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Abreviaturas

CGC Caenorhabditis Genetics Center, University of
Minnesota, USA

C. elegans.......cccocvuvniiviiirnriiirininiiennenna, Caenorhabditis elegans

L Bucle citoplasmatico

L Carboxilo terminal

CXA0. ..o Conexina 40

CXA . Conexina 43

CXAS. Conexina 45

DT Dia 1 adulto

D Dia 5 adulto

DNA Acido desoxirribonucleico

DNC...c Cordoén nervioso dorsal

DRG...co Ganglio de la raiz dorsal

Bl Pico 1 de excitacion

B Pico 2 de excitacion

E.cOliOP50.....cccoeiiiiiiic i, Cepa de Escherichia coli

ECV e Enfermedades cardiovasculares

EFG. . Electrofaringeograma

EPSP.. Potencial postsinaptico excitatorio

FA. Fibrilacion auricular

FUDR. ..., 5-fluoro-2"-desoxiuridina

GAP. ., proteinas activadoras de trifosfatasa de guanosina

GFP. Proteina verde fluorescente

HE o Head First

IPSPS. .. Potenciales postsinapticos inhibitorios

SO, Isoproterenol

K Potasio

KV Canal de potasio dependiente de voltaje

LT Estadio larvario 1

L. Estadio larvario 2

L Estadio larvario 3

LA Estadio larvario 4

LNC. . Lipofuscinosis neuronal ceroidea juvenil

ML/IST.. Dominio transmembrana 1

MAISA. ..., Dominio transmembrana 4

MB/SB.....coeieiiiiiiii Dominio transmembrana 6

NGM. ..o Nematode Growth Medium

NT Extremo amino terminal

OMS .. Organizacién Mundial de la Salud

PAG. ..o Ganglio preanal

R Pico 1 de relajacion

R Pico 2 de relajacion

RPM. .. Revoluciones por minutos

RVG. ..o Ganglio retrovesicular

TF Tall first

U. S Unidades de superficie

VNC. . Cordén nervioso ventral

Palabras claves: Caenorhabditis elegans, electrofaringeograma, DA464, DA1426,
enfermedades cardiovasculares
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Resumen

Las enfermedades cardiacas son la principal causa de muerte a nivel mundial y el
principal factor de riesgo son las mutaciones genéticas. La fibrilacién auricular y el
sindrome de LQT, son causados por alteraciones en la conexina 40 y en canales de K*
dependientes de voltaje. Las cepas DA464 y DA1426 de C. elegans, permiten el estudio
de estas enfermedades respectivamente. En el trabajo de fin de master se ha estudiado
el desarrollo, la fertilidad, la esperanza de vida, las afectaciones del bombeo faringeo y
el efecto de farmacos en el bombeo faringeo de las cepas mutantes en comparacion
con la cepa control N2. Los nematodos DA464 tuvieron un desarrollo y una fertilidad
similar al control, sin embargo, son mas pequefos y la esperanza de vida es un 24%
menor que el control. No presentaron alteraciones en el bombeo faringeo y el
tratamiento con isoproterenol 100 uM empeora el fenotipo. La cepa DA1426 present6
un desarrollo mas lento respecto al control y son mas pequefios. La tasa de
reproduccion de la cepa mutante fue menor en los 3 primeros dias, comparada con la
de los N2 y la esperanza de vida es un 9% menor que la cepa control. Los nematodos
DA1426 presentaron marcadas diferencias en el bombeo faringeo y el tratamiento con
isoproterenol 100 uM no rescata el fenotipo.

Abstract

Heart diseases are the leading cause of death worldwide and the main risk factor is
genetic mutations. Atrial fibrillation and LQT syndrome are caused by alterations in
connexin 40 and voltage-gated K+ channels. The C. elegans strains DA464 and DA1426
allow studying both diseases, respectively. In this master's dissertation, the
development, fertility, life expectancy, and alterations, the effects of drugs on pharyngeal
pumping of the mutant strains have been studied and compared to the control strain N2.
The DA464 nematodes presented a similar development and fertility compared to the
control; nevertheless, they were smaller and the life expectancy was 24% less than the
control. They did not present alterations in pharyngeal pumping and treatment with 100
UM isoproterenol worsens the phenotype. On the other hand, the DA1426 strain showed
a slower development compared to the control, and they were smaller. The reproduction
rate of the mutant strain was lower than the one presented by the N2 strain during the
first 3 days. Moreover, the life expectancy was 9% lower than the control strain. DA1426
nematodes showed remarkable differences in pharyngeal pumping and treatment with
100 puM isoproterenol did not rescue the phenotype.



1. Introduccidn
1.1 Enfermedades cardiovasculares

1.1.1 Etiologia de la enfermedad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las enfermedades cardiovasculares
(ECV) como un conjunto de trastornos del corazén y de los vasos sanguineos. Las ECV
son enfermedades cronicas que a lo largo de los afios evolucionan gradualmente.
Durante mucho tiempo éstas son asintomaticas y los primeros sintomas aparecen
cuando la enfermedad esta avanzada, aunque en algunos casos la muerte subita puede
ser el primer sintoma (1).

La principal causa de defuncién a nivel mundial son las ECV, responsables del 16% del
total de muertes en el mundo (2). En 2017, constituyen la principal causa de muerte en
Espafia con un 29%, teniendo una incidencia de 263 personas por cada 100.000
habitantes (3).Se estima que para el 2030, 23,6 millones de personas moriran por ECV,
con una tendencia a disminuir la mortalidad y la incidencia en el sur de Europa. (4).

La fibrilacion auricular (FA) es la arritmia cardiaca sostenida mas comun, se caracteriza
por actividades eléctricas rapidas y erraticas en el miocardio auricular. Esto provoca un
deterioro de la contractilidad de las auriculas promoviendo la formacién de coagulos y
apoplejia trombotica (5). Existen factores genéticos que juegan un papel importante en
el desarrollo de esta enfermedad, tal es el caso de genes que codifican para proteinas
estructurales, factores de transcripcion, uniones de proteinas activadoras de trifosfatasa
de guanosina (GAP), entre otros. Los canales de union GAP se localizan en los miocitos
y son los encargados de la rapida propagacion de los potenciales de accién en el
miocardio auricular (6). Las proteinas de union GAP que se localiza en las auriculas
cardiacas son la conexina 40 (CX40), la conexina 43 (CX43) y la 45 (Cx45), las dos
primeras se expresan en los miocitos auriculares (7) y permiten la formacién de las
uniones GAP. La mutacién en cualquiera de las dos proteinas, provoca que el potencial
de accion se propague mas lento y que haya una mayor vulnerabilidad a las arritmias
producidas en las auriculas (6).

El sindrome de QT largo (LQT), se define por ser una enfermedad autosémica recesiva
hereditaria caracterizado por trastornos heterogéneos electrofisiol6gicos cardiacos.
Esta anomalia se manifiesta en el electrocardiograma como una prolongacion del
intervalo QT y existe una repolarizacion retardada del potencial de accién de los
cardiomiocitos. Una de las principales causas de esta enfermedad es la presencia de
mutaciones en canales de potasio dependientes de voltaje (8).

1.1.2 Canales de Potasio (K*)

Los canales de K* comenzaron a evolucionar desde que comenzé la vida y se
encuentran en casi todas las células vivas, incluyendo las bacterias (9). Las principales
funciones de estos canales son: el establecimiento del potencial de membrana, la
participacion en la actividad eléctrica y dindmica de las neuronas, en la modulado de la
respuesta inmune y en el control de la funcion intestinal (10). Sus diversas funciones
son posibles debido a su gran diversidad, que incluye 12 familias bien conservadas
como se muestra en la Figura 1. La principal caracteristica entre todas las familias es
gue presentan una secuencia conservada denominada dominio P que forma el filtro
selectivo de K*(11). Los canales de K* tienen una estructura simétrica o semi-simétrica
y requieren 4 dominios P por canal.
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Figura 1: Familias de canales de K* (9).

