la importancia de 

DSS-1 se analizó el fenotipo de gusanos mutantes para DSS-1. Los gusanos 

homocigotos DSS-1 (tm370) crecieron hasta convertirse en adultos, los cuales fueron 

estériles (49).  

Por lo tanto, se ha demostrado que la falta de descendencia fue provocada por un 

defecto en la formación de espermatozoides por los mutantes DSS-1, al realizar el 

apareamiento con gusanos machos WT (49).  

Además, los espermatozoides que estaban presentes en la espermateca de los gusanos 

mutantes, eran comparables en número con los de los gusanos heterocigotos control 

(49). Esto sugirió que la espermatogénesis era superficialmente normal. Sin embargo, 

se presentó un cierto retraso en la formación de espermatozoides debido a la 

acumulación de espermatocitos en un 35% a los 3 días de edad en mutantes DSS-1, 

comparados con los gusanos control (49).  

En resumen. las mutaciones producidas en DSS-1, alteran una subunidad del 

proteosoma 26S, conduciendo a defectos en la formación normal de los 

espermatozoides y un retraso en tiempo de la formación de los mismos (49). 
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6.6.  Funciones de las E3 ligasas de ubiquitina en la espermatogénesis y 

linea germinal de C.elegans  

 

6.6.1.  Funciones de las E3 ligasas de ubiquitina APC/C  

 

La destrucción oportuna de los reguladores del ciclo celular por el proteosoma, es parte 

importante para que ocurra la división celular exitosa en todos los eucariotas (7). Para 

llevar a cabo estos hechos, existen enzimas E3 ligasas que catalizan la ubiquitinación 

de varias proteínas en el ciclo celular, para la degradación a través del proteosoma. 

Este mecanismo se realiza mediante la degradación ordenada de sustratos, tales como 

ciclinas, quinasas mitóticas, proteína securin, microtúbulos y componentes del 

ensamblaje  del huso (36) (54) (55).  

El complejo promotor de anafase o ciclosoma (APC/C) es un promotor clave en la 

progresión del ciclo celular. Esta E3 ligasa de ubiquitina formada por multiples 

subunidades proteicas, impulsa tanto la transición metafase-anafase y la salida de la 

fase M por poliubiquitinación de los diferentes sustratos para dirigirlos a degradación 

mediada por el proteasoma 26S (56) (57).  

Los diversos sustratos mitóticos y meióticos de APC/C incluyen a securin, cuya 

destrucción libera la proteína separasa para escindir el complejo cohesina entre las 

cromátidas hermanas, como la ciclina B, cuya destrucción permite la salida de la fase 

M. Cuando existen modificaciones por agotamiento o la represión de la actividad 

APC/C, esta E3 ligasa impide la destrucción de securin y conduce a una detención de 

las células en metafase (8). 

Como en todos los aspectos del ciclo celular, la actividad de APC/C debe estar regulada 

con precisión. Para activarse y facilitar el reconocimiento del sustrato, el promotor 

APC/C debe estar unido a uno de sus activadores que contienen repetición de WD 

(triptófano-aspartato) (56).  
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Los principales reguladores bioquímicos o coactivadores secuencialmente, son; 

Cdc20/Fizzy que impulsa la transición metafase-anafase, y Cdh1, gen supresor de 

tumores que no sólo impulsa la salida de la mitosis, sino que también reprime la 

entrada al ciclo celular posterior y promueve la diferenciación celular somática 

(58)(59). 

Un ejemplo de un sitio de regulación es cuando la actividad de APC/C es temprana, se 

producen aberraciones en la segregación cromosómica, la actividad de APC/C está 

regulada negativamente por el punto de control del ensamblaje del huso (SAC)(8). 

Este sitio de regulación bloquea la transición metafase-anafase a menos que todos los 

cinetocoros estén unidos a los microtúbulos y bajo una tensión del huso bipolar 

adecuada (60),  retrasando el inicio de la anafase por inhibición de la actividad de APC 

mediante el secuestro de Cdc20. Este retraso suele ser suficiente para que la célula 

corrija el problema en el huso, para permitir la progresión del ciclo celular (61). 

En C.elegans, el tiempo de activación de APC/C, es importante regularlo, porque la 

segregación precoz o aberraciones en los cromosomas que pueden dar lugar a la 

aneuploidía de las células hijas, que conduce a la muerte del embrión o la proliferación 

celular descontrolada (61). En el nemátodo, la mayoría de las subunidades de APC/C 

son necesarios para la división celular tanto en mitosis como en meiosis (61).  

A partir de esta información, se examinaron proteínas del tipo APC-16, ortólogo de 

K10D2.4 en C.elegans, que podrían ser subunidades funcionales de APC/C. Estudios 

anteriores mediante la inhibición de diversas subunidades de APC/C por RNAi o 

mutaciones sensibles a la temperatura provocan un fenotipo de “transición defectuosa 

metafase-anafase” (Mat), que es característico por la pérdida de función en APC/C (7). 

Se realizaron knockdown de K10D2.4 por RNAi, que además de generar un fenotipo 

mat, todos los huevos fertilizados permanecieron detenidos en una sola célula dentro 

del útero de las hermafroditas (7). La detención se produjo en la transición metafase-

anafase en la meiosis I, y el agotamiento se parecía al de un fenotipo mat-2 (APC1) 

(7). 
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Al visualizar el útero en un lapso de tiempo, el óvulo fecundado con K10D2.4 RNAi 

mostró la formación del huso en la transición en metafase, que persistió durante 67 

minutos. Por el contrario, los embriones WT iniciaron la anafase meiótica I después de 

5,1 ± 0,89 minutos y la anafase II después de 19,3 ± 0,45 minutos, después de la 

salida de la espermateca (7).  

En resumen, la inhibición de K10D2.4, ortólogo de APC16, es esencial para APC/C en 

C.elegans, debido a que causa un fenotipo altamente específico de pérdida de función 

de APC/C, indicando que los óvulos fecundados con RNAi de K10D2.4 mostraron una 

detención prolongada del huso en la transición metafase-anafase comparado con los 

WT (7).  

Otras indagaciones relacionadas con la E3 ligasa de ubiquitina, APC/C están vinculadas 

con algunos componentes de los espermatozoides en C.elegans, como el DNA y los 

centriolos. Se conoce que los espermatozoides contribuyen con el DNA, que constituye 

el pronúcleo masculino, y los únicos centriolos al cigoto. Científicos estudiaron el gen 

such-1, que codifica para un componente del complejo promotor de anafase/ciclosoma, 

mutantes such-1(t1668) en espermatozoides, presentan una cantidad de DNA anormal 

y un números inadecuando de centriolos (39). 

Los espermatozoides WT contienen DNA altamente condensado, asociado a un par de 

centriolos marcados con SAS-4 (Figura 6 A). Estos dos centriolos suelen aparecer 

como un único foco, debido a su pequeño tamaño y proximidad (39). 

En los espermatozoides mutantes such-1 (t1668) se visualizan una serie de fenotipos 

con respecto al contenido de DNA y número de centriolos, los que se clasificaron por 

analogía con sus fenotipos embrionarios (de un total de n = 87 espermatozoides). En 

los ordenados en la clase I, los espermatozoides (32%) contienen DNA y uno o dos 

focos independientes de SAS-4, presumiblemente correspondientes a dos o cuatro 

centriolos (Figura 6 B) (39).  

Este subconjunto de espermatozoides mutantes, probablemente resulta en embriones 

clasificados en primera clase, los cuales son diploides y conforman un huso bipolar o 

multipolar (39).  
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En los espermatozoides catalogados como de clase II (47%) el DNA está ausente, y 

contienen un único foco de SAS-4 que está presente de manera normal (Figura 6 C). 

Este subconjunto de espermatozoides mutantes such-1 (t1668) forma embriones 

haploides de clase II, que carecen del pronúcleo masculino. Los espermatozoides 

presentes en la tercera clasificación, (21%) carecen de DNA y de centriolos (Figura 6 

D), y por lo tanto, es probable que los embriones such-1 (t1668) que formen sean 

agrupados en los de clase III (39). 

Investigadores confirmaron que la letalidad embrionaria observada es de origen 

paterno a través de los siguientes cruzamientos: ovocitos de hermafroditas 

homocigotos mutantes such-1 (t1668), fueron fertilizados por espermatozoides 

mutantes, produciendo un 100% de letalidad embrionaria (Figura 6 E). Por el 

contrario, se encontró que la letalidad embrionaria fue rescatada cuando ovocitos 

mutantes such-1 (t1668) se fertilizaron por espermatozoides machos WT PLG-1 

(E2001) (Figura 6 E) (39). 

Además, la información se confirmó con cruzamientos de espermatoides mutantes 

such-1 (t1668) con hermafroditas fog-2 (q71) que no forman espermatozoides, 

resultando el 100% de letalidad embrionaria en la descendencia (Figura 6 E). 

Afirmando que espermatozoides paternos de mutantes such-1 (t1668) causan  

letalidad embrionaria (39).  

El estudio informa que la segregación del DNA y los centriolos, de manera incorrecta, 

es producida probablemente durante la meiosis en la formación de los 

espermatozoides, información que se comprueba con el rescate de la descendencia 

cuando se realizaron cruzamientos con espermatozoides WT, indicando que las dos 

divisiones meióticas en la ovogénesis de mutantes such-1 (t1668) conducen a ovocitos 

que se producen de manera normal (39). 
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Figura 6. Espermatozoides such-1 (t1668) con aberraciones en el ADN y en la cantidad de 

centríolos causa letalidad embrionaria. (A-D) inmunofluorescencia de espermatozoides WT y 

espermatozoides such-1 (t1668). Los centríolos (SAS-4, en rojo), membranas (SP-56, en verde), y la tinción 

con hoechst para visualizar el ADN (en azul). En los WT, con un n = 58; en los espermatozoides such-1 

(t1668), n = 87; los porcentajes a la derecha indican la fracción de espermatozoides such-1 (T1668) en cada 

clase. (A) los espermatozoides WT con ADN altamente condensado y un claro foco de SAS -4. (B) 

espermatozoides such-1 (t1668) de clase I. (C) espermatozoides such-1 (t1668) de clase II sin ADN pero 

con centriolos. (D) machos such (t1668) de Clase III no contienen ADN ni centriolos. (E) el efecto de machos 

such-1 (t1668) conduce a la letal embrionaria (39).  

 

Como idea general el gen supresor del defecto de punto de control del huso-1, codifica 

para un componente del complejo promotor de anafase/ciclosoma, que conduce a una 

cantidad de DNA y el número de centriolos adecuado para los espermatozoides.  

Una nueva investigación relacionada con la función de APC5, una subunidad del 

complejo promotor de anafase/ciclosoma en C.elegans, que contiene dos parálogos, 

such-1 y gfi-3, los que se coexpresan en la línea germinal (61). 

El estudio demuestra que el agotamiento de such-1 o gfi-3 mediante RNAi, no solo 

tiene un efecto sobre las divisiones meióticas, sino que además codepleción de ambos, 

da como resultado la detención meiótica. En suma, los dos parálogos de APC5 en 

C.elegans tienen una función redundante durante las divisiones meióticas (61).  
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Para entender el rol de APC5 en C.elegans, se determinó el patrón de expresión de 

such-1 y gfi-3 y luego se investigó más a fondo el fenotipo de pérdida de función de 

cada gen, para establecer los procesos para los cuales se requiere. Se examinó el 

patrón de expresión de such-1 y gfi-3, mediante la construcción de fusiones 

transcripcionales y la generación de animales transgénicos (61). La proteína de fusión 

mCherry::histona H2B, fue impulsada por el promotor y el 3' UTR de such-1 o GFI-3. 

La construcción Such-1p::mCh::H2B::such-1 3' UTR, se expresa en todo el desarrollo 

de la línea germinal, así como la meiosis en el embrión y a lo largo de la embriogénesis 

(61).  

La construcción GFI-3p::mCh::H2B::gfi-3 3' UTR se expresó a lo largo de la línea 

germinal, en meiosis y en todas las etapas embrionarias (61).  

En hermafroditas, tanto la expresión del transgénico que impulsan la expresión de 

such-1 y gfi-3, es prominente en los espermatozoides maduros almacenados en la 

espermateca. Se generaron transgénicos machos, y encontraron que ambos también 

se expresan a lo largo de la línea germinal masculina (61).   

Estos datos, indican que such-1 y gfi-3 actúan de forma redundante durante el 

desarrollo de la línea germinal, y la meiosis. En C.elegans, existen dos subunidades de 

APC5, que se requieren para la meiosis en forma redundante. La pérdida severa de la 

función de estos dos genes en conjunto, conducen a la detención en la metafase 

meiótica, lo que sugiere que APC5 en C.elegans funciona como una clásica subunidad 

de APC/C (61).  

Una nueva evidencia genética nos dice que otro gen, EMB-1, funciona como un 

componente esencial para APC/C. Los mutantes EMB-1 fueron aislados originalmente 

de un screen genético sensible a la temperatura (ts), el gen embriogénesis anormal 1 

fue descrito como un fenotipo de una sola célula, específicamente detenido en 

metafase I ("huevos fertilizados sin división ") (8).  
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Los hermafroditas mutantes emb-1 (ok2759) fueron fijados y teñidos con DAPI para 

comprender su fenotipo estéril, y se encontraron con una reducción significativa de la 

línea germinal en la gónada, la cual contiene un número reducido de células 

germinales tempranas y ninguna evidencia de que esas células realicen la transición de 

mitosis a meiosis (8).  

Los machos mutantes emb-1 (ok2759) exhibieron una línea germinal en la gónada 

reducida de manera similar a lo que ocurrió en los hermafroditas (8). 

Se analizaron en profundidad las gónadas de mutantes homocigotos de emb-1 

(ok2759) las cuales no se desarrollan completamente. Se mostró poca evidencia, ya 

sea de la espermatogénesis o la ovogénesis, y los brazos se mantuvieron de forma 

lineal fallando el reflejo hacia el costado dorsal en el gusano (8). 

En resumen el gen emb-1 participa en la mantención del número adecuado de células 

germinales tempranas y una transición de mitosis a meiosis de forma adecuada tanto 

en hermafroditas como en machos.  

6.6.2.  Funciones de las E3 ligasas de ubiquitina BRCA1 

 

El gen supresor de tumores BRCA1 y su par estructuralmente relacionado, BARD1, 

forman un complejo heterodímero. Los genes BRCA1 y BARD1 son ortólogos de Cebrc -

1 y Cebrd-1 en C.elegans respectivamente y ambos poseen dominios funcionales 

incluyendo motivos RING, ankyrin y  BRCT (62). Por lo tanto, posee actividad de una 

E3 ligasa de ubiquitina (62). Los genes BRCA1 y BARD1 participan en una variedad de 

procesos celulares incluyendo la regulación transcripcional, la progresión del ciclo 

celular y el mantenimiento de la inactivación del cromosoma X (62). También existe 

evidencia de que BRCA1 y BARD1 están implicados en la reparación del DNA (62). 

Interrupciones en el DNA, incluyendo roturas en la doble hebra (DSB), son causadas 

por factores endógenos (la síntesis del DNA, la recombinación) y exógenas (agentes 

genotóxicos). En todos los organismos, la reparación imprecisa de tales 

discontinuidades conduce a una variedad de alteraciones genéticas, tales como 

mutaciones puntuales, deleciones y reordenamientos (9).  
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Hay dos vías principales de reparación en las roturas de la doble hebra de DNA (DSB), 

las cuales son: recombinación homóloga (HR) y unión de extremos no homólogos 

(NHEJ) (63).  

La pérdida de la reparación precisa de las DSB, se asocia con varios síndromes de 

predisposición al cáncer, como la anemia de Fanconi (FANCD2), síndrome de Bloom 

(BLM) o susceptibilidad al cáncer de mama  y de ovario (BRCA1, BRCA2/FANCD1), que 

se ven afectados por la reparación de las DSB mediante recombinación homóloga (9).  

Durante la profase meiótica, las DSBs son inducidos por la proteína meiótica 

conservada SPO-11 (9). La reparación de al menos una de las DSB en la meiosis, se 

necesitan para generar un entrecruzamiento entre cada par de cromosomas 

homólogos, hecho que es esencial para la precisa segregación cromosómica en la 

primera división meiótica (9). 

Cuando existen errores en el entrecruzamiento en los cromosomas, se conduce a la no 

disyunción y aneuploidía en la siguiente generación. Las mutaciones que afectan la 

reparación de la recombinación homóloga de las DSB en la meiosis, muestran un 

aumento en la letalidad embrionaria debido a la aneuploidía, una alta incidencia de los 

machos debido a la no disyunción del cromosoma X, anomalías en el número y forma 

de los cromosomas en diacinesis, y la alteración de los niveles y la distribución de 

focos de RAD-51 en la etapa de paquiteno (9). 

Se investigó la contribución de los genes BRCA1 en C.elegans (BRC-1) durante la 

recombinación homóloga, explorando aspectos específicos de la meiosis en el 

nemátodo, como son: las DSB en la meiosis inducidos por SPO-11 que no es un 

prerequisito para el montaje del complejo sinaptonémico y la formación del complejo 

sinaptonémico que no es necesario para RAD-51 en la DSBs (9).  

Dentro de los resultados, se encontró que los mutantes BRC-1 son viables y fértiles, 

pero muestra un fenotipo meiótico débil con una incidenc ia en la formación de machos 

(fenotipo him), lo que refleja una alta frecuencia en la no disyunción del cromosoma X 

en la meiosis de C.elegans en mutantes BRC-1 (2% frente 0.1% en WT) (9).  
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Sin embargo, los niveles de letalidad embrionaria (0,38%) no se incrementan 

significativamente en la ausencia de BRC-1, lo que indica que la segregación de 

cromosomas autosómicos durante la meiosis se produce de forma normal. La mayor 

parte de los núcleos en diacinesis de mutantes BRC-1 muestran un complemento 

similar al de los WT, con seis cromosomas bivalentes en diacinesis, que representa los 

cromosomas homólogos unidos por quiasmas (9). 

Sin embargo, aproximadamente el 12% de los núcleos de los ovocitos muestran siete 

núcleos (cuerpos), lo que podría explicar el fenotipo him. Por lo tanto, BRC-1 es en 

gran parte prescindible en el crossing-over en los cromosomas autosómicos (9).  

Un posible defecto meiótico, también se propone por los resultados que muestran los 

mutantes BRC-1, con elevados niveles basales de apoptosis en los núcleos en 

paquiteno (9). Para determinar si este fenotipo apoptótico es dependiente de la 

formación de la DSB en la meiosis, se generó un doble mutante BRC-1;SPO-11,  

eliminando la formación de las DSB en la meiosis con la mutación SPO-11 (9), 

suprimiendo el fenotipo apoptótico de mutantes BRC-1 (9).  

Para examinar la consecuencia de la eliminación de la apoptosis en ausencia de BRC-1, 

se combinaron BRC-1 con una mutación de CED-3, que es esencial para la apoptosis 

(9). Los científicos observaron un aumento de cuatro veces la letalidad embrionaria en 

el doble mutante BRC-1;CED-3, en comparación con los mutantes individuales (9), 

sugiriendo que, la ausencia de BRC-1 se requiere para eliminar por apoptosis las 

células meióticas comprometidas, que son incompatibles con la producción de 

descendencia viable (9).  

Con el fin de analizar un posible defecto de la reparación de la DSB en la meiosis de 

mutantes BRC-1, se examinaron los focos de RAD-51, que marcan eventos de 

recombinación homóloga (9). 

La carga de RAD-51 en las DSBs en la meiosis de las primeras etapas de la profase 

meiótica, se produce de forma normal en mutantes BRC-1. Sin embargo, mutantes 

BRC-1 muestran niveles anormalmente altos de focos de RAD-51 en los núcleos en 

paquiteno, un fenotipo que se suprime por la mutación de spo-11 (9).  
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Un aumento similar en los focos de RAD-51 también se observa en los núcleos 

meióticos de mutantes BRD-1, que carecen de la pareja proteica heterodiméra BRC-1 

(9)(62). Estos datos indican una función para BRC-1 en la reparación eficaz de un 

subconjunto de las DSBs, en las meiosis dependientes de SPO-11(9).  

En C.elegans un crossing-over, por cada par de cromosomas homólogos, es necesario 

y suficiente para generar conexiones interhomólogas, independiente de la longitud del 

cromosoma (9), por lo tanto, se deduce que las DSBs adicionales, generadas por SPO-

11, deben ser reparadas por vías donde no ocurre entrecruzamiento (9).  

La tendencia hacia el cromosoma homólogo, como un molde de recombinación 

homóloga, está regulada por factores pro crossing-over, como el complejo HIM-

14/MSH4-MSH-5 y el complejo sinaptonémico (9). 

Mutantes en cualquiera de estos complejos, carecen de quiasmas y muestran 12 

cromosomas homólogos univalentes intactos en diacinesis (3). Para analizar la posible 

función de BRC-1, donde no ocurre crossing-over en las vías de reparación de la DSB, 

se observaron los efectos al combinar el mutante BRC-1 con (i) mutantes him-

14/MSH4, donde el complejo sinaptonémico está presente, pero el entrecruzamiento 

se suprime, y (ii) el mutante SYP-2, en el que tanto la formación del complejo 

sinaptonémico y entrecruzamiento están ausentes (9).  

La combinación de la mutación de BRC-1, ya sea con mutantes him-14/MSH4 o SYP-2, 

resultaron en un aumento estadísticamente significativo en los núcleos (cuerpos) 

teñidos con DAPI en diacinesis, lo que indica la fragmentación de los cromosomas (9). 

A diferencia del doble mutante BRC-1;him-14/MSH4, aproximadamente el 25% de los 

mutantes BRC-1;SYP-2, se observa la resolución de los núcleos en diacinesis, con la 

cromatina deforme y mal condensada (9). Este fenotipo es similar al observado en 

cepas BRC-2 y RAD-51 deficientes, que están comprometidos en la reparación de todas 

las DSBs en la meiosis, a través de la vía de recombinación homóloga (9).  

Estos datos, indican que en ausencia del entrecruzamiento, BRC-1 contribuye a la 

reparación de las DSB meiótica, mediante el uso de las cromátidas hermanas como 

molde (9).  
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Es posible que la fragmentación observada en los dobles mutantes BRC-1;him-

14/msh-4 y BRC-1;SYP-2, podrían ser el resultado de la pérdida prematura de la 

cohesión en los cromosomas o de un defecto en la reparación de las DSB. Para 

distinguir entre estas dos posibilidades, se observaron los núcleos de dobles mutantes 

BRC-1;him-14/MSH4 y BRC-1;SYP-2, en diacinesis que se inmunotiñeron las cohesinas 

con REC-8 en la meiosis (9).  

