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AD: Alzheimer disease (Enfermedad de Alzheimer)

ANOVA: Andlisis de la Varianza

ApoE: Apolipoproteina E

APP: Amyloid Precursor Protein (Proteina Precursora Amiloidea)

AB: B-amiloide

BBPS: body bends per second (unidad de medida de las veces que el cuerpo de
cada individuo se dobla con respecto al tiempo)

BLPS: body lengths per second (medida de la velocidad especifica de
nematodos)

CGC: Caenorhabditis Genetics Center

EFG: electrofaringeograma

EMS: metanosulfonato de etilo

EOAD: Early-onset Alzheimer's disease (Alzheimer de inicio temprano)
iRNA: interference RNA

L4440: cepa bacteriana control (plasmido vacio)

LOAD: Load-onset Alzheimer's disease (Alzheimer de inicio tardio)
NFTs: Neurofibrillary tangles (Ovillos Neurofibrilares)

NGM: Nematode Growth Medium (Medio de crecimiento de nematodos)
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OP50: Escherichia coli OP50 (cepa bacteriana)

PSENZ1: presenilina-1

PSEN2: presenilina-2

p-tau: proteina tau hiperfosforilada

Razén R1/E2: Relacion entre el pico de repolarizacion R1 y el pico de
despolarizaciéon E2, en mV.

RE: Reticulo Endoplasmico

SCAL: Escherichia coli portadora del vector silenciador de sca-1

sca-1: Sarcoendoplasmic-calcium-ATPase

sel-12: Suppressor/Enhancer of Lin-12

SERCA: ATPasa de Ca? del reticulo sarco/endoplasmico

TPM: trimetilpsoraleno

Vmax: velocidad maxima

Vmedia: velocidad media
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La demencia es un tipo de enfermedad neurodegenerativa en la que la mayor parte de
los casos se clasifican como Alzheimer, por presentar simultineamente depoésitos
extracelulares de péptido B-amiloide, agregaciones de ovillos neurofibrilares y
neurodegeneracion progresiva. Alteraciones genéticas de la presenilina-2 promueven el
aumento de la forma mas neurotéxica de péptido B-amiloide. En el presente trabajo se
realiza un estudio descriptivo de tres cepas mutadas en el gen sel-12 en Caenorhabditis
elegans, por ser ortélogo de la presenilina-2 en humanos. Las lineas alteradas AN87,
RB1672 y GS1894 se comparan con la estirpe salvaje, N2, imitando modelos de la
enfermedad de Alzheimer. Los resultados muestran una disminucién de la fertilidad y
supervivencia de las tres cepas mutantes, retraso en el crecimiento de AN87 y RB1672
independiente del tamafio y defectos en las variables de movilidad de GS1894. Asi
mismo, los registros electrofisiol6gicos de GS1894 presentan una amplitud, duracion del
bombeo y razén de repolarizacidn/despolarizacion mayor que los de N2. El tratamiento
de las cepas con el RNA de interferencia sca-1, aumenta la supervivencia de GS1894 y
la estirpe salvaje, N2.

Dementia is a type of neurodegenerative disease in which most cases are classified as
Alzheimer's disease because of the simultaneous presence of extracellular deposits of
B-amyloid peptide, aggregations of neurofibrillary tangles and progressive
neurodegeneration. Genetic alterations in presenilin-2 promote the increase of the most
neurotoxic form of B-amyloid peptide. In the present work, a descriptive study of three
strains mutated in the sel-12 gene in Caenorhabditis elegans is carried out, as it is an
ortholog of presenilin-2 in humans. The altered lines AN87, RB1672 and GS1894 are
compared with the wild-type strain, N2, mimicking models of Alzheimer's disease. The
results show decreased fertility and survival of the three mutant strains, size-independent
growth retardation of AN87 and RB1672 and defects in motility variables of GS1894.
Likewise, electrophysiological recordings of GS1894 show higher amplitude, pump
duration and repolarisation/depolarisation ratio than those of N2. Treatment of the strains
with sca-1 RNA interference increases the survival of GS1894 and the wild-type strain,
N2.
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Las enfermedades neurodegenerativas son actualmente una de las mayores
preocupaciones en cuanto a salud publica debido al envejecimiento poblacional, su alta
prevalencia y coste social consiguiente. Tal es su importancia, que afio tras afio se
desarrollan planes y estrategias que impulsan su investigacion (1).

Una de las neuropatologias més frecuentes es la demencia, definida por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como un sindrome basado en el deterioro de la funcién
cognitiva, ya sea de naturaleza crénica o progresiva, cuya causa se relaciona con
enfermedades y lesiones cerebrales, que afecta a la memoria, el pensamiento, la
orientacion, la comprension, el célculo, la capacidad de aprendizaje, el lenguaje y el
juicio, entre otras, originando una situacion de discapacidad y dependencia entre
guienes la padecen. El subtipo de demencia mas frecuente y predominante es la
enfermedad de Alzheimer (AD), que representa el 60-70% de los casos y es reconocida
por la OMS como una prioridad de salud publica (2).

Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer fue descubierta por el médico aleman Alois Alzheimer y el
psiquiatra Emil Kraepelin, en 1907, tras el examen del cerebro de una mujer de 51 afios
que sufria pérdida de memoria, del lenguaje, desorientacion y alucinaciones (3). Existen
tres caracteristicas histopatolégicas utilizadas para diferenciarla de otras formas de
demencia, que deben darse simultdneamente:

1) Acumulacion de depositos extracelulares de péptido B-amiloide (AB), ya sea
amorfos o dispuestos en una conformacion [3, localizados fundamentalmente en
la sustancia gris del cerebro (4).

2) Formacién de agregaciones intraneuronales de ovillos neurofibrilares (NFTs). Es
decir, filamentos de proteina tau hiperfosforilada (p-tau) que alteran la
conformacion convencional de los microtubulos y, consecuentemente, su funcién
transportadora, dando problemas sinapticos y neuronales (5).

3) Neurodegeneracion progresiva, por pérdida de neuronas o su funcién sinaptica

®).

La acumulacién de placas AB es el proceso desencadenante de la enfermedad de
Alzheimer mas conocido. El péptido B-amiloide se forma como resultado del
procesamiento aberrante y polimerizacion posterior de la proteina precursora amiloidea
(APP) por el complejo y-secretasa. La APP se produce de forma fisiologica en las
neuronas y aunque su funcién es actualmente desconocida, se cree que esta
relacionada con la sinapsis neuronal y su plasticidad (6). Las agregaciones de AB estan
implicadas en la interferencia y bloqueo de la transmision sindptica, la alteracion de la
homeostasis del calcio, la inflamacion y el agotamiento de factores energéticos y
neuronales, lo que conduce al deterioro neuronal y la funcién cognitiva asociada (6).

Ademas, la sobreagregacion del péptido B-amiloide inicia la segunda caracteristica
histopatol6gica mencionada anteriormente, la formacién de NTFs en el interior de las
neuronas. Los NFTs son agregados insolubles de proteina tau hiperfosforilada
producidos por enzimas con actividad quinasa. En situaciones fisiologicas saludables,
la proteina tau se asocia con la tubulina para formar microtubulos estables y los
interconecta. Por tanto, la hiperfosforilacion de la misma interviene en la pérdida de la
comunicacion entre neuronas y el procesamiento de sefiales (5).

