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Resumen

La diabetes y la obesidad son dos de los mayores problemas de salud en la
actualidad. Ambos están asociados con dietas altamente calóricas y sedentarismo,
causando así un incremento en los niveles de glucosa sanguínea. La exposición a
altos niveles de glucosa tiene efectos negativos en distintos tejidos incluyendo el
sistema nervioso. Se ha reportado que la hiperglucemia en niveles patológicos
causa un decremento en la memoria y las habilidades cognitivas, a la vez que
aumenta el riesgo de enfermedades neurodegenerativas; sin embargo, hasta ahora
los mecanismos detrás de estos efectos son poco entendidos. Así mismo, los
efectos de una exposición crónica a altos niveles de glucosa sobre la progenie y
generaciones subsecuentes no se conocen por completo. Usando al nemátodo
Caenorhabditis elegans como modelo de exposición a glucosa, analizamos los
efectos de la glucosa sobre la memoria asociativa y conducta, en particular la
preferencia a odorantes. Se observó que la exposición a glucosa afecta la conducta
a el odorante benzaldehído dependiente de la vía tipo insulina, SET-30 y del factor
transcripcional HIF-1. De igual manera determinamos que la exposición crónica a
glucosa, por cinco generaciones, causa cambios conductuales al benzaldehído e
impide el establecimeinto de una memoria asociativa a este odorante de manera
transgeneracional. Finalmente observamos que tanto la exposición crónica como
aguda a glucosa causa cambios transcripcionales, los cuales se mantienen de
manera transgeneracional en el caso de la exposición crónica. Nuestros resultados
sugieren que la exposición a glucosa causa cambios conductuales en animales, los
cuales se mantienen de manera transgeneracional ante una exposición crónica.
Estos resultados hacen evidente la urgenica de controlar la epidemia de obesidad y
diabetes no solo para prevenir las patologías asociadas en las personas afectadas,
sino para prevenir afectaciones futuras.
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Abstract

Diabetes and obesity are two leading causes of health issues worldwide. Both are
associated with high-caloric diets and a sedentary lifestyle which cause an increase
in blood glucose levels. High glucose exposure has negative effects on diverse
tissues including the nervous system. In humans, exposure to elevated glucose
decreases memory and cognitive function while increasing the risk of
neurodegenerative disorders; yet, the mechanisms behind these effects are unclear.
Furthermore, the effects of glucose exposure on future generations are not
characterized. It is known that nutritional stimuli affect future generations and reflect
the overall healthspan of the individuals. Using the nematode Caenorhabditis
elegans as a model for glucose exposure, we have analyzed the effects of such
exposure on associative memory and behavior to odorants. We discovered that
glucose exposure affects basal chemotaxis via the insulin-like pathway, SET-30, and
HIF-1. We also determined that chronic exposure to glucose causes behavioral
changes and impairs associative memory in a transgenerational manner. Finally, we
observed that both chronic and acute exposure to glucose causes transcriptional
changes which are maintained transgenerationally. Our results suggest that
nutritional stimuli can alter behaviour, and have transgenerational consequences.
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Introducción

Efectos de la exposición a glucosa en los organismos

Una de las mayores problemáticas de salud es la alta incidencia de diabetes mellitus
y obesidad en la población mundial. En particular en México, el 75% de la población
adulta y 35% de los niños tienen obesidad, mientras que hay aproximadamente
60,000 mexicanos diagnosticados con diabetes (ENSANUT, 2018; Rojas-Martinez,
et al., 2018). La diabetes tipo 2 es una enfermedad metabólica caracterizada por la
resistencia a insulina, la cual deriva de una insensibilidad a esta hormona seguida
de un decremento en la producción de esta y muerte de las células beta
pancreáticas. Como resultado de la resistencia a la insulina hay un decremento del
transporte de glucosa a células musculares, adiposas y hepáticas, causando que se
degraden los ácidos grasos y aumente la concentración de glucosa en la sangre
creando un estado patológico (Kahn, 1995; Robertson, 1995). La diabetes tipo 2
está altamente relacionada con el estilo de vida resultando en que el 55% de los
casos de esta enfermedad están asociados con obesidad (CDC, 2004). Es decir
que, tanto la obesidad como la diabetes tipo 2 se asocian a un aumento en la
ingesta calórica, la cual tiene como consecuencia estados hiperglucémicos (Mouri &
Badireddy, 2020; Qi, 2009). La hiperglucemia se determina como una elevada
concentración de glucosa en la sangre, que en ayuno debe de ser superior a 125
mg/dL, y en postprandia debe de ser de 180 mg/dL (Veras-Estévez et al., 2018). Se
conoce que la hiperglucemia tiene como consecuencia un deterioro en el tejido
vascular que culmina en fallas de distintos sistemas, tales como el sistema
cardiovascular y el sistema nervioso (Aronson, 2008). Debido a los efectos de la
hiperglucemia sobre diferentes órganos, incluyendo el sistema nervioso central, esta
condición presenta una problemática compleja cuyos efectos aún no se terminan de
entender.

Aunque los efectos de la hiperglucemia sobre el organismo no se entienden en su
totalidad, parte del deterioro celular ha sido atribuido a un fenómeno determinado
como la glucotoxicidad. La glucotoxicidad es la desregulación de diversas vías
metabólicas y cascadas de regulación derivadas de la exposición prolongada a la
glucosa llevando al deterioro y muerte celular (Fig 1) (Luo et al., 2016). Se considera
que la glucotoxicidad está causada por cuatro principales factores. El primero es el
aumento en el estrés reductivo, el cual es causado por un desbalance entre las
pozas de NAD/NADH (Lipinski, 2002). En estados de hiperglucemia la vía de poliol
se activa para desechar el exceso de glucosa. La vía de poliol consiste en dos
reacciones bajo las cuales se consume NADPH y se produce NADH. En
condiciones de hiperglucemia el aumento en la actividad de esta vía causa un
aumento en el NADH celular que lleva a un estado de pseudo hipoxia (Tang et al.,
2012). Como consecuencia de este estrés reductivo hay una desregulación en vías
de señalización, se afectan las enzimas que requieren NAD, y aumenta el estrés
oxidativo (Luo et al., 2016). El segundo factor asociado con la glucotoxicidad es el
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aumento en el estrés oxidativo celular, el cual tiene un papel importante en las
comorbilidades asociadas a la diabetes (Wolf, 1993). El estrés oxidativo en
condiciones de hiperglucemia se origina por la desregulación de las vías de la
hexosamina, el poliol y el enediol, al igual que un aumento en la proteína quinasa C.
En condiciones basales la mitocondria es la fuente principal de Especies Reactivas
de Oxígeno (EROs); sin embargo, durante estados hiperglucémicos hay un aumento
del NADH celular que causa un incremento en la actividad del complejo Ia de la
cadena de transporte de electrones (Coughlan et al., 2009; Luo et al., 2016). Dicho
aumento en la actividad mitocondrial es resultado de que la vía del poliol se
encuentra desregulada resultando en un aumento en la producción de iones
superóxidos. El tercer factor asociado con la glucotoxicidad es el aumento en la
generación de productos finales de glicación avanzada (AGEs, por sus siglas en
inglés) (Hayden, 2002; Brownlee 2001). El origen de los AGEs se debe al aumento
en dicarbonilos reactivos, sobre todo el glioxal, metilglioxal (MGO), y
3-deoxiglucosona (Zheng et al., 2016). Los productos reducidos de la glucosa
reaccionan principalmente con las lisinas de las proteínas, e incluso pueden causar
daño en el DNA. Principalmente el MGO se ha asociado con defectos en
mitocondria en diabetes (Zheng et al., 2016). El aumento de los AGEs a su vez
aumenta el estrés oxidativo. Esto se ha observado en microglia, donde existe un
aumento de la NADPH oxidasa NOX2 cuando hay un aumento en los AGEs.
Finalmente, el cuarto factor es un aumento en el estrés del carbono derivado del
exceso de acetil coenzima A y del fumarato derivado de altas concentraciones de
glucosa que entran al ciclo de Krebs (Blatnik et al., 2008; Luo, 2016; Olefsky, 1993).
El estrés del carbono afecta la estabilidad y actividad de proteínas ya que hay una
sobre acetilación y succinación de estas (Blatnik et al., 2008). El resultado de todas
estas alteraciones es que en condiciones de hiperglucemia hay un aumento en la
inflamación, estrés inflamatorio, estrés reductor, estrés metabólico y oxidativo al
igual que estrés amiloide. Estas condiciones de toxicidad se han observado en
células pancreáticas, adipocitos y modelos murinos (Halban et al., 2014;
Christensen et al., 2019).

Se considera que los tejidos que se ven más afectados por estados hiperglucémicos
prolongados son la macrovasculatura y la microvasculatura, llevando así a
patologías en diversos órganos (Brownlee, 2001). Se conoce poco de cómo estados
hiperglucémicos prolongados afectan otros tejidos no vasculares tales como
neuronas. Por medio de trabajos con líneas celulares se ha observado que los
efectos de la exposición a glucosa afectan directamente a las células; sin embargo,
existen pocos estudios en organismos completos debido a que no es fácil diferenciar
los efectos dados por el daño en la vasculatura del tejido de los daños de las células
del tejido causados directamente por la hiperglucemia.
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Figura 1. Vías metabólicas desreguladas causantes de la glucotoxicidad. La exposición
a altas concentraciones de glucosa por un tiempo prolongado genera un aumento en el
estrés reductivo por el aumento del acetil CoA y fumarato intracelular. De igual manera
existe un aumento en los productos de glicación avanzada (AGEs) por el aumento de
dicarbonilos reactivos, principalmente el metilglioxal (MGO). Así mismo aumenta el estrés
oxidativo por actividad mitocondrial derivada del aumento en la proteína cinasa C, NADH
intracelular, y dicarbonilos reactivos. Hay también un aumento en el estrés reductivo
causado por un aumento en el NADH intracelular. El estrés reductivo, estrés de carbono,
aumento en AGEs y el estrés oxidativo son los cuatro factores principales causantes de la
glucotoxicidad.

