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Resumen

El nematodo Caenorhabditis elegans es una poderosa herramienta para el estudio de
diversas patologias. En nuestro laboratorio, se estudia como diferentes lipidos afectan el
transporte de colesterol y su rol en el desarrollo reproductivo del gusano. El control del
transporte de colesterol es crucial para la homeostasis fisioldgica en la mayoria de las
células eucariotas. Entre otros factores, el metabolismo del colesterol se encuentra
asociado al proceso de reciclaje de componentes celulares conocido como autofagia. Se
ha reportado que desregulaciones de la misma se asocian a diferentes enfermedades y
desdrdenes metabdlicos.

En este trabajo se estudio la influencia del metabolismo del colesterol sobre la autofagia
en C. elegans. Encontrandose que la ausencia del colesterol produce una disminucién
del flujo autofagico y que el agregado externo del endocanabinoide 2-araquidonoil
glicerol (2AG) restituye parcialmente el mismo.

Asimismo se estudié el efecto del aceite de kril suplementado en la dieta, sobre la
formacidn de dauers en cepas mutantes de C. elegans. Se descubrid que el aceite de kril
contiene compuestos lipidicos que aumentan o inhiben la formacion de dauers en C.

elegans.



Introduccidén

1.1 Caenorhabditis elegans como modelo de estudio

1.1.1 Ventajas de C. elegans como organismo modelo de estudio

C. elegans es un nematodo de vida libre que se encuentra en forma natural alrededor del
mundo. Las larvas recién eclosionadas tienen 0,25 milimetros de longitud, mientras que
un adulto alcanza una longitud de 1 milimetro [1]. Este gusano se propuso por primera
vez como un organismo modelo por Sydney Brenner en 1974. Sus caracteristicas mas
sobresalientes son: su cultivo economico, su facil manipulacion y la gran cantidad de
herramientas genéticas y moleculares disponibles para ser usadas en este nematodo. Es
un animal anatomicamente simple y su cuerpo es transparente, lo que facilita su
visualizacion en la lupa permitiendo observar marcadores fluorescentes in vivo [2].
Ademas, el genoma de este animal ha sido completamente secuenciado, observandose
que posee un 60% de genes homologos con el genoma humano, lo cual lo convierte en
un excelente modelo de estudio de la patogénesis de distintas enfermedades [3]. Debido
a la homologia a nivel genético que presenta con humanos, es un buen candidato para el
estudio del funcionamiento de diversas vias metabdlicas, como por ejemplo las
relacionadas a la insulina [4]. Sumado a esto, se lo ha presentado como una poderosa
plataforma para el disefio de nuevas drogas, ya que cuenta con la ventaja de ser un buen
modelo para realizar “screenings” [5]. En el laboratorio, es facil de cultivar ya que se
puede crecer sobre un césped de bacterias (en general la cepa Escherichia coli OP50) en
un medio de cultivo de tipo microbiolégico con agar. EI mantenimiento de las
poblaciones de C. elegans es extremadamente simple y sélo requiere transferirlos
mediante el recorte de un pequefio trozo de agar de la placa de origen a la de destino.
Los adultos poseen alrededor de 1000 células somaticas, pero aun asi presentan

diferentes tipos de tejidos, como muscular, nervioso e intestinal [2] (Fig 1.1).
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Figura 1.1: Anatomia de C. elegans adulto. A) Microscopia de un nematodo adulto. Se puede apreciar
la transparencia del animal y las estructuras que lo componen. Imagen adaptada de
http://web.science.uu.nl/developmentalbiology/boxem/elegans_intro.html. B) Representacion del
nematodo en la que se indican los dérganos principales. Se observa la faringe (verde), el intestino
(violeta) y el sistema reproductor (en celeste y azul oscuro). El sistema reproductor esta formado por la
gonada distal y la génada proximal, la espermateca y el Gtero donde comienza el desarrollo de los

huevos. Imagen adaptada de WormAtlas (www.wormatlas.com).

Debido al dimorfismo sexual que presentan, los nematodos C. elegans pueden ser
machos o hermafroditas, con 1031 y 959 células somaticas respectivamente. Los
hermafroditas son esencialmente hembras que producen Yy almacenan
espermatozoides en una determinada etapa del desarrollo, antes de comenzar a
producir ovocitos. Los machos aparecen en la poblacion muy infrecuentemente [(0,1-
0,2) %], como resultado de la no disyuncion del cromosoma sexual X. Son
morfologicamente distinguibles de los hermafroditas ya que son mas pequefios y
finos y poseen una cola con forma de abanico. Gracias a este dimorfismo sexual,
los hermafroditas son Utiles para mantener mutaciones homocigotas sin la necesidad
de un cruzamiento, mientras que los machos pueden utilizarse para trasladar
mutaciones entre cepas. Si un hermafrodita se auto-fertiliza, puede generar una
progenie de unos 300 individuos (dada la cantidad limitada de espermatozoides que

almacena), mientras que, si se aparea con un macho, el nimero asciende a ~1000



individuos [2].

1.1.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de C. elegans consiste de: una etapa embrionaria, cuatro estadios

larvales (L1-L4) y la adultez (fig. 1.2). El ciclo de vida completo de C. elegans
transcurre a lo largo de aproximadamente 3 dias en condiciones Optimas. Su extension
es dependiente de la temperatura. Asi, un embrion puede alcanzar la adultez en 3 dias a
25°C, pero demora 5 dias a 15°C. El embrién comienza su desarrollo dentro del
hermafrodita, sin importar si el esperma que fertiliza al ovocito provenga de la
espermateca del hermafrodita o del apareamiento con un macho. Una vez que el
embrién alcanz6 aproximadamente las (28-30) células, es depositado en el ambiente
exterior. La embriogénesis se completa luego fuera del hermafrodita durante un periodo
de 14 horas a 20°C, la cual es la temperatura de crecimiento 6ptima. Al eclosionar, el
gusano se denomina larva L1. En condiciones de alimentacion favorables esta larva se
desarrolla al estadio L2, mientras que si enfrenta un hambreado puede arrestar su
desarrollo hasta que las condiciones mejoren. En presencia de alimento, la larva procede
a través de cuatro estadios que son delimitados por los cambios de cuticula necesarios
para soportar el aumento en el volumen corporal, y en el transcurso de los mismos se
desarrollan los caracteres sexuales especificos [2], a esto se le denomina ciclo de vida
reproductivo. En promedio C. elegans puede llegar a vivir unas tres semanas,

depositando durante ese periodo entre 200 y 300 huevos [6].

Ademas del posible arresto en la fase L1, el nematodo presenta una ruta alternativa del
desarrollo post-embrionario que ocurre justo antes de la fase de larva L2 (Fig 1.2). Esto
sucede cuando el gusano se encuentra en condiciones ambientales desfavorables, como,
por ejemplo, carencia de comida, altas temperaturas o sobrepoblacién. En estos casos, el
nematodo ingresa en un estado hipo-metabdlico, denominado larva dauer (del aleman
“duracion”). Esta larva se caracteriza principalmente porque presenta una cuticula mas
resistente que las larvas del desarrollo regular del nematodo [7]. Gracias a esta
caracteristica, la larva dauer es capaz de sobrevivir entre 3 y 4 meses, mientras que
cuando se encuentra en ciclo reproductivo, sélo vive entre 2 y 3 semanas. En las larvas
dauer, la alimentacion se interrumpe definitivamente y la locomocién se torna mas
lenta. A su vez son altamente resistentes a distintas clases de estrés: nutricional,
térmico, hidrico y oxidativo. Cuando las condiciones ambientales mejoran, pueden

reingresar al ciclo normal del desarrollo, directamente en el estadio L4. No importa



cuénto tiempo haya estado el nematodo como dauer, al retomar el desarrollo normal, el
promedio de vida no se ve afectado respecto de un gusano que nunca cursé por ese
estadio [6].

Existen més de 30 genes que controlan la decision de entrar en el ciclo dauer, ellos se
denominan genes daf (dauer formation). Entre ellos, se encuentran ort6logos de los
genes humanos de las vias de sefializacion por insulina (receptor DAF-2 del nematodo)
y del factor de crecimiento transformante  (TGF-f) de vertebrados (péptido DAF-7 del
nematodo) [6].
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Figura 1.2: Ciclo de vida de un hermafrodita a 22°C. Arriba se muestra un hermafrodita adulto con
desarrollo de embriones en su interior. Una vez que estos embriones poseen entre 28 y 30 células, son
depositados en el medio y contindian su desarrollo. Cuando la embriogénesis se completa, eclosionan
larvas L1 y comienzan a desarrollarse en presencia de fuentes nutricionales adecuadas. EI nematodo
atraviesa los cuatro estadios larvales hasta que alcanza la adultez. Nétese el aumento de tamafio de la
gonada en estas etapas, que se encuentra coloreada en azul oscuro (ciclo de vida reproductivo). Previo al
estadio L2, si las condiciones nutricionales son pobres o si la densidad poblacional es alta o la
temperatura elevada, los gusanos ingresaran en el ciclo de vida alternativo dauer, permaneciendo en este
estadio hasta que las condiciones mejoren. El tamafio de los animales en cada etapa se indica entre



paréntesis, y el tiempo estimado que dura cada una se indica sobre las flechas. Imagen adaptada de

WormAtlas (www.wormatlas.org).

1.1.3 Requlacién del ciclo de vida de C. elegans

Uno de los principales reguladores del ciclo de vida es el receptor nuclear DAF-12. Este
receptor regula el avance desde el estadio L2 a L3 y media la opcion entre el ciclo
alternativo de la larva dauer o el desarrollo reproductivo [8]. Una de las evidencias que
apoya la hipdtesis de que los ligandos de DAF-12 son derivados del colesterol, es que
C. elegans es auxdtrofo para colesterol, y la falta de este esterol en su dieta conduce al
arresto larval [9]. Se ha propuesto que el colesterol se convierte a través de vias
biosintéticas ramificadas, denominadas ramas D-7 y D-4, en los dos &cidos dafacronicos
(ADs). Ambas ramas convergen en la enzima DAF-9 que cataliza el Gltimo paso de la
conversion del colesterol a AD [10]. Esta enzima se expresa en un par de células
neuroendocrinas llamadas XXX, en el sincitio hipodérmico y la espermateca de los

gusanos hermafroditas [23] [24].
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Figura 1.3: Estructura de los Acidos Dafacronicos. Adaptado de Antebi (2013) [18].

Un analisis genético y molecular de los genes daf reveld que estos genes comprenden
una red enddcrina convergente en DAF-12, que funciona como un interruptor
decidiendo entre el desarrollo reproductivo y el arresto dauer (Fig 1.4) [6]. Las sefiales
ambientales son detectadas por las anfidas, neuronas sensoriales ciliadas, que se
encuentran en la parte posterior del nematodo y son traducidas a través de las guanilil
ciclasas y otras vias de traduccién de sefiales, como la sefializacion serotoninérgica.
Estas vias a su vez afectan dos vias endocrinas principales, DAF-7 vy la via de
sefializacién de DAF-2, que regulan la sefial de transduccién esteroidal de DAF-12 [6].

En condiciones de crecimiento favorables, hormonas insulinas y DAF-7 son producidas



y secretadas desde las neuronas sensoriales, activando sus respectivas vias de

transduccion de sefiales en los tejidos blanco [6].

El receptor DAF-12 se encuentra en el ndcleo de todas las células del cuerpo de C.
elegans, pero los genes biosintéticos de la hormona AD se expresan en tejidos
esteroidogénicos especificos. Debido a esto, se supone que el colesterol debe ser
movilizado desde las reservas presentes en el gusano, hasta los lugares de sintesis de
AD v, por ultimo, esta hormona debe ser distribuida a todas las células del cuerpo del
nematodo para interaccionar con el receptor DAF-12. Cuando las condiciones de
crecimiento son favorables y ocurre la interaccion entre el receptor nuclear DAF-12 y
AD, el receptor nuclear no puede unirse al factor DIN-1, de esta forma no se activan los
genes involucrados en el desarrollo dauer y el nematodo prosigue por el ciclo de vida

reproductivo.

Condiciones de
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Procesamiento crecimiento no
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DAF-7/TGF-B y DAF-2/1IS
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Figura 1.4: Esquema de los principales pasos involucrados en las vias de transduccidn de sefiales
implicadas en el desarrollo reproductivo (ver texto para mayor detalle).

10



1.2 Autofagia

1.2.1 El proceso autofagico

Uno de los factores que ayuda a mantener la homeostasis celular es el equilibrio entre la
sintesis y la degradacion de proteinas. Desde que se descubri6 la ubiquitinacion, las
proteinas de vida corta fueron un objeto de estudio muy relevante. Sin embargo, mas del
99% de las proteinas celulares son de vida relativamente larga. La vida media de las
proteinas puede consistir en unos pocos minutos a mas de diez dias. Usualmente, una
proteina de vida larga es aquella con una vida media de mas de cinco horas [11]. La
mayor parte de estas proteinas son degradadas en un compartimento litico, como son el
lisosoma o la vacuola. La macroautofagia, o solamente autofagia, es la ruta principal por
la cual el citoplasma celular es secuestrado en un compartimento litico, por una
“membrana de aislamiento” (Fig 1.5). Esto resulta en la formacion de una estructura de
doble membrana llamada autofagosoma (Fig 1.5), que eventualmente se fusiona con el
lisosoma o la vacuola para ser degradado (Fig 1.5). En mamiferos, la autofagia es
inducida por la falta de nutrientes como el nitrégeno, el carbono, el sulfato o el fosfato
[11].

Liposoma—ag g

Proteasas o : 3
9 @
Ao on
N
| Membrana de : %
Ajslamiento Autofagosoma Autolisosoma

Figura 1.5: La via autofagica conlleva cuatro etapas: nucleacién, expansion, maduracion y degradacion.
La nucleacién ocurre en respuesta a una sefial transmitida corriente abajo de un estrés celular, causando
que la membrana de aislamiento comience a crecer. La expansién de esta membrana le permite secuestrar
un contenido citoplasmatico especifico. La expansion se completa cuando la membrana se cierra para
formar una vesicula de doble membrana o autofagosoma. La maduracion comienza por la fusion con
compartimentos endociticos, que pueden ser endosomas tempranos, cuerpos multivesiculares, endosomas
tardios y lisosomas. Esta fusion crea un anfisoma, el cual madura y su lumen se acidifica, lo que lleva a la
formacién de un autolisosoma, en el cual el contenido secuestrado es degradado y reciclado nuevamente
al citosol. Adaptado de Lamb y colaboradores [12].