Sorprendentemente y pese a la estrecha relacibn entre ambas, cabe destacar la
existencia de pruebas indicativas de que la acumulacién de placas AB no es
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necesariamente un sintoma del desarrollo de Alzheimer. En algun otro punto deben
incidir factores decisivos en la neurodegeneracion cerebral (5).

Hoy en dia, el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer se basa principalmente en
test neuropsicoldgicos, técnicas de neuroimagen no-invasivas, como estudios PET
(Tomografia de Emision de Positrones), y vigilancia de algunos marcadores aceptados,
como la relacién p-tau/tau o el ratio AB42/AB4o, donde AB4z es la forma menos abundante,
insoluble, neurotéxica y con tendencia a la agregacion, mientras que ABao, €S Mas
abundante y menos reactiva (4). No obstante, la evaluacion cerebral de la enfermedad
solo puede confirmarse mediante una autopsia post mortem, donde se evidencian los
dafios histolégicos del tejido, que no siempre coincide con la gravedad de los sintomas
cognitivos del paciente (5).

Las causas asociadas a la enfermedad de Alzheimer no estan del todo claras, existiendo
diversas clasificaciones de los pacientes en subgrupos delimitados por diferentes
variables. Por este motivo se le ha bautizado como una enfermedad multifactorial.
Centrandonos en su origen, la patologia se divide en ‘Alzheimer familiar’ y ‘Alzheimer
esporadico’. El primero y menos comun (5% de los casos) se define por individuos que
presentan mutaciones autosémicas en tres genes principalmente; PSEN1 (presenilina-
1), PSEN2 (presenilina-2) y APP. El 95% de los casos restantes son ‘Alzheimer
esporadico’, desencadenado por diversos factores de riesgo entre los que priman el
ambiente y el estilo de vida de cada paciente (7). Por otra parte, desde un punto de vista
clinico determinado por la edad de aparicion de los sintomas, se propone clasificar la
enfermedad como ‘Alzheimer de inicio temprano’ (EOAD), en personas menores de 65
afios o ‘Alzheimer de aparicién tardia’ (LOAD) en mayores de 65 afios. Ademas, existen
investigaciones que relacionan ambas categorias, siendo el tipo LOAD,
mayoritariamente esporadico y EOAD, familiar o de causa genética (8).

Papel de la presenilina-2 en la enfermedad de Alzheimer

Las mutaciones en la presenilina se relacionan estrechamente con los casos de EOAD,
aungue las mutaciones descritas para PSEN2 son una minoria con respecto a las
encontradas en PSEN1. No obstante, se conoce que las formas alteradas
genéticamente de PSEN2 promueven el aumento de AB, sobre todo de AB42, su forma
de mayor neurotoxidicad (9).

En cuanto a su estructura, la presenilina-2 es una aspatrtil proteasa de 448 aminoéacidos,
con 9 fragmentos transmembrana y un peso molecular de 55 kDa (9).

Figura 1: A la izquierda, estructura tridimensional de la presenilina 2. En el centro, se marcan los
segmentos transmembrana y a la derecha, los sitios activos de la proteina (10).

La mayor parte de las alteraciones de PSEN2 asociadas a formas de EOAD y LOAD se
encuentran en las partes hidrofilicas de la proteina, que coinciden con las regiones mas
conservadas.
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En las neuronas, puede encontrarse en forma de holoproteina, es decir, proteina simple,
en el aparato de Golgi y en la membrana del reticulo endoplasmético (RE). En este
ualtimo, algunos estudios sugieren que forma canales ionicos ‘de fuga de calcio’, que
cuando estan operativos aumentan la concentracion de Ca?* citosolica a costa de liberar
dicho i6n de los depdésitos del RE, activando inevitablemente, las vias de sefalizacion
por este segundo mensajero. En consecuencia, se propone que las mutaciones en
PSEN?2 alteran la homeostasis del Ca?* (11).

Sin embargo, la forma holoproteica de PSEN2 es muy inestable. Por ello sufre una
endoproteolisis autocatalitica en su bucle citoplasmatico mayor, dando lugar a un
heterodimero ya estable y convirtiéndose en la subunidad catalitica del complejo y-
secretasa, donde ejerce su funcién principal: la escisién de APP en AB. De hecho, las
mutaciones de la PSEN2 relacionadas con la enfermedad de Alzheimer, se deben a que
estas derivan en una ganancia de funcion. Es decir, las formas aberrantes de PSEN2
cursan con un aumento de la actividad del complejo y-secretasa, que conlleva el
incremento de péptido AR y que, ademas, se desvia hacia la formacién de su forma con
mayor neurotoxicidad, ABa42 (9).

Es importante sefialar que la formacién de canales de fuga en el reticulo y la actividad
desempefiada por PSEN2 en el complejo y-secretasa, son independientes, ya que cada
una de dichas funciones requiere una conformacion especifica; proteina simple o
madura (escindida), respectivamente (11).

C.elegans como modelo de estudio de enfermedades neurodegenerativas

Caenorhabditis elegans es un modelo animal ampliamente utilizado como objeto de
estudio de multiples enfermedades. Se trata de un nematodo de vida libre con una larga
lista de ventajas que lo hacen mas que apto en cuanto a investigaciones relacionadas
con el envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas, como lo es la AD (12).

Algunas de sus virtudes son: su pequefio tamafio (lmm cuando alcanza la edad adulta),
bajo coste y facil mantenimiento. Debido al uso de este organismo como modelo, existen
muchos protocolos de manejo disponibles y optimizados. En cuanto a su biologia,
C.elegans es transparente (lo cual permite la mejor visualizacion de sus estructuras
internas), su ciclo vital y reproductivo son cortos (2-3 semanas y 3 dias,
espectivamente), es hermafrodita (aunque bajo condiciones de estrés térmico se
desarrolla un bajo porcentaje de machos), por lo que en la mayor parte de los casos se
da la autofecundacion, facilitando la uniformidad genética entre los individuos y realiza
puestas grandes que permite la obtencién de alrededor de 300 larvas/adulto, que
pueden ser sincronizadas. Ademas, es el primer animal con su genoma completamente
secuenciado del que también se encuentra actualmente descrito su transcriptoma, lo
que le hace ser el nematodo mas estudiado en términos moleculares (13). Incluso, juega
en su favor el hecho de tener mas del 65% de los genes ortélogos a los implicados en
enfermedades humanas, un alto nimero de cepas mutadas disponibles y, para culminar,
no requiere la aprobacion del Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales (12).

En definitiva, la clave del estudio de AD en C.elegans, reside por una parte en su corta
esperanza de vida, necesaria en el estudio de enfermedades relacionadas con el
envejecimiento. Por otra parte, esta la existencia de multitud de ensayos en los que se
ha demostrado que la neurodegeneracion de las lineas transgénicas de este nematodo
es muy similar y puede traducirse a los efectos observados en humanos. Ademas,
C.elegans carece de genes ortdlogos para proteinas como APP o ApoE, por lo que la
introduccion de AR transgénico, permite estudiar sus efectos como tal, excluyendo los
impactos que podria tener el procesamiento de APP o la intrusion de ApoE (14). Lo
mismo se puede aplicar a nuestras lineas de estudio, mutantes para el gen ortlogo de
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la PSEN2, sel-12 (Suppressor/Enhancer of Lin-12) en el gusano. Utilizando el software
Ensembl, se observa la existencia de un 50% de identidad entre ambas secuencias
aminoacidicas (15).