Efectos de la hiperglucemia en el sistema nervioso

El sistema nervioso es particularmente sensible a ser afectado por estados de
hiperglucemia patológica. La diabetes y la obesidad están relacionadas con un
incremento en el riesgo de neuropatías como la neuropatía hiperglucémica y la
neuropatía autonómica (Tomas & Watkins, 1998). Así mismo, la diabetes está
asociada con un decremento de 1.2 veces en las capacidades cognitivas, esto sobre
todo en personas que han vivido un largo periodo de tiempo con la enfermedad mal
controlada (Cuckierman et al., 2005; McCrimmon et al., 2012). De igual manera,
pacientes con diabetes tienen un aumento que va de 1.43 a 1.62 veces en el riesgo
relativo de desarrollar demencia (Cheng et al., 2012; Chatterjee et al., 2016; Xue et
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al., 2019). Se ha observado que entre más temprano en la vida comienza la
enfermedad, existe una mayor asociación con demencia al igual que con sufrir
embolias cerebrales (Barbiellini et al., 2021). Una de las explicaciones respecto a la
correlación entre diabetes y demencia es que hay receptores de insulina en el
cerebro los cuales son cruciales para el correcto funcionamiento del SN; sin
embargo, aún no se entiende completamente cómo ambas patologías están
relacionadas (Rao et al., 2011). Otras explicaciones sobre las deficiencias cognitivas
observadas en pacientes con diabetes están relacionadas con un decremento en la
masa del hipocampo y con alteraciones metabólicas (Gold et al., 2007).

Existen datos de pacientes con enfermedad de Alzheimer y diabetes que presentan
un mayor contenido de AGEs en el sistema nervioso, al igual que un incremento en
la actividad de la microgliadebido a la presencia de los AGEs en las neuronas
(Umegaki, 2014). Por otra parte, se ha observado que pacientes con diabetes tipo 2
presentan un decremento en la síntesis de serotonina y alteraciones en los
receptores serotoninérgicos (Pingalosa et al., 2021) aunque la causa no está del
todo caracterizada. El tejido vascular es uno de los tejidos que se ve más afectado
en hiperglucemia persistente y se sabe que es causante de daños en el sistema
nervioso periférico, por lo que también ha sido propuesto para explicar los daños en
el sistema nervioso central y las alteraciones neurológicas reportadas (Umegaki,
2014). De hecho, daños asociados a hiperglucemia en la vasculatura del SN son
considerados como causantes de infartos, microinfartos cerebrales e isquemias
(Adeshara et al., 2016; Umegaki, 2014).

Para el mejor entendimiento de los efectos de la hiperglucemia en el sistema
nervioso se han desarrollado algunos modelos animales. En ratas, se ha observado
que individuos alimentados con dietas altas en grasa tienen un decremento en
diversos paradigmas de memoria como el laberinto radial de Olton, y el laberinto
acuático de Morris (Greenwood & Winocur, 1990; Chen et al., 2017). De igual
manera, se ha observado un decremento en el aprendizaje espacial en ratas con
diabetes inducida por estreptozotocina (Biessels et al., 1996). En modelos murinos
se han analizado los efectos de la hiperglucemia sobre neurotransmisores donde, al
igual que en humanos, se ha observado que ratones con diabetes inducida por
estreptozotocina tienen un decremento de serotonina en diversas estructuras
cerebrales, lo cual se ha explicado en parte por un aumento en la recaptura de
serotonina (Pingalosa et al., 2021). Similarmente, se ha encontrado un decremento
en la cantidad de dopamina en el núcleo estriado en este modelo (Pérez-Taboada et
al., 2020). Se considera que los efectos observados sobre la neurotransmisión de
dopamina están relacionados con la desregulación de la insulina en el cerebro, ya
que esta protege y mantiene la homeostasis de neuronas dopaminérgicas (Pang et
al., 2016; Könner et al., 2011). Como se mencionó anteriormente, la glucotoxicidad
causada por hiperglucemia conlleva a un aumento en dicarbonilos reactivos que
producen AGEs. Uno de los dicarbonilos reactivos con mayor reactividad, y que se
encuentra aumentado en el plasma sanguíneo de pacientes de diabetes son los
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alfa-ceto aldehídos MGO. Se ha observado que la exposición a MGO causa un
aumento en la apoptosis de neuronas del hipocampo de ratas, lo que puede estar
implicado en el déficit cognitivo (Huang et al., 2012; Hansen et al., 2016).

Una de las hipótesis más exploradas es que las afecciones en el sistema nervioso
en estados hiperglucémicos resultan de daños sobre la vasculatura (Umegaki,
2014). En particular se ha propuesto que la hiperglucemia afecta la barrera
hematoencefálica llevando a filtraciones del contenido de los vasos sanguíneos al
sistema nervioso. Sin embargo, estudios en ratones han demostrado que una
hiperglucemia prolongada no compromete la barrera hematoencefálica por lo que
hay datos contradictorios al respecto de este mecanismo, y por lo tanto no se puede
utilizar como la única explicación ante los daños del sistema nervioso (Janelidze et
al., 2017; Maë et al., 2018). Debido a que los organismos más utilizados para
estudiar los efectos de la exposición de glucosa en el sistema nervioso son modelos
murinos, ha sido complicado diferenciar si los efectos negativos de la hiperglucemia
son inducidos por daños sobre la microvasculatura, o bien, por la exposición directa
de las células del sistema nervioso a concentraciones patológicas de glucosa. Por lo
tanto, es importante generar modelos animales de exposición a glucosa en
organismos que no presenten vasculatura, para así disectar los mecanismos
moleculares y celulares que ocurren en el sistema nervioso ante la presencia de
altas concentraciones de glucosa.

El nematodo Caenorhabditis elegans como modelo en biomedicina

Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre no patógeno perteneciente a
la familia Rhabditidae. Este nematodo presenta dos sexos: machos (XO) y
hermafroditas (XX), donde las hermafroditas son el 99.9% de la población. El ciclo
de vida de C. elegans está compuesto por un estadio embrionario seguido de cuatro
estadios larvarios, y el estadio adulto (Fig 2). A 20 ºC, el estadio embrionario dura
24 horas. El primer estadio larvario, L1, dura aproximadamente 16 horas.
Posteriormente los siguientes estadios larvarios, L2, L3 y L4 tienen una duración de
aproximadamente 12 horas. Una vez concluida la etapa larvaria de L4, el nematodo
llega al estadio adulto. Ante distintos estresores ambientales los nemátodos pueden
entrar a estados de diapausa. El estado larvario de diapausa más estudiado es la
larva dauer, donde ante un alto nivel poblacional, ayuno o altas temperaturas en las
últimas etapas de L2 se activa la señalización para entrar al estadio L2d y
posteriormente a dauer (Cassada & Russel, 1975; Ridle, 1988). La larva dauer es un
estado hipometabólico con características morfológicas como el engrosamiento de
la cutícula, el bloqueo de la cavidad oral por cutícula y delgadez de los nematodos
entre otras. En el caso de que se reviertan los estímulos ambientales adversos, los
nemátodos salen de dauer y pasan a la etapa larvaria L4. Los nemátodos también
pueden entrar en estado de diapausa reproductiva adulta (ARD por sus siglas en
inglés) (Angelo & van Glist, 2009).
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Las hermafroditas adultas producen alrededor de 300 embriones provenientes en su
mayoría por autofertilización, en un periodo de dos a tres días (Corsi et al., 2015).
Su corto ciclo de vida, fácil manutención, progenie abundante y contar con un soma
transparente, han convertido a C. elegans un modelo de estudio para diversos
aspectos de biología del desarrollo y molecular.

Figura 2. Ciclo de vida del nematodo C. elegans. En la figura se muestra el ciclo de vida
de C. elegans a 22 ºC el cual atraviesa por cuatro estadios larvarios (L1-L4) antes de llegar
a adulto en 72 hrs. En el centro se puede observar uno de los estadios alternativos de
desarrollo: la etapa dauer, que es inducido por diversos estresores ambientales. Modificado
de: Vergara-Irigaray N., Riesen M. (2012).

Sistema nervioso de C. elegans

El sistema nervioso de las hermafroditas de C. elegans está compuesto por 302
neuronas las cuales se encuentran completamente mapeadas (Hall et al., 1991).
Este sistema nervioso está compuesto por ganglios que se encuentran en la faringe
y la cola del nemátodo (Fig. 3). Entre los ganglios localizados en la faringe destaca
el anillo nervioso, al cual se proyectan 180 axones y procesos de las 302 neuronas
del sistema nervioso que le permiten al gusano evaluar distintas condiciones
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ambientales (Chitwood & Chitwood, 1950). A la fecha se conocen los circuitos
neuronales que participan en varios procesos del organismo tales como la atracción
a odorantes, aversión a bacterias, e incluso mecanismos de cópula (Bragmann,
Hartwelg & Horvitz, 1993; Bargmann & Mori, 1997; Pirce-Shimomura, et al., 2001).
Recientemente se caracterizó el conectoma completo ambos sexos de C. elegans
mediante reconstrucciones por microscopía electrónica (Cook et al., 2019). La
manera más común de clasificar neuronas en C. elegans es por anatomía, donde
existen 118 distintas clases (Hobert, 2010). El sistema nervioso de C. elegans utiliza
la mayoría de los neurotransmisores presentes en mamíferos: GABA, acetilcolina,
serotonina, dopamina y glutamato (Hobert, 2013). En 2010 se reportó el
transcriptoma de cada tipo neuronal (Hobert et al. (2010) donde se caracterizó que
las neuronas del nematodo el perfil transcipcional de cada neurona.

Figura 3. Sistema nervioso de la hermafrodita de C. elegans. Dibujo representativo del
sistema nervioso de la hermafrodita de C. elegans compuesto por 302 neuronas
organizadas en ganglios a lo largo del cuerpo. Se recalcan algunas de las neuronas
quimiosensoras localizadas en los ganglios de la cabeza.

El linaje del sistema nervioso de C. elegans se encuentra completamente descrito y
se ha caracterizado que las neuronas del nematodo provienen de distintos linajes,
es decir que son no clonales (Sulston et al., 1983). En el caso de las neuronas
sensoriales del sistema anfido, estas provienen de distintos linajes, por lo que tienen
características morfológicas y fisiológicas variadas. Los genes reguladores de la
especificación neuronal se han descrito debido al uso de mutantes con fenotipos
característicos y en particular se han logrado describir mutantes de la especificación
de neuronas relacionadas con conductas: unc-30, neuronas locomotoras (Jin et al.,
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1994); ttx-3, regula neuronas termosensoras (Hobert et al., 1997; Hedgehock &
Russell, 1975); y che-3, neuronas quimiosensoras (Chang et al., 2003, Uchida et al.,
2003), entre otros.