Los primeros estudios de autofagia fueron realizados en la levadura Saccharomyces

cerevisiae, donde el compartimento litico es la vacuola. En la levadura, la deplecion de
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nutrientes desencadena una reorganizacion de las membranas indicando que la autofagia
es una respuesta general contra estas circunstancias adversas. Las vacuolas de las
levaduras tienen un lumen acidico que contiene enzimas hidroliticas. Mediante la
utilizacién de microscopios oOpticos se pudieron determinar las diferentes estructuras
involucradas en este mecanismo de degradacién, como la estructura pre-autosomal y el
autofagosoma (Fig 1.5) [11]. EI proceso completo en levaduras es topolégicamente el
mismo que la macroautofagia en mamiferos, con la salvedad de que, en estos Ultimos, el
autofagosoma se fusiona a un lisosoma, u otros endosomas, para formar una estructura

nueva denominada autolisosoma [13].

A partir de estudios genéticos en levaduras, se descubrieron mas de treinta proteinas
involucradas en la via autofigica, denominadas ATG (por “autophagy”). ATGS es la
mas conservada, entre las diferentes especies de eucariotas, de todas las proteinas ATG.
Mientras que en levaduras consiste en un solo gen, en eucariotas avanzados consiste en

una familia de multigenes.

1.2.2 Tipos de autofagia

Hay tres vias principales de autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia
mediada por chaperonas. Estas tres vias, representadas en la figura 1.6, son
constitutivamente activas, pueden ocurrir a niveles basales y también pueden ser

reguladas por estrés celular [14].

La macroautofagia es la mas importante de todas ellas y es la cominmente llamada
autofagia. Se inicia cuando el material a ser removido se marca con diferentes proteinas
autofagicas, ATG. Esta sefial desencadena eventos moleculares complejos que llevan a
la formacion de una doble membrana alrededor del material a ser removido y reciclado,
conduciendo a los eventos representados en la figura 1.5. La macroautofagia puede
remover y reciclar proteinas mutadas o con radicales libres, y también agregados
proteicos [14]. Cuando por macroautofagia se digieren mitocondrias dafiadas, se
denomina a este tipo especial de autofagia, mitofagia [14]. Las mitocondrias son los
sitios esenciales para la produccion de energia aerobica en células eucariotas. Las
especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) son un sub producto
inevitable del metabolismo mitocondrial y pueden causar mutaciones en el ADN
mitocondrial y disfuncién. El dafio mitocondrial también puede llevar a enfermedades,

por lo que el mantenimiento de una poblacion sana de mitocondrias es esencial para el
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bienestar de las células [14]. Por su parte, la microautofagia consiste esencialmente en
la invaginacion de la membrana lisosomal y no requiere la formacion de una doble
membrana autofagosomal [14]. Finalmente, la autofagia mediada por chaperonas es un
mecanismo especifico de autofagia que se encuentra en los eucariotas superiores y
requiere que las proteinas a degradar sean desplegadas por chaperonas y de esta manera
puedan entrar al lisosoma. Vale la pena mencionar que debido a que los agregados
proteicos no pueden ser desplegados por chaperonas, esta via es incapaz de eliminarlos,
por lo que la macroautofagia pasa a ser la via mas importante para prevenir
enfermedades como el Parkinson, Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas
asociadas con la acumulacién de agregados de proteinas [14].

Autofagia
oC fragmentaria del

- (") nucleo (PMN)
R ( waies

Citoplasma

e
\

¢’
Q.5

Mitofagia

Lxsosoma

2 (vacuola) .
@ J YV '\ %0

Autofagosoma
Macroautofagia
, Hidrolasa ) Micropexofagia
| ‘ °
—p -
Microautofagia
‘® 4". Complejo
Apel
‘:, e Trasporte del
Peroxxsoma - LAMP-2A citoplasma a la
Chaperona vacuola (Cvt)
— Protemna
desplegada
.\Iacropexofagla Autofagia mediada

por chaperonas
Figura 1.6: Tipos de autofagia. Adaptado de Watson y colaboradores [14] (ver texto para mayor detalle).

Otras organelas celulares también pueden experimentar macroautofagia, como el
reticulo endoplasmaético, el aparato de Golgi o peroxisomas (micro y
macropexofagia). Incluso parte del nucleo celular también puede someterse a la
autofagia, lo que se llama microautofagia fragmentaria del ndcleo, o PMN por sus
siglas en inglés [14].
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1.2.3 El rol de la autofagia

La autofagia fue inicialmente reconocida como una respuesta celular al estrés, pero en la
actualidad se sabe que el sistema opera continuamente a niveles basales. Juega un rol
esencial en el mantenimiento de la homeostasis celular y, ademas, participa en una gran
variedad de procesos, como la diferenciacién celular y la embriogénesis, que requieren
de la eliminacion de determinadas fracciones citoplasmaticas. La rapida induccion de la
autofagia en respuesta a diferentes tipos de estrés es la verdadera razén de su funcion
citoprotectiva y la capacidad de contrarrestar las lesiones celulares y muchas
enfermedades asociadas con el envejecimiento [15]. Debido a que la desregulacion del
flujo autofagico esta directa o indirectamente relacionada con un amplio espectro de
enfermedades humanas, la autofagia es de particular interés como blanco para la
intervencion terapéutica. Una importante y pionera idea sobre el rol de la autofagia en
las enfermedades viene de la observacion de que Beclin-1, el producto del gen BECN1
estd mutado en gran porcentaje de mujeres que padecen cancer de mamas y ovarios.
BECNL1 es homologo al ATG6 (ver tabla 1.1) de levaduras que regula la iniciacion de la

autofagia [16].

La autofagia no solo es importante para el recambio de proteinas, sino tambien, es
central como mecanismo de supervivencia durante la inanicion. Ademas, numerosos
estudios posteriores revelan otras funciones de la autofagia, como ser la eliminacion de
agregados toxicos de proteinas que se forman por un mal plegamiento de las mismas
[17]. Su desregulacion se encuentra también asociada a enfermedades
neurodegenerativas y de inmunidad comprometida, siendo el rol de la autofagia

diferente en cada enfermedad [18].

1.2.4 Autofagia en C. elegans

La conservacion evolutiva de los genes de autofagia entre la levadura y C. elegans
permitid la identificacion de genes que codifican para los componentes centrales de la
maquinaria autofagica en el gusano, a partir de estudios de homologia de secuencias
entre los genomas [19]. En la siguiente tabla se detallan algunos de los genes mas

importantes en C. elegans y sus homélogos en levaduras y mamiferos (Tabla 1.1).

14



Tabla 1.1: Genes de autofagia en C. elegans, y homdlogos. Adaptado de Chen y colaboradores [20].

Genes de C. elegans Homdblogos en mamiferos Genes de levaduras

atg-2 ATG2 ATG2
atg-3 ATG3 ATG3
atg-10 ATG10 ATG10
atg-16.1 ATG16L1 ATG16
atg-16.2 ATG16L2

bec-1 BECN1 VSP30/ATG6
epg-1 KIA A0652 ATG13
epg-2 ? VSP34
epg-3 VPM1 VSP34
epg-4 El24 VSP34
epg-5 EPG5 VSP34
let-363 TOR

lgg-1 GABARAP ATG8
lgg-2 LC3 ATGS8
sgst-1 SQSTM1/p62

vsp-34 VSP34 VSP34

Las similitudes entre las proteinas autofagicas de S. cerevisiae, mamiferos y C. elegans
sugieren que los mecanismos moleculares de la formacion del autofagosoma podrian
estar conservados. Los genes identificados en C. elegans que no tienen ortélogos en
levaduras podrian indicar que la autofagia involucra una dindmica de membrana mas

compleja en los eucariotas superiores [19].

1.2.5 La autofagia en el desarrollo y envejecimiento de C. elegans

Diferentes estudios indican que la autofagia estd involucrada en el desarrollo de C.
elegans. Por un lado, se demostrd la importancia de la misma durante los estadios
tempranos de desarrollo del gusano, debido a que la inactivacion de los genes de
autofagia disminuye la supervivencia de las larvas L1 que se encuentran en inanicion
[19]. Ademas, como se menciond anteriormente, C. elegans puede entrar en un estadio
alternativo de desarrollo cuando las condiciones del ambiente no son favorables para su
crecimiento, denominado arresto dauer y se observo que la autofagia también tiene un
rol central en la correcta morfogénesis de la larva dauer [21]. Adicionalmente, la
autofagia es inducida directamente después de la fecundacion para la eliminacion de
organelas especificas del espermatozoide, incluyendo a las mitocondrias parentales. Por

altimo, la autofagia esta involucrada en la muerte celular en el nematodo. Si bien la
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autofagia esta relacionada al mantenimiento de la homeostasis como un mecanismo de
supervivencia, un exceso en la misma puede llevar a la destruccion de las células. La
autofagia es también requerida para la necrosis, un tipo de muerte celular caracterizada
por la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica. Ademas, se demostro que la
autofagia es necesaria para promover la degradacion por apoptosis [19].

1.2.6 El metabolismo del colesterol vy su relacion con la autofagia

Existen diferentes evidencias que indican que el metabolismo de colesterol ejerce una
influencia decisiva sobre el proceso de autofagia. Si bien inicialmente en mamiferos
modelos se encontr6 que la deplecién de colesterol induce la autofagia [22], mas
adelante se postulé que fallas en el transporte intracelular de colesterol provocan un
blogueo en el flujo autofagico, que conduce a la acumulacion de autofagosomas, lo cual
inicialmente se habia interpretado erroneamente como un incremento en el flujo
autofagico [23]. Esto se atribuiria a que la falta de colesterol provoca la disrupcion de
las balsas lipidicas de membrana, por supresion de mTOR, lo que lleva a la induccion
de la autofagia [22]. Ademas, se ha descripto que la proteina ORP1L, de mamiferos, es
capaz de censar la cantidad de colesterol en lisosomas/endosomas tardios. Cuando los
niveles del mismo son altos, los autofagosomas son transportados a la region
perinuclear donde se promueve su fusion con los lisosomas para generar autolisosomas
y llevar a cabo el paso final del proceso de autofagia. Ante la falta de colesterol, el
transporte de los autofagosomas no se promueve y los mismos se acumulan, dandose el
blogueo del flujo autofagico en este paso final del mismo [24]. En C. elegans en
particular, donde estd determinado que la autofagia es crucial para la correcta
morfogénesis de la larva dauer [21] y donde se ha demostrado que el hambreado de
colesterol conduce al arresto dauer de determinadas mutantes [25] ain no existen
estudios que exploren el efecto de la deplecion de colesterol sobre la actividad

autofagica del nematodo.

1.2.7 Endocanabinoides y autofagia

En los seres humanos, el Sistema Endocanabinoide (ECS) tiene un rol vital
manteniendo los niveles de lipidos dentro de los pardmetros normales. Cuando el ECS
se desregula puede llevar a la obesidad y otras enfermedades metabdlicas [26]. EI ECS
actla sobre distintos tejidos favoreciendo la incorporacion de lipidos: en el sistema

nervioso autdbnomo promueve la ingesta de alimentos, en especial los que resulten
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sabrosos, mientras que en el sistema nervioso periférico disminuye el uso de lipidos
como fuente de energia. También activa el sistema sensorial, en particular el del olfato y
el del gusto. En el tracto gastrointestinal induce la preferencia e ingesta de grasas [26].
Todos estos efectos son mediados por la unién de las moléculas de endocanabinoides
(ECs) a sus receptores, CB1 y CB2, los cuales se encuentran distribuidos por los
diferentes tejidos del cuerpo humano [27]. A su vez, en los Gltimos afios ha habido un
aumento en las investigaciones que relacionan al metabolismo lipidico con el fenémeno
de autofagia [28], si bien hasta el momento no ha sido estudiado si el ECS influye
sobre el flujo autofagico. Ademas, la autofagia facilita la degradacion de lipidos en
ciertos tejidos, como el higado, a través de un mecanismo que involucra lipasas
localizadas en el autofagosoma o en el lisosoma. En contraste, la autofagia también es
capaz de promover el almacenamiento lipidico afectando la diferenciacion celular en

tejido adiposo [29].

Naturalmente, una de las condiciones por las que la autofagia se induce en diferentes
organismos es por restriccion dietaria. Esta demostrado que en respuesta a la restriccion
alimenticia C. elegans es capaz de inducir la expresion de LIPL-4, una lipasa que
proporciona al nematodo acidos grasos poliinsaturados en m-6 (®-6-PUFAS) [30]. Un
ejemplo de »-6-PUFA es el acido araquidonico (AA) que es el precursor de los ECs en
C. elegans, aunque todavia persiste el interrogante sobre si los ECs ejercen alguna

influencia sobre el contenido de grasas y/o la autofagia en el nematodo.

1.3 Rol de los endocanabinoides en el metabolismo del colesterol

La primera evidencia de la presencia de ECs en C. elegans, vino dada por el trabajo
realizado por Lehtonen y colaboradores [31], donde determinaron por espectrometria de
masas que el nematodo C. elegans posee de manera enddgena los ECs 2-araquidonil
glicerol (2AG) y anandamida (AEA). Luego, recientes estudios llevados a cabo en
nuestro laboratorio comprobaron que la ausencia de ECs produce un aumento del
fenotipo dauer en las dobles mutantes daf-7; fat-3 y daf-7;fat-4, cepas mutantes que
fueron construidas en el laboratorio, que se caracterizan por ser incapaces de producir
AA del cual derivan los ECs. EIl fenotipo dauer en esta condicién puede ser revertido

con el agregado exdgeno de los ECs [25].
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Como se comentd anteriormente, la movilizacién del colesterol, desde las reservas
intracelulares hasta los tejidos esteroidogénicos donde ocurre la sintesis del AD, es
esencial para el desarrollo reproductivo del nematodo. En este sentido, ademéas de los
hallazgos mencionados, Galles y colaboradores [25] proponen a los ECs como posibles
mediadores en el trafico de colesterol. Si bien estos estudios postulan a diferentes
compuestos lipidicos con capacidad para movilizar el colesterol en C. elegans, hasta el
presente, el o los mecanismos por los cuales, los ECs, llevan a cabo esta tarea contindian

siendo desconocidos.

1.4 Suplementacion dietaria con aceite de kril y su posible relacion con

el metabolismo del colesterol v los endocanabinoides

Como se menciond anteriormente los ECs se encuentran relacionados con la
movilizacion de las reservas de colesterol en el nematodo C.elegans. Estudios previos
llevados a cabo en nuestro laboratorio demostraron que la presencia de determinados
ECs, como el 2AG y AEA, son capaces de rescatar el fenotipo duaer que se desarrolla
en las dobles mutantes daf-7; fat-3 y daf-7;fat-4. Se sabe que estas cepas presentan
deficiencias en el transporte de colesterol, por lo cual exhiben un elevado porcentaje de
dauers [25].

