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RESUMEN

Los trastornos alimentarios estdn emergiendo como un desafio global en constante crecimiento. Se ha
observado que el estrés puede desempefiar un papel critico como desencadenante de enfermedades
neuropsiquiatricas, incluidos los trastornos de la conducta alimentaria (TCA). Se dispone de evidencia
que sugiere que la exposicion al estrés durante el desarrollo podria aumentar la predisposicién a estos
trastornos. Por otro lado, se ha encontrado que la suplementacién de la dieta con vitaminas y
aminoacidos durante el embarazo puede disminuir la probabilidad de desarrollar trastornos

alimentarios en las hijas de las mujeres que recibieron dicha suplementacion.

El modelo C. elegans es altamente valorado en la investigaciéon debido a su ciclo de vida corto, genoma
completamente secuenciado y un sistema nervioso simple. Su hermafroditismo y su rapida
reproduccion facilitan estudios con relevancia estadistica, mientras que su tamafio pequefio y
transparencia permiten la observacidn directa de estructuras internas. Comparte homologia genética
con los humanos, lo que lo hace valioso para estudiar enfermedades y vias metabdlicas. Ademas, su
cultivo econémico y de facil mantenimiento lo convierte en una herramienta accesible para

investigadores de diversos ambitos.

En este estudio, nuestro objetivo fue simular los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) en C.
elegans. Para ello, evaluamos la ingesta de los gusanos para entender céomo el estrés durante su
desarrollo afecta su comportamiento alimentario. Utilizamos la progenie de gusanos expuestos a
estrés térmico para nuestros experimentos. Desarrollamos tres métodos para analizar este
comportamiento: la mediciéon de fluorescencia intestinal, la frecuencia de bombeo faringeo y el
contenido lipidico. Aunque no observamos un efecto del estrés térmico en la ingesta, si observamos
cambios en la misma cuando suplementamos la dieta con vitaminas y aminoacidos. Esto sugiere la
posibilidad de que el estrés aplicado a los parentales no haya alcanzado una intensidad suficiente para
inducir efectos en la descendencia, lo que nos lleva a considerar la exploracion de otros tipos de estrés
para continuar nuestra investigacion. Como alternativa, contemplamos la utilizacién de mutantes en
genes de interés en lugar de gusanos silvestres. Este enfoque nos llevé a desarrollar habilidades en la
generacion de gusanos con silenciamiento de genes (ARNi) relacionados con la ingesta, lo que amplia

nuestras herramientas experimentales.

Este trabajo de investigacién ha sido fundamental para la implementacién de diversas técnicas
novedosas en nuestro laboratorio, representando el primer paso hacia el modelado de trastornos de la

conducta alimentaria en el modelo C. elegans.
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ABREVIATURAS

ADN: acido desoxiribonucleico

AF: acido félico o vitamina B9

ANOVA: andlisis de varianza

ARN: acido ribonucleico

ARNdc: ARN doble cadena

ARNi: interferencia de ARN

ARNm: ARN mensajero

Asdf: fenotipo de deplecion somatica de grasa dependiente de la edad
B12: vitamina, cobalamina

CARS: del inglés Coherent Anti-Stoke Raman Spectroscopy, espectroscopia Raman coherente

Anti-Stokes

CGC: Caenorhabditis Genetics Center

DAT-1: transportador de dopamina

DAF-16: unico ortoélogo de los factores de transcripcion FOXO en C. elegans
DH5a: cepa de E. coli

DMSO: dimetilsulféxido

dop-3: gen de receptor de dopamina

DRD3: receptor de dopamina D3

eat-2: gen de la subunidad del receptor nicotinico de acetilcolina

eri-1: mutaciones en ARNasas

FACS: del inglés, fluorescence activated cell sorting, citometria de flujo con sorteado

fog-2: gen de determinacion de sexo en la linea germinal
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FOXO: factor de transcripcién

GFP: proteina verde fluorescente

GMP6A: glicoproteina de membrana M6A

HB101: cepa de E. coli hibrido B x K12

HNF4A: factor nuclear hepatico 4 alpha

HPLC: del inglés high-performance liquid chromatography, cromatografia liquida de alta performance
HSF-1: por sus siglas en inglés, Heat shock factor 1

HSN: neuronas motoras

HSP: por sus siglas en inglés, Heat shock protein

HSR: por sus siglas en inglés, Heat Shock Response

HTR2A: receptor 2A de serotonina

HTR2B: receptor 2B de serotonina

HT115: cepa de E. coli derivada de K12, que expresa o no ARNdc para ARNi
HT115-L4440: cepade E. coli HT115 con el plasmido de expresion L4440
IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopiranésido

ISS: via de la insulina

LB: Luria Bertani

LRO: del inglés lysosome related organelles, organelas relacionadas con el lisosoma
L1: estadio larval 1

L2: estadio larval 2

L3: estadio larval 3

L4: estadio larval 4
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L4440: vector de expresion para ARNi

MAT: S-adenosiltransferasa

mod-5: gen de receptor de serotonina

MS: metionina sintasa

Méa: glicoproteina de membrana 6a

M9: medio liquido del nematodo

NGM: medio de crecimiento de nematodo
nhr-35: gen de receptor nuclear de hormonas
nhr-64: gen de receptor nuclear de hormonas
nhr-69: gen de receptor nuclear de androgenos
npr-39: gen de receptor de neuropéptidos
nmgp-1: gen de glicoproteina de membrana neuronal 1
N2: cepa de gusano silvestre

ON: toda la noche

OP50: cepa de E. coli

OP50-GFP: bacterias OP50 que expresan la proteina verde fluorescente.

OP50-dTomato: cepa de E. coli que expresa la proteina dTomato
ORO: Oil Red O, colorante de lipidos

PBS: buffer fosfato salino

PLP: proteina proteolipidica

gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

ROI: del inglés region of interest, regién de interés
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rrf-3: alelo mutante que genera cepa de gusanos sensibles a la interferencia de ARNi
rsks-1: gen de quinasa de la proteina ribosomal S6

SAM: S-adenosil metionina

SDS: dodecilsulfato sédico

SERT-1: transportador de serotonina

ser-1: gen de receptor de serotonina

SID-1: proteina presente en todas las células no neuronales del gusano
SID-2: proteina de las células intestinales del gusano

TCA: trastornos de la conducta alimentaria

TDM: trastorno depresivo mayor

UTR: region no codificante

VC: célula neuronal de la vulva

VCN: corddn nervioso central

vm1: célula muscular de la vulva

vm2: célula muscular de la vulva
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CAPITULO I

Introduccion
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EL ESTRES

La supervivencia de los seres vivos depende de la capacidad intrinseca de responder al medio
ambiente. El monitoreo del ambiente se refiere al proceso de percibir y decodificar el medio
circundante a traves de los sentidos. Los animales sobreviven en entornos fluctuantes usando
neuronas sensoriales que detectan los cambios en el ambiente y envian senales a otras neuronas que
producen los comportamientos de respuesta a dichos cambios'. Asi la supervivencia de un animal
depende de la plasticidad de un sistema nervioso capaz de procesar e integrar rapidamente las senales

ambientales y desencadenar las respuestas mas apropiadas de modo de restaurar la homeostasis.

Los estimulos ambientales (como el estrés y la inanicién?) provocan cambios epigeneticos® e inducen
la remodelacion celular que, en el caso del sistema nervioso, se conoce como plasticidad neuronal. La
plasticidad implica cambios en el cerebro a nivel de la expresion genica*. Estos cambios derivan en
alteraciones de la morfologia neuronal®, que pueden llevar a cambios en la funcion y organizacion de

las neuronas.

El estrés es una respuesta natural del organismo frente a una situaciéon amenazante. En el caso de
vertebrados, segin la definiciéon tradicional de estrés, la estabilidad se ve comprometida por
situaciones fisicas identificadas como agentes estresantes®. La respuesta al estrés implica cambios
fisiolégicos que llevan a la adaptacion del individuo permitiendo que este responda adecuadamente y
alcance nuevamente el equilibrio®. Estos cambios fisioldgicos incluyen la activacion de los sistemas
nervioso, endécrino e inmunoldgico, la liberaciéon de adrenalina y noradrenalina y los picos de
glucocorticoides en sangre, etc. Es decir, el estrés es el sistema de protecciéon del organismo, que

permite adaptarnos a cambios en el ambiente.

Condiciones ambientales desfavorables persistentes o intensas causan estres crénico, que altera la
funcién de 6rganos y tejidos. La exposicion al estres cronico puede conducir a cambios patofisiologicos
en el cerebro y estos pueden desencadenar cambios cognitivos y/o desordenes de la conducta’.
Ademas, la incapacidad para responder al estrés puede provocar enfermedades, como las patologias
neuropsiquiatricas, que incluyen la depresién o el déficit de atencién con hiperactividad
(Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder; ADHD, por sus siglas en inglés)®’. La repercusion negativa

del estrés cronico puede incluir ademas el deterioro en la capacidad de aprendizaje y la memoria®.

Con el objetivo de identificar moléculas involucradas en la respuesta al estrés, nuestro laboratorio
identific6 a gpm6a como un gen modulado por el estrés crénico. Estudios anteriores con modelos
animales mostraron que individuos expuestos a estrés psicosocial tenian niveles reducidos de ARNm
de gpmé6a, mientras que el tratamiento con el antidepresivo clomipramina revirtié estos niveles®.

Ademas, protocolos de estrés por restriccion en roedores adultos mostraron resultados similares*!.
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GPM6A, perteneciente a la familia de las proteinas proteolipidicas (PLPs), tiene un claro papel
neuroplastico, promoviendo la extensién de neuritas y la diferenciacién neuronal, asi como la

formacién de protrusiones de membrana'*’

y motilidad de las espinas sinapticas. Ademas, las PLPs se
encuentran altamente conservadas en la evolucion'®. En cuanto a su relacién con enfermedades
neuropsiquiatricas, se ha descrito un polimorfismo en el gen GMP6A en individuos depresivos y
reduccién de los niveles del ARNm de GPM6A en pacientes suicidas con depresiéon®. Ademads, se ha
detectado GPM6A en vesiculas extracelulares, sugiriendo su potencial como marcador biolégico para
enfermedades neuropsiquiatricas?®*!. El mantenimiento de niveles adecuados de GPM6A es critico
para funciones cognitivas, ya que la duplicaciéon del gen conduce a problemas de aprendizaje y
comportamiento® Para comprender mejor su mecanismo de accion, se han utilizado modelos simples

como Drosophila melanogaster®*

y Caenorhabditis elegans®, demostrando la importancia de M6, el
ortélogo de GPM6A en D. melanogaster, en la oogénesis y la respuesta a la luz. En C. elegans, el gen
nmgp-1 codifica el tnico representante de la familia de proteinas proteolipidicas (PLPs), siendo
ortélogo de GPM6A en mamiferos y M6 en moscas. Los andlisis de secuencias muestran similitudes
significativas entre NMGP-1 y estas proteinas, sumado a que comparten caracteristicas estructurales
similares. Recientemente en nuestro laboratorio, se demostré que cepas de gusanos mutantes para el
gen nmgp-1 muestran una respuesta alterada al estrés térmico”. De esta manera, tanto GPM6A como

sus ortologos participan en la respuesta al estrés.

Por ultimo, si bien hay evidencia de los efectos negativos del estrés sobre la conducta alimentaria®, no
se han dilucidado completamente los cambios neuronales y conductuales relacionados con el estrés y
la ingesta de alimentos. Recientemente se ha centrado la atencidn en la interaccién entre los factores
genéticos y ambientales en el desarrollo de trastornos alimentarios. Por ejemplo, a través de estudios
llevados a cabo mediante metandlisis de estudios de asociaciéon a nivel gendémico (genome-wide
association study; GWAS, por sus siglas en inglés) se identificaron ocho loci genéticos asociados con la
anorexia nerviosa?’~?°. Estos hallazgos sugieren una base genética compleja y poligénica para la
enfermedad, con varias vias bioldgicas y procesos celulares implicados. Ademas, se identificaron
correlaciones genéticas significativas entre la anorexia nerviosa y una variedad de trastornos
psiquiatricos?’, asi como rasgos metabdlicos y antropométricos, lo que apunta hacia la importancia de
considerar tanto los componentes metabolicos como psicoldgicos en la comprension y tratamiento de

los trastornos alimentarios?®?’.

A su vez cabe destacar que existe evidencia en mamiferos de la implicancia del estrés durante la
gestacion®. Estrés aplicado a madres gestantes incrementan la susceptibilidad de la progenie a
desarrollar sindromes metabdlicos y enfermedades psicoldgicas como los TCA**?!. Sumado a esto, la
prevalencia a desarrollar TCA es mayor en mujeres*’. Esto destaca el efecto que puede tener el estrés

durante el desarrollo.
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EL DESARROLLO

Durante el proceso de desarrollo de un ser vivo?, las células pasan por etapas de reprogramacion y
especializacion en las que experimentan alteraciones en la expresidon génica. Este proceso esta dirigido
por factores que controlan la transcripcién genética y modificaciones epigenéticas®*%. Las
modificaciones epigenéticas son cambios en la expresion de genes que pueden ser transmitidas de
generacion en generacién y que no estan determinadas por la secuencia de ADN en si. En particular, la
metilacion del ADN es un ejemplo de estas alteraciones, la cual es producida por la enzima
metiltransferasa al afadir un grupo metilo al anillo de citosina en la molécula de ADN?®. Las
variaciones en los patrones de metilaciéon del ADN tienen la capacidad de inducir modificaciones en la
expresion génica, lo que puede dar lugar a una variedad de cambios en las caracteristicas observables
de un organismo, e incluso aumentar la susceptibilidad a enfermedades®. Las enzimas encargadas de
la metilacién requieren sustratos y cofactores esenciales®. En el normal funcionamiento de las células,
estos son aportados por la via metabdlica llamada “one-carbon”, que comprende una serie de vias
metabdlicas entrelazadas que incluyen los ciclos de metionina y folato®. Esta red compleja de
reacciones provee unidades de carbono en la forma de grupos metenilo, formilo y metilo, requeridos
para la funcién celular. En esta via participan distintas enzimas que requieren de micronutrientes
encontrados en la dieta como folato (B9), vitaminas B (B2, B6, B12), metionina y colina®*. Por lo tanto,
la metilacion del ADN puede ser modulada externamente por la dieta. Asimismo, el suministro
adecuado de metionina y vitaminas en la dieta materna podria ser crucial para, por ejemplo, mitigar

los efectos adversos del estrés prenatal en la programacion metabdlica de la descendencia.
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CAENORHABDITIS ELEGANS

El gusano Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre que habita en el suelo y se alimenta de
bacterias acumuladas en la tierra. En la década de 1960, C. elegans fue establecido como modelo para
investigacion por el cientifico Sidney Brenner. Brenner estaba en bisqueda de un organismo con un
numero limitado de neuronas y de manejo sencillo para llevar a cabo sus investigaciones en el ambito
de la genética. Identificé que el nematodo C. elegans cumplia con los criterios deseados, lo que lo llevd
a iniciar el uso de este organismo en sus estudios. Desde entonces es ampliamente empleado como
organismo de estudio en una variedad de 4reas de investigacién como: genetica, biologia del
desarrollo, neurociencias, toxicologia, interacciones huésped-patégeno, estudios sobre el

envejecimiento y como modelo de gusanos parasiticos causantes de enfermedades, entre otros?®.
Anatomia

C. elegans es microscopico, con su forma adulta de 1 mm de longitud y las larvas alcanzando los 0,25
mm. Presenta una anatomia simple compuesta por la boca, seguida por una faringe, el intestino y el
ano (Figura I1). Sumado a esto, tiene musculos a lo largo de su cuerpo que le permiten el movimiento.
Unicamente el sexo hermafrodita presenta ambas génadas (ovarios y espermateca), un titero donde se

desarrollan los huevos y una vulva para la postura de los mismos.

Faringe

Intestino
Génada

Vulva Espermateca

Figura I1: Anatomia de C. elegans. Se indican los principales 6rganos o estructuras del gusano que
serdn mencionados en esta tesis. Figura modificada de “Qué es Caenorhabditis elegans?’, Departamento

de Ciencias de la Vida Molecular, Universidad de Zurich®’.

El sistema digestivo del gusano comienza con la cavidad bucal. Esta es una abertura que utiliza para
ingerir su alimento. Luego se encuentra la faringe. La misma es un musculo tubular que se divide en
tres partes funcionales: el corpus, que esta conectado por el extremo anterior a la boca, el istmo y el
bulbo terminal conectado por el extremo posterior al intestino mediante la valvula faringeo-intestinal
(véase la Figura 12)®. El triturador (flecha blanca en la Figura I2) es una porcién de la faringe
compuesta por musculos dentro del bulbo terminal que se contraen para triturar la comida y

empujarla hacia el interior del intestino.
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Una vez en el intestino, las bacterias son degradadas y los nutrientes son absorbidos para ser
incorporados por el resto de las células del gusano. El descarte de materia es expulsado finalmente

fuera del organismo a través del ano. Este se encuentra en la cola que es la parte final del nematodo.

Valvula
Cavidad Procorpus Metacorpus Istmo Bulbo  faringeo-intestinal

bucal terminal

Intestino

Ano

Figura 12: Se grafica el sistema digestivo de C. elegans. En amarillo se sefiala la cavidad bucal, en
verde la faringe con sus partes, en naranja el intestino medio y en azul el intestino posterior. La flecha

blanca seiiala el triturador. Imdgen adaptada de “The C. elegans pharynx: a model for organogénesis”°.