Los canales de K* activados por voltaje son la clase mas numerosa de canales con 6
hélices transmembrana. Esta familia esta compuesta por 36 genes, que se encuentran
divididos en dos tipos de miembros: estructurales y funcionales. Los estructurales estan
compuestos por los Kv: KCNA (Familia Kv1), KCNB (Kv2), KCNC (Kv3), KCND (Kv4),
KCNQ (Kv7), KCNH (Kv10, Kv11, Kv12, EAG y ERG. Los miembros funcionales son los
modificadores de los canales de K* dependientes de voltaje: KCNF (Kv5), KCNG (Kv6),
KCNV (Kv8) y KCNS (Kv9) (9).

En el nematodo se expresan 70 genes que codifican canales de potasio, de los mas de
19.000 genes del genoma. Este niumero de genes es elevado para un animal con un
pequefio sistema nervioso de tan solo 302 neuronas. Muchos de estos canales se
expresan no solo en neuronas sino también en otros tipos de células (10).

1.1.3 KCNF-1

El gen kenf-1 se expresa en humanos, se encuentra ubicado en el brazo corto del
cromosoma 2 y codifica para proteinas de los canales de potasio dependientes de
voltaje (Kv). En la Figura 2 se muestra la estructura de la proteina, que esta formada por
seis dominios transmembranas (S1-S6). El S4 es caracteristico de los canales
dependientes de voltaje ya que forma parte del sensor de voltaje, muestra seis residuos
cargados positivamente y presenta un residuo hidrofébico H5 que entra y sale de la
membrana desde el exterior. El lazo S5y S6 tienen la secuencia tipica de un canal i6nico
selectivo de potasio (14). Este gen es un ortélogo del gen exp-2 expresado en C.
elegans.

extracellular

cytosol

\

minkK

Figura 2: Estructura de kcnf-1. Figura modificada de Tamargo, 2003 (15).

El exp-2 al igual que kcnf-1, codifica para una subunidad Kv que actia como un
rectificador andmalo, que tiene propiedades andmalas. La cinética de este canal es
claramente diferente a la de la familia Kv, donde se muestra una activacion dependiente
de voltaje relativamente rapida. Sin embargo, en exp-2 se observa una activacion mas
lenta y una rapida inactivacion al finalizar la fase de meseta (13, 16). Estas propiedades
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cinéticas hacen que este canal se asemeje al canal HERG aunque estructuralmente no
estén relacionados, estas evidencias indican que el mecanismo de rectificacion hacia
adentro ha evolucionado de forma independiente en dos canales con la misma funcién
pero estructuralmente diferentes (16, 17).

1.1.4 GJAS

El gen gja5 se expresa en humanos y se encuentra localizado en el cromosoma 1y la
proteina codificada es la CX40, que es un componente de las uniones GAP. En la
Figura 3 se muestra la estructura de la conexina, que esta formada por cuatro
dominios transmembrana (M1-M4), dos dominios extracelulares (E1-E2), un bucle
citoplasmaético (CL), el extremo amino terminal (NT) y el extremo carboxilo terminal
(CT). Seis conexinas idénticas o diferentes se oligomerizan para formar los
hemicanales, que se unen y forman las uniones GAP (18, 19). La CX40 est4 formada
por hemicanales heteroméricos, dando lugar a uniones GAP heterotipicas (20).
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Figura 3: A: Topologia de la conexina en la membrana plasmética. B: Canales de uniones GAP
y su nomenclatura (20).

Este gen se expresa en células endoteliales, en células vasculares del masculo liso
coronario, en los cardiomiocitos auriculares y en el sistema de conduccion cardiaca (21).
Los polimorfismos en CX40 afectan la expresion de conexina o la funcién del canal de
unién GAP, aumentando la susceptibilidad a la fibrilacion auricular (FA) (22). También,
se han relacionado con la FA las mutaciones somaticas y de la linea germinal dentro de
las regiones codificantes del gen CX40 (23). A pesar de que este gen no se encuentra
conservado en C. elegans, esta enfermedad se puede estudiar en este modelo animal.
Esto es debido a que en C. elegans se expresa el gen eat-5, donde los polipéptidos
codificados son componentes estructurales de uniones GAP, andlogas a las conexinas
de vertebrados (24).

1.2 Caenorhabditis elegans

1.2.1 Modelo de investigacion

El Caenorhabditis elegans, es un nematodo de vida libre que en la década de los 60 fue
establecido por Sydney Brenner como un modelo animal en la investigacion (25). Debido
a la secuenciacion completa de su genoma en 1998 (26) y a que presenta proteinas,
genes y vias homologas con el ser humano, es un modelo de investigacion que se utiliza
en diferentes campos como: la genética, la toxicologia y la neurociencia entre otros (27).

Las caracteristicas bioquimicas y biolégicas del nematodo le permiten estar en ventaja
respecto a otros modelos de animales. Dentro de éstas destacan el corto tiempo de
reproduccion y de vida, 3 dias y 3 semanas respectivamente, la temperatura a la que se
desarrolla (20 °C), la capacidad de autofecundacion, la longitud del cuerpo (1 mm), la
facilidad de mantenimiento en el laboratorio y la dieta con E. coli OP50 (28). La
transparencia de su cuerpo permite el uso de proteinas fluorescentes en estudios “in
vivo”, facilitando la identificacion de mutaciones, o la deteccién de los niveles de Ca**
en las neuronas, entre otros. También, presentan dimorfismo sexual donde el 99% son
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hermafroditas y el 1% machos y su gran capacidad de reproduccion (200-300 huevos)
permiten la produccion de individuos a gran escala en un corto periodo de tiempo (29).

1.2.2 Ciclo de vida y desarrollo

El ciclo de desarrollo de C. elegans comienza por la embriogénesis con un tiempo de 16
horas seguido de cuatro fases larvarias. Durante la embriogénesis el huevo esta cubierto
por una capa impermeable que permite al embrion su desarrollo independiente de la
madre y que consta de 24 células (29). Las cuatro fases larvarias que van desde L1
hasta L4, se diferencian facilmente debido a sus caracteristicas. El paso de una fase a
otra esté determinado por un periodo de inactividad o letargo en el que se reemplaza la
cuticula vieja por una nueva (Figura 4) (30):

e Fase L1: Se caracteriza por tener una longitud de 250 pum y un tiempo de
duracién de aproximadamente 12 horas. Debido a su pequefio tamafio no se
pueden identificar los 6rganos.

e Fase L2: Tiene un tamafio de 360 pm aproximadamente, tienen una mayor
complejidad interna, con un tiempo de duracién de 8 horas aproximadamente.

o Fase L3: Presentan un tamafio de 500 um aproximadamente con un tiempo de
duracion de 8 horas. En esta etapa las estructuras internas presentan una alta
diferenciacion.

e Fase L4: Tienen un tamafio de aproximadamente 650 um, se caracteriza por
presentar una media luna blanca a mitad del cuerpo. El tiempo de duracién es
de 10 horas aproximadamente.

Posterior a las fases larvarias, el nematodo sigue desarrollandose hasta llegar a adulto
pasando previamente por adulto joven. En estado adulto es donde alcanza su mayor
tamafio llegando a medir aproximadamente 1 mm. Una caracteristica relevante del
nematodo es que durante la fase larvaria L1 si hay situaciones de estrés como altas
temperaturas o falta de alimento, el C. elegans pasa a un estado Dauer. Es un estado
de resistencia en que el tamafio del cuerpo y la movilidad se encuentran disminuidos,
ademas tienen una cuticula diferente. Esta fase le brinda resistencia durante
aproximadamente 4 meses. Una vez que se reanudan las condiciones normales pasa a
la fase larvaria 4 y continta hacia adulto joven (31).