Por otra parte, en los mamiferos los ECs forman parte de un sistema de sefializacion
celular llamado sistema endocanabinoide (ECS), y se vio que desregulaciones del
mismo pueden llevar a distintos desordenes metabdlicos, entre ellos, la obesidad.
Estudios recientes sobre el ECS en ratas obesas, alimentadas con una dieta rica en
acidos grasos, llevados a cabo por Piscitelli y col (2011), evidencian que los desordenes
metabolicos que presentan las ratas se deben a un aumento de los niveles de ECs en los
tejidos periféricos, lo que produce una sobre-activacion de los receptores CB1 en el
organismo. Entre los desdrdenes mencionados, se encuentra el aumento de la
biosintesis lipidica en el higado pero en este 6rgano, a diferencia del resto, los niveles
de 2AG y AEA disminuyen con la dieta rica en grasas. Piscitelli y col (2011), utilizaron
aceite de kril como suplemento dietario para evaluar su influencia sobre los niveles de
ECs en las ratas obesas. Uno de los hallazgos reportados muestra que los niveles de ECs

se restablecen con el aceite de kril en los distintos tejidos del roedor. [32]
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El aceite de kril se obtiene de pequefios crustaceos que habitan en las aguas del oceéano
antartico, que son el alimento por excelencia de las ballenas. El aceite contiene una
mezcla de lipidos rica en &cidos grasos omega-3 como el acido eicosapentanoico (EPA)
y el 2-docosahexandico (DHT). Es relevante el alto contenido del antioxidante
astaxantina que presenta el aceite de kril. Esta molécula es un carotenoide que se
encuentra también presente en langostas y camarones, siendo el principal responsable de
la coloracién rosacea que presentan estos organismos. Recientes estudios han
demostrado las propiedades beneficiosas de este antioxidante para la salud. Por ejemplo,
mantiene la presion sanguinea en niveles saludables, promueve el bienestar celular y
contribuye al funcionamiento cerebral normal. Debido a los efectos que posee el aceite
de kril sobre las funciones cardiacas y cognitivas, en los Gltimos afios ha vuelto muy

popular su utilizaciéon como suplemento dietario [33].

En este trabajo de tesina se estudid el efecto del aceite de kril sobre el metabolismo del
colesterol y los ECs en C. elegans. Para este fin se utilizo la cepa daf-7;fat-4
encontrandose que el aceite de kril contiene compuestos que disminuyen el porcentaje
de dauers, lo que implicaria que estos compuestos restablecen el transporte de colesterol

de manera tal que aumentan su biodisponibilidad en los tejidos esteroidogénicos.
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Objetivos

2.1 Objetivo General

Uno de los objetivos centrales de este trabajo es dilucidar la relacion existente entre la
autofagia y el metabolismo del colesterol en C. elegans. Otro de los objetivos es la
basqueda de compuestos en el aceite de kril, que influyan sobre el metabolismo del
colesterol evaluado como inhibidor de la formacidn de dauers en C. elegans.

2.3 Objetivos particulares

1. Poner a punto una técnica de Western Blot que es indicadora del flujo autofagico.

2.  Establecer como influye la disponibilidad de colesterol sobre la autofagia en los
diferentes tejidos del nematodo empleando dos estrategias metodologicas
complementarias.

3. Estudiar la posible conexion entre los endocanabinoides y la autofagia en el
nematodo.

4. Buscar compuestos presentes en el aceite de kril, relacionados al metabolismo de
colesterol, que produzcan una disminucion en la formacion de dauers en la doble
mutante daf-7;fat-4.
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Materiales y Métodos

3.1 Cepas

3.1.1 Cepas de C. elegans

Las cepas de C. elegans utilizadas en este estudio se detallan en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Cepas utilizadas en el presente trabajo de Tesina. Todas obtenidas del CGC

(Caenorhabditis Genetics Center) excepto las cepas MAH215 y daf-7;fat-4. La primera fue

amablemente cedida por la Dra. Malene Hansen del instituto Sanford Burnham Prebys — Medical

Discovery Institute; La Jolla, California, EE. UU. La segunda fue construida en nuestro laboratorio.

*Roller: Mutante con movilidad afectada que provoca que el cuerpo del gusano rote alrededor de su

eje longitudinal mientras se mueve. Este efecto fuerza al animal a avanzar en forma circular [37].

Cepa Genotipo Fenotipo relevante

N2 Bristol Salvaje Salvaje [34]

MAH215 sqlsll Reportera de autofagia

bicua)
Igg-1p::mCherry::GFP::lgg-1 + rol-6 (u
[lgg-1p y g9 ] Roller*, [35]
DLM1 tTi5605 I1; unc-119(ed3) 111; uwaExl Reportera de autofagia
(ubicua). [36]
[eft-3p::CERULEAN-VENUS::Igg-1 +
unc-119(+)]

DLMS ttTi5605 11; unc-119(ed3) I11; uwaEx1 Reportera de autofagia
[dpy-7p::CERULEAN-VENUS::Igg-1 (hipodermis). [36]
+unc-119(+)]

Forma
daf-7;fat-4 constitutivamente

daf-7(e1372) 1/ fat-4(wald) IV

dauers, sensible a la
temperatura.  Mutante
en la desaturasa A5 de
acidos grasos. [25]
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3.1.1.1 Conservacion de las cepas de gusanos

Las diferentes cepas de gusanos fueron congeladas y almacenadas a -80°C en tubos

crioviales al 20% (p/v) de glicerol estéril

(solucion de “Freezing”) a partir de una

placa con el alimento agotado donde predominan estadios L1 y L2 (mas resistentes al

congelado y posterior descongelado).

3.1.1.2 Solucion de “Freezing”

NaCl 1M 100 ml
Buffer fosfato 1M (pH= 6) 50 ml

Glicerol 300 ml
H.0 csp 1L

Autoclavar y agregar 30 ul de MgSO4 1M.

3.1.2 Cepas de E. coli

Las cepas de Escherichia coli utilizadas en este estudio se detallan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Cepas utilizadas en el presente trabajo de Tesina. Str" denota casete de resistencia a

estreptomicina.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencias
OP50 Auxotrofa para Brenner, 1974 [34]
Uracilo, Str'
Prototrofa
NA22 Schachat y col., 1978

[38]

3.1.2.1 Conservacion de las cepas bacterianas

Las cepas de interés fueron congeladas y almacenadas a -80°C en tubos crioviales al

20%(p/v) de glicerol estéril a partir de un cultivo crecido durante toda la noche.
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3.2 Medios vy condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas fueron cultivadas a 37°C en medio LB liquido con agitacion o
bien en medio LB sélido. La cepa NA22 luego se concentrd 20 veces, mientras que la
cepa OP50 se concentrd 10 veces para ser utilizada como alimento para los gusanos.

Los gusanos fueron crecidos en medio NGM, suplementado con colesterol 5 pug mity
crecidos a las temperaturas de 15°C, 20°C o 25°C, segun sea el ensayo. Como fuente de

alimento se utilizaron las cepas bacterianas mencionadas en la tabla 3.2.

A continuacién, se describe la composicion de los medios utilizados.

Medio LB [39]:

Peptona de caseina 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
Extracto de Levadura 0,5 % (p/v)

Medio utilizado para el crecimiento de C. elegans (NGM)_[34]:

NaCl 0,3 % (p/v)
Agar 1,7 % (plv)
Peptona 0,25 % (p/v)
Luego de autoclavar se agrega:

Colesterol 5 pg mi?
MgSO4 1mM
Solucién fosfato pH 6 1M 25 mM
Anfotericina B 1mM

Solucién fosfato pH 6 1M [39], por litro:
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K2HPO, 35,6 g
KH2PO, 108,3 g

Ajustar el pH a 6 con KOH concentrado.

Sales M9 1X, por litro:

KH2PO, 39
Na,HPO, 69
NaCl 59
H-0 1000 mi

Después de autoclavar agregar:

MgSO4 1M iml

Para obtener medios solidos a partir de estos medios liquidos, agregar agar 1,5% (p/v).

3.3 Sincronizacion de poblaciones mediante obtencion de embriones de

C. elegans

Para aislar los huevos de una determinada poblacion de gusanos, se utilizd una
técnica de blanqueamiento que emplea NaOCI, también conocida como “Bleaching .
Para ello se lavo una placa de NGM conteniendo una poblacion mixta de gusanos con
(10-15) ml de sales M9 1X, y se recolectd el material en un tubo Falcon estéril de 15
ml. Se centrifugd 2 min a 2000 x g y luego se descarto el sobrenadante. Se agrego
entre 1y 2,5 ml de solucion blanqueadora [lavandina —NaOCI- (10 ml), NaOH 1M
(25 ml), H20 (15 ml)] al pellet (10 veces el volumen del mismo) y se incubo de 2 a 5
min con constante agitacion para favorecer la lisis de los gusanos. La reaccion se
detuvo con el agregado de 15 ml de sales M9 1X. Se volvié a centrifugar por 2 min a
2000 x g, se descartd el sobrenadante y se lavo nuevamente con sales M9 1X. Estos
pasos se repitieron hasta que se logro la eliminacién de la solucion blanqueadora. El

pellet final se rediluy en 50 o0 100 pl de sales M9 1X.
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3.4 Ensayos de formacion de dauers

Para la realizacion de los distintos ensayos se procedié de la siguiente manera: 24
horas previas al inicio del ensayo, se obtuvieron los embriones de la cepa daf-7;fat-4
(ver tabla 3.1) y los mismos se incubaron a la temperatura apropiada durante toda la
noche en sales M9, sincronizandose los gusanos en estadio L1 por hambreado. Los
ensayos se realizaron en placas de 6 pocillos a las cuales se les agreg6 3 ml por
pocillo de NGM agar debidamente suplementado con las sales correspondientes y
colesterol. A modo de alimento para los nematodos, se colocaron 100 pl de la cepa
bacteriana a usar para el ensayo junto con los distintos aditivos o compuestos a
analizar. En el caso de las fracciones obtenidas del aceite de kril se adicionaron 30 pl

de cada una de las respectivas fracciones por placa.

Por ultimo, se agregaron entre 80-100 gusanos sincronizados por pocillo, que se

incubaron a la temperatura necesaria para cada ensayo.

3.5 Ensayo de hambreado de colesterol

Para obtener condiciones libres de esteroles, se utiliz6 agarosa ultra pura en lugar de
agar en la formulacién del medio NGM. Para ello, la agarosa se lavd tres veces con
cloroformo para eliminar posibles trazas de esteroles. Se mantuvo sin alteracion la
composicion salina del medio NGM. Como fuente de alimento, se crecié durante toda la
noche a la bacteria E. coli NA22 en el medio MEM (GIBCO), libre de esteroles.
Posteriormente, el cultivo bacteriano se concentr6 20 veces. Luego, se dejaron
eclosionar los embriones en las sales de M9 1X para garantizar que no estuvieran en
contacto con esteroles. Al llegar al estadio L1, los gusanos se sembraron en las placas
NGM/NAZ22, con el agregado de ECs o solvente. Luego de 72 horas se cuantifico el

porcentaje de dauers.

3.6 Tratamiento con cloroquina

Se adaptd el procedimiento de Palmissano y col, 2017 [40]. Las placas sin colesterol
utilizadas en el ensayo de autofagia sembradas con E. coli NA22 fueron expuestas a UV
durante 15 min. Se tomd esta precaucién para asegurar que la bacteria no alterara la

estructura de la droga. Estas placas fueron luego suplementadas con cloroquina 30 mM
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(Sigma-Aldrich) o H20 destilada estéril como control. Una vez que la placa se seco

transfirieron a la misma las larvas L1 ya sincronizadas.

3.7 Observacion bajo la lupa

Todas las observaciones se realizaron en una lupa Olympus MVX10 con aumentos
variables hasta 63X. Las fotos fueron tomadas con una camara Olympus DP72.

3.8 Observacion al microscopio

3.8.1 Preparacion de muestras para microscopia

Se colocaron 500 pl de agarosa caliente al 2 % (p/v) en M9 1X suplementada con
azida de sodio 30 mM en el centro de un portaobjeto y a continuacion se presiono
perpendicularmente con otro portaobjeto de manera de generar una ld&mina de agarosa
de 0,5 mm de espesor aproximadamente (“pad”). La utilizacion de azida sodica
permite la observacion de los nematodos ya que los mata sin alterar sus estructuras
internas. Una vez solidificada la agarosa se coloca una gota de (10-15) pl de M9 1X,
sobre la superficie de la lamina, a la cual se transfirieron los gusanos
correspondientes con ayuda de un “pick”, que se asemeja a un ansa en hilo, con el

cual se pueden ir tomando los gusanos de a uno.

3.8.2 Microscopio confocal

Las imagenes de los ensayos de autofagia fueron realizadas con el microscopio
confocal Carl Zeiss LSM880, con objetivo 63X en aceite de inmersién y con un
zoom de 2X y 3X. Se us6 una apertura numérica de 1.4 y la longitud de onda
utilizada fue A= (490-570) nm, con laser 488 nm al 10% de potencia. La resolucion
lateral fue de (512x512) pixeles. El analisis de las imagenes se llevd a cabo con el

software FIJI.

Se
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3.9 Ensayo de autofagia utilizando microscopia confocal de

fluorescencia

Los ensayos para observar autofagia se realizan de la misma manera que el ensayo de
hambreado de colesterol mencionado anteriormente (3.5), pero en este caso se utilizan
cepas reporteras de autofagia, que expresan a la proteina LGG-1 fusionada a GFP y
mCherry bajo el control del promotor de Igg-1 (MAH215, ver tabla 3.1), para su
observacion al microscopio confocal. En el microscopio se procede a tomar iméagenes
de células de la hipodermis del gusano denominadas seam cells, involucradas en el
desarrollo dauer y que se hacen visibles en el estadio elegido. En esas células
particulares se observa el patrén de expresion de las proteinas GFP y mCherry en forma
de focos de fluorescencia amarillos, sefialando la formacion de autofagosomas y a la
proteina mCherry en forma de focos de fluorescencia rojos indicando la formacion de
autolisosomas. La cuantificacion se llevo a cabo empleando el software FIJI contando la

cantidad de los distintos focos presentes por célula.

3.10 Western Blot

3.10.1 Protocolo

A continuacion se describe el protocolo final resultante de la puesta a punto del mismo

durante este trabajo de tesina.