Segun las bases de datos WormBase y UniProt, sel-12 codifica para una proteina cuya
funcién propuesta es similar a la de PSEN2 en humanos. Se trata de una endopeptidasa
con localizacion subcelular en el RE y aparato de Golgi, expresada en la mayoria de las
neuronas y que participa en varios procesos, como la conexion neural, termotaxis,
funcién muscular (16), asi como en la regulacién de la transduccion de sefiales y la
oviposicion (17).

Los nematodos mutantes en sel-12 tienen aumentada la transferencia de calcio del RE
a la mitocondria y, por tanto, se da una potenciacion de los mecanismos de respuesta
frente al estimulo. Una de las actividades aumentadas es la respiracion mitocondrial,
gue tiene como inconveniente el incremento de la produccién de iones superoxido que
provocan situaciones de estrés y dafio en el sistema nervioso del gusano (18).

Hipotesis
Antecedentes en la bibliografia sitian mutaciones en la presenilina-2 como una de las
causas de la enfermedad de Alzheimer por herencia familiar, generalmente de aparicion

temprana. Ademas, se ha caracterizado un gen ortélogo de PSEN2 en C.elegans, sel-
12, cuya funcion propuesta se asemeja para la descrita en humanos.

Dadas estas premisas, se han escogido tres cepas mutantes en sel-12, con alteraciones
de diferente relevancia; AN87, RB1672 y GS1894, en orden de gravedad decreciente,
para poder evaluar los efectos fenotipicos de la misma y compararlos con la linea N2,
estirpe salvaje. Ademas, se ha planteado la inhibiciéon del Gnico gen homélogo de la
SERCA en C.elegans, sca-1 (Sarcoendoplasmic-calcium-ATPase) (19), como posible
solucién a la sobreestimulacién mitocondrial.

Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo principal observar los efectos de tres mutaciones
de diferente gravedad en el gen sel-12 de C.elegans y compararlas con la estirpe
salvaje, N2. Las lineas mutantes se denominan AN87, RB1672 y GS1894 e imitan
modelos de la enfermedad de Alzheimer.

Para ello, se plantean los siguientes objetivos especificos para las distintas cepas:

= Estudio del desarrollo

= Estudio de fertilidad

= Determinacién de la esperanza de vida

= Posibles alteraciones en el bombeo de la faringe
= Posibles alteraciones en la movilidad

Pagina | 8



Materiales vy reactivos

COMPUESTO CASA COMERCIAL REFERENCIA/LOTE
10% Tween20 Bio-Rad 16624040
Agar Calbiochem 12177-1Kg
Clorhidrato de serotonina Alfa-Aesar B21263
Cloruro de calcio MERCK A935182914
Cloruro SODCO EMSURE K49437804743
Colesterol Sigma-Aldrich C8503-25G
Hidroxido de sodio MERK B794198108
Peptona bacteriolégica PRONADISA 1616,00
Pipeta Pasteur (90 y 30 mm @) Deltalab 200201
SceenChip60 NemaMetrix SCC60
Sulfato de magnesio Sigma-Aldrich M2643-500G
FuDR 5’-fluoro-2’-deoxiuridina Alfa-Aesar L16497
Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandésido Thermo Scientific 00659265
Carbenicilina Fisher BioReagents  BP2648-5
Tampon M9:
Cloruro sodico EMSURE K46991504540
Fosfato monopotasico Sigma-Aldrich P5655-500G
Fosfato disédico Sigma-Aldrich S0876-1KG
Sulfato de magnesio Sigma-Aldrich M2643-500G
Tampén KzHPO4/KH2PO4
Fosfato De hidrogeno
dipotésico MERCK A0026704927
Fosfato monopotasico Sigma-Aldrich P5655-500G
Lejia (379 de Cl activo/L) Comercial

Cepas

En el presente Trabajo de Fin de Master se utilizan tres lineas de C.elegans con
diferentes mutaciones homocigotas en el gen sel-12, cuya descripcion detallada puede
encontrarse en la plataforma WormBase.

= Cepa AN87: porta una sustitucién de un solo par de bases, mutaciéon nonsense,
gue da lugar a un codén de parada prematuro. Consecuentemente, el RNAm es
mas corto y existe una alta probabilidad de que codifique una proteina truncada
no funcional (20).
Para el disefio de esta linea se emple6 el metanosulfonato de etilo (EMS) como
agente mutagénico, dando el genotipo sel-12 (ty11) X.

= Cepa RB1672: presenta una delecion de 1525 pb originada con el agente
mutagénico trimetilpsoraleno (TMP) o por luz ultravioleta, cuya proteina
resultante es no funcional por un acortamiento de su cadena aminoacidica que
podria alterar estructuras esenciales (21). El genotipo se indica como sel-12
(0k2078) X.
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= Cepa GS1894: se trata de una linea denominada genotipicamente como sel-12
(arl31) X, con una mutacion puntual de sustitucion de un par de bases,
correspondientes a la primera cadena transmembrana de la proteina codificada
por el gen sel-12 (22). El agente mutagénico empleado en su disefio es también
EMS (23).

Las tres lineas fueron proporcionadas por el CGC (Caenorhabditis Genetics Center). Se
utilizé la cepa N2 (wild type), actualmente consolidada como linea control (24).

Mantenimiento de las cepas de C.elegans

Las cuatro cepas de C.elegans estudiadas, N2, AN87, RB1672 y GS1894, se cultivan
en placas de agar sembradas con un césped bacteriano de Escherichia coli (OP50) y
se cultivan en incubadores a 20°C. De esta forma, se cumple con los requerimientos
basicos de humedad, concentracién de oxigeno atmosférica y temperatura entre 12-
25°C (25).

Preparacion de placas Petri para los diferentes experimentos

Las placas de Petri en las que se cultivan los gusanos contienen agar NGM (Nematode
Growth Medium) independientemente del objetivo experimental para el cual se usen.
Por ello, se parte de un protocolo comun:

= Preparacion de una botella de 500 mL con: 0,75 g de NaCl 2,6 mM, 0,65 g de
peptona (1,3 g/L), 4,25 g de agar (8,5 g/L) y 250 mL de agua desionizada.
= Se autoclavan a 125°C durante 2 horas y se mantienen en el bafo a 55°C para
evitar su solidificacion.
= En la campana de flujo laminar se afladen:
o 250 pL de una disolucion de colesterol 12,9 mM
o 250puLdeCaCl,1 M
o 250 puL de MgSO4 1M
o 6,25 mL de tampodn fosfato (K.PHPO4/KH2PO,)

Una vez realizados estos pasos, el protocolo difiere dependiendo del tipo de
experimento deseado, que cursa con la adicion de los siguientes compuestos:

MORTALIDAD FERTILIDAD MOVILIDAD EFG
e FUDR 15 uM = 15 uM 15 pM
¢ IPTG 1mM 1mM 1mM
e Carbenicilina 0,2 uM 0,2 uM 0,2 uM

Tabla 1: Compuestos que se afiaden al medio NGM segun la finalidad experimental.