Adult (1110-1150 pm)

/‘; N (37";7\4, ' >

in utero development

Young adult - 105 laid at Gastrula
00-940 pm) approximately 30-cell

490-510 pr
—a Predaver (L2d) s B0

Ao Ablae

Figura 4: Representacion del ciclo de vida del C. elegans (32).



1.2.3 Sistema Muscular

El C. elegans esta formado por tejidos bien definidos como los musculos estriados y no
estriados (Figura 5). Los musculos no estriados estan formados por un musculo
depresor anal, un esfinter anal, 2 musculos estomatointestinales, 8 musculos vulvares
y uterinos, 10 células de la vaina gonadal contractil y 20 células musculares faringeas
(33).

Sin embargo, se han llevado a cabo la mayoria de los estudios en los musculos
estriados. Esta formado por 95 células musculares de la pared del cuerpo, y es
equivalente al masculo esquelético en los vertebrados. Estos musculos forman tubos
concéntricos donde la capa mas externa es la epidermis y en ella se encuentran las
bandas de musculos que controlan el movimiento. La contraccién y relajacion de las
células musculares conducen a un movimiento sinusoidal (33, 34).

Intestino
i I -

_— Célula da punta distal —_—

™ Brazo anterior da goénada \ Gonada distal

.....

Istmo /
! |’ \
Bulbo termmalt Lume do intestino [ |
Valvula farinxeo-intestinal I

Brazo posterior da génada
| ]
| |
~1mm

Figura 5: Musculos principales del C. elegans (35).

1.2.4 Sistema Nervioso

El sistema nervioso de los nematodos estd bien caracterizado y es funcional y
estructuralmente similar al de los humanos. Estas caracteristicas hacen que sea el
modelo preferido para estudios de toxicidad del desarrollo neuroldgico (36). Esta
formado por 302 neuronas en hermafroditas adultos y 384 en el adulto macho, a su vez
se encuentra dividido en 56 células gliales y 118 clases morfologicamente diferentes
(37). Ademas, es el Unico organismo en que se ha determinado todas las neuronas y
las principales interacciones entre ellas estan bien caracterizadas (38).

Los cuerpos celulares de las neuronas se localizan en: unos ganglios en la cabeza, en
el corddn ventral y en la cola (29). Las sinapsis de las neuritas se establecen en cuatro
areas: el anillo nervioso (rodea la faringe), el cordén nervioso ventral (VNC), el cordén
nervioso dorsal (DNC) y el neuropilo de la cola, como se muestra en la Figura 6 (39).

DRG

=23 /

VNG i __—~"“PAG

nerve ring DNC

ganglia

Figura 6: Anatomia del sistema nervioso de C. elegans, donde se identifican los principales
nervios y ganglios. Los principales tractos nerviosos incluyen el VNC, DNC vy el anillo nervioso.
Los ganglios principales incluyen el ganglio anular, el ganglio retrovesicular (RVG), el ganglio
preanal (PAG) y el ganglio de la raiz dorsal (DRG). Imagen modificada de Corsi et al., 2015 (29).

El genoma del nematodo se caracteriza por carecer de genes que codifican para canales
de sodio dependientes de voltaje (38), por lo que en las neuronas es caracteristico no
encontrar potenciales de accion dependientes de sodio (40). No obstante, se han
identificado corrientes de potasio y de calcio sensibles a voltaje y a pesar de que las
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neuronas carecen de canales de sodio dependientes de voltaje éstas sefializan
adecuadamente (41).

1.2.5 Faringe

La faringe esta formada por 95 células que se dividen en siete tipos distintos, su
anatomia se encuentra muy detallada gracias a los estudios ultraestructurales de Donna
Allbertson (42). Es un érgano neuromuscular lineal bilobulado que va desde la boca
hasta el intestino y se encuentra rodeado por una membrana basal. Este 6rgano esta
dividido en tres secciones, de anterior a posterior: el procorpus y metacorpus que forman
el corpus, el itsmo y el bulbo terminal como se muestra en la Figura 7 (43).

El nematodo se alimenta mediante el bombeo faringeo y el peristaltismo del istmo. El
bombeo faringeo es una contraccién ritmica del cuerpo, el istmo anterior y el bulbo
terminal, seguida de una relajacion (44). El mismo se encuentra regulado
intrinsecamente por las motoneuronas MC y M3, M4, 15y NSM y extrinsecamente por
las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIP) que conecta el circuito faringeo con el
sistema nervioso (Figura 7) (45). El peristaltismo del istmo es una onda peristaltica de
relajacion del istmo posterior que se produce después de completada la relajaciéon
principal, y ocurre cada cuatro bombeos (44).

1|4

LU - -
o ARSI

pm4

’ Procorpus Metacorpus pé (gpm?
Corpus ltsmo Bulbo posterior

Figura 7: A: Estructura y neuronas faringeas. Imagen modificada del Worm Atlas.

En la Figura 8 se muestra como el bombeo faringeo comienza con la contraccién casi
simultanea del cuerpo y el bulbo terminal, que atrae el alimento bacteriano a la luz
faringea, seguida de la contraccion del istmo anterior. Posteriormente, estos musculos
comienzan a relajarse empezando por la boca, asi se evita que la comida retroceda. El
cuerpo se relaja antes que el istmo, permitiendo que las bacterias se queden en el istmo
anterior (46, 47). La contraccion de los musculos de la faringe se desarrolla en tiempos
ligeramente diferentes, esto permite el transporte efectivo de los alimentos hasta el
intestino (48). Las contracciones de propagacion del istmo posterior conocidas como
peristalsis, permiten que las bacterias sean transportadas desde el istmo anterior al
bulbo terminal. En el bulbo terminal se encuentra el triturador o “grinder”, que son tres
placas cuticulares que trituran las bacterias y asi su contenido es impulsado al intestino
(49).
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Figura 8: Movimientos que realiza la faringe de C. elegans (50).

1.2.5 Potencial de accién faringeo

El potencial de accidn en la faringe de C. elegans comienza con una activacién de la
neurona MC que, a través de los receptores nicotinicos de acetilcolina eat-2/eat-18,
provoca un potencial postsingptico excitatorio (EPSP) entre +20 y +30 mV. La
despolarizacion desencadena la activacién del canal de Ca?* tipo T cca-1, dando lugar
a una entrada de Ca?" que se inactiva rapidamente y que conduce a una rapida
despolarizacion. La activacion del canal de Ca?* tipo L egl-19 a los +10mV permite la
entrada de Ca?" despolarizando ain mas la faringe, provocando la contraccién de la
misma y manteniendo la despolarizacion durante la fase de meseta. Mientras que egl-9
se inactiva lentamente debido a una dependencia de Ca?', la membrana se va
repolarizando. La activacion de la neurona M3 durante la contraccion provoca
potenciales postsinapticos inhibitorios (IPSP), que a través del canal avr-15, acelera la
repolarizacion. Una vez que se alcanza el umbral para la recuperacion de exp-2 de la
inactivacion, se genera una corriente de salida que provoca una rapida repolarizacién
de la membrana y la finalizacién del potencial de accién (Figura 9) (12). Mutaciones
especificas en las proteinas que regulan el potencial de accion faringeo traen consigo
modificaciones en el mismo. Especificamente, una mutacién en exp-2 con pérdida de
funcién conlleva a un aumento de la duracién del potencial de accién (Figura 9) (13).