En ambos mutantes dobles, los núcleos (cuerpos) marcados con DAPI conservan REC-

8, lo que indica que la fragmentación cromosómica surge como resultado de un defecto 

de la reparación, en lugar que la pérdida prematura de la cohesión (9).  

En resumen, en ausencia del entrecruzamiento, BRC-1 contribuye a la reparación de 

las DSB en la meiosis dependientes de SPO-11, mediante el uso de las cromátidas 

hermanas como molde.  

También relacionado con el complejo BRCA1/BARD1 (CeBCD) en C.elegans, 

antecedentes informan que la deleción de Cebrc-1 o Cebrd-1 en un screen de RNAi 

produce muerte de células germinales dependiente de p53, sensibilidad a la radiación y 

fragmentación de los cromosomas (62). 

Evidencias del complejo CeBCD, informan que se activa en respuesta a la cromatina 

bajo tratamiento de radiación ionizante (IR), demostrando que el punto de control del 

daño en el DNA promueve la asociación del complejo CeBCD con la enzima E2 de 

conjugación de ubiquitina, Ubc5 (LET- 70), para formar una activa E3 ligasa de 

ubiquitina en respuesta al daño (9).  

Los investigadores analizaron la función de CeBRC-1 y CeBRD-1 en los procesos de 

reparación del DNA, y las proteínas asociadas al complejo CeBCD purificadas por 

tándem de inmunoafinidad en condiciones de crecimiento normales o en diferentes 

puntos de tiempo, después de la exposición a la IR (9). 

Esta estrategia de purificación se realiza en animales completos, en todas las etapas 

del desarrollo, por lo tanto, tiene el potencial de identificar las proteínas asociadas 

a CeBRD-1 de todos los tipos de células que expresan CeBRD-1, incluyendo células en 

el ciclo mitótico, en el compartimento de la línea germinal y durante la embriogénesis, 

y en células de las etapas progresivas de la profase meiótica (62).  
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La inmunotinción de la línea germinal en C.elegans con el anticuerpo FK2, revela 

eventos de ubiquitanación en las últimas etapas de la profase meiótica, en condiciones 

de crecimiento normal , que se suprimen rápidamente después del tratamiento con IR, 

con una cinética similar a la observada por la pérdida de la actividad de las E3 ligasa 

de ubiquitina en los complejos CeBCD solubles (62). Por lo tanto, es posible que estos 

eventos de ubiquitinación, a finales de la profase meiótica, correspondan a la actividad 

del complejo CeBCD E3 ligasa de ubiquitina solubles, purificados bajo condiciones de 

crecimiento normales (62). 

Aunque los mutantes Cebrc-1 y Cebrd-1 exhiben un fenotipo meiótico (62), la función 

de los eventos de ubiquitinación, a finales de meiosis I, y la naturaleza del mecanismo 

inhibitorio de las E3 ligasa de ubiquitina, después del daño en el DNA, queda por 

determinar y es objeto de estudio (62). En las células mitóticas no irradiadas, dentro 

de la línea germinal de C.elegans, un pequeño número de focos de ubiquitina 

conjugada son detectables dispersas por el citoplasma, con muy pocos o ninguno 

concordante con la cromatina (Figura 7) (62).  

Después del tratamiento con IR, múltiples focos de ubiquitina conjugadas son 

detectables en núcleos mitóticos, en sitios de daño en el DNA en gusanos WT, entre 3 

y 16 horas después del tratamiento (Figura 7) (62).  

Por el contrario, mutantes Cebrc-1 y Cebrd-1 son defectuosos para la formación de 

focos de ubiquitina conjugada después de IR (Figura 7) (62), lo que indica que, la 

ubiquitinación en los sitios de daño en el DNA en las células mitóticas requiere la 

acción funcional del complejo CeBCD (62). 

En síntesis, complejos CeBCD ubiquitina  en condiciones de crecimiento normal, en las 

últimas etapas de la profase meiótica y en un eventual daño en el DNA, función que se 

suprimen rápidamente después del tratamiento con IR. 
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Figura 7. Formación de focos conjugados de ubiquitina después del tratamiento con radiación 

ionizante que están suprimidos en mutantes Cebrc-1, Cebrd-1, MRE-11, atl-1 y Ubc5/let-70 

después del tratamiento con cafeína. Imágenes con núcleos mitóticos fijado en el extremo distal de la 

línea germinal se tiñeron para (A) CeBRD-1 y RAD-51, (B) conjugados de ubiquitina (FK2) antes (WT) y 3 

horas después tratados con 75 Gy de IR para los genotipos indicados. BRC-1 (tm1145), brd-1 (DW1), MRE-

11 (ok179) y atl-1 (tm853) son mutantes de BRCA1, BARD1, MRE11 y ATR en C.elegans, respectivamente 

(62). 

 

6.6.3.  Funciones de las E3 ligasas de ubiquitina Cullin 

 

Las proteínas Cullin RING ligasas (CRL), son reguladores críticos de múltiples procesos 

del desarrollo y celulares en eucariotas. La proteína CAND1 es un inhibidor bioquímico 

de CRL (64). En C.elegans, el gen cand-1 es un regulador positivo de Cullin-RING 

ubiquitina ligasas, que se requiere para la viabilidad y para el desarrollo adecuado de 

las células de la costura, la vulva y la cola. CAND-1 se expresa en células que 

proliferan en el embrión y larvas, y está mayormente ausente de tejidos somáticos 

adultos; además la proteína CAND-1 se localiza predominantemente en el núcleo 

(http://www.wormbase.org/).  
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La proteína CAND-1 es capaz de unirse a todos los cullins, y puede interactúar 

físicamente con CUL-2 y CUL-4 in vivo (64). Se conoce que la proteína CAND-1 cumple 

un rol en la actividad de CRL en C.elegans y que la inactivación de cada una de los 

cuatro cullins (CUL-1, CUL-2, CUL-3, o CUL-4), provoca letalidad con defectos celulares 

graves (64).  

Se investigaron mutantes cand-1, tratados con RNAi, para los principales fenotipos 

mutantes de Cullin, con el fin de determinar si se requiere CAND-1 para sus 

respectivas funciones (64). Los primeros estudios fueron en cul-2, cuya proteína esta 

altamente expresado en la línea germinal (65) y en los embriones tempranos (66), 

donde regula numerosos procesos del desarrollo, incluyendo la proliferación de células 

germinales (65) (67), la determinación del sexo (67), la progresión a través de la 

meiosis en los ovocitos, la polaridad celular, la determinación del destino celular (68) y 

la progresión del ciclo celular (65) (68). 

En mutantes cul-2 que exhiben una serie de fenotipos distintos, incluyendo: un defecto 

en la progresión de las células en meiosis II, detención del ciclo celular en las células 

germinales, un fracaso en la condensación de los cromosomas y un retraso en 

prometafase mitóticas en el embrión temprano. Estos fenotipos, que son cada uno 

potencialmente letales, no se observan en mutantes cand-1 ni en RNAi de cand-1 por 

separado (64). 

Del mismo modo, fenotipos mutantes de cul-3 afectan a la meiosis y mitosis en el 

embrión temprano, y no se observan en mutantes RNAi de cand-1. La inactivación de 

cul-4 en estadios larvales posteriores, produce defectos en las células germinales (69), 

fenotipo de los cuales no se observa en mutantes cand-1 tratados con RNAi. Por lo 

tanto, la mayoría de los fenotipos graves de cullin no se observan en la inactivación de 

cand-1, lo que implica que muchos CRLs en C.elegans pueden realizar sus funciones 

celulares esenciales en ausencia de CAND-1 (64). 
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Se realizaron análisis genéticos de cand-1 y cullin, con una cepa cand-1 (tm1683);cul-

2 (EK4)/+, en donde cada brazo gonadal tiene un pequeño número de células 

germinales, que se someten a la detención en el ciclo celular con un aumento en el 

tamaño de las células y en su contenido de DNA 2N (4,2 ± 0,8 células por brazo 

gónadas (64).  

Este fenotipo es similar, pero mucho menos penetrante que la detención del 100% de 

las células germinales observado en mutantes homocigotos cul-2. Hechos que no 

ocurrieron ni en homocigotos cand-1 (tm1683) ni heterocigotos cul-2 (EK4)/+, 

relacionados con la detención de las células germinales (64). 

Otro resultado informa que mutantes cand-1 son hipersensibles a cul-1, cul-2, cul-3 y 

cul-4, tratados con RNAi (56). En larvas L1 mutantes cand-1 con RNAi de cul-1 el 

ochenta por ciento fueron sometidas a una detención larval, y el resto se convirtieron 

en adultos estériles; por el contrario, los larvas L1 WT con RNAi de cul-1, no se 

sometieron a la detención larval y se convirtieron en adultos que fueron capaces de 

formar huevos detenidos en su formación (64). 

Del mismo modo, RNAi de cul-3 y mutantes cand-1 en larvas L1, se desarrollan para 

convertirse en adultos estériles, mientras que en larvas L1 WT se convierten en adultos 

que podrían producir huevos (64). En los RNAi de cul-4 y mutantes cand-1 en larvas 

en etapa L4, se desarrollaron hasta adultos, donde el 68% de su progenie está 

detenido en el estado embrionario, mientras que gusanos WT en etapa L4 se produce 

sólo el 5% de embriones detenidos (64).   

Los científicos concluyeron que se requiere CAND-1 para la función óptima de las 

proteínas cullin, pero que muchos complejos de CRL pueden mantener sus funciones 

esenciales en ausencia de CAND-1(64). 

Siguiendo con la actividad de uno de los componentes de la familia de las CRL, CUL-2, 

se encontró que tiene funciones en la línea germinal de C.elegans. El estudio informa 

que gusanos con pérdida de función de cul-2 son defectuosos en la proliferación de las 

células madres de la línea germinal (GSC), resultando la esterilidad en el animal (65).  
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Para analizar la función de cul-2 en la línea germinal, se realizaron búsquedas en las 

subunidades de reconocimiento de sustrato (SRS), que actúa conjuntamente con CUL-

2 para regular la proliferación GSC (65).  

La subunidad de reconocimiento de sustrato LRR-1 actúa junto con CUL-2 para regular 

la proliferación de células germinales (67) (70). La proteína LRR-1 es abundante en la 

línea germinal, y en animales mutantes nulo de LRR-1 [LRR-1 [0]] se comporta de 

manera similar a los mutantes Cul-2, que también son defectuosos en la proliferación 

de las células germinales, resultando la esterilidad del animal (65).  

En mutantes LRR-1 (0), se realizó en un screen supresor, basado en la visualización 

por RNAi. Una cepa de LRR-1 (0), que expresa la histona H2B fusionado a GFP bajo el 

control del promotor de la línea germinal específico pie-1, se utilizó para detectar 

genes cuya inactivación por RNAi suprimió la detención del ciclo celular de las células 

germinales en mutante LRR-1 (0), y restaurar su fertilidad (65).  

Este screen identificó a CHK-1 (Chk1, punto de control para la kinasa 1 en humanos) y 

la quinasa ATL-1 (relacionados con ATR, ataxia telangiectasia y Rad3), que son 

componentes fundamentales en el punto de control de la vía de replicación del DNA 

(65). Esta vía del punto de control, normalmente se activa en respuesta a los defectos 

en la replicación del DNA, tales como horquillas de replicación atascadas y bloqueos en 

la fase G2 en la progresión del ciclo celular (71).  

Estas observaciones, indican que el punto de control de la replicación del DNA se 

hiperactiva en mutantes LRR-1 (0) y evita la proliferación mitótica de las GSC, 

resultando la esterilidad en los animales (70). 

La hiperactivación de la vía de la replicación del DNA, en ausencia de la función LRR-1, 

no sólo se produce en la línea germinal, sino también en los embriones tempranos, 

donde los knockdown por RNAi de LRR-1 causan la activación del punto de control de 

la replicación del DNA, que resulta en un retraso grave en la división de la blastómera 

P1, en el estadio de dos células, importante para la formación de la gónada (también 

conocido como P1 fenotipo tardío(65).  
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El hallazgo en un alelo de cul-2 en este screen genético, confirmó que los puntos de 

control de la progresión del ciclo celular bloquean la replicación del DNA en la línea 

germinal, tras la inactivación de la enzima E3 CRL2-LRR-1 (70).  La función de esta E3 

ligasa es regular, la integridad de la replicación del DNA en las células germinales y en 

los embriones tempranos (65).  

Los mutantes nulos de LRR-1 y cul-2 son defectuosos en la proliferación de células 

germinales, por lo tanto, el análisis del rol del complejo CRL2-LRR-1 en los eventos 

posteriores al desarrollo de las células germinales fue posible identificando los alelos 

de cul-2 sensibles a la temperatura (ts) (65).  

Con el uso de este alelo, se descubrieron fenotipos adicionales asociados a la pérdida 

de función cul-2 (65). Afirmando mediante la evidencia existente que CRL2-LRR-1 

influye en el equilibrio entre la proliferación de las células madres en la línea germinal 

y la diferenciación meiótica, y demostrando además que esta enzima inhibe el 

ensamblaje del complejo sinaptonémico (SC) (65).  

En C.elegans, el equilibrio entre la proliferación de células germinales y diferenciación 

meiótica, es controlado por la vía de señalización GLP-1/Notch (34). La célula de la 

punta distal (DTC), limitan el extremo distal de la línea germinal, proporcionado por el 

ligando Notch. Río abajo de la señalización Notch, una red de regulación post-

transcripcional, coordina la decisión de la proliferación o diferenciación para la entrada 

a la meiosis. Esta red central, idéntica a las proteínas de unión FBF-1/2 (pumilio) al 

RNA, que reprimen la traducción de los promotores de la meiosis en GSCs, incluyendo 

GLD-1, GLD-2/3, y CKI-2 (72). Animales cul-2 ts, son hipersensibles a la inactivación 

mediada por RNAi de FBF-1/2, información confirmada mediante alelos genéticos (65).  

Los resultados sugieren que FBF-1/2 y CUL-2 pueden compartir dianas comunes para 

inhibir la diferenciación meiótica, actuando a nivel de RNAm y proteínas, 

respectivamente. Tales mecanismos complementarios, proporcionarían la decisión de 

entrada a la meiosis (65).  
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La decisión de entrar en la meiosis, debe coordinarse con la producción oportuna de las 

proteínas cromosómicas en la meiosis, tales como los componentes del SC y el 

reclutamiento en los cromosomas meióticos. Las proteínas FBF-1/2 desempeña un rol 

en esta coordinación, reprimiendo la expresión de los componentes del SC en GSC, 

incluyendo him 3, HTP-1/2, y SYP-1 (73). Sin embargo, el reclutamiento de estas 

proteínas en los cromosomas, depende de la actividad de la proteína HTP-3 con 

dominio HORMA (74) (75). La proteína HTP-3 se expresa a bajos niveles en GCSs, pero 

en contraste con los otros componentes estructurales de los cromosomas meióticos, la 

expresión de HTP-3 no está regulada por FBF-1/2 (73).  

Se obtuvieron evidencias sustanciales, las que indican que HTP-3 es un sustrato de E3 

ligasa CRL2-LRR-1. La proteína HTP-3 interacciona físicamente con LRR-1, y se 

acumula tras la inactivación de cul-2 o de las subunidades del proteosoma. 

Considerando que la acumulación inapropiada de HTP-3 en GSC promueve el 

reclutamiento de HIM-3 en los cromosomas, sin embargo, no es suficiente para 

desencadenar la entrada a la meiosis (65). 

Estas observaciones, sugieren que varias vías independientes actúan juntas para 

regular y coordinar la entrada a la meiosis. En particular, la quinasa ciclina 

E/Cdk2(CYE-1)/CDK-2 en C.elegans, que emergió recientemente como un regulador 

crítico de la mitosis y la decisión de la entrada a la meiosis (76) (24).  

De hecho, la inactivación de Cye-1, que impulsa las células germinales mitóticas para 

entrar en la meiosis (68) (76), sugiere que la proteína CYE-1/CDK-2 podría inhibir las 

diferentes vías que promueven la entrada a la meiosis (24).  

Se destaca la identificación de un alelo de cul-2, sensibles a la temperatura, que reveló 

nuevos conocimientos sobre la función de la E3 ligasa CRL2-LRR-1 en el desarrollo de 

la línea germinal (65).  

Además esta enzima E3, no solo promueve la proliferación de células germinales,  

probablemente mediante el control de la integridad de la replicación del DNA, sino que 

también influye en el equilibrio entre la proliferación mitótica  y la diferenciación 

meiótica, e impide la formación prematura del complejo sinaptonémico, mediante la 

regulación de la estabilidad de HTP-3 (65).  
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Nuevos antecedentes aportador por científicos encontraron otras funciones 

relacionadas con cul-2, observaron que mutaciones en la proteína LRR-1 (proteína con 

repeticiones ricas en leucina) que contiene una caja BC/CUL, es fenotípicamente 

similar a la mutacion de cul-2, lo que resulta en la acumulación de CKI-1, una proteína 

de la familia CKI (inhibidor de quinasa dependiente de ciclina) (67). Además, se 

encontraron datos que informan que un defecto en la detención de células germinales 

en mutantes LRR-1 en G1, fue rescatado parcialmente por la eliminac ión de un alelo de 

CKI-1(77).  

Los autores encontraron que LRR1 se une físicamente a CKI-1, y su sobreexpresión 

aumenta con el recambio proteico de CKI-1 (77). Colectivamente, estos datos 

genéticos y bioquímicos, son consistentes con la idea de que en C.elegans las 

funciones de la proteína LRR-1, promueven la progresión de las células germinales de 

G1 a S, al actuar como sustrato del receptor diana de CKI-1 para la ubiquitinización 

por la ligasa E3 CRL2-LRR1 (77). La función del complejo CRL2-LRR-1 es degradar 

CKI-1, inhibidor de CDK Cip/Kip en el núcleo, para asegurar una progresión del ciclo 

celular adecuada en fase G1 en las células germinales (67) (70). 

En otros estudios en la familia CLR, mencionan que Cul-4 mediante silenciamiento por 

RNAi, conduce a una re-replicación en el DNA en células blásticas, y las células 

germinales masculinas y que estas se someten a una espermatogénesis prematura 

(78). Siguiendo con la misma proteína de estudio, investigadores proponen que CUL-4, 

varía en función de los componentes del complejo DDB1. El proteína DDB1 (proteína 1 

de unión al DNA dañado) se identificó inicialmente como un componente del complejo 

DDB, que funciona en la reparación por escisión de nucleótidos y es defectuoso en 

individuos con xeroderma pigmentosa y síndrome de Cockayne (69).  

En C.elegans, CUL-4 regula negativamente el ortólogo de Cdt-1, CDT-1, para evitar la 

re-duplicación del DNA durante la fase S (69). El mantenimiento de la integridad del 

genoma depende de la replicación exacta durante cada ciclo celular. La replicación del 

DNA está estrictamente regulada para asegurar que los orígenes de replicación pueden 

iniciar la síntesis de DNA sólo una vez por ciclo celular (69).  
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En eucariotas, esta regulación se centra en el montaje de los complejos de replicación 

previos a la fase S. Se caracterizaron los fenotipos de pérdida de función de los 

ortólogos de DDB1 y Skp2 en C.elegans, y se determinó en relación a cómo 

contribuyen a la degradación de CDT-1, en la fase S (69). 

Se encontraron con el requerimiento del complejo CUL-4/DDB-1 para la degradación 

de CDT-1 durante la fase S y para detener la re-duplicación del DNA. El complejo DDB-

1 físicamente asociados con CDT-1, lo que indica que la CDT-1 es un sustrato directo 

del complejo CUL-4/DDB-1. Por el contrario, el ortólogo de Skp2, SKPT-1, no se 

requiere para la viabilidad y sólo exhibe un defecto impenetrable en la migración de 

células germinales que constituyen la gónada. La proteína SKPT -1 no proporciona 

ninguna contribución medible a la degradación del CDT-1 en WT o en mutantes DDB-1 

de fondo (69).  

Al observar las células gonadales somáticas que se dividen durante la etapa L3, se 

logra apreciar que son más grandes y contienen un aumento de los niveles de DNA 

normal (69). Las células germinales de mutantes DDB-1 (tm1769), exhibieron 

vacuolas y células con morfología nuclear dañada durante la etapa L4 y, a menudo, se 

someten a la necrosis en los adultos mayores (Figura 8 A, B, e I-L) (69). 

La espermatogénesis se observa en mutantes DDB-1 (tm1769), y la ovogénesis se 

produce con poca frecuencia, lo que sugiere que la entrada a la meiosis por sí sola,  no 

es defectuosa (Figura 8 E, F, I, y J) (69).  

También, se observaron defectos similares en células germinales, cuando las larvas 

son alimentadas con bacterias que expresan dsRNA de cul-4, lo que indica que se 

requiere también CUL-4 para la viabilidad de las células germinales. Sin embargo, hay 

una relación clara entre estos defectos de la línea germinal y la replicación del DNA 

(69).  
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Figura 8. Pérdida de expresión de DDB-1 en el cigoto provoca defectos en las etapas del 

desarrollo tardío en C.elegans. (A-D) Imágenes DIC que identifican la región de la vulva en WT (A) y 

DDB-1 (tm1769) en (B), larvas a mediados de la etapa L4 WT en (C) y adultos DDB-1 (tm1769) en (D). 

Puntas de flecha blancas en el panel B indican que se agrandan las células vulvares en DDB-1 (tm1769). (E-

H) Imagen DIC de la línea germinal WT (E) y adultos jóvenes DDB-1 (tm1769) (F). La región en las células 

germinales que contiene paneles con cajas blancas en E y F se muestran magnificadas en paneles G y H, 

respectivamente. (I-L) tinción con DAPI de WT (I) y gónadas aisladas de mutante adultos jóvenes en DDB-1 

(tm1769) (J), se proyectan a mediados de la región posterior. Las regiones vulvares englobadas en las cajas 

blancas en los paneles I y J se magnifican en los paneles K y L, respectivamente (69).  