C. elegans es un excelente modelo para el estudio del sistema nervioso dado que
sus diversas conductas están altamente estudiadas, de hecho, presenta
comportamientos complejos como aprendizaje asociativo, no asociativo, y memoria
a corto y largo plazo (Katz & Shaham, 2019; Rankin et al., 1990). En su ambiente
natural C. elegans detecta diversas moléculas volátiles y solubles que causan
respuestas conductuales como la atracción o repulsión a la molécula. Estas
conductas se han determinado como conductas de quimiotaxis, donde los estímulos
son reconocidos por receptores acoplados a proteínas G en neuronas específicas
(Bargmann & Mori, 1997; Tromel, 1997). En general las conductas hacia dichos
compuestos se dividen en conductas de atracción, en las cuales los nematodos se
mueven hacia el compuesto, y conductas de aversión.

Se ha caracterizado que el nematodo es capaz de reconocer los estímulos químicos
mediante 11 pares de neuronas quimiosensoras que se encuentran en órganos
anfidos cerca de la faringe del animal (Ward et al., 1975). En el caso de los
odorantes volátiles, estos son reconocidos por las neuronas quimiosensoras AWB,
AWC y AWA (Wes & Bargmann, 2001). Las neuronas quimiosensoras se
caracterizan por presentar cilios que protuden hasta la cutícula, la cual los odorantes
volátiles son capaces de permear para llegar a sus respectivos receptores. Dos de
las conductas más estudiadas en C. elegans son las respuestas a los odorantes
2-butanona y alcohol isoamÍlico. Ambos odorantes son detectados por la neurona
AWC. Por otra parte, el odorante benzaldehído, un aldehído aromático, es detectado
por las neuronas AWA y AWC (Wes & Bargmann, 2001. C. elegans también puede
detectar compuestos asociados a patógenos o depredadores lo que resulta en su
huida de la zona de peligro, es decir, en una conducta aversiva. Estas conductas
aversivas se encuentran mediadas por las neuronas ASH, ADL, AWB y ASK. Un
ejemplo de una conducta aversiva es la respuesta a sales, SDS y quinina
(Bragmann et al., 1990; Hilliard et al., 2004). En el caso particular del odorante
benzaldehído, solo se ve este comportamiento en altas concentraciones de este; sin
embargo, a baja concentración le resulta atractivo (Tromel et al., 1997; Nuttley et al.,
2001).

El estudio de las conductas específicas de C. elegans ha permitido que se
establezcan distintos paradigmas de memoria y aprendizaje los cuales pueden ser
paradigmas asociativos o no asociativos. En el caso de la memoria asociativa, los
paradigmas consisten en la asociación de dos estímulos no relacionados para llevar
a una conducta. Dentro de los paradigmas de memoria asociativa existen aquellos
que se basan en la impronta, el cual es una memoria a largo plazo que ocurre al
exponer a los organismos durante un periodo determinado del desarrollo que resulta
en cambios conductuales posteriores. En C. elegans uno de los paradigmas de
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impronta conductual mejor estudiados es hacia el odorante benzaldehído y comida
(Remy & Hobert, 2005). El benzaldehído es un aldehído aromático que se produce
en frutos y semillas y que en vida silvestre se encuentra en fuentes de comida para
el nematodo. Como se mencionó, los nemátodos presentan una conducta de
atracción hacia el odorante, pero esta aumenta si los nematodos son expuestos al
odorante durante 24 horas posteriores a su ovopocision en presencia de comida
(Trommel et al., 1997; Nuttley et al., 2001; Remy & Hobert, 2005). Se ha
caracterizado que la atracción al benzaldehído está mediada por el neurotransmisor
serotonina, lo cual involucra a los receptores de serotonina SER-1, SER-4 y SER-7
y al canal de cloro mediado por serotonina MOD-1 (Colbert & Bargmann, 1997; Olde
& McCombie, 1997; Ragnathan et al., 2000). Como se mencionó, este odorante
causa una atracción basal en los nematodos cuando se encuentra en
concentraciones bajas pero nematodos que previamente fueron expuestos al
odorante muestran una mayor quimioatracción a este (Remy & Hobert, 2005). Este
proceso de imprinting se encuentra mediado por la interacción del par de neuronas
AWC y la interneurona AIY de C. elegans (Adriel & Rankin, 2010).

Transgeneracionalidad

En los últimos años se ha reportado que algunas experiencias de vida de algunos
organismos pueden afectar a las siguientes generaciones. Durante las divisiones
mitóticas y meióticas la herencia ocurre no solo a nivel genético, si no también en la
estructura y modificaciones de la cromatina, es decir a nivel epigenético (Heard &
Martienssen, 2014). Este tipo de herencia epigenética se considera como
intergeneracional cuando sólo perdura por tres generaciones, mientras que, si pasa
a la cuarta generación, se considera herencia epigenética transgeneracional, esto
pues es hasta después de la cuarta generación que se asegura que los gametos no
estuvieron expuestos al ambiente original. Desde el punto de vista evolutivo, la
herencia intergeneracional puede considerarse como favorable para la especie ya
que favorecen la adaptabilidad de la descendencia al medio ambiente promoviendo
la supervivencia de la especie (Burton et al., 2020).

La herencia epigenética transgeneracional ocurre ante diversos estímulos
ambientales. Por ejemplo, el estado nutricional en el que se encuentra un organismo
puede afectar por medio de herencia epigenética transgeneracional a sus
descendientes. En particular existen distintos estudios realizados en modelos
murinos de cómo un tratamiento de exposición a alta glucosa o grasa en
generaciones parentales (P0), tiene efectos sobre las siguientes generaciones
(Dunn & Bale, 2011; Fullston et al., 2013). La exposición a dietas altas en grasa en
hembras de ratón produce un aumento en el tamaño corporal de la F3 (Dunn &
Bale, 2011). De igual manera, en ratones, se ha observado que la exposición a
dietas altas en grasa de machos causa un aumento en la adiposidad y un
decremento en la metilación global del genoma de la F2 (Fullston et al., 2013).
También se ha observado que la progenie de ratas expuestas a hiperglucemia
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presentan un aumento de apoptosis en el hipocampo causando problemas en el
aprendizaje (Ghafari et al., 2016). Los efectos transgeneracionales sobre el
metabolismo también pueden ocurrir a raíz de la exposicion a agentes toxicológicos.
En ratas, la exposición a cadmio y mercurio en la generación parental tiene como
resultado un incremento en la adiposidad abdominal, y aumenta la resistencia a la
glucosa hasta la generación F4 (Camsari et al., 2019). De igual manera la
exposición de ratas a compuestos químicos, que tienen efectos sobre el sistema
endocrino (tales como el BPA, DBP y EHBP), aumentan la susceptibilidad a
obesidad en la F3 y afectan la metilación del DNA en genes importantes para el
metabolismo (Manikkam et al., 2013).

Debido a su corto ciclo de vida y a su fácil manejo, el nemátodo C. elegans ha
surgido como uno de los principales modelos para el estudio de la herencia
transgeneracional en animales. Existen distintos fenómenos de herencia
transgeneracional e intergeneracional en el nematodo C. elegans donde se conocen
parte de los mecanismos moleculares relacionados en ambos procesos. En el
nematodo se ha observado que tanto conductas como respuestas a estrés pueden
ser heredados transgeneracionalmente. En el caso de estrés nutricional los
estímulos de ayuno durante el estadio L1 resultan en un aumento de la longevidad
que se puede observar de manera transgeneracional en la progenie de los
nematodos (Rechavi et al., 2014). Por otra parte, los nematodos expuestos a dietas
altas en grasas originan un aumento en la acumulación de lípidos, un aumento en la
cantidad de DNA mitocondrial, y un aumento en los niveles de H3K4me3 de manera
intergeneracional (Wan et al., 2022). Otro ejemplo de transgeneracionalidad se ha
observado al exponer a C. elegans durante un periodo corto a la bacteria patógena
Pseudomona aeruginosa; como se mencionó anteriormente, los nematodos
aprenden a evadir a esta bacteria en posteriores encuentros, pero recientemente se
ha descrito que este aprendizaje es heredable por cuatro generaciones (Moore et
al., 2019). De igual manera la exposición a estresores tales como infección,
restricción nutrimental y estrés osmótico tienen efectos intergeneracionales en C.
elegans (Burton et al., 2021).

Los mecanismos moleculares de herencia transgeneracional de C. elegans se
basan en la producción y el procesamiento de RNAs pequeños. Poco después del
descubrimiento del uso de dsRNA para inducir RNAs de interferencia (RNAi) en C.
elegans por el grupo de Creig Mello (Fire et al., 1998), se observó que el
silenciamiento de los genes blanco del RNAi se mantiene durante más de 20
generaciones (Vastenhow, et al., 2006). Se ha caracterizado que durante el
procesamiento de RNAs pequeños tanto endógenos como exógenos, éstos se
amplifican por medio de RNA polimerasas dependientes de RNA (RdRPs) para
posteriormente ser transportados al núcleo por proteínas argonautas (Sijen et al.,
2001; Guang et al., 2008). Cuando el transporte de RNAs pequeños al núcleo ocurre
en la gónada se puede dar un proceso de transgeneracionalidad, donde la proteína
argonauta HRDE-1 tiene un papel muy importante. Se ha descrito que HRDE-1 está
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involucrada en el procesamiento tanto de endo-siRNAs como de piRNAs. Los
piRNAs son un tipo de RNAs pequeños no codificantes que se procesan por una
familia de proteínas llamada Piwi. HRDE-1, en conjunto con los factores NRDE-1, 2
y 4, está relacionada con la tri-metilación de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3)
(Buckley et al., 2012; Buckhart et al., 2011). Dicha modificación se traduce como
una marca de represión transcripcional y heterocromatina. Se ha descrito que los
endo-siRNAs dirigen el sitio de modificación de la cromatina por H3K9me3 y que
este proceso está mediado por la vía de NRDE, y la unión de estos factores a la
cromatina (Buckhart et al., 2011). Nematodos mutantes de NRDE-2 y NRDE-4
presentan una disminución de H3K9me3 en sitios de unión de genes blanco de
NRDE en la gónada. Esta misma disminución de esta marca represiva en genes
blanco de NRDE se observó en la gónada de mutantes de HRDE-1 (Buckley et al.,
2012). Asimismo, la marca de H3K9me3 inducida por siRNAs en gónada se hereda
a las siguientes generaciones, e incluso la marca se observa con una mayor
penetrancia que en el caso de las generaciones parentales (Burton et al., 2011).
Debido a que la transgeneracionalidad por RNAi culmina en deposición de marcas
epigenéticas, distintas proteínas escritoras de dichas marcas son esenciales para el
proceso. SET-32 y SET-25 son metiltransferasas de histonas (HMTs) que se
encargan de la trimetilación de la H3K9, H3K27, y H3K26 (Frolows & Ashe, 2021).
Estos datos sugieren que la vía de procesamiento de RNA pequeños está
involucrada en cambios epigenéticos en la gónada, los cuales pueden ser
heredados transgeneracionalmente; sin embargo, aún no se conocen a detalle todos
los elementos que participan en este proceso y cómo se lleva a cabo el
mantenimiento y el término de silenciamientos y conductas heredables en C.
elegans.
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Figura 4. Mecanismos moleculares de la herencia epigenética transgeneracional en C.
elegans. a) Mecanismos de herencia epigenética por RNAi. Los RNAs de doble cadena,
exo-siRNAS, piRNAs o 26G RNAs, son cortados por DICER y transportados al mutator
focus por la argonauta RDE-1, donde RISC, junto con RNA polimerasas dependientes de
RNA, sintetizan RNAs secundarios que son posteriormente transportados al núcleo. Dentro
del núcleo HRDE-1 en conjunto con NRDE-2, NRDE-1, NRDE-4 o NRDE-3 regulan la
expresión al impedir el paso de la RNA polimerasa o reclutando proteínas escritoras de
marcas post-traduccionales en las histonas como SET-32, SET-25 y MES-2. b) Mecanismos
de herencia epigenética por RNAe. piRNAs son transcritos del genoma y luego son
transportados por la argonauta PGR-1 a los gránulos P donde se forman el complejo de
piRISC. Cuando los piRNAs son anclados por piRISC, estos pasan al mutator focus donde
se sintetizan RNAs secundarios que siguen el mismo camino del sistema de la herencia
epigenética por RNAi.