Ciclo de vida

C. elegans exhibe dos sexos, machos y hermafroditas (véase la Figura 13). Los hermafroditas son
mayoritarios en la poblacion en tanto que la presencia de machos es poco comun (con una frecuencia
inferior al 0,2%). Los gusanos hermafroditas adultos tienen 959 células somaticas, incluyendo 302
células nerviosas. En contraste, los machos presentan un sistema nervioso con un mayor numero de
células, alcanzando un total de 473, siendo la mayoria de estas células involucradas en el proceso de
apareamiento. Ademas de las disparidades en la cantidad de células, ambos sexos exhiben variaciones

anatémicas (Figura I3 A, B) y de comportamiento.

Como su nombre indica, las hermafroditas tienen la capacidad de autofecundarse. Esta caracteristica
resulta beneficiosa en el entorno del laboratorio, ya que nos permite mantener las lineas genéticas de
manera eficiente. Esta habilidad se atribuye a la presencia tanto de una cavidad especializada conocida
como espermateca, destinada a almacenar espermatozoides, y de un ovario donde se encuentran los
oocitos. La fusién de estos gametos da origen a embriones que se desarrollan en el tutero. La

autofecundacién da como resultado una progenie compuesta mayoritariamente por hermafroditas. Sin
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embargo, una vez agotadas las reservas de esperma, la tinica manera de asegurar la descendencia es a

través del apareamiento de la hermafrodita con gusanos macho.

Por otro lado, los machos exclusivamente producen esperma y dependen de las hermafroditas para su
reproduccion. A diferencia de la autofecundacion, el apareamiento da lugar a una descendencia con

partes iguales de machos y hermafroditas.

Figura I3. Sexos en C. elegans. Ai) Las hermafroditas son el sexo mds comtin en la mayoria de las cepas y
tienen una cola en forma de espiga (Flecha negra). Aii) Magnificacion del recuadro negro de la imagen
Ai). El tridngulo negro apunta a la cola caracteristica del hermafrodita, en forma de aguja. Las
hermafroditas albergan huevos en su interior y los expulsan al ambiente a través de la vulva. La flecha
blanca sefiala la vulva y el tridngulo blanco los huevos ya depositados. Bi) Los machos son fdcilmente
identificables por su cola en forma de punta de flecha (Flecha negra) y por su comportamiento tipico de
apareamiento en el cual exploran el cuerpo de la hermafrodita con su cola. Una vez que el macho
encuentra la vulva de la hermafrodita ocurre el apareamiento. Bii). Se observa la cola del macho y el

gancho tipico de la anatomia de este sexo. Figura tomada de Tesis doctoral de Eliana Ferndndez.

El desarrollo de C. elegans estd estrechamente vinculado a la temperatura. Este gusano exhibe
viabilidad y fertilidad en un rango térmico que abarca desde aproximadamente 12 °C hasta 26 °C****2. A
una temperatura de 20 °C, C. elegans experimenta un periodo de desarrollo que lleva tres dias, desde el
estado de huevo hasta alcanzar la madurez reproductiva®. Este intervalo de desarrollo se prolonga a
temperaturas mas bajas. El ciclo de vida de C. elegans es rapido y abarca cuatro estadios larvales desde

L1 hasta L4 (Figura 14).
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Las hermafroditas adultas liberan los huevos contenidos en su Gtero mediante contracciones del dtero
y de las células musculares de la vulva, aproximadamente a las 2,5 horas después de la fertilizacion**.
Posteriormente, el huevo experimenta un desarrollo extrauterino durante otras 9,2 horas, atravesando
diferentes etapas como la gastrulacion y la elongacion. Después de 14 horas desde la fertilizacion, tiene
lugar la eclosién, liberando la larva L1 al entorno. Luego, la larva L1 progresa a través de tres estadios
larvales adicionales hasta alcanzar la adultez. La transicién de un estadio larval a otro conlleva
cambios morfolégicos, desarrollo del sistema nervioso y modificaciones transcripcionales . Una vez

que el individuo alcanza la adultez, se reinicia el ciclo.

Los gusanos hermafroditas son autofecundantes y los patrones de deposicién de huevos son
modulados por diversas sefiales. Los gusanos hermafroditas del estadio L4/adulto producen primero
esperma, que es almacenado en la espermateca, y luego producen ovocitos. Entre 10-15 huevos
fertilizados son acumulados en el ttero y la deposicién se produce cuando musculos especializados se
contraen produciendo la apertura de la vulva y permitiendo que los huevos sean expulsados. La
deposicion de huevos estd regulada por una serie de condiciones ambientales. Por ejemplo, la
estimulacién mecanica, tal como la vibracién del medio de cultivo, inhibe la ovipuesta*. Soluciones
salinas hipertonicas, tales como el medio M9 compuesto por KH,P04, Na,HPO,, MgSO, y NaCl, también
inhiben fuertemente la deposicion de huevos, mientras que abundantes cantidades de alimento la

aumenta significativamente®’.

Adulto

embrionario
ex utero
(9 h)

8h

Larva dauer

- .

) Lar_va L1

Larva L2
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Figura I4. Ciclo de vida de C. elegans. Las hermafroditas depositan huevos en el ambiente y éstos se
desarrollan de forma extrauterina hasta dar lugar a una larva L1. Dicha larva transita por tres
transiciones o mudas hasta alcanzar la adultez y reiniciar el ciclo. Figura tomada de la Tesis doctoral de

Eliana Ferndndez.

C. elegans también presenta un estadio larval alternativo denominado dauer (Figura 14). Este estadio
constituye una alternativa al programa reproductivo tipico de C. elegans, ya que se trata de una fase
resistente al estrés que permite al gusano sobrevivir en ambientes adversos durante varios meses>".
Las larvas permanecen en este estadio hasta que las condiciones favorables se restablecen. En ese
momento, la larva dauer reingresa al ciclo de vida como una larva L4 y prosigue con el programa

reproductivo.
Alimentacion

En la naturaleza, C. elegans se alimenta de bacterias del suelo acumuladas cerca de materia organica en
descomposicion. En el laboratorio, existe una cepa estandarizada derivada de E. coli, OP50". Esta es
utilizada porque en la placa de Petri con el medio de cultivo estandar (NGM) genera un césped

bacteriano poco frondoso, que permite la facil visualizacién de los gusanos®.

Shtonda y Avary definen calidad alimentaria como “la capacidad de un alimento (cepa bacteriana) para
sostener el crecimiento de C. elegans segin la tasa de crecimiento; esta es la inversa del tiempo que
tarda un gusano en crecer desde la eclosién hasta la adultez”****. Por lo tanto, distintas cepas
bacterianas ofrecen diversas calidades de dieta, posiblemente debido a variaciones en su composicién

molecular, lo que se traduce en diferentes aportes nutricionales para los gusanos.

En C. elegans, la alimentacién comienza en la faringe. Este es un 6rgano neuromuscular responsable de
concentrar las bacterias suspendidas en el fluido circundante, molerlas e impulsarlas hacia el
intestino®®. La faringe desempefia una funcion crucial al actuar como una bomba que genera presion
para impulsar el avance de los alimentos hacia el intestino. Esta accién es de vital importancia,
considerando que el interior del nematodo exhibe una presién interna superior a la del entorno
circundante®. Ademas, la faringe no solo cumple con su papel como bomba; también desempefia una
funcion adicional al concentrar los alimentos. Este drgano atrae y transporta las bacterias hacia la
parte posterior del lumen faringeo, mientras que la mayor parte del liquido que las rodea es expulsado
por la boca en lugar de ser dirigido hacia el intestino. Se presume que esta concentracion de particulas
alimenticias resulta clave para facilitar una digestion y absorcion eficientes. Dado el volumen limitado
del lumen intestinal, una ingesta reducida permite que los alimentos permanezcan en el intestino

durante periodos prolongados. Ademas, una menor cantidad de alimentos ingeridos favorece la
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concentracién de nutrientes, lo que facilita su absorcién eficiente y reduce la dilucién de las enzimas

digestivas®®.

Como hemos mencionado anteriormente, la faringe de C. elegans se compone de tres regiones
anatémicas distintas: el corpus, el istmo y el bulbo terminal (Figura I5 A). Durante el proceso normal
de alimentacion, la faringe realiza dos movimientos principales: el bombeo y la peristalsis del istmo®®
(Figura I5 B). El bombeo faringeo implica la contraccién casi simultanea de los musculos ubicados en
el corpus, el istmo anterior y el bulbo terminal, seguida de una relajacién igualmente coordinada de
estos mismos musculos®. Esta secuencia de contraccion y relajacion en el corpus y el istmo anterior
permite la apertura del lumen intestinal y la acumulacién de alimento en su interior, como se describe
con mas detalle mas adelante. Por otro lado, la contraccién del bulbo terminal produce la inversion de
las placas del triturador, lo que resulta en la trituracién de las bacterias presentes frente al triturador
durante la contraccion, impulsandolas hacia el intestino. Durante este proceso, el bulbo terminal se
encuentra hidrodindamicamente aislado del istmo anterior y el corpus, ya que el istmo posterior
permanece cerrado. Posteriormente, la peristalsis, que constituye el segundo movimiento de la faringe,
tiene lugar después de aproximadamente cuatro bombeos, y lleva el alimento desde el istmo anterior

hasta el bulbo terminal®’.
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Figura I5: Anatomia faringea y bombeo faringeo. (A) La faringe es un misculo tubular dividido en
tres regiones: el corpus, el istmo y el bulbo terminal. El corpus se subdivide ademds en una seccién
anterior, el procorpus (proCo), y un bulbo posterior, el metacorpus (metaCo). (B) Movimientos de la
faringe. El bombeo faringeo es un ciclo de contraccion-relajacién, que involucra el corpus, la mitad
anterior del istmo y el bulbo terminal. La peristalsis del istmo posterior lleva el alimento desde el istmo

anterior hacia el bulbo terminal. Figura adaptada de Avery et al*®,

A su vez, mediante una simulacién para analizar cémo las bacterias son transportadas en la faringe, se
determiné que bacterias de gran tamafio son consideradas un alimento de mala calidad®®**° porque su
tamafio dificulta el transporte a través del limen de la faringe. E. coli OP50 y E. coli HT115 son dos
cepas bacterianas altamente utilizadas en el laboratorio. Estas difieren en la cantidad y composicién de
nutrientes®. Si bien presentan el mismo tamafio, E. coli OP50 forma agregados en cultivo liquido®.
Esto ocasiona que al alimentarse los gusanos deban lidiar con el transporte de “grumos” de bacterias
en lugar de células aisladas (véase Figura 16); lo cual resulta en una menor capacidad de digestién y
por tanto en una menor tasa de crecimiento de los gusanos. De esta manera, E. coli OP50 es una cepa

de menor calidad que E. coli HT115. Esta ultima causa una mayor tasa de crecimiento en C. elegans.
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Figura I6: Representacion de la faringe del gusano y el transporte de bacterias. E. coli OP50 forma
agregados de bacterias que son transportados como “grupos” por la faringe; esto genera un transporte
dificultoso e influye en el disgregado y triturado de las bacterias, asi como en la cantidad de nutrientes

disponibles. E. coli HT115 no forma agregados; es transportada como unidades por la faringe. El
triturado de las bacterias es mds sencillo, permitiendo mayor disponibilidad de nutrientes que respaldan
una mayor tasa de crecimiento del nematodo. Esta tiltima cepa es un alimento de mejor calidad. Imagen

creada en BioRender.
Herramientas genéticas
A lo largo de casi seis décadas de investigacién con C. elegans, se han desarrollado diversas

herramientas que, combinadas con la simplicidad de este modelo, permiten explorar aspectos
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fundamentales de la biologia. A partir de la comparacién entre la protedmica del gusano y el genoma
humano, se ha identificado que aproximadamente el 83 % de los genes son homologos®”. Ademas, se

ha observado que entre el 60 % y el 80 % de los genes humanos tienen homologos en C. elegans®.

También, existe un amplio conjunto de herramientas bioinformaticas, dentro del cual se destacan
bases de datos como Wormbase, CenGen y WormAtlas, que proporcionan informacién detallada sobre
los productos génicos y el conectoma del gusano®. Asimismo, abunda la literatura disponible en

fuentes como WormBook y C. elegans 11.

Una de las principales ventajas de C. elegans como modelo es su facil mantenimiento en el laboratorio.
El gusano requiere solo humedad, oxigeno y bacterias como alimento, y puede mantenerse tanto en
medios liquidos como s6lidos, siendo este ultimo el mas cominmente utilizado. Su tamafio permite
manejar cientos de individuos en una sola placa de Petri, y su viabilidad no se ve afectada por la

congelacion en nitrégeno liquido y su posterior recuperacion.

En los ultimos afios, se han adaptado al estudio de C. elegans una diversidad de herramientas que
abarcan desde la citometria de flujo con sorting (fluorescence activated cell sorting; FACS, por sus siglas
en inglés) hasta microarrays para andlisis transcriptomicos, tecnologias de imagen como la

36,65

microscopia confocal, técnicas de transgénesis e inactivacidon génica especifica de tejidos®**> y analisis

con microfluidica. El tamafio y la transparencia de C. elegans lo vuelve ideal para este gran nimero de

técnicas®® %,

Sumado a esto, es facil de manipular genéticamente, lo que ha dado lugar a la generaciéon de
numerosas cepas mutantes en genes especificos y cepas transgénicas que expresan proteinas
fluorescentes como GFP (proteina verde fluorescente) y Cherry (proteina rojo fluorescente). Estas
cepas estan disponibles en el Caenorhabditis elegans Genetic Center (CGC), uno de los principales
repositorios de lineas de nematodos, y también pueden generarse en el laboratorio si no estan

disponibles en el CGC.

Una técnica estandar para investigar las funciones e interacciones génicas en C. elegans es la
interferencia por ARN (ARNi®’) que produce la reduccién de los niveles de un determinado ARN
mensajero. Esta es una de las técnicas mas empleadas en C. elegans. Existen tres métodos para

realizarlo:

1. Inmersién. Los gusanos son sumergidos en una solucidn conteniendo el ARN doble cadena
(ARNdc). Si bien este método permite tratar una gran cantidad de gusanos a la vez, también

requiere una cantidad considerable de ARNi’°.
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2. Microinyeccién. De manera in vitro, se sintetiza el ARNdc y se inyecta en las génadas o en el
intestino de hermafroditas jévenes. Si bien este método es excesivamente laborioso, logra buenos

resultados’™.

3. Alimentacion. Se alimentan los gusanos con bacterias E. coli que expresan el ARNdc que
permite la interferencia de un gen especifico. Esta es la estrategia mas simple. Sin embargo, es el
método menos confiable debido a la heterogeneidad en la alimentacién de los gusanos. Las
principales ventajas de esta metodologia son el bajo costo y la capacidad de interferir cientos de
gusanos a la vez. El método puede aplicarse en medio so6lido o liquido y en cualquier etapa del

desarrollo del gusano’

Para inducir la interferencia de un gen especifico se encuentra disponible una coleccién de 11.000
clones de los ORF (del inglés open reading frames, marcos abiertos de lectura) de C. elegans™ que se
pueden adquirir comercialmente. Estos ORF estdn clonados en el vector L4440 y han sido introducidos
en cepas particulares de E. coli (cepa HT115). Estas bacterias expresan directamente el ARNi y pueden
utilizarse para alimentar a los gusanos, para purificar los pldsmidos y para realizar la sintesis in vitro

de los ARNdc para usarlos en las técnicas de microinyeccién y/o inmersion.

En el caso de la técnica de alimentacion con E. coli, al ser ingeridas las bacterias son disgregadas por el
triturador y el debris es impulsado hacia el intestino. Una vez que el ARNdc liberado alcanza el
intestino, el silenciamiento de los genes depende de proteinas localizadas en las células intestinales del
gusano: SID-1y SID-27* (véase Figura 17). Estas proteinas permiten el transporte de los ARNdc desde el
lumen intestinal hacia el resto de las células del cuerpo del gusano, generando un efecto sistémico de
silenciamiento. SID-2 permite la internalizaciéon del ARNdc desde el lumen por endocitosis y SID-1
actlia como un transportador pasivo que permite la diseminacién al resto de las células del cuerpo
para generar un efecto sistémico de silenciamiento. Mientras SID-1 se encuentra en todas las células no
neuronales del gusano, SID-2 se expresa Unicamente en la cara apical de las células intestinales. Debido
a la ubicacion desigual, se estima que SID- 2 s6lo participa en la toma del ARNdc ambiental mientras

que la propagacidn y el efecto sistémico de silenciamiento estarian a cargo de SID-1.
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Figura I7: Esquema de una célula intestinal de C. elegans y del silenciamiento génico por
ingestion de ARNdc (en color naranja). El ADNdc es introducido en las células mediante los
transportadores SID-1 y SID-2 (en color verde) para luego ser transportado al resto de los tejidos.

Adaptado de Mcewan (Figura realizada con Biorender de la tesis doctoral de Eliana Ferndndez)”>"®.

Cuando se usa la técnica de ARNi debe elegirse cuidadosamente la cepa de gusanos en la que se haran
los experimentos ya que difieren en su sensibilidad a la interferencia. Por esto es preferible usar cepas
sensibilizadas, por ejemplo con mutaciones en ARNasas como eri-177, con mayores niveles de
transportadores SID-1 y SID-2 o que sean knock-out para mediadores negativos del ARNi como rrf-375,
En este trabajo se usé la cepa rrf-3, aportada por el laboratorio de Parasitologia y Veterinaria de la

Universidad de Glasgow, Escocia (ver Materiales y Métodos).
El sistema nervioso

Aunque los gusanos parecen demasiado simples para imitar la cognicion humana, tienen una
tentadora combinacion de simplicidad y complejidad. Los circuitos neuronales de C. elegans estan bien
establecidos y la plasticidad resultante es sorprendentemente compleja®®’®. Esto lo convierte en un

modelo atractivo para explicar el comportamiento animal, incluido el humano. Como los gusanos son
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altamente susceptibles a la manipulacion genetica, son ttiles para identificar genes y vias claves para
el funcionamiento y la conectividad neuronal®’°, Ademas, como ya se dijo, C. elegans es transparente,

lo que permite la visualizacion de neuronas en el organismo completo y vivo.