 

Los resultados también indican que mutantes DDB-1 en las células germinales, no 

tienen los niveles de DNA mayores que en intervalos del ciclo celular normal de 2n a 

4n: el nivel de DNA en las células germinales, en el WT, es de 2.2 ± 0,4 C, mientras 

que las células germinales DDB-1 (tm1769) tienen 2,6 ± 0,6 C (n=19 para cada 

grupo) (69).  

En síntesis, el complejo CUL-4/DDB-1 es necesario para la viabilidad de las células 

germinales, independientemente de su función en la regulación de la replicación del 

DNA y además CUL-4, cumple funciones en las células germinales masculinas 

sometiéndolas a la espermatogénesis en el tiempo adecuado (69). 
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6.6.4.  Funciones de las E3 Ligasas de ubiquitina relacionadas con la 

determinación del sexo en C.elegans 

 

La determinación del sexo en el nemátodo C.elegans, está genéticamente controlado 

por una compleja vía de regulación negativa, que en última instancia está ligada a la 

relación del cromosoma sexual con los cromosomas somáticos (79).  

El factor de transcripción TRA-1, es el regulador crítico de la determinación del sexo en 

líneas somáticas y germinales, actuando principalmente como un inhibidor del destino 

sexual masculino (80).  Los embriones XX (2X:2A) experimentan un desarrollo 

hermafrodita y animales XO (1X: 2A) el desarrollo de machos (81). La relación X:A 

proporciona diferentes dosis complementarias del cromosoma X y factores de 

regulación ligados a cromosomas somáticos, que en última instancia controlan la 

expresión del regulador maestro Xol-1, que regula negativamente una cascada de 

interacciones genéticas, que a su vez determinan el control del sexo y/o la 

compensación de las dosis (79). 

En relación a la cascada de determinación del sexo TRA-1, un factor de transcripción  

zinc finger, desempeña una función global en la identidad sexual, tanto de la línea 

germinal como en la somática (82). La proteína TRA-1A, contiene cinco zinc fingers y 

está estrechamente relacionado con una proteína drosophila cubitus interruptus (Ci) y 

represores transcripcionales Gli en mamíferos (82).  

Proteínas Ci/Gli desempeñan funciones fundamentales en el desarrollo, mantenimiento 

de células madre y la tumorigénesis, como transductores de la señalización hedgehog 

(82). Aunque no se conoce la vía de señalización hedgehog en C.elegans, se plantea 

que la vía de determinación del sexo en el gusano, fue adaptado o deriva de la vía 

hedgehog (81).  

La proteína TRA-1 promueve el desarrollo femenino mediante la inhibición de genes, 

que dirigen la diferenciación sexual masculina (82). En las células germinales, la 

proteína TRA-1 promueve el cambio a la ovogénesis mediante la inhibición de dos 

genes de la feminización de la línea germinal, fog-1 y fog-3, que son necesarios para la 

espermatogénesis (79). 
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La proteína TRA-1 se une al promotor de fog-3 y directamente reprime su 

transcripción. En los tejidos somáticos, dos genes del desarrollo sexual, MAB-3 

(machos anormales) y EGL-1 (huevos defectuosos), también han sido identificados 

como dianas directas de la represión por TRA-1 (82). 

Inmediatamente río arriba de tra-1 en la vía genética de determinación del sexo, los 

genes FEM (fem-1, fem-2 y fem-3) (82), que también cumplen un rol central en la 

determinación del sexo, regulando a tra-1 en C.elegans, promueven el desarrollo 

masculino en la línea somática de los animales XO, así como la espermatogénesis en 

las líneas germinales de machos y hermafroditas (83).  

Las proteínas FEM, son miembros del complejo E3 ligasa de ubiquitina tipo CUL-2 (82), 

las tres proteínas FEM, junto con Cullin-2 (Cul-2), Elongin B, y Elongin C, forman un 

complejo de múltiples subunidades, que tiene actividad E3 ubiquitina ligasa en 

C.elegans (83),  regulando negativamente a TRA-1, para dirigir la degradación, 

mediante la vía ubiquitina proteosoma (4), y por lo tanto, promueven destinos de las 

células masculinas, incluyendo el desarrollo de los espermatozoides en los 

hermafroditas (80).  

Otros datos encontrados en la determinación del sexo en el nemátodo, predice que la 

disminución de la función de UBA-1 por mutaciones, disminuye la actividad del 

complejo FEM/CUL2, lo que lleva a un aumento en los niveles de TRA-1, que inhibirían 

los procesos de desarrollo masculino (80). 

En síntesis, TRA-1 en las células germinales, promueve la ovogénesis mediante la 

inhibición de dos genes, fog-1 y fog-3, que son necesarios para la espermatogénesis. Y 

los genes FEM (fem-1, fem-2 y fem-3) forman un complejo E3 ligasa de ubiquitina con 

CUL-2 regulando a tra-1, para así promover el desarrollo masculino y la 

espermatogénesis en la línea germinal de machos y hermafroditas (82).  

En otro estudio relacionado con la determinación del sexo en C.elegans, la proteína 

SEL-10 es una proteína caja-F, con repeticiones de aminoácidos WD (triptófano-

aspartato), y puede servir como un componente de reconocimiento de sustrato en el 

complejo SCF ligasa de ubiquitina (Skp1-Cullin-F-box), también se informó que afecta 

en la determinación del sexo mediante la rotación de proteínas masculinas, FEM-1 y 

FEM-3 (figura 9) (84). 
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Figura 9. Una vista simplificada de la vía de determinación del sexo en los gusanos XX (A) y los 

gusanos XO (B). Genes que participan en la determinación del sexo representados en negro son activos y 

los genes representados en gris son reprimidos. SCF SEL-10 es una ubiquitina ligasa E3 compuesto por SKR-

1, CUL-1, y SEL-10 (84). 

Los hermafroditas sel-10 nulos no son visiblemente masculinilizados, pero presentan 

un fenotipo de masculinización sinérgico en combinación con los mutantes con alelos 

débiles de tra-2 (84).   

Sin embargo, las mutaciones dominantes en sel-10, tales como sel-10 (n1074), causan 

un fenotipo más fuerte de masculinización en hermafroditas, caracterizado por cambios 

en los destinos de la muerte celular en neuronas específicas del sexo: como las 

neuronas específicas del hermafroditas, HSNs y neuronas específicas de la cabeza 

masculina, CEMs (84). 

No está claro cómo mutantes SEL-10 (G567E) afecta la actividad del complejo SCF-

SEL-10, para causar un defecto dominante en la masculinización (84). Por lo tanto, se 

realizó un screen supresor de sel-10 (n1074) con el fin de identificar los componentes 

que pueden actuar con SEL-10 para regular la determinación del sexo. Se presenta la 

identificación de SKR-1 (relacionado Skp-1) como cofactor de sel-10 (84). 

Después, se aisló una mutación débil de pérdida de función de SKR-1 (sm151), que 

suprime específicamente el defecto de la masculinización en animales sel-10 (n1074) 

la cual fue realizada por una sustitución de metionina, por isoleucina en el aminoácido 

140 (M140I) (84).  
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La proteína SKR-1 es un homólogo de la proteína humana Skp1 en C.elegans, un 

miembro del complejo SCF que se dirige a las proteínas sustrato, para la degradación 

mediada por la vía ubiquitina proteosoma (84). Se encontró que SEL-10 se une a SKR-

1, y esta unión se ve comprometida por la mutación de SKR-1 (M140I). La unión de 

SKR-1/SEL-10 se reduce, adicionalmente, en presencia de ambos mutaciones SKR-

1 (M140I) y SEL-10 (G567E) (84). Estos resultados sugieren que SEL-10 y SKR-1, 

probablemente actúan en el mismo complejo SCF y proporcionan una base mecánica 

en la supresión del fenotipo masculinizado de sel-10 (n1074) por SKR-1 (sm151) (84). 

Destacando el rol importante del extremo C-terminal de SEL-10 en la unión con SKR-1, 

dimerizando SEL-10 para la regularización de la actividad del complejo E3 ligasa SCF 

en la determinación del sexo (84). 

6.6.5.  Funciones de las E3 ligasa de ubiquitina SPE 

 

Los mutantes defectuosos en la espermatogénesis (SPE) fueron descubiertos en un 

screens genético, utilizando hermafroditas, que se pueden recuperar por medio del 

apareamiento con machos WT. Científicos descubrieron que mutaciones en el gen spe-

42 en C.elegans, produce espermatozoides morfológicamente normales, que son 

defectuosos en la fertilización, a pesar de hacer contacto directo con los huevos en el 

sitio de fertilización, la espermateca (85).  

SPE-42 es una proteína transmembranal de seis pasos, con los N y C terminal en el 

citosol (85). Análisis de la secuencia de aminoácidos de SPE-42, muestran 3 dominios 

de potencial importancia para la función de la proteína: (1) un gran dominio 

extracelular entre las hélices transmembranales 3 y 4, que contienen seis cisteínas 

conservadas, separadas entre 9-13 aminoácidos; (2) un dominio DC-STAMP, que 

incluye hélices transmembranas 5 y 6, relacionadas con eventos de fusión celular; y 

(3) una predicción de un dominio RING finger, formado por 8 cisteínas conservadas en 

el C-terminal citoplasmático (85). 
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Los investigadores utilizaron un enfoque de mutagénesis sistemática para caracterizar 

la región C-terminal citoplasmática de SPE-42, que contiene el dominio RING finger 

putativo. Se generaron gusanos transgénicos de la proteína SPE-42 con las siguientes 

modificaciones, unos con sustituciones en los aminoácidos individuales y otros con 

cambios de mayor escala, para producir hermafroditas auto-estériles (85). La cepa de 

mutantes nulos de SPE-42, permitió determinar la importancia de los aminoácidos 

individuales para la función de SPE-42 (85).  

Los resultados muestran que los 8 residuos de cisteína predichos para formar un RING 

finger, son críticos para la función de SPE-42 in vivo (85). Por lo tanto, se crearon 

construcciones transgénicas en gusanos que codifican sustituciones de cisteína por 

alanina, en cada cisteína del RING finger (Figura 10) (85). Los gusanos transgénicos 

individuales se cruzaron con mutantes SPE-42 (tm1231) o  spe-42 (tm2421) y la 

función de la proteína se midió contando la progenie. Los gusanos que se utilizaron son 

homocigotos, para cualquiera de estos mutantes spe-42 (tm1231) o  spe-42 (tm2421), 

los cuales son completamente estériles a 25°C (85), por lo que cualquier resultado que 

ocurra en la progenie a partir de ambos transgénicos, son los de rescate (85). 

 

Figura 10. Aminoácidos del dominio RING finger con su potencial interacción proteína-proteína. 

Las 8 cisteínas que aparecen en rojo predicen la coordinación con los dos iones Zn ++, dando estabilidad a 

la estructura RING finger. Son indispensables para la función SPE-42 excepto por C681, cuya pérdida puede 

ser compensada parcialmente por C678 (85). 
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Los resultados mostraron conclusiones relacionadas con la función de la proteína SPE-

42 que fue severamente reducida, en todas las mutaciones de alanina, por cisteína, a 

excepción de la cisteína 681. Sorprendentemente, las camadas promedios para la 

mutación de la cisteína 681, fueron de 45% en comparación con el WT, lo que sugiere 

que, o bien este aminoácido no es esencial para la coordinación con Zn++ o algún otro 

aminoácido, parcialmente, compensa su pérdida. Como se predijo en el modelo de 

homología de SPE-42, un buen candidato para compensación del aminoácido cisteína, 

era el 678 (figura 10) (85). 

Para probar esta información, se hicieron dos transgénicos adicionales: uno en el que 

la cisteína 678 se sustituyó por alanina, y una segunda mutación, en la que se 

sustituyeron las dos cisteínas, 678 y 681 (85). Los transgénicos, con la mutación en la 

cisteína 678, fueron rescatados en el mismo nivel de los WT, lo que indica que esta 

mutación por sí sola no afecta a la función de las proteínas. La doble mutación de las 

cisteínas 678/681, reduce la camada al mismo bajo nivel observado para los otros 7 

transgénicos mutantes en las cisteína descritas (85). 

Los resultados demostraron claramente que, si bien la cisteína 678 no es necesaria 

para la coordinación de Zn++ en circunstancias normales, se puede compensar 

parcialmente por la pérdida de la cisteína 681, restaurando la función de la proteína a 

un nivel suficiente para la fertilización (85).  

Además, los resultados constituyen un sólido argumento, que los 8 cisteínas mostrados 

en la figura 10, están involucrados en la coordinación con Zn++, que mantiene unidos 

a la estructura RING finger de SPE-42, el modelo de homología de SPE-42 generado a 

partir de estructuras RING finger conocidos, es robusto y predictivo (85).  

En resumen, en la proteína SPE-42 el dominio RING finger formado por 8 cisteínas 

coordina la unión al Zn++ permitiendo la capacidad fecundante de los 

espermatozoides.  

Antecedentes explican un nuevo mutante de la espermatogénesis defectuosa en 

C.elegans, la proteina SPE-10, que codifica una proteína transmembranal específica en 

los espermatozoides, que contiene un dominio zinc finger llamado NEW 1, con un 

motivo DHHC-CRD (dominio rico en cisteína), y un ZF-DHHC (38). 
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Los datos bioquímicos sugieren que el dominio DHHC-CRD cataliza la transferencia de 

lípidos por palmitoilación a proteínas sustrato.  En los eucariotas, la palmitoilación 

juega una importante función reguladora en muchos eventos de señalización y el 

tráfico de proteínas vesiculares (38). La proteína SPE-10, podría estar regulando uno o 

más eventos críticos de palmitoilación, necesarios para una adecuada interacción del 

FB con el MO durante la espermatogénesis de C.elegans. La proteína SPE-10 se 

localiza dentro del cuerpo fibroso-organelo membranoso (FB-MO), estructura que se 

segrega hacia espermátidas, a medida que surgen del cuerpo residual durante la 

espermatogénesis de C.elegans (38). La falta de la proteína en el FB-MO en mutantes 

SPE-10, probablemente forman defectos ultraestructurales en los espermatozoides y 

generan un fenotipo estéril (38).  

Spe-10 es el único gen que codifica para una proteína de membrana DHHC-CRD/Zinc-

finger, requerida para la morfogénesis del retículo endoplásmico/aparato de golgi 

durante la espermatogénesis en C.elegans (38). Un análisis tanto genético como 

fenotípico indica que SPE-10 es una proteína de membrana, situada sobre todo en el 

OM. La proteína SPE-10 es probable que funcione como un modulador de interacciones 

proteína-proteína por palmitoilación de uno o más sustratos, requeridos para la 

interacción apropiada del OM con el FB (38). Una mutación de SPE-10, podría no 

permitir la asociación estable entre el FB y MO, aboliendo el transporte del FB a la 

espermátida, causando deficiencias en la formación normal de los espermatozoides 

(38). 

También dentro de la información vinculada con mutantes SPE, se explica una 

esterilidad específica en espermatozoides mutantes UBA-1 (it129), junto con la 

reciente identificación de spe-16 como un homólogo de una E3 ligasa de ubiquitina, 

indicando un rol previamente no caracterizado de la ubiquitina en espermatogénesis de 

C.elegans (80).  

Destacando que, existen genes spe que codifican para proteínas E3 ligasa de ubiquitina 

y que su función aún no ha sido detallada.  

 

 



57 

 

6.6.6.  Funciones de las E3 ligasas de ubiquitina ZHP-3  

 

Para garantizar de manera adecuada la disyunción de los cromosomas homólogos, se 

deben generar vínculos físicos entre ellos en los procesos que se realizan durante la 

profase meiótica, como es el caso del emparejamiento de los cromosomas homólogos, 

el ensamblaje del complejo sinaptonémico (SC), y la recombinación (crossing-

over) (86). Los defectos en cualquiera de estos procesos producen fallas en la 

segregación de los cromosomas meióticos que conducen a la inviabilidad en los 

cigotos, y también pueden dar lugar a defectos en el desarrollo y la predisposición al 

cáncer (86).  

El gen zhp-3 en C.elegans, ortólogo del gen zip3 en levaduras, posee un en su 

estructura dominios RING, que codifica para una proteína con actividad ligasa de 

ubiquitina con funciones importantes en profase I de la meiosis (86).  

Inicialmente, científicos realizaron estudios mediante la proteína ZHP-3 fusionada a 

GFP. La proteína ZHP-3-GFP, con un bajo número de copias se expresa en un gusano 

transgénico que la ha integrado de forma estable en el genoma (zhp-3::gfp), 

resumiendo en gran medida la localización de ZHP-3, en profase I de la meiosis (86).  

Mediante los estudios con la proteína de fusión ZHP-3-GFP, se señala que ZHP-3 tiene 

dos funciones durante la meiosis en C.elegans, la primera promoviendo la formación 

del crossing-over (87)(88), y en los quiasmas de manera que los cromosomas 

bivalentes garanticen una separación adecuada (86). La segunda, una función 

conservada de la proteína en la coordinación de la recombinación, con la morfogénesis 

del complejo sinaptonémico. En resumen, la proteína ZHP-3 coordina la recombinación 

con el desmontaje del SC y la formación de los cromosomas bivalentes (86). 

Siguiendo con los estudios en la proteína ZHP-3 que es dinámica durante la meiosis y 

que su localización se analizó previamente utilizando una proteína de fusión GFP. Se 

efectuaron investigaciones para entender sus funciones con mayor detalle, mediante 

trabajos con anticuerpos policlonales para localizar la proteína endógena (86). 

Además, la organización espacial y temporal de los núcleos meióticos en la línea 

germinal del gusano, facilita el análisis de la localización de la proteína específicamente 

en profase I de la meiosis (Figura 11 A) (86).  
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Durante la profase temprana, se observó que la proteína ZHP-3 se localiza a lo largo 

del complejo sinaptonémico (SC) e inicialmente en los cromosomas en paquiteno. A 

pesar de su localización en el SC, también se requiere en los componentes centrales, 

que inicialmente aparecen como puntos a lo largo de los tramos continuos del SC 

(Figura 11 B, C y E)(86). 

También, se registró la proteína ZHP-3, a mediados de paquiteno donde se extiende a 

lo largo de toda la longitud del SC (86). Sin embargo, a diferencia de las proteínas de 

los elementos axiales y centrales HTP-3 y SYP-1 respectivamente, su aspecto no era 

uniforme a lo largo de la longitud del SC (Figura 11 F y G)(86).  

A finales de paquiteno, la localización de la proteína ZHP-3 se hizo más restringida en 

la longitud del SC, de tal manera que cada par homólogo en sinapsis mostró una 

amplia extensión de SYP-1, que carece de ZHP-3 (Figura 11 H-K) (86). La 

reconstrucción tridimensional de los pares de cromosomas homólogos, reveló que ZHP-

3 fue localizado asimétricamente desde el punto intersticial a un extremo en el SC 

(Figura 11 L) (86). 

La presencia de SYP-1, a lo largo de toda la longitud de estos cromosomas en sinapsis 

(Figura 11 L y M) (86), indica que este cambio en la localización de ZHP-3 precede del 

desmontaje asimétrico del crossing-over, dependiente del SC, que acompaña la 

transición tardía de paquiteno a diploteno (86).  

La presencia de mutaciones impiden la sinapsis completa y, por lo tanto, se extiende 

una región morfológica nuclear polarizada (por ejemplo, deficiencias de los 

componentes centrales en el emparejamiento o mutantes him-8), que también causan 

cambios retrasando la distribución de la proteína ZHP-3, extendiéndose en la región de 

los núcleos donde se conservan la localización a lo largo del SC (86). 
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Figura 11. La proteína ZHP-3 se localización de manera dinámica durante la profase meiótica. (A) 

gónadas WT se tiñeron con DAPI y con anticuerpos contra SYP-1 y ZHP-3. La proteína ZHP-3 se colocaliza en 

gran medida con SYP-1 a lo largo de la gónada. Imágenes amplificadas muestran núcleos meióticas en 

paquiteno (B, C, D y E), a mediados de paquiteno (F y G) y paquiteno  tardío (H e I) teñidos con anticuerpos 

contra ZHP-3, SYP-1 y HTP-3. Las flechas en D y E indican los cromosomas sin sinapsis, que se detectaron 

con segmentos de HTP-3 carentes de SYP-1 y ZHP-3. Imágenes ampliadas de los núcleos individuales a 

finales de paquiteno (J y K) y paquiteno tardio/diploteno (N y O). Un solo par de homólogos en sinapsis de 

cada uno de estos núcleos se muestra en L, M, P y Q (86). 

 

En los núcleos, a finales de paquiteno y diplotena temprano, ZHP-3 se convirtió en un 

único foco prominente en cada par de cromosomas homólogos (Figura 11 N-Q) (86). A 

finales de paquiteno, una débil señal de ZHP-3 todavía se puede observar a lo largo del 

SC (Figura 11 P) (86), pero esto desapareció en la iniciación del desmontaje del SC en 

diploteno (86).  

Estos focos corresponden al límite entre el ''brazo largo'' de los cromosomas 

bivalentes, del cual la proteína central SYP-1 fue eliminada, y en el ''brazo corto'' 

donde se conserva la proteína SYP-1 hasta diacinesis (86). 

Los pares de cromosomas homólogos en C.elegans, por lo general se someten a un 

solo evento de recombinación homóloga (crossing-over) durante la meiosis, y la 

formación de estos crossing-over dirigen el desmontaje asimétrico del SC, observado 

en diplotena/diacinesis (86).  
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Por lo tanto, parece probable que los focos de ZHP-3 podrían corresponder al crossing-

over meiótico. Para probar esta posibilidad, se supervisó la localización de ZHP-3 en 

mutantes defectuosos en la meiosis, en la formación del crossing-over, haciendo 

referencia a la proteína SPO-11 que rompe la doble hebra de DNA (DSBs), que es 

esencial para la recombinación meiótica (89).  

Y también la proteína MSH-5, un homólogo de MutS cuya función esta relacionada con 

la reparación de genes en la meiosis, que se requiere (junto con su acompañante HIM-

14/MSH4) río abajo de la DSB, para promover la formación del crossing-over (86). Los 

resultados mostraron que en mutantes SPO-11 y MSH-5, se observó la persistencia de 

ZHP-3 a lo largo de toda la longitud del SC hasta diploteno (86).  