Si bien la gónada de C. elegans está involucrada en la herencia transgeneracional,
es evidente que otros tejidos deben estar involucrados, sobre todo aquellos que
sensan el ambiente. En este sentido se ha reportado que RNAs pequeños
generados en las neuronas pueden ir a la línea germinal y causar efectos
transgeneracionales (Devanapally et al., 2015; Posner et al., 2019). La proteína
RDE-4 neuronal, la cual está involucrada en el procesamiento del RNA, genera
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endo-siRNA’s los cuales son posteriormente pueden ser en gónada, donde se
procesan por HRDE-1 (Posner et al., 2019). Es importante mencionar que la
actividad de RDE-4 es necesaria para las conductas de migración poblacional y de
memoria en C. elegans (Tonkin & Bass, 2003). En este mismo estudio se analizaron
los efectos de RDE-4 sobre conductas de quimiotaxis de manera transgeneracional,
encontrando que la heredabilidad de endo-siRNAs procesados por RDE-4 es capaz
de rescatar conductas migratorias en mutantes de RDE-4 (Posner et al., 2019). Por
otra parte, se ha descrito que siRNAs de la bacteria patógena P. aeruginosa son
internalizados por C. elegans vía SID-1, y participan en el aprendizaje aversivo ante
éstas, y este comportamiento aprendido se transmite de manera transgeneracional
mediante la vía de procesamiento de RNAs (Kaletsky et al., 2019). Por otro lado, se
ha propuesto que alteraciones epigenéticas en el intestino inducen cambios en los
estados epigenéticos en la línea germinal y que probablemente, esta comunicación
es a través de un péptido que se secreta en el intestino (Nono et al., 2020).

Así pues, aunque se tienen identificados varios fenómenos de herencia
transgeneracional en C. elegans donde RNAs pequeños participan en el proceso de
algunos fenotipos, no se sabe si estos están involucrados en todo tipo de
transgeneracionalidad. Así mismo, no se conoce cómo los RNAs de un tejido
pueden llegar a otro, ni existe claridad en cómo estos RNAs se comunican con la
maquinaria epigenética para dar fenotipos heredables.

C. elegans expuesto a alta glucosa ambiental

C. elegans se ha utilizado como modelo para distintas patologías humanas debido a
la conservación en las vías de señalización y vías metabólicas entre nemátodos y
mamíferos. Este organismo ha sido usado como modelo para estudiar los efectos de
la exposición a alta glucosa y se ha determinado que al adicionar el medio de C.
elegans con glucosa su longitud y área aumentan de manera proporcional a la
concentración de glucosa (Alcantar- Fernandez et al., 2019). Ya que la celularidad
de los nematodos es fija, este aumento de talla probablemente se deba a un
aumento en el tamaño de las células. Aunado al aumento de tamaño, los nematodos
que han sido expuestos a concentraciones altas de glucosa tienen un alto contenido
de glucosa interno el cual es dependiente de la concentración de glucosa ambiental
a la que se les expuso (Lee et al., 2009, Alcantar-Fernandez et al., 2019, Schlotterer
et al., 2009). La concentración de triglicéridos también se ve aumentada tras la
exposición a glucosa (Alcantár-Fernández, et al., 2019).

Otro fenotipo descrito sobre la exposición de C. elegans a altas concentración de
glucosa es el decremento en la esperanza de vida (Shlotterer et al., 2009; Ray, et
al., 2012; Lee et al., 2009; Alcántar-Fernández et al., 2019). Se ha sugerido que la
reducción en la vida media inducida por la exposición a alta glucosa depende
parcialmente de la vía de señalización tipo insulina. Cuando los nematodos son
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expuestos a glucosa hay una regulación negativa de DAF-16 (Lee et al, 2009;
Alcántar-Fernández, et al., 2019), por lo que se ha conectado los efectos de esta vía
sobre la disminución en la esperanza de vida. De igual manera se ha asociado a la
vía de AMPK en la disminucion de la esperanza de vida, ya que nematodos
mutantes de esta vía revierten el fenotipo (Riedinger et al., 2018). Otros de los
fenotipos observados en nematodos por la exposición a glucosa son un aumento en
la apoptosis; un aumento en la expresión y en la actividad de la enzima superóxido
dismutasa (SOD); y, alteraciones dosis dependiente en la morfología, masa y
función mitocondrial (Choi, 2011; Alcántar-Fernández, et al., 2019;
Alcántar-Fernandez, et al., 2020). Se considera que much los diversos efectos
causados por la exposición a glucosa se derivan del estrés oxidativo. Se ha
observado que la disminucion de la esperanza de vida puede recuperarse en
nematodos que sobreexpresan a la glioxalasa-1 (Riedinger et al., 2018).

Por otro lado, el factor de transcripción CREB/crh-1 se sobreexpresa bajo la
exposición a alta glucosa de manera dependiente a la concentración de esta
(Alcántar-Fernández, et al., 2019). Por lo tanto, la adición de glucosa al medio es
capaz de afectar la regulación de factores de transcripción, y a su vez de sus genes
blanco, aunque no se conocen a profundidad los efectos que dichas alteraciones
tiene sobre el organismo.

Vías de respuesta al ambiente conservadas en C. elegans

C. elegans se ha consolidado como un organismo modelo para el estudio de
distintas patologías humanas debido a que, aunque se podría considerar como un
organismo más simple, tiene un alto grado de similitudes con mamíferos. La
mayoría de los genes y vías involucradas con enfermedades humanas están
presentes en el nematodo, teniendo que aproximadamente el 83% del proteoma del
nematodo tiene homólogos con el genoma humano (C. elegans Sequencing
Consortium, 1998; Lai et al., 2000).

Vía tipo insulina

La vía de la insulina se encuentra conservada entre C. elegans y otros organismos
como mamíferos (Fig 5). El gen daf-2 es el único ortólogo que codifica para el
receptor de insulina en el nematodo (Kimmura et al., 1997). Este receptor es capaz
de reconocer a una gran cantidad de péptidos tipo insulina (ILPs) (Kawano et al.,
2000; Pirce et al., 2001; Li et al., 2003). Se han identificado 40 posibles genes en el
genoma de C. elegans codificantes a ILPs, de los cuales el péptido INS-1 es el que
tiene mayor grado de homología con la proteína de insulina humana. En C. elegans
la vía tipo insulina está solo parcialmente involucrada en el transporte intracelular de
glucosa por medio del transportador FGTR-1, ya que mutantes de daf-2 reducen la
internalización de glucosa a las células más no la abaten por completo (Feng et al.,
2014; Zarse et al., 2012).

19



En la vía de la insulina de C. elegans los ILPs son reconocidos por el receptor
DAF-2 el cual recluta al substrato IST-1, esto resulta en la activación del ortólogo de
PI3K, la proteína AGE-1 (Wolkow et al., 2000; Morris et al., 1996). La activación de
AGE-1 lleva al aumento de fosfatidilinositol (4,5)-trifosfato (PIP3) causando así que
se active la cascada de cinasas de PDK-1 y AKT-1/-2, lo que culmina con la
fosforilación de diversos factores de transcripción impidiendo su translocación al
núcleo, en particular el factor de transcripción DAF-16/FOXO (Paradis et al., 1998).
Como mencionado anteriormente, AGE-1 es el ortólogo de la subunidad catalítica
p110 de PI3K que actúa río abajo de DAF-2 en la vía tipo insulina. Los mutantes de
age-1 son más resistentes al estrés oxidante y tienen una mayor esperanza de vida
pues se asemeja al fenotipo de una restricción calórica (Ayyadevara et al., 2008;
Friedman & Johnson, 1988).

Figura 5. Vía de señalización de la insulina en C. elegans. En la figura se muestra la vía
de señalización tipo insulina en C. elegans. En morado se representan los péptidos tipo
insulina (ILPs) que son reconocidos por el receptor DAF-2 lo que provoca su
autofosforilación. Posteriormente, DAF-2 fosforila y activa a AGE-1. AGE-1 activa mediante
fosforilación a PIP2 el cual se convierte en PIP3, y que a su vez activa a PDK-1. PDK-1
fosforila a las quinasas AKT-1. AKT-1 fosforila a los factores de transcripción DAF-16 y
SKN-1, evitando su relocalización al núcleo. En rojo se muestran a los reguladores
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negativos de los factores de transcripción DAF-16 y SKN-1, y en verde se muestran a
reguladores positivos de la vía como DAF-18 y PPTR1 (Modificada de tesis de licenciatura
Zurita-León, 2022).