C. elegans presenta un sistema nervioso relativamente simple, caracterizado por la uniformidad
morfoldgica y posicional de sus neuronas entre individuos®*. Los hermafroditas poseen un total de 302
neuronas (vs. 100.000 millones en humanos), alrededor de 7600 sinapsis y 56 células de glia®*”’. La
comunicacion neuronal en C. elegans involucra diversos neurotransmisores, incluyendo acetilcolina,

serotonina, dopamina, GABA y glutamato™-*,

El sistema nervioso C. elegans desempefla un papel fundamental en la deteccion de sefiales
ambientales y la generacion de respuestas adaptativas, como ajustes en la postura de los huevos, la
entrada al estadio dauer o la evasién de compuestos nocivos. Este sistema es capaz de percibir una
amplia gama de estimulos, incluyendo sefiales solubles, volatiles, mecanicas, cambios en la
temperatura, la osmolaridad, el campo magnético y eléctrico, asi como feromonas®#. Las neuronas
del sistema nervioso estan agrupadas principalmente en ganglios ubicados en la cabeza, la cola y los

cordones ventral y dorsal (Figura I8 A).

Ganglio de la cabeza

Figura 18: Imagen de fluorescencia del sistema nervioso de C. elegans. Todas las neuronas expresan
GFP. Se aprecian los ganglios de la cabeza y de la cola junto con el cordén nervioso ventral (VNC). El

rectdngulo blanco indica la cabeza del gusano. Figura adaptada de Tesis Doctoral de Eliana Ferndndez”.
Comportamientos

C. elegans presenta una variedad de comportamientos motores cuantificables que se pueden utilizar
para estudiar los efectos de las distintas manipulaciones, incluido el estrés. Estos comportamientos

son predecibles y estereotipados. Para esto, los gusanos integran multiples sefales del entorno con el
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estado interno del animal. Esto quiere decir que los comportamientos son plasticos y que dependen de

la historia previa del animal.

Algunos de estos comportamientos son la ingesta de alimento, la locomocion, la postura de huevos y
los movimientos para el apareo. Ademas, presenta un segundo tipo de comportamiento no motor que
consiste en el pasaje por el estadio larval dauer, que ocurre en respuesta a condiciones ambientales

adversas (estrés intenso).

La movilidad constituye otro comportamiento influenciado por la integracién de estimulos tanto
externos como internos. Se ha observado que los hermafroditas que experimentan privacion
alimentaria exhiben una menor velocidad de desplazamiento cuando se colocan en placas con
alimento en comparacién con aquellos que han sido adecuadamente alimentados®. Esta conducta
asegura que los gusanos no se distancien del area donde se encuentran las bacterias, permitiéndoles

asi alimentarse adecuadamente.

La ovipuesta también estd influenciada por factores ambientales. En principio, la presencia de comida
estimula la postura de huevos mientras que la misma se ve inhibida por vibraciones o medios
hipertonicos****®, El circuito neuronal que controla la postura de huevos implica a las neuronas
sensoriales de la cabeza y las neuronas motoras HSN y VC de la vulva y las células musculares vin1 y
vm2 del aparato reproductor® (Figura 19 A y B). Las neuronas sensoriales de la cabeza detectan
condiciones favorables, como una baja densidad de poblacién y la presencia de alimento, estimulando
asi a las neuronas HSN para promover la postura de huevos (Figura I9 C). Estas neuronas HSN
estimulan principalmente, mediante serotonina, a los musculos de la vulva (vm2). Ademas, las
neuronas VC también contribuyen estimulando la contracciéon de las vm2 mediante acetilcolina. La

contraccion de las células vm y del utero facilita la liberacidn de los huevos al medio externo.
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Figura 19: Esquema de las células involucradas en la postura de huevos. A) Ilustracién de una
hermafrodita de C. elegans. El recuadro negro indica la regién donde se encuentra la vulva y las células
involucradas en la postura de huevos. B) Esquematizacién de la apertura de la vulva (slit), las células
musculares (vm1 y vm2), las neuronas VCy HSN. C) Se esquematiza la coordinacion entre las neuronas
dmfidas de la cabeza del gusano, las neuronas del aparato reproductor como las HSN y VC y los musculos
de la vulva (vm2). En verde se resalta el neurotransmisor acetilcolina (ACh) y sus receptores mientras que
en rojo se sefializa a la serotonina (5-HT) y sus receptores. Los circulos indican a las neuronasy el

rectdngulo a las células musculares. Figura tomada de Tesis Doctoral de Eliana Ferndndez’®.

El bombeo de la faringe también es un comportamiento cuantificable de C. elegans. Se encuentra
regulado por multiples factores, entre ellos la presencia de comida y el tratamiento con
serotonina**?*%!, Para cuantificar este comportamiento, se evalda la frecuencia de bombeo. Para esto se
analiza el movimiento del triturador (flechas rojas en la figura 110). El triturador se ve como un punto
negro dentro del bulbo terminal de la faringe. En un principio, el triturador se encuentra en su
configuracion relajada (posicion A, Figura 110 B). Cuando se contrae, se observa que el punto negro
(triturador) se mueve en direcciéon al intestino (posicion B, Figura 110 B), para regresar luego a su
posicién original durante la relajacion y peristalsis. Este movimiento puede observarse al mirar los
gusanos al microscopio. Por lo tanto, el mismo puede contabilizarse para analizar el comportamiento

de frecuencia de bombeo.
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Figura I10: Faringe de C. elegans. (A) Imdgen DIC (diferencial de contraste de interferencia) de la
faringe de un individuo hermafrodita adulto de C. elegans (campo de visién 177 mm x 57 mm), extraida
de Brenner et al. (2022)* y editada (B) Interpretacién grdfica de la faringe, extraida de Trojanowski et
al. (2016)* y editada. La posicién A corresponde a la faringe en relajacién. La posicién B corresponde a la

faringe en contraccién. Flechas rojas: triturador, porcién de la faringe.
La respuesta al estrés en C. elegans

Como se ha sefialado anteriormente, todos los organismos vivos, incluido C. elegans, necesitan
mantener su homeostasis. Ante una amenaza a esta estabilidad, C. elegans activa un programa de
respuesta al estrés. Es importante aclarar que las vias moleculares implicadas en estas respuestas

estan preservadas en mamiferos, segun indican estudios pasados®’.

Las respuestas a situaciones de estrés térmico, oxidativo y osmotico han sido extensamente
investigadas en C. elegans. Varios de los componentes involucrados en estas respuestas estan
relacionados con enfermedades humanas, incluyendo algunas de caracter neurodegenerativo como el

Parkinson o la esclerosis amiotréfica lateral®®. El alto grado de conservacion genética y en las vias
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moleculares confiere a C. elegans un papel adecuado como modelo para la investigacion del estrés

cronico.

Respuesta al estrés térmico

En respuesta a condiciones de temperatura elevada, los organismos activan una serie de mecanismos
adaptativos conocidos como la respuesta al estrés térmico®® (heat shock response; HSR por sus siglas en
inglés). Esta respuesta es compartida por diversas especies, desde invertebrados como C. elegans hasta
mamiferos'* %, La elevacion de la temperatura induce la activacion del factor de transcripcion HSF-1
(heat shock factor 1), el cual esta altamente conservado en la evolucion'®*'%*, HSF-1 se transloca al
nucleo celular, donde promueve la expresion de las conocidas proteinas de respuesta al estrés térmico,
o HSP (heat shock proteins). Estas proteinas actian como chaperonas y son responsables de mantener
la estabilidad proteica y mitigar el dafio celular inducido por el estrés térmico’*>'%>, Ademas de HSF-1,
otro factor de transcripcidn relevante en este proceso es DAF-16, un homdlogo de FOXO, que también

puede regular la expresion de HSPs'®.

Este hallazgo establece una conexién entre la via de
sefializacion de insulina y la respuesta al estrés térmico, subrayando la complejidad y redundancia de

los mecanismos moleculares involucrados en esta respuesta adaptativa®’.

Dentro de los comportamientos observables que conforman la respuesta al estrés térmico se
encuentran®®''; la produccién de sefiales de estrés volatiles, la inhibicién de la reproduccién,

aumento de la expectativa de vida, reduccién de la fecundidad, entre otros.
C. elegans y las enfermedades neuropsiquidtricas

Las enfermedades psiquiatricas son trastornos conductuales multidimensionales que afectan al 6rgano
mas complejo del ser humano: el cerebro. Estas enfermedades se caracterizan por su complejidad y

112-115 Las

heterogeneidad, asi como su dificultad para ser vinculadas con genes especificos
contribuciones genéticas a la patogénesis de la esquizofrenia, el trastorno depresivo mayor (TDM), el
trastorno bipolar y otras condiciones mentales son significativas''®. No obstante, variantes génicas en
un unico gen no pueden explicar la totalidad de los sintomas que caracterizan cada uno de estos
trastornos y lo que se observa en los pacientes son variacién en multiples genes que contribuyen a los
sintomas que presentan. Asimismo, la intrincada naturaleza del cerebro ha dificultado los intentos de

entender a un nivel molecular como los factores genéticos y ambientales desencadenan enfermedades.

La notable conservacion en C. elegans de genes asociados con un mayor riesgo de enfermedad mental
refuerza la relevancia de este sistema modelo para la investigacion neuropsiquiatrica'*®. El empleo de
C. elegans como organismo modelo para estudiar enfermedades humanas ha sido una practica

establecida durante afios. Diversas afecciones, como el cancer, las enfermedades neurodegenerativas
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como el Alzheimer y el Parkinson, asi como patologias relacionadas con las mitocondrias, se han

modelado exitosamente en este nematodo!’1%2,

Los sintomas de la depresién mayor, como la anhedonia y la apatia’®'?*, también se han asociado a
ciertos comportamientos de C. elegans. Los gusanos con mutaciones sensibles a la temperatura en la
via IIS (via de la insulina) y las mutaciones en la sintaxina, proteina reguladora de la liberacion de
neuropéptidos, exhiben un comportamiento similar a la anhedonia en condiciones de privacién de
alimentos y baja concentracién de DMSO'%; los gusanos permanecen inmdviles y al ser expuestos a
comida no se acercan a ella y mueren de inanicion. Este comportamiento es reversible con

125 Ademas, se ha observado que

antidepresivos, lo que sugiere su similitud con la anhedonia humana
los pacientes con diabetes tienen una mayor prevalencia de depresion, que incluye sintomas como
anhedonia y apatia, lo que destaca la conexién entre ambas enfermedades'* y explica porqué

mutaciones en componentes de la via de la insulina producen ese fenotipo en los gusanos'?’.

En resumen, C. elegans ofrece una plataforma valiosa para el estudio y la identificacién de genes
relacionados con enfermedades neuropsiquiatricas, asi como para el descubrimiento de nuevas

terapias antidepresivas'?®'%°,

Como mencionamos anteriormente, recientemente se comenzo a dilucidar el componente genético de
los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) en humanos. Para ello se encontraron una serie de
genes asociados con cambios en la conducta alimentaria®. A su vez, estos genes presentan una
estrecha relacion con genes asociados con enfermedades psiquiatricas?’. Sumado a esto, se
encontraron ortdlogos en C. elegans de genes relacionados con TCA como: ser-1'*, nhr-35"' y
npr-393%13_ A través de su intrincada red neuronal, el nematodo puede manifestar sintomas de
aversion a los alimentos''. Por ejemplo, estudios utilizando firmacos antipsicéticos que causan
aumento de peso en humanos indujeron acumulacién de lipidos en C. elegans, lo que sugiere que las
vias metabdlicas que estos medicamentos pueden afectar estan conservadas, lo que es ttil para el

134 Ademas, se han evaluado

modelado de algunos aspectos de desordenes mentales en los gusanos
medicamentos conocidos por inducir anorexia (pérdida de apetito) en seres humanos para determinar
su efecto sobre la busqueda de alimento en C. elegans. Se ha observado que el topiramato, la
acetazolamida y la furazolidona causan anorexia como efecto secundario, disminuyendo
significativamente el comportamiento de bisqueda de alimento'*®. En contraste, la ciproheptadina, que

se utiliza como estimulante del apetito!*®

, y la olanzapina, conocida por causar aumento de peso en
pacientes™®, aumentan la buisqueda de alimento en C. elegans. Esto lo convierte en un modelo

convincente para estudiar trastornos de la conducta alimentaria.
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ABORDAIJE EXPERIMENTAL

El estudio de los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) es de vital importancia debido a su
impacto significativo en la salud fisica y mental de las personas. A su vez, como mencionamos con
anterioridad, el estrés durante el desarrollo aumenta la susceptibilidad a los TCA. Asimismo, estos
trastornos presentan una mayor prevalencia en mujeres. A pesar de décadas de investigacién, atin
existe una comprension limitada de las causas subyacentes y una falta de método de prevencion y
tratamientos efectivos y duraderos. La escasez de terapias exitosas y la creciente incidencia de estos
trastornos en todo el mundo resaltan la urgencia de comprender sus mecanismos y desarrollar

intervenciones mas precisas y efectivas.

Por esta razdn, planteamos el uso del nematodo C. elegans como modelo en el estudio de TCA. En
primer lugar, el genoma de C. elegans estd completamente secuenciado, lo que permite una
manipulacién genética precisa para investigar los mecanismos subyacentes a estos trastornos. Ademas,
su sistema nervioso simple pero conservado ofrece la oportunidad de comprender los circuitos
neuronales y las vias metabdlicas involucradas en la regulaciéon de la alimentacién. Asimismo, la
transparencia de C. elegans facilita la observacion directa de los procesos fisiologicos internos, como la
ingesta y la digestion de alimentos. En conjunto, estas caracteristicas hacen de C. elegans un modelo
valioso y complementario para abordar la complejidad de los trastornos alimentarios y para explorar

nuevas estrategias terapéuticas.

A pesar de que el uso de C. elegans como modelo experimental tiene el potencial de descubrir los
mecanismos que provocan cambios en los niveles de ingesta de alimentos, hasta ahora no se han
establecido modelos intergeneracionales para estudiar estos trastornos. Esto implica que ain no se ha
dilucidado completamente cdmo los efectos del estrés o la dieta en una generaciéon pueden influir en
las generaciones futuras en términos de comportamiento alimentario. Este proyecto representa el

inicio del desarrollo de modelos de TCA en gusanos.

Para comprender las alteraciones en la conducta alimentaria y su relacién con el estrés durante el
desarrollo en C. elegans, proponemos analizar la ingesta luego de distintas manipulaciones. Para ello,
una alternativa es modular la ingesta perturbando a los gusanos durante el desarrollo con diferentes
protocolos de estrés para observar la consecuencia en la conducta alimentaria. Otra alternativa es
modular los efectos de la dieta mediante el uso de alimentos de distinta calidad y la suplementacién
con moléculas que podrian regular a nivel epigenético la conducta alimentaria. Usando gusanos wild
type, en este proyecto se propuso evaluar los efectos del estrés y la dieta sobre la ingesta y se plantea
como la puesta a punto de un modelo de trastornos de la conducta alimentaria en invertebrados, de los

cuales existen pocas evidencias’.
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CAPITULO I

Hipotesis y Objetivos
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HIPOTESIS

El estrés aplicado a la madre puede modificar la conducta alimentaria de la descendencia que esta en
desarrollo in utero. A su vez, la respuesta al estrés de un individuo varia segun diferentes dietas y
suplementaciones proporcionadas a la madre. La suplementacién de la dieta puede contribuir a

mejorar la respuesta de los gusanos al estrés si esta se ve afectada.
OBJETIVOS

Objetivo general

Modelar trastornos de la conducta alimentaria en C. elegans. Analizar el efecto del estrés sobre la
conducta alimentaria en C. elegans. Investigaremos patrones alimentarios bajo estrés, con diferentes

dietas y su relacion con el desarrollo del organismo.
Objetivos especificos
Objetivo 1: Estandarizar herramientas para evaluar la ingesta en C. elegans.
Objetivo 2: Evaluar el efecto del estrés durante el desarrollo sobre la conducta alimentaria.

Objetivo 3: Evaluar el efecto conjunto del estrés y diferentes dietas (a y b) proporcionadas durante el

desarrollo sobre la conducta alimentaria:

A. Dieta de baja y alta calidad nutricional (diferentes cepas bacterianas).
B. Suplementaciéon con moléculas involucradas en la generacion de grupos metilo: vitamina B12,

acido félico y metionina.
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CAPITULO III

Resultados
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El principal sintoma de trastornos de la conducta alimentaria (TCA) en humanos es una relacién
aberrante con la comida y variaciones en la ingesta. Para establecer al nematodo C. elegans como un
modelo de TCA en invertebrados, primero debimos poner a punto herramientas que nos permitieran
analizar la ingesta de los gusanos. Esta medida proporcionara informacién crucial sobre cdmo los
factores ambientales, como el estrés y diferentes dietas, pueden modular la ingesta de alimentos y, por

ende, influir en la salud y el bienestar de estos organismos modelo.

A diferencia de los mamiferos, la cuantificacidn directa y precisa de la ingesta alimentaria en gusanos
no es viable. Para solucionar este problema, buscamos poner a punto tres técnicas que significan
aproximaciones de la ingesta diferentes. Por un lado, en el laboratorio ya estaba estandarizada la
medicion de la frecuencia de bombeo faringeo en los gusanos. Propusimos esta medicién como
primera aproximacion de ingesta. La experimentacién fue realizada por la Dra. Eliana Fernandez, quien
proporcioné los datos crudos para realizar el analisis en este trabajo. Luego, pusimos a punto dos
métodos nuevos: la medicién de fluorescencia intestinal con bacterias fluorescentes y la medicién del

contenido lipidico.