En ausencia de la recombinación, el desmontaje del SC es desregulado: algunos 

cromosomas pierden la tinción de SYP-1 por completo, algunos se conservan a lo largo 

de su longitud y otros cromosomas presentan focos intensos de SYP-1 (86). En tales 

casos, se encontró que ZHP-3 se mantuvo asociado con focos de SYP-1 en diploteno, 

aunque existen algunas regiones donde observó a SYP-1 sin ZHP-3. Sin embargo, ZHP-

3 ya no se detecta en diacinesis, incluso en cromosomas univalentes que retuvieron 

SYP-1(86). 

Como una prueba más de que los focos de ZHP-3 se ubica en el crossing-over, se 

detectaron ciertos patrones perturbados en la localización de la proteína en mutantes 

con defectos en el entrecruzamiento. En C.elegans, el control del crossing-over se 

manifiesta tanto en el número, como en la ubicación del mismo (86). En hermafroditas 

mutantes HIM-8, que no se produce sinapsis en los cromosomas sexuales, resultando 

un aumento apreciable del c rossing-over en los cromosomas somáticos (90). Por lo 

tanto, si el control del crossing-over se mantuvo en estos animales, se espera ver 

cinco focos de ZHP-3 en cada núcleo, lo que corresponde a un único evento de 

crossing-over en cada cromosoma autosómico. Consistente con la evidencia genética, 

en ovocitos HIM-8 (86), a finales de paquiteno, se muestran más de cinco focos de 

ZHP-3 (86), que se detectan en los distintos pares de cromosomas en sinapsis, con 

más de un foco de ZHP-3 (86). 
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Los investigadores no observaron focos de ZHP-3 en los cromosomas sin sinapsis, 

consistente con la evidencia de que la sinapsis es un requisito previo para la 

localización de ZHP-3 (86). En resumen, se requiere el ortólogo de ZIP3 en C.elegans 

para la formación del crossing-over en la meiosis, y esta localización se mantiene en 

los sitios del entrecruzamiento hasta finales de Profase I (86).  

En otras investigaciones relacionadas con la misma proteína, se realizaron mediant e el 

estudio comparativo de RNF212 de ratón, órtologo de ZIP3 y ZHP-3 en Saccharomyces 

cerevisiae y C.elegans respectivamente. En el mamífero, la pérdida de la fase tardía en 

los espermatocitos y un elevado número de ovocitos se observan en ratones RNF212   

-/-, sugiriendo que el complejo sinaptonémico se forma de manera eficiente realizando 

una sinapsis completa. Para probar esta inferencia, se localizó el complejo 

sinaptonémico en espermatocitos y ovocitos fetales (91).  

Aparentemente en ambos, tanto en núcleos de espermatocitos como núcleos de 

ovocitos de ratones RNF212 -/-, se observó el SC, en paquiteno de manera normal, 

con los cromosomas autosomas completamente en sinapsis(91).  

Además, las frecuencias en los defectos sinápticos no se incrementaron en la etapa de 

paquiteno en la meiosis de animales machos y hembras de RNF212 -/-, lo que indica 

que la sinapsis se produce de manera eficiente (91). Este hallazgo es análogo a la 

sinapsis aparentemente normal, visto en mutantes ZHP-3 en C.elegans (91).  

Igualmente, los mutantes de ZIP3 en levadura y zhp-3 en C.elegans, comparten 

defectos comúnes en el entrecruzamiento con ratones (91). Dado que el efecto leve 

del knockout de RNF212 en la sinapsis, el entrecruzamiento defectuoso es una causa 

probable de la infertilidad. Para analizar aún más este mecanismo, se realizó un conteo 

de los quiasmas en los espermatocitos, en etapas de diacinesis/metafase I (91).  

En las células WT, los quiasmas en promedio son de 24,8 ± 0,5 por núcleo (12 

núcleos), consistente con estimaciones previas (92). En contraste, con el 60% de las 

células RNF212 -/- (30/50) contenía exclusivamente cromosomas monovalentes, lo 

que indica una ausencia completa de los quiasmas (91). El 40% restante de los 

núcleos en metafase (20/50) contenía 1-3 cromosomas bivalentes (91), para un 

promedio de sólo 0,84 ± 0,17 quiasmas por núcleo (91). 
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Los patrones de localización cromosómica de ZHP-3 en C.elegans también se asemejan 

a los de RNF212 en ratón, pero con algunas diferencias importantes. ZHP-3 se localiza, 

inicialmente, a lo largo de las longitudes de los complejos sinaptonémicos,  pero la 

tinción parece ser contínua, en contraste con la tinción punteada de RNF212 en ratón 

(86) (93).  

En resumen, existen altas similutudes en la localización de las proteínas homólogas, 

ZHP-3 y RNF212 en gusano y ratón respectivamente, con lo cual cumplen funciones 

importantes en la profase I de la meiosis específicamente en el crossing-over, 

actividad que se ha mantenido durante largo tiempo con pocas variaciones.  

 

6.6.7.  Funciones de las E3 ligasa de ubiquitina relacionadas con SEL-10 

 

La proteína SEL-10 es un componente de un tipo de E3 ligasa de ubiquitina, que 

ubiquitiniza la porción intracelular del receptor Notch (INTRA), para la degradación por 

el proteosoma (47). Estudios han encontrado un alelo, oz237 de Pas-5 (subunidad alfa 

del proteosoma), que codifica un componente conservado del proteosoma 20S (94). Se 

conoce que en gusanos C.elegans que carecen de la actividad de sel-10, han 

aumentado la señalización Notch, mejorando un fenotipo multivulvar de lin-12 (gf) 

(47).  

Para determinar si el presunto aumento en la señalización Notch en animales mutantes 

Pas-5 (oz237) se debe a una disminución en la degradación de INTRA, regulada por 

sel-10, se analizaron dobles mutantes pas-5 (oz237);sel-10 (bc243) en el que sel-10 

(bc243) es un alelo nulo (47).  

Los resultados encontrados en animales pas-5 (oz237);sel-10 (bc243) se relacionan 

con un fenotipo multivulvar sintético, lo que sugiere que los dobles mutantes tiene un 

mayor nivel de señalización Notch que los encontrados en mutantes únicos (47).  
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Por lo tanto, el aumento en la señalización Notch en mutantes pas-5 (oz237) no se 

debe únicamente a una disminución en la degradación de INTRA, mediada por sel-10. 

De cualquier manera, existe la posibilidad de que sel-10 puede no ser el único medio 

por el cual INTRA es diana del proteosoma, o también puede existir un regulador 

positivo de la señalización Notch, que no sea INTRA, que también se degrada por el 

proteosoma (47). 

En las líneas germinales de dobles mutantes, pas-5 (oz237);sel-10 (bc243), los 

animales tienen muy pocas células germinales y los núcleos tienen morfología 

anormal. Éste no parece ser el resultado de una alteración en la proliferación, versus la 

decisión de entrada a la meiosis, característico de la señalización Notch (47). 

La proteína SEL-10 probablemente está involucrada en otros procesos en la línea 

germinal, que dan lugar a este fenotipo. De hecho, SEL-10 está implicado en las dianas 

para la degradación de proteínas distintas de Notch (47).  

Por lo tanto, los animales pas-5 (oz237);sel-10 (bc243) tienen un fenotipo que posee 

una línea germinal sintética, probablemente relacionado con una diana de SEL-10, 

aparte de Notch, que impide que la línea germinal se forme correctamente. Por lo 

tanto, este fenotipo de la línea germinal no permite analizar el efecto de pas-5 

(oz237);sel-10 (bc243) sobre la proliferación frente a la entrada a la meiosis (47). 

También existen otros antecedentes relacionados con la pérdida de SEL-10 que mejora 

la proliferación de la línea germinal, en mutantes GLP-1 (gf) de fondo, lo que sugiere 

que SEL-10 puede ser diana intracelular de GLP-1 para la degradación por proteosoma 

(35). Parece claro que la actividad proteosomal regule la entrada en la meiosis, ya que 

la eliminación de varios componentes del proteosoma aumenta la proliferación de las 

GSC en mutantes GLP-1 (gf) de fondo (47). 

Sin embargo, si la reducción, tanto de la función de sel-10 y el proteosoma, provoca 

una proliferación tumoral de las GSC, se podría esperar que la señalización de GLP-1 

ectópico no podría ser evaluada, debido a la deficiente regulación de las otras dianas 

de SEL-10, causen un fenotipo temprano en la linea germinal (47).  
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Como SEL-10 es el único regulador de la degradación intracelular de GLP-1, 

independientemente de su dominio PEST, por lo tanto, sigue siendo una interrogante  

(35).  

6.6.8.  Funciones de otras E3 ligasas de ubiquitina 

 

La inducción de la señalización mediada por GLP-1 de la gónada somática hacia la línea 

germinal, es esencial para la proliferación de las células germinales en larvas y adultos  

(95). Durante la fase proliferativa temprana, varias células somáticas de la gónada 

reciben la señal de GLP-1, a través de la línea germinal y en la última fase, sólo recibe 

señales de GLP-1 a través de las células de la punta distal, hacia la línea germinal 

(96). Las células germinales que proliferan, no se mantienen si la señalización se 

reduce o es suprimida por una mutación en un componente de la vía GLP-1 o por 

abolición de la señalización de las células somáticas; en su lugar, las células 

germinales salen prematuramente en mitosis, entran en meiosis, y forman gametos 

con anomalías (96). 

Los factores adicionales que promueven la proliferación de las células germinales a 

nivel de un WT, incluyen las células de la vaina distal (96), uniones gap entre la 

gónada somática y la línea germinal (97), y factores nutricionales (98), entre otros. 

Estudios afirman que se recuperaron previamente mutaciones supresoras de GLP-1, 

mediante screnning genéticos de SOG-1, con fenotipos sensibles a la temperatura (ts) 

(96). Las mutaciones en la proteína SOG-1, suprimen parcialmente el efecto de GLP-1 

con letalidad embrionarias y defectos en la proliferación de la línea germinal.  

La caracterización molecular, demostró que sog-1 codifica para el mismo gen ubr-5 

según estudios moleculares, la proteína es un miembro de HECT (homólogo al extremo 

carboxi terminal E6-AP) un tipo de proteínas de la familia E3 ligasa de ubiquitina (96). 
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Los resultados encontraron que la pérdida de la actividad de UBR-5 provoca un 

aumento tanto de la actividad en la señalización GLP-1 y LIN-12 en fondos genéticos 

sensibilizados donde el receptor lleva una mutación condicional (96). El análisis 

genético sugiere que UBR-5 actúa en el receptor celular y además, el complejo E3 

ligasa de ubiquitina SCF-SEL-10 limita la actividad de LIN-12 y, en menor medida, la 

actividad de GLP-1 mediante la unión y la promoción del dominio intracelular (96). 

Las mutaciones en SOG-1 fueron recuperados en un screen genético para supresores 

recesivos de GLP-1 (q224ts) y GLP-1 (q231ts) (96). Ambos alelos de GLP-1 (ts) tienen 

un fenotipo nulo a 25°C y un fenotipo de pérdida parcial de función (LF) a 20°C (96).  

En consecuencia, cuando las larvas en etapa L1 de GLP-1 (ts) se ponen a una 

temperatura permisiva de 25°C, sus células germinales salen de la mitosis, entran en 

meiosis y se someten a la espermatogénesis (96). En contraste, cuando larvas en 

etapa L1 de GLP-1 (ts) se ponen a la temperatura permisiva de 20 °C, sus células 

germinales proliferan durante un período de tiempo antes de entrar prematuramente a 

la meiosis y someterse a la gametogénesis; en la mayoría de los casos, se generan 

una dotación completa de espermatozoides y ovocitos, y forman algunos embriones 

(96). Estos embriones mueren, debido a defectos en la señalización de GLP-1 durante 

la embriogénesis (96). Las mutaciones en SOG-1 parcialmente suprimen los defectos 

de GLP-1 (ts) a 20°C, pero no a 25 °C, por lo tanto, no pasan por alto el requisito de la 

actividad GLP-1(96).  

Se consideró que mutantes UBR-5 podrían afectar al grupo de células madre de la 

línea germinal (96). Esta información se confirmó mediante la medición del tamaño de 

la zona proliferativa, contando el número de núcleos de las células en la línea 

germinal, desde el extremo distal de la gónada somática hasta la región de inicio de 

leptoteno/cigoteno, en los animales mantenidos a 20°C (96). Cuando se comparó el 

número de filas de núcleos en la zona mitótica de la línea germinal de los animales 

GLP-1 (q231ts) y UBR-5 (OM2); GLP-1 (q231ts) a las 24 horas de la etapa L4, se 

observó un aumento del tamaño en la zona mitótica, de un promedio de cuatro filas en 

GLP-1 (q231ts) a un promedio de 11 filas en el doble mutante UBR-5 (OM2);GLP-1 

(q231ts) (96). 
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Por lo tanto, se rescata que la pérdida de la actividad de UBR-5 conduce a un aumento 

en la proliferación de las células germinales, en GLP-1 de fondo (ts). En contraste, no 

se observó un aumento en el número de células en las líneas germinales mitóticas en 

mutantes UBR-5, en comparación con el WT a las 24 horas después de L4 (96).  

Por lo tanto, la pérdida de actividad de UBR-5 no impactó la longitud de la región 

mitótica en líneas germinales en los WT en función de GLP-1 (96).  

Entre los ocho alelos de UBR-5, se caracterizaron tres UBR-5 (OM2), UBR-5 (ok1108), 

UBR-5 (Q345) que contienen un codón de parada prematuro y todos podrían ser alelos 

nulos. La naturaleza de estos alelos, sugiere que una reducción de la función de UBR-5 

suprime la pérdida de la actividad de GLP-1, y por lo tanto, UBR-5  sea un regulador 

negativo de GLP-1 (96). 

Se confirmó, aún más, que las mutaciones de ubr-5 son de perdida de función, 

utilizando knockdown de UBR-5 mediante RNAi en fenotipo glp-1 de fondo con 

ganancia de función, y se examinaron las consecuencias de la señalización de GLP-1 

(96). Esta ganancia de función de las mutaciones de glp-1, ha elevado la señalización 

de GLP-1, lo que da como resultado que la línea germinal prolifera de forma excesiva y 

eventualmente forma tumores en dicha línea celular (96). Por lo tanto, se infiere de 

que UBR-5 actúa en la línea germinal, para limitar la señalización de GLP-1 y la 

proliferación de células germinales (96). 

Nuevos antecedentes asociados con otros mecanismos de las E3 ligasas en la línea 

germinal de C.elegans fueron realizados por investigadores mediante estudios 

vinculados con el gen prom-1, que aislaron de un screen de mutantes con aumento de 

la apoptosis en la línea germinal en C.elegans. El gen Prom-1 codifica una proteína 

caja-F con homología limitada, con el supresor putativo de tumores humano FBXO47.  

Muchas proteínas caja-F, están implicadas para actuar como sustrato de 

reconocimiento de los componentes del complejo de proteínas E3 ligasas de ubiquitina, 

Skp1-Cullin-caja-F (99). 
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Las mutaciones en el locus de los mutantes prom-1, causan una fuerte reducción en la 

formación de los cromosomas bivalentes, lo que resulta en un aumento de la letalidad 

embrionaria y un fenotipo him (99). 

Los núcleos de las gónadas mutantes prom-1, poseen una completa zona de 

proliferación mitótica y la replicación pre-meiótica correcta, pero se someten a un 

prolongado retraso en la entrada a la meiosis. La proteína Prom-1 regula la progresión 

oportuna, a través de la profase I de la meiosis, y en su ausencia se deteriora 

fuertemente el reconocimiento de los cromosomas homólogos (99).  

En resumen, la proteína PROM-1 contiene un dominio tipo caja-F que constituye la 

ligasa SCFprom-1, PROM-1 puede desempeñar una función en la ubiquitinación, en la 

regulación de la profase meiótica (99).  

Por otro lado, se encontró actividad de una E3 ligasa de ubiquitina que regula la 

migración celular en la gónada de C.elegans. La función de la E3 ligasa, se relaciona 

con la proteína integrina que cumple un rol importante, como receptor de adhesión 

celular (100). Esta proteína contienen una subunidad α (INA-1 y PAT-2) y una 

subunidad β (PAT-3) (100). Tras la estimulación por un ligando, la señalización de las 

integrinas se activan mediante vías intracelulares que incluyen a FAK, Src, y otras 

cascadas de quinasas (100). En suma, parece probable que estos receptores funcionan 

juntos en las DTC, coordinando la señalización a través de SRC-1 u otras moléculas 

conservadas que no han sido demostradas (100). 

La integrina INA-1/PAT-3 es importante para la migración celular (en neuronas, así 

como en las DTC) (100), mientras que en C.elegans, la integrina PAT-2/PAT-3 son 

frecuentes en células contráctiles, células inmóviles, como por ejemplo células 

musculares de la pared del cuerpo (100). 

Se encontró información relacionada con algunos receptores que desempeñan 

funciones distintas durante la migración de las DTC, y que la regulación de su 

expresión es crucial para la morfogénesis de la gónada (100). La expresión de ina-1 es 

inducida antes del inicio de la migración, debido a que es necesaria para que las DTC 

completen la migración (101). En mutantes ina-1, ocasionalmente los brazos 

gonadales están mal dirigidos, presentan morfologías defectuosas y pérdida de células 

germinales (100). 
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Durante la migración en la membrana basal ventral, la expresión de VAB-3, un factor 

de transcripción Pax6, se inicia en las DTC y activa directamente la expresión de pat -2, 

en la primera curva en L3. En ausencia de VAB-3, DTCs tiene un camino migratorio 

largo y confuso, asociado con una falta de pat-2 (100). 

En los animales WT, la regulación positiva de la expresión de pat -2 proporciona un 

segundo receptor de adhesión (PAT-2/PAT-3), que puede permitir a las DTC adaptarse 

a los diferentes sustratos de la membrana basal, sobre la cual migran las células. Por 

otra parte, este cambio en la expresión del receptor de integrina, en combinac ión con 

la repulsión mediada por netrina en las DTC, puede proporcionar una colección de 

receptores esencial para la adhesión en la nueva ruta migratoria (100). 

El nivel de PAT-3 en las DTC es crucial para la migración, y su recambio proteico, es 

regulado mediante la proteína RNF-121. La proteína RNF-121, es una E3 ligasa 

conservada con dominios RING finger, que se expresa en las DTC, funcionando como 

un retículo endoplásmico (ER) anclada a la ligasa de ubiquitina que dirige la 

degradación de PAT-3 (100). Cuando RNF-121 se sobreexpresa, los niveles de PAT-3 

se reducen, y los animales exhiben defectos similares a las que llevan la forma 

negativa dominante de pat-3 (figura 12) (100). Por lo tanto, un nivel óptimo de la 

expresión de PAT-3 en las DTC, debe mantenerse durante los inicios de las DTC (102), 

ya sea para formar una particular integrina heterodiméra que está dirigida por RNF-

121, o para esta rotación donde podría ser crucial para el cambio de los heterodímeros 

INA-1 a PAT-2 en las DTC, información que aún se desconoce (100).  
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Figura 12. Defectos de la migración celular en las células de la punta distal en la gonada de 

C.elegans. Las flechas indican la dirección de la migración. Secciones representadas por líneas de puntos 

indican la variabilidad potencial en las rutas de migración. Una forma de ruta migratoria en WT es de 

movimiento en forma de U se muestra en (a). Los defectos se agrupan de acuerdo a las etapas de 

migración: inicio (b, sin migración), girando (c, ventralizado; d, sin vuelta; e, giro equivocado), la búsqueda 

de caminos (f, serpenteando sobre la posición dorsal; g, cambio de dirección), y cesación (h, la migración 

perpetua; i, en exceso). Sólo gónadas posteriores están representadas, aunque estos defectos también se 

producen en los brazos de las gónadas anteriores (100). 

 

Otros funciones de las proteínas RING finger se encontraron relacionadas con la 

reparación del DNA en las células germinales de C.elegans. Investigadores encontraron 

las funciónes de RNF-113 en respuesta a la inducción de ICL en la proliferación de 

células germinales de C.elegans, caracterizado por las relaciones genéticas con FCD-

2/FANCD2, RFS-1/RAD51C, y RAD-51 (103). Para estudiar si RNF-113, genéticamente 

interactúa con FCD-2, se debilitó RNF-113 en mutantes FCD-2 (tm1298). Estos 

gusanos debilitados, forman solo 12 embriones, en comparación con 241 en el WT, 

201 de fcd-2 (tm1298), y 100 de RNF-113 (RNAi) (103).  

El porcentaje de embriones eclosionados, a partir de gusanos dobles mutantes 

(26±12%), fue mucho menor que en los gusanos no tratados con RNF-113 (80±7%). 

De hecho, el número de la progenie de los gusanos doblemente deficientes, era 

demasiado pequeña para medir la supervivencia por efecto de ICL (103). 

Para investigar las razones de este muy pequeño tamaño de la camada, se analizó la 

línea germinal, y los investigadores encontraron con un número de fenotipos con 

endomitosis (Emo) en los ovocitos de gusanos dobles mutantes FCD-2 (tm1298);RNF-

113 (RNAi), que fue mucho mayor que en cualquiera de las cepas deficientes por 

separado (103).  
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El fenotipo “emo”, se observó previamente en ovocitos con ovulación defectuosa y 

replicación descontrolada del DNA (103). Los ovocitos con endomitosis contenían, ya 

sea un conglomerado de cromosomas con enorme cantidad de DNA, o un alto número 

de cromosomas bivalentes condensados (103). 

Para investigar la localización intracelular de RNF-113, se tiñeron las gónadas WT y 

gusanos RNF-113 (RNAi) con anticuerpo anti-RNF-113 (103).  

La proteína estaba presente, en el citoplasma y en la periferia de los núcleos de las 

células germinales. Después del tratamiento con ICL, la cantidad de proteína había 

aumentado tanto en el núcleo como en el citoplasma, y el efecto máximo se observó 

entre 9 y 16 horas después del tratamiento, es decir, el período en que aumento el 

tamaño de las células germinales debido a la detención del ciclo celular (103). 

La acumulación de RNF-113 disminuyó con el tiempo, y casi desapareció antes de 24 

horas en la mayoría de las células germinales. Acontecimiento que se relaciona con la 

reanudación del ciclo celular, que se reconoce a través del tamaño nuclear, y además 

por la pérdida de los focos de RAD-51 (103). 

Los investigadores examinaron el efecto del debilitamiento de RNF-113 en la formación 

de focos FCD-2. La proteína FCD-2 (homólogo de FANCD2) apareció como focos 

nucleares en las células germinales WT, 18 horas después del tratamiento con ICL, y 

los focos de FCD-2 se formaron incluso con el agotamiento de RNF-113 (104) (105) 

(103).  