CRH-1/CREB

El factor de transcripción CREB (cAMP response element binding protein) está
implicado en distintos procesos celulares que van desde el desarrollo celular hasta
la respuesta inmune en diversos organismos. Particularmente tanto en mamíferos
como en Drosophila y Aplysia, se ha demostrado que CREB es esencial para el
establecimiento de memoria a largo plazo. Este factor de transcripción se activa, al
aumentar los niveles intracelulares de cAMP, a través de la fosforilación de la serina
133 de su secuencia. Entre los estímulos que Dicha modificación causa que CREB
se transloque al núcleo y se una al DNA específicamente en secuencias CRE
(cAMP response element). Las secuencias CRE se encuentran en los promotores
de los genes blancos de este factor transcripcional, el cual se une a través de su
dominio BZIP (Alberini, 2009). Existen distintas vías que llevan a la activación de
CREB. Este puede ser activado por la vía de la proteína quinasa A (PKA)
dependiente de cAMP (Gonzalez & Montminy, 1989). Otra de las maneras por las
que CREB puede ser activado es por la entrada de Ca2+ la cual lleva a la activación
de cinasas calcio-calmodulina dependientes (CaMK), activación que ocurre
principalmente en neuronas.

En C. elegans crh-1 es el gen ortólogo de CREB (Kimura et al., 2002). crh-1 se
expresa principalmente en neuronas y en el intestino de manera constitutiva. Se
sabe que, como en otros animales, crh-1 regula la memoria a largo plazo debido a
que mutantes en este gen tienen impedimentos en paradigmas de memoria
(Kauffman et al,. 2010; Nishida et al., 2011) y se ha observado que su actividad es
esencial durante el entrenamiento de los gusanos en el proceso de memoria
asociativa (Dahiya et al 2019). CRH-1 controla la expresión del gen tph-1 el cual es
necesario para la síntesis de serotonina (Zubenko et al,. 2009). Otra de las
funciones que ejerce crh-1 en C. elegans es la regulación de la esperanza de vida
ya que mutantes nulas de crh-1 presentan un decremento en su esperanza de vida
en comparación con la cepa silvestre (Mair et al., 2011).

Vía de SKN-1/NRF

Otra de las vías de respuesta al ambiente conservadas en C. elegans es la vía de
SKN-1. skn-1 es el único ortólogo de la familia de factores transcripcionales Nrf en
C. elegans (Walker et al., 2000; An, 2003). Al igual que sus ortólogos, SKN-1
responde a estrés por especies reactivas de oxígeno, estrés proveniente del
retículo, aumento de lípidos y xenobióticos. Ante dichos estímulos SKN-1 activa
respuestas de estrés, detoxificación y la respuesta a proteínas mal plegadas (UPR)
(An et al., 2003; Oliveira et al., 2009; Glover et al., 2013). Aun en ausencia de
estrés, SKN-1 tiene distintos papeles como regulador de genes involucrados en
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respuesta antimicrobiana, en proteostasis y metabolismo de lípidos. Como
mencionado anteriormente, recientemente se ha puesto particular interés en el
papel de SKN-1 sobre la regulación del metabolismo lipídico. En situaciones de
ayuno se ha observado que SKN-1 causa la sobreexpresión de genes del
metabolismo de lípidos y promueve la movilización de lípidos (Paek et al., 2012;
Steinbaugh et al., 2015) y de hecho, animales mutantes de skn-1 presentan un
aumento en la acumulación de lípidos (Steinbaugh et al., 2015). Particularmente al
exponer nematodos a medio alto en glucosa y a S. typhimurium presentan una
disminución en la actividad de SKN-1 como factor transcripcional (Li et al., 2018).

La proteína SKN-1 tiene diversas isoformas las cuales se expresan de manera
dependiente del tejido. Por medio de microscopía se ha observado que la isoforma
SKN-1b se expresa de manera prominente en el sistema nervioso y en particular en
las neuronas quimiosensores ASI (Blackwell et al., 2015). Se conoce que SKN-1b
en esta neurona participa en la respuesta endocrina causante del aumento de la
esperanza de vida en nematodos expuestos a restricciones calóricas y que está
involucrado en controlar la saciedad de estos (Tartidas-Pallas et al., 2021).

Vía de HIF-1

El factor de transcripción hif-1 es el único ortólogo de los factores de respuesta a
hipoxia (HIF) en C. elegans (Jiang et al., 2001). HIF-1 está implicado en la respuesta
a distintos tipos de estrés como estrés oxidativo, estrés por calor e inflamación, al
igual que en envejecimiento (Zhang et al., 2009; Yeo et al., 2019). Se sabe qué en
condiciones de hipoxia, HIF-1 es responsable de regular el cambio de un
metabolismo respiratorio a un metabolismo glicolítico. En mamíferos durante
normoglucemia, HIF-1 alpha (HIF1a) es modificado postraduccionalmente por
EGL-9 lo cual aumenta su afinidad a la proteína VHL causando así que HIF-1a sea
degradado por el proteosoma. Cuando hay condiciones de hipoxia, HIF-1a no sufre
modificaciones por EGL-9 permitiendo que se una con HIF-1B permitiendo su
función como factor de transcripción (Ke & Costa, 2006).

En condiciones de hiperglucemia las células se encuentran en una situación de
pseudo-hipoxia, ya que hay un incremento en la proporción de NADH/NAD +
(Williamson et al., 1993; Gleissner et al., 2007). En cultivos celulares se ha
observado que tratamientos de hipoxia con elevadas concentraciones de azúcar
causan un aumento en la degradación de HIF-1a. En condiciones de hiperglucemia
hay un aumento en el contenido de 2-methylglyoxal, el cual inhibe la formación del
complejo de HIF-1a y HIF-1b, por lo que incrementa su degradación. Estos datos
indican que ante condiciones de hiperglucemia se afecta la habilidad de responder
correctamente a la hipoxia (Catrina et al., 2004; Cherichova et al., 2018).

En C. elegans la mutación de HIF-1 produce organismos aparentemente silvestres
en condiciones normales, sin embargo son sensibles a estrés por hipoxia (Jiang et
al., 2010). Se ha observado que tanto la sobreexpresión como la pérdida de hif-1
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causan un aumento en la esperanza de vida de los nematodos y en su resistencia
ante estrés por calor (Zhang et al., 2009). Se sabe que en el caso de la
sobreexpresión de hif-1, el aumento de la esperanza de vida está mediado por la
acción de DAF-16 y SKN-1; en el caso de los mutantes de este gen, el fenotipo es
independiente de DAF-16 y SKN-1 (Zhang et al., 2009). Por otra parte se ha
observado que HIF-1 está involucrado con la adaptación a H2S, estrés mitocondrial,
respuesta a ROS (Hwang et al., 2011; Miller et al., 2011; Kamal et al., 2016).

Regulación por modificaciones post-traduccionales de las histonas

La regulación de la expresión genética en parte está influenciada por las
modificaciones post-traduccionales que ocurren principalmente en las porciones
amino-terminales de las histonas (Kouzarides, 2007). A groso modo, las
modificaciones químicas en histonas pueden ser represivas, es decir que están
relacionadas con un estado inactivo de la transcripción; o activadoras, asociadas
con un estado permisible a la transcripción. Existen diversas clases de
modificaciones post-traduccionales en las histonas dependiendo del residuo que es
colocado; sin embargo, las más prevalentes y estudiadas son la acetilación y la
metilación. Existe una compleja maquinaria de modificadores epigenéticos capaces
de colocar las marcas, conocidas como escritores o writers; proteínas que leen las
modificaciones químicas conocidos como lectores o readers; y proteínas que se
encargan de remover o borrar, (erasers) dichas marcas. El dinamismo en las
modificaciones post-traduccionales de las histonas confiere una enorme
adaptabilidad a la regulación de la expresión genética.

La mono-, di- y tri-metilación de la lisina K4 de la histona H3 está asociada con
genes transcripcionalmente activos. En el caso de la mono-metilación, esta marca
está asociada a elementos enhancers (Heitzman et al., 2007). La di-metilación de la
lisina K4 de la histona H3 (H3K4me2) está asociada con un estado de memoria
transcripcional; es decir que, es una marca que se encuentra en genes que han
estado previamente activos y que permite su fácil transcripción (D’Urso & Brickner,
2017). De igual manera, la tri-metilación de la lisina K4 de la histona H3 se asocia
con promotores activos y correlaciona con los niveles de transcripción (Barski et al.,
2007).

En el nematodo C. elegans tiene una alta homología en las modificaciones
post-traduccionales de histonas, al igual que de las proteínas encargadas de su
deposición, lectura y borrado. En C. elegans se han descrito distintas
metiltransferasas de la H3K4, incluyendo la proteína SET-30 quién media la
deposición de H3K4me1 y H3K4me2 (Greer et al., 2014). Otras metiltransferasas de
histonas en C. elegans son SET-32, SET-25 y MES-2/EZH2. Se conoce que SET-32
deposita la trimetilación de lisina 24 de la histona H3 (H3K24me3), la cual está
asociada con la transgeneracionalidad de RNAi nucleares. En el caso de SET-25 y
MES-2, estas metilasas son las responsables de metilar a la lisina 9 de la histona
H3 (H3K9) (Towbin et al., 2012). Mutantes de SET-25 y MES-2 resultan en la
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pérdida de la unión perinuclear de los cromosoma; sin embargo, son viables excepto
bajo crecimiento en altas temperaturas ya que hay una acumulación de elementos
repetidos la cual resulta en esterilidad de los nemátodos (Towbin et al., 2012; Zeller
et al., 2016). Tanto SET-25, MES-2, SET-32 y SET-30 están involucrados en
fenómenos de herencia epigenética transgeneracional, como mencionado
anteriormente (Woodhouse et al., 2018; Schwartz-Orbach et al., 2020).
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Antecedentes directos

Con base en los datos previamente publicados (Alcantar-Fernandez et al., 2019) se
montó un modelo de exposición a 40 mM de glucosa en el laboratorio. Para analizar
los efectos que dicha exposición tenía sobre el sistema nervioso y la conducta
usamos el paradigma de memoria asociativa al benzaldehído (Remy & Hobert,
2005). En este ensayo se analiza la atracción de los nematodos a benzaldehído en
condiciones basales (naïve) y en nematodos que previamente fueron expuestos a
este odorante en presencia de comida. Consistente con el modelo, los nematodos
expuestos a 0 mM de glucosa presentan un aumento a la quimiotaxis basal tras
recibir el tratamiento (Fig 6A); sin embargo, observamos que la exposición a 40 mM
a glucosa causa un aumento en el gusto basal por el benzaldehído e impide el
aumento por este odorante en los nematodos entrenados. Debido a que el efecto
observado sobre los nematodos entrenados crecidos en glucosa causa puede
deberse a una saturación de los receptores, se utilizó una concentración menor de
benzaldehído (Fig 6B). Aun cuando no podemos observar un entrenamiento en los
nematodos crecidos a 0 mM de glucosa, existe un aumento marginal en la
quimiotaxis basal de los nematodos expuestos a 40 mM de glucosa. Estos
resultados demostraron que un medio ambiente rico en glucosa, no solo afecta la
conducta de los nematodos, sino que imposibilita el establecimiento de una memoria
asociativa a largo plazo.