A f\ B exp-2(0)
|

Action 3 > 20 - —
p\nllunl;uI - 0
% 20 -
EXP-2 . —40
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Currents :> —100 -
EAT-2/EAT-1 \/' ‘h
CCA-1 =%

Figura 9: Modelo de un potencial de accién faringeo. A: Potencial de accién faringeo de la cepa
control N2. B: Potencial de accién faringeo de la cepa mutante exp-2 con pérdida de funcion.
Imagen modificada de Shtonoda B, 2005 y Davis M, 1999 (12, 13).



1.2.6 Electrofaringeograma (EFG)

La faringe de los nematodos se establece como un sistema modelo para el estudio de
las redes neuronales, tanto por su simplicidad como por su facilidad para el andlisis
conductual y eléctrico (51). Este 6rgano es, en ciertos aspectos, similar al corazén de
los vertebrados e invertebrados. Ambos estan formados por células musculares que
generan un bombeo a lo largo de toda la vida (50). El bombeo faringeo es regulado por
las neuronas motoras faringeas que dirigen la contraccion y relajacién sincrénica de las
células musculares faringeas. Las motoneuronas MC y M3 controlan la faringe, MC
actla como marcapaso, regulando la rapida activacion de la frecuencia de bombeo y
M3 libera glutamato facilitando la relajacion.

Durante el bombeo del musculo faringeo se puede medir la actividad eléctrica mediante
el EFG, que da informacion detallada sobre las caracteristicas de este proceso (51).
Existen varios métodos de registrar un EFG, uno de ellos es a través del sistema
Nemametrix, que contiene una camara Screenchip que posee electrodos externos que
detectan el cambio de voltaje debido al intercambio de iones subyacentes al potencial
de accién faringeo (37).

En la Figura 10 se representa un registro de EFG de un solo bombeo faringeo, que se
compone de tres fases:

e Fase E: representa la fase de excitacién, constituida por dos picos que se
corresponden con la contraccién de la faringe (52). El primer pico pequefio E1
(en la figura e+) describe la actividad de la motoneurona MC y el segundo pico
E2 (en la Figura 7 E+), mas grande que el primero, corresponde a la
despolarizacion del musculo (51).

e Fase P: corresponde a una fase de meseta, que esta formada por tres picos
negativos. Esto indica la despolarizacién y contracciéon del misculo mediado por
la activacion de la motoneurona M3 que libera glutamato (51).

e Fase R: corresponde a la fase de relajacion, que esta caracterizada por la
presencia de dos picos negativos. El primer pico grande R1 (en la figura R+) esta
asociado a la relajacion y repolarizacion del corpus y el segundo pico, mas
pequefio que el primero corresponde a la repolarizacién del musculo del bulbo
terminal (51).

, E Phase P Phase R Phase

mV

11.15 1.2 11.25 113 11.35 1.4
Time [s]

Figura 10: Sefial tipica de un EFG, donde se muestran las tres fases (53).

1.2.7 Cepas utilizadas en este estudio

La cepa DA464 de C. elegans presenta una mutacion en el gen eat-5, que se caracteriza
por contracciones no sincronizadas del corpus y del bulbo terminal. Esta caracteristica
esta determinada por proteinas que se expresan en las células musculares faringeas.
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Las mismas forman parte de las uniones GAP que son necesarias para la contraccion y
el acoplamiento eléctrico entre diferentes partes de la faringe (24).

Un rasgo significativo de la cepa DA464 es que la restriccién calérica debido a la
asincronia de las contracciones no afecta a la esperanza de vida de los hematodos,
aunque se desconoce el mecanismo por el que esta mutaciéon no alarga la vida. Sin
embargo, es posible que el defecto en la alimentacion que provoca la mutacion, no sea
lo suficientemente importante como para afectar a la duracién de la vida (54).

La otra cepa que se ha utilizado en este trabajo es la DA1426 que presenta una mutacion
heterocigética recesiva de pérdida de funcion en el gen exp-2. Dicha mutacion se
caracteriza por una delecion de toda la hélice transmembrana S5, que pierde el filtro de
selectividad de K* en el lado correcto de la membrana(13). El exp-2 esté involucrado en
la duracién y forma del potencial de accién, concretamente en el aumento del mismo
hasta 6 s (12).

Estos nematodos se identifican por tener movimiento de cabezas hiperactivos y
problemas en la expulsion y puesta de huevos. Ademas, los picos E del EFG estan muy
reducidos y hay bombeos largos (12). Este gen se expresa en los muasculos faringeos,
musculos entéricos y neuronas sensoriales en los ganglios de la cabeza y la cola (10).

1.3 Hipétesis

La revision bibliografica sobre mutaciones en C. elegans que provoquen enfermedades
cardiovasculares, destaca que el sindrome LQT y la FA son causados por mutaciones
en los genes exp-2 y eat-5, respectivamente (23). El estudio de dichas cepas permite
realizar una aproximacion a la fisiopatologia de estas dos enfermedades en humanos.

1.4 Objetivos

General: El objetivo general de este estudio es ver las principales diferencias que
existen entre las cepas de estudio DA464 y DA1426 respecto a la cepa control N2.

Especificos: Para poder abordar el objetivo general se han planteados los siguientes
objetivos especificos:

e Estudio del desarrollo.

e Estudio de la fertilidad.

e Determinacion de la esperanza de vida.

e Estudio de las alteraciones en el bombeo faringeo

o Estudio de efectos de farmacos en el bombeo faringeo.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Recursos materiales

Reactivos:

10% Tween 20, Bio-Rad (16624040)

Agar, Calbiochen (12177-1Kg)

Agarosa de alta gelificacion (imagen), Fisher (BP 164-100)
Agua desionizada

Clorhidrato de serotonina, Alfa-Aesar (B21263)

Cloruro de calcio (CaCl,), Merck (A935182914)

Cloruro sodico (NaCl), EMSURE (K49437804743)

Colesterol, SIGMA-Aldrich (C8503-25G)

Fosfato disédico (Na:HPO.), Sigma-Aldrich (S0876-1KG)
Fosfato de hidrégeno dipotasico (K;HPO,4), MERCK (A0026704927)
Fosfato monopotasico (KH2PO,), Sigma-Aldrich (P5655-500G)
FuDR (5" -fluoro-2"-deoxiuridina), Sigma

Hidroxido de sodio, Merck (B794198108)

Isoproterenol, Sigma, (105H0224)

Lejia comercial, 40g/L hipoclorito de sodio

Peptona bacteriol6gica, PRONADISA (1616,00)

Sulfato de magnesio (MgS0O.), Sigma-Aldrich (M2643-500G)

Tampon M9, se afiaden los siguientes reactivos a una concentracion final de:

¢ NaCl 0,085 mM
KH.PO, 0,02 mM
Na;HPO4 0,04 mM
MgSO.s1 mM

1 L agua desionizada

Tampon Fosfato 1M, se afiaden los siguientes reactivos a una concentracion final de:
e KH2PO4 0,80 mM
o KyHPO, 0,20 mM
¢ 1L agua desionizada

Materiales:

Pipeta Pasteur de vidrio 230-250, Deltalab (81901)

Placas de Petri 90 mm g y 35 mm g, Deltalab (200201)
ScreenChip40/ ScreenChip60, NemaMetrix (SCC40/SCC60)
Pipetas estériles 5, 25 y 50 mL, Coster (18619001)

2.2 Cepas

Para el desarrollo del estudio realizado en el presente trabajo se han utilizado tres lineas
de C. elegans, dos lineas mutantes (DA464 y DA1426) proporcionadas por el
Caenorhabditis Genetics Center (CGC), Massachuset, USA y la linea de control N2-
Bristol.