La mayoría de los focos de FCD-2 desaparecieron 24 horas después del tratamiento 

con ICL en ambas células,  WT y RNF-113 (RNAi) (106) (107).  Por lo tanto, el hecho 

de que la formación de focos de FCD-2 no se ve afectada por knockdown de RNF-113, 

sugiere que FCD-2 no es diana de ubiquitinación de RNF-113 (103).  

Con esta información, los científicos examinaron la formación de focos de RAD-51 en 

núcleos de células germinales (103), que en células de mamíferos, RAD51 actúa río 

abajo de FANCD2, el cual es reclutado para las DSB resultantes de las incisiones por 

ICL, e iniciar la reparación de las DSB mediante recombinación homóloga (108). 
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Los científicos identificaron focos de RAD-51 en los núcleos, después del tratamiento 

con ICL en WT de células germinales de C.elegans , con una señal más prominente 

entre 9 y 18 horas (103).  

Sin embargo, cuando se agotó el knockdown de RNF-113, el número de focos de RAD-

51 se redujo considerablemente (de 9.5 ± 0.5 (SEM) a 5.0 ± 0.6 focos por plano de 

focalización nuclear) y el número no aumentó significativamente con el tiempo después 

del tratamiento con ICL (103). 

Esto indica que RNF-113 es necesaria para la carga eficiente de RAD-51 en los sitios de 

daño en el DNA por el entrecruzamiento (103).  

Con el fin de examinar si RNF-113 responde específicamente al tratamiento con ICL, y 

no a otros tipos de daño en el DNA tales como las DSB, se probó la formación de focos 

RAD-51 después de la irradiación con rayos γ (103).  

Los focos de RAD-51 aparecieron claramente, entre 3 y 9 horas después de irradiación 

con rayos γ, en ambas células germinales WT y RNF-113 (RNAi)(103), lo que sugiere 

que RNF-113 se requiere para la reparación de ICL, pero no para las DSBs inducida por 

los rayos γ (103).  

Para finalizar con las funciones de la E3 ligasa de ubiquitina, RNF-113, investigadores 

encontraron que la enzima ha sido reportada como un promotor tumoral en la línea 

germinal de mutantes GLP-1 (oz64) (109).   

Aportes de otra E3 ligasa relacionado con el funcionamiento de la línea germinal en 

C.elegans, se encontraron en el gen supresor de tumores ARF, codificado por el locus 

INK4A, que está regulado positivamente por la activación inadecuada de varios 

oncogenes estimulados por p53, e inhibiendo la actividad de MDM2, a través de 

mecanismos que pueden implicar la degradación proteosomal y secuestro nucleolar 

(110).  

Se identificaron proteínas que interactúan con ARF implicadas en estos procesos, 

mediante la purificaron de complejos ARF a partir de células p53 nulas, e identificaron 

un gen supresor de tumores ARF interactuando con una E3 ligasa con dominio HECT, a 

la que denominaron ARF-BP1 (110).  
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En C.elegans, el homólogo de ARF-BP1, EEL-1 es necesario para la apoptosis en la 

línea germinal, en respuesta a estrés genotóxico (6). El nemátodo C.elegans posee una 

vía de señalización de la apoptosis y mecanismos de las E3 ligasas de ubiquitina 

altamente conservado (6).  

El gusano C.elegans contiene un único gen que codifica para p53, CEP-1, que es 

requerido para la activación de la apoptosis en las células germinales tratadas con 

agentes que dañan el DNA (6). Al igual que en mamíferos, en C.elegans el DNA percibe 

daños a través de puntos de control conservados, que incluyen el complejo 9-1-1 

(HPR-9, Hus-1, y MRT-2) y el ortólogo de Tel2, clk-2. Se requiere de estos genes para 

iniciar la detención transitoria del ciclo celular en células germinales mitóticas en 

proliferación y/o activar la apoptosis dependiente de CEP-1 en la región de paquiteno, 

en la línea germinal (6). También se ha descubierto el rol de Skp1/Cullin/caja-F (SCF), 

otra E3 ligasa de ubiquitina SCF-FSN-1 en la regulación negativa de la apoptosis en 

células germinales dependiente de CEP-1 (111). 

Para examinar exhaustivamente el rol de la “ubiquitoma” en la apoptosis de C.elegans 

inducida por daños, se inhibieron de forma sistemática 108 de las 165 predicciones de 

genes que contiene E3 ligasa RING, hect, y U-box mediante RNAi, y se cuantificó la 

apoptosis en la línea germinal inducida por radiación ionizante. De un screen de RNAi, 

se ha identificado un dominio hect en la E3 ligasa, EEL-1, un homólogo de Huwe1/ARF-

BP1/Mule en humano, como un regulador positivo de la apoptosis en la línea germinal 

inducida por IR (6).  

 

La información dice que el gen eel-1 regula la apoptosis en la línea germinal mediante 

la inducción por IR, pero es prescindible para la apoptosis fisiológica en las células 

germinales y en el desarrollo de la línea somática. La proteína EEL-1 promueve la 

apoptosis por medio de un mecanismo, que no afecta a la actividad transcripcional de 

la proteína de tipo p53, CEP-1, ni altera los niveles endógenos de la proteína tipo 

factor antiapoptótico oncogénico, MCL-1, CED-9. La proteína EEL-1 regula el daño en el 

DNA, inducido por la señalización de la apoptosis en la línea germinal en C.elegans (6).  

A través de un screen mediante RNAi. El gen eel-1, mediante dos mutantes por 

deleción, muestran niveles similares de resistencia a la apoptosis en la línea germinal 

inducida por IR, en un rango de dosis (6).  
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Además, se demuestra que en ausencia del daño en el DNA, el 50% de las células 

germinales sufren apoptosis fisiológica (6). Esta apoptosis fisiológica de las células 

germinales, fue similar en mutantes eel-1 en comparación con los controles WT (6), lo 

que sugiere que eel-1 regula específicamente la muerte de las células germinales 

inducidas por daño (6). 

Hay dos posibles explicaciones de cómo el gen eel-1 regula la muerte de las células 

germinales inducida por daño. La primera, es que eel-1 puede controlar el momento de 

la apoptosis, tal que los núcleos (cuerpos) de las células germinales no aparecen en 

mutantes eel-1 hasta después de 24 horas. Como alternativa, eel-1 puede ser 

necesaria para activar la apoptosis de células germinales inducidas por daño similar al 

gen tipo p53, cep-1(6). Para probar la primera posibilidad, los investigadores 

realizaron un análisis de curso temporal de mutantes eel-1 (ok1575) y se encontró que 

eran resistentes a la apoptosis inducida por IR, e incluso 48 horas después del 

tratamiento (6).  

Esto, apunta a que se requiere el gen eel-1 para promover la apoptosis de las células 

germinales inducidas por daño, antes de controlar la cinética de la aparición de los 

núcleos (cuerpos) (6).  

Como los niveles más bajos de apoptosis en las células germinales inducidas por IR 

podrían ser el resultado de la disminución de la proliferación de células germinales en 

mutantes eel-1, se determinó el número de núcleos en la región de paquiteno en la 

línea germinal (6).  

 

Los mutantes eel-1 tenían un número similar de núcleos en las regiones de paquiteno 

que en los controles WT (6), lo que sugiere que los niveles más bajos de apoptosis no 

se debieron a un defecto en la proliferación. Esto es apoyado por observaciones que 

advierten, que existe un número similar de células germinales que proliferan por 

mitosis en mutantes eel-1 y en animales WT (Figura 13 A y B) (6).  

 

Para verificar que mutantes eel-1 no tienen un defecto general en la apoptosis, 

cuantificamos los nucléos (cuerpos), utilizando alelos defectuosos de ced-1 (e1735) y 

en dobles mutantes de ced-1 (e1735);eel-1 (ok1575), donde los niveles de apoptosis 

de la línea germinal fisiológica eran similares a mutantes individuales ced-1 (e1735), 

durante el mismo curso temporal (6).  



74 

 

Para determinar si eel-1 regula apoptosis en el desarrollo somático, se comparó el 

número de cuerpos en el desarrollo de embriones mutantes CED-1 (e1735) y 

embriones dobles mutantes ced-1 (e1735);eel-1 (ok1575). Al igual que en la apoptosis 

fisiológica de la línea germinal, no se encontraron diferencias en el número de cuerpos 

persistentes en los embriones y larvas en la primera etapa en dobles mutantes ced-1; 

eel-1, frente a mutantes ced-1 (6).  

En conjunto, estos resultados indican que eel-1 regula específicamente la apoptosis de 

células germinales inducidas por daño en el DNA (6).  

 

En animales WT, el estrés genotóxico activa unos conservados puntos de control del 

daño en el DNA, lo que provoca una detención transitoria en la proliferación mitótica 

de las células germinales y activan la reparación del DNA(6).  

 

Estos genes de control HPR-9/Rad9, Hus-1/Hus1, MRT-2/RAD1, y CLK-2/TEL2 son 

necesarios para la detención del ciclo celular y la activación de la reparación del DNA 

(6). Las mutaciones de pérdida de función en estos genes, también causan resistencia 

a la apoptosis de la línea germinal, debido a que el punto de control es incapaz de 

activar la proteína tipo p53, CEP-1. A medida que los niveles reducidos de la apoptosis 

en mutantes eel-1 podrían ser el resultado de la activación del punto de control 

defectuoso, se examinó la respuesta en animales WT, mutantes CEP-1 (gk138) y eel-1 

(ok1575)(6).  

Contrariamente, a lo observado en otros estudios que marcan un defecto leve en la 

detención del ciclo celular, cuando eel-1 fue debilitado por RNAi, en este experimento, 

se observó una robusta detención de la proliferación de células germinales mitóticas en 

los mutantes eel-1, que era indistinguible con los controles WT (Figura 13 A y B) (6).  

 

Además de la detención del ciclo celular, los mutantes en los punto de control también 

generan una alta frecuencia de progenie inviable, después de la exposición a agentes 

genotóxicos, debido a que no pueden responder las vías de reparación de DNA 

adecuadamente (6).   
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Se ha demostrado que mediante el gen Huwe1, se regula la reparación del DNA en 

células de mamífero (112), con este argumento se determinó que los mutantes eel-1 

fueron sensibles al daño del DNA por dos métodos. En primer lugar, se cuantificó la 

progenie inviable generada por adultos expuestos a agentes que dañan el DNA; en 

segundo lugar, se determinó la frecuencia de los animales irradiados en la fase L1, que 

se desarrolló hasta convertirse en adultos estériles (113). Se encontró que mutantes 

eel-1 generan mayor progenie inviable que los controles WT, después del tratamiento 

con IR, o por inhibidores de la replicación (6).  

 

Por el contrario, el porcentaje de animales irradiados en L1 que se convirtió en 

estériles por la etapa adulta era el mismo que el WT, mientras que con mutantes CLK-

2 eran hipersensibles (Figura 13 C) (6). Este resultado, aparentemente contradictorio, 

podría explicar que la línea germinal de eel-1 no es hipersensibles a agentes que 

dañan el DNA durante el desarrollo de las larvas, pero pueden ser sensibles en la etapa 

adulta (6). 
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Figura  13. Mutantes eel-1 no son defectuosos en función a los puntos de control del daño en el 
ADN. (A) los mutantes eel-1 (ok1575) experimentan una detención transitoria en la proliferación de las 
células germinales mitóticas en respuesta a la IR que es indistinguible en WT o mutantes CEP-1(gk138). Las 
líneas germinales se describen en las líneas negras y las flechas indican los núcleos mitóticos normales. 
Flechas con puntos indican ampliación de núcleos mitóticos 20 horas después de la exposición a 120 Gy de 
IR. (B) La cuantificación del número de núcleos por unidad de área en la región mitótica de la línea germinal, 
como se muestra en el panel a. (C) Explica la sensibilidad de las larvas L1 mutantes eel-1 esteriles, 
inducidos por IR son similares a los WT (6). 

 

 

Para hacer frente a la potencial función de  EEL-1 en la reparación, se diseccionaron 

líneas germinales irradiadas en adultos eel-1, teñidas con anticuerpos para RAD-51, 

que repara las roturas en la doble hebra de DNA (6).   
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Los resultados identificaron focos de RAD-51 en los sitios de rupturas en la doble hebra 

de la línea germinal, que aumentan después del tratamiento con IR en adultos y que 

persisten durante períodos más largos de tiempo en los puntos de control de las líneas 

germinales en adultos mutantes (6).   

También se encontró un número persistente de focos RAD-51 en eel-1, que fue similar 

a los controles WT, antes y después del tratamiento con IR (6). Curiosamente, se 

observó más focos de RAD-51 en dobles mutantes cep-1;eel-1 irradiados (6), lo que 

sugiere que la eliminación combinada de estos dos genes, causa defectos en la 

reparación del DNA. Sin embargo, no se puede excluir la posibilidad de que esto podría 

ser debido a un defecto metabólico general de mutantes cep-1;eel-1, ya que también 

generan mayor progenie inviable en ausencia de estrés genotóxico (6). Los resultados 

sugieren que eel-1, probablemente actúa río abajo o de forma independiente del punto 

de control del daño en el DNA (6).   

Además, no se requiere CEP-1/p53 para activar la apoptosis inducida por daño en la 

línea germinal de adultos, y se ha demostrado que Huwe1 regulan negativamente a 

p53 en células de mamíferos. También, se ha evidenciado, que la E3 ligasa ubiquitina 

SCF-FSN-1 regula negativamente la apoptosis inducida por IR, a través CEP-1, 

hallazgo que fue demostrado estar conservado en humanos (111) (114). Para 

determinar si EEL-1 regula la actividad CEP-1, se cuantificó la abundancia de la 

transcripción de su gen diana pro-apoptótica, EGL-1. Después de la irradiación, los 

niveles de transcripción de EGL-1 aumentaron, aproximadamente, nueve veces en 

animales WT adultos que en mutantes eel-1 (ok1575) (6), lo que sugiere que no se 

requiere eel-1 para la activación de CEP-1, y es probable que modula el daño inducido 

por la apoptosis río abajo de la línea germinal o independiente de CEP-1 (6). Para 

determinar dónde eel-1 actúa, en relación a la vía señalización de la apoptosis en el 

núcleo, se analizó la relación de epistasis entre eel-1 y el gen de pro-supervivencia 

ced-9, por la construcción de una cepa doble mutante ent re el alelo putativo nulo de 

ced-9 (n2812) y la eel-1 (ok1575) (6). 
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Como ced-9 funciona para evitar que las células entren en apoptosis, la pérdida de 

CED-9 provoca la muerte masiva de células germinales en hermafroditas adultos. En 

ausencia y presencia del daño, hermafroditas homocigotos ced-9 (n2812), a partir de 

madres heterocigotos, habían generado un aumento significativo en los niveles de 

apoptosis en células germinales en comparación con los WT, que no fue suprimido por 

la pérdida de eel-1 (6).  

La eliminación completa de ced-9 en homocigotos mutantes, conduce a niveles 

similares en la apoptosis de la línea germinal en ausencia o presencia de IR (6). Por lo 

tanto, si la función de EEL-1 es de regular específicamente CED-9 en respuesta al daño 

del DNA, este efecto podría ser enmascarado cuando el gen ced-9 está completamente 

eliminado (6).  

 

Para hacer frente a esta posibilidad, se tomaron dos enfoques: en primer lugar, se 

cuantificó la apoptosis inducida por IR en la línea germinal en una cepa heterocigoto 

para el alelo ced-9 (n2812), pero homocigotos para eel-1 (ok1575); segundo, se 

examinaron los niveles endógenos de la proteína CED-9 en eel-1. Se presenta una 

reducción de ced-9, en animales ced-9 (n2812)/HT2, que resulta en un aumento 

moderado de la apoptosis fisiológica e hipersensibilidad a IR en la línea germinal (6).  

En animales mutantes ced-9 (n2812)/HT2;eel-1 (ok1575), la IR aumentó la apoptosis 

en la línea germinal a niveles que eran similares a los observados en heterocigotos 

ced-9 (n2812)/HT2, lo que sugiere que, eel-1 actúa antes o independientemente de 

ced-9 (6). Con estos resultados, los investigadores mostraron que Huwe-1 apunta a 

MCL-1 (homólogo de CED-9) para la degradación, en respuesta al daño del DNA (6), 

también se cuantificó el nivel de proteína CED-9 en WT y de eel-1, antes y después del 

daño en el DNA. No hubo diferencia significativa en los niveles de proteína CED-9 en 

los mutantes eel-1 (zu462) o eel-1 (ok1575), en comparación con los controles WT, 

después del tratamiento con IR (6), argumento necesario para afirmar que CED-9 no 

es diana de EEL-1 para la degradación en C.elegans (6).  

Curiosamente, se encontraron niveles de proteína CED-9 que no cambiaron en los 

animales WT no irradiados en comparación con los gusanos irradiados, lo que sugiere 

que la estabilidad de CED-9 no cambia en respuesta al daño del DNA (6). 
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Sin embargo, es posible que la proteína CED-9 esté regulada por el daño en el DNA 

sólo en la región de paquiteno de la línea germinal, que podría no ser detectable a 

través del análisis (33). 

 

Al parecer, eel-1 funciona río abajo de cep-1, y no regula los niveles de la proteína 

CED-9. En estudios anteriores en EEL-1, indican que actúa en la especificación del 

destino celular, a través del factor de transcripción SKN-1, que regula la especificación 

del destino celular mesendodermal en el embrión temprano, y es el único sustrato 

propuesto por EEL-1 en C.elegans (114). Se ha planteado que EEL-1 y SKN-1 

interactúan en el embrión temprano para regular el desarrollo, y es posible que 

también puedan actuar en la misma vía para regular la apoptosis en la línea germinal 

(6). 

 

En otros estudios en C.elegans, las E3 ligasas de ubiquitina RBX-1 y RBX-2 tienen 

múltiples funciones relacionados con la mitosis y la progresión meiótica (21). 

Investigaciones, a través de mutante knockdown, mediante siRNA en RBX1, causan 

defectos en la primera división meiótica, la condensación cromosómica en la mitosis, y 

en la proliferación de células germinales, lo que indica que cumple un rol en e l 

comportamiento de los cromosomas y control del ciclo celular (115) (116) (117). 

Mientras que knockdown de Rbx2 (R10A10.2), no causó ningún cambio significativo en 

los fenotipos (117). 

Otros estudios en RBX-1, mediante el silenc iamiento por la alimentación de gusanos 

con bacterias, que expresan RNA doble hebra dirigido a RBX-1 (118). Se realizaron 

procedimientos para localizar la proteína RAD-51 en la gónada y en el intestino de 

C.elegans, como respuesta al daño del DNA (DDR). Los resultados informan que los 

Knockdown de RBX-1 contienen un menor número de filas de células germinales en las 

gónadas, en comparación con el vector de control (118). Y además, 

sorprendentemente no se observó ningún aumento en la tinción de RAD-51 en las 

células germinales mitóticas (118).  

Aunque la línea germinal de los gusanos RNAi de RBX-1 tenía el doble de cuerpos 

apoptóticos, en comparación con los vectores de control (111), el defecto celular no se 

correlacionó con la transactivación de EGL-1, que se requiere normalmente para la 

apoptosis asociada con DDR en la línea germinal (118).  
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Este hallazgo, sugiere que la respuesta apoptótica puede no estar relacionada con el 

DDR. Posteriormente, se observó una aparente reducción en la densidad de las células 

germinales mitóticas en las gónadas de los gusanos RNAi de RBX-1 (118). Esta 

información, es consistente y se confirma que el complejo SCF-RBX-1 se requiere para 

la progresión del ciclo celular en células germinales a través de G1 (67) (70), debido a 

que el silenciamiento de rbx-1 afectaria entrada en la fase S y a su vez suprimir la 

replicación del DNA debido al DDR en la línea germinal mitótica de C.elegans (118). 

 

6.7.  Generalidades de las proteínas de respuesta al choque térmico 

(HSP) 

 

Las proteínas de estrés o choque térmico (HSP), fueron descubiertas por primera vez 

en 1962, siendo reconocidas como un conjunto de proteínas altamente conservadas, 

cuya expresión es inducida por diferentes tipos de estrés (119). Cuando los 

organismos están expuestos a factores de estrés que desnaturalizan las proteínas, 

tales como el calor, la respuesta al choque térmico (HSR) se encarga de manejar el 

daño de las diversas proteínas que existen en las células y así restaurar la proteostasis 

(120). 

Las proteínas de choque térmico son un gran grupo de proteínas ubicuas, sintetizadas 

tanto en procariotas como en eucariotas. Las proteínas HSPs son chaperonas 

moleculares, que confieren plegamiento apropiado a las proteínas y cumplen un rol 

importante en la respuesta al estrés, mediante la prevención en la acumulación de 

proteínas dañadas o mal plegadas en las células (121). 

 

La respuesta al choque térmico HSR, está regulada por el factor de choque térmico 1 

(HSF1). Durante condiciones basales, HSF1 existe como un monómero en el 

citoplasma y el núcleo, y durante condiciones de estrés se somete a una trimerización 

y se acumula en el núcleo, donde se une a los elementos de heat shock, en los 

promotores de genes que codifican para proteínas de choque térmico (HSP) (122).  
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Las chaperonas moleculares (HSP), vuelven a normalizar las proteínas mal plegadas 

que se acumulan durante el estrés, pero también pueden tener funciones esenciales en 

la síntesis de proteínas, procesamiento, y la degradación (123).  

Además, en diversos estudios, se ha demostrado que la mayoría de estas proteínas 

tienen fuertes efectos citoprotectores, también están relacionadas con funciones en 

etapas específicas del desarrollo, la diferenciación y durante la oncogénesis  (119), 

entre muchas más.  

En el nemátodo de vida libre C.elegans, ha proporcionado conocimientos sobre la 

regulación de una serie de vías de respuesta al estrés, incluyendo HSR. El factor HSF-

1, es homólogo en C.elegans de HSF1 en mamíferos, que contiene un N-terminal 

conservado de unión al DNA y dominios de trimerización, así como también un dominio 

de transactivación en el C-terminal (123).   

Se ha demostrado, que se requiere el mismo mecanismo de activación para HSF1 en 

mamífero, incluyendo la trimerización, la hiperfosforilación y la unión al DNA, que 

también se requieren para la activación de HSF-1 en el gusano (124) (125). 