La fluorodesoxiuridina (FUDR) es un inhibidor de la replicacién del DNA que dificulta la
reproduccion de C.elegans al bloquear el proceso de division mit6tico. Ralentiza el
crecimiento celular de los gusanos e impide su desarrollo, aunque presenta otros efectos
secundarios inevitables (26). El isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) es un
compuesto inductor de la expresion de los operones de los vectores plasmidicos de las
bacterias transformadas (27). Finalmente, la carbenicilina es un antibiético que funciona
como selector positivo de las bacterias transgénicas.

= Se resuspende con una pipeta de 50 mL para obtener una mezcla homogénea.
= Se pipetean 10 mL de la mezcla en placas de Petri de 90 mm de didmetro o 4
mL en placas de 35 mm.
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Trasferencia de gusanos

Se utilizan diferentes métodos con el objetivo de pasar los gusanos de una placa de
agar a otra, bien para su mantenimiento o con el fin de colocarlos en una condicion
adecuada para su estudio.

Una de las técnicas mas generales, se conoce como ‘chunk’ o ‘trozo’. Consiste en el
empleo de una espatula, previamente flameada en alcohol de 70° para esterilizarla, con
la que se corta un area determinada del agar donde se encuentran los gusanos de
interés. Posteriormente, se coloca el fragmento extraido encima de una placa de Petri
nueva sembrada con OP50, de forma que los gusanos queden en contacto directo con
ambas capas de agar, como si se tratase de un bocadillo.

(A) (B) ‘
_ 7 . ©
\
/ =
B
I I I C. elegans
1
AL Bacterias =
| |
|
Placa de agar inicial, con los gusanos Placa de agar final, sembrada con

que queremos traspasar las bacterias de interés

Figura 2: (A) Esquema del proceso de realizacion de un chunk con la orientacion adecuada. (B)
Espatula esterilizada para realizar el trozo’. (C) Placa de agar con un ‘chunk’.

Las otras dos técnicas de trasferencia empleadas tienen la ventaja de que permiten la
seleccion de los gusanos individualemente, se les denomina asa y asa de pestafia. El
asa consiste en un alambre de platino de 0,3-0,5 mm, que permite su rapida
esterilizacion al flamearlo en la llama de un mechero Bunsen, fundido por un extremo a
una pipeta Pasteur de vidrio y aplanado en su otro extremo. De esta forma, tocando
suavemente sobre el césped bacteriano y después sobre los gusanos, estos se adhieren
por tensién superficial al alambre. Finalmente, se depositan en la placa de agar nueva
tocando la misma. También se utiliza el asa de pestafa, que consiste en una pestafia
fusionada a punta de 200 pL. Se desinfecta por inmersion en alcohol de 70°. Este
método es mas delicado y permite la seleccién individual de los C.elegans. Cabe
destacar, el requerimiento de horas de practica para estos dos ultimos métodos, asi
como el tiempo que se precisa para su correcta ejecucion.

(A) (€)

(B)

:

Figura 3: (A) Imagen del asa y (B) asa de pestafa. (C) Toma de gusanos con un asa de pestafia.
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Pese a los pasos de desinfeccidn, existe una probabilidad de contaminacion asociada a
estas técnicas.

Preparacion y siembra de los medios bacterianos OP50, L4440y SCA1

La especie bacteriana que sirve de alimento a las cepas de C.elegans es Escherichia
coli. La cepa que se utiliza convencionalmente para el mantenimiento de este nematodo
se denomina OP50 (28).

Para el cultivo de E.coli OP50 (OP50), se toma con la punta de una pipeta de 200 uL
una colonia de una placa sembrada en estria y se resuspende en un tubo de doble cierre
con entre 4 mL de medio 2xYT. Posteriormente, se coloca en agitacion en el incubador-
agitador a 37°C durante la noche/12 horas para facilitar el crecimiento bacteriano. Tras
24 horas, se vierte el contenido del tubo en un bote de 50 mL estéril con 40 mL de medio
2xYT.

Las cepas bacterianas utilizadas para el estudio con RNA de interferencia (iRNA) son
L4440 y SCAL. Son transgénicas y ambas portan el vector plasmidico L4440. La cepa
bacteriana control, L4440, contiene el plasmido vacio, mientras que la cepa SCAL tiene
el iRNA sca-1 cuya funcion es silenciar la SERCA de C.elegans codificada por el gen
sca-1.

El procedimiento para el crecimiento de ambas cepas mutantes es el mismo descrito
anteriormente para E.coli OP50, con la diferencia de que, en este caso, se utiliza
ampicilina 0,3 uM como seleccionador positivo de las cepas transgénicas. Con ayuda
de un espectrofotometro se calcula la proporcion adecuada de E.coli SCAL, pues debe
ser 10% de SCAL1y 90% de L4440 (datos previos del laboratorio).

Sincronizacion de gusanos mediante obtencién y siembra de huevos

La sincronizacion de los nematodos es fundamental en los experimentos realizados, ya
gue se necesita que todos se encuentren en el mismo estadio de desarrollo para la
recogida de datos comparables. En el presente estudio se opta por partir de nematodos
en fase de huevo para obtener poblaciones muestrales uniformes.

Para ello, es necesario partir de placas con gusanos adultos que porten huevos en el
interior de su organismo y seguir los siguientes pasos:

= Se recogen los nematodos en un eppendorf con 1-2 mL de tampdn M9, con una
pipeta Pasteur de vidrio, ya que se adhieren al plastico.

= Centrifugar 1 minuto a 2000 r.p.m y retirar el sobrenadante.

= Para liberar los huevos del interior de los adultos, primero se realiza una ruptura
guimica de los gusanos afiadiendo 250 pL de tampdn M9y 150 L de una mezcla
2:1 de lejia/NaOH 5 M. Posteriormente, se lleva a cabo la ruptura mecanica
mediante la agitacion de los eppendorf en el vortex, en intervalos de 20 segundos
de agitacién cada 2 minutos, durante 10 minutos.

= Centrifugar 1 minuto a 8000 r.p.m y retirar el sobrenadante.

= Lavado de los huevos con 1 mL de tampon M9 y aplicacion de un agitado rapido
con el vértex para disgregar el sedimento.

= Centrifugar 1 minuto a 8000 r.p.my retirar el sobrenadante hasta quedarnos con
100 pL aproximadamente.

= Resuspension del sedimento y pipeteo de gotas de aproximadamente 15 uL en
placas nuevas sembradas con la cepa bacteriana de interés.

= Se dejan secar las gotas con los huevos y finalmente se almacenan en el
incubador de 20°C, en posicién invertida.
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Estudios de desarrollo

Para observar el fenotipo que presentan las cepas desde la puesta de huevos hasta su
conversion en adulto joven se realizan fotografias de las larvas cada 24 horas, durante
los 4 dias de su desarrollo, con una camara acoplada a una lupa binocular Leica a una
magnificacion de 50X.

Fertilidad

Las placas de agar utilizadas en los experimentos de fertilidad son de tres tipos, todas
especificadas en la Tabla 1:

= Placas de mantenimiento, sembradas con OP50.
= Placas con IPTG y carbenicilina, con L4440 (control).
= Placas con IPTG y carbenicilina, con SCA1, 10% (tratamiento).