A su vez, para modular la ingesta en C. elegans, hemos optado por implementar un protocolo de estrés
con el fin de analizar su efecto. Entre los diversos tipos de estrés empleados en estudios previos en
nuestro laboratorio, hemos seleccionado el estrés térmico por su naturaleza fisica, que no presenta
quimicos que puedan interferir a nivel molecular. Sumado a esto, hemos emprendido la tarea de
modular la ingesta en los gusanos mediante la administraciéon de diferentes dietas. El abordaje
experimental completo se encuentra esquematizado en la Figura 1. Cabe destacar que estos enfoques
no habian sido empleados previamente en nuestro laboratorio, dado que el interrogante de medir la

ingesta es una novedad en nuestra investigacion.
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Figura 1: Esquema del abordaje experimental. A) Sincronizacién de la poblacién para obtener
huevos. B) Administracion de diferentes dietas. C) Desarrollo de los huevos por 4 dias hasta llegar a
estadio adulto. D) Separacion en dos grupos: control y estrés (exposicion de 1hr a 33 °C) E) 2 horas de
postura de huevos. F) Remocion de los adultos. G) Desarrollo de los huevos resultantes, por 4 dias hasta

etapa adulta. H) Realizacién de ensayos conductuales. Imagen creada en Biorender.
 El estrés térmico afecta el comportamiento de los gusanos?

Nuestro primer interrogante fue determinar si el estrés agudo aplicado a los gusanos generaba algin
efecto sobre el comportamiento. Lo primero que observamos fue una reducciéon de la locomocion
(datos no mostrados). Esto fue un primer indicio del efecto del estrés sobre los parentales. Si bien
nuestros individuos objetivo fueron aquellos expuestos al estrés durante el desarrollo embrionario,
evaluamos como primera medida el estrés sobre sus parentales analizando dos comportamientos:

ingesta (contenido lipidico) y ovipuesta.

Como una aproximacion para la medicion de la ingesta, buscamos analizar el contenido lipidico de los
gusanos. Para ello, se puso a punto el protocolo de tincién con Nile Red, que tifie lipidos neutros como

triglicéridos o ésteres de colesterol, en gusanos vivos™’.

Para realizar la tinciéon con Nile Red, huevos sincronizados se depositaron en una placa conteniendo
OP50 como alimento mezclado con Nile Red y se permitié su desarrollo. Pasados 4 dias, los gusanos
hermafroditas adultos fueron divididos en tres grupos. Uno se lo utilizé como control. Otro se lo
expuso a estrés térmico: una hora de exposicidon a 33 °C de temperatura. Al tercero se lo privo de
alimento por 6 horas, para provocarles hambruna a los gusanos (control positivo) ya que la hambruna
reduce los depdsitos lipidicos'®. Ademads, se colectaron gusanos adultos jovenes, progenie de los
gusanos control para analizar el contenido lipidico como segundo control positivo. Como en gusanos C.
elegans el almacenamiento de lipidos en células somdticas va en aumento a medida que se da el
desarrollo del individuo, esperamos ver una menor cantidad de lipidos en este grupo de adultos
jovenes comparados con sus parentales con mayor desarrollo. De esta manera, los gusanos de los

cuatro grupos resultantes fueron tefiidos haciendo uso del colorante Nile Red. Este colorante emite luz

40



fluorescente roja que es utilizada para la observacién y cuantificacién de lipidos bajo el microscopio de
epifluorescencia. Se tomaron imagenes de campo claro y fluorescencia de cada gusano tefiido con esta
técnica. En la Figura 2 se observa un ejemplo de un gusano tefiido con este colorante. En cada imagen
se midi6 la intensidad de fluorescencia total en el gusano completo como aproximacién de la cantidad
de contenido lipidico, lo cual ha sido propuesto que correlaciona de manera directamente proporcional

con la ingesta.

Los resultados para este andlisis se observan en la Figura 3. Existe una disminucién de la intensidad de
fluorescencia para los gusanos hambreados y la progenie de los gusanos control, con respecto a los
gusanos control. Estos resultados indican que la hambruna genera una disminucién del contenido
lipidico de los gusanos C. elegans, sumado a que la cantidad de lipidos totales varia segtin la etapa de
desarrollo. Luego, no se observa una diferencia estadisticamente significativa entre la intensidad de

fluorescencia de los gusanos estresados con respecto al grupo control. Por lo tanto, no podemos

confirmar que el estrés tenga o no un efecto sobre el contenido lipidico en C. elegans.

Figura 2: Gusano hermafrodita adulto con su contenido lipidico teiiido con Nile Red. La imagen es

una superposicién de campo claro y epifluorescencia.
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Figura 3: Efecto del estrés sobre el contenido lipidico. Resultado para la medicién de contenido
lipidico en gusanos tefiidos con Nile Red. Los grupos de gusanos son parentales control, parentales
estresados, parentales hambreados y progenie de los parentales control. Cada barra corresponde a la
media intensidad de fluorescencia para 1-6 individuos en cada condicién. ANOVA de 1 via, seguido de test

de comparaciones multiples de Dunnett ( * p < 0.05 vs control).

A continuacién, dado que debiamos recolectar huevos para observar los individuos estresados in utero,
encontramos cualitativamente que los gusanos parentales hermafroditas estresados depositaban
menos huevos que los gusanos no estresados, durante las 2 horas en las que se colectaron huevos
(paso E en Figura 1). Debido a esto decidimos evaluar los efectos del estrés sobre la ovipuesta
estimulada con serotonina de los parentales. La serotonina cumple una funcién como neurotransmisor

y regula diversos comportamientos del gusano, como la ovipuesta, entre otros'***2,

Para estudiar este comportamiento, gusanos controles y estresados fueron incubados en medio liquido
MO sin y con serotonina 35 mM. La cantidad de huevos depositados se contabilizé a la hora y a las dos

horas y para ambos tiempos se comparo6 entre los grupos.

Los resultados se muestran en la Figura 4. Tras 1 hora, los gusanos control depositaron una media de 2
huevos mientras que los gusanos estresados depositaron 11 huevos. Tras 2 horas, los gusanos control
depositaron una media de 7 huevos/hora mientras que los gusanos estresados depositaron 22
huevos/hora. En ambos tiempos, los gusanos estresados depositaron una mayor cantidad de huevos
que los gusanos control y la diferencia fue estadisticamente significativa. Estos resultados sugieren que

el estrés afectd la ovipuesta estimulada con serotonina.
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Figura 4: La deposicion de huevos estd alterada en los gusanos estresados. Se graficé la media del
nimero de huevos depositados por los gusanos hermafroditas en medio liquido adicionado (+) o no (-)
con serotonina 35 mM en (A) 1 hora o en (B) 2 horas. n = 4 experimentos independientes ( 1 experimento
=1 placa). Cada placa se midié por triplicado, con un tamario de muestra de 8 gusanos en cada pocillo.
ANOVA de 2 vias: estimulacion con serotonina y tratamiento (control vs estrés), sequido de Test de
comparaciones multiples de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas (* p < 0,050; **p <

0,005) entre los grupos marcados con las barras horizontales.

Efecto del estrés sobre la ingesta en C. elegans

Para comenzar con el andlisis del efecto del estrés durante el desarrollo, se pasé a utilizar nuestros
individuos objetivo que fueron aquellos expuestos al estrés durante el desarrollo embrionario. En
primer lugar se midid la frecuencia de bombeo faringeo como un indicador de la ingesta, ya que el
cambio en dicha frecuencia podria implicar un cambio en la deglucién de alimento, convirtiéndose asi

en una aproximacion para estimar la ingesta.

Se obtuvieron videos de individuos de dos grupos: grupo proveniente de parentales estresados y grupo

proveniente de parentales control, ambos alimentados con E. coli OP50 (ver video suplementario:

ellos se les midié la frecuencia de bombeo contando la cantidad de veces por segundo que se abre y

cierra el triturador.
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Los resultados para ambos grupos experimentales (control y estrés) se muestran en la Figura 5.
Observamos que la frecuencia media de bombeo fue de alrededor de 5,65 bombeos/seg para el control
y 5,20 bombeos/seg para los gusanos estresados. El test estadistico mostré que no hay una diferencia
significativa (p = 0,7000). Cabe destacar ademas la marcada dispersion entre los datos de los animales
estresados. Ya que no hay diferencia significativa entre el grupo control y el grupo tratado, no se puede

concluir que el estrés tenga o no un efecto sobre la frecuencia de bombeo faringeo en C. elegans.
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Figura 5: Frecuencia de bombeo faringeo para cada grupo analizado. Cada punto corresponde al
promedio de frecuencias de bombeo de 7-15 individuos provenientes de una misma placa. n = 3

experimentos independientes ( 1 experimento = 1 placa). Mann Whitney test (p = 0.701).

Siguiendo con el objetivo de medir ingesta en C. elegans, utilizamos una segunda estrategia. Esta fue la
medicion de intensidad de fluorescencia intestinal de los gusanos, haciendo uso de bacterias
fluorescentes. Se buscé obtener bacterias de la cepa de E. coli OP50 que expresaran una proteina
fluorescente, para poder cuantificar el contenido intestinal. Se utiliz6 primero una cepa de bacterias
OP50 que expresaban la proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein; GFP, por sus siglas en
inglés); en la Figura 6 A se muestra una imagen de cdmo se observan gusanos alimentados con
bacterias OP50-GFP. Se procurd cuantificar la intensidad de fluorescencia en toda la extension del
intestino del individuo (flechas blancas en la Figura 6 A). Sin embargo, esta tarea se vio dificultada por
el elevado nivel de autofluorescencia observado en el individuo completo (flechas rojas en la Figura 6

A), por lo cual la experimentacién con esta proteina fluorescente fue descartada.
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Figura 6: Imdgenes de epifluorescencia de gusanos. Foto representativa de n = 7-15 individuos. (A)
Individuo que ingirié bacterias que expresan GFP. Las flechas blancas indican el intestino del gusano. Las
flechas rojas indican autofluorescencia en el gusano. (B) Individuo que ingirié bacterias que expresan

dTomato.

Se decidi6 utilizar la cepa de E. coli OP50 que expresa la proteina roja fluorescente dTomato y el
gusano no exhibi6 autofluorescencia (véase imagen obtenida en Figura 6 B). Se llevo a cabo la puesta a
punto del protocolo para la medicién de fluorescencia intestinal expuesto en la seccion Materiales y
Métodos. Durante la puesta a punto, se probaron diferentes tiempos de alimentacion (15, 30 y 60
minutos), en los que se permitia a los gusanos alimentarse de un césped de bacterias OP50-dTomato
(Figura 7, A, B, C). Se observa la porcion intestinal de los gusanos en color rojo y que no hay diferencias
en la intensidad de color entre los diferentes tiempos de alimentacion. Por esto, se decidié utilizar 15
minutos de exposicion al césped bacteriano para la futura experimentacién porque este tiempo fue
suficiente para observar los niveles deseados de tincién intestinal que permita la cuantificacion de la

intensidad. Esto permitio a su vez disminuir el tiempo total necesario para el experimento.
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Figura 7: Imdgenes de epifluorescencia de individuos que ingirieron bacterias que expresan

dTomato, alimentados por A) 15 minutos, B) 30 minutos y C) 60 minutos. Imdgenes representativas de n

= 7-15 individuos en cada condicion.

Se procurd cuantificar la intensidad de fluorescencia de la proteina dTomato expresada por las
bacterias ingeridas. Ya que la fluorescencia guarda proporcién con la cantidad de bacterias presentes

en el intestino, se puede utilizar como aproximacion para evaluar la ingesta de los individuos.

Se obtuvieron imagenes de epifluorescencia de cada individuo y en ellas se midi6 la intensidad de
fluorescencia mediante una linea que pasa por el medio del gusano, de faringe a ano (linea amarilla en
la Figura 8). Los resultados para ambos grupos experimentales (control y estrés) se muestran en la
Figura 9. Aunque algunos de los individuos estresados muestran una menor intensidad que los
controles, la diferencia entre ambos grupos no es significativa. Por lo tanto, no se puede concluir que el

estrés tenga o no un efecto sobre la intensidad de fluorescencia intestinal en C. elegans.
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Figura 8: Imagen representativa de la medicion de fluorescencia intestinal. La imagen es una
superposicién de una imagen en contraste de fase con una imagen de fluorescencia. La region de interés
es la linea amarilla trazada sobre todo el intestino del gusano. En la esquina superior derecha se observa

la imagen original de fluorescencia.
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Figura 9: Efecto del estrés sobre la intensidad de fluorescencia intestinal. Cada punto corresponde
al promedio de intensidad de fluorescencia intestinal de 7-15 individuos provenientes de una misma

placa. n = 3 experimentos independientes (1 experimento = 1 placa). Mann Whitney test (p = 0.490 ).

Efecto conjunto del estrés y la calidad de la dieta sobre la ingesta en C. elegans

Para evaluar el efecto de la calidad de la dieta sobre la ingesta, se utilizaron dos cepas bacterianas que
representan diferente calidad de alimento para los gusanos. El detalle sobre la relacion entre la calidad
de alimento y las cepas utilizadas fue descripto en la introduccion. Para recordar, las bacterias E. coli
HT115 generan una mayor tasa de desarrollo en los gusanos y no forman acimulos en cultivo, lo cual
facilita su ingestion y digestion. Mientras que la cepa OP50 genera menor tasa de desarrollo de los
gusanos y presenta acumulos en cultivo, que dificultan la alimentacién. Por ello es que en la
experimentacion, se hizo uso de bacterias E. coli OP50 como cepa de baja calidad y bacterias E. coli
HT115 como cepa de alta calidad. Como el objetivo fue evaluar el efecto conjunto del estrés y la calidad
de la dieta, el cambio de dieta (de OP50 a HT115) lo realizamos previo al tratamiento del estrés
(esquematizado en la Figura 10). A lo largo de su desarrollo (desde la fertilizacion, la etapa in utero y el
desarrollo ex utero hasta llegar a la adultez), los gusanos fueron expuestos a cada dieta. Es decir, los
gusanos adultos a los cuales se les analiza la ingesta fueron expuestos a estrés (o no, grupo control) y a

dietas de diferente calidad durante su desarrollo.
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Figura 10: Protocolo de tratamiento de estrés térmico esquematizado. Se destaca el cambio de cepa

bacteriana para el alimentado de los gusanos. Imagen creada en Biorender.

Como primera aproximacion de ingesta, se midié la frecuencia de bombeo faringeo y los resultados se
muestran en la Figura 11. En este caso, obtuvimos mas dispersion de datos cuando los gusanos fueron
alimentados con HT115 que con OP50, y ademdas una de las muestras control no fue posible medirla.
Los gusanos control alimentados con HT115 presentaron una media de frecuencia de bombeo de 5,1
bombeos/seg y los gusanos estresados una media de 4,8 bombeos/seg (diferencia no es significativa,

p>0,05). Ademas, no hay diferencia significativa entre las distintas cepas bacterianas. Por lo tanto, no
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podemos concluir que el estrés tenga un efecto o no sobre la frecuencia de bombeo cuando los gusanos

son alimentados con HT115, ni que la dieta de mejor calidad modifique este comportamiento.
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Figura 11: Efecto del estrés y la calidad de la dieta sobre la frecuencia de bombeo faringeo. Cada
punto corresponde al promedio de frecuencias de bombeo de 7-15 individuos provenientes de una misma
placa. n = 3 experimentos independientes (1 experimento = 1 placa) por condicion. A los efectos de la
comparacion, los datos de OP50 son los mismos que en la Figura 9. ANOVA de 2 vias: cepa bacteriana

(OP50 vs HT115) y tratamiento (control vs estrés) - Test de comparaciones miiltiples de Siddk.

Luego, se utilizé la alternativa de aproximacién de ingesta mediante fluorescencia intestinal, variando
la cepa bacteriana que se utiliza como alimento, como se describi6 con anterioridad. Sorpresivamente,
al momento de tomar imagenes de los gusanos alimentados con HT115 durante su desarrollo, ninguno
exhibia fluorescencia. Notese que para medir fluorescencia, los gusanos son alimentados por 15
minutos con OP50-dTomato. Luego de varias réplicas en las que probamos con cultivos frescos tanto
de gusanos como de bacterias, concluimos que se debia al cambio en la dieta generado al momento de
suministrarles OP50-dTomato en los gusanos que se desarrollaban adaptados a HT115 como alimento.
Este cambio estaria impidiendo la medicién, ya que la cantidad de bacterias ingeridas por estos

gusanos no eran suficientes para observar la fluorescencia bajo el microscopio.

Debido a esto, buscamos transformar las bacterias E. coli HT115 con el plasmido conteniendo el gen
para la expresion de la proteina dTomato. Probamos obtener bacterias HT115 competentes para su
transformacion por el método de CaCl y por el método de electrocompetencia, utilizando las bacterias
DH50 como control positivo (estos métodos son utilizados de forma estandar en el laboratorio con

estas bacterias). Si bien se obtuvieron bacterias DH5a transformadas con el plasmido de expresiéon
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dTomato, no logramos obtener bacterias HT115 competentes por lo cual la transformacién no fue
exitosa. Por lo tanto, no fue posible evaluar el efecto conjunto del estrés y la calidad de la dieta

utilizando la fluorescencia intestinal como aproximacion de ingesta.