Se adaptd el protocolo de Chapin y col (2015) [36], se recolectan los gusanos de las
cepas DLM1 o DLMS5 (tabla 3.1) en M9 1X de la placa de NGM suplementada con E.
coli NA22 (ver tabla 3.2), se los transfiere a un eppendorf de 1,5 ml para congelarlos en
N2 (l). Luego se le afiade un volumen igual al del pellet de gusanos de solucion de
siembra Laemmli 2X. Se los hierve a 95 °C durante 5 minutos y se los congela en N>
liquido, se repite el proceso 3 veces. Se clarifica durante 5 minutos a 8000 g. Luego se
siembran las muestras en un gel de poliacrilamida (gel de corrida al 12 % “running” y
gel de concentracion al 5 % “stacking”), la corrida electroforética se realiza a 130 V
utilizandose solucién amortiguadora. A continuacion se transfiere, durante toda la noche
a 25 mA, a una membrana de nitrocelulosa, utilizandose solucidn de transferencia, en la

camara fria (4°C). Luego de finalizada la transferencia, se retira la membrana de la
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celda de transferencia, se la lava 3 veces con T-TBS. Seguidamente se la cubre con una
solucion de Rojo Ponceaus 1X de manera tal de evidenciar que la transferencia haya
sido efectiva. Una vez corroborado lo mencionado anteriormente, se retira la solucion
de Rojo de Ponceaus y se lava la membrana tres veces con solucion de T-TBS.
Posteriormente se procede a incubar con la solucion de bloqueo (leche 5 % p/v T-TBS),
una vez realizado el blogueo se hacen tres lavados de 10 minutos con T-TBS y
agitacion. Se incuba con el anticuerpo primario anti GFP (1/1000) durante una hora a
temperatura ambiente. Se hacen otros tres lavados de 10 minutos con T-TBS y
agitacion. Se incuba con el anticuerpo secundario anti-mouse conjugado con HRP
(1/5000) durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente se repiten los tres
lavados con T-TBS y se revela la membrana con kit enziméatico quimio luminiscente
HRP.

Solucion de siembra Laemmli

Glicerol 5% (v/v)
SDs 2% (p/v)
B-mercaptoetanol 0,1% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,1 mg/ml

Solucién amortiguadora

Tris 0,3 % (p/v)
Glicina 1,44 % (p/v)
SDS 0,1 % (p/v)

Solucidén de transferencia 1 X

Tris glicina (10 X) 100 ml

Metanol 200 ml

H20 csp 1000 ml
TT-TBS

Tris 10 mM (pH=17,5)
NaCl 150 mM
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Tween 0, 05 % (v/v)
Triton 0,2 % (v/v)

Rojo Ponceaus (10X)

Acido Tricloroacético 30g
Acido sulfosalicilico 30g
H20 csp 100 ml

3.10.2 Protocolo de Normalizacién de la cantidad de proteinas de las

muestras

Este procedimiento se lleva a cabo previo a realizar la siembra de las muestras en el gel
de poliacrilamida utilizado para WB. De manera tal de poder sembrar cantidades
similares de proteinas que permitan realizar la comparacion de los resultados luego,
dado que las condiciones de extraccion de proteinas empleadas en este trabajo no

permiten medir la concentracion de las mismas previo a realizar la siembra.

Se realiza la siembra de diferentes volumenes (5, 10, 15 y 20 pl) de las muestras a
analizar en un gel de poliacrilamida diferente al utilizado para la transferencia de las
proteinas a la membrana de nitrocelulosa. Se procede a realizar la electroforesis en las
mismas condiciones que la electroforesis del gel utilizado para la transferencia de
proteinas en WB. Finalizada la corrida electroforética, se retira el gel de la cuba de
electroforesis y se lo tifie con el colorante Azul Brillante de Coomassie R250 1%
[etanol: acido acético: agua (50:10:40)]. Posteriormente se escanea el mismo y la
imagen obtenida se analiza con un programa informatico para analisis de geles
(GelAnalyzer). Este programa informatico permite comparar la intensidad de
determinadas bandas en un gel de poliacrilamida. Seguidamente, se selecciona una
banda presente en todas las calles sembradas y se relativizan sus intensidades a la
intensidad de la banda presente en aquella calle donde la intensidad es menor que la del
resto. Este procedimiento permite relativizar las cantidades de proteinas entre las

diferentes muestras pero no determinar su concentracion de proteinas totales.

3.10.3 Protocolo de remocidn de anticuerpos

Se calientan 10- 15 ml de la solucion para la remocién de anticuerpos a 60 °C, bajo

campana y al momento de usar, se afiaden 74 ul B-mercaptoetanol cada 10 ml de
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solucion para remover anticuerpos. Luego se adiciona la solucion a la membrana y se
coloca en agitacion pareja en todas las calles. Se procede a realizar 10 lavados de 1
minuto con H2O destilada y dos con T-TBS de 10 minutos. Finalmente se vuelve a
bloquear y se repite la incubacién con los anticuerpos deseados.

Solucion para remover anticuerpos
Tris 62.5 mM

sDS 2% (p/v)

La solucién debe tener pH= 6,5

3.11 Protocolo de extraccion de lipidos totales por método de FOLCH

A la muestra se le agregan:

MeOH 1,3 ml
Cloroformo 2,6 mi
KCI (0,5 M) 1,3 ml
BHT (1000X) 5l

Luego, se sonica en bafio con hielo durante 15 minutos, despues se lleva al vortex
durante dos minutos. Posteriormente se centrifuga por otros dos minutos, se obtienen
dos fases, una inferior con cloroformo y otra superior con metanol. Se toma la fase
inferior, que es la que contiene los lipidos y finalmente se la seca en una atmosfera de
Na.

En este trabajo la muestra empleada para la extraccién de lipidos fue el aceite de kril de
la especie Euphausia superba. El aceite de kril de esta especie se obtuvo de capsulas del

mismo comercializadas por la empresa PHYTOMED [41].

3.12 Protocolo para fraccionamiento de lipidos

Se utiliza una columna de silica empacada con 500 mg de la misma, de la marca

BondElut (Agilent Technologies). Se equilibra la columna con 100 ml de una mezcla
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cloroformo: metanol (24:1). Luego se coloca 1 ml la muestra y se realizan los siguientes
lavados:

Lavado 1: 50 ml cloroformo: metanol (24:1)

Lavado 2: 30 ml cloroformo: metanol: NH3z 32% (60:35:5)
Lavado 3: 15 ml cloroformo: metanol: NH3z 32% (60:35:5)
Lavado 4: 40 ml metanol puro.

Se colectan cada una de las fracciones en tubos diferentes y luego se las seca en
atmosfera de N». Finalmente se las rediluye en 50 pl de hexano.

3.13 Protocolo para realizar cromatografia en capa delgada (TLC)

Se utilizan placas de silica de 10 cm x 10 cm y sobre ellas se marcan las calles dejando
1 cm por debajo de la linea de siembra. Se calienta la silica a 90 °C durante 30 - 45
minutos, se procede a sembrar sobre la placa las diferentes muestras. Se siembra un
volumen total de 35 pl de cada muestra, sembrandose en alicuotas de 5 pl, se espera a
que se evapore el solvente y se vuelve a sembrar. Posteriormente se coloca en la cuba
suficiente cantidad de la mezcla se solventes de corrida, de manera tal que el volumen
utilizado alcance, aproximadamente, 1 cm de altura desde el fondo de la cuba. Se
introduce la placa de silica dentro de la cuba y se deja correr la siembra hasta que el
frente de solvente haya alcanzado casi el final de la placa. Se seca a 160 °C durante 5
minutos para evaporar los solventes y se rocia con el revelador (Cu fosforico). Se

procede a quemar la placa en la estufa a 180°C

Mezcla de solventes de corrida

hexano: dietil éter: &cido acético (75:25:1).
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3.14 Ensayos estadisticos

Los datos fueron analizados mediante el programa computacional SigmaPlot 12.0
(www.sigmaplot.co.uk). En el mismo se realizaron ensayos utilizando los métodos
Holm-Sidak y Mann-Whitney para observar diferencias estadisticamente significativas,
segun correspondiera.
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Resultados

4.1 CAPITULO 1: “Rol del colesterol sobre la autofagia en C. elegans”

La autofagia es un proceso celular catabdlico en el cuél varios componentes del citosol
son degradados. Por ejemplo, la autofagia puede mediar la lip6lisis de lipidos neutros en
las gotas de grasa (“lipids droplets”) [29]. En contraste ha sido reportado que la via
autofagica es requerida para la acumulacion de lipidos neutros en C. elegans [29]. Por lo
tanto, los genes involucrados en la autofagia desempefian un rol complejo en el
metabolismo lipidico, ya que ellos contribuyen tanto a la acumulacion como
degradacion de lipidos. Sin embrago, ha sido muy poco explorado como la carencia de
lipidos influye en el proceso de autofagia. Como fue comentado en la introduccion las
hormonas esteroideas tales como el acido dafacrénico tienen un rol crucial en el ciclo de
vida de C. elegans. Teniendo en cuenta que el colesterol es el precursor del acido
dafacronico y que la autofagia es esencial para la correcta morfogenesis en C. elegans,

en esta tesina decidimos estudiar la influencia de colesterol en el proceso de autofagia.

4.1.1 Determinacidn de actividad autofagica en condiciones de hambreado

de colesterol mediante ensayos de Western Blot

Con el fin de determinar si existe una relacion entre el metabolismo del colesterol y la
autofagia en el nematodo C. elegans se emplearon ensayos de hambreado de colesterol
seguidos por andlisis de Western Blot. Para tales ensayos se empleé la cepa DLM1, que
como se detalla en la seccion Materiales y Métodos, es una cepa que expresa
ubicuamente una construccion transgénica de la proteina LGG1 de C. elegans
(homdloga a ATG-8 de levadura/LC3 de humanos) fusionada a dos copias de la
proteina fluorescente verde GFP, bajo el promotor de LGG1. La forma lipidada de esta
proteina se localiza en la membrana de los autofagosomas y autolisosomas. Inicialmente
LGGL1 se integra en las membranas nacientes de los autofagosomas, de las cuales es un

componente activo. Luego de que esta estructura se fusiona con un lisosoma en el
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citoplasma celular, la proteina LGG1 se transforma en un miembro constitutivo de los
autolisosomas. La cepa reportera permite el seguimiento del proceso debido a que la
proteina de fusidbn que expresa atraviesa diferentes estados a lo largo del flujo
autofagico, que se identifican como bandas que corresponden a distintos pesos
moleculares en las membranas de inmunoblot [36]. Al principio, cuando la fusion
transcripcional se encuentra en los autofagosomas, ambas copias de la GFP se hayan
intactas fusionadas a LGG1. A medida que los autofagosomas se transforman en
autolisosomas y se ponen en contacto con las enzimas hidroliticas que se hallaban en los
lisosomas los segmentos conectores, que unen a las GFP entre si'y con LGG1, se clivan.
La proteolisis lisososomal no afecta a los monémeros de las proteinas fluorescentes
debido a que se encuentran estrechamente plegadas y son resistentes al mencionado
proceso. Esta caracteristica de las GFPs permite que se encuentren disponibles en
configuraciones distintas que, a su vez, se condicen con bandas de pesos moleculares
diferenciales reconocibles en un ensayo de Western Blot cuando se las incuba con
anticuerpo monoclonal especifico anti- GFP. En estos ensayos, la fusion traduccional
LGG1-GFP-GFP exhibe una banda de aproximadamente 70 kDa y el monémero libre
de GFP exhibe una banda de aproximadamente 27 kDa. (Fig 4.1)

B LGG1-GFP-GFP "
A Segmento conector Fusion con el

Formacion del & lisosoma
l autofagosoma
Construccion
enlevaduras @ @

Construccion
en nematodos

cre W GFP )= | GG-1 =

Figura 4.1: A) Se muestran las construcciones de las fusiones traduccionales que portan las cepas de
nematodos C. elegans (DLM1) y la misma fusién en levaduras. En tal construccion se aprecia a la
proteina LGG1 fusionada con dos copias en tindem de GFP unidas por el segmento conector flexible
sensible a la accion de las proteasas lisosomales. B) Se esquematiza brevemente una porcion del flujo
autofagico, donde se aprecia la ruptura del conector flexible y la liberacion de los mondémeros de GFP.
Adaptado de Chapin y col (2015) [36].

4.1.1.1 Puesta a punto del protocolo de Western Blot

Considerando lo mencionado anteriormente, se llevaron a cabo ensayos de hambreado
de colesterol para los cuales se hicieron crecer gusanos DLM1 en placas de NGM
suplementadas con E. coli OP50 como alimento. Cuando la placa contaba con un

namero considerable de gusanos adultos con huevos en su interior, se obtuvieron los
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embriones por el tratamiento con NaOCI, con el fin de sincronizar los gusanos para
iniciar el experimento en las condiciones deseadas. Los huevos obtenidos se dejaron
eclosionar toda la noche en medio minimo liquido M9, al dia siguiente se los transfirio a
placas de agarosa libre de colesterol (ver Materiales y Métodos) en dos condiciones, una
suplementada con colesterol a una concentracién final de 5 mg/ ml y otra suplementada
con etanol absoluto, solvente en el cual se haya disuelto el stock de colesterol.

Luego de transcurridas 80 horas, se recolectaron en M9 1000 nematodos pertenecientes
a cada condicidn, en presencia y ausencia de colesterol. Los gusanos fueron procesados
segun el protocolo de Chapin y col (2015) [36], detallado en la seccién Materiales y
Métodos. Posteriormente las muestras fueron sembradas en las distintas calles del gel de
poliacrilamida. Seguidamente se realizo la transferencia durante toda la noche a 4°C, se
bloqued en solucion de leche disuelta en T-TBS y se incubd con el anticuerpo primario
anti- GFP en una dilucion 1/200, y con el anticuerpo secundario anti-mouse conjugado
con HRP en una dilucion 1/5000 (figura 4.2).

MPM S/C C/C
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Figura 4.2: Revelado del ensayo de Western Blot donde se representan las bandas correspondientes a
LGG1-GFP-GFP y a GFP, en ambas condiciones sin colesterol y con colesterol, indicadas por las siglas
“S/C” y “C/C” respectivamente. Se indican con flechas las bandas correspondientes a LGG1-GFP-GFP y
al monémero de GFP. El marcador de peso molecular utilizado es “all blue pre-stained” de la marca

comercial BioRad y se sembré una cantidad igual a 5L del mismo.
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Como puede observarse en la figura 4.2, en ambas condiciones (en presencia y ausencia
de colesterol) se evidencia un sombreado intenso caracteristico de la presencia de
protedlisis en el extracto inicial y la aparicion de bandas con pesos moleculares
diferentes a los esperados (70 kDa y 27 kDa). Una de las razones del marcado excesivo
de las proteinas puede deberse a que la concentracién del anticuerpo primario no es la
adecuada, lo cual podria llevar a inespecificidad en la uniéon del mismo. Otra de las
causas del efecto mencionado podria ser que se sembrd demasiada proteina en las
distintas calles.

En primera instancia se decidi6 disminuir la concentracién del anticuerpo primario anti-
GFP, para hallar la concentracion éptima del mismo que permita obtener imagenes mas
claras. Para lograr lo mencionado anteriormente, se procedio a realizar un proceso de
remocion de anticuerpos sobre la membrana de nitrocelulosa. Este proceso permite
remover los anticuerpos adheridos sobre las proteinas en la membrana y de esta forma
volver a incubar la membrana con nuevos anticuerpos o con los mismos pero en
concentraciones diferentes. Como se muestra en la figura 4.3, se incubd la membrana,
nuevamente empleando, el protocolo utilizado anteriormente pero empleando una

dilucion 1/1000 del anticuerpo primario, 4 veces mas diluido que al comienzo.
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Figura 4.3: Misma membrana que la de la figura 4.2 pero con una dilucion 1/1000 del anticuerpo
primario anti- GFP. La sigla “S/C” indica condicion sin colesterol y “C/C” condicion con colesterol. Se

indican con flechas las bandas correspondientes a LGG1-GFP-GFP y al monémero de GFP. El marcador
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de peso molecular utilizado es “all blue pre-stained” de la marca comercial BioRad y se sembrd una

cantidad igual a 5pL del mismo.