Se estudidé el niumero de huevos que pone cada una de las cepas mutantes AN87,
RB1672, GS1894 y la cepa control N2, colocando un individuo en cada uno de los tres
tipos de placas, transfiriéndolo a otra nueva cada 24 horas y manteniendo las mismas
en la incubadora a 20°C. Dos dias después de haber retirado el gusano adulto de cada
placa, se realiza un recuento de las larvas existentes.

Con los datos recopilados, se realiza un Analisis de la Varianza (ANOVA) para obtener
las curvas de fertilidad con el programa SPSS.

Curvas de mortalidad

Los experimentos de mortalidad de las lineas mutantes AN87, RB1672, GS1894 y la
cepa control N2, se realizan sobre placas de Petri de 35 mm de diametro, en dos
condiciones aplicadas en dos etapas del desarrollo de C.elegans que se resumen en la
siguiente tabla:

CONDICION CONTROL CONDICION DE ESTUDIO
(L4440) (SCA1, 10%)

Mortalidad n®1  (01.03.2021)
Mortalidad n®2  (09.03.2021)

Desde fase de huevo

Mortalidad n®3  (16.02.2021)
Mortalidad n°4  (12.04.2021)
Mortalidad n°5  (19.04.2021)
Mortalidad n°6  (24.05.2021)

Desde adulto joven

Tabla 2: Resumen de la informacion relativa a los experimentos de mortalidad.

Cabe destacar, la transferencia de los gusanos con el asa de pestafia a su placa
correspondiente dos veces; la primera, en su estadio adulto joven, dia en el que se
inician las mortalidades y la segunda, a dia 5, para evitar las alteraciones que podria
producir la retirada de las larvas. Ademas, cada experimento de mortalidad consta de 5
placas de cada cepa por cada condicién, con 10-30 nematodos en cada una incubados
a 20°C. El rango varia tanto debido a que se hicieron diferentes pruebas para determinar
cualitativamente cudl era el tamafio muestral mas adecuado.

El procedimiento seguido consistié en anotar y retirar cada dia los individuos muertos
existentes en cada placa, considerando individuos censurados aquellos que salen del
agar y se secan o se deslizan debajo del mismo. El experimento finaliza cuando no
gueda ninguno vivo.
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Por ultimo, se utilizan cuatro programas para la obtencién de los resultados estadisticos;
Excel para la plantilla, Origin pro8.5 y Survival para el tratamiento de los datos y SPSS
para la obtencién de las curvas de mortalidad a partir del test Klaplan-Meier y Log Rank
para agruparlos por parejas sobre los estratos.

Electrofaringeograma (EFG)

Para la mejor comprension de la técnica se procede a describir primero el érgano
faringeo de C.elegans, mas conocido como faringe o pharynx, cuya funcion se basa en
el bombeo y triturado de las bacterias para su posterior transporte al intestino (29),
Figura 4. Es un 6rgano neuromuscular establecido como modelo simple para el estudio
de las redes neuronales. Ademas, es comparable al corazon, pues ambos se contraen
y relajan sincrénicamente y de forma auténoma, coordinado por el sistema nervioso. La
faringe, se compone de 60 células en total; 20 neuronas, 20 células musculares y 20
glandulares o estructurales, conectadas al resto del sistema nervioso por una Unica
interneurona (30).

Grinder

Pumping

Peristalsis

i Terminal
Bulb

Corpus Isthmus

Figura 4: Esquema de las tres partes que componen la faringe de C.elegans: cuerpo, istmo y
bulbo terminal. El bombeo del pharynx permite la entrada de la comida en el cuerpo, que pasa al
istmo favorecido por las ondas peristalticas. Finalmente llega al triturador, ‘grinder’, (ubicado en
el bulbo terminal) cuya funcién es triturar las bacterias, que son impulsadas al intestino (31).

El EFG es una técnica que mide extracelularmente la actividad eléctrica del bombeo del
musculo de la faringe. Dichos registros eléctricos se denominan electrofaringeogramas
y representan un patrén regular de sefiales eléctricas que se observan solo cuando la
faringe estd bombeando y que, por tanto, proporciona informacién acerca de las
caracteristicas del bombeo y de las vias de sefializacion que pueden estar afectadas en
las lineas mutantes (32).

De forma general, cada bombeo describe una serie de picos, que generalmente se
conservan. Estos se corresponden con tres fases (30):

» Fase E: de excitacién, con dos picos positivos, E1 y E2.
= Fase P: de meseta, compuesto por tres picos negativos, P.
= Fase R: de relajacion y repolarizacién, en forma de dos picos negativos R1y R2.
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4:E Phase | PPhase | RPhase
E2 E1l: Excitacion de la motoneurona colinérgica MC.

E2: Despolarizacion del musculo y contraccién del

£1 pharynx.

mV

P: Liberacion de glutamato de la motoneurona
i inhibitoria M3.

R1: repolarizacién del cuerpo

R2: repolarizacion del musculo del bulbo terminal.
3 R1
11.15 1.2 11.25 13 » 11.35 1.4
Time [s]

Figura 5: EFG de un bombeo del musculo faringeo de C.elegans y explicacion de los picos
indicados. Modificado de (30).

En este trabajo, cada electrofaringeograma (registro eléctrico) tiene una duracion de 3
minutos. Se decidio utilizar la cepa mutante GS1894 por ser la linea que mayor
supervivencia y movilidad presenta en la fase adulta. Como control, se usé N2. Ambos,
crecieron en placas con E.coli OP50 y al tercer dia cuando alcanzan el estadio adulto
joven, se transfirieron a una placa con FUDR 15 uM para evitar el desarrollo de larvas,
gue interfieren en la técnica EFG. Los EFGs se realizan a dia 5 de edad adulta y se
procedié de la siguiente forma:

= Los gusanos se recogen en un eppendorf con 1,5 mL de diluciéon Tween 0,1%-
tampon M9. El Tween es un detergente que se adhiere a las membranas
bacterianas emulsionandolas, pero no afecta a los gusanos.

= Se llevan a cabo 3 lavados de los nematodos con 1 mL de tampdn M9, cada uno
seguido de volteo manual y retirada del sobrenadante. De la misma forma, se
lleva a cabo un cuarto lavado con 1 mL de una disolucién de serotonina 2,3 mM
en tampdn M9. La serotonina activa el bombeo del pharynx.

= Se afiade 1 mL de la dilucién de serotonina 2,3 mM y se deja reposar 15 minutos.

Los gusanos no pueden pasar mas de dos horas en este medio estimulador porque
entran en restriccion energética, que altera los registros electrofisioldgicos.

El electrofaringeograma se realiza en una camara ScreenChip Cartidge Nemametrix
ubicada sobre un microscopio invertido de la marca Zeiss. Esta se encuentra conectada
por un extremo a una bomba de vacio y por el otro a un capilar que se introduce en el
eppendorf que contiene los gusanos de interés. Con el sistema de vacio se cargan los
nematodos en la cdmara o ScreenChip. Ademas, para facilitar la entrada de los gusanos
en el capilar de la camara y colocarlos correctamente o dar paso al siguiente individuo,
se conecta el capilar del eppendorf a una jeringuilla cargada con la solucién de
serotonina. Cuando termina el registro de un gusano, se impulsa con la jeringuilla la
entrada de otro.