En C.elegans, HSF-1 cumple una función central no sólo en la HSR, sino que también 

contribuye a la fisiología del organismo. El factor HSF-1 es esencial para la viabilidad 

del gusano, en mutantes con HSF-1 truncado en el dominio C-terminal putativo, 

carecen de la activación, formando gusanos defectuosos en la síntesis de chaperonas 

que conducen a deficiencias en la liberación de los embriones, y además reduce la 

prolongación de la vida (123). También, esta cepa tiene un fenotipo sensible a la 

temperatura relacionado con la detención en el desarrollo, dicha detención, se produce 

en la transición L2-L3 (123).   

En varios experimentos, relacionados con HSF-1 (RNAi), se ha demostrado que el 

factor de choque térmico 1, está implicado en funciones no inducidas por el estrés, 

incluyendo procesos tales como el desarrollo, el metabolismo, longevidad (126) (127) 

y trastornos neurodegenerativos (128), entre otras.  
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Igualmente, se han encontrado antecedentes de que las HSP en C.elegans están 

asociadas al desarrollo de las larvas, prolongación de la vida, crecimiento y desarrollo 

normal (11), envejecimiento (12), letalidad embrionaria (129), respuesta a estímulos 

biológicos (13), entre otras. 

Destacando en el siguiente apartado, la revisión de las funciones reguladoras de las 

HSP en espermatogénesis y línea germinal de C.elegans, las cuales están vinculadas 

con la formación de la gónada y la línea germinal (14) (15) (16), progresión del ciclo 

celular (17) (18), regulación de la meiosis (18), entre otras. 

 

6.7.1.  Funciones de las proteínas de respuesta a choque térmico (HSP) 

en la espermatogénesis y linea germinal de C.elegans  

 

 

Investigaciones realizadas mediante DNA complementario, permitieron la identificación 

de una proteína que codifica para 707 aminoácidos con una homología significativa, 

con proteínas de la familia de las HSP90. La alta homología de la proteína HSP90 con 

proteínas en los nemátodos, incluyendo C.elegans, confirma que la proteína Cel-DAF-

21 en C.elegans es ortólogo de HSP90 en mamíferos (15).  

La proteína HSP90 es una chaperona molecular, que unida con varias co-chaperonas, 

se estabiliza y activa para regular más de 200 proteínas (16) (130). Además, se activa 

producto de la respuesta al choque térmico (HSR), a través de la regulación mediante 

HSF-1 (15). La HSP90 es una proteína esencial en muchos organismos, incluyendo S. 

cerevisiae, C.elegans, D. melanogaster y vertebrados (131) (132). 

En C.elegans,  la proteína DAF-21 (C47E8.5) es importante en el desarrollo de las 

gónadas y de la línea germinal  (14) (15) (16).  

 

 

 



83 

 

Se realizaron estudios más detallados, con el fin de investigar el patrón de expresión 

espacial y temporal del gen daf-21, para esto se generaron construcciones 

transcripcionales del gen que contienen, ya sea 2.3 kb o 4.1 kb de la secuencia río 

arriba del gen daf-21. Posteriormente, se analizó la tinción con  β-galactosidasa en 

estos gusanos, demostrando que ambos promotores conducen patrones similares de 

expresión génica en todas las etapas del ciclo de vida (133). Con la información 

obtenida y corroborando con los datos de estudios previos, se ha identificado a través 

de AC88, un anticuerpo monoclonal bien caracterizado para la proteína HSP-90, la 

identificación de la proteína DAF-21 en C.elegans, mediante la criofracturación de 

gusanos, en donde se observaron niveles muy altos de expresión de la proteína DAF-

21 en la línea germinal en la gónada y embriones tempranos. (Figura 14 C y D) (133).  

 

 

 

 

Figura. 14.  El promotor de 4,1 kb de DAF-21 (Ce-daf-21) es activo durante todo el ciclo de vida 

de C.elegans mostrando que Ce-DAF-21 se expresa en la línea germinal. Gusanos WT fueron 

transfectadas con la contrucción transcripcional de 4,1 kb de Ce-daf-21 en pPD96.04 y se tiñeron con X-Gal 

durante 2 horas para identificar la actividad b-galactosidasa. (A) una larva L2 amplificada 10X. (B) una larva 

L4 amplificada 40X. En (a) y (b), flechas blancas indican las células intestinales, flechas negras indican anillo 

nervioso. (c-f) hermafroditas grávidas WT de C.elegans se congelaron y agrietaron para teñirlas con una 

dilución 1: 400 de anticuerpo monoclonal AC88 seguido de Alexa 488 en una dilución 1: 200. La tinción se 

observó en la línea germinal (c) y embriones en desarrollo (d) gusanos WT de C.elegans.  Las mismas 

muestras teñidas con DAPI se muestran en (e) y (f) (133). 
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Nuevos aportes de la proteína HSP90 homólogo de DAF-21 en C.elegans, afirman que 

es crítica para las formación de gónadas y además para el funcionamiento adecuado de 

la ovogénesis (17) (132) (133), así como el desarrollo y maduración de los ovocitos 

(18) (119) (133) (134). Otra información encontrada, vinculada al gen de la chaperona 

daf-21, cuando es silenciado mediante RNAi, los gusanos poseen fenotipos con 

letalidad embrionaria (Emb) y esteriles (Ste), por lo tanto, la actividad del gen daf-21 

podría estar afectando funciones asociadas con la gametogénesis (14). Como también 

mediante otro tipo de mutación en el gen daf-21 que conduce a la detención de la 

células en la línea germinal específicamente entre profase/metafase (17) (18).   

Dentro de la información obtenida, se presentan estudios específicos que también 

confirman la actividad de la proteína DAF-21 en la línea germinal, concretamente en la 

regulación de la meiosis en C.elegans (18). En el nemátodo C.elegans, se utiliza la 

proteína homóloga DAF-21/HSP90 para asegurar el funcionamiento normal de Wee 

(WEE-1.3), que es responsable de la detención de las células en diacinesis (135). La 

pérdida de la función de DAF-21 mediante RNAs interferentes pequeños (siRNA), 

condujo a una aberrante progresión del ciclo celular y ovocitos con fenotipo de 

endomitosis (135).  

Con respeto a la relación de la proteína homóloga DAF-21/HSP90 y el funcionamiento 

normal de Wee (WEE-1.3), se sabe que la disminución de los niveles de WEE-1.3 en 

las células, bajo knockdown de Hsp90, sugiere que la proteína de choque térmico 90 

es responsable de la estabilidad de esta proteína quinasa, y por lo tanto, para la 

correcta fosforilación de CDK-1 en las gónadas de los nemátodos que contribuyen a 

una regulación estricta de la progresión del ciclo celular (16) (133).  

Se investigó el desarrollo de la línea germinal en los nemátodos, mediante un análisis 

amplio de perfiles fenotípicos. El efecto knockdown de 554 genes esenciales en la 

arquitectura de las gónadas, los cuales fueron analizados y clasificados para producir 

una red de genes que involucran el desarrollo de la línea germinal en C.elegans (136). 
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El estudio sugiere la participación de las proteinas Cdc37 y Hsp90 en Raf/LIN-45 o en 

la regulacion de la quinasa MEK-2 durante el desarrollo de la línea germinal en 

nemátodos (136). En resumen, el estudio en C.elegans, reveló la función esencial de la 

proteína HSP90 en los pasos críticos del desarrollo de células germinales y la división 

celular (16).  

Para entender las funciones celulares de Hsp90, se realizaron búsquedas de fenotipos 

por pérdida de función de daf-21 mediante RNAi. Se seleccionaron los animales 

estériles, tratados con RNAi, denominados animales F0. Y se reportó que daf-21 (RNAi) 

F0, posee fenotipo estéril, de tal manera que todos los daf-21 (RNAi) en la F1 murieron 

como embriones, antes de llegar al estadio de 8 células (18). 

Se confirmó este fenotipo y se buscó la base de la esterilidad. Estos animales daf -21 

(RNAi), mostraron varios defectos en la ovogénesis. En primer lugar, células madre de 

la línea germinal, dividiéndose mitóticamente en la región más distal, detuvieron su 

proliferación. En segundo lugar, los ovocitos en la región más proximal, poseían 

cromosomas univalentes anormales o poliploides (18).  

Este fenotipo es muy similar al fenotipo llamado “emo”, que se visualiza en mutantes 

emo-1 (OZ1) y wee-1,3 (RNAi), en donde ovocitos distales tienen seis cromosomas 

bivalentes, y hacia el extremo proximal muestran cromosomas univalentes o aumentan 

su ploidía (18). Este defecto cromosómico, también se observó en la cepa mutante 

daf-21 (p673) a 25°C. Por el contrario, ovocitos WT en diacinesis, normalmente tenían 

seis pares de cromosomas bivalentes (18).  

Los investigadores analizaron fenotipos relacionados con cromosomas univalentes, y se 

investigó la razón de su formación en los ovocitos (18). Las posibles razones a 

considerar fueron tres:  

En primer lugar, si no se ha producido ninguna recombinación, no se requiere la 

formación de quiasmas, lo que resulta en la formación de cromosomas univalentes en 

diacinesis. En segundo lugar, si no se forman los complejos sinaptonémicos, no hay 

cromosomas homólogos que se emparejen entre sí, dando lugar a cromosomas 

univalentes (18). 
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En tercer lugar, en caso de que los ovocitos anormales en diacinesis omiten la 

detención profase/metafase, los cromosomas tendrían pocas posibilidades para formar 

seis cromosomas bivalentes, y en su lugar, formar cromosomas univalentes (18).  

Para distinguir entre estas posibilidades, se analizaron los animales cdk-1 (RNAi). En 

C.elegans, Cdc2 es homólogo de cdk-1, un regulador clave para el ciclo celular, y se 

requiere para la activación y entrada a metafase. La supresión de la formación de 

cromosomas univalente en animales cdk-1 (RNAi), sugiere una activación anormal de 

la transición profase/metafase. Por el contrario, si no se suprime la formación de los 

cromosomas univalentes en animales cdk-1 (RNAi), la transición profase/metafase, 

ocurriría de forma irrelevante; y su causa debe derivarse de algún evento defectuoso 

río arriba, en la detención de los ovocitos anormales en diacinesis (18). Todos los 

experimentos con RNAi contra animales cdk-1 que se llevaron a cabo en los mutantes 

rec-8 (se requiere para la recombinación), spo-11 (necesarios para roturas de DNA 

doble cadena), o syp-1 (componente de complejo sinaptonémico), dieron como 

resultado la formación de cromosomas univalentes (18).  

Por el contrario, cromosomas univalentes que se formaron en animales daf-21 (RNAi), 

fueron completamente suprimidos en animales cdk-1 (RNAi) (18). Esto sugiere que la 

formación de los cromosomas univalentes en animales daf-21 (RNAi), fue debido a la 

transición prematura de profase/metafase, y presumiblemente no a otras defic iencias 

(18). 

Para que los animales daf-21 regulen negativamente la transición profase/metafase, se 

requiere la función de CDK-1. Científicos, investigaron la contribución de daf-21 a la 

regulación negativa de la transición profase/metafase. Se demostró, previamente, que 

RNAi contra wee-1.3 también causó el fenotipo “emo”, con ovocitos que poseen 

cromosomas univalentes o núcleos poliploides, y un fenotipo que era similar al fenotipo 

“emo” visto en animales daf-21 (RNAi), el cual fue totalmente suprimido en animales 

cdk-1 (RNAi) (18).  
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El gen wee-1.3, es un (familia quinasa Wee1) ortólogo de Myt1 en C.elegans y en otras 

especies, Myt1 fosforila los residuos Thr-14 y Tyr-15 de Cdc2 y lo mantiene inactivo 

durante la profase. Aunque en C.elegans no hay evidencia directa, wee-1,3 se 

considera que es la quinasa más plausible, responsable de la fosforilación inhibidora de 

CDK-1 en la transición profase/metafase. Basándose en esta predicción y la similitud 

fenotípica observada, representada por ambos animales wee-1,3 (RNAi) y daf-21 

(RNAi), se probó el estado de fosforilación de CDK-1, mediante el uso de dos 

anticuerpos: el anticuerpo anti-DP-Cdc2, que reconoce la forma fosforilada de Cdc2 y 

anticuerpo anti-PSTAIR, para la detección de CDK-1(18). 

Ambos anticuerpos, mostraron un patrón de tinción idéntico en animales WT, se 

detectó la proteína en los núcleos de dos o tres ovocitos más proximales (Figura 15) 

(18). La fosforilación de CDK-1, fue detectada de forma específica por el anticuerpo 

anti-DP-Cdc2, y esta ausente en ambos, wee-1.3 (RNAi) y daf-21 (RNAi), mientras que 

CDK-1, fue detectado por el anticuerpo anti-PSTAIR, el cual estaba presente 

normalmente en todos los animales WT, WEE-1.3 (RNAi), y el doble mutante daf-21 

(RNAi);wee- 1.3 (Figura 15) (18). Se tomaron en conjunto estos resultados, que 

indican que CDK-1 no se fosforiló en cualquiera de los animales wee-1.3 (RNAi) o 

animales daf-21 (RNAi), sugiriendo que la ausencia de fosforilación es inhibitoria sobre 

CDK-1, el cual podría haber causado el fenotipo “emo” en ambos animales (18). 
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Figura. 15. La proteína CDK-1 no se fosforila, en gusanos  wee-1.3 (RNAi) o daf-21 (RNAi). En (A, 

B) la gónada proximal WT. (C, D) gónada proximal wee-1.3 (RNAi). (E, F) gónada proximal daf-21 (RNAi). 

En A, C, y E, el color rojo indica CDK-1. En B, D y F, de color rojo indica la forma fosforilada de CDK-1, las 

formas de las gónadas se describen por líneas blancas y las flechas indican la dirección del movimiento 

celular y la región de paquiteno en la meiosis. En todos los paneles, el color verde indica que el ADN 

marcado DAPI. Considerando que CDK-1 se observó claramente en todos los animales en la mayoría de los 

núcleos en los ovocitos proximales (indicados por el triángulo), la forma fosforilada de CDK-1 solamente fue 

observada en WT (indicado por el triángulo), pero no en gusanos wee-1,3 (RNAi) y en gusanos daf-21 

(RNAi). La mayoría de los ovocitos producidos por animales wee-1.3 (RNAi) y daf-21 (RNAi) poseían 

cromosomas univalentes o poliploides, lo que indica la transición prematura de profase/metafase (18). 

La proteína daf-21 se predice que funciona como una chaperona molecular en la 

maduración de otras proteínas. Los resultados indican que para los fenotipos “emo” en 

ambos animales, wee-1,3 (RNAi) y daf-21 (RNAi), fue causada por el mismo defecto, 

es decir, la falta de la fosforilación de CDK-1(18).   

Para investigar la posibilidad de que daf-21 podría ser una chaperona para WEE-1.3, 

en el momento de la inhibición de CDK-1, se realizó una inmunotinción en gusanos con 

anticuerpos anti-WEE-1,3. Se observó WEE-1.3 en el citoplasma, a través de las 

células de la línea germinal de animales WT (18). 
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Cuando daf-21 (RNAi) se tiñó con este anticuerpo, se observó, una reducción evidente 

de WEE-1.3 (18). Los resultados, apoyan que se requieren las funciones de daf-21 

para la producción de WEE-1.3. Los investigadores, mencionaron que DAF-21 regula 

indirectamente la transición profase/metafase en la meiosis durante el desarrollo de 

los ovocitos, garantizando la función normal de WEE-1.3. Los resultados dan cuenta de 

una relación funcional entre la familia quinasa Wee1 y chaperona molecular Hsp90, en 

cualquier organismo multicelular, como se relaciona especialmente con el ciclo celular 

meiótico(18). 

La expresión o función de wee-1.3 en C.elegans, ha sido reportado en la 

embriogénesis, la ovogénesis y espermatogénesis. Los resultados, también sugieren 

que wee-1,3 tiene una función global de bloquear el ciclo celular en varios tejidos, 

mediante la inhibición de la entrada en metafase (18). 

Como se destacó anteriormente, DAF-21 regula la actividad de la quinasa WEE-1,3 

durante la ovogénesis. Sin embargo, no se sabe las funciones en otros tejidos, como 

en las células de la línea germinal en machos. Un estudio muestra, que una cepa 

mutante con una mutación de ganancia de función en el gen wee-1.3, menciona una 

entrada defectuosa en la fase M durante la espermatogénesis. De acuerdo con los 

estudios de expresión de las proteínas, DAF-21 se expresa en espermatogonias y 

espermatocitos, pero no en los espermatozoides maduros. Incluso, es posible que DAF-

21 mantenga una actividad quinasa de WEE-1.3 durante la maduración de los 

espermatozoides, especialmente en el momento de la entrada en la fase M en la 

meiosis I y II (18). 

Correspondiente a otros estudios en la línea germinal de C.elegans, se encontraron 

antecedentes sobre la proteína no canónica Hop en el gusano, que ejerce funciones en 

algunas HSP y ha sido descrita como un cofactor en complejos de multichaperonas 

formados por proteínas citosólicas, como Hsp90 y Hsp70 (134).  
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El homólogo putativo de la cochaperona Hop en el genoma de C.elegans, es CeHop 

también identificada con la secuencia R09E12.3. Una vez establecido que Cehop, es 

capaz de unirse a Hsc70 o Hsp90, se experimentó con knockdown mediante RNAi, para 

mostrar la participación de cualquiera de las dos chaperonas, observando los efectos 

celulares en los knockdown de CeHop/R09E12.3. Por lo tanto, se realizaron 

experimentos utilizando RNAi, y construcciones que fueron dirigidas a Hsp90/daf-21 y 

Hsc70/HSP-1 en WT y HSF-1 (sy441) (134). Con el fin de evitar fenotipos iniciales 

relacionados con la detención en larvas y para permitir la detección de fenotipos 

durante el desarrollo de las gónadas, se realizaron knockdown  en las etapas de 

desarrollo larvario L1, L2 y L3 (134).  

En los cuales, no se observaron características de los fenotipos descritos para HSF-

1(sy441)/R09E12.3 (RNAi) durante el knockdown de Hsc70, debido a que se detectó 

una detención temprana de larvas en L1, L2 o un fenotipo WT comenzando en el 

estadío larval L3 (134).  

En cambio, en WT/daf-21 (RNAi), desarrollaron un fenotipo, en el cual la vulva 

sobresale y los gusanos están detenidos en estadíos larvarios tardíos, fenotipo con 

limitaciones similares a HSF-1 (sy441)/R09E12.3 (RNAi) (Figura 16) (134).  
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Figura 16. Knockdown de Hsp90/DAF-21 conduce a la interrupción en el desarrollo de las 

gónadas. Tinción con DAPI de las gónadas se realizó en los gusanos WT tratados con daf-21 (a), pyp-1 (b) 

y unc-45 RNAi (c). Gusanos Daf-21 (RNAi) y pyp-1 (RNAi) dieron lugar a malformaciones en la gónada; (a; 

flechas) o perdida de la localización de los brazos gonadales (b; flechas) de manera similar a HSF-1 

(sy441)/R09E12.3 (RNAi). Aunque N2/unc-45 (RNAi) muestra un fenotipo estéril que produjo gónadas de 

tamaño WT (C) (134). 

Los fenotipos que se observaron además de tener una detención larval tardía, y un 

desarrollo vulvar sobresaliente, en la línea germinal los brazos gonadales fueron 

cortos, tanto en la gónada proximal como distal, y el desarrollo de ovocitos con 

fenotipo de endomitosis (134). Sobre la base de estos datos, se concluye que Hsp90, 

es la principal pareja de interacción conocida de CeHop, que está involucrada en el 

desarrollo adecuado de los brazos de la gónada en C.elegans, aunque la complejidad 

del proceso no permite identificar si esta participación ocurre en conjunto con CeHop 

(134). 

Estudios relacionados con la proteína quinasa activada por AMP-5 (AMPK), es asignada 

como una proteína quinasa serina/treonina con múltiples sustratos, la cual tiene una 

expresión ubícua y es considerado un sensor de combustible intracelular. La proteína 

AMPK se activa cuando está fosforilada, debido al agotamiento de ATP, en relación con 

AMP, que se expresa por diversos tipos de estrés ambiental o metabólico, causados por 

condiciones tales como choque térmico, hipoxia, y el bajo nivel de glucosa (137). 
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La proteína AMPK, controla su efecto mediante la regulación de la transcripción de 

genes río abajo por fosforilación directa de factores de transcripción y coactivadores 

(137). 

Los investigadores realizaron un transcriptoma, mediante secuenciación aleatoria 

completa (WTSS), para que posteriormente se identificaran genes, que se expresan 

diferencialmente entre mutantes AAK-2, que codifica una subunidad catalítica de 

proteína AMPK y WT en C.elegans, en presencia o ausencia de estrés oxidativo 

inducido por un herbicida, paraquat (Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo) (13). 

De los resultados conseguidos, se obtuvieron genes implicados en la respuesta al 

estrés, el envejecimiento y la línea germinal, y otras funciones, que están 

sobrereguladas en mutantes débiles de AAK-2, comparados con WT, y que 

posteriormente, fueron analizados por el programa estadístico, GOstat. Del amplio 

grupo de genes, Hsp-6 es el único gen que tiene relación con la espermatogénesis y 

línea germinal de C.elegans (13), debido a que las funciones de hsp-6 se asocian con 

la reproducción sexual y la formación de gametos. Esto ocurre debido a que AMPK, 

mediante la subunidad catalítica AAK-2 puede regular una diversidad de genes 

relacionados con la reproducción y la proliferación de la línea germinal entre los cuales 

se encuentra Hsp-6 (13).  

Siguiendo con el estudio de las HSP en la línea germinal en C.elegans. Un grupo de 

investigadores encontraron que las proteínas VBH-1 (helicasa tipo belle y vasa 1) y 

LAF-1 (femeinización y letalidad 1) se relacionan con proteínas de choque térmico en la 

línea germinal de C.elegans. La proteína VBH-1, es un miembro de la amplia familia 

conservada de las RNA helicasas con caja DEAD, que regulan casi todos las fases del 

metabolismo del RNA (138). En C.elegans, VBH-1 es una proteína que se enriquece en 

la línea germinal, es importante para la espermatogénesis, fertilidad y el desarrollo 

embrionario (139).  