2.3 Preparacion de las placas de agar y el E. coli OP50

El medio 6ptimo para el crecimiento de los nematodos son las placas de agar NGM
(Nematode Grow Medium), sembradas con E. coli OP50 que es el alimento de los
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mismos. Estas placas se conservan a 20°C que es la temperatura Optima para el
crecimiento del nematodo (55).

Para la preparacion de las placas de agar se realiza el siguiente protocolo:

1. En botellas de 500 mL se afiaden los siguientes reactivos a una concentracion
final de:

¢ NaCl51,3mM
e Agar8,5g/L
o Peptona bacteriolégica 1,3 g/L
2. Se disuelven en 250 mL de agua desionizada.

3. La disolucién se esteriliza en una autoclave a 120°C durante dos horas
aproximadamente.

4. Se baja latemperatura a 60°C en bafio Maria durante 15 minutos como minimo.

5. En un ambiente aséptico, a cada botella se afiade los siguientes reactivos a una
concentracion final de:

e Disolucion colesterol/etanol 0,005 mg/mL
e CaCl;1mM

e MgSOs1mM

e Tampodn fosfato 25 mM

6. La preparacion se agita y se afiade 10 mL de la misma en placas de Petri de 90
mm g (placas de mantenimiento).

7. Se deja solidificar durante 24 horas en un ambiente aséptico.
8. Una vez solidificado, se afiade 250 L de E. coli OP50 en el medio de la placa.

Preparacion del E. coli OP50:

1. En la cabina de flujo laminar en un tubo de cultivo se afiade entre 2 y 4 mL de
medio de cultivo 2xYT.

Con una micropipeta se toma una colonia de E.coli.
La colonia se resuspende en el medio de cultivo.
Durante 24 horas y a 37 °C se cultivan en el agitador a 255 RPM.

El volumen contenido en el tubo de cultivo se pasa a un frasco de 100 mL que
contienen aproximadamente 50mL de medio de cultivo 2xYT.

a bk owbd

2.4 Preparacioén de las placas de agar con FUDR

Para poder desarrollar los ensayos de mortalidad y EFG, es necesario que los
nematodos se encuentren en el mismo estadio de desarrollo, es decir que estén
sincronizados. Debido a la rapida reproduccién y desarrollo de los mismos es muy dificil
diferenciar entre el adulto y la progenie. El FUDR es un inhibidor de la timidilato sintasa
que detiene la sintesis de ADN, bloqueando la division celular de los huevos que pongan
los adultos, sin afectar a los adultos ya que el FUDR no afecta a las células ya divididas
(56). La preparacion de las placas de agar con FUDR siguen el mismo protocolo que la
preparacion de las placas de agar NGM, la diferencia radica en los pasos 5y 6:

5. Ademas de afiadir todos los reactivos una vez que esta esterilizado el medio,
se afiade FuDR para tener una concentracion de 15 pM.

6. La preparacion se agita y se transfiere 4 mL de la misma a placas de Petri de
35 mm g (placas de mortalidad).

2.5 Sincronizacién de huevos

Para los ensayos que se van a realizar es necesario tener muchos nematodos que
tengan los mismos dias de vida. Para ello se realiza una sincronizacién de huevos por
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tratamiento con lejia/NaOH. Los gusanos adultos son degradados por la lejia/NaOH
pero los huevos resisten este tratamiento. El protocolo es el siguiente:

1. Se seleccionan las placas con gusanos adultos debido a que retienen los huevos
en su interior cuando no hay comida.

2. Alas placas seleccionadas se afiaden 2 mL de tampdn M9.

3. Los nematodos son recogidos con una pipeta Pasteur de vidrio y se depositan
en un eppendorf.

4. Se centrifuga a 2000 rpm x 1 minuto.
Se retira el sobrenadante dejando 100 pL aproximadamente.
6. El sedimento se resuspende con:
e 150 pyL de una disolucion de NaOH 5 mM/lejia comercial (2:1) (la
disolucion tiene que ser fresca)
e 250 pL de tampdn M9

7. Cada 2 minutos y durante 10 minutos, se agita 20 segundos el eppendorf en el
vortex. Al finalizar, debe quedar una mezcla homogénea debido a la rotura de
los nematodos.

8. Se centrifuga a 8000 rpm X 1 minuto

9. Se retira el sobrenadante dejando aproximadamente 100 L.

10. Se afiade 1 mL de tampdn M9, se resuspende el sedimento en el vortex.

11. Se centrifuga a 8000 rpm x 1 minuto.

12. Se retira el sobrenadante dejando aproximadamente 100 pL.

13. El sedimento se resuspende bien y con ayuda de la lupa se afiaden las gotas
necesarias en las placas de NGM sembradas con E. coli OP50.

14. Se deja secar y posteriormente se introduce la placa en la incubadora a 20°C,
en posicion invertida.

2.6 Fertilidad

Los estudios de fertilidad se realizan tanto en las lineas mutantes como en el control de
C. elegans. En placas de mantenimiento se transfiere 1 nematodo en el estadio L4 (se
caracteriza por presentar la media luna en la mitad del gusano), esto se realiza en 5
placas por linea de C. elegans.

o

Durante 5 dias consecutivos, los nematodos se van cambiando a placas nuevas,
siguiendo el mismo patrén de 1 nematodo por placa. Tanto las placas nuevas como las
precedentes, se mantienen a una temperatura de 20°C. Las larvas de cada placa que
vienen de los huevos puestos por un solo gusano se cuentan y se anotan en una
plantilla. A los datos obtenidos se les realiza un test ANOVA y se obtienen las curvas de
fertilidad con el programa SPSS.

2.7 Curva de mortalidad

Se estimo la esperanza de vida de los distintos nematodos desde dia 1 adulto (D1) hasta
la muerte. Para realizar este ensayo es necesario previamente haber sincronizados los
nematodos. Para cada curva de mortalidad se utilizan 10 placas de mortalidad (35 mm
g, 15 uM FuDR) por cepa y se realiza el siguiente protocolo:

1. Se pican entre 10-15 nematodos en estadio joven adulto de dia 1 (D1) y se
transfieren a las placas de mortalidad.

2. Las placas se incuban a 20°C.

3. Los nematodos se cuentan todos los dias hasta que se mueren, anotando en
una plantilla vivos, muertos y censurados (gusanos que se van de la placa o
tienen protusion de vulva). Se considera un nematodo muerto cuando deja de
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mover la cabeza y se encuentra estéatico en posicion de media luna o en forma
de palillo. Cuando mueren se retiran de la placa.

Los datos se introducen en el programa Origin 8.5, se realiza la prueba de Kaplan-Meier
y Log Rank obteniéndose las curvas de mortalidad en el programa SPSS.

2.8 Electrofaringeograma

Los EFGs se han realizado con nematodos adultos a dia 5 (D5) para todas las
condiciones. Previamente, se sincronizan los huevos y una vez que estén en estadio
adulto de dia 1, D1, se pasan a placas de mortalidad, evitando asi la contaminacion con
las larvas.

Para realizar el EFG se realiza el siguiente protocolo:

1.

2.

10.

11.

En la placa con nematodo adultos D5, se adiciona 1 mL de Tampén M9 + Tween
0,1 % (elimina las bacterias que puede haber en las placas).

Los nematodos se recogen con una pipeta pasteur de vidrio y se depositan en
un eppendorf dejando reposar hasta que se forme el sedimento.

Se retira el sobrenadante con cuidado para mantener en el eppendorf los
nematodos.

Se aflade 1 mL de tampon M9, se voltea 10 veces y se deja reposar hasta que
formen un sedimento

El sobrenadante es retirado con cuidado y se realizan otros 3 lavados con
tampdén M9.