El programa utilizado para el registro de los EFG es NemAcquire. Con él se obtuvieron
datos de 21 gusanos N2y 17 gusanos GS1894, que posteriormente se analizaron
estadisticamente con el programa NemAnalyse, del cual se exportaron los resultados
a un Excel para, finalmente, realizar un ANOVA, de diferentes variables con SPSS.
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Figura 6: (A) Esquema de los componentes necesarios para realizar un electrofaringeograma. 1)
ScreenChip Cartidge Nemametrix. 2) Eppendorf con los gusanos suspendidos en la disolucion
con serotonina. 3) y 4) capilares de conexion 5) Sistema de vacio. Modificado de (33). (B)
Esquema de la camara ScreenChip, donde los gusanos son colocados entre dos electrodos (34).

Estudios de movilidad

Se utilizaron las placas de Petri de 90 mm de didmetro explicadas en la Tabla 1 y las
cepas GS1894 y N2. Se escogio6 dicha linea mutante por ser la que presenta mejores
resultados de supervivencia.

Primeramente, se sincronizaron los gusanos de cada cepa y se transfirieron a medios
con la condicién correspondiente (SCAL y L4440). Se llevaron a cabo experimentos con
diferentes tamafios muestrales para determinar cual era el mas adecuado, llegando a la
conclusion de poner 55 individuos/placa para la cepa N2 y 65 individuos/placa para
GS1894. Se realiza un video de 2 minutos de cada placa, a dias 5, 8 y 11 de edad
adulta, utilizando para ello una cadmara acoplada a una lupa binocular de la marca Leica,
a una magnificacién de 10X e intentando escoger el campo visual donde mayor nimero
de individuos se encontrasen. Antes del inicio de cada video, se traspasan a una placa
nueva para tener un fondo lo mas homogéneo posible y asi evitar problemas en su
posterior analisis informatico y se golpea suavemente tres veces la base de la placa en
la poyata para activar el movimiento de los gusanos.

La obtencién de los resultados se realiza con el programa ImageJ, utilizando el pluging
Wrmtrack para calcular los datos relativos a la velocidad méaxima (Vmax), area,
velocidad media (Vmedia), body lengths per second (BLPS), que es otra medida de la
velocidad especifica de nematodos, y body bends per second (BBPS), que mide las
veces que el cuerpo de cada individuo se curva con respecto al tiempo.
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RESULTADQOS
Comparativa del desarrollo de las lineas N2, AN87, RB1672 y GS1894

En las Tablas 3, 4, 5y 6 se recogen imagenes tomadas cada 24 horas tras el traspaso
de un gusano en estadio adulto joven a cada uno de los medios indicados a
continuacion; placas sembradas con OP50, L4440 y sca-1, con el objetivo de constatar
posibles diferencias en cuanto a tamafio y velocidad de desarrollo entre las lineas
mutantes en sel-12 y control. Ademas, se pretende observar si entre las condiciones
OP50 y L4440 existen diferencias, puesto que ambas se utilizan como controles.

Todas las fotos se tomaron mediante una cdmara incorporada a una lupa binocular
Leica, con una magnificacion total de 50X (Tablas 3, 4, 5y 6). Las flechas rojas sefialan
la estructura en forma de media luna blanca, caracteristica del estadio L4, mientras que
las amarillas indican la protusion vulvar comun en los mutantes en sel-12, sobre todo,
en la linea AN87.

CONDICION DIA 1 (24h) DIA 2 (48h) DIA 3 (72h) DIA 4 (96h)
OP50 . >> | " ’7 -.v" . .
N . . .
SCA1l
(10%)

Tabla 3: Imagenes del desarrollo de la cepa N2, tomadas cada 24 horas.

CONDICION DIA 1 (24h) DIA 2 (48h) DIA 3 (72h) DIA 4 (96h)
- | . .
h - | . .
SCAl i
(10%)

Tabla 4: Imagenes del desarrollo de la cepa AN87, tomadas cada 24 horas.
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CONDICION DIA 1 (24h) DIA 2 (48h) DIA 3 (72h) DIA 4 (96h)

o | | . .
" | . . .
SCAL ) 2

(10%)

Tabla 5: Imagenes del desarrollo de la cepa RB1672, tomadas cada 24 horas.

CONDICION DIA 1 (24h) DIA 2 (48h) DIA 3 (72h) DIA 4 (96h)
- - . .
SCA1l
(10%)

Tabla 6: Imagenes del desarrollo de la cepa GS1894, tomadas cada 24 horas.

En la Figura 7.A) del Anexo, se muestra la comparacion cuantitativa del tamafio de las
diferentes cepas, con la condicion correspondiente, a lo largo del tiempo. Los datos se
obtienen tras el analisis del area con el programa ImageJ.

Primeramente, se puede observar un retraso temporal en la puesta de huevos de las
lineas AN87 y RB1672, en comparacion con la cepa control, N2. Sin embargo, la puesta
no se corresponde con el tamafio de las larvas control post-eclosion. Asi mismo, se
observa un adelanto del desarrollo de todas las lineas en presencia de sca-1, visible por
la estructura de media luna mencionada anteriormente, que caracteriza el estadio L4.

En cuanto a las condiciones estudiadas; OP50, L4440 y sca-1, se opta por comparar el
tamafio de las diferentes cepas a dia 4, cuando naturalmente se alcanzaria el estadio
adulto joven, correspondiente al de mayor envergadura, Figura 7. En las cuatro cepas,
el mayor tamafio se alcanza en presencia de sca-1, seguido de L4440 y, por ultimo,
OP50. No es posible analizar las diferencias ya que solo se tom6 una imagen por cepa.
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Finalmente, se destaca que con L4440, los individuos presentan un tamafio mayor que
con OP50.

Tamafio adia 4

1.0 7
Bl N2
0.8 Hl AN
~ 0.6 B rB
=
E 0.4+ Il Gs
0.2 1
0.0
OP50 L4440 sca-1

Figura 7: Comparativa del tamafio (mm?2) de las cepas estudiadas en diferentes condiciones.

Fertilidad
Se llevaron a cabo 3 experimentos de fertilidad por cada linea y para cada condicion.

Se tomaron los datos correspondientes a la condicion control OP50 para realizar la
comparacion de la fertilidad de las cepas mutantes en sel-12 y la cepa control, tanto de
la puesta por dia de cada uno de los gusanos como de la puesta total, Figura 8 (A) y
(B), respectivamente. En ellas se representa que las tres cepas mutantes AN87, RB1672
y GS1894 ponen significativamente menor cantidad de huevos (al dia y totales) con
respecto a la linea control, N2. Por el contrario, no existen diferencias significativas en
la puesta total entre las cepas mutantes.

Ademas, se observa que las lineas AN87 y RB1672 no ponen huevos hasta dia 2 y 3,
respectivamente, Figura 8 (A).

(A) Promedio huevos/dia (B) Total de huevos
120 - . 1> 400 -
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N°de huevos/gusano

N
o
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N°de huevos/gusano
(2]
o
L

o
L

N2 AN RB GS

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Figura 8: (A) Numero de huevos al dia y (B) Puesta total de un gusano de cada cepa estudiada
en la condicién control OP50 (n=3). *p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, ***p-valor < 0,005; Barras
de error: * error estandar.