Figura 6. La exposición a glucosa causa un aumento en la quimiotaxis basal e impide
la memoria asociativa en C. elegans. Se evaluó la memoria asociativa entre comida y el
odorante benzaldehído en nematodos silvestres N2 crecidos en condiciones control o con
40 mM de glucosa añadida al medio NGM. En A) se ensayó una concertación de 1% de
benzaldehído donde se observa que 40 mM de glucosa induce un aumento en la
quimiotaxis basal al mismo tiempo que inhibe el establecimiento de una memoria asociativa.
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En B) se ensayó una concentración de 0.3 % de benzaldehido la cual no es suficiente para
inducir memoria asociativa, pero aún se observa un aumento marginal en la quimiotaxis
basal en presencia glucosa. Los datos fueron analizados por medio ANOVA de una vía y
posteriormente se realizó una prueba de Tukey; los resultados se representan con media ±
SEM. Las diferencias significativas con respecto al control (nematodos naïve crecidos en
0mM de glucosa) se indican como sigue: *p<0.05, **p<0.01. Cada punto representa un
experimento independiente con por lo menos 300 individuos analizados.

Posteriormente, determinamos que el aumento en la quimiotaxis basal está
parcialmente regulado por la vía de la insulina ya que mutantes en DAF-2 y del
factor transcripcional DAF-16/FOXO, no presentan el aumento en la quimiotaxis
basal al ser expuestos a glucosa; sin embargo, estos nematodos no presentan
memoria asociativa al benzaldehído cuando fueron expuestos a glucosa. Estos
datos demostraron que la vía tipo insulina participa en los cambios conductuales
derivados de la exposición a glucosa.

Finalmente quisimos analizar si una sola exposición a glucosa causa efectos en las
generaciones subsecuentes. Para esto, se realizó un ensayo de memoria asociativa
al benzaldehído en tres generaciones posteriores (F1-F2) a la exposición a glucosa
(P0). Se determinó que el aumento en la quimiotaxis basal persiste en la primera
generación y decrementa de manera subsecuente en las posteriores generaciones
hasta normalizarse en la F3 (Fig 7). Por otra parte, la memoria asociativa al
benzaldehído no está presente en la F1 pero se recupera a niveles normales en la
F3. Con base en estos datos, se concluyó que la exposición a glucosa durante una
generación tiene como consecuencia un fenotipo intergeneracional en la quimiotaxis
al benzaldehído y su memoria asociativa.
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Figura 7. Efectos intergeneracionales sobre la memoria asociativa en C. elegans ante
la exposición a glucosa. A) Nematodos silvestres de la cepa N2 fueron expuestos a 40
mM de glucosa (P0) y la quimiotaxis basal a 1% de benzaldehído de las tres generaciones
subsecuentes (F1-F3) fue evaluada . En B) se muestra el índice de quimiotaxis de la
primera generación (F1) de la P0 expuesta a glucosa. Se observó que nemátodos naïve
tienen un aumento en la quimiotaxis comparado con el de la P0 y que los nematodos
entrenados por imprinting con BA 1% no presentan memoria asociativa. C) En la segunda
generación (F2) se observa que los nematodos entrenados tampoco presentan memoria
asociativa al BA 1%. D) Se observa que en la tercera generación (F3) hay un decremento
en la quimiotaxis al benzaldehído de los nemátodos naive. En el caso de los nematodos
entrenados estos ya presentan un aumento en el índice de quimiotaxis, indicando memoria
asociativa al benzaldehído. Los datos fueron analizados por medio ANOVA de una vía y
posteriormente se realizó una prueba de Tukey; los resultados se representan con media ±
SEM. Las diferencias significativas con respecto al control (nematodos naïve crecidos en
0mM de glucosa) se indican como sigue: *p<0.05

Debido a que la exposición durante una generación tiene unicamente efectos de
manera intrageneracional, nos preguntamos si la exposición crónica durante varias
generaciones causa efectos transgeneracionales. Por otro lado, existen otras vías
que puedan estar involucradas en los cambios conductuales y el impedimento de la
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memoria asociativa al benzaldehído. Debido a esto es importante analizar con
mayor detalle el fenotipo de mutantes de genes de interés.

Pregunta de investigación

Debido a que la exposición aguda a glucosa causa cambios conductuales, ¿qué
vías están involucradas en dichos cambios? Por otra parte, ¿la exposición crónica a
glucosa tiene efectos transgeneracionales sobre la conducta? Del ser este el caso
¿cuáles son los cambios transcripcionales causados en la exposición aguda y
crónica a glucosa y estos se mantienen de manera transgeneracional?

Hipótesis

La exposición agúda y cronica a glucosa causa cambios transcripcionales en vías
metabolicas y de respuesta a estrés, las cuales se ven reflejadas en cambios
conductuales de manera transgeneracional en C. elegans.

Objetivo

Analizar los cambios transcripcionales y conductuales en C. elegans inducidos por
la exposición agúda o crónica a glucosa y sus efectos transgeneracionales.

Objetivos particulares

1. Analizar qué vías metabolicas y de respuesta a estrés se afectan por la
exposición a 40 mM de glucosa en animales mutantes y corroborar su
involucramiento sobre la quimiotaxis al benzaldehído.

2. Establecer un modelo de exposición cronica, es decir por cinco generaciones
(F5), a glucosa, para evaluar los efectos transgeneracionales cinco
generaciones posteriores a dicha exposición (F10).

3. Determinar el efecto que tiene la exposición ambiental a glucosa durante
cinco generaciones de C. elegans sobre la quimiotaxis al benzaldehído, y
otros odorantes, en comparación con animales expuestos a glucosa sólo
durante una generación.

4. Analizar los efectos transgeneracionales de la exposición a glucosa durante
cinco generaciones sobre el tamaño de los nemátodos y la cantidad de DNA
mitocondrial.
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5. Determinar por medio de RNA-seq que genes se encuentran diferencialmente
expresados en C. elegans cuando se expone a 40 mM de glucosa por una o
varias generaciones, y sus efectos transgeneracionales.
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Métodos

Mantenimiento de cepas

Para manipular a los nemátodos se utiliza la solución amortiguadora M9 la cual
contiene 6 g de NaHPO4, 3 g de KH2PO4, 5 g de NaCl y 0.25 g de MgSO4·7H20
disuelto en 1L de agua. La solución se esteriliza en autoclave por 20 min a 120°C.
Las cepas se mantuvieron en placas de NGM-Complete (17 g Bacto Agar, 2.5g
Bacto Peptona, 3 g NaCl adicionado con 1 mL de CaCl2 1M, 1 mL de colesterol
5mg/mL, 1 mL de MgSo4 1M y 25 mL de buffer KPO4 pH 6) plaqueada con un
tapete de bacterias E. coli, cepa OP50-1 crecida over-night en LB a 37 °C, como
alimento. En el caso de los ensayos con bacteria muerta, la bacteria OP50-1 se
esterilizó en autoclave antes de plaquearla en las cajas de NGM-complete.

Para sincronizar los cultivos de C. elegans, los hermafroditas en estadío de adulto
joven se recuperaron en 1 mL de buffer M9 y posteriormente se añadió 1300 µL de
cloro comercial y 650 µL de NaOH mM. La suspensión se puso en agitación por
vórtex por 3 min, y se centrifugó a 1000 rpm durante un minuto. Se hicieron cinco
lavados con buffer M9 y se transfirieron los embriones a placas de medio NGM
Complete. En el caso de los ensayos de tamaño posterior a los lavados con buffer
M9 se dejaron eclosionar los embriones durante 16 horas. Se recolectaron larvas
L1, y se transfirieron a placas de medio NGM Complete.

Ensayos de quimiotaxis a benzaldehído

Se colocaron aproximadamente 40 nematodos adultos en una caja Petri de 60 mm
de NGM con 0 mM de glucosa o con 40 mM de glucosa, según se indique. Se dejó
que los nematodos ovipositan durante 4 horas y se removieron los nematodos
adultos por medio de lavados con la solución M9 pero dejando los embriones en las
cajas, ya que estos se quedan en el tapete de bacteria. Una vez removidos los
adultos se colocaron en la tapa 2 µL de benzaldehído (BA) al 1% disuelto en agua
estéril, a menos que se indique otra concentración, para las condiciones de
entrenamiento previamente establecidas en el laboratorio. Para la condición control
se colocó agua estéril. 24 horas después se removió el estímulo cambiando la tapa
de la caja. Se esperó 48 horas hasta que los nematodos se encontrarán en el primer
día de adultez para poder realizar el ensayo de quimioatracción.

Para el ensayo de quimioatracción se colectaron nematodos del mismo estadío con
M9 y se colocaron en una placa de quimiotaxis. Las placas de quimiotaxis consisten
en una caja Petri cuadrada de 180 mm x 180 mm que contiene medio NGM sólido.
Esta caja se dividió en 10 filas (Fig 8). En un extremo de la placa se colocó 2 µ de
NaN3 y 2 µl de BA 1%, a menos que que se indique otra concentración. En el otro
extremo se colocó 2µl de NaN3 y 2µl de OP50-1. Posteriormente se colocaron en el
centro de la caja aproximadamente X número de gusanos adultos. Una vez que los
nematodos han migrado, se cuantificó el número de gusanos en cada fila. Se
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contaron utilizando un microscopio estereoscópico. Se calculó el índice de
quimioatracción usando la siguiente fórmula: (# nematodos en BA - # nematodos en
E. coli)/total de nematodos, donde el número de nematodos en cada condición
consiste en el número de nematodos las primeras tres filas.