El experimento ilustrado en la figura 4.3 muestra una disminucion del excesivo marcado
de proteinas en el revelado, tras volver a incubar con el anticuerpo anti-GFP,
evidenciando una imagen mas clara. Sin embargo, se siguen observando bandas que
poseen pesos moleculares diferentes a los de la construccion LGG1-GFP-GFP (~70
kDa) y el monémero de GFP libre (~27 kDa), figura 4.3.

Es importante remarcar que las condiciones empleadas para la extraccion de proteinas,
no permiten medir la concentracién de proteinas de las muestras, previo a realizar la
siembra de las mismas en los geles de poliacrilamida. Esto es debido a que los gusanos
se lisan en la solucion de siembra Laemmli que posee SDS, azul de bromofenol y
agentes reductores, mediante ciclos sucesivos de calentamiento y congelamiento en N
liguido. Como los métodos que se disponen para medir proteinas en solucion se basan
en ensayos colorimétricos, la presencia del colorante azul de bromofenol, SDS y agentes
reductores afectarian las mediciones que tienen que ser efectuadas para determinar la
concentracion de las proteinas totales. Tales condiciones de trabajo implican una baja
reproducibilidad de los experimentos dado que no se puede saber con seguridad con qué

cantidad de proteinas se llevan a cabo los ensayos.

Debido a que no se puede determinar la concentracion de proteinas previo a la siembra
en el gel de poliacrilamida, se procedi6 a determinar la cantidad de extracto optima que
permitiera evidenciar el flujo autofagico en presencia y ausencia de colesterol. Con el
objetivo de lograr lo mencionado anteriormente, se sembraron en el gel de
poliacrilamida SDS-PAGE diferentes volumenes de los extractos de gusanos crecidos
con y sin colesterol 5, 10, 15 y 20 pl. También se sembrdé una muestra proveniente de
extracto proteico de la cepa salvaje de C. elegans (N2), para evidenciar inespecificidad
en la unién del anticuerpo a proteinas que no son necesariamente GFP. Luego de la
corrida electroforética se realizd la transferencia a la membrana de nitrocelulosa, se
blogueo en solucion de leche en T-TBS y se incub6 la membrana con la dilucién 1/1000
del anticuerpo primario anti-GFP y 1/5000 del secundario anti-mouse conjugado con
HRP, sucesivamente. El resultado del analisis se muestra en la figura 4.4, donde solo se
representan las calles correspondientes a las condiciones de 15 pl. Se decidid
representar la calle correspondiente a 15 pl debido a que presentaba una cantidad de

proteinas éptima para revelado enzimatico. Las calles que poseian una cantidad de
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extracto inferior mostraban una sefial muy tenue, mientras que la que correspondia a 20
pl tenia una alta concentracion de proteinas. Esta elevada cantidad de proteinas produce
una saturacion de la membrana al momento del revelado enzimatico, por lo cual tras los
primeros segundos de exposicioén en el transiluminador ya se genera una sefial muy
intensa que implica saturacion de la calle. La saturacion es un factor que, en la medida
de lo posible, debe ser evitado, porque puede llevar a concluir errneamente acerca de
los resultados.

Posteriormente se removieron los anticuerpos de la membrana, con el fin de efectuar un
control de carga del ensayo, y se volvié a incubar a la membrana con un anticuerpo anti-
actina en una dilucién de 1/10000 y con anticuerpo secundario anti- rabbit en una
dilucion 1/5000, el resultado del revelado se visualiza en la figura 4.4.
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Figura 4.4: Se muestran las calles correspondientes a 15pl de las condiciones con y sin colesterol, “C/C”
y “S/C”, respectivamente. La sigla N2 denota la calle donde se sembrd el extracto de proteinas
preveniente de la cepa salvaje N2 que no posee la construccion LGG1-GFP-GFP. Se indican con flechas
las bandas correspondientes a LGG1-GFP-GFP, al monémero de GFP y al control de carga con actina. El
marcador de peso molecular utilizado es “all blue pre-stained” de la marca comercial BioRad y se sembrd

una cantidad igual a 5uL del mismo.

Como se menciond anteriormente, una de las causas de la inespecificidad observada en

el revelado del ensayo de Western Blot representado en la figura 4.4, podria haber sido
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el hecho de que el anticuerpo anti-GFP se una de manera inespecifica a otras proteinas
que no necesariamente sean GFP. Este factor fue descartado, dado que la calle

correspondiente a la cepa salvaje N2 no presenta ninguna banda de reconocimiento.

El andlisis de los resultados de este Gltimo experimento muestra que a pesar de sembrar
la misma cantidad de extracto en ambas condiciones, claramente eso no se condice con
la cantidad de proteinas totales, que se evidencian en el control de carga con actina. Es
importante resaltar que a pesar de recolectar 1000 gusanos de cada condicion, en
presencia y ausencia de colesterol, y procesarlos de la misma forma, la cantidad de
proteinas en ambas condiciones es diferente. Esta particularidad podria deberse al hecho
de que los gusanos se desarrollan mejor con colesterol presente en el medio donde se
encuentran creciendo. Cuando se observan los gusanos en la placa, aquellos que crecen
en el medio con presencia de colesterol tienen un tamafio ligeramente mayor a sus pares
que crecen en el medio sin el esterol. Esta sutil diferencia de tamafio podria llevar a
confusiones a la hora de determinar el estadio de crecimiento en el cuél se encuentran
los nematodos, sin embargo, el estadio no se define exclusivamente en funcion del
tamafo. Una de las caracteristicas que permite evidenciar el estado adulto, en el cual se
recolectan los gusanos luego de transcurridas 80 horas, es la formacién de la vulva. Esta
diferencia de tamafio podria explicar las cantidades de proteinas disimiles en presencia y
ausencia de colesterol, evidenciadas con el control de carga con actina. Por otro lado,
las mencionadas diferencias en las proteinas totales también podrian deberse a que
durante el procesamiento se pierden distintas cantidades de nematodos. En este sentido,
cuando se los recolecta o se los trasvasa, se produce una disminucién del nimero de
gusanos con los cuales se esta trabajando, y esa disminucidn no necesariamente es la

misma en ambas condiciones.

Los resultados obtenidos en el experimento visualizado en la figura 4.4, evidencian la
presencia de bandas que aparecen a pesos moleculares no esperados, entre las bandas de
70 kDa y la de 27 kDa sefialadas en la figura. Estas bandas corresponden a proteinas
que poseen un tamafio inferior al de la construccion LGG1-GFP-GFP y su presencia se
podria atribuir a la degradacion parcial de la construccion traduccional. Ademas de las
bandas mencionadas anteriormente, se observan bandas de pesos moleculares superiores
al de LGG1-GFP-GFP, posiblemente, agregados proteicos de la misma LGG1-GFP-
GFP.
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Considerando lo mencionado anteriormente se refuerza la necesidad de llevar a cabo
algun tipo de determinacion del contenido proteico en los extractos correspondientes a
las distintas condiciones, de manera tal que se pueda normalizar la cantidad de proteina
entre los diferentes extractos.

Ademas de los factores mencionados previamente, otro que podria estar influyendo en
los patrones de proteinas obtenidos es el hecho de que la cepa DLM1 expresa el arreglo
extracromosomal con GFP de manera ubicua. La expresién del sistema recombinante en
todo el organismo podria estar enmascarando la respuesta, dado que no todos los
tejidos tienen el mismo flujo autofagico [36]. En este sentido, probablemente,
variaciones en el flujo autofagico en determinadas zonas del organismo que son
evidenciables se ven enmascaradas por una respuesta diferente del flujo autofagico,
frente al mismo estimulo, en otros tejidos. En el trabajo de Chapin y col (2015) [36] se
muestra que distintos tejidos exhiben diferentes grados de flujo autofagico. Por ejemplo,
uno que presenta mayor flujo autofagico es la hipodermis en el estadio adulto. A raiz de
esto, se decidio cambiar la cepa DLM1 con la cual se estaban llevando a cabo los
ensayos por una nueva, DLMb5. Esta nueva cepa expresa el mismo arreglo

extracromosomal que DLM1 pero que se expresa solamente en la hipodermis.

Para los ensayos con DLMD5 se sincronizé a los gusanos y luego de que transcurrieran
80 horas se recolectaron en M9 1000 nematodos de cada condicion, en presencia y en
ausencia de colesterol. Seguidamente se extrajeron las proteinas acorde al
procedimiento descripto por Chapin y col (2015). Dado que este procedimiento no es
apto para la cuantificacion de proteinas, se realizo en paralelo la siembra de diferentes
volimenes de los extractos en un gel de poliacrilamida diferente al cual fue utilizado
para la transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa. Después de la
electroforesis, el mencionado gel se tifi6 con Coomassie Blue y se lo analiz6 con un
programa informatico para andlisis de geles (GelAnalyzer), que permite comparar la
intensidad de determinadas bandas en un gel de poliacrilamida. Seguidamente, se
selecciond una banda presente en todas las calles sembradas y se relativizaron sus
intensidades a la intensidad de la banda presente en aquella calle donde la intensidad era
menor que la del resto. Si bien, esto no permite conocer la concentracion exacta de las
proteinas, si permite sembrar cantidades comparables del extracto proteico en las
distintas calles. Una vez relativizadas las cantidades de proteina entre las diferentes

condiciones se procedi6 a sembrar el gel de poliacrilamida para realizar la electroforesis
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y posterior transferencia de la misma forma que se realizaron los ensayos anteriores,
utilizando las mismas diluciones de los anticuerpos primario anti-GFP y secundario
anti-mouse conjugado con HRP. EIl resultado del revelado de la membrana de

nitrocelulosa con el kit enziméatico se muestra en la figura 4.5.
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Figura 4.5: Las siglas “S/C”, “C/C” y “N2” indican las condiciones sin colesterol, con colesterol y cepa
salvaje, respectivamente. Se indican con flechas las bandas correspondientes a LGG1-GFP-GFP, al
mondémero de GFP y al control de carga con actina. El control de carga se revel6 sobre la misma
membrana luego de remover al primer conjunto de anticuerpos. El marcador de peso molecular utilizado

es “all blue pre-stained” de la marca comercial BioRad y se sembr6 una cantidad igual a 5pL del mismo.

Los resultados de este experimento muestran que en los ensayos realizados con la cepa
DLM5 no se observa la degradacion proteica que se observa con la cepa DLM1, se
detectan un menor nimero de bandas correspondientes a diferentes conformaciones de
GFP. Este ensayo, ademas, indica que la muestra proveniente de gusanos crecidos en
presencia de colesterol exhibe las bandas correspondientes a LGG1-GFP-GFP y la del

mondmero de GFP, a diferencia de la muestra obtenida a partir de gusanos crecidos en
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ausencia de colesterol que solo presenta la primera. Esto estaria sugiriendo que el flujo

autofagico disminuye en ausencia del esterol.

Este ensayo fue Gtil para determinar las condiciones experimentales empleadas en el
resto del trabajo. En los siguientes experimentos de Western Blot se utilizo la cepa
DLMD5, se extrajeron la proteinas segln protocolo de Chapin y col (2015), se realizaron
geles de poliacrilamida previos para normalizar la cantidad de proteinas sembradas en
las distintas condiciones, transferencia durante toda la noche a 25 mA y diluciones del
anticuerpo primario anti-GFP 1/1000 y secundario anti-mouse conjugado con HRP
1/5000 para el revelado enzimatico.

4.1.1.2 Influencia de la disponibilidad de colesterol sobre el flujo autofagico

La construccion LGG1-GFP-GFP permite evidenciar el flujo autofadgico porque se
presenta en diferentes conformaciones a lo largo de este. Podria decirse que la
visualizacion de la banda correspondiente al mondémero de GFP se debe a dos factores.
Por un lado es necesario que se produzca la liberacién del mondmero de GFP del resto
de la fusién traduccional y por otra parte se requiere que dicho monémero se mantenga
estable dentro del autolisosoma. Si bien GFP tiene un estrecho plegamiento que le
permite resistir a las enzimas hidroliticas del autolisosoma a tiempos cortos, finalmente
la proteina comienza a ser degradada por los procesos hidroliticos propios del

autolisosoma.

Con el fin de diferenciar si el hecho de no observar la banda correspondiente al
monomero de GFP (27 kDa) se debe a que ésta no estd siendo liberada de la
construccion traduccional o a que esta siendo liberada y se degrada rapidamente en el
interior del autofagosoma, se procedi6 a realizar un experimento involucrando
cloroquina, un agente que neutraliza el pH acido del lisosoma e inhibe de este modo la
actividad lisosomal [42]. Al inhibir la actividad del lisosoma, permite aumentar la
ventana de tiempo en la cual se produce la degradacion en su interior. Si GFP es
liberada de la LGG1-GFP-GFP y se degrada rapidamente, cuando se adiciona
cloroquina al medio este proceso es inhibido (por inactivacién de la actividad hidrolitica
del autolisosoma), por ende, ante el agregado de cloroquina, la desaparicion de la banda

puede atribuirse a que efectivamente GFP no esta siendo liberada.

De acuerdo a lo discutido mas arriba, se llevo a cabo un nuevo experimento respetando

las mismas condiciones que el ultimo realizado, con la diferencia que en este caso se

42



hizo un tratamiento con cloroquina. Los nematodos DLM5 fueron sincronizados
mediante tratamiento con NaOCI y se los dejo eclosionar durante una noche, al dia
siguiente las larvas L1 fueron separadas en cuatro grupos:
1) Sin colesterol: No se adiciond colesterol a las placas.
2) Sin colesterol + Cloroquina: No se adicion6 colesterol a las placas y se las suplement6
con Cloroquina 30 uM.
3) Con colesterol: Se adiciono colesterol a las placas.

4) Con colesterol + Cloroquina: Se adiciond colesterol a las placas y se las suplementé con
Cloroquina 30 uM.

Luego de que transcurrieran 80 horas se recolectaron 1000 gusanos de cada condicién
en M9 y se les extrajo el contenido proteico segun el protocolo de Chapin y col (2015)
[36]. Se realizé un gel de poliacrilamida en paralelo, al igual que en el ensayo anterior,
para relativizar el contenido de proteinas de las diferentes muestras. Se procedio de
igual forma que para el ensayo anterior en lo que respecta a la transferencia. Los

resultados del revelado se muestran en la figura 4.6.
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Figura 4.6: Las siglas “S/C” y “C/C” indican las condiciones sin colesterol y con colesterol
respectivamente. Las siglas “+Clor” indican que a la condicion se le adiciona cloroquina. Se indican con
flechas las bandas correspondientes a LGG1-GFP-GFP, al mondmero de GFP y al control de carga con
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actina. El control de carga se reveld sobre la misma membrana luego de remover al primer conjunto de
anticuerpos. ElI marcador de peso molecular utilizado es “all blue pre-stained” de la marca comercial

BioRad y se sembrd una cantidad igual a 5pL del mismo.