Por otro lado, se analiz6 la puesta total mediante el test ANOVA, con el objetivo de ver
si sca-1 rescata la funcién reproductora alterada en los mutantes. Se concluye que no
se restaura la fertilidad en ninguna de las lineas, Figura 9, aunque si se mantienen las
diferencias entre las cepas mutantes y control.

Posteriormente, se llevaron a cabo experimentos en los que se comparo la presencia
de sca-1 desde la fase de huevo con su administracion desde el estadio adulto joven.
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En ellos, se encontraron diferencias significativas para la linea GS194, en la que el
tratamiento con sca-1 desde la fase de huevo disminuia ain mas la puesta, Figura 9.

Comparativa de la puesta total

L4440
400 sca-1
I 1 1
o
c
©
» 300
=}
2
7]
o
S 200 ] .
g I:I —
= E=E
® 1004 . o
s H W
) [ )
z Fu) a :.: .:I g
fu] =

0-

N2 AN RB GS N2 AN RB GS

D tratamiento desde adulto joven Etratam iento desde huevo

Figura 9: Gréfica comparativa de la puesta total de cada cepa bajo la aplicacion del tratamiento
con sca-1 desde adulto joven o desde fase de huevo, (n=3). *p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01,
***p-valor < 0,005; Barras de error; * error estandar.

Curvas de mortalidad

Se realizaron 6 experimentos de mortalidad para cada cepa, con un tamafio de muestra
total de 3.691 individuos, (n=3.691). En todos ellos se confirma que la supervivencia de
las tres cepas mutantes es significativamente menor que la de la cepa control, N2. Asi
mismo, entre las lineas mutantes, GS1894 es la que presenta una esperanza de vida
significativamente mayor, no existiendo diferencias entre AN87 y RB1672, Figura 10.

(A) Comparativa supervivencia EVM SE n DESCENSO
EVM

N2 | 18,22 0,66 262 0%

% 151 AN | 3,62 0,27 298 82.54%
© *kk
S 10 —_—k
s RB | 486 0,53 151 69.94%
oA
GS | 792 054 369 59.72%
0-
N2 ANB7 RB1672 GS1894

Figura 10: (A) Esperanza de vida media (EVM) de las cepas N2, AN87, RB1672 y GS1894 en
condiciones control, L4440. (B) Tabla del estudio estadistico y calculo del descenso de la
esperanza de vida media de las cepas mutadas con respecto al control. *p-valor < 0,05, ** p-
valor < 0,01, ***p-valor < 0,005; Barras de error: + error estandar (SE).

En los ensayos de mortalidad se evaluaron las condiciones: iRNA sca-1 al 10% y L4440
(control), desde el estadio de adulto joven o desde fase de huevo, con el fin de
determinar la posibilidad de rescate fenotipico de los mutantes. Los resultados de AN78
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y RB1672 con iRNA sca-1 no mostraron sefiales de recuperacién con respecto a la cepa
control, N2.

Sin embargo, si se observo un aumento significativo de la supervivencia de la linea GS
tratada desde el estadio adulto joven con iRNA sca-1, en comparacion con la condicion
control, Figura 11 A) y B). Los mismos resultados se vieron en la linea control, N2, Figura
11 C). La mortalidad representada en la Figura 11 D), sufrié una contaminacion en E.coli
SCA1ly por ello muestra resultados contradictorios.

A) B)

100 A = GS L4440 (n=68) 100 = GS L4440 (n=146)
== GS sca-1(n=69)

== GS sca-1(n=147)

501 501

%supervivencia
%supervivencia

0 25 0
Dias Dias

100 4 == N2 L4440 (n=72) 100 == N2 L4440 (n=55)

© === N2 sca-1(n=70) © == N2 sca-1(n=69)
o ©
< c
< o
=z >
2 >
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0 T T T 0 T T 1

0 10 20 30 0 10 20 30

Dias Dias

Figura 11: A) y B) Curvas de supervivencia de la cepa GS1894 y C) y D) de la cepa N2, en las
condiciones sca-1y L4440 aplicadas desde el estadio adulto joven.

Finalmente, los ensayos de mortalidad con presencia de iRNA sca-1 y L4440 desde la
fase de huevo, Figura 12, mostraron una disminucioén significativa de la supervivencia
de N2 con iRNA sca-1 con respecto a su control, coincidiendo con los resultados
bibliogréficos previos.

A) B)

100 — N2 L4440 (n=46) 100 4 = N2 L4440 (n=46)

N2 sca-1 (n=42) N2 sca-1 (n=47)

50 50 4

%supervivencia
%supervivencia

Dias Dias

Figura 12: A) y B) Curvas de supervivencia de la cepa N2, en las condiciones sca-1 y L4440
desde la fase de huevo.
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Electrofaringeograma (EFG)

Se realizé un experimento EFG por cada linea, con un tamafio muestral de 21 gusanos
para N2 y 17 para GS1894, Figura 13. Se escogio la cepa mutante GS1894 por ser la
linea que mayor supervivencia y movilidad presenta en la fase adulta.
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Figura 13: Registros del cambio de voltaje durante los bombeos faringeos a lo largo de 3
segundos de (A) N2 y (B) GS1894.

Las variables representadas en la Figura 14 se registran con el programa NemAnalyse.
Posteriormente se someten a un ANOVA, por medio del cual se observa que la linea
mutante GS1894 presentan los valores correspondientes a la duracion del bombeo,
amplitud y razén R1/E2 significativamente mas altos que la cepa control, N2.

A) Frecuencia B) Duracion del bombeo C) Duracion inter-bombeo
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Figura 14: Comparacion de las variables (A) Frecuencia, (B) Duracién del bombeo, (C) Duracion
inter-bombeo, (D) Relacion entre el pico de repolarizacion R1 y el pico de despolarizacion E2 y
(E) Amplitud, de las cepas GS1894 (n=17) y N2 (n=21). *p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, ***p-
valor < 0,005; Barras de error: + error estandar.
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Movilidad

Los experimentos de movilidad hacen referencia a la calidad de vida de los gusanos. Se
decidio analizar los mutantes GS1894 de las tres cepas alteradas en sel-12 por ser los
que mayor esperanza de vida presentan, asi como una mejor funcion locomotora
aparente.

Se analizaron videos de 2 minutos de las cepas GS1894 y N2 en la condicién control
L4440, a 5, 8y 11 dias de fase adulta, con el programa ImageJ (pluging Wrmtrack) para
calcular los datos relativos a diversas variables de velocidad, tamafio y giro, Figura 15.
Se observa que la linea mutante GS1894 presenta todas las variables de movilidad
analizadas disminuidas significativamente con respecto a la cepa salvaje, N2, excepto
en el &rea, pues es mayor en los mutantes a dia 5 y no significativa a dia 8y 11.

Comparativa movilidad N2y GS1894 con L4440
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Figura 15:; Grafica comparativa de las variables de movilidad a dias 5, 8 y 11 de N2 y GS con
L4440. *p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, ***p-valor < 0,005; Barras de error: + error estandar.