Se retira el sobrenadante con cuidado y se adiciona 1 mL de la disoluciéon de
Serotonina 2,3 mM en tampén M9. La serotonina es un activador del bombeo
enddgeno de la faringe (57).

Se voltea 10 veces, se deja que forme el sedimento y se retira el sobrenadante.
Se aflade 1 mL de la disolucién Serotonina 2,3 mM en tampo6n M9 y se deja
reposar durante 15 minutos.

Los nematodos se introducen en la camara ScreenChip Cartidge de Namametrix,
con la ayuda de una bomba de vacio, que se coloca sobre un microscopio
invertido (Figura 11).

A
gae e

| J
Nem}o trix I
/
= _/
- ’ °
L

Figura 11. Montaje del equipo para realizar los EFG. A: se muestra el momento de meter
los gusanos en la ScreenChip, mediante una bomba de vacio. B: se muestra una imagen
de la ScreenChip, donde se puede observar el capilar donde debe estar el gusano para
realizar la medida

ScreenChip

Los EFG se registran en el programa NemAcquire y para cada nematodo se
realiza un registro del bombeo faringeo de 3 minutos. Es importante saber la
posicion del nematodo en la camara ya que cambian los registros obtenidos si
esta de cabeza o de cola.

Los nematodos se descartan después de 2 horas de ser recogidos de la placa,
debido a que entran en restriccion calorica.
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3. Resultados

3.1 Comparativa del desarrollo de C. elegans N2, DA464 y DA1426 post
eclosion.

En la Anexo 1 se observa el desarrollo de las cepas de estudio, se realizaron fotografias
4 dias consecutivos a la eclosion de los huevos. Las fotografias se tomaron con una
camara acoplada a la lupa binocular Leica, con una magnificacion de 50X.

En las imagenes del dia 1y 2 se puede observar que las cepas de estudio presentan un
desarrollo similar respecto a la cepa control N2. Sin embargo, la cepa DA1426 presenta
un tamafio menor respecto a la cepa control. En el dia 3 del estudio se destacan
marcadas diferencias entre las cepas. Tanto la cepa DA464 como la cepa control N2,
tienen un comportamiento muy similar, ya que su desarrollo es mas rapido que el de los
nematodos DA1426. En las imagenes correspondientes al dia 3 se observa, ademas,
como en las placas de las cepas DA464 y N2 existen nematodos que presentan la media
luna (sefialada con una flecha roja) en la mitad de su cuerpo, caracteristico del estadio
L4. No obstante, también hay presencia de huevos (sefialados con un circulo rojo),
indicando que hay nematodos en fase adulta. A dia 4 todos los nematodos se
encuentran en estadio adulto y en todas las cepas se puede observar la presencia de
progenie que se encuentran en fase L1.

N2 DA464 DA1426
Dia 1 post-eclosion L1 L1 L1
Dia 2 post-eclosion  L2/L3 L2/L3 L2/L3

Dia 3 post-eclosion  L4/Adulto  L4/Adulto L4
Dia 4 post-eclosion  Adulto Adulto Adulto

Tabla 1: Resumen del desarrollo de las cepas N2, DA464 y DA1426.

Como se observa en la Anexo 1, a dia 2 después de la eclosion de los huevos, existe
una diferencia de tamafio entre los nematodos en estudio y el nematodo control. Para
corroborar si esta diferencia es significativa se mide la superficie de 20 nematodos por
cepas, asumiendo que existe una correlacion entre el area y el volumen de cada
nematodo. No es posible medir el volumen de los mismos ya que en el laboratorio no se
cuenta con la herramienta necesaria para poder llevarlo a cabo.

Dia 2 N2 DA464  DA1426
N 20 20 20
Superficie ) gg 0,75 0,26
(mm?)
p-valor - <0,05 <0,01

Tabla 2: Area de los nematodos N2, DA464 y DA1426.

La cepa DA1426 presenta un retraso de horas de desarrollo, respecto a la cepa DA464
y a la cepa control N2 (Tabla 1), mientras los nematodos DA464 tienen un desarrollo
normal. Ademas, los DA1426 tienen una superficie menor respecto a la cepa control,
siendo estadisticamente significativa (Tabla 2). La cepa DA464 tiene una superficie
menor respecto a los nematodos N2, que es estadisticamente significativa.
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3.2 Fertilidad

Se realizaron 15 rondas por cada cepa. En la Figura 12 y en la Tabla 3 se puede
observar el comportamiento de los nematodos en estudio.

100
80
60
40

20

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Dia

Nutimero de huevos/nematodos

=0—DA464 —8—=DA1426 —0—N2

Figura 12: Curvas de fertilidad realizadas con los promedios de los experimentos. Asterisco: **
p<0,01.

Dias Cepas Promedio de Error estandar p-valor
huevos/nematodo

N2 41 8,59 -
1 DA464 58 11,23 >0,05
DA1426 17 2,34 <0,01

N2 83 8,40 -
2 DA464 95 8,17 >0,05
DA1426 29 3,30 <0,01

N2 45 5,45 -
3 DA464 40 6,75 >0,05
DA1426 19 2,07 <0,01

N2 2 0,30 -
4 DA464 2 0,30 >0,05
DA1426 1 0,25 >0,05

N2 0 0,12 -
S DA464 0 0,13 >0,05
DA1426 0 0,13 >0,05

Total de N2 171 38,18 -
huevos DA464 195 44,31 >0,05
DA1426 66 13,44 <0,01

Tabla 3: Estudio estadistico de la fertilidad.

Las curvas de fertilidad como se observa en la Figura 12 y Tabla 3, muestran como en
los dos primeros dias de adulto, la cepa DA464 tiene una tendencia a aumentar, aunque
no es estadisticamente significativa respecto al control N2. Sin embargo, esta tendencia
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se invierte en los dias 3,4 y 5. Aunque exista diferencias entre las fertilidades de ambas
cepas durante los cinco dias, este parametro no es estadisticamente significativo. El
comportamiento de la cepa DA1426 indica que existe una disminucion de la puesta de
huevos respecto a la cepa control durante los cinco dias de estudio. Sin embargo, solo
a dia 1,2 y 3 esta diferencia es estadisticamente significativa.

Las cepas de estudio al igual que la cepa control, ponen una mayor cantidad de huevos
durante los 3 primeros dias de adultos. Los nhematodos DA464 tienen una fertilidad muy
similar que los nematodos control y la fertilidad de la cepa DA1426 es menor respecto
al control.

3.3 Mortalidad

Se realizaron tres experimentos de mortalidad con un promedio 113 nematodos por
cepa, teniendo un total de 335 nematodos N2, 358 DA464 y 331 DA1426.

El andlisis de las curvas de mortalidad correspondiente a cada nematodo (Figura 13),
indica que las cepas mutadas DA464 y DA1426 tienen una esperanza de vida de 24%
y 9% respectivamente, menor que la cepa control N2, siendo estadisticamente
significativa, como se puede observar en la Tabla 4 y 5. El mutante DA464 presenta el
mayor porcentaje de la disminucién de la esperanza de vida.

22/02 26/02
100 100
o @©
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& 8 80
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; 60 = 60
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Q. 40 o 40
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100
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0 3 6 9 12 15 18 20 24 27
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—=——DA464 =——=DA1426 =——=N2

Figura 13: Curvas de mortalidad de tres experimentos distintos. Comparacion de la esperanza
de vida de las cepas N2, DA464 y DA1426
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N2 DA464 Analisis
Fecha "W gpy | MO ey | DEVYs  pvalor  DMEV %
nTotal nTotal

22/02 T119/120 18,686 | 120/120 12,808 | 31,46  <0,01
26/02  102/120 16,441 | 118120 13,814 | 1598 <001 23883

22/04 114/120 16,693 | 120/120 12,650 | 24,22 <0,01

EEV: Estimacién esperanza de vida en dias. DEV: Descenso esperanza de vida en dias.
DMEV: Descenso medio esperanza de vida.