Específicamente, VBH-1 promueve el interruptor de espermatoizoides a ovocitos en 

C.elegans y también podría ser importante en la apoptosis durante la ovogénesis y se 

expresa bajo condiciones de estrés (139) (140) (141). 
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La proteína LAF-1, parálogo de VBH-1, se expresa de forma ubícua en C.elegans (142). 

Esta proteína cumple una función en el desarrollo embrionario, y junto con VBH-1, la 

proteína LAF-1 promueve la espermatogénesis (142).  

Se conoce que VBH-1 se expresa en focos citoplasmáticos y gránulos germinales 

perinucleares denominadas gránulos-P en las células germinales, y además se 

encuentra de forma difusa por todo el citoplasma de todas las blastómeras (139). 

Mediante un transgénico con GFP, se mostró la misma expresión como en el endógeno 

de VBH-1 en células germinales y embriones (comparación de la figura 17 A y C con 

figuras 18 B y E) (143), sugiriendo que la expresión de VBH-1 en el transgénico fue 

similar a la endógena (143). 

 

Figura 17. Un transgénico GFP::VBH-1 se expresa en las gónadas de C.elegans. Gusanos control 

(20°C) y con choque térmico (30°C durante 4 horas) expresan el transgénico Pvbh-1::GFP::VBH-1::VBH-1 

3´ UTR. La localización de GFP::VBH-1 en (A) gónadas de los gusanos control, (B) gónadas después del 

choque térmico, (C) los embriones de 2 células de los gusanos control (134).  
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Dado que VBH-1 es importante durante la respuesta al estrés, se identificaron dianas 

putativas, mediante un análisis de microarrays en las transcripciones de VBH-1 (RNAi) 

en adultos de un día de edad y se compararon con los animales control de la misma 

edad a 20°C. Se encontraron dos RNAm de proteína de choque térmico, como sip-1 y 

HSP-1, que estaban disminuidos en este análisis. La proteína SIP-1 es un miembro de 

la familia alpha-crystallin/Hsp20, mientras la proteína HSP-1 es un miembro de la 

familia Hsp70 (143). 

Mediante análisis de cuantificación, se confirmó que los RNAm de sip-1, y en menor 

medida los RNAm de hsp-1, se regularon a la baja en animales vbh-1 (RNAi) 

comparados con los controles (143). 

En la proteína LAF-1 que también es importante durante el estrés, se observó una 

reducción en la abundancia del RNAm de hsp-1 y, en menor medida, los RNAm de SIP-

1 en animales LAF-1 (RNAi) (143). Condición que también se observó en los RNAm de 

SIP-1 y HSP-1 regulados a la baja en animales dobles mutantes VBH-1 (RNAi);LAF-

1(RNAi) (143).  

Los investigadores llegaron a la conclusión de que VBH-1 y LAF-1 regulan la 

acumulación de RNAm de SIP-1 y HSP-1. Sin embargo, VBH-1 podría ser más 

importante para la regulación de RNAm de SIP-1, mientras que LAF-1 podría ser más 

importante para la acumulación de RNAm de hsp-1(143).  

Para determinar si HSP-1 y SIP-1 son importantes para la supervivencia producto del 

choque térmico, se utilizó RNAi para silenciar los genes que codifican estas proteínas y 

se evaluó la supervivencia de estos animales a 36°C (143). De manera similar que en 

los animales VBH-1(RNAi), los animales SIP-1(RNAi) fueron incubados a 36°C, los 

cuales son más sensibles a la supervivencia producto del choque térmico que los 

animales control (143). Por el contrario, no se observaron diferencias, 

estadísticamente significativas, en los animales hsp-1 (RNAi) (143).   

De los resultados se rescata que SIP-1 es importante para la supervivencia al choque 

térmico, mientras que HSP-1 parece no ser esencial. También, es posible que hsp-1 

sea importante para la respuesta de choque térmico, pero debido a la utilización del 

silenciamiento por RNAi, en lugar de un mutante nulo, donde no se detecta la función 

(143).  
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Debido a que la expresión de VBH-1 es más alta en la línea germinal, se analizó la 

localización subcelular de VBH-1 en la gónada durante el choque térmico. Por lo tanto, 

se sometieron a choque térmico durante 4 horas a 30°C gusanos adultos WT de un día 

de edad (143). Se utilizó una condición más leve de choque térmico, en lugar de las 

condiciones utilizadas en el ensayo de supervivencia (36°C), porque la línea germinal y 

embriones son sensibles al choque térmico (143).  

La ubicación de VBH-1 despues del choque térmico se observó en la gónada distal y en 

la gónada proximal que se muestran en detalle en las figuras 18 A, H, O, V, C', J', y R'  

(143).  
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Figura 18. VBH-1 se asocia con grandes focos de CGH-1 en la gónada después de estrés. Las 

gónadas de gusanos WT y de hermafroditas fog-2(q71) fueron teñidas con anticuerpos anti-VBH-1 y anti-

CGH-1 y DAPI que marca el ADN. Gusanos con gónadas WT (A-G) crecido a 20°C, (H-N) gusanos con 

gónadas WT con choque térmico durante 4 horas a 30°C, (O-U) gusanos con gónadas WT  con choque 

térmico durante 3 horas a 34°C, (V-B') los gusanos WT se colocaron en placas de NGM sin bacterias por 5 

horas, (C’–F’) hermafroditas feminizadas fog-2(q71) que fueron apareadas, y (J'-M') gusanos sin cruzar fog-

2(q71). En (G 'I') ovocitos de hermafroditas fog-2(q71) que se cruzaron y (N'-P ') gusanos sin cruzar fog-

2(q71). d = distal, p = proximal, oo = ovocitos, las flechas indican gránulos-P, y las puntas de flecha indican 

la formación de focos después de cada exposición al estrés. (Q') gráfico agrupado, que resume los fenotipos 

observados. (R'). Dibujos de las gónadas de C.elegans, con cuadrados rojos indican las regiones de interés 

(134). 
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A 20°C, se observó a VBH-1 en gránulos-P y focos citoplasmáticos, y se expresó de 

forma difusa por todo el citoplasma de las células germinales (Figura 18 A, B y E)  

(143). Después del choque térmico, VBH-1 era visible en forma de agregados en el 

núcleo de las gónadas y ovocitos (Figura 18 H, I, L puntas de flecha y Q), y en grandes 

gránulos-P en la gónada de C.elegans (Figura 18 H, I, K flechas y Q) (143).  

Un patrón de agregación similar, se observó también para GFP::VBH-1 durante el 

choque térmico (Figura 17 B) (143). Con esta información se confirma que VBH-1, 

también se expresa durante la embriogénesis de forma difusa en el citoplasma, en 

todas las blastómeras y en los gránulos-P de las blastómeras de la línea germinal, en 

el transcurso de la embriogénesis (139). 

Los resultados entregan la función de la proteína VBH-1 caja DEAD, durante el estrés, 

donde se destaca la importancia para supervivencia en C.elegans, durante el choque 

de calor y el estrés oxidativo (143). Además, los resultados sugieren una potencial 

expresión somática de VBH-1, que podría ser al menos parcialmente responsable de la 

supervivencia al estrés. Igualmente, se encontró que RNAm de SIP-1 y RNAm de HSP-

1, que codifican dos proteínas de choque térmico, que se regulan a la baja en los 

animales VBH-1 (RNAi), lo que sugiere que estas proteínas podrían ser controladas, ya 

sea directa o indirectamente, a través de VBH-1(RNAi) (143). Por otra parte, se 

observó que LAF-1, es importante para la supervivencia durante el estrés, y RNAm de 

HSP-1 y SIP1 también se regulan a la baja en los animales LAF-1 (RNAi) (143). De la 

misma manera, se observaron agregados de VBH-1 en embriones tempranos, en 

núcleos de las gónadas, en ovocitos y grandes gránulos–P en animales con choque 

térmico. Asimismo, se advirtió que los dominios de helicasa en el núcleo y C-

terminales de VBH-1, son suficientes para la asociación con gránulos-P, mientras que 

la agregación de VBH-1 durante el estrés, no depende de un motivo específico. Aunque 

los dominios N-terminal y helicasa parecen ser más importantes para esta localización 

(143). Los estudios demostraron que el silenciamiento de VBH-1, tuvo un efecto 

negativo en la supervivencia de los animales durante estrés térmico y oxidativo (143).  
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En resumen, los resultados sugieren que, 1) el RNAm de las proteínas de choque 

térmico SIP-1 y HSP-1, son candidatos para la regulación de VBH-1 durante la 

respuesta al estrés, debido a que RNAm de sip-1 y, en menor medida, RNAm hsp-1 se 

regulan a la baja, cuando vbh-1 fue silenciada utilizando RNAi, y 2) el silenciamiento 

de sip-1 afecta negativamente la supervivencia  en animales con choque térmico, de 

una manera similar a los animales VBH-1 (RNAi) (143). 

Conjuntamente, los animales hsp-1 (RNAi) no fueron más sensibles al choque térmico 

que los animales control, lo que sugiere que no se requiere hsp-1 para una respuesta 

apropiada a ese estrés, pero también es probable que hsp-1 (RNAi) no sea suficiente 

para anular completamente la función de esta proteína durante el estrés. VBH-1 

también es importante en la inducción de la apoptosis en las células germinales, tanto 

en condiciones normales y de estrés (141), lo que sugiere que esta proteína podría 

tener varios objetivos durante la respuesta al estrés en C.elegans, para asegurar la 

supervivencia de los animales, mantener la calidad del ovocito, y preservar las células 

de la línea germinal (143). 

En síntesis, la proteína VBH-1 se enriquece en la línea germinal, es importante para la 

fertilidad, el desarrollo embrionario, tiene funciones en la apoptosis en las células 

germinales, y en conjunto con LAF-1 promueven espermatogénesis. Además ambas 

proteínas, VBH-1 y LAF-1, en respuesta al estrés podrían estar reguladas por proteínas 

de choque térmico SIP-1 y HSP-1 respectivamente, por lo tanto, faltaría esclarecer la 

función precisa entre las proteínas VBH-1 y LAF-1 con las HSP en los procesos que 

conlleva el desarrollo de la gametogénesis, específicamente en la espermatogénesis en 

C.elegans. 

Se encontraron antecedentes que demuestran que los promotores de las HSP son 

activos en la germinal de C.elegans mediante unos elementos nucleares codificados en 

C.elegans, que da muerte a animales no portadores (144). Este elemento se conoce 

como peel-1/zeel-1, que es polimórfico dentro de la especie, y cuando los animales 

que llevan los elementos peel-1/zeel-1 que se cruzan con los animales que carecen de 

ella, los elementos peel-1-/zeel-1 actúan en el heterocigoto de la  F1, a través del 

efecto paterno, y dan muerte a embriones que no lo heredan en la F2 o 

retrocruzamiento (33). 
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Para determinar si PEEL-1 puede funcionar como una toxina fuera de los embriones, 

expresamos peel-1 ectópica en larvas y adultos. Pee-1 se expresó utilizando dos 

promotores de choque térmico, pHSP-16.2 y pHSP-16.41. Para cada construcción, se 

generaron dos inserciones genómicas de una sola copia y arreglos extra 

cromosómicos, que normalmente contienen de decenas a cientos de copias de un 

transgénico (33). 

Ambos tipos de animales, crecieron normalmente en condiciones de laboratorio 

estándar, pero 1 hora de choque térmico a 34°C fue letal para todos los gusanos 

adultos mueran dentro de 2 horas después del inicio del choque térmico, y los 

animales que transportan la inserción, dentro de 4,5 horas (33). La muerte más rápida 

de los animales que transportan el arreglo, es consistente con las dosis altas 

observadas de peel-1, y los resultados fueron similares para larvas que fueron 

expuestas a choque térmico. Además, aparte del fenotipo de muerte, los animales con 

choque térmico mostraron defectos en la mayoría, pero no todos los tejidos (33). 

 

A partir de, aproximadamente, 30 a 45 minutos antes de la muerte, los músculos de la 

pared del cuerpo y de la cola masculina, se encont raron hipercontraídos; vacuolas 

formadas en muchos tejidos (Figura 19 A); el lúmen de la célula excretora (Figura 19 

B), distendido; la gónada desintegrada (Figura 19 C) ; y en hermafroditas, la gónada y 

el intestino, de vez en cuando se rompe a través de la vulva (33). Los investigadores 

concluyeron que PEEL-1 es una toxina casi universal, que afecta a muchos estados del 

desarrollo y tipos de células (33).  

Posteriormente, se probó si la expresión de zeel-1, podría rescatar la letalidad causada 

por la expresión de peel-1 despúes del choque térmico (33). Para ello, los 

investigadores confeccionaron cinco arreglos extracromosómicos y una inserción de 

una sola copia de pHSP-16.41::zeel-1, y se probaron contra un arreglo y una inserción 

de pHSP-16.41::peel-1. La expresión de zeel-1, despúes del choque térmico, fue capaz 

de rescatar la letalidad causada por pHSP-16.41::peel-1, pero sólo cuando pHSP-

16.41::peel-1 se expresa a partir de inserciones, no arreglos (33).  
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La capacidad de pHSP-16.41::zeel-1 para rescatar pHSP-16.41::peel-1, incluso cuando 

ambos se expresaron a partir de inserciones de una sola copia (33), indica que en la 

medida en que estos dos transgénicos producen niveles equivalentes de proteína, el 

rescate mediante zeel-1 no requiere niveles superiores de ZEEL-1, comparados con los 

niveles de PEEL-1(33). 

 

 

Figura 19. Expresión ectópica de peel-1 y Zeel -1. Se muestran hermafroditas adultos con choque 

térmico que llevan una inserción de pHSP-16.41::peel-1. Los animales fueron fotografiados poco después de 

comenzar su parálisis. La necrosis es visible en la cabeza (A) en las gónadas (B), y la célula excretora 

distendida (C) (144). 

Se ha demostrado, que los elementos peel-1/zeel-1 en C.elegans se compone de dos 

genes, estrechamente relacionados: toxina peel-1, entregada por los espermatozoides 

y zeel-1, expresado en el embrión. Peel-1 y zeel-1, se encuentran uno junto al otro en 

el genoma, y ambos genes codifican proteínas de transmembrana. Peel- 1 se expresa 

en la línea germinal masculina, y su producto se entrega al embrión por medio de los 

organelo membranoso-cuerpo fibroso (FB-MO). En ausencia de zeel-1, los 

espermatozoides producen suministros de PEEL-1 dependientes de la dosis, y de forma 

tardía se producen defectos en el músculo y tejido epidérmico (33). Zeel-1 se expresa 

de forma transitoria en el embrión, y la expresión específica de zeel-1 produce rescate 

del determinado tejido. Se requiere que el dominio transmembranal de zeel-1, para la 

función, y al igual que en peel-1, este dominio es evolutivamente novedoso y sólo se 

produce en C.elegans (33).  

Por último, a pesar de que las funciones de PEEL-1 y ZEEL-1 normalmente son en los 

embriones, peel-1 es letal cuando se expresa de forma ectópica en los gusanos 

adultos, y esta letalidad es rescatado por la expresión ectópica de Zeel-1 utilizando 

promotores para HSP, como el pHSP-16.41(33). 
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En relación a los promotores de proteínas de respuesta al choque térmico, 

investigadores realizaron estudios utilizando fusiones del promotor hsp-16.2, 

sugiriendo que hsp-16.2 es un promotor activo en la línea germinal para generar 

fenotipos que no han sido caracterizados (145). 

Para probar la actividad de promotores de choque térmico en la línea germinal, se 

realizaron constructos con inserciones de copia única que contienen el promotor hsp-

16.2 o hsp-16.41 y tbb-2 3'UTR, como regulador de la expresión con GFP etiquetado 

con his-58 y la integración empleando MosSCI (145).  

Se generaron cinco cepas que difieren en el promotor, secuencias de etiquetado y su 

ubicación y el sitio de integración (Figura 20 A) (146). Todos los transgénicos se 

expresaron en la línea somática, la línea germinal y embriones después de choque 

térmico. La expresión en la línea somática fue mucho más fuerte que en la línea 

germinal, y observando en esta ultima una variación en la intensidad de la expresión 

(147).  

Además, la señal a partir de construcciones realizadas con EGFP fusionada a pHSP-

16.41 (cepas JA1533 y JA1541) era más débil que la señal a partir de construcciones 

con GFP. No se sabe la causa de esta diferencia, pero otros grupos de investigación 

han informado que la GFP S65C tiene un mejor rendimiento en C.elegans que EGFP 

F64LS65T. Se examinó el momento de aparición de la expresión del transgénico, 

utilizando el promotor de hsp-16.41 en la cepa EG5295 (147).  

Mediante el sometimiento de adultos hermafroditas a un choque térmico de una hora a 

33°C, seguido de una recuperación a 20°C, se observaron los animales y su progenie, 

en intervalos de una hora. Inmediatamente después del choque térmico, el inicio de la 

fluorescencia de GFP, sólo era visible en la línea somática (147). 

Después de una hora de recuperación, una débil señal de GFP, localizada en el núcleo, 

se podía ver en las células germinales proximal cerca de la región del bucle (Figura 20 

C) (134). Además, la señal de GFP fue visible en ovocitos después de dos horas, y 

luego en embriones, después de cuatro horas (Figura 20 D y E) (134).  
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La intensidad de la señal, también se hizo más fuerte entre una y tres horas después 

de la recuperación (Figura 20) (134). Después de seis horas, la señal en la gónada 

comenzó a disminuir (Figura 20 B) (134). Estos resultados fueron similares a los 

observados utilizando el promotor HSP-16.2 (147).  

En resumen, la expresión del promotor para HSP, HSP-16.1 y HSP-16.2 son activos en 

la línea germinal que constituyen la gónada en C.elegans. 

 

 

 

Figura 20. Actividad de los promotores de choque térmico en la línea germinal de C.elegans. (A) 

Cepas MosSCI generadas para los experimentos de choque térmico. (B) Análisis en el transcurso del tiempo 

de pHSP-16.41/GFP::his-58/TBB-2 3´UTR (cepa EG5295). Los diferentes tonos en gris indican una 

cuantificación aproximada de los niveles promedio de la intensidad de las señales observadas después del 

choque térmico. Los tonos más oscuros indican una señal más fuerte. Los embriones fueron evaluados a 

partir de 3 horas de recuperación. (C) GFP-HIS-58 fue observada cerca de la región del bucle de la gónada 

en 1 hora después de la recuperación del choque térmico. (D) Núcleos de ovocitos a las 4 horas después de 

choque térmico. (E) Núcleos de embriones a 4,5 horas después de choque térmico (147). 
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6.7.2.  Funciones de las proteínas de respuesta a choque térmico (HSP) 

en mamíferos  

 

La información encontrada sobre las funciones de las HSPs y el factor de choque 

térmico en mamíferos se relaciona con actividades vinculadas con la regulación en la 

formación de gametos en ratones, por ejemplo investigadores proponen que HSF1 

promueve la apoptosis de los espermatocitos en testículo de ratón cuando son 

expuestos a temperaturas elevadas (148). 

Las HSPs y su factor de transcripción también tienen funciones claves en la formación 

de gametos en hembras de ratón. Específicamente en la maduración de los ovocitos, 

estos contienen un huso bipolar normal, y en la mayoría de los ovocitos con HSF1 

deficientes, mostraron una amplia gama de estructuras microtubulares anormales 

(135).  

Evidencias demuestran claramente que la actividad de Hsp90 dependiente de HSF1 se 

requiere para la meiosis de los ovocitos de ratón, argumento que se respalda debido a 

que el déficit significativo en la proteína Hsp90, conduce a defectos en el desarrollo de 

ovocitos que se visualizan en mutantes Hsf1-/-, identificando a HSF1 como un factor 

meiótico y como uno de los pocos elementos maternos necesarios para el éxito 

reproductivo en hembras de mamíferos (135). 

En otro contexto, en mamíferos también la inducción de las HSPs mediada por HSF1, 

se correlaciona con la adquisición de tolerancia a la temperatura y la protección celular 

bajo condiciones patológicas, tales como trastornos neurodegenerativos (149). 

En este mismo contexto, el factor de respuesta al choque térmico, HSF2, cumple 

funciones en el desarrollo del cerebro y los órganos reproductores. Además, la pérdida 

de función de HSF2, aumenta la acumulación de agregados proteicos por 

poliglutaminas, acortando la vida en ratones R6/2 con la enfermedad de 

Huntington(150).  
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Otras publicaciones relacionadas con las HSPs en mamífero, nos dice que el incremento 

de los niveles de las HSP se asocia a enfermedades, como el cáncer humano 

(151)(152). En modelos experimentales, se ha demostrado el incremento de HSP27 y 

HSP70 en células cancerosas y tumores, y su agotamiento puede inducir una regresión 

espontánea de los mismos (119).  

Además, varios componentes del crecimiento y la supervivencia de las vías asociadas a 

células tumorales, son relacionados con proteínas cliente de HSP90. Esta característica 

de HSP90, han hecho que las HSP sean dianas para el desarrollo de medicamentos 

contra el cáncer (119). 

En otro estudio relaciona a las HSP con la apoptosis, un grupo de investigadores 

demostraron que la regulación a la baja o la inhibición de HSP27, HSP70 o HSP90, son 

suficientes para sensibilizar células a la apoptosis, lo que demuestra que los niveles 

endógenos de las chaperonas parecen ser suficientemente altos para controlar la  

muerte celular (153). Estas chaperonas, pueden interactuar con las proteínas claves de 

las vías de señalización de apoptosis y así regular el proceso (119).  

Para finalizar, se encontraron antecedentes que vinculan a las HSP con el músculo 

estriado en mamíferos, mediante estudios en la chaperona miosina UNC-45 en ratones 

y humanos. La proteína UNC-45 fue identificada por análisis computacional y 

aislamiento de genes, que se utilizaron posteriormente para definir patrones de 

expresión en mamíferos. Ambos organismos tienen dos genes unc -45, que son 

expresados, ya sea en los músculos estriados (SM UNC-45, también conocido como 

UNC-45b) o en otros tipos de células (CG UNC-45 o UNC-45a). Tratamientos RNA 

antisentido, mostraron que UNC-45a es importante para la proliferación y fusión 

celular, mientras que UNC-45b es esencial para la fusión y el desarrollo de las 

miofibrillas, pero no para la acumulación de miosina (22). Por lo tanto, la HSP UNC-45 

cumple funciones en la proliferación, fusión y desarrollo de las miofibrillas en el 

músculo en mamíferos. 