Efecto conjunto del estrés y la suplementacidén dietaria sobre la ingesta en C. elegans

Para evaluar el efecto conjunto del estrés y la suplementacion dietaria sobre la ingesta, se puso a punto
un protocolo que incluy6 las diferentes cepas bacterianas descriptas con anterioridad y la
suplementacién del alimento con vitaminas y aminoacidos. Las vitaminas utilizadas fueron B12 y 4cido

zon

folico (AF) porque ambos son esenciales durante el ciclo “un carbén 35143,

para producir metionina
Durante este ciclo, el folato transfiere su grupo metilo a la homocisteina para generar metionina,
reaccion mediada por la acciéon de la enzima metionina sintasa (Methionine Synthetase; MS, por sus
siglas en inglés) y de su coenzima cobalamina (derivada de B12). Posteriormente, la metionina es
convertida en S-adenosil metionina (SAM) por la metionina S-adenosiltransferasa (MAT, del inglés
Methionine S-AdenosylTransferase) y sera utilizado para la metilacidon de diferentes moléculas dentro
de la célula®. De este modo, se veria afectada la metilaciéon del ADN, la cual también puede estar
regulada por el estrés®. Ademas se incluy6 en algunos experimentos metionina porque existe evidencia
en humanos y ratones de que variaciones en la disponibilidad de metionina, causadas por diferentes
niveles de estrés prenatal, afectan la contribuciéon de nutrientes al ciclo de un solo carbono en la
placenta durante el embarazo tanto en ratones como en humanos®. Esto a su vez afecta la regulacion
epigenética durante el desarrollo fetal, llevando a un aumento de la predisposicién a enfermedades
como diabetes y sindrome metabdlico, predominantemente en hembras®. Por lo tanto, buscamos
analizar si esta repuesta al estrés estd conservada en los gusanos C. elegans, mediante el agregado de

metionina a la dieta.

En particular, para analizar cdmo el estrés y la suplementacion de la dieta afectan la frecuencia de
bombeo faringeo se utilizaron diferentes mezclas de vitaminas agregadas al alimento (esquematizado
en la Figura 12). Desde la sincronizacién de los parentales hasta el momento del andlisis conductual,
los gusanos fueron alimentados con un cultivo de bacterias al cual se lo suplementa con las vitaminas

mencionadas.
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Figura 12: Protocolo de tratamiento de estrés térmico esquematizado. Se destaca el momento de la

suplementacion para el alimentado de los gusanos. Imagen creada en Biorender.

Se obtuvieron videos de individuos de los dos grupos: grupo proveniente de parentales estresados y
grupo proveniente de parentales control, sobre los cuales se midid la frecuencia de bombeo faringeo.
Se realizaron comparaciones multiples, a modo de analizar tanto el efecto del estrés como el efecto de

las dietas de diferente calidad nutricional y la suplementacién con vitaminas.

Los resultados para el andlisis del efecto del estrés y la suplementacién con vitaminas sobre la
frecuencia de bombeo faringeo se muestran en la Figura 13. No existen diferencias significativas entre
tratamientos (control y estrés), ni entre las diferentes suplementaciones. Por lo tanto, no se puede
concluir que el estrés y/o las suplementaciones dietarias tengan o no un efecto sobre la frecuencia de

bombeo faringeo en C. elegans.
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Figura 13: Efecto del estrés y la suplementacion dietaria sobre la frecuencia de bombeo faringeo.
Cada punto corresponde al promedio de frecuencias de bombeo de 7-15 individuos provenientes de una
misma placa. n = 3 experimentos independientes (1 experimento = 1 placa) en cada condicion. A los
efectos de la comparacion, los datos de OP50 y HT115 (grupos de tratamiento y control) sin
suplementacidn son los mismos que en la Figura 11. ANOVA de 3 vias seguido de test de comparaciones

multiples de Tukey.

Luego, se utiliz6 la alternativa de aproximacién de ingesta mediante fluorescencia intestinal, utilizando
Unicamente E. coli OP50 como alimento y suplementando la dieta, como se describi6 con anterioridad.
Los resultados se muestran en la Figura 14. Observamos que no hay diferencia significativa entre los
grupos control y estresados, como fue seflalado previamente. De forma similar, para los gusanos
alimentados con una dieta suplementada, no se observaron diferencias entre control y estrés. Por otro
lado, vemos que los gusanos cuya dieta fue suplementada con vitaminas mostraron una mayor
fluorescencia intestinal para ambos grupos: control y estrés, observandose una diferencia
estadisticamente significativa para el grupo control (p=0,0213) y para el grupo estresado (p=0,0499),
con respecto a los gusanos alimentados tnicamente con OP50. Por lo tanto, podemos inferir que la

suplementacién de la dieta con vitaminas dadoras de metilo incrementa la ingesta en C. elegans.
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Figura 14: La suplementacién dietaria incrementa la intensidad de fluorescencia intestinal. Cada
punto corresponde al promedio de intensidad de fluorescencia intestinal de 7-15 individuos provenientes
de una misma placa. n = 3 experimentos independientes (1 experimento = 1 placa) por condicién. ANOVA
de 2 vias: suplementacién (con o sin vitaminas) y tratamiento (control vs estrés) - Test de comparaciones

miuiltiples de Siddk.

Efecto conjunto del estrés y la calidad de la dieta sobre la ovipuesta en C. elegans

Durante los andlisis del efecto conjunto del estrés y diferente calidad de dieta expuestos con
anterioridad, se observo cualitativamente que los gusanos parentales hermafroditas alimentados con
HT115 depositaban menos huevos que los gusanos alimentados con OP50, durante las 2 horas que se
permitia la ovipuesta en el tratamiento de estrés. Debido a esto decidimos evaluar el efecto conjunto

del estrés con la calidad de dieta sobre la ovipuesta.

Para esto, evaluamos gusanos alimentados con OP50 o con HT115 y a su vez expuestos o no a estrés
térmico. Los resultados se muestran en la Figura 15. Tras 1 hora, dentro del grupo de gusanos
alimentados con HT115, los gusanos estresados depositaron mdas huevos que los gusanos control,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Ademas, los gusanos estresados alimentados con
HT115 depositaron mayor cantidad de huevos que los gusanos estresados alimentados con OP50,
diferencia que también es relevante estadisticamente. A su vez, estas diferencias recién mencionadas
se mantuvieron luego de las dos horas de ovipuesta. De esta manera, la exposicién al estrés y la
alimentaciéon con HT115 aumentaron la deposiciéon de huevos, lo cual sugiere un efecto conjunto del

estrés y la calidad de la dieta sobre la ovipuesta en C. elegans.
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Figura 15: La exposicion al estrés y la alimentaciéon con HT115 aumentan la deposicion de huevos.
Se graficé la media de niimero de huevos depositados por los gusanos hermafroditas en medio liquido
adicionado (+) o no (-) con serotonina en (A) 1 hora o en (B) 2 horas. n = 4 experimentos independientes (
1 experimento = 1 placa). Cada placa se midio por triplicado, con un tamaro de muestra de 8 gusanos en
cada pocillo. A los efectos de la comparacién, los datos de OP50 son los mismos que en la Figura 4. ANOVA
de 2 vias: tratamiento (control vs estrés) y calidad de dieta (OP50 vs HT115) - Test de comparaciones
multiples de Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas (*p < 0,050; ** p < 0,005; ***p <

0,0005;**** p < 0,0001 ) entre los grupos marcados con las barras horizontales.

Puesta a punto de la tincidn del contenido lipidico

Para complementar la mediciéon de la frecuencia de bombeo faringeo y la tincién del contenido
intestinal con bacterias fluorescentes pusimos a punto el protocolo de tincién del contenido lipidico

con Oil Red O (ORO). Este es un colorante que tifie triglicéridos y lipoproteinas en gusanos fijados.

Se parti6 del protocolo utilizado por Lynn et al'**. Las condiciones que se modificaron durante la
puesta a punto, a fin de obtener el mejor resultado de tincion disminuyendo el tiempo total de la

técnica, fueron las siguientes:

° Tiempo de fijacién con isopropanol: 3, 10, 30 y 60 minutos.

° Numero de etapas de congelado y descongelado: 1, 2 y 3 veces.
° Temperatura de congelado: -70 °C o nitrégeno liquido (-170 °C).
° Tiempo de incubacién con ORO: 2, 16 y 24 horas.

El protocolo final propuesto esta detallado en Materiales y Métodos e incluye un paso de fijacién con
isopropanol 60 % por 10 minutos, 3 repeticiones de congelado en nitrégeno liquido y descongelado a

37 °Cy una incubacién con ORO de 16 horas.

Un ejemplo de una imagen de un gusano hermafrodita adulto con su contenido lipidico tefiido con ORO
se observa en la Figura 16. Las imagenes se utilizaran para determinar un método de analisis del
contenido lipidico. Una opcién es aquella ya utilizada por Lynn et al.*** que se basa en un método de
presencia o ausencia de lipidos tenidos. Ellos observan un fenotipo de depleciéon somdtica de grasa
dependiente de la edad (Age-dependent Somatic Depletion of Fat; Asdf, por sus siglas en inglés). Asdf es
un fenotipo que ocurre en gusanos envejecidos, en el cual los animales muestran una disminucién de
lipidos en las células somaticas, mientras que los lipidos en las células germinales permanecen
inalterados. Si categorizamos el gusano observado en la Figura 16 de acuerdo a la presencia o ausencia
de Asdf, este no presenta deplecidn de lipidos, ya que la tincién se encuentra a lo largo de todo el

gusano.
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Figura 16: Gusano hermafrodita adulto con su contenido lipidico tefiido con ORO. Se tomaron

imdgenes de campo claro de cada gusano. Las flechas negras indican las gotas lipidicas tefiidas con ORO.

El andlisis mediante el contenido lipidico de los efectos tanto del estrés, la calidad dietaria y la
suplementacién, como de estos en conjunto no pudo realizarse debido a falta de equipamientos y falta

de tiempo.

Silenciamiento génico por interferencia de ARN (ARNi)

Como el objetivo de este trabajo fue estudiar la ingesta de los gusanos, se realizé6 un analisis
bibliografico en busca de evidencia de genes que, mutados o silenciados, generen un fenotipo de
ingesta afectada. El objetivo de ello fue obtener, mediante silenciamiento génico, gusanos con dichos
fenotipos. Estas cepas luego seran utilizadas para analizar los efectos del estrés sobre los fenotipos

logrados.

Los genes de interés, junto con su funcion y su fenotipo expresado (cuando los mismos se encuentran
mutados o silenciados por ARNi) se encuentran a continuacion en la Tabla 1. Los fenotipos anotados

son aquellos de interés para este trabajo.

Tabla 1: Listado de genes seleccionados, con su respectiva funcion, los fenotipos registrados en mutantes

y en silenciamiento génico.
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germinal’®

Gen Funcion Razon por la cual es de nuestro interés
Funciona en el musculo faringeo regulando la tasa de bombeo
Subunidad del receptor ; 146 ;
cat-2 ‘cotinico d faringeo'**. Los mutantes presentan un bombeo faringeo lento,
B nicotinico de
acetilcolinal®s un contenido lipidico reducido y evitan el césped
bacteriano?*®.
Es un ortélogo de los genes humanos HTR2A (receptor 2A de
1an serotonina) y HTR2B (receptor 2B de serotonina). Estos estan
ser-1 | Receptor de serotonina . . . . .
implicados en varias enfermedades, incluyendo anorexia
nerviosa'’.
Receptor nuclear de - . . (o1 148
nhr-64 hormonas!® El receptor esta implicado en el metabolismo de lipidos™**.
Receptor nuclear de Es ortélogo del gen humano HNF4A (factor nuclear hepético 4
nhr-69 . 149 . . : 131,150
androgenos alpha) que esta asociado con diabetes*"".
nhr-35 Receptor nuclear de Es ort6logo del gen humano HNF4A (factor nuclear hepatico 4
hormonas®®! alpha) que esta asociado con diabetes!3"1%°,
El gen es un ort6logo del gen humano DRD3 (receptor de
dop-3 | Receptor de dopamina'® & ) & . & , ( .p 153
dopamina D3), asociado a trastornos alimentarios™>.
El sistema de receptores de neuropéptidos en C. elegnas es
npr-39 Familia de rleC?gtolr;S de ortélogo del sistema de receptores de neuropéptidos en
neuropeptidos humanos®®*. En humanos, la familia de neuropéptidos Y esta
asociada a la regulacion de la ingesta de alimentos y a TCA'32133,
El gen es ort6logo del gen humano SERT-1 (transportador de
Transportador de . .
mod-5 155 serotonina) y de DAT-1 (transportador de dopamina)
serotonina . . 156
involucrados en anorexia nervosa"°.
. ) Regula el establecimiento adecuado de la linea germinal. Media
Quinasa de la proteina S, . s g
rsks-1 ribosomal S6157 el efecto de la restriccion dietaria (por limitacién general de
nutrientes) sobre la produccién de células germinales'*®.
Gen de determinacién de
fog-2 sexo en la linea Su mutacién genera la feminizacién de la linea germinal .

Se buscéd que los genes seleccionados presentaran una asociacidon con la ingesta, con la postura de

huevos y/o con la determinacion del sexo de los gusanos; de manera que el fenotipo observado para

gusanos de cepas mutantes del gen o con silenciamiento del mismo sea una variante de estos

comportamientos. A su vez, nos interesaron particularmente aquellos genes relacionados con

desordenes alimentarios o mentales humanos. En humanos, los desérdenes alimentarios tienen mayor

prevalencia en mujeres

31160 por lo cual es de nuestro interés generar cepas de gusanos feminizados
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para estudiar estos trastornos. Es por ello que buscamos genes relacionados con la determinacién del

S€eX0 en gusanos.

Luego, de cada gen se buscé el cddigo que indica la posicidn en el genoma de C. elegans. El cédigo se
utilizé para buscar en la biblioteca de clones de E. coli HT115 el clon que contuviera el plasmido para
expresion del ARNdc para el silenciamiento del gen de interés. Los cddigos y nimero de clones se
muestran en la Tabla AX en el anexo. Unicamente los clones para los genes eat-2, ser-1, nhr-64, nhr-69,
nhr-35, dop-3 y npr-39 se encontraban disponibles en la biblioteca. Se prosiguié con el trabajo
haciendo uso de estos clones, descartando los genes para los que no encontramos el clon

correspondiente.

Se obtuvieron cultivos de bacterias E. coli HT115 que expresaban los ARNdc de los diferentes genes de
interés y se utilizaron durante el protocolo de silenciamiento génico por ARNi detallado en Materiales
y Métodos. Ademas se utilizé un cultivo de E. coli HT115 con el pldsmido L4440 vacio como control
negativo y un cultivo de E. coli HT115 con el pldsmido para expresion del gen elt-2 como control
positivo. Elt-2 es un factor de transcripcion crucial para el desarrollo terminal del intestino en C.
elegans™'. Los mutantes nulos homocigotos de elt-2 exhiben una malformacién o degeneracién
aparente de las células intestinales, lo que conduce a su muerte en la etapa larval L1'%*'%, Debido a

esto, se utiliza como control positivo, ya que su silenciamiento generaria un arresto del desarrollo.

Por un lado, como andlisis conductual se realiz6 la medicién de frecuencia de bombeo. Los resultados
se muestran en la Figura 17. En este andlisis se utiliz6 gusanos con el gen eat-2 silenciado debido a que
existe evidencia bibliografica de que el mismo genera un fenotipo de bombeo faringeo disminuido. No
observamos diferencias estadisticamente significativas entre elt-2 o eat-2 y el control negativo. Por lo
tanto, ninguno de los dos silenciamientos pareciera afectar este comportamiento. Dado que no
evaluamos la expresion de los genes por qPCR para verificar si hubo silenciamiento o no, este

resultado contradictorio con la bibliografia podria ser un artefacto.
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Figura 17: Efecto del silenciamiento génico sobre la frecuencia de bombeo faringeo. Cada punto
corresponde al promedio de frecuencias de bombeo de 7-15 individuos provenientes de una misma placa.
n = 3 experimentos independientes (placas) para cada condicion. ANOVA seguido de test de

Kruskall-Wallis.

Por otro lado, realizamos un andlisis poblacional contabilizando la cantidad de individuos en cada
estadio. Este andlisis nos permiti6 analizar de manera preliminar el papel de los genes estudiados
sobre el desarrollo de los gusanos. Para ello, dividimos los estadios en 2 grupos: larvas L1 y L2 y larvas
L4 y adultos jévenes. En este punto, descartamos contabilizar los huevos, debido a la dificultad de esta
tarea. Ademas, descartamos el ultimo grupo, ya que los adultos de mayor desarrollo son aquellos que
fueron depositados en la placa en la primera instancia de esta técnica. Estos reciben menor
silenciamiento génico, debido a que pasan menos tiempo de su vida alimentandose con las bacterias
que expresan los pldsmidos de interés, a diferencia de su descendencia. Este andlisis se realiz6 de
forma preliminar, por lo cual utilizamos 1 placa de gusanos por condicién y los resultados se muestran
en la Figura 18. Se grafico la cantidad de individuos de cada grupo relativizada por la cantidad inicial
de individuos. En primer lugar, observamos que en la placa del control negativo hubo individuos para
ambos grupos, lo que es esperado porque los gusanos siguen su desarrollo normal. A diferencia de
esto, en la placa para los gusanos elt-2 habia larvas L1 y L2, mientras que no habia L4 y adultos
jovenes. Esto ocurre porque el gen es esencial para el desarrollo y su silenciamiento genera un arresto
en L2. Esto da un indicio de que el silenciamiento esta ocurriendo correctamente. Luego, para los
gusanos eat-2, ser-1 y npr-39 se observa un resultado similar que para el control negativo, donde hay
individuos para ambos grupos, lo que sugiere que estos genes no tienen un efecto sobre el desarrollo

de los gusanos. Mientras que para nhr-64, nhr-35 y dop-3 el fenotipo fue comparable con el control
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positivo, donde hay mayor cantidad de larvas L1 y L2 con respecto a las larvas L4 y adultos jovenes,
sugiriendo que estos genes afectan el desarrollo de los gusanos, posiblemente arrestando los

individuos en el estadio larval L2.

La obtencion de las bacterias E. coli HT115 que expresaban los ARNdc de los genes de interés, junto
con el andlisis conductual y poblacional de los gusanos expuestos al silenciamiento se realiz6 en el

laboratorio de Veterinaria y Parasitologia, en la Universidad de Glasgow, Escocia.