Los resultados obtenidos, visualizados en la figura 4.6, indican la presencia de bandas
mas intensas correspondientes al monémero GFP en las condiciones con colesterol y
con colesterol mas cloroquina. Mientras que la banda que corresponde a LGG1-GFP-
GFP se observa con la misma intensidad en todas las condiciones. Estos resultados
sugieren que, efectivamente, hay un aumento del flujo autofagico en presencia de
colesterol comparado con el flujo autofagico sin colesterol agregado, dado que este
aumento se aprecia comparando tanto las condiciones sin cloroquina, como comparando

aquellas que si la poseen.

Con el objetivo de lograr una validacion de estos hallazgos se realizaron estudios de la
influencia del metabolismo del colesterol sobre el flujo autofagico utilizando otro

enfoque, que emplea como método de deteccion microscopia confocal de fluorescencia.

4.1.2 Determinacion de actividad autofagica en condiciones de hambreado

de colesterol mediante ensayos de microscopia confocal de fluorescencia

4.1.2.1 La cepa fluorescente MAH215

Para tales ensayos se empled la cepa MAH215, que como se detalla en la seccion

Materiales y Métodos, es una cepa que expresa ubicuamente una construccion
transgénica de la proteina LGG1 de C. elegans (homéloga a ATG-8 de levadura/LC3 de
humanos) fusionada a una copia de la proteina fluorescente mCherry en tdndem con
una copia de la proteina fluorescente GFP. Esta cepa reportera permite determinar
variaciones en el flujo autofagico dado que cuando los autofagosomas se fusionan con
los lisosomas para dar lugar a los autolisosomas, GFP se escinde de la fusion
transcripcional y la sefial de florescencia correspondiente a esta proteina se apaga.
Inicialmente cuando ambas proteinas fluorescentes se encuentran fusionadas a LGG1 y
forman parte de las membranas de los autofagosomas emiten su sefial, de forma que
mediante microcopia confocal de fluorescencia y programas informaticos, como el
software FIJI se puede apreciar a los autofagosomas como pequefios puntos amarillos
en el interior de las células de C. elegans. Luego cuando los autofagosomas se fusionan

con lisosomas para dar lugar a los autolisosomas, la sefial de GFP se pierde y estas
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estructuras se visualizan como puntos rojos dentro de las células del nematodo, dado

que solo se emite fluorescencia desde mCherry [35]. (Fig 4.7)
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Figura 4.7: A) Esquematizacion de cémo se visualizan los autofagosomas y los autolisosomas a lo largo
del flujo autofagico en la cepa MAH215. A partir de una membrana de aislamiento (MA) se forman los
autofagosomas (amarillos), luego éstos se fusionan con los lisosomas para dar lugar a los autolisosomas
(rojos). Adaptado de Hansen y col (2017) [35]. B) Se visualiza cual es el estado de la fusién traduccional
en las dos estructuras, autofagosomas y autolisosomas. Inicialmente, en los autofagosomas tanto GFP
como mCherry son fluorescentes, luego de la fusién con los lisosomas, la fluorescencia de GFP es

apagada vy solo es fluorescente mCherry, en los autolisosomas.

La observacion del proceso se efectta en las seem cells del gusano que son un conjunto
de células hipodérmicas especializadas y que se encuentran involucradas en la
morfogénesis de la larva dauer (Fig. 4.8). Mediante cuantificacion posterior de los
diferentes focos de fluorescencia se puede establecer la relacion entre autofagosomas y
autolisosomas de manera tal de poder determinar variaciones en el flujo autofagico

frente a distintas condiciones.
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Figura 4.8: Imagen de una fotografia obtenida con el microscopio confocal de fluorescencia de un
gusano perteneciente a la cepa MAH215. En la imagen se aprecia de color verde, el corddn caracteristico
que forman las seam cells a lo largo del organismo. Se indican con flechas blancas los autofagosomas

(focos amarillos) y los autolisosomas (focos rojos).

4.1.2.2 Ensayo de hambreado de colesterol con MAH215

Para este experimento se sincronizé a una poblacion de nematodos MAH215 y se los

dividio en dos grupos, a uno se lo hizo crecer en una condicion sin colesterol y al otro
con colesterol. Transcurridas 80 horas, se seleccionaron varios ejemplares de cada
condicién y se prepararon las muestras para microscopia (ver seccion Materiales y
Métodos). En el microscopio confocal de fluorescencia es posible obtener capturas a
distintos planos de la célula y luego apilar las mismas en una sola imagen 2D para
maximizar la visualizacion de los focos de autofagia. Una vez que se obtienen estas
fotos, se las visualiza con el software FIJI y se cuantifican los puntos fluorescentes que
hay en cada célula. Se hace el recuento de los focos, donde aquellos que presentan color
amarillo son considerados como autofagosomas y los que presentan color rojo se
consideran como autolisosomas. Luego de contar los focos fluorescentes por gusano se
calculd la relacion autofagosomas/autolisosomas (AP/AL) por nematodo. Finalmente se
realizo un analisis estadistico de los datos, aplicando a los mismos el método no
paramétrico de Mann- Whitney. El resultado del mencionado analisis se visualiza en un

diagrama de cajas (Box Plot) en la figura 4.9. El analisis muestra que la mediana de las
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relaciones AP/AL para los gusanos crecidos en el medio con colesterol fue de 1,847
mientras que para los gusanos desarrollados en ausencia de colesterol fue de 2,778. Lo
mencionado anteriormente implica que en la condicion sin colesterol hay mas
autofagosomas por cada autolisosoma de los que hay en la condicion con colesterol. Por
ende, en la condicion sin colesterol el flujo autofagico en las seam cells se encuentra

disminuido con respecto a cuando si hay colesterol.
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Figura 4.9: Se muestra un diagrama de cajas (Box Plot) de las relaciones de
autofagosomas/autolisosomas (relacion AP/AL) en las dos condiciones, con y sin colesterol. (*) Indica
una diferencia estadisticamente significativa entre la condicién “Sin colesterol” con respecto a la

condicion “Con colesterol”, P = 0,002, método de Mann-Whitney.

En la figura 4.10 se muestran dos fotografias de dos nematodos diferentes, uno que se
desarrollé en el medio con la presencia de colesterol y el otro que crecié en un medio
donde el esterol se encontraba ausente. Las micrografias fueron obtenidas del

microscopio confocal de fluorescencia y analizadas mediante el software FIJI.
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Figura 4.10: A la derecha se observa una fotografia de las seam cells de un gusano perteneciente a la
condicién con colesterol, a la izquierda se observa una fotografia de un gusano perteneciente a la
condicién sin colesterol. Las flechas punteadas indican los focos fluorescentes amarillos que
corresponden a los autofagosomas, mientras que las flechas llenas indican los focos fluorescentes rojos

correspondientes a los autolisosomas.

4.1.3 Efecto de 2AG sobre la relacion entre el metabolismo del colesterol y

la autofagia

Habiendo detectado por ensayos de Western Blot y de microscopia confocal de

fluorescencia que la ausencia de colesterol inhibe el flujo autofagico en C. elegans, se
decidio investigar si el EC 2AG tiene influencia en el flujo autofagico. Para estudiar
este aspecto, se llevé a cabo un nuevo ensayo con el agregado de 2AG. Para este
experimento los nematodos DLM5 fueron sincronizados mediante tratamiento con
NaOCIl y se los dejo eclosionar durante una noche, al dia siguiente las larvas L1 fueron
tratadas de la siguiente manera:

1) Sin colesterol: No se adicion6 colesterol a las placas.

2) Sin colesterol + 2AG: No se adicion6 colesterol a las placas y se las suplement6 con

2AG 50 UM.
3) Con colesterol: Se adiciond colesterol a las placas.

4) Con colesterol + 2AG: Se adicion6 colesterol a las placas y se las suplement6 con 2AG
50 uM.

Luego de transcurridas 80 horas, se recolectaron 1000 gusanos de cada condicion y
fueron procesados segun protocolo de Chapin y col (2015) [36]. Posteriormente las
muestras fueron sembradas en un gel de poliacrilamida para la corrida electroforética,

luego se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa y la misma fue
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revelada con el kit enzimético pertinente. Los resultados del experimento se visualizan

en la figura 4.11.
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Figura 4.11: Las siglas “S/C” y “C/C” indican las condiciones sin colesterol y con colesterol
respectivamente. Las siglas “+2AG” indican que a la condicidn se le adiciona 2-araquidonil glicerol. Se
indican con flechas las bandas correspondientes a LGG1-GFP-GFP, al monémero de GFP vy al control de
carga con actina. El control de carga se revel6 sobre la misma membrana luego de remover al primer
conjunto de anticuerpos. EI marcador de peso molecular utilizado es “all blue pre-stained” de la marca

comercial BioRad y se sembré una cantidad igual a 5pL del mismo.

En el analisis de la figura 4.11 se evidencia que en la condicion con colesterol, el
agregado de 2AG produce una disminucion de la banda correspondiente a GFP libre (27
kDa). El agregado de este mismo EC en ausencia de colesterol genera la aparicion de la
banda correspondiente al monémero de GFP con respecto al control en la misma
condicién, aunque de manera muy tenue. Estos resultados sugieren que el 2AG
produciria un efecto diferencial en presencia y ausencia de colesterol. Por un lado, en
ausencia de colesterol podria ayudar a restituir parcialmente el flujo autofagico, de
acuerdo con estudios previos de nuestro laboratorio [25] que demostraron que el 2AG

aumenta la movilizacion de colesterol en el nematodo. Si bien en esta condicién no se
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adiciond el esterol al medio, los gusanos fueron analizados en la primera generacion,
por lo que poseen reservas de colesterol de origen materno. Por otra parte, en presencia
de colesterol el 2AG produce un efecto opuesto causando una disminucion del flujo
autofagico.
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4.2 CAPITULO II: “Efecto del aceite de kril sobre la formacion de

dauers de la cepa mutante de C. elegans daf-7:fat-4”

Ha sido demostrado que la suplementacién del alimento de roedores con aceite de kril
(AK) suprime la sintesis de lipidos debido a que aumenta la expresién de genes
involucrados en la oxidacion de los lipidos, mientras que disminuye la expresion de
genes involucrados en la lipogénesis. También fue observado que los niveles
sanguineos de triglicéridos y colesterol fueron significativamente reducidos luego de la
alimentacion suplementada con aceite de kril de ratas sanas y en ratas a las cuales se les
redujo la hiperlipidemia. Por otra parte, estudios preliminares sugieren que el ECS tiene
un rol importante en la accion del aceite de kril en la distribucion de lipidos en ratas
obesas [43].

Tomando en cuenta toda esta informacion y recientes hallazgos de nuestro laboratorio
que demuestran que los ECs son esenciales para la movilizacion de colesterol en C.
elegans, se decidio estudiar si el aceite de kril restablece el trafico de colesterol causado

por la deficiencia de ECs en C. elegans.

4.2.1 Extraccioén y fraccionamiento del aceite de kril

Para llevar a cabo los ensayos con el aceite de kril con la cepa mutante daf-7;fat-4 se
realizd primero una extraccion de los lipidos del aceite segin el método de Folch,
detallado en Materiales y Métodos. Una vez obtenido el extracto lipidico, se procedio a
realizar un fraccionamiento de los lipidos que lo componen utilizando una columna de
silica gel con un sistema de solventes de polaridad creciente, como se detalla en
Materiales y Métodos. De este fraccionamiento se obtuvieron cuatro fracciones
denominadas F1, F2, F3 y F4, donde F1 es la fraccion obtenida del primer lavado con
cloroformo: metanol (24:1), F2 es la obtenida del segundo lavado con cloroformo:
metanol: amoniaco 32% (60:35:5), F3 es la fraccion correspondiente al tercer lavado
con cloroformo: metanol: amoniaco 32% (60:35:5) y, por ultimo, F4 es la fraccion
obtenida del cuarto lavado con metanol puro. Posteriormente las fracciones fueron
secadas en una atmosfera de N2 para evitar su oxidacion, luego se las rediluyo en
hexano. EIl analisis de la composicién de cada una de las fracciones se llevd a cabo
mediante la técnica de cromatografia en capa delgada (TLC), cuyos resultados se

visualizan en la Figura 4.12. El sistema de solventes empleado fue hexano: dietil éter:
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acido acético (75:25:1). Como se reporta en la bibliografia [44] [45], esta mezcla de
solventes permite resolver moléculas de lipidos con naturaleza diferente.
Independientemente del origen de las muestras utilizadas, los triacilgliceroles (TAG),
acidos grasos libres (AGL), colesterol y fosfolipidos (FL), entre otros, corren siempre
de la misma manera en las placas de silica con la mezcla de solventes empleada en este
trabajo. De esta forma se pueden asociar diferentes bandas caracteristicas que poseen

una relacion de frente (RF) particular con sus respectivas moléculas de lipidos.
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Figura 4.12: TLC de las fracciones obtenidas del fraccionamiento del extracto lipidico total del aceite de
kril. Las siglas F1, F2, F3 y F4 indican a las fracciones 1 a 4 respectivamente, mientras que las siglas
COL, FL y TAG, corresponden a los estandares de colesterol, fosfolipidos y triacilgliceroles
respectivamente. Las relaciones de frente para los estandares fueron las siguientes: colesterol RF= 0, 291,
fosfolipidos RF= 0, 013 y TAG RF= 0,861. Se indican con flechas las bandas correspondientes a TAG,
FL, colesterol y acidos grasos libres (AGL) de las calles donde se sembraron las distintas fracciones. El
sistema de solventes empleado fue hexano: dietil éter: acido acético (75:25:1).