Tabla 4: Estudio estadistico de las mortalidades. En esta se detalla: la fecha de cada
experimento, cantidad nematodos estudiados (n), estimacién de la esperanza de vida,
disminucién de la esperanza de vida de la cepa DA464 respecto al control N2, la significancia y
el descenso medio de la esperanza de vida.

N2 DA1426 Analisis
Fecha "W gpy | O ey | DEV®s  pvalor  DMEV %
nTotal nTotal

22/02 119/120 18,686 | 108/120 16,583 | 11,25 <0,01
26/02 102/120 16,441 | 110/120 15,107 8,11 <0,01 8,99
22/04 114/120 16,693 | 113/120 15,423 7,60 <0,01

EEV: Estimacién esperanza de vida en dias. DEV: Descenso esperanza de vida en dias.
DMEV: Descenso medio esperanza de vida.

Tabla 5: Estudio estadistico de las mortalidades. En esta se detalla: el comienzo de cada
experimento, cantidad de nematodos estudiados (n), estimacion de la esperanza de vida,
disminucién de la esperanza de vida de las cepas DA1426 respecto al control N2, la significancia
y el descenso medio de la esperanza de vida.

La cepa DA464 y DA1426 tiene una esperanza de vida menor respecto a la cepa control
N2, aunque los nematodos DA464 son los que presentan la menor esperanza de vida.
La cepa DA1426 tienen una esperanza de vida de un 9% menor que los N2.

3.4 Electrofaringeograma

Se realizaron dos experimentos de EFG donde se estudiaron las cepas DA464 y
DA1426 con sus respectivos controles N2. Para este estudio, se utilizaron 20 nematodos
DA464, 21 DA1426 y 21 N2 para cada uno de los experimentos. Ademas, se realizé un
estudio para determinar el posible efecto del isoproterenol (ISO) sobre estas cepas, que
es un farmaco inotropico y cronotrdpico positivo.

Los registros de los EFG realizados para los nematodos DA1426 y N2 se muestran en
la Figura 14. En los mismos se pueden observar las marcadas diferencias de la cepa de
estudio respecto al control. Dentro de estas destacan la disminucién de los picos R
(marcados en verdes) en la cepa DA1426 respecto al control y la disminucion de la
frecuencia. Para intentar recuperar el fenotipo de los nematodos DA1426, esta cepa se
trata con isoproterenol 100 pM.
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Figura 14: Registros de los EFG de 2s.

En la Figura 15 se analizan los EFG registrados con el programa NemAnalyse, del
experimento con nematodos DA1426 y N2. Debido a que los picos R en los EFG se
encuentran reducidos, el NemAnalyse no identifica todos los complejos ER. Por lo que
se desarrollé un nuevo programa (Dr. J. Alvarez) que identifica todos los complejos ER,
basandose en la asociacion del pico E con el ultimo pico R que hubiese antes de otro
pico E. Con este programa se analizaron los siguientes parametros: frecuencia, duracion
del bombeo, amplitud, duracién inter-bombeo, razén R/E, picos adicionales asociados a
los potenciales postsinapticos inhibitorios (IPSPS) y amplitud del pico R. Ademas, se
determind el efecto que tiene el isoproterenol 100uM en los nematodos DA1426.

Como se muestra en la Figura 15 y en la Tabla 6, las medias de los parametros:
frecuencias, duracién del bombeo, amplitud, razén R/E, IPSPS y amplitud pico R,
analizados para la cepa DA1426, presentan diferencias respecto al control y son
estadisticamente significativas. Sin embargo, a pesar de que existe un aumento de la
duracion inter-bombeo en estos nematodos respecto a los nematodos N2, esta
diferencia no es significativa estadisticamente. Como se puede observar en la misma
figura y tabla, la presencia del isoproterenol empeora algunos parametros como: la
frecuencia, la duracion del bombeo y la duracién inter-bombeo. No obstante, en el resto
de parametros intenta revertir el fenotipo.
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Error

Parametros Cepas Media estandar p-valor
_ N2 2,86 0,18 -
Frecuencia DA1426 1,65 0,36 <0,01
(Hz) DA1426+ISO 0,7 0,17 <0,01
5 N2 154,45 1,76 -
Duracion del DA1426 204,44 6.05 <0,01
bombeo (Ms)  pa1426+1SO 303,66 7,77 <0,01
3 N2 160,94 35,73 -
Duracion Inter- DA1426 228,83 92,11 >0,05
Bombeo (ms)  pA1426+I1SO  1607,68 271,67 <0,01
N2 106,98 0,36
Amplitud (V) DA1426 176,26 1,97 <0,01
DA1426+1SO 136,30 259 <0,01
N2 1,27 0,01 -
Raz6n R/E DA1426 0,95 0,01 <0,01
DA1426+1SO 1,11 0,02 <0,01
N2 1,68 0,02 -
IPSPS DA1426 2,50 0,04 <0,01
DA1426+1SO 203 0,03 <0,01
_ N2 66,83 0,33 -
Amplitud del DA1426 121,36 1,47 <0,01
pico E (uV) DA1426+ISO 112,94 255 <0,01

Tabla 6: Estudio estadistico de los parametros de los EFGs, donde se sefalan las medias, el
error estandar y la significancia de las cepas N2 y DA1426.

La Figura 16 muestra los registros de los EFG realizados a la cepa DA464 y N2. En
estos registros no se observan diferencias.
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Figura 16: Registros de los EFG de 2s

En la Figura 17 se analizan los EFG registrados con el programa NemAnalyse, del
experimento con nematodos DA464 y N2 y se analizg, la frecuencia, la duracion del
bombeo, la amplitud, la duracion inter-bombeo y razon R/E. También, se estudio el
efecto que puede tener el isoproterenol en esta cepa.
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Figura 17: Diagrama de barras de las medias de la frecuencia, la duracién, la amplitud, la duracion inter-
bombeo y razén R/E de C. elegans N2, DA464 y DA464+1SO100uM. Asterisco: * p<0,05, ** p<0,01.

El andlisis de la Figura 17 y de la Tabla 7 nos indica, que los parametros analizados en
los EFGs de las cepas DA464 y N2 no presentan diferencias estadisticamente
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significativas. Sin embargo, el estudio del efecto del ISO 100 puM en la cepa DA464
nos indica que el isoproterenol afecta la frecuencia de bombeo de esta cepa. La
disminucion de la frecuencia de bombeo es estadisticamente significativa, teniendo
una media de 1,72 Hz y 2,75 Hz para la cepa DA464+ISO y N2 respectivamente.

Parametros Cepas Media eslfgno(;ar p-valor
Frecuencia N2 2,75 0.28 §
(H2) DA464 285 0,36 0,963

DA464+1SO 1,72 0,15 0,008
5 N2 112,08 4,85 -
Duracion del DA464 108,90 4,31 0,905
bombeo (Ms)  pasps+ISO 107,62 6,32 0,820
3 N2 455 56 53,90 -
Duracion Inter- DA464 515,55 105,72 0,859
Bombeo (ms)  pa464+1SO 678,73 77,25 0,132
N2 105,08 4,29 -
Amplitud (V) DA464 94,48 3,78 0,176
DA464+ISO 92,33 4,36 0,084
N2 1,85 0,77 -
Raz6n R/E DA464 1,67 0,01 0,335
DA464+ISO 1,83 0,10 0,988

Tabla 7: Estudio estadistico de los parametros de los EFGs, donde se sefialan las medias, el error estandar
y la significancia de las cepas N2 y DA464.