. O L+L2
i ] ] L4 + adulto joven

Cantidad de individuos relativizada
N
(=]
1

0- e T T E T
L440 elt-2 eat-2 ser-1 npr-39 nhr-64 nhr-35 dop-3
Genes

Figura 18: Resultado del andlisis poblacional de los gusanos tras silenciamiento génico por ARNi.
Los estadios fueron divididos en 2 grupos: larvas L1 + L2 y larvas L4 + adultos jévenes. Unicamente la
cantidad de larvas L1y L2 y larvas L4 y adultos jovenes fueron contabilizadas y graficadas. 5-10 gusanos
iniciales, 15-230 L1 + L2 y 25-180 L4 + adultos jovenes. ANOVA de 2 vias, sequido de test de

comparaciones multiples Tukey.
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CAPITULO IV

Discusion, Conclusion y Perspectivas a futuro
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DISCUSION

Los trastornos alimentarios representan un creciente desafio a nivel mundial. Se ha observado que el
estrés puede desempefiar un papel crucial como desencadenante de enfermedades
neuropsiquiatricas’, incluidos los trastornos de la conducta alimentaria (TCA)®. Existen pruebas que
sugieren que la exposicion al estrés durante el desarrollo puede aumentar la susceptibilidad a estos
trastornos®'. Por otro lado, se ha encontrado evidencia de que la suplementacién de la dieta con
vitaminas y aminodcidos durante el embarazo puede reducir la susceptibilidad a desarrollar

trastornos alimentarios en las hijas de las mujeres suplementadas®'.

En el presente trabajo buscamos modelar los TCA en C. elegans. Analizamos la ingesta en los gusanos
para dilucidar el efecto del estrés durante el desarrollo sobre la conducta alimentaria. Para ello, los
gusanos utilizados fueron la descendencia de los gusanos expuestos a estrés térmico. Logramos poner
a punto tres aproximaciones que nos permiten analizar este comportamiento en gusanos: la medicién
de fluorescencia intestinal, la medicién de frecuencia de bombeo faringeo y la medicién de contenido
lipidico. Si bien no logramos observar el efecto del estrés térmico durante el desarrollo en la ingesta
haciendo uso de estas aproximaciones, observamos que la suplementacion de la dieta con vitaminas y

aminoacidos aumenta la fluorescencia intestinal, es decir, la ingesta en los gusanos.

Como se mencion6 con anterioridad, en el modelo C. elegans la medicién de ingesta no se puede
observar de forma directa y es necesario buscar aproximaciones para medir la misma. Por ello, este
trabajo consistié en establecer protocolos para la medicién de la ingesta en C. elegans que no se

utilizaban en el laboratorio hasta el momento.

El bombeo faringeo en C. elegans implica la succién de liquidos conteniendo bacterias del entorno
mediante la contraccion y relajaciéon de musculos de la faringe. En nuestro laboratorio, el protocolo de

medicion de la frecuencia de bombeo faringeo se encontraba puesto a punto.

Se espera que una mayor ingesta de alimentos se traduzca en una mayor frecuencia de bombeo
faringeo. Este parametro sirve como indicador de la actividad alimentaria, reflejando la tasa de
alimentaci6n'®*'®>, La transparencia de C. elegans permite observar directamente este proceso bajo un
microscopio, lo que facilita el estudio de la ingesta de alimentos mediante la cuantificacién directa de
bombeos por minuto. Un caso ilustrativo donde se emplea la medicién de frecuencia de bombeo para
analizar el comportamiento de ingesta es mediante el estudio de la cepa de C. elegans mutante para el
gen eat-2'*®. Esta cepa exhibe una mutacién que da lugar a un fenotipo caracterizado por una
disminucién en la frecuencia de bombeo faringeo de los gusanos'*. En esta situacidn, la incapacidad
para bombear de manera eficiente afecta la ingesta, resultando en un estado de hambruna®*. Estos

movimientos de alimentaciéon pueden ser regulados por el estado interno del gusano y por sefiales
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ambientales'®*. Los gusanos aumentan la frecuencia de bombeo faringeo cuando estdn hambrientos o
lo disminuyen en ambientes con alta disponibilidad de alimentos'®¢-'®, Esto demuestra su capacidad

de adaptar la ingesta de alimentos a la disponibilidad de los mismos en el ambiente.

La ingesta también puede ser indirectamente evaluada mediante el uso de bacterias que expresan una
proteina fluorescente'®. Para la puesta a punto de la medicion de fluorescencia intestinal, en primera
instancia se us6 la cepa de E. coli OP50 que expresaba la proteina verde fluorescente GFP'®°. Esta
proteina presenta muchas aplicaciones en la biologia celular, como su uso para la visualizacion del
sistema nervioso en C. elegans’®. Sin embargo, como demostramos con anterioridad, el nematodo
presenta autofluorescencia a 503 nm, longitud de onda de emision reportada para GFP'®, Esto se debe
principalmente a que el intestino de C. elegans contiene granulos que autofluorescen en verde y

)170-172_ En el intestino, los

amarillo (lysosome related organelles; LROs, por sus siglas en inglés
liposomas generan un depdsito de lipofuscina que es un marcador para el dafio celular en células
envejecidas'”®. La deposicion se forma durante el envejecimiento de los gusanos o durante
exposiciones a estrés’’®. Ademas, la fluorescencia emitida por los granulos puede interferir con la
interpretacion de resultados cuando se utiliza la proteina GFP durante protocolos de tinciéon intestinal.

Por todo esto no usamos la cepa E. coli OP50-GFP para la medicion de ingesta.

Para continuar con la puesta a punto, se tuvo en cuenta que cualitativamente observamos que los
gusanos no exhibian autofluorescencia roja, por lo cual se seleccioné la proteina dTomato'”*. Esta es
una proteina fluorescente color rojo derivada de Discosoma sp.'’® (género de anémonas marinas rojas).
Exhibe una longitud de onda de emisién de 580 nm. Entonces, utilizando bacterias E. coli OP50 que
expresan dTomato pudimos observar fluorescencia intestinal sin autofluorescencia, para la

observacion del intestino de los nematodos.

Lo siguiente que realizamos fue establecer el tiempo de alimentacién con las bacterias fluorescentes
requerido para la observaciéon de fluorescencia intestinal en los gusanos. De esta manera, si bien
probamos periodos mas largos de tiempo, 15 minutos fueron suficientes para observar el intestino de
gusanos C. elegans completamente llenos de debris de bacterias OP50 que expresaban la proteina
fluorescente dTomato. Dado que los gusanos defecan cada 45-50 segundos cuando hay abundante
alimento, los materiales ingeridos permanecen en el intestino por un lapso de 5 a 15 minutos'®®. En
consecuencia, la intensidad de fluorescencia en el lumen intestinal esta principalmente influenciada
por la ingesta de alimentos (o particulas fluorescentes) ocurrida entre 5 y 15 minutos antes de la
observacion'®. Teniendo en cuenta que este es el tiempo maximo que el alimento permanece en el
intestino y viendo que no se observd un efecto del estrés sobre la intensidad de fluorescencia
intestinal, podriamos pensar que este tiempo fue excesivo. Tras los 15 minutos, el intestino de los

gusanos se encontraria completamente lleno de bacterias, impidiendo observar si hay un cambio en la
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ingesta. Posiblemente deberiamos probar menor tiempo desde la exposicion a las bacterias dTomato

hasta su observacién al microscopio, para ver un cambio en la ingesta.

Los lipidos son esenciales para la vida. Tienen funciones variadas, desde ser componentes de
membranas, o actuar como lipidos de sefializacion, hasta ser reservorio de energia. Cuando el
metabolismo de lipidos esta desregulado conduce a enfermedades como la obesidad y la diabetes tipo

II, que son preocupaciones urgentes de salud publica mundial®

. 94 delos 471 genes relacionados con
el metabolismo lipidico de C. elegans, tienen su contraparte en humanos. Estos ademads estan asociados
con el sindrome metabdlico, la obesidad y la diabetes'”’. Incluso, ya que C. elegans es un modelo
excelente para analizar diversos procesos bioldgicos, es posible que sea un sistema adecuado para

describir el mecanismo de acumulacién de grasa.

Las técnicas utilizadas para esto se separan en dos grupos: la visualizacidén por microscopia o técnicas
bioquimicas. El andlisis de la acumulacién de lipidos en el organismo por microscopia puede realizarse
mediante métodos con colorantes o métodos libres de marca. Los colorantes son econdmicos y una
forma de medir cuantitativamente los niveles de lipidos, como también observar cualitativamente la
distribucion de lipidos en los diferentes tejidos'’®. Ejemplos de estos colorantes son el Nile Red y el Oil
Red 0. Su naturaleza hidrofébica facilita su solubilidad en lipidos y reduce la interaccion con el tejido
circundante. Aunque estos métodos son efectivos para analizar el contenido lipidico en general, no
revelan informacion sobre la composicion quimica de los depositos lipidicos. Esto ultimo debe
realizarse mediante microscopia con métodos libres de marca (Coherent Anti-Stoke Raman
Spectroscopy; CARS, por sus siglas en inglés) o las técnicas bioquimicas como espectrometria de masa,
cromatografia liquida de alta performance (high-performance liquid chromatography; HPLC, por sus

siglas en inglés), ensayos enzimaticos, cromatografia gaseosa, entre otras'*’.

Nile red (9-dietilamino-5H-benzo[a]fenoxazina-5-ona) es un colorante fluorescente que tifie lipidos
neutros como triglicéridos o ésteres de colesterol’’’. Cuando gusanos C. elegans se tifien con Nile Red,
se pueden observar cuerpos lipidicos discretos en todo el intestino y otros tejidos, ya sea en grupos o

distribuidos uniformemente, dependiendo del genotipo del animal o el tratamiento experimental**®'7%,

El Oil Red O (ORO) es un tinte graso soluble utilizado para colorear triglicéridos y lipoproteinas'’. Los
gusanos C. elegans tefiidos con ORO exhiben gotas de lipidos rojas que sobresalen en el cuerpo
transparente del animal, facilitando asi la evaluacién cualitativa de la distribucién de lipidos entre

distintos tejidos mediante microscopia dptica®**.

Una diferencia entre los dos colorantes es el tipo de tratamiento de los gusanos necesario para la
tincion'*’. Mientras que la tincién con Nile Red se realiza sobre los gusanos vivos los cuales son

alimentados con una mezcla de bacterias y el colorante, la tinciéon con Oil Red O es sobre gusanos
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fijados™’. De esta manera, para el primero es necesario un largo periodo de tiempo de exposicién al
colorante para lograr la tinciéon deseada. Otra diferencia es el tipo de lipidos que tifie cada colorante,
como mencionamos hace unos instantes. Si bien ambos tifien lipidos, Nile Red tifie ademas fosfolipidos
lisosomales. Esto podria generar una sobreestimacidon en el andlisis si no se hace una distincién
durante la observacion de la fluorescencia'®’. En este estudio desarrollamos ambos métodos debido a
que se reportd el uso de ambos colorantes en literatura®’'’%; sin embargo, durante nuestra

experimentacion comprobamos que la tincion con Nile Red presentaba mas limitaciones que la tincién

con ORO.

En primera instancia, se puso a punto la técnica de tincién del contenido lipidico intestinal de gusanos
C.elegans utilizando el colorante Nile Red, para medir ingesta que no se utilizaba en el laboratorio
hasta el momento. Mediante la misma se analizé cuantitativamente la cantidad de lipidos intestinales
totales. En gusanos C. elegans el almacenamiento de lipidos en células somdticas va en aumento a
medida que se da el desarrollo del individuo'**. Esto coincide con lo observado ya que la progenie
presentd menor cantidad de contenido lipidico que sus progenitores. Sumado a esto, durante
momentos de escasez de nutrientes, en lugar de recurrir a la glucosa de la dieta, los organismos
aprovechan los lipidos y los aminoacidos almacenados para cubrir las necesidades energéticas del
organismo. Los lipidos se liberan como fuente de energia mediante procesos de lipdlisis y oxidacion de
acidos grasos™®. Por lo tanto, este hecho coincide con observar una disminucion de los lipidos totales
en gusanos que experimentaron deprivacién de alimento. El grupo de gusanos hambreados fue
utilizado como control positivo de nuestra investigacion. Debido a la disminuciéon del contenido
lipidico observada para este grupo con respecto al grupo control, podemos confirmar que la técnica
fue realizada con éxito. Los gusanos de este grupo se encontraban en proceso de utilizar los lipidos
como fuente de energia para sobrevivir tras 6 horas de falta de alimento, tiempo suficiente para que la

glucosa de su organismo se consumiera totalmente.

El estrés térmico es de tipo fisico, poco invasivo y presenta un protocolo para su aplicaciéon poco

180

laborioso. Debido a la bibliografia*®® y a las ventajas recién presentadas, elegimos el estrés térmico

para aplicar durante el desarrollo in utero como factor para modelar la ingesta en los gusanos.

El nematodo C. elegans puede desarrollarse en temperaturas dentro del rango de 12 a 25 °C y sufre
estrés térmico una vez que la temperatura supera los 25 °C'°. C. elegans presenta una respuesta al
estrés conservada con otras especies, que le permite adaptarse a altas temperaturas'®-%2, Se conoce
que la exposicién al estrés crénico (periodo de tiempo prolongado de exposicién a 28 2C) genera la
alteracion de la sefializacion neuronal y la cesacién de la puesta de huevos'®. En coincidencia con esto,
tras la exposicién al estrés térmico agudo, se observamos cualitativamente que los gusanos

presentaban menor deposiciéon de huevos.
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Por otro lado se reporté que el estrés ambiental puede inducir ventajas en la supervivencia que se
transmiten a multiples generaciones, lo que representa una adaptaciéon evolutivamente ventajosa a
nivel de especie. Mas en concreto, el estrés térmico genera el aumento de la sobrevida de la generacién

que es sometida al mismo y hasta cinco generaciones futuras'*

. Ademas, existe evidencia de que un
aumento de la disposicion de serotonina genera resistencia al estrés térmico en los gusanos'®'. En este
trabajo, cuando evaluamos la ovipuesta estimulada con serotonina de los parentales, observamos un
aumento en el numero de huevos, lo que sugiere que el estrés modifica la tasa de ovipuesta. De manera
similar, encontramos que la dieta de mejor calidad (HT115) también indujo una mayor tasa de postura

de huevo con respecto a la dieta de menor calidad (OP50).

Estos resultados sugieren la existencia de un circuito neural complejo en el que la serotonina podria
actuar como mediador entre el estrés térmico y la respuesta reproductiva del organismo. Asi, la
discrepancia en los efectos del estrés en la oviposicion (observada entre el analisis cualitativo durante
el protocolo y la técnica de medicion de ovipuesta con estimulaciéon con serotonina) podria estar
relacionada con la interaccion entre la sensibilidad a la serotonina, la sefializacién neural y la presencia

de estrés en el ambiente.

Durante este trabajo, nuestro objetivo fue analizar los efectos del estrés aplicado durante el desarrollo
embrionario sobre la ingesta de los gusanos. Para ello, la poblacién de interés fue aquella descendiente
de los parentales estresados. En esta poblaciéon, no observamos diferencias en la ingesta del grupo de
gusanos estresados versus el grupo de gusanos control bajo ninguna de las aproximaciones de
medicion. Vale la pena destacar que en la naturaleza los gusanos deben protegerse de una serie de
peligros normales, para lo cual se desarrollaron diversos mecanismos. Uno de ellos es la proteccion de
los embriones mediante la resistencia de los huevos para asegurar la progenie. En el entorno del
laboratorio, los huevos son resistentes tanto a tratamiento con SDS como a tratamiento con NaOH y
lavandina. Todo esto permite inferir que el estrés térmico agudo aplicado durante el desarrollo puede
no haber sido suficiente para observar una respuesta en gusanos adultos. Una alternativa para este
problema seria utilizar estrés térmico crénico, aplicando temperaturas mas altas que su temperatura
optima de cultivo (mayor a 20 °C, pero menor a 33 °C para evitar su muerte) durante un periodo mas
largo de tiempo, incluso abarcando todo el desarrollo embrionario del nematodo (desde la
fecundacion del ovocito, hasta la eclosiéon del huevo). La desventaja que conlleva esto es que debido al
corto tiempo de vida, a que todos los individuos son iguales y que se utiliza una poblacién (cientos de
individuos a la vez) durante la experimentacién, se requiere implementar alguna manera de
diferenciar los individuos estresados de los que no fueron expuestos a estrés. Otra alternativa para el
estrés térmico seria el uso de otro tipo de estrés. Entre los diversos protocolos para inducir estrés en
los gusanos utilizados en nuestro laboratorio podemos mencionar el estrés osmoético (mediante

variaciones en las concentraciones de sales en el medio NGM) y el estrés oxidativo (mediante el uso de
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quimicos como el herbicida paraquat). Estos podrian ser utilizados como opcién en lugar del estrés
térmico. Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos tienen naturaleza quimica y que al
administrar las moléculas estresantes se estdn perturbando vias moleculares relacionadas con la
ingesta directa o indirectamente, dificultando la identificacién de los componentes de la respuesta al

estrés.

La modificacién exagerada de la dieta en seres humanos puede desencadenar trastornos alimentarios,
manifestdndose en una variedad de condiciones clinicas que afectan la alimentacién y la nutricion.
Estos trastornos pueden surgir como resultado de cambios en los patrones alimentarios, la calidad de
los alimentos consumidos o las practicas dietéticas adoptadas'®®'®#'%3, El entendimiento de cémo los
cambios en la dieta pueden influir en la salud nutricional y en el desarrollo de trastornos alimentarios

es fundamental para abordar estos problemas de manera efectiva.