En resumen las HSP en mamífero se asocia con funciones relacionadas con la apoptosis 

de espermatocitos y en la formación de meiosis en ovogénesis, también están 

vinculadas a enfermedades neurodegenerativas, desarrollo muscular y cáncer humano 

entre otras. 
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6.8.  Funciones en conjunto de las E3 ligasas de ubiquitina y las proteínas 

de respuesta al choque térmico (HSP) en espermatogénesis y linea 

germinal de C.elegans. 

 

Según el sistema control de calidad celular, se describe que el debilitamiento en la 

síntesis de una chaperona afectaría la actividad o la expresión de otra. Utilizando el 

modelo de C.elegans, un grupo de investigadores describió la regulación 

compensatoria entre nueve chaperonas en el ER, incluyendo a la chaperona de unión a 

inmunoglobulina, BiP y la chaperona asociada al retículo endoplasmático, GRP94 (154). 

La relación entre ambas HSP, ocurre con la inducción de BiP, cuando GRP94 es 

silenciado por RNAi, involucrando al factor de transcripción IRE1/XBP1, para promover 

la vía de respuesta a proteínas desplegadas (UPR), asociada con el ER (154). 

La chaperona BiP también se estimula, cuando en el gusano la E3 ligasa de ubiquitina 

HRD-1 se agota, a través de RNAi, produciendo un crecimiento extremadamente 

retrasado en C.elegans (19), cuando están vinculados con interacciones físicas, entre 

las proteínas del lumen y las dianas de la maquinaria de degradación de proteínas en 

el retículo endoplásmico (ERAD) (155) (156). 

Un estudio relacionado con las E3 ligasas de ubiquitina y las HSP en C.elegans, 

demuestran que la E3 ligasa HRD-1, funciona en conjunto con una proteína de unión 

específica, la chaperona BiP, que en C.elegans es codificada con dos genes, con una 

alta homología hsp-3 y hsp-4 (19).  

La proteína E3 ligasa HRD-1 que interacciona con la chaperona BiP, codificada por el 

gen HSP-3, cumple un rol importante en el funcionamiento de las células intestinales, 

mientras que HRD-1 y BiP (HSP-4) lo hace en la formación de las gónadas en 

C.elegans, información que fue identificada mediante gusanos doble mutante  hrd-1 

(tm1743); hsp-4 (gk514) que muestra un fenotipo estéril (20/20 gusanos analizados), 

causado defectos en el desarrollo y formación de gónadas. (Figura 21) (19).   



106 

 

 

Figura 21. Evidencia de interacción genética entre HRD-1 y BiP. Los gusanos mutantes fueron fijados 

y teñidos con DAPI. Las puntas de flecha representa la gónada. Barra de escala: 0.1 mm en todas las 

imágenes (19). 

Estos resultados también indican que la E3 ligasa, HRD-1 y la HSP, BiP tienen una 

interacción genética, y que HRD-1 y BiP (HSP-4) cumple una función importante en la 

formación de gónadas (19). 

Se encontraron estudios relacionados en E3 ligasas, fusionada a un promotor hsp-16p 

especifico de proteinas de choque térmico, dicha construcción esta involucrada en 

funciones asociadas con la gametogénesis y en la linea germinal de C.elegans. La 

proteína determinada es RNF-121, una E3 ligasa de ubiquitina unida al ER, que se 

requiere para la resistencia al estrés en el ER y que su inactivación induce a la vía UPR 

(102). 

La proteína RNF-121, mediante un promotor inducible por calor se localiza en etapas 

específicas del desarrollo. Los resultados destacan defectos en el desarrollo normal, 

sólo cuando RNF-121 es inducida en una etapa específica del desarrollo, a mediados de 

L2, lo que resulta en una disminución de la fertilidad en los hermafroditas (102). 

Los resultados en detalle, explican que el número promedio de descendientes de la 

construcción, hsp-16p::RNF-121, fue de 55 ± 18 (n = 65), en comparación con 254 ± 

28 (n = 60) en los gusanos WT, tratados con las mismas condiciones de choque 

térmico, en la fase intermedia de L2 (102).  



107 

 

Para caracterizar este fenotipo de esterilidad parcial, se analizó la morfología de las 

gónadas, el desarrollo de los ovocitos, la maduración y la ovulación en gusanos adultos 

jóvenes (102). 

Las características fenotípicas después de la inducción de RNF-121, en la etapa mitad 

de L2 observadas en etapa adulto, mostraron brazos gonadales con una 

gametogénesis defectuosa, que dio lugar a gónadas proximales con un pequeño 

número de ovocitos, 3.6 ± 1.5 ovocitos por cada brazo gonadal (n = 61) (Figura 22 C-

H) (211), tanto en adultos en etapa intermedia como tardía, en comparación con los 

9,6 ± 1,5 ovocitos en etapa intermedia de adultos WT (n = 49) y 9,2 ± 1,3 en la etapa 

intermedia en adultos con la expresión inactiva de la ligasa RNF-121 mutada (HSP-

16::RNF-121C 222AC 225A ; n = 67) (211). En concreto, los análisis revelaron retrasos en el 

desarrollo de los ovocitos en las gónadas proximales (Figuras 22 C-E, comparadas con 

Figura 22 A y B) (102).  

Análisis mediante DIC y DAPI revelaron el funcionamiento correcto de las gónadas WT, 

que explican la progresión de los núcleos de paquiteno a diploteno en la región del 

bucle, mientras que en el brazo gonadal proximal, los ovocitos progresan hacia 

diacinesis (102).  

Por el contrario, los resultados encontrados en los núcleos en paquiteno de las gónadas 

proximales con la construcción hsp-16p::RNF-121, después de la región del bucle, 

indican un notorio retraso en la progresión en diploteno (72,6 ± 4,5%, n=256) (Figura 

22 E, punta de flecha) (102). 

Además, los ovocitos en desarrollo y, especialmente, el ovocito más proximal, tenían 

formas alargadas anormales (Figura 22 C, D y F, esquema en blanco) (102), y no 

rectangulares como los ovocitos WT antes de la maduración (Figura 22 A) (102).  

Otro resultado, informa que las tasas de maduración meiótica, fueron más lentas (0,85 

± 0,23 maduraciones/brazo gonadal/horas; n= 27) en relación con las tasas de 

maduración en hermafroditas WT, que fueron tratados con las mismas condiciones de 

choque térmico (2,65 ± 0,50 maduraciones/brazo gonadal/horas; n=16). La 

señalización anormal desde los espermatozoides a los ovocitos o a las células de la 

vaina que rodean el ovocito, podrían contribuir a un fenotipo de maduración inferior 

(102).  
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Asimismo, debido a que los espermatozoides con la construcción HSP-16::RNF-121 en 

adultos, parecen anormales e hinchados (Figura 22 F) (102), se investigó si el 

cruzamiento con machos WT podría rescatar el fenotipo de esterilidad parcial. De 

hecho, los espermatozoides WT rescatan parcialmente la esterilidad, y el número de la 

progenie aumentó considerablemente (118 ± 37, n = 31) (102).  

Además de las anormalidades en el desarrollo de los ovocitos y la maduración, después 

de la inducción con RNF-121, también se observaron defectos en la migración de las 

gónadas, formando giros adicionales y rutas de migración anormales, como por 

ejemplo una migración de 45° hacia el lado dorsal, seguida de una migración inversa 

para el lado ventral y una migración repetida hacia el lado dorsal (Figura 22 G) (102), 

o una migración inversa en el lado ventral, hasta el punto medio del cuerpo del gusano 

(Figura 22 H) (102). 

Estos fenotipos, dependen de la expresión de un dominio RING finger intacto en RNF-

121 y podrían ser detectados en menor porcentaje, sin tratamiento de choque térmico, 

lo que sugiere que los bajos niveles de la proteína expresada en el WT, a través de la 

actividad basal del promotor de choque térmico son efectivos, en contraste con los 

mutantes RING (Figura 22 I) (102).  

Para determinar la relación funcional entre la actividad de la E3 ligasa RNF-121 y la vía 

ERAD, se estimuló RNF-121 después de la depleción del componente de 

retrotranslocación putativo der-1 (102). El agotamiento del gen putativo der-1 en WT 

de fondo, no tenía efecto sobre el desarrollo de las gónadas (Figura 22 I) (102). Sin 

embargo, el análisis del gen putativo der-1 (RNAi) en gónadas de hermafroditas 

adultos, después de la inducción de RNF-121 suprime el efecto de la actividad de la E3 

ligasa y presenta un fenotipo de baja penetración en las gónadas (Figura 22 I) (102), 

lo que sugiere el requerimiento de la actividad de RNF-121 y Derlin-1 por el 

funcionamiento en la vía ERAD (102).  

Los científicos concluyeron, que la expresión ectópica de RNF-121, a principios de las 

etapas del desarrollo de las gónadas y en la línea germinal, alteran su desarrollo, y que 

esta actividad depende de DER-1, probablemente, contribuyendo a la 

retrotranslocación activa de sustratos, desde el RE al citosol (102). 
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Figura 22. Sobreexpresión de RNF-121 en la línea germinal y en las gónadas defectuosas en 

etapa L2. (A y B) Imágenes en DIC y tinción con DAPI en los brazos gónadales de hermafroditas adultos 

WT. Marcas de los núcleos en paquiteno (punta de flecha), diplotena (flecha larga), y ovocitos en diacinesis 

(flecha corta). Un esquema de la trayectoria de las DTC se muestra a la izquierda. (C -E) imágenes DIC y 

tinción con DAPI de hsp-16p::RNF-121 en los brazos gónadales de hermafroditas adultos. Marcas de núcleos 

en paquiteno (punta de flecha) y ovocitos en diacinesis (flecha corta). (F) los espermatozoides anormales en 

la espermateca de hermafroditas adultos de hsp-16p::RNF-121 (flecha). (G y H) defectos de la migración de 

las DTC en adultos hsp-16p::RNF-121. (I) Porcentaje de los gusanos con gónadas anormales. El análisis se 

realizó con líneas transgénicas HSP-16p::RNF-121, HSP-16p::RNF-121C222AC225A, y HSP-16p::RNF-121 

tratadas con RNAi de der-1. RNAi de der-1 en los gusanos WT fue utilizado como control. Los gusanos fueron 

tratados con choque térmico en la mitad de la etapa L2 para inducir la expresión del transgénico (+) o los 

controles no tratados (-) (102).  
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Se encontraron nuevos antecedentes entre una E3 ligasa, LIN-41 y un promotor de 

HSP, pHSP-16.41 que funcionan en la línea germinal de C.elegans. La proteína LIN-

41/TRIM71 es un regulador de pluripotencia, que pertenece a la familia de proteínas 

TRIM-NHL (157). Estas proteínas contienen un motivo tripart ito (TRIM), que consiste 

en un dominio RING finger (158) (159), dos motivos caja-B y un dominio de doble 

plegamiento (157).  

Además, posee seis repeticiones NHL (con el nombre de NCL-1, HT2A y LIN-41) y 

pueden contener un dominio filamina, que ha sido implic ado en interacciones  

proteína-proteína y proteína-RNA (159) (160) (161) (162) (163).  

Diferentes funciones moleculares, han sido atribuidas a las proteínas de tipo LIN-41, 

por ejemplo, no está claro si todos los dominios funcionan juntos y/o se utilizan de una 

manera dependiente del contexto del tejido (158) (160) (161) (164) (165). La familia 

de las TRIM-NHL, funcionan como conocidos reguladores de la auto-renovación y 

diferenciación (157). 

Los defectos en las proteínas TRIM-NHL, también se han asociado con patologías 

humanas, por ejemplo, TRIM32 ha sido implicado en el síndrome de Bardet -Biedl y la 

distrofia muscular Limb-Girdle (166). Recientemente, se ha demostrado en humanos 

que la proteína LIN-41, promueve la reprogramación de células diferenciadas, en 

células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) (167).  

Los resultados de las investigaciones, muestran la relación de LIN-41 en el control de 

la pluripotencia durante el desarrollo del gusano. En C.elegans, LIN-41 es un 

componente bien conocido de la vía heterocrónica somática, que controla 

temporalmente la transición de las larvas a destinos celulares adultos (168), y parece 

funcionar en la línea germinal y somática, a través de dos mecanismos moleculares 

distintos (157).  

Para determinar si el fenotipo gonadal refleja la función de LIN-41 en la línea germinal 

o es causado indirectamente por la pérdida de LIN-41 en la línea somática, los 

investigadores confeccionaron un transgénico que conduce a la expresión de lin-41 

mediante un promotor de choque térmico (HSP-16.41) (157). 

 



111 

 

Debido a una falta de sensibilidad general de las células germinales, impulsadas por la 

expresión del promotor de choque térmico, este transgénico no se expresó en la línea 

germinal, pero cuando se cruzan con el mutante lin-41 (rrr3) de fondo y se mantienen 

a una temperatura elevada (24 a 25°C, que es aparentemente suficiente para conducir 

la expresión de lin-41 en la línea somática), rescatando los defectos somáticos de lin-

41, donde los animales transgénicos ya no parecen estar enfermos o con un fenotipo 

corto; (Figura 23 A) (157). 

A pesar del rescate de la línea somática, estos animales todavía desarrollan teratomas 

(Figura 23 B) (157), 50/50 de los animales examinados), sugiriendo un control en la 

transición de la línea germinal a la línea somática, donde LIN-41 funciona de forma 

autónoma en la línea germinal (157). Para examinar más profundamente, se 

inmunotiñeron las gónadas, utilizando ant icuerpos generados contra LIN-41 y se 

encontró que, en efecto, LIN-41 estaba presente en el citoplasma de las células 

germinales a partir de la etapa de paquiteno tardío, y que la localización culmina en los 

ovocitos completamente crecidos (Figura 23 C) (157). 
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Figura 23. LIN-41 controla la transición de la línea germinal a somática de forma autónoma en la 

línea germinal. A. Gusanos WT o lin-41 (rrr3), contienen el rescate de un transgénico con GFP-LIN-41 

dirigido por un promotor de choque térmico (HSP-16.41). Los gusanos control mantenidos a 20°C se 

muestran a la izquierda y gusanos mantenidos a 25°C que permite la expresión del promotor de choque 

térmico a la derecha. Panel izquierdo: gusanos vivos lin-41 (rrr3) crecido a 25°C. Se observa la ausencia de 

ovocitos y la presencia de un tumor en la línea germinal proximal. Panel derecho: una pequeña área en una 

gónada proximal inmunoteñidas para el marcador de la línea muscular UNC-120, lo que indica la formación 

de teratomas en gusanos lin-41 (rrr3) mantenidos a 25°C. C. Los genotipos de las gónadas indican la 

immunotinción para LIN-41(157). 

 

Curiosamente, LIN-41 a menudo está ausente en los ovocitos más proximales (157), lo 

que sugiere una posible conexión entre la maduración de los ovocitos y/o la ovulación 

y los niveles de LIN-41(157). La expresión de LIN-41, se limitaba a la línea germinal 

durante la ovogénesis (es decir, en ausencia de espermatozoides (157), lo que sugiere 

que la transición de la línea germinal a la línea somática, en gónadas lin-41, es 

causada por la pérdida de la función de LIN-41 en el desarrollo de los ovocitos (157). 

En la línea somática, se cree que LIN-41 se asocia y reprime los RNAm que codifican, 

para un factor de transcripción, LIN-29, y el agotamiento de LIN-29, suprime los 

defectos somáticos de mutantes lin-41. En contraste con estas observaciones, en la 

línea somática la expresión de los RNAm de lin-29 parece ser, pobremente o en 

absoluto no expresada en la línea germinal (157). 
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Consistentemente con los resultados, se encontró que RNAi para el agotamiento de 

LIN-29, no suprimió los defectos de la línea germinal en mutantes lin-41 (rrr3), sin 

embargo, se suprime los defectos somáticos. También se obtuvieron resultados 

similares en dobles mutantes lin-41;lin-29 (157). Por lo tanto, LIN-41 puede funcionar 

en la línea germinal y somática, a través de dianas y/o mecanismos distintos (157).   

La estructura del dominio LIN-41, refleja la diversidad de funciones que se han 

asociado con proteínas TRIM-NHL (157). Varias de estas proteínas funcionan como E3 

ubiquitina ligasas, que requieren un dominio RING funcional (168). Por otra parte, 

mutaciones en los cinco residuos de cisteína, son críticos para el dominio RING en la 

estructura zing finger (C114S, C117S, C130S, C151S, C154S (157), producen una 

proteína que rescató los dos defectos de las líneas somáticas y germinales en animales 

lin-41 (rrr3) (157).  

Aunque no se descarta la posibilidad de que LIN-41 se asocia con factores adicionales 

para regular la ubiquitinación, estos resultados sugieren que el nemátodo LIN-41 no 

funciona como una E3 ligasa ubiquitina directa. El estudio describe a LIN-41, como un 

componente crítico del mecanismo de sincronización, que controla la capacidad de 

reprogramación de los ovocitos (157).  

La proteína c-Myc, facilita la reprogramación de varias maneras, incluyendo mediante 

la inhibición de la diferenciación (169), y LIN-41 parece desempeñar una función 

similar, que reprime los RNAm que codifican para factores a favor de la diferenciación 

(167).  

En resumen, ademas de remarcar que los promotores de HSP son activos en la línea 

germinal, fusionados a una E3 ligasas de ubiquitina, éstas cumplen diversas funciones 

relacionadas con la formacion de la linea germinal y gametogenesis como es el 

ejemplo de RNF-121, y ademas también se vinculan con estas funciones a LIN-41, 

pero aun falta esclarecer si la proteína LIN-41 realmente funciona como E3 ligasa. 
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7. CONCLUSIONES. 

 

En la vía ubiquitina proteosoma, la enzima E3 ligasa es la que posee la especificidad 

para reconocer, interactuar y discriminar entre una gran diversidad de sustratos para 

la degradación de proteínas celulares. Existen diversas E3 ligasas que participan en 

etapas de la espermatogénesis y en la formación de la línea germinal de C.elegans. 

Ciertas modificaciones en las ligasas de ubiquitina conducen a falencias en las etapas 

de la formación de gametos y en las propias células reproductivas.  

Específicamente, esta enzima tiene funciones en los siguientes procesos: el patrón 

temporal del desarrollo de las gónadas y la dirección correcta de los brazos gonadales, 

la determinación del sexo, participa en la decisión entre la proliferación y la entrada a 

la meiosis, en la capacidad fecundante de los espermatozoides, promoviendo la 

formación del crossing-over, en la apoptosis de las células de la línea germinal en 

respuesta a estrés genotóxico o inducidas por daño entre otras. 

Con respecto a las proteínas de choque térmico (HSP), la mayoría son chaperonas y 

algunas de ellas son capaces de replegar proteínas que han sido dañadas, mal 

plegadas o desnaturalizadas bajo condiciones de estrés, manejando así el daño en las 

proteínas y restaurando la proteostasis.  

Algunas de las funciones de las HSP en la espermatogénesis y línea germinal de 

C.elegans tienen relación con los siguientes procesos: en la formación de las gónadas 

específicamente en los brazos gonadales, en la apoptosis en células germinales de la 

gónada, en el desarrollo de las células germinales y la división celular, en la regulación 

de la meiosis evitando que las células se detengan en diacinesis, en el desarrollo de las 

espermatogonias y espermatocitos entre otras.  

Una información relevante que se encontró en esta revisión en cuanto al choque 

térmico, fue que los promotores de las HSP en la línea germinal y espermatogénesis 

son activos, generando la expresión ectópica de un gen de interés.  
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Por otro lado, al comparar las HSP en gusanos con mamíferos, también se encontraron 

funciones asociadas con la espermatogénesis, específicamente con el factor de 

transcripción de choque térmico. 

Además, de la capacidad de replegar proteínas desnaturalizadas bajo condiciones de 

estrés, las proteínas de respuesta al choque térmico (HSP) también funcionan como 

acompañantes de las proteínas terminales mal plegadas para su degradación. Cuando 

las proteínas dañadas no pueden ser reparadas, el sistema de control de calidad las 

dirige a la degradación mediante el proteosoma con el fin de prevenir el daño 

sostenido en la célula. 

Concretamente, en respuesta al tercer objetivo planteado, las E3 ligasas de ubiquitina 

funcionan en conjunto con una HSP de unión específica. Como ocurre con la 

información encontrada entre la ligasa HRD-1 y BiP (HSP-4) que cumplen funciones en 

la formación de la gónadas.  

Y respecto del funcionamiento de estas proteínas en mamíferos, no se encontraron 

asociaciones en cuanto a la espermatogénesis, pero si en otras funciones como en 

neurodegeneración. 

Finalmente, en la presente revisión bibliográfica se puede mencionar que indagaciones 

de las E3 ligasas de ubiquitina y las proteínas de choque térmico HSP, no es un tema 

muy estudiado y puede ser un potencial blanco de investigación tanto en C.elegans 

como en mamíferos. Además, la gran mayoría de los estudios que no son muchos, 

fueron realizados en hermafroditas de C.elegans, el cual solo en el estado larval L4 

desarrolla espermatogénesis y en la etapa adulto joven, ya desarrolla ovogénesis para 

generar la autofecundación.  

En relación a lo mismo, se proponen realizar mayores estudios a fin de especificar en 

profundidad las funciones de las E3 ligasas y HSP en la formación de espermatozoides 

en la etapa larval L4, sugiriendo realizar un trabajo exhaustivo de estas dos proteínas 

de estudio en la etapa mencionada, monitoreando el proceso completo de la formación 

de gametos masculino, resaltando que en hermafroditas la espermatogénesis 

solamente ocurre en la cuarta etapa larval. 
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Otra alternativa, es que se realicen estudios en machos que desarrollan 

espermatogénesis durante su ciclo de vida. Se ha de reconocer que los machos en la 

población de C.elegans son escasos, pero se pueden recolectar numerosas poblaciones 

mediante un protocolo muy sencillo, el que consiste en mantener gusanos 

hermafroditas en etapas larval L3-L4 en un baño termoregulado a 33 °C por 5 horas, 

de lo cual se genera una alta descendencia de gusanos machos.  

 

En esta revisión bibliográfica se evidencian escasos estudios relacionados con 

funciones asociadas entre las E3 ligasas y las HSP en espermatogénesis de C.elegans, 

por lo cual podría ser un amplio tema de investigación a desarrollar o buscar funciones 

no solamente en la formación de gametos, sino que también en otros procesos vitales 

en el nemátodo C.elegans, como por ejemplo en neurodegeneración. 
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