Del analisis de la figura 4.12 se pone en evidencia que la composicién lipidica de cada
una de las fracciones es diferente. Mostrando que la mas compleja de las fracciones es
la 1, que posee bandas con RF similares a la de los estandares. Siendo para la banda
indicada como TAG el RF= 0,877, para AGL el RF= 0,457, para colesterol el RF=

0,260 y para FL el RF= 0,025. Las fracciones 2 y 3 muestran solo una banda con una
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RF= 0,888 y RF= 0,886 respectivamente, similar a la RF de las bandas correspondientes
a los TAG, mientras que en la fraccion 4 aparecen bandas que tienen RF similares a
aquellas correspondientes a los TAG y AGL, siendo éstas RF 0,887 y 0,435
respectivamente. Es importante resaltar, que con un analisis mediante TLC no se puede
determinar cual es la composicion exacta de cada fraccion, dado que las bandas que
corren con RF similares en dos calles diferentes no necesariamente van a pertenecer al
mismo compuesto. Como el método empleado se basa en la diferencia de polaridad para
producir la separacion de los lipidos, dos moléculas que tengan polaridades similares
van a correr con la misma RF en la placa de silica. Sin embargo, el fin de utilizar TLC
es obtener informacion preliminar acerca de que tan diferentes son las distintas
fracciones entre si. En este sentido, tiene particular importancia estudiar la presencia de
colesterol en cada una de las fracciones (por motivos explicados méas adelante en este
trabajo). Debido a que no se disponia de un método adecuado para la determinacion del
mismo en cada una de las fracciones, se hizo el seguimiento mediante TLC corriendo un
estandar del esterol en una de las calles y comparando con la aparicion de la banda con
una RF similar en la calle correspondiente a cada fraccion. Como se menciond
anteriormente, no se puede asegurar con total veracidad que ver una banda con una RF
parecida a la del estandar de colesterol, implique que la fraccion contenga al esterol,
pero es probable que se trate de éste. Una de las razones que llevan a pensar que sea
probable es el hecho de que el aceite de kril es rico en este compuesto, reportandose que

representa entre un 4 a 6 % de su composicion lipidica total [46].

4.2.2 Ensayos con las fracciones obtenidas del aceite de kril

Luego de obtener las mencionadas fracciones se procedio a realizar el ensayo de rescate
de la formacién de dauers con los gusanos de la cepa mutante daf-7;fat-4. Para el
mismo, se sincronizé a los gusanos mediante tratamiento con NaOCI y se los dividio en
5 grupos:

1) Control con hexano

2) F1

3) F2

4) F3

5) F4
Se colocé a cada grupo de gusanos en placas suplementadas con 30 L de cada uno de
los eluidos. Se los dejo crecer a 20°C, que es la temperatura semi-permisiva para la

mutante daf-7;fat-4 dado que a esa temperatura DAF-7 es parcialmente activo, mientras
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que a 25°C es totalmente inactivo. El péptido DAF-7 se encuentra involucrado en una
via de la sefializacion que determina que el gusano prosiga por el ciclo de vida normal o
que ingrese en el arresto larval conocido como dauer. Esta mutante genera
aproximadamente 50% de larvas dauer a 20°C. Luego de 4 dias, se calculé el porcentaje
de dauers, observandose los resultados mostrados en la figura 4.13.

Ensayo con las fracciones obtenidas
del aceite de kril
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Figura 4.13: Resultado del ensayo con las diferentes fracciones del aceite de kril rediluidas en hexano, en
la formacion de dauers de daf-7;fat-4. El (*) indica una diferencia estadisticamente significativa entre la
condicion que lo posee y el control con hexano, P = 0,017, método de Holm-Sidak, el experimento se

realizo por triplicado.

El anélisis de los resultados de la figura 4.13 muestra que las fracciones F1 y F3 inhiben

significativamente la formacion de dauers en la cepa daf-7;fat-4.

Como se menciond anteriormente, el aceite de kril es una mezcla de lipidos rica en
colesterol [46], y sabiendo que este esterol es un compuesto muy apolar, es muy
probable que la mayor parte del mismo se encuentre en la fraccion 1, evidenciado en el
andlisis por TLC (Fig. 4.12). Como se detallé en la introduccion, el colesterol es el
precursor del &cido dafacrdnico, cuya presencia inhibe la formacion de dauers. Por lo
tanto la disponibilidad de colesterol en el medio podria rescatar la formacion de dauers
en la cepa daf-7;fat-4. Por este motivo se considerd relevante el estudio del efecto de la
fraccion 3, que al ser obtenida con solventes mucho mas polares, es menos probable que
eluyan al colesterol de la silica gel. De todas maneras, esto no implica que no haya

colesterol en tal fraccion.
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Se repiti6 el ensayd de rescate de formacion de dauers de daf-7;fat-4 utilizando
solamente la fraccion 3. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.14.

Ensayo con la fraccion 3 (F3)
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Figura 4.14: Resultados del ensayo con F3 obtenida del fraccionamiento del aceite de kril rediluida en
hexano en la formacién de dauers de daf-7;fat-4. ElI (*) indica una diferencia estadisticamente
significativa entre la condicion que lo posee y el control con hexano, P = 0,020, método de Holm-Sidak,

el experimento se realizé por triplicado.

Los resultados de la figura 4.14 confirman el resultado preliminar obtenido en el ensayo
mostrado en la figura 4.13. Una caracteristica particular de la fraccién 3 es que cuando
se la rediluye en hexano, se forma un precipitado que contiene un pigmento amarillo
que es insoluble en el solvente apolar empleado. Se procedio separando ese precipitado
amarillo del sobrenadante, el primero fue disuelto en metanol mientras que el
sobrenadante continué disuelto en hexano, obteniéndose dos nuevas fracciones a partir

de la fraccion 3 original.

4.2.2.1 Experimentos con las porciones metandlicas y hexanicas de la fraccion 3

obtenida del aceite de Kril.

Debido a que en los ensayos esquematizados en las figuras 4.13 y 4.14 se emple6 a la
fraccion 3 completa (conteniendo tanto la parte soluble en hexano como el pellet
amarillo insoluble), se decidi6 estudiar el efecto por separado de estas dos porciones de
la fraccion 3 original (F3). Para el mencionado fin se ensayd la capacidad para rescatar
dauers en la cepa daf-7;fat-4 de la misma forma que se llevaron a cabo los ensayos

previos con los diferentes eluidos del fraccionamiento del aceite de kril (Fig.4.13). En

55



este caso los ensayos se realizaron utilizando las porciones metandlica y hexanica de la

fraccion 3 original. Los resultados del experimento se visualizan en la figura 4.15.

Ensavo con las porciones metandlicas y
hexanicas de la fraccion 3
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Figura 4.15: Resultado del experimento con las fracciones obtenidas a partir de la fraccion 3 original
(F3). Se observan la porcién metandlica (F3 MeOH) con su respectivo control con metanol y la porcidn
hexénica (F3 Hex) con su respectivo control con hexano. EI (*) indica una diferencia estadisticamente
significativa entre la condicién que lo posee y el control con el respectivo solvente, P = <0,001, método

de Holm-Sidak, el experimento se realizé por triplicado.

El analisis de los resultados, que se representan en la figura 4.15, demuestran que la
porcion de la F3 que se rediluye en metanol es efectiva a la hora de rescatar el fenotipo
dauer, dado que presenta un porcentaje de dauers que es aproximadamente cinco veces
menor que el control con metanol. Por otra parte, la porcion de la F3 que se rediluye en
hexano no es efectiva para rescatar el fenotipo dauer, ya que presenta un porcentaje de

dauer que es muy cercano al control con hexano.

4.2.2.2 Refraccionamiento de las fracciones metanolica y hexanica de la Fraccion
3

Con el fin de realizar un analisis mas exhaustivo de las porciones disueltas en hexano y
metanol, estas fueron refraccionadas, para eliminar posibles trazas de colesterol y
aumentar la purificacion de dicha fraccidn. El fraccionamiento realizado fue el mismo
que se utilizd para el extracto total de lipidos del aceite de kril, y del mismo se
obtuvieron 8 fracciones, 4 de la porcion rediluida en metanol y 4 de las que
correspondian al hexano. A las 8 fracciones obtenidas se les evapord la mezcla de

solventes utilizada en la elucién y posteriormente fueron rediluidas en distintos
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solventes. Las primeras cuatro fueron rediluidas en metanol, y las segundas cuatro

fueron se rediluyeron en hexano, Fig. 4.16.

Fraccion 3 en I
EF1M
MeOH A
Mezcla de S
solventes Y EF2 M
Extracto delipidos ||I |
[Aceite de Exil) \ / "o T
A = ._ = | R.F3 I"-I
v RF4M
{
] REFRACCIONADOS
Wy kN -, Iu_ ||J 4
/// \\\\ W \ <
Y s . . ‘ p EFlH
< / ! s A / |
y Py / ., _'a /
I d g-' a :__r I
f o RF2H

-

Vi \ .| RBH

-
-
< "-‘—\—__
|

Fraccion 3 en

7 H
F1 F2 E3 F4 exane y RFAH

Figura 4.16: Representacién esquematica del procedimiento llevado a cabo para refraccionar la fraccion

3 obtenida del extracto lipidico total del aceite de kril.

Las siglas utilizadas para designar a cada fraccion fueron las siguientes:

Porcién con Metanol

= RF1 M correspondiente a la fraccion 1 del re-fraccionamiento de la porcion metandlica
de la F3 original.

= RF2 M correspondiente a la fraccién 2 del re-fraccionamiento de la porcion metandlica
de la F3 original.

= RF3 M correspondiente a la fraccién 3 del re-fraccionamiento de la porcidon metandlica
de la F3 original.

= RF4 M correspondiente a la fraccién 4 del re-fraccionamiento de la porcion metandlica
de la F3 original.

Porcién con Hexano

= RF1 H correspondiente a la fraccion 1 del re-fraccionamiento de la porcion con hexano
de la F3 original.

» RF2 H correspondiente a la fraccion 2 del re-fraccionamiento de la porcidn con hexano
de la F3 original.
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= RF3 H correspondiente a la fraccion 3 del re-fraccionamiento de la porcion con hexano
de la F3 original.

= RF4 H correspondiente a la fraccion 4 del re-fraccionamiento de la porcion con hexano
de la F3 original.

El contenido lipidico de estas fracciones obtenidas de las porciones metandlicas y
hexanicas de F3 fue analizado por TLC. En la figura 4.17 se muestra el resultado de la
TLC para las fracciones metandlicas y en la figura 4.18 se muestra el resultado de la

TLC para las fracciones hexanicas.
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Figura 4.17: TLC de las fracciones obtenidas del fraccionamiento de la porcién metandlica de F3. Las
siglas RF1M, RF2M, RF3M y RF4M indican a las fracciones 1 a 4 respectivamente, mientras que la sigla
COL corresponde al estandar de colesterol (RF= 0,291). Se indican con flechas las bandas
correspondientes a triacilgliceroles (TAG), acidos grasos libres (AGL), colesterol y fosfolipidos (FL) de
las calles donde se sembraron las distintas fracciones. El sistema de solventes empleado fue hexano: dietil

éter: &cido acético (75:25:1).

Del analisis de la figura 4.17 se evidencian las diferencias en cuanto a composicion
lipidica de cada una de las fracciones. Mostrando que todas las fracciones (RF1M-
RF4M) contienen bandas que poseen RF= 0, similar al RF a la cual suelen aparecer las
bandas de FL. Ademas de éstos, la fraccibn RF1M posee una banda con una RF = 0,254

similar a la del estandar de colesterol, mientras que las otras tres fracciones restantes no.
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El hecho de no ver una banda particular, no implica que el compuesto no se encuentre
presente, podria estarlo pero en una concentracioén que no es detectable por el método.
En este caso la fraccion RF1M tiene la composicion de lipidos mas compleja. Esta
fraccion muestra, ademas de la bandas de colesterol y FL, bandas que corren con una
RF similar a la RF de las bandas de TAG y AGL, siendo estas RF= 0,907 y RF= 0,465,
respectivamente. La fraccion RF2M exhibe una banda con una RF= 0,919, parecida a la
RF con la cudl suelen aparecer las bandas de TAG. Las fracciones 3 y 4 muestran un
area sombreada en la zona donde suele aparecer la banda correspondiente a TAG,
probablemente se deba a la presencia de estos compuestos pero en una proporcion
menor que RF1IM y RF2M.
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Figura 4.18: TLC de las fracciones obtenidas del fraccionamiento de la porcidn hexéanica de F3. Las
siglas RF1H, RF2H, RF3H y RF4H indican a las fracciones 1 a 4 respectivamente, mientras que la sigla
COL corresponde al estdndar de colesterol (RF= 0,291). Se indican con flechas las bandas
correspondientes a triacilgliceroles (TAG), acidos grasos libres (AGL), colesterol y fosfolipidos (FL). El

sistema de solventes empleado fue hexano: dietil éter: acido acético (75:25:1).

En la figura 4.18 se muestran las diferencias en composicion lipidica de cada una de las

fracciones. Todas las fracciones (RF1H-RF4H) muestran bandas que poseen RF= 0,
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similar a la RF a la cual suelen aparecer las bandas de FL. Ademas de ésta, la fraccion
RF1H exhibe bandas que corren similar a como usualmente lo hacen las bandas de
TAG, AGL y colesterol, siendo sus RF= 0,906, RF= 0,471 y RF= 0,328
respectivamente. Las fracciones RF2H y RF3H muestran un &rea sombreada en la zona
donde suele aparecer la banda correspondiente a TAG, en el caso de RF2H mas intensa
que en RF3H. La fraccion RF4H no muestra ninguna otra banda ni area sombreada.

Tanto la porcion metandlica como la hexanica contuvieron fracciones que poseian
colesterol o algin compuesto que tiene una polaridad similar. Evidenciado en el
analisis por TLC como una banda que corre con una RF equivalente a la del control con
colesterol empleado. Estas fracciones son las RFIM y RF1H, obtenidas de la elucion
con la primer mezcla de solventes (mas apolar). La presencia de la banda mencionada

demuestra la utilidad de llevar a cabo el refraccionamiento de la F3 original.

4.2.2.3 Experimentos con los refraccionados de las porciones metandlicas y

hexanicas obtenidos de la fraccion 3

Luego de obtener los refraccionados de las porciones metanolicas y hexanicas de la
fraccion 3 descritas arriba, la actividad de las mismas fue ensayada empleando a la
doble mutante daf-7;fat-4. Los resultados del experimento utilizando las fracciones
metanolicas se muestran en la figura 4.19 y los de la fraccién proveniente del hexano se

muestran en la figura 4.21.

Ensayo con refraccionados de la
porcion metanolica de F3
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Figura 4.19: Resultado del experimento con las fracciones obtenidas a partir del refraccionamiento de la

porcion metandlica de fraccion 3 original (F3) con su respectivo control con metanol. EI (*) indica una
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diferencia estadisticamente significativa entre la condicidn que lo posee y el control con Metanol, P =
0,035, método de Holm-Sidak, el experimento se realiz6 por triplicado.

En la figura 4.20 se muestra una imagen representativa del experimento, donde se
visualizan los gusanos tratados con la fraccion RF2M y los gusanos en el control con

metanol.

Figura 4.20: Imagen representativa del ensayo con la fraccion RF2M (derecha) con su respectivo control
con metanol (izquierda). Se indican con flechas negras los gusanos arrestados en dauer, evidenciandose

una menor proporcion de los mismos en el medio suplementado con RF2M.
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Figura 4.21: Resultado del experimento con las fracciones obtenidas a partir del re-fraccionamiento de la
porcién hexanica de fraccion 3 original (F3) con su respectivo control con hexano. EI (*) indica una
diferencia estadisticamente significativa entre la condicién que lo posee y el control con hexano, P = <

0,001, método de Holm-Sidak, el experimento se realiz6 por triplicado.