Dado que nuestro objetivo fue posicionar al nematodo C. elegans como modelo para estudiar
trastornos de la conducta alimentaria, investigamos cdmo diferentes dietas pueden afectar la ingesta.
Conocemos que existen cepas de bacterias E. coli estandarizadas para su uso como alimento de estos
nematodos a escala de laboratorio®*®. A su vez, existen diferentes cepas que representan diferente
calidad de dieta ya sea por la disponibilidad de nutrientes como la facilidad para su deglucién,
procesamiento y asimilacion®***¢’, La exposicién a diferentes cepas como alimento causa diversas
respuestas de comportamiento en los gusanos. Por ejemplo, la cepa HB101 se considera de alta calidad
y resulta mas sencilla de ingerir por los gusanos que otras cepas de E. coli. Gusanos alimentados con
esta cepa se desarrollan en menor tiempo y enlentecen su bombeo faringeo. Este comportamiento
también es observado en gusanos que se alimentan con HT115. HB101 y HT115 son cepas derivadas
de E. coli y tienen un origen comun; HB101 es un hibrido B x K12, mientras que HT115 es una cepa
derivada de K12 y deficiente en RNAasa III®*. Ambas cepas son consideradas de alta calidad nutricional
como alimento para los gusanos'®. A pesar de la literatura recién comentada, haciendo uso de las
bacterias HT115 como cepa de alta calidad y OP50 como cepa de baja calidad, no encontramos un
efecto de la calidad de la dieta proporcionada durante el desarrollo in utero y ex utero sobre la ingesta,
midiendo frecuencia de bombeo faringeo. Asimismo, tampoco encontramos un efecto conjunto de la
calidad de la dieta y el estrés durante el desarrollo in utero en relacién con la ingesta. Cabe destacar
que en la literatura mencionada se analiza la ingesta de los gusanos estresados, mientras que en este
trabajo analizamos la ingesta de la descendencia de los gusanos expuestos a estrés, lo cual es una

diferencia considerable.

En este trabajo, también propusimos utilizar la medicién de fluorescencia intestinal para analizar el
efecto de la calidad de la dieta (distintas cepas bacterianas) proporcionada durante el desarrollo in

utero y ex utero sobre la ingesta. Un punto de relevancia es la imposibilidad que hallamos de medir
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fluorescencia intestinal para los gusanos que fueron alimentados con E. coli HT115 durante su
desarrollo. Atribuimos esto al cambio abrupto de calidad de alimento que sufren los gusanos
alimentados con HT115 cuando son cambiados a placas con OP50-dTomato para su observacion bajo
el microscopio. Los gusanos ingeririan cantidades limitadas de las bacterias de OP50-dTomato que no
son suficientes para la observaciéon microscdpica. Consideramos que el cambio de cepa bacteriana
debe hacerse de forma progresiva para permitir un acostumbramiento, o no alimentar a los gusanos
por cierto tiempo para luego introducir una dieta diferente. Sin embargo, estas soluciones implican un
tiempo prolongado de cambio de dieta, durante el cual se perderian los posibles efectos del estrés en
los gusanos. Por ende, no es posible utilizar el protocolo puesto a punto en el laboratorio para la
medicion de fluorescencia intestinal con alimentacién con OP50-dTomato en el caso en que los
gusanos fueran alimentados con HT115 durante su desarrollo. Un nuevo enfoque para solucionar este
problema es la generacién de una cepa de HT115 que exprese una proteina fluorescente®. Sin
embargo, esto requiere de una nueva puesta a punto, ya que durante este trabajo se probé generar
estas bacterias sin éxito. De hecho, OP50 y HT115 requieren una manipulacion genética para inducir la
competencia para la transformacion®. Existe poca evidencia del uso de HT115 expresando una

proteina fluorescente!®,

Se demostré que la suplementacion de la dieta con vitaminas y aminodcidos durante el embarazo
disminuye la susceptibilidad de las hijas a desarrollar trastornos alimentarios®'. Esto se observé tanto
en humanos como en ratones. Para analizar si esta respuesta se encuentra conservada en gusanos,
propusimos suplementar la dieta de los gusanos con distintas vitaminas y aminoacidos para observar

su efecto en la ingesta de la progenie.

En nuestro trabajo encontramos que la suplementacién dietaria aumentaba la ingesta en los gusanos
alimentados con OP50. En particular, estos gusanos presentaron un aumento de fluorescencia
intestinal. Si bien el resultado refleja un aumento en la ingesta, se desconoce la razén del aumento de
fluorescencia intestinal que no correlaciona con un aumento de la frecuencia de bombeo

asociado'®>186,

Como explicamos con anterioridad, durante este trabajo no observamos efectos del estrés térmico
durante el desarrollo in utero sobre la conducta alimentaria de los gusanos. Ademas, se infiri6 que el
estrés térmico agudo utilizado podria no ser suficientemente intenso para generar un efecto notorio en
la descendencia. Una alternativa para solucionar este problema sin variar el tipo de estrés y las
aproximaciones de ingesta utilizadas, seria encontrar nuevas cepas de gusanos para la
experimentacion. Idealmente, las cepas deberian diferir en fenotipos asociados a la ingesta u otros
rasgos de la conducta alimentaria perturbada. Un ejemplo es la cepa de gusanos con el gen eat-2

mutado que expresa un fenotipo de disminucién de bombeo faringeo'*®. De esta manera, se utilizarian
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cepas con fenotipo de ingesta afectado, en la cual los efectos del estrés térmico sobre la ingesta se

podrian observar con mas claridad.

Como fue descripto en la introduccion, C. elegans es facil de manipular genéticamente para investigar
las funciones e interacciones génicas. Una técnica estandar para esto es la interferencia por ARN
(ARNi) que produce la reduccion de los niveles de un determinado ARN mensajero®. Durante este
trabajo, utilizamos esta técnica como una primera aproximacién para observar los fenotipos causados
por el silenciamiento de diversos genes. Los genes seleccionados presentan una asociacién con la
ingesta, con la postura de huevos, con la determinaciéon del sexo de los gusanos y/o con un gen
ortélogo en humanos relacionado con trastornos alimentarios. El objetivo fue delucidar qué genes

podrian ser utilizados en futuras investigaciones para analizar el efecto del estrés sobre la ingesta.

Durante este trabajo, llevamos a cabo la técnica de ARNi para los genes expuestos en la Tabla 1.
Ademss, utilizamos bacterias HT115 con el pldsmido L4440 sin inserto como control negativo, y
bacterias que expresaban ARNdc para elt-2 como control positivo. Elt-2 desempefia un papel
fundamental como factor de transcripcion durante la etapa final del desarrollo del intestino en C.
elegans'. Cuando los gusanos carecen de elt-2 en forma homocigota, se observa una aparente
malformacion o degeneracion de las células intestinales, lo que resulta en la muerte de los individuos
en el estadio larval L1'°*'%3, Por lo cual, confirmamos que el silenciamiento ocurrié correctamente

porque los gusanos alimentados con estas bacterias mostraron un arresto en el desarrollo (Figura 17).

Los resultados preliminares de ARNi sugieren la participacion o no de algunos de los genes silenciados
en el desarrollo. Por lo tanto, para analizar la ingesta realizariamos el silenciamiento de aquellos genes

no involucrados en el desarrollo, como eat-2, ser-1 y npr-39.
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CONCLUSION

En este trabajo de tesis:

° Se pusieron a punto dos aproximaciones para analizar la ingesta: la medicién de fluorescencia
intestinal y el andlisis del contenido lipidico.
° El modelo implementado no nos permitié6 observar un efecto del estrés térmico durante el

desarrollo sobre la ingesta.

° No observamos diferencias en la respuesta al estrés en relacién a la calidad de la dieta (cepas
OP50 vs HT115).
° Observamos un aumento de la ingesta en gusanos alimentados con dietas suplementadas con

vitaminas y aminoacidos.

Si bien, el estrés aplicado no nos permitié perturbar la ingesta, estos ensayos contribuyeron a
desarrollar y optimizar técnicas de evaluacién de la ingesta que previamente no se utilizaban en

nuestro laboratorio.

Este estudio proporciona una primera vision del potencial de C. elegans como modelo para estudiar los
TCA. Para avanzar en nuestro entendimiento de la modulacién de la ingesta, es necesario explorar los
efectos de diferentes tipos de estrés y utilizar diversas cepas de gusanos con fenotipos de ingesta
alterados. Estos hallazgos no solo tienen implicaciones para la comprensién de la biologia basica de
estos organismos modelo, sino que también ofrecen perspectivas sobre los mecanismos subyacentes a

los trastornos alimentarios y al estrés en otros organismos, incluyendo los seres humanos.
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PERSPECTIVAS A FUTURO

° Habiendo puesto a punto el protocolo de tincion de lipidos, se propone analizar el efecto del
estrés y las diferentes dietas sobre el contenido lipidico en C. elegans mediante andlisis cuantitativos
de los lipidos presentes en los gusanos por tinciéon con Nile Red y ORO.

° Realizar un andlisis molecular (qQPCR) para determinar si el estrés térmico induce cambios en
la expresion de genes sensibles al estrés (nmgp-1 o daf-16).

) Ampliar el estudio incluyendo estrés térmico crénico u otros tipos de estrés, como el estrés
oxidativo o el estrés osmdtico, para evaluar sus efectos sobre la ingesta y el comportamiento
alimentario en C. elegans.

° Replicar los experimentos de ARNi para comprobar molecularmente (qPCR) que el
silenciamiento génico ocurra. Analizar los efectos del estrés sobre la ingesta en gusanos con genes

interferidos.

70



CAPITULO V

Materiales y Métodos
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TECNICAS USADAS EN EL MODELO DE C. ELEGANS

Lineas de gusanos

Contamos con la cepa silvestre Bristol N2, solicitada al Caenorhabditis Genetics Center (CGC, USA) y la
cepa rrf-3, sensible a la interferencia de ARNi, cedida gentilmente por la Dra. Collette Britton

(Laboratorio de Veterinaria y Parasitologia, Universidad de Glasgow, Escocia).
Mantenimiento

Las cepas de C. elegans se mantuvieron en condiciones estandar’. Los gusanos se mantuvieron a 20 °C
en placas de Petri con medio NGM-agar y fueron alimentados con una gota de un cultivo de bacterias E.
coli OP50. Para mantenerlos en condiciones 6ptimas, se realizaron repiques 2-3 veces por semana,

transfiriendo un trozo de 4gar con gusanos a una placa fresca con alimento®.

Nematode Growth Medium (NGM): NaCl 3 g; peptona 2,5 g; agar 17 g; CaCl, 1 ml 1 M; KH,PO, 25 ml 1
M; MgS0, 1 ml 1 M; colesterol 5 mg/ml (en etanol 100%) 1 ml; agua c.n.p. 1 1.

Alimento
Cepas de bacterias

Se alimenté a los gusanos con E. coli OP50, E. coli OP50-dTomato (esta cepa expresa la proteina rojo
fluorescente dTomato) y OP50-GFP (esta cepa expresa la proteina verde fluorescente GFP). Ademas se
utilizé E. coli HT115. En este trabajo contamos con dos cepas de E. coli HT115. La primera se utilizd
durante los experimentos conductuales de mediciéon de fluorescencia intestinal y frecuencia de
bombeo. La segunda, que se utilizé6 durante la medicién de contenido lipidico, contiene el plasmido
L4440 que le confiere resistencia a ampicilina y que puede expresar ARNi si presenta la secuencia del

gen de interés (ver apartado de silenciamiento génico por ARN de interferencia mas adelante).
Cultivo de bacterias

Cultivos liquidos frescos (crecidos una noche a 37 °C en agitacién) se utilizaron para la preservacion de

las cepas. Se fraccionaron con glicerol 80%, en un volumen final de 1 ml y se guardaron a -70 °C.

Las bacterias se crecieron a partir de los stocks de -70 °C en LB s6lido (OP50-GFP y HT115), LB s6lido
con ampicilina (HT115-L4440) o LB sélido con estreptomicina (OP50). Se tom6 una colonia y se
realiz6 un cultivo liquido LB (OP50-GFP y HT115), LB-ampicilina (HT115-L4440) o LB-estreptomicina
(OP50), que se incubd a 37 °C ON con agitacidn. Estos cultivos se alicuotaron y se guardaron a 4 °C.

para ser utilizados como alimento, se sembraron 100 pl sobre NGM-agar. La cepa OP50-dTomato se
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creci6 y se mantuvo en cultivos sélidos en LB-agar-ampicilina (véase Figura M2) para luego realizar un

cultivo liquido fresco LB-ampicilina al momento de utilizar la cepa como alimento.

Figura M1: Cultivo de bacterias OP50-dTomato en LB agar. Nétese la coloracion de las colonias

debido a la expresion de la proteina dTomato.
Descontaminacion y sincronizacion

La presencia de hongos, levaduras y bacterias en las placas de C. elegans es comUn y es un problema de
contaminacién. Aunque no representa un riesgo para los gusanos, resulta indeseable para analizar
fenotipos o comportamientos o transferirlos para experimentos. Por esta razon, se implemento el

siguiente procedimiento para descontaminar las placas.
Remocion de bacterias y levaduras

Se tomaron placas con gusanos en sus diferentes estadios: hermafroditas adultos, larvas y huevos. Se
lavaron con M9 estéril a fin de remover todos los gusanos y huevos. Se colecté el liquido en un
eppendorf y se completd el volimen hasta llegar a 750 pl. A este se le agregaron 55 pl de NaOHy 110
pl de lavandina a fin de llegar a un volumen final de 915 pl. Se mezcl6 para integrar los componentes y
se dejo actuar por 5 minutos, agitando eventualmente. Se centrifugé por 1 minuto a 13000 g y se
realizé un lavado con 1 ml de M9 estéril. Se centrifugd nuevamente por 1 minuto a 13000 g, se elimind
el exceso de volumen y se colocd en una placa con medio NGM fresco. Protocolo adaptado de

Porta-de-la-Riva, 2012,

Con este tratamiento, ademas de eliminar bacterias y hongos, se elimina la poblacién adulta y las
larvas, dejando Unicamente los huevos, que son resistentes a la técnica. Este procedimiento permite

sincronizar el tiempo de vida de los gusanos.
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Remocién de hongos

Se removié un trozo de agar de la placa contaminada y se depositd en una placa de NGM fresco y
limpio con alimento. Se permitié que los gusanos se dirigieran a la comida y se tomaron algunos (ya
sea uno por uno o tomando un trozo de agar nuevamente con varios gusanos) para pasarlos a una

nueva placa con medio fresco y alimento.

Este tratamiento no permite la sincronizacién de la poblacidn.
Mantenimiento de stocks

Congelamiento

A fin de preservar las lineas de gusanos obtenidas, se realizaron congelamiento de las mismas. Para
ello se colectaron gusanos de una placa de Petri que contenia gran nimero de huevos y larvas L1 o L2.
La recoleccién se realizé agregando partes iguales de M9 y solucién de congelamiento a la placa;
ambas soluciones estaban estériles. El liquido se colect6 en crioviales y se mantuvieron una noche a
-70 °C en el sistema Thermo Scientific™ Mr. Frosty™ Freezing Container con isopropanol, para luego

pasarlos a nitrégeno liquido.

Solucién de congelamiento: NaCl 20 ml 1 M, KH2P0O4 10 ml 1 M ph 6, glicerol 100% 60 ml, MgS04 0,6
ml 0,1 M, agua 200 ml.

Descongelado

Para descongelar las cepas de interés se tomaron los crioviales del nitréogeno liquido y se
descongelaron a temperatura ambiente. Se centrifug6 cuidadosamente a 200 g por 30 segundos para
eliminar el exceso de solucion de congelado y se depositaron 50-100 ul en una placa de NGM fresca

con alimento.
PROTOCOLOS PARA EL ANALISIS DE COMPORTAMIENTOS

Sincronizacion de la poblacion

Se utiliz6 el procedimiento indicado con anterioridad como “remocién de bacterias y levaduras”. Este
procedimiento permite contar con gusanos en la misma etapa de desarrollo. Luego de 11,5 h, los
huevos recolectados y depositados en placas frescas eclosionaron y al cabo de 3 dias llegaron a la edad

adulta.

74



Diseiio experimental
Tratamiento de estrés

Los gusanos hermafroditas adultos sincronizados se separaron en 2 grupos: el grupo control y el grupo
de tratamiento (estrés térmico). El grupo tratado se expuso a 33 °C durante 1 h (protocolo adaptado de
De Rosa, 2019'%®); mientras que el grupo control permaneci6 a 20 °C. Pasado ese tiempo, se permitio
que los gusanos se recuperaran por 15 minutos a 20 °C y luego se colocaron gusanos de ambos grupos
en placas nuevas individuales frescas con alimento a 20 °C por 2 horas para que depositen huevos.
Transcurridas las 2 h, se descartaron los adultos. Se permiti6 que los huevos se desarrollen a 20 °C
hasta llegar a la etapa adulta y fueron estos los individuos en los que evaluamos las consecuencias del
estrés térmico sufrido por las hermafroditas parentales. De este modo, estos individuos fueron
expuestos al estrés durante su desarrollo in utero. En el estadio adulto, se evaluaron los

comportamientos de ingesta. El protocolo completo se esquematiza en la Figura M2.