Figura 8. Ensayo de memoria asociativa a benzaldehído. Para los ensayos de memoria
asociativa a benzaldehído se obtienen embriones tanto en cajas con 0 mM y 40 mM de
glucosa, a las cuales se les coloca un estímulo de H20 o benzaldehído en la tapa. Despues
de 24 horas se remueve el estímulo y se esperan 48 horas más hasta que el nemátodo
llegue a la etapa de adulto joven para realizar el ensayo de quimiotaxis. En este ensayo se
utilizan placas cuadradas divididas en 10 filas. Se coloca en la ultima fila de cada extremo
NaN3 al igual que BA o E. coli respectivamente. Una vez colocados los odorantes se
colocan aproximadamente 300 nemátodos en el centro de la caja y se dejan migrar.
Finalmente los nemátodos se cuantifican para obtener el índice de quimiotaxis.

Ensayos de exposición crónica a glucosa para transgeneracionalidad

Para los ensayos de transgeneracionalidad se expusieron los nematodos a 40 mM
de glucosa durante cinco generaciones (i.e. F5). Para la exposición a glucosa se
añadió 40 mM de glucosa estéril al medio NGM COMPLETE estéril, con el cual se
formaron placas en cajas Petri de 6 cm para el mantenimiento y los protocolos de
entrenamiento a benzaldehído 1%. Se analizó la memoria asociativa por imprinting y
la quimiotaxis basal en estos nematodos. Posterior a la quinta generación expuesta
a glucosa, los nematodos se mantuvieron durante cinco generaciones más en
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condiciones control (i.e F10). En las condiciones control se utilizaron placas hechas
en cajas Petri de 6 cm con NGM COMPLETE. En ambos tratamientos, 0 mM de
glucosa tanto como en 40 mM de glucosa, se sembró un tapete de E. coli crecida en
medio Luria-Bertani (LB) Lennox (Sigma-Aldrich) con una densidad óptica de 0.34 a
0.40 ODs medida a 600 nm.

Figura 9. Diseño experimental del modelo de exposición crónica a glucosa.

Ensayos de quimiotaxis a butanona

Para analizar la quimiotaxis a butanona se colectan los nemátodos en 1 mL de
buffer M9. Posteriormente se retira el sobrenadante y se colocan los nematodos en
placas redondas p100 con NGM-Complete. Dichas placas previamente fueron
marcadas como en la figura siguiente y en cada punto se coloca 1µL de NaN3. En
uno de los puntos se coloca 1µL de 2-butanona al 0.1% y del otro lado se coloca
1µL de EtOH 96% como control. El índice de quimiotaxis se calcula: #nematodos en
butanona- # de nematodos en el etanol / Total.

Cuantificación de mtDNA

Para la cuantificación de mtDNA extrajo DNA de cada una de las condiciones por
triplicado. Se colectaron aproximadamente 40 nematodos en el estadio L4 en buffer
de lisis (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 2.5 mM MgCl2, 0.45% NP-40, 0.45%
Tween-20, 0.01% gelatina y proteinasa k (200 μg ml−1). El lisado de gusanos se
incubó a 60°C por una hora y 95°C por 15 minutos. Se tomó 1µL de lisado como
templado para realizar una qPCR utilizando el SYBR Green Real-Time qPCR Master
Mix. Se utilizaron primers para nudo-1, como gen mitocondrial, y para ges-1, como
gen nuclear.

Para calcular el cambio entre mtDNA/nDNA como descrito por Quiros et al. (2017).
En este se utilizó el método de ∆∆Ct, donde el ∆Ct se calculó como la resta entre los
Cts de nudo-1 menos ges-1 de la misma condición. Para el ∆∆Ct se restó el ∆Ct de
la condición P0 menos la condición experimental, y finalmente se elevó 2^∆∆Ct.

Cuantificación del tamaño de los nemátodos

Para la cuantificación del tamaño de los nemátodos crecidos con glucosa se realizó
una sincronización de nemátodos hermafroditas como previamente descrito. Los
embriones obtenidos se colocaron en medio M9 y se permitió estos eclosionaran.
Una vez en el estadio L1, las larvas se recolectaron y se transfirieron a placas de
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medio sólido NGM-Complete con un tapete de E. coli, adicionadas con 0 mM
glucosa o con 40 mM glucosa. Se permitió que los nematodos llegarán al estadio de
adulto de un día, donde estos fueron recolectados y preparados para observar en
microscopio. Para la preparación de microscopio los nemátodos se colocaron en un
pad de agarosa al 2% y se inmovilizaron con NaN3 10mM. Se tomaron fotos de las
muestras bajo un aumento de 100x usando un microscopio Axio Zoom v16 de la
Unidad de Microscopía del Instituto de Fisiología Celular, UNAM. Posteriormente se
analizaron las muestras con el software ImageJ. Para medir la longitud de los
gusanos se hizo una medición longitudinal desde la punta de la cabeza hasta el final
de la cola.

Análisis en microscopía confocal

Para los análisis en microscopía confocal de la actividad de CREB se usó la cruza
de la cepa pCRE::GFP y la cepa OH10690 (otIs356
[rab-3p(prom1)::2xNLS::TagRFP]), por lo que se expresa GFP en un promotor CRE,
indicando actividad de CRH-1, y RFP en neuronas. Los nemátodos se crecieron en
0 mM y 40mM de glucosa. Para la preparación en microscopio los nemátodos se
colocaron en un pad de agarosa al 2% y se inmovilizaron con NaN3 10 mM. Se
tomaron fotos de las muestras en el microscopio confocal Zeiss LSM 800 de la
Unidad de Microscopía del Instituto de Fisiología Celular, UNAM.

Construcción de librerías para RNAseq

Para la construcción de librerías se aisló RNA de las generaciones P0, F1, F5 y F10,
por triplicado. La extracción se realizó con el kit de Qiagen RNeasy plus micro kit
(Cat. No. / ID: 74034.) Para la extracción de RNA se recolectaron nematodos en
estadio de adulto joven con buffer M9. Se realizó un lavado y se removió el
sobrenadante. Posteriormente se les agregaron 350 µL de buffer RLT adicionado
con beta-mercaptoetanol 10%. Las muestras se pulverizaron con nitrógeno líquido
en mortero. La extracción se realizó siguiendo las instrucciones del kit de Qiagen. La
integridad del RNA se analizó por BioAnalyzer. Para la construcción de librerías se
utilizó el kit de Illumina Stranded mRNA Prep. Se cuantificó la concentración por
medio de Qubit y se analizó el tamaño de las librerías por BioAnalyzer. La
secuenciación se llevó a cabo en un equipo NextSeq en un formato pair-end 150x2
en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).

Análisis de RNAseq

El análisis inicial de los datos fue realizado por el M. en C. Martí Wilson Verdugo.
Posteriormente la ontología de genes se utilizó el programa de Gene Ontology
(Ashburner et al., 2000) utilizando los genes con un pajustado menor a 0.05 y un
fold enrichment menor a -2 y mayor a 2. El resto de las gráficas se realizaron
usando Rstudio (2022.12.0+353).
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Estadística

Los datos fueron analizados y gráficados usando el programa Prism 9 (Version 9.3.2
(350)). Las pruebas estadistícas utilizadas fueron ANOVA seguido de la prueba
post-hoc de Tukey.
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Resultados

La exposición a glucosa induce cambios conductuales a través de la vía tipo
insulina y el factor inducible por hipoxia HIF-1

Para continuar con el análisis del papel de la vía tipo de la insulina en el cambio
conductual inducido por glucosa C. elegans, nos preguntamos cuál era el efecto de
la exposición a glucosa en la quimiotaxis y memoria asociativa al benzaldehído de
mutantes en AGE-1 (el homólogo de PI3K en mamíferos). Utilizamos la cepa
mutante para este gen TJ1052 (age-1(hx546) II.) (Ayyadevara et al., 2008) para
realizar ensayos de memoria asociativa a 1% de benzaldehído, tanto en condiciones
control de 0 mM de glucosa o en condiciones de 40 mM de glucosa (Fig 10).
Nuestros resultados muestran que los nematodos mutantes en age-1, expuestos a
40 mM de glucosa, presentan una quimiotaxis basal similar a la de los nematodos
crecidos en condiciones control (Fig 10); es decir que se recupera el fenotipo sobre
la quimiotaxis basal. En el caso de los nematodos expuestos a 40 mM de glucosa a
los cuales se les realizó el entrenamiento a memoria asociativa, no se observó un
aumento de la quimiotaxis comparado con los nematodos naïve de esta misma
condición. Estos datos indican que AGE-1 está involucrado en el cambio conductual
en la quimiotaxis basal a benzaldehído inducido por la exposición a glucosa, mas no
en los efectos de la glucosa sobre la memoria asociativa.

Figura 10. AGE-1 está involucrado en el cambio conductual de la quimiotaxis
basal al benzaldehído. Nematodos de la cepa TJ1052 (age-1(hx546) II) fueron
expuestos a 40 mM de glucosa desde la ovoposición hasta la etapa de adultos jóvenes.
Mediante ensayos de quimiotaxis se evaluó la preferencia basal a benzaldehído (BA) y la
quimiotaxis posterior a un entrenamiento asociativo entre el odorante y la comida. Los
nematodos crecidos en 0 mM de glucosa presentan un aumento en la quimiotaxis al ser
entrenados, lo cual indica la formación de una memoria asociativa mientras que los
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animales crecidos a 40 mM de glucosa, tanto naïve como entrenados, no tienen diferencias
significativas con respecto a los nematodos naïve no expuestos a glucosa. Los datos fueron
analizados por medio ANOVA de una vía y posteriormente se realizó una prueba de Tukey;
los resultados se representan con media ± SEM. Las diferencias significativas con respecto
al control (naïve + 0 mM glucosa) se indican como sigue: *p<0.05. Cada punto representa
un ensayo con aproximadamente 300 gusanos evaluados.