En el estudio realizado con el EFG en la cepa DA464 no se observan diferencias
significativas en los parametros analizados, sin embargo, en los nematodos DA1426 si
se observan marcadas diferencias con relacion al control. El tratamiento con
isoproterenol afecta a las dos cepas mutantes y se observa que no existe una
recuperacion.
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4. Discusion

En este trabajo fin de master pretendemos caracterizar distintas cepas de C. elegans
que sirvan como modelo para el estudio de enfermedades cardiovasculares. Los
experimentos realizados han servido para establecer las caracteristicas de estas cepas
mutantes.

La cepa DA464, caracterizada por presentar una mutacion en el gen eat-5, tiene un
desarrollo (Anexo 1) y una fertilidad (Figura 12) muy similar a la cepa control N2. Sin
embargo, presenta un fenotipo diferente, pues como se observa en la Anexo 1y en el
analisis de la superficie (Tabla 2), los nematodos DA464 son mas pequefios que la cepa
control. La mutacién que presenta esta cepa se identifica por la induccién de un estado
de restriccion caldrica que provocaria, que la esperanza de vida aumentase. Sin
embargo, el comportamiento de estos nematodos es todo lo contrario, la esperanza de
vida es un 24% menor que la esperanza de vida de la cepa control. Esta conducta puede
que se deba a que la mutacién que presenta esta cepa es demasiado débil como para
afectar a la longevidad. Ademas, la misma puede producir efectos pleiotropicos
deletéreos que enmascaran el efecto positivo de la restriccién cal6rica (54).

En el estudio electrofisioldgico (Figura 17, 18) realizado en esta cepa, a pesar de que
no hay diferencias significativas en cuanto a la frecuencia, la duracién del bombeo el
inter-bombeo, la amplitud y la relacién razén R/E, se ve una tendencia a disminuir el
factor razon R/E respecto a la cepa control. El aumento de la frecuencia y la disminucién
de razon R/E respecto al control, nos indican que hay un aumento de la excitabilidad,
siendo esta una de las caracteristicas de la FA. El tratamiento con isoproterenol 100 uM
afecta significativamente a la frecuencia, siendo menor que el control y que la cepa
DA464. Ademas, el resto de pardametros analizados no se recuperan, aunque las
diferencias mostradas no sean significativas. A pesar de que el isoproterenol puede
causar cardiotoxicidad, no existe evidencia cientifica de los efectos que tiene este
farmaco sobre las conexinas.

La cepa DA1426 presenta una mutacion en el gen exp-2 y muestra un comportamiento
diferente respecto al control. El desarrollo de los nematodos es mas lento respecto al
control como se puede observar en la Anexo 1. En el dia 3, después de la eclosion de
los huevos, la cepa control presenta nematodos en fase adulta y en fase L4. Sin
embargo, los nematodos DA1426 se encuentran solamente en fase L4 a dia 3y a dia 4
se observa que ya estan en fase adulto. El desarrollo de esta cepa indica que se
encuentran retrasados en horas respecto al control, pero este retraso no influye en los
demas experimentos realizados. Otra diferencia significativa es el tamafio de los
nematodos que son 3 veces mas pequefios que los controles, esto se debe a la mutacién
que afecta al bombeo faringeo. Al estar disminuido el bombeo, se alimentan mucho
menos que los controles, por lo que son mas pequefos. Sin embargo, esta restriccion
en la alimentacion no alarga la esperanza de vida de estos nematodos. Como se
observa en la Figura 13, la cepa DA1426 tiene una esperanza de vida significativamente
menor que la cepa control, de un 9%. La fertilidad de los nematodos DA1426 se
encuentra significativamente disminuida en los tres primeros dias de la fase adulta
respecto al control. El fenotipo de esta cepa se caracteriza por tener problemas en la
expulsion y puesta de huevos (10).

La mutacion que presenta la cepa DA1426, afecta la excitabilidad de la faringe, lo que
da lugar a un aumento de la duracién de los bombeos y una marcada reduccion de los
picos R (10). El estudio electrofisioldgico realizado a esta cepa (Figura 13,15), evidencia
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que existe un aumento significativo de la duracién del bombeo respecto a la cepa
control. La cepa DA1426 al tener una repolarizacion retardada, se demora mas en
recuperar el umbral para que se dispare otro potencial de accién. Al estar aumentada la
duracién de los bombeos, la frecuencia disminuye y esta diferencia es significativa
respecto al control N2. La razén R/E se encuentra disminuida respecto al N2 y es
estadisticamente significativa, este resultado indica que hay una reduccion de los picos
R y un aumento de la excitabilidad. La amplitud, que no es mas que la suma de la
despolarizacién y la repolarizacion, es significativamente mayor respecto al control.
Ademas, la amplitud del pico E aumenta respecto al N2 y esta diferencia es
estadisticamente significativa. El andlisis de la razén R/E, la amplitud y la amplitud del
pico E confirman la caracteristica principal de esta cepa, donde la repolarizacién se
encuentra disminuida drasticamente y la excitabilidad es mucho mayor. Una
caracteristica peculiar de la cepa DA1426, es el aumento de picos IPSPS, que se
encuentran entre el pico de excitacion y el pico de repolarizacién del complejo ER. Estos
picos aumentan significativamente respecto a la cepa control, indicando que existe un
incremento en la actividad de la motoneurona M3.

El tratamiento de la cepa DA1426 con isoproterenol 100 uM, tiene un efecto negativo,
en la frecuencia, duracion del bombeo y en la duracion inter-bombeo, siendo
estadisticamente significativo. Este comportamiento podria indicar, que el isoproterenol
esta fosforilando otros canales que estdn provocando que exista una repolarizacién
mucho mas retardada de la que presenta la cepa DA1426. Sin embargo, en otros
parametros como la amplitud, la razén R/E, IPSPS y la amplitud del pico E, este farmaco
produce una recuperacion parcial del fenotipo, que es estadisticamente significativa.
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5. Conclusiones

La cepa DA464 tiene un desarrollo muy similar respecto a la cepa control N2.
Sin embargo, el desarrollo de la cepa DA1426 es mas lento que la cepa
control. Morfolégicamente los nhematodos DA464 son mas grandes que los
nematodos N2, sucediendo todo lo contrario para la cepa DA1426 que son
significativamente mas pequefios.

No existe diferencia en la fertilidad entre la cepa DA464 y la cepa control N2.
La cepa DA1426 tiene una fertilidad menor que la cepa N2, la puesta de
huevos es menor en los tres primeros dias de edad adulta.

La esperanza de vida de los nematodos DA464 y DA1426 es un 24% y 9%
respectivamente, menor que los nematodos N2.

El estudio electrofisiolégico demuestra que no existen diferencias
significativas en la frecuencia, duracion del bombeo, duracién inter-bombeo,
amplitud y razén R/E entre los EFGs de la cepa DA464 y la cepa control N2.
En los EFGs de la cepa DA1426 si se observan diferencias significativas en
los pardmetros: frecuencia, duracion del bombeo, duracién inter-bombeo,
amplitud, razén R/E, IPSPS.

En la cepa DA1426, el isoproterenol tiene un efecto negativo en la duracion
del bombeo, la frecuencia y la duracién inter-bombeo. No obstante, se ve una
recuperacion parcial del fenotipo en los parametros: amplitud, razén R/E,
IPSPS y amplitud del pico E. Este farmaco en la cepa DA464 solo tiene efecto
en la frecuencia.
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Anexo

N2 DA464 DA1426

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Anexo 1: Desarrollo de las cepas DA464, DA1426 y N2, tomadas mediante una camara acoplada a la lupa
binocular Leica, con una magnificacién de 50X.