Remocién de
los adultos
~d M9
~ NaOH Control (20°C) - - N
= Lavandina - = S
/' \
- 4 dias F i
o AT ; x1hs Adul:]osa - Fla R Ensayos
p S— PohenZLSVeS desarrollarse conductuales

~ Estrés (33°C) x 2hs

Sincronizacién

Figura M2: Protocolo de tratamiento de estrés térmico esquematizado. Imagen creada en

Biorender.
Cambio en calidad dietaria

Los gusanos fueron crecidos en placas con alimento de diferente calidad. Se utiliz6 la cepa E. coli OP50
como alimento de baja calidad y alimento control. Mientras que se utiliz6 la cepa E. coli HT115 como
alimento de alta calidad. El cambio de dieta fue realizado desde el comienzo del protocolo de estrés
térmico, como se muestra en la Figura M3. Se agreg6 una gota de cultivo liquido de la cepa bacteriana
HT115 a la placa con huevos sincronizados, en lugar de las bacterias estandarizadas OP50. Luego se

utilizé la misma cepa para alimentar a los gusanos hasta realizar los ensayos conductuales.
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Figura M3: Protocolo de tratamiento de estrés térmico esquematizado, mostrando el cambio de

cepa bacteriana para el alimentado de los gusanos. Imagen creada en Biorender.
Suplementacion dietaria

Los gusanos fueron crecidos en placas conteniendo mezclas de alimento (cultivo bacteriano) y
vitaminas. Las vitaminas fueron B12 (cobalamina) (Glentham) 1 mg/ml, acido félico (vitamina B9)
(Glentham) 4,4 mg/ml y L-metionina (Sigma) 0,5 mg/ml. La suplementacién con vitaminas fue
realizada durante todo el tratamiento de estrés, desde la sincronizacién de los parentales hasta el

anadlisis conductual. Las mezclas fueron diferentes segtin el protocolo de medicidn realizado:

° Mediciéon de frecuencia de bombeo: Se utilizé vitamina B12 y acido félico. Se realizaron 3
mezclas: una con B12 y cultivo de bacterias, otra con acido félico y cultivo de bacterias, y la dltima con

B12, Aacido félico y cultivo de bacterias.

° Medicién de intensidad de fluorescencia intestinal: Se utilizé vitamina B12, acido félico y

metionina. Se realiz6 una tinica mezcla con B12, acido félico, metionina y cultivo de bacterias.

En ambos casos, se sembraron 60 pl de la mezcla respectiva (bacterias mas suplemento) en las placas.
Ademas, el control negativo fue el uso de cultivo de bacterias sin vitaminas. El cambio de dieta fue
realizado desde el comienzo del protocolo de estrés térmico, como se muestra en la Figura M4. Se
agregd una gota de las respectivas mezclas a la placa con huevos sincronizados, en lugar de las
bacterias estandarizadas OP50. Luego se utilizé la misma mezcla para alimentar a los gusanos hasta

realizar los ensayos conductuales.
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Figura M4: Protocolo de tratamiento de estrés térmico esquematizado, mostrando el agregado de

suplementacion al alimento de los gusanos. Imagen creada en Biorender.
Evaluacion de ingesta
Se realizé mediante las siguientes aproximaciones:
a. Medicion de frecuencia de bombeo faringeo

Gusanos adultos de la cepa silvestre N2 provenientes del grupo control o de estres termico fueron
depositados en placas frescas con NGM-agar y césped bacteriano (cepa y suplementacion dependiente
del experimento) y se permiti6é que se alimentaran por 30 minutos. Pasado ese tiempo, fueron filmados
usando una cdmara FlyCap (Media Cybernetics) para adquirir una serie de imagenes TIFF con
magnificacién 40X y 30 fps por 15 segundos (ver video suplementario). Un minimo de 10 gusanos
fueron filmados por condicién. La obtencion de imagenes fue realizada por la Dra. Eliana Fernandez. El
bombeo faringeo se midi6 utilizando el software Image] y utilizando el movimiento del triturador
faringeo como indicador visual (véase Figura M5). Se conté la frecuencia de bombeo faringeo para 15
individuos de cada placa, con 3 placas por condicién. A partir de los videos, se cuantific6 cuantas veces
por segundo se desplazé el triturador para obtener la frecuencia de bombeo de cada individuo. La
faringe actia como una bomba muscular que mueve los alimentos hacia el intestino, donde se lleva a
cabo la digestion y la absorcién de nutrientes. Por lo tanto, a medida que aumenta la frecuencia de

bombeo, aumenta la ingesta de alimento de los gusanos.
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Figura M5: Demostracion de como se observa un bombeo en imdgenes. Las imdgenes son frames con
diferencia de 0,1 segundo entre cada una. La linea roja estd fijada a la misma altura en todas las
imdgenes. Las flechas negras indican el triturador en su composicion relajada, mientras que la flecha roja

indica el triturador en su composicion contraida.
b. Medicion de intensidad de fluorescencia intestinal

Gusanos de la cepa silvestre N2 provenientes del grupo control o de estres termico fueron transferidos
a placas con medio NGM-agar fresco conteniendo 200 pl de cultivo de bacterias (cepa y
suplementacion dependiente del experimento), rodeado por un aro de cobre (el cobre repele a los
gusanos e impide que se alejen de la comida). Se permitié que los gusanos se alimentaran durante 15
minutos. Para su observaciéon al microscopio, se sembré una gota de agarosa 1 % sobre un
portaobjetos. Luego, se transfirieron los gusanos sobre el pad de agarosa utilizando un ansa. Debido a
que el movimiento de los gusanos impide su visualizacidn, se utilizé6 NaN; 0,2M para inmovilizarlos. Se
cubri6 cada preparado con un cubreobjetos. Los preparados se observaron bajo un microscopio de
epifluorescencia Nikon E600 con objetivo 10X, aumento final de 40X. Se tomaron imagenes de
epifluorescencia y contraste de fase de cada gusano. Un minimo de 10 gusanos fueron fotografiados
por condicién. Se cuantific6 la intensidad de fluorescencia intestinal con el programa Image] (ver mas
abajo). Se obtuvo la intensidad de fluorescencia intestinal para 15 individuos de cada placa, con 3
placas por condicién. El protocolo completo se esquematiza en la Figura M6. A medida que aumenta la
fluorescencia intestinal en C. elegans, indica un mayor nivel de ingesta de bacterias fluorescentes,
estableciendo una relacién donde la intensidad de la fluorescencia est4 directamente relacionada con

la cantidad de alimento consumido.
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Figura M6: Protocolo para medicion de intensidad de fluorescencia intestinal. Imagen creada en

Biorender.
c. Medicion de contenido lipidico

Pusimos a punto dos protocolos de mediciéon de contenido lipidico total. En periodos de escasez de
nutrientes, los organismos dejan de depender de la glucosa dietética y utilizan los lipidos y
aminodacidos almacenados para satisfacer sus demandas energéticas. Los lipidos son liberados como
fuente de energia a través de procesos de lipdlisis y oxidacion de acidos grasos. Durante la escasez de
nutrientes, la ingesta de los organismos se ve alterada, estableciendo asi una relacion directa entre el
contenido lipidico total y la ingesta, de modo que un mayor contenido lipidico implica una mayor

ingesta del organismo.
Tincién con Nile Red:
Nile red es utilizado para tefiir lipidos neutros como triglicéridos o ésteres de colesterol.

Se tomd una placa de NGM conteniendo todos los estadios de gusanos de la cepa silvestre N2 y se
colectaron los huevos haciendo uso del método de sincronizaciéon de la poblacién. Los huevos se
depositaron en una placa fresca de NGM conteniendo OP50 como alimento mezclado con el colorante
Nile Red (Invitrogen) 41 ng/mL y se permitio su desarrollo durante 4 dias. Luego, se tomd los gusanos
hermafroditas adultos y se los dividi6 en tres grupos: un grupo control; un grupo al que se lo expuso a
estrés térmico: una hora de exposiciéon a 33 °C; un grupo al que se privé de alimento por 6 horas, para
provocarles hambruna. Ademads, se colectaron gusanos adultos jovenes progenie de los gusanos
control. De esta manera, todos los gusanos resultantes fueron tefiidos haciendo uso del colorante Nile
Red, con el cual estan en contacto. Al utilizar el colorante mezclado con el alimento, los gusanos lo
ingieren y se tifien las estructuras celulares esféricas del mayor érgano almacenador de lipidos en C.
elegans, el intestino'®’, Este colorante emite luz fluorescente roja que es utilizada para la observacion y

cuantificacién de lipidos bajo el microscopio de epifluorescencia’®. Se tomaron imagenes de campo
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claro y fluorescencia de cada gusano tefiido con esta técnica. Se cuantifico la intensidad de
fluorescencia intestinal con el programa Image] (ver mas abajo). Se obtuvo la intensidad de
fluorescencia intestinal para 3-7 individuos de cada placa, con 1 placa por condicion. Se utiliz6 el

protocolo adaptado de O’'Rourke’®’.

Tincién con Oil Red O:

El Oil Red O es un tinte graso soluble utilizado para colorear triglicéridos y lipoproteinas.

Gusanos de la cepa silvestre N2 provenientes del grupo control o de estrés térmico fueron transferidos
de sus cultivos a tubos con 1 ml de PBS-Tween. Se centrifugdé a 560 rpm por 1 min y se descart6 el
sobrenadante dejando 100 pl de pellet. De la misma forma, se realizaron 3 lavados con PBS-Tween. Se
afiadié 1 ml de PBS-Paraformaldehido 1% y se lo incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente. Se
descart6 el paraformaldehido . Se anadi6 1 ml de PBS y se realizaron 3 rondas de congelado (en
nitrégeno liquido) por 10 minutos y descongelado (en termobloque a 37 °C) por 10 minutos. Se
descart6 el PBS y se afiadi6 isopropanol 60% y se lo incubé por 10 minutos en agitacién. Se descart6 el
isopropanol y se afiadieron 600 pl de solucién de trabajo de Oil Red O (Glentham) 60% (en
isopropanol) y se lo incubd ON en agitacién. Se centrifug6 a 560 rpm por 1 min y se descart6 el
sobrenadante dejando 100 pl de pellet. Se afiadié 1 ml de PBS y se centrifug6 a 560 rpm por 1 min. Se
descart6 el sobrenadante dejando 100 ul de pellet, al cual se le afiadi6 glicerol 100%, para obtener una
solucién de montado PBS-glicerol 30%. De esta manera, se obtuvieron gusanos teflidos con el
colorante Oil Red O. Este tifie el contenido lipidico de color rojo, permitiendo que sea observado bajo el
microscopio de campo claro. Se deposit6 1 gota de 20 pl de la solucién conteniendo gusanos sobre un
portaobjetos y se lo cubri6 con un cubreobjetos para ser observado bajo microscopio de campo claro.
Se obtuvieron imagenes de campo claro para cada gusano. Un minimo de 10 gusanos fueron
fotografiados por condicién, para obtener un protocolo final de tincién. Se utilizé el protocolo

adaptado de Escorcia et al.'’®,

Analisis de imagenes de microscopia para medicién de fluorescencia intestinal

Para medir intensidad de fluorescencia se seleccionaron regiones de interés (region of interest, ROI;
por sus siglas en inglés). Sobre la imagen de cada gusano, se trazé una linea que recorre todo el
intestino desde la faringe (a partir de la unién faringe-intestino) hasta el ano (ROI 1) y se selecciond la
totalidad del gusano (ROI 1). La ROI 1 se utilizd para la medicién de fluorescencia intestinal con
OP50-dTomato y la ROI 2 se utiliz6 para el analisis del contenido lipidico con Nile Red. En cada imagen,
se midié la intensidad de fluorescencia total sobre la seleccién. Luego, se movi6 la seleccién hacia el

fondo, donde no se encontraba el gusano, y se midi6 la intensidad de fluorescencia del background. Se
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normalizéd cada medicién realizando en cociente, mediante el siguiente calculo: Intensidad de

fluorescencia en el ROI / Intensidad de fluorescencia en el fondo.
Ovipuesta

Gusanos de la cepa silvestre N2 hermafroditas adultos, provenientes de un grupo tratado con estrés
térmico y un grupo control, fueron depositados en pocillos con medio M9 o con serotonina a una
concentracion de 35 mM. Los pocillos tenian una forma redondeada que permitié visualizar la
cantidad de huevos depositados, ya que estos decantaron hacia el fondo de los mismos. La serotonina
activa las neuronas encargadas de controlar los musculos responsables de la postura de los huevos.
Después de 60 y 120 minutos, se contaron los huevos bajo la lupa. Se comparé el nimero de huevos
depositados entre el grupo tratado y el de control en presencia o ausencia de serotonina. Cada placa
fue evaluada por triplicado en 4 experimentos independientes. Se colocaron 8 gusanos hermafroditas

de cada condicidén por pocillo.
Silenciamiento génico por interferencia de ARN (ARNi)

Para este ensayo, se utilizé la cepa rrf-3, que es knock-out para mediadores negativos del ARNi. Un

esquema simplificado del protocolo se observa en la Figura M7.

La cepa de bacterias utilizadas es E. coli HT115 que contiene el pldsmido L4440 (Figura M7). El
plasmido en cuestion es un vector de expresion que permite que las bacterias expresen el ARN doble
cadena (ARNdc) de interés. Las secuencias codificantes se incluyen en el plasmido sin las regiones 5’ y
3’ no codificantes (UTR) y bajo el promotor de la polimerasa viral T7. El gen de la polimerasa se
encuentra insertado en el genoma bacteriano y es inducible por isopropil-p-D-tiogalactopiranésido
(IPTG). Ademas, la cepa HT115 no expresa la ARNasa 11, lo que evita la degradacion del transcripto. En
este caso el plasmido se encontraba vacio, para ser utilizado como control. Al momento de realizar la
técnica de ARNi se utilizaron cepas de E. coli HT115 conteniendo pladsmidos que expresaban el ARNdc

para el silenciamiento de los genes: elt-2, eat-2, nhr-64, nhr-35, nhr-69, ser-1, dop-3 y npr-39.
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Figura M7: Vector L4440. Este vector contiene un sitio de clonado multiple, donde se insertan las
secuencias de los genes que se desea silenciar por esta técnica. La expresion de dichos genes se encuentra
regulada por un promotor del virus T7. Tiene resistencia a ampicilina para permitir la seleccién de las

bacterias y la mantencién del pldsmido.

De esta manera, se realizaron cultivos liquidos de LB-ampicilina-tetraciclina que se inocularon con los
diferentes clones de HT115 con los plasmidos de interés. Los cultivos se incubaron over-night en
agitacidn a 37°C. Luego, se utilizaron estos cultivos para sembrar placas frescas de NGM con IPTG, para
la induccion over-night a temperatura ambiente de la expresion de ARNdc. Ademas se utiliz6 un cultivo
de E. coli HT115 con el plasmido L4440 vacio como control negativo y un cultivo de E. coli HT115 con
el plasmido para expresién del gen elt-2 como control positivo. Al tercer dia, las placas de NGM con
bacterias HT115 se utilizaron para realizar el silenciamiento génico en los gusanos. En cada placa se
depositaron de 5 a 8 gusanos hermafroditas adultos jévenes de la cepa rrf-3. Se permitié que los
mismos se alimentaran durante 4 dias. Pasado ese tiempo se realizaron los andlisis conductuales y

poblacionales.

Bacterias E. coli HT115 que expresaban el ARNdc de interés o control fueron cultivadas en placas
conteniendo LB-agar con ampicilina 100 mg/ml y tetraciclina 12.5 pg/ml a 37 °C ON. Luego se realizd
un cultivo liquido a partir de una tinica colonia, se us6 medio LB conteniendo ampicilina 100 mg/ml y
se lo creci6 a 37 °C ON. Se sembraron 150 pL del cultivo en placas de NGM-agar para ARNj,
suplementado con ampicilina 100 mg/ml e IPTG (Glentham) 1M (el IPTG induce la expresion del
ARNdc). Las placas fueron secadas ON a temperatura ambiente para permitir la inducciéon de la
expresion del ARNdc. Luego, gusanos L4 y hermafroditas adultos jévenes sincronizados se
transfirieron a las placas de NGM sembrado con bacterias para ARNi. Se los incub6 a 20 °C y se esper6

a que los gusanos pusieran huevos y estos maduraran hasta el estadio L4. En este punto se realizaron
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los analisis conductuales y poblacionales. Para todos los experimentos se utilizé una cepa E. coli HT115

conteniendo el vector L4440 sin inserto como control negativo.

Gen de interés

L4440

‘ Transformacion

Bacterias
HT115
C. elegans rrf-3 transformadas
hermafrotidas
adultos
NGM con IPTG

para induccién de
expresion de
ARNdc

'
\> L_i—__ﬁ__—_:J Alimentado

C. elegans con
ARNdc en sus células

!

Ensayos conductuales y
poblacionales

Figura M8: Esquema simplificado de la técnica de silenciamiento génico por ARN por alimentado.

Imagen creada en Biorender.

Analisis estadistico de los datos

Los graficos se generaron con el programa GraphPad Prism versién 5.0 (GraphPad Software, California,

USA). Se utiliz6 un intervalo de confianza de 5%. Los test estadisticos utilizados para cada figura se

indican en el epigrafe de la misma, junto con el valor p.
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ANEXO

Tabla Suplementaria 1: Listado de genes seleccionados, con su respectivo cédigo y el cédigo del clon

bacteriano que contiene el plasmido de expresion de dicho gen.

Gen Codigo del gen Codigo del clon bacteriano
eat-2 Y48B6A.4 I1-9E17
ser-1 F59C12.2 F59C6.2
nhr-64 C45E1.1 [-1M14
nhr-69 T23H4.2 [-4N18
nhr-35 C07A12.3 X-2P13
dop-3 T14E8.3 No existe clon bacteriano
npr-39 F57A8.4 V-7A13
mod-5 Y54E10BR.7 1-9A20
rsks-1 Y47D3A.16 [1I - 8C23
fog-2 Y113G7B.5 No existe clon bacteriano

Video Suplementario 1: Video de un gusano C. elegans hermafrodita adulto control alimentandose de
césped de bacterias E. coli OP50. Video representativo de los utilizados para medir la frecuencia de

bombeo faringeo.

https://drive.google.com/file/d/1cHucz3krifaYbjoe0B91L mOBgMFaGDw/view?usp=sharing
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