La exposición a alta glucosa puede desencadenar procesos que resulten en un
estrés a nivel celular que repercuten en todo el organismo. Como se mencionó
anteriormente, el factor transcripcional SKN-1 (ortólogo de factor antioxidante NRF2)
es vital para la respuesta de C. elegans a distintos estresores ambientales tales
como estrés oxidativo y nutricional. Con base en esto nos preguntamos si SKN-1
está involucrado en el fenotipo observado sobre la memoria asociativa al
benzaldehído en presencia de glucosa. Para determinar esto, se utilizó a la cepa
carente de SKN-1 GR2245 (skn-1(mg570) IV) expuesta a 0 mM de glucosa y 40
mM de glucosa para analizar su memoria asociativa a benzaldehído (Fig 11). Los
nematodos expuestos a 0 mM de glucosa no presentan un aumento en la
quimiotaxis al ser entrenados, lo cual indicaria que SKN-1 es necesaria para la
formación de la memoria asociativa, sin embargo, consideramos necesario hacer
más análisis para confirmar esta observación. Nuestros resultados mostraron que
los nematodos mutantes en SKN-1 expuestos a 40 mM de glucosa muestran una
quimiotaxis basal elevada comparada con aquellos crecidos en 0 mM de glucosa.
Estos datos indican que la vía de SKN-1 no está participando sobre los cambios
conductuales inducidos por la exposición a alta glucosa ambiental en C. elegans.
Sin embargo, debido a que no se observó una memoria asociativa en los nematodos
crecidos en 0 mM de glucosa no podemos concluir sobre la participación de SKN-1
sobre los defectos en la memoria causados por la glucosa.
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Figura 11. SKN-1 no participa sobre los efectos de la exposición a glucosa sobre la
conducta basal a benzaldehído. Nematodos mutantes de SKN-1 (GR2245 (skn-1(mg570)
IV) fueron expuestos a 40 mM de glucosa desde la ovoposición hasta adultos jóvenes (72h)
y la quimiotaxis fue ensayada en condiciones basales (naïve) o en un protocolo de memoria
asociativa entre el odorante y comida (entrenado). Los nematodos crecidos en 0 mM de
glucosa no presentan un aumento en la quimiotaxis tras realizarles el protocolo de
entrenamiento. Se observó un aumento significativo en la quimiotaxis basal (naïve) de
animales expuestos a 40 mM de glucosa pero no se observó un aumento del índice de
quimiotaxis en los nematodos entrenados. Los datos fueron analizados por medio ANOVA
de una vía y posteriormente se realizó una prueba de Tukey; los resultados se representan
con media ± SEM. Las diferencias significativas con respecto al control (naïve + 0 mM
glucosa) se indican como sigue: **p<0.01 n=10 donde cada punto es un experimento
independiente con aproximadamente 300 individuos.

Por otro lado, el factor inducido por hipoxia HIF-1 es un factor de transcripción que
media distintos procesos celulares en animales incluidos distintos tipos de estrés.
Se ha observado que nemátodos expuestos a glucosa tienen un aumento en la
expresión de HIF-1. Con base en estas evidencias, y el papel que ejerce HIF-1
durante la respuesta a estrés decidimos utilizar a la mutante carente de HIF-1 en C.
elegans (ZG31 (hif-1(ia4) V.) para determinar el papel de esta vía en el cambio
conductual inducido por glucosa. Nuestros datos mostraron que los nematodos
mutantes a hif-1 no presentan un aumento en la quimiotaxis naïve cuando son
expuestos a 40 mM de glucosa (Fig. 12). Por otra parte, los nematodos expuestos a
glucosa, a los cuales se les realizó el entrenamiento con BA 1%, no presentaron un
aumento en la quimiotaxis comparado con las condiciones naïve. Es decir que los
nematodos crecidos en 40 mM de glucosa no presentan aprendizaje. Estos datos
sugieren que la vía de HIF-1 está involucrada en el aumento de la quimiotaxis basal
a BA 1%, mas no en la pérdida de la memoria asociativa a este odorante causado
por la exposición a glucosa.

37



Figura 12. HIF-1 participa sobre los cambios de la conducta basal al benzaldehído
causados por la exposición a glucosa. Nemátodos mutantes en HIF-1 (ZG31(hif-1(ia49
V.) fueron expuestos a 40 mM de glucosa durante y su quimiotaxis al benzaldehído fue
analizada en condiciones basales (naïve) o en un protocolo de memoria asociativa con el
odorante y comida. Se observó que los nemátodos naïve crecidos en 40 mM de glucosa no
presentan un aumento de la quimiotaxis al benzaldehído. Los nemátodos entrenados
crecidos en 0 mM de glucosa presentan un aumento en la quimiotaxis indicando una
memoria asociativa, lo cual no ocurre en los nemátodos crecidos en la condición de glucosa
indicando que la memoria asociativa no se recupera en esta mutante. Cada punto
representa un experimento independiente con aproximadamente 300 nematodos. Se utilizó
una n=10. Los datos fueron analizados por medio ANOVA de una vía y posteriormente se
realizó una prueba de Tukey; los resultados se representan con media ± SEM. Las
diferencias significativas con respecto al control (naïve + 0 mM glucosa) se indican como
sigue: ***p<0.001

Finalmente, hoy sabemos que distintos ambientes pueden modificar el epigenoma
permitiendo a la célula y a los organismos adaptarse. La proteína SET-30 se
encarga de catalizar la mono y di metilación de la lisina K4 de la histona H3, una
marca asociada con activación transcripcional. Nuestros resultados mostraron que
nemátodos mutantes de set-30 no presentan un aumento en la quimiotaxis naïve
cuando estos están expuestos a 40 mM de glucosa, similar a los nematodos WT
(Fig 13). Así mismo los nematodos mutantes de set-30 entrenados, tanto expuestos
a glucosa como no expuestos a glucosa, no presentan un aumento en la quimiotaxis
comparado con los nematodos naïve, indicando que SET-30 es necesaria para la
formación de la memoria asociativa al benzaldehído. Estos datos indicarían que los
mutantes en set-30 tienen el mismo fenotipo que se observa en el WT, sugiriendo
que SET-30 está involucrado en el cambio de comportamiento y pérdida de la
memoria bajo la exposición a glucosa en C. elegans. Es importante recalcar que en
estos experimentos se utilizó una concentración distinta de benzaldehído ya que se
cambio el lote del reactivo. Debido a que los nematodos presentan una sensibilidad
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considerable a los cambios en la concentración de odorantes, y que debido a su
volatilidad estos tienen una estabilidad variable, fue necesario modificar la
concentración usada (Figura suplementaria 3).

Figura 13. SET-30 está involucrado en los cambios conductuales causados por
exposición a glucosa. Nematodos mutantes de SET-30 (set-30(gk315) X.) fueron
expuestos a 40 mM de glucosa desde la ovoposición hasta adultos jóvenes (72h) y la
quimiotaxis fue ensayada en condiciones basales (naïve) o en un protocolo de memoria
asociativa entre el odorante y comida (entrenado). No se observó un aumento significativo
en la quimiotaxis basal (naïve) de animales expuestos a 40 mM de glucosa, ni en los
nematodos entrenados.Los datos fueron analizados por medio ANOVA de una vía y
posteriormente se realizó una prueba de Tukey; los resultados se representan con media ±
SEM. Las diferencias significativas con respecto al control (naïve + 0 mM glucosa) se
indican como sigue: **p<0.01 n=10 donde cada punto es un experimento independiente con
aproximadamente 300 individuos.

Nuestros datos demuestran que la exposición a 40 mM a glucosa causa cambios
conductuales los cuales están regulados por la vía tipo insulina, SET-30, y HIF-1,
mas no por SKN-1 (Tabla 1).
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Tabla 1. Vías analizadas sobre el fenotipo conductual y de memoria asociativa en
exposición a glucosa y su involucramiento. Donde el fenotipo sobre la atracción basal al
benzaldehído se reporta como aumentada, lo cual indicaría que el gen no participa sobre el
fenotipo, o no aumentada, indicando la participación del gen sobre el fenotipo. En el caso de
la memoria asociativa ante glucosa se reporta como afectada cuando no hay una memoria
asociativa a benzaldehído, indicando que el gen no participa sobr este fenotipo.

Vía Gen Cepa Atracción basal
al benzaldehído

Memoria
asociativa ante

glucosa

Referencia

- N2 (silvestre) Aumentada Afectada Tesis
licenciatura
Zurita-León,
2020

Insulina daf-16
GR1307
daf-16(mgDf50
)

No aumentada Afectada Tesis
licenciatura
Zurita-León,
2020

daf-2
DR1309
daf-16(m26);da
f-2(e1370),

No aumentada Afectada Tesis
licenciatura
Zurita-León,
2020

age-1 TJ1052
(age-1(hx546)
II.)

No aumentada Afectada Este estudio

Estrés skn-1 GR2245
(skn-1(mg570)
IV)

Aumentada No se pueden
hacer
conclusiones

Este estudio

hif-1 ZG31
(hif-1(ia4) V.)

No aumentada Afectada Este estudio

Regulador
epigenético

set-30 VC719
(set-30(gk315)
X.)

No aumentada No se pueden
hacer
conclusiones

Este estudio

Previamente habíamos observado que en mutantes de crh-1 se recupera el
fenotipo, es decir que estos nematodos no presentan un aumento en el
comportamiento basal (Tesis licenciatura Zurita-León, 2020). Con base en esto nos
preguntamos si la exposición a glucosa causa cambios en la actividad de
CRH-1/CREB en el sistema nervioso y/o otro tejido, con un interés especial en el
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sistema nervioso. Para determinar esto observamos en microscopía confocal a la
cruza de la cepa pcre::GFP, la cual expresa GFP bajo un promotor CRE indicando
actividad de CRH-1/CREB, y la cepa OH10690, la cual expresa RFP en neuronas,
en 0 mM y 40 mM de glucosa (Fig 14). Observamos que los nematodos expuestos a
40 mM de glucosa tienen un aumento de GFP en el intestino indicando un aumento
en la actividad de CRH-1/CREB. Así mismo no observamos cambios de GFP en el
sistema nervioso; sin embargo, se necesita ampliar la muestra de nematodos
observados para tener conclusiones definitivas.

Figura 14. La exposición a glucosa ambiental induce la actividad de CRH-1/CREB en
el intestino. Microscopía confocal de la cruza con pcre::GFPxOH10690
(rab-3p(prom1)::2xNLS::TagRFP]) donde GFP está expresándose bajo un promotor tipo
CRE y por lo tanto indica la actividad de CRH-1/CREB, y RFP se encuentra bajo el promotor
de rab-3 por lo que marca neuronas (flechas rojas). Se observa un aumento de actividad de
CRH-1/CREB solo en el intestino (señalado con flechas verdes) de los nemátodos crecidos