A continuacion, se realizaron los mismos experimentos con iRNA sca-1 desde la fase
de adulto joven, con el fin de observar rescate en el fenotipo de GS1894, Figura 16.
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Figura 16: Comparativa de las variables de movilidad de GS1894 a dias 5, 8 y 11 con L4440y
sca-1. *p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, ***p-valor < 0,005; Barras de error: * error estandar.
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De forma subjetiva, en los experimentos anteriores si parecia existir una mejoria de la
linea mutante tratada con sca-1, con respecto a L4440. Sin embargo, el analisis
estadistico muestra lo contrario, presentando las mismas diferencias significativas que
en el experimento control, Figura 16. Los resultados observados difieren tanto de los
esperados, que se plantea la busqueda de otros métodos como herramienta de
evaluacion futura de la movilidad de los gusanos.

Por ultimo, se destaca que la cepa control N2 con sca-1 si presenta efectos
significativamente positivos en relacion a la movilidad el dia 5, mientras que con el paso
del tiempo dichas mejoras se pierden, empeorando significativamente la movilidad a dia
11, Figura 17.
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Figura 17: Comparativa de las variables de movilidad de N2 a dias 5, 8 y 11 con L4440 y sca-1.
*p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, ***p-valor < 0,005; Barras de error: * error estandar.
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El estudio descriptivo de tres cepas con diferentes mutaciones en el gen sel-12 en
C.elegans muestra notables diferencias fenotipicas con respecto a la linea utilizada
como control. El gen sel-12 es ortdlogo al gen PSEN2 de humanos, codificante para la
presenilina 2, una aspartil proteasa cuyas mutaciones estan estrechamente
relacionadas con los casos de Alzheimer familiar y de origen temprano.

Las lineas mutantes AN87, RB1672 y GS1894 presentan diferentes alteraciones en sel-
12. A lo largo del presente trabajo se han evaluado diferentes funciones fisiolégicas a
través de diversos experimentos con el fin de llevar a cabo un estudio fisiopatoldgico de
dichas lineas. Ademas, de forma paralela a los ensayos realizados, se ha estudiado el
comportamiento de las mismas cepas bajo el tratamiento con iIRNA sca-1, iRNA
silenciador de la SERCA probado en este estudio como posible terapia frente a los
efectos descritos en la bibliografia de dicha mutacion génica.

Las cepas AN87 y RG1672, crecen de forma més lenta que GS1894 y N2 (control),
Tablas 3, 4, 5y 6, aunque el tamafio de AN87 y RB1672 no se retrasa con respecto a
GSy N2, lo gue se sugiere gue su desarrollo se mantiene en el interior de la madre mas
tiempo. Ademas, el tratamiento con iRNA sca-1 revel6 un mayor tamafio aparente de
los gusanos en todas las cepas.

Con relacion a la fertilidad, las lineas mutantes en sel-12 tienen una puesta de huevos
significativamente menor que la cepa control, Figura 8, lo que sugiere que las cepas
modificadas tienen alterada la funcién reproductora, que es coherente con el papel
descrito para este gen en la bibliografia como participe en la oviposicion. Ademas, se
muestra que las lineas AN87 y RB1672 no ponen huevos hasta dia 2 y 3,
respectivamente, Figura 8 (A), que corresponde con los datos obtenidos en los
experimentos de crecimiento. Asi mismo, se determina la ausencia de reversion de la
fertilidad tras el tratamiento con iIRNA sca-1 en diferentes fases del desarrollo de
C.elegans.

Los efectos de la mutacion de sel-12 también afectan a la esperanza de vida de los
nematodos, pues AN87, RB1672 y GS1894 disminuyen la supervivencia un 83%, 70%
y 60% aproximadamente, con respecto a N2. Del mismo modo, AN87 y RB1672 también
presentan una esperanza de vida menor que GS1894. La aplicacion de iRNA sca-1 en
los ensayos de mortalidad, supuso mejoras significativas en GS1894, que aumento la
supervivencia en comparacion con el tratamiento control, aunque sin llegar a la reversion
fenotipica completa. También, iRNA sca-1 aumento la esperanza de vida de la linea
salvaje control, Figura 11 (A) y (B).

El estudio electrofisiologico esta alterado en la cepa GS1894 con respecto al control,
pues la primera presenta valores significativamente més altos en la duracién del
bombeo, amplitud y razén R1/E2, Figuras 13 y 14. El aumento de la razén R1/E2 se
correlaciona con el incremento de la amplitud de cada bombeo, entendiendo esta como
la suma en valor absoluto de la despolarizacion E2 y repolarizacion R1. Ademas, es
frecuente que el aumento de la amplitud y ratio R1/E2 incrementen la duracion del
bombeo.

Otro efecto de la mutacion en sel-12 se relaciona con alteraciones en la locomocion de
los gusanos. Las lineas mutantes tienen afectada su movilidad de forma notable. La que
mejor estado presenta en este aspecto es GS1894, e incluso ésta, tiene deficiencias
significativas con respecto a N2 en todos los parametros méviles estudiados, Figura 15.
Ni siquiera el tratamiento con sca-1 revierte las consecuencias de la alteracion génica.
Sin embargo, el IRNA si presenta efectos positivos a corto plazo en el control N2, que
se vuelven perjudiciales con el paso del tiempo, Figura 17.
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Las lineas AN87 y RB1672 con alteraciones en sel-12 presentan un retraso en
el crecimiento con respecto a la cepa, también mutante, GS1894 y N2 (control),
pero no en el tamafo exta-uterino. Ademas, el tratamiento con iRNA sca-1
aumenta el area de cada individuo en todas las lineas.

La tasa de fertilidad de las tres lineas mutantes es significativamente menor que
la de la cepa salvaje. Ademas, las cepas AN87 y RB1672 no ponen huevos los
primeros dos dias posteriores tras alcanzar estadio adulto joven.

También se ve disminuida la supervivencia de las tres lineas mutantes en
comparacion con el control, siendo significativamente mayor la de GS1894 que
la de AN87 y RB1672.

En el EFG, la duracion del bombeo, amplitud y relacion R1/E2 estan
significativamente aumentadas en GS1894 con respecto a N2.

La movilidad de las cepas mutantes esta visiblemente alterada. La linea GS1894
tiene valores disminuidos significativamente en todas las variables estudiadas,
relacionadas con la locomocion del gusano, comparados con N2.

El tratamiento iRNA sca-1 no rescata el fenotipo relativo a la fertilidad o movilidad
de las lineas alteradas. Sin embargo, si aumenta la esperanza de vida de la cepa
GS1894 e incluso de la linea control, N2. Ademas, sca-1 mejora la movilidad a
corto plazo en los adultos N2, pero la empeora a medida que pasa el tiempo.
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Comparativa del desarrollo de las lineas N2, AN87, RB1672 y GS1894

Representacion cuantitativa del tamafio de los C.elegans con respecto al tiempo, desde
huevo, pasando por su desarrollo larvario; L1-L2-L3-L4, hasta el estadio de adulto joven.

Bl dia1
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B dia 3
1.07 Bl dia 4

Tamafno de las diferentes cepas
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Figura 7.A): Grafica comparativa del tamafio (mm?) de las 4 lineas estudiadas en las condiciones
OP50, L4440y sca-1, a lo largo del tiempo.
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