En la figura 4.22 se muestra una imagen representativa del experimento, donde se
visualizan los gusanos tratados con la fraccion RF3H y los gusanos en el control con

hexano.
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Figura 4.20: Imagen representativa del ensayo con la fraccion RF3H (derecha) con su respectivo control

con hexano (izquierda). Se indican con flechas negras los gusanos arrestados en dauer, evidenciandose

una mayor proporcion de los mismos en el medio suplementado con RF3H.

Los resultados del ensayo, representados en las figuras 4.19 y 4.21, demuestran que en
general las fracciones metandlicas son mas efectivas que sus contrapartes en hexano a la
hora de rescatar el fenotipo dauer. Dentro de estas fracciones metandlicas RF2 M y RF4
M son las méas potentes para inhibir la formacion de dauers de daf-7;fat-4. Por otra parte
dentro de las que se redisolvieron en hexano, RF1 H fue la mas efectiva en inhibir la
formacion de dauers, mientras que el resultado estadisticamente significativo de RF3 H

muestra que esta fraccion estimula la formacion de dauers.
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Discusion

5.1 Capitulo |

Del analisis de los resultados obtenidos de los experimentos de la relacion entre el

metabolismo del colesterol y la autofagia en C. elegans, se pudo evidenciar que la
deplecion de colesterol en el medio de crecimiento de los nematodos produce una
disminucién del flujo autofagico. Estos resultados fueron evidenciados empleando dos
metodologias diferentes para el estudio, por un lado utilizando analisis por Western Blot
y por otra parte con los estudios de microscopia confocal de fluorescencia. El analisis de
la bibliografia existente en el tema revela resultados contrapuestos en cuanto a la
influencia del colesterol sobre el flujo autofagico. Se encuentran disponibles trabajos
que proponen que la deplecion de colesterol induce la autofagia [22], mientras que hay
otros que demuestran que la presencia del colesterol promueve la fusion entre los
autofagosomas y los lisosomas, de manera tal que se pueda realizar el paso final del
proceso autofagico [24]. Es importante remarcar que estos estudios son realizados sobre
células aisladas (lineas celulares de fibroblasto, melanoma y Hel.a) que no cuentan con
el entorno que provee un organismo completo, el cual podria tener determinada
influencia en los procesos estudiados. En este sentido, a excepcion de este trabajo, no
existen publicaciones previas de la relacion entre autofagia y el metabolismo del
colesterol en un animal entero. Lo mencionado, demuestra en si una de las grandes
ventajas que tiene C. elegans como modelo de estudio, ya que se trata de un organismo
de facil manipulacién y bajo costo de mantenimiento, ofreciendo una variedad de

fenotipos y estrategias genéticas que permite estudiar diversos procesos metabdlicos.

El hecho de que se observe una disminucion del flujo autofagico en ausencia de
colesterol sugiere que este proceso se encuentra bloqueado. Ha sido comunicado que en
mamiferos existe una proteina que tiene la capacidad de detectar y unir colesterol
denominada ORP1L [24]. Esta proteina es uno de los componentes de una maquinaria
proteica que tiene como funcion mediar la unién entre los autofagosomas y los
lisosomas/ endosomas tardios. De esta manera, cuando hay colesterol en el medio,
ORP1L adopta una conformacidn tal que permite orquestar el proceso de fusion entre

ambas estructuras de membrana asegurando que se concluya el paso final del flujo
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autofagico. Cuando el colesterol esta ausente, lo mencionado anteriormente no ocurre y

los autofagosomas no se fusionan con los lisosomas [24].

La proteina ORP1L pertenece a la familia de proteinas ORP, que significa proteinas
relacionadas a OSBP, por sus siglas en inglés. Esta familia de proteinas junto con la
proteina que une oxiesterol (OSBP, por su sigla en inglés), median una gran variedad
de procesos como la transduccion de sefiales, el metabolismo lipidico, el tréfico
vesicular y el transporte de colesterol no vesicular [47]. Segun publicaciones recientes,
la mayoria de los organismos eucariotas muestran poseer proteinas homélogas a OSBP,
incluyendo 12 homologos en humanos (OSBP y ORP1 a ORP11), siete en
Saccharomyces cerevisiae, y cuatro en C. elegans, OBR-1 a OBR-4, indicando “OBR”

proteina relacionada a proteina que une oxiesterol, por sus siglas en inglés [47].

Considerando el rol de las proteinas OBR y que la via autofagica parece estar
conservada entre los organismos eucariotas, es licito postular que en el nematodo esté

ocurriendo algo similar a lo que ocurre en las células de mamiferos.

Seria interesante poder estudiar mas exhaustivamente este interesante problema
generando mutantes o aplicando ARNi para bloguear la expresion de los genes ORB de
forma tal que de investigar si estos genes estan involucrados en la regulacion de la

autofagia por colesterol.

Durante el estudio de la influencia de los ECs sobre la relacion entre autofagia y
colesterol, se encontré que el agregado del EC 2AG tiene efectos diferentes sobre los
nematodos crecidos en presencia y ausencia de colesterol. Como se menciond en la
introduccidn, existen reportes previos que demuestran la influencia de los ECs 2AG y
AEA en la movilizacion del transporte del colesterol [25]. A pesar de que no se
incorpora colesterol en el medio en la condicion que requiere la ausencia del esterol, los
gusanos en la primera generacion (F1) cuentan con reservas del colesterol de origen
materno. Estas reservas podrian movilizarse con el agregado de ECs. A su vez, existe
evidencia que sugiere que las proteinas OBR poseen similaridad de funcion con sus
ortdlogos en mamifero, los cuales estan implicados en el flujo autofagico. En conjunto,
estas hipdtesis podrian indicar que el agregado externo de ECs promueve la
movilizacion del colesterol desde las reservas intracelulares en C. elegans, permitiendo

que una fraccion del mismo se encuentre disponible para unirse al homdlogo del sensor
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de colesterol, ORP1L. De esta forma se podria permitir una restitucion parcial del flujo
autofagico.

El efecto del agregado del 2AG en los medios de crecimiento que contenian colesterol,
es opuesto a lo que ocurre en la condicién donde el esterol se encontraba ausente,
produciendo una disminucion del flujo autofagico en los nematodos. Si bien estos
resultados son preliminares, podrian explicarse considerando las diferencias metabdlicas
de los nematodos que se desarrollan en un medio con colesterol y aquellos que lo hacen
en un medio sin el mismo. Una de las mencionadas diferencias es que, en la presencia
de colesterol en la dieta los nematodos cuentan con mas sustrato, para sintetizar acido
dafacrénico que es requerido para el correcto desarrollo del organismo, y esto podria
estar influyendo en un aumento global de la sintesis de proteinas en comparacion con

sus pares que se desarrollan en ausencia de colesterol.

Estos estudios fueron realizados sobre nematodos que expresan el arreglo
extracromosomal Igg::gfp::gfp solo en hipodermis, por lo tanto los resultados obtenidos
reflejan solamente el efecto de los agregados del EC Unicamente en este tejido. Dado
que en nuestro laboratorio se disponen otras cepas que expresan el mismo arreglo
extracromosomal en otros tejidos, seria prometedor analizar cual es la influencia del
2AG sobre el flujo autofagico y su relacion con el colesterol en estos tejidos, como
intestino, faringe, muasculo o en el tejido nervioso. De la misma manera, se podria
evaluar el efecto sobre la autofagia frente al tratamiento con ECs diferentes al 2AG,
como AEA o 2AGE (un analogo no hidrolizable del 2AG). Otra forma de hacer estudios
mas especificos del tema consistiria en la construccion de mutantes que sean deficientes
en la produccion de acidos grasos poliinsaturados que presenten el arreglo
extracromosomal 1gg::gfp::gfp. Las mutantes mencionadas se podrian obtener de la
cruza de las cepas que contienen la fusion traduccional con la doble GFP y cepas
mutantes fat-4 que son deficientes en la produccidén de acido araquidénico que es el
precursor de los ECs en el nematodo. De la misma forma que se generarian las mutantes
que permitirian seguir el estudio por analisis de Western Blot, se podrian construir
nuevas mutantes de la cruza de la cepa MAH215 (cepa empleada en los estudios de
microscopia confocal de fluorescencia) y mutantes fat-4. La construccion de las cepas
mencionadas permitiria seguir de forma paralela el estudio de la relacién entre autofagia

y el metabolismo del colesterol mediantes dos modelos diferentes.
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5.2 Capitulo 11

Del andlisis de los resultados de los experimentos con aceite de kril sobre dobles

mutantes daf-7;fat-4, se deduce que hay ciertos componentes dentro de la mezcla
lipidica que tienen la capacidad de disminuir el porcentaje de dauers en la cepa doble
mutante daf-7;fat-4. Uno de los factores que podria influir sobre el rescate del fenotipo
dauer que exhiben las dobles mutantes daf-7;fat-4 es el hecho de que uno de los
componentes del aceite de kril es el colesterol. Estudios previos que se realizaron en
nuestro laboratorio muestran que el exceso de colesterol en el medio conlleva al rescate
del fenotipo dauer de esta mutante [25], porque de alguna manera el exceso de este
esterol permite superar los problemas en su transporte, presentados por las mutantes
empleadas para el estudio. Incluso aquellas mutantes que carecen de los transportadores
de colesterol, ncr-1;ncr-2, tienen la capacidad de disminuir el porcentaje de dauers que
naturalmente forman cuando hay un exceso de colesterol en el medio de crecimiento
[25].

Este factor eventualmente podria descartarse considerando que uno de los eluidos que se
adquieren del fraccionamiento del aceite de kril (fraccion 3, sobretodo la fraccion RF2
de la porcion metandlica) se obtiene luego del empleo de una mezcla de solventes de
elevada polaridad, que reduce la probabilidad de que aparezca el colesterol en ella. Si
bien los analisis por TLC requieren de estudios analiticos de mayor sensibilidad para
corroborar la ausencia o presencia de un compuesto particular, son un buen punto de
partida para el estudio de la composicion lipidica parcial de las fracciones empleadas.
En este trabajo se evidencia mediante TLC, que la calle donde se siembra la fraccion
RF2M no posee la banda correspondiente al colesterol cuando se la compara con la calle
que contiene el estandar del esterol. Sin embargo, aunque no se vea la banda
correspondiente al colesterol en la calle perteneciente a la fraccion RF2M, podria haber
colesterol en trazas indetectables por la técnica empleada, para lo cual se requieren
determinaciones de mayor sensibilidad. Considerando lo mencionado anteriormente, es
factible razonar que en la fraccién 3, de la cual se obtiene RF2M, aparecen uno o varios
compuestos que tienen la capacidad de producir un rescate del fenotipo dauer que
presentan los nematodos de la cepa daf-7;fat-4. Estos compuestos presentan un efecto
analogo al de los ECs derivados del acido araquidonico, para los cuales existen estudios
previos que demuestran la disminucion del porcentaje de dauers que la cepa forma a

20°C [25]. Debido a que el aceite de kril utilizado en este trabajo se obtiene de la
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especie Euphausia superba, se puede asegurar que efectivamente estos compuestos no
son ECs, dado que el kril perteneciente a esta especie no posee &cido araquiddnico
segun se reporta en la bibliografia [46]. Sin embargo, con los experimentos realizados
en este trabajo no es posible determinar cual es la naturaleza quimica de esos
compuestos o0 cuél es su mecanismo de accion. Para tal fin se requiere de estudios

adicionales que permitan elucidar el interrogante.

Por otra parte, el estudio de los resultados obtenidos con el empleo de la porcion
hexanica de la fraccion 3, se deduce que hay uno o varios componentes que tienen un
efecto potenciador en la formacion de dauers. Este efecto es particularmente
interesante, por lo cual habria que llevar a cabo méas experimentos para determinar la
identidad y el posible mecanismo de accion del o los compuestos. Podria tratarse de
compuestos antagonistas a los canabinoides o de compuestos que actien de una forma
totalmente diferente. Para diferenciar entre ambos se necesitaria ensayar la fraccion con
otras mutantes y con la cepa salvaje de C. elegans. Tambien habria que realizar
experimentos de competencia con 2AG y AEA, ECs ya estudiados en nuestro
laboratorio, de manera tal que se pueda determinar si anulan o no su efecto. Es
importante considerar la posible existencia de compuestos con accion antihelmintica

dentro de esta fraccidon del aceite de kril.

Seria interesante realizar un estudio mas exhaustivo del efecto que ejerce el aceite de
kril sobre la formacion de dauers en la doble mutante daf-7;fat-4 del nematodo C.
elegans. Para estos estudios se podria realizar un analisis de la composicion de las
diferentes fracciones con métodos mas precisos como una separacion cromatografia de
alta presion (HPLC) seguida de un analisis por espectrometria de masas. Con estas
técnicas se podrian separar los diferentes compuestos, provenientes de las distintas
fracciones obtenidas del aceite de kril, con una alta resolucion y posterior determinacion
de su naturaleza molecular. Una vez conocida la identidad de las moléculas que se
encuentran presentes en las distintas fracciones, especialmente en la fraccién 3, se
podrian realizar ensayos con el fin de determinar cual o cuales son los responsables del
efecto de la mezcla. De la misma forma se podrian utilizar andlogos no hidrolizables de
dichos compuestos, con el objetivo de esclarecer si son ellos o derivados de los mismos

los que ejercen el efecto sobre el porcentaje de dauers que se observa.
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Si bien el empleo de la doble mutante daf-7;fat-4 es dtil en la determinacién del efecto
de los diferentes compuestos sobre el fenotipo dauer, seria enriquecedor realizar
estudios donde se utilicen otras mutantes de C. elegans, como las mutantes ncr-1;ncr-2,
que como se menciond anteriormente, carecen de los transportadores del colesterol. De
esta manera, se podria hacer un andlisis mas preciso de la influencia directa de los

distintos compuestos del aceite de kril sobre el transporte del colesterol en C. elegans.

68



Conclusiones

e La presencia de colesterol produce un aumento del flujo autofagico en el tejido
hipodérmico de C. elegans, mientras que la ausencia del esterol induce una
disminucién del flujo autofagico en ese tejido del nematodo.

e Elempleo del EC 2AG parece restablecer parcialmente el flujo autofagico en el
tejido hipodérmico de C. elegans en ausencia de colesterol. Mientras que en
presencia de colesterol, el efecto es opuesto e implica una disminucién del flujo

autofagico.

e En el aceite de kril se halla presente uno o varios compuestos que tienen la
capacidad de disminuir el porcentaje de dauers que forma la doble mutante daf-
7;fat-4.

e En el aceite de kril también se encuentra presente uno o varios compuestos que
fomentan el aumento del porcentaje de dauers que exhiben los nematodos de la

cepa daf-7;fat-4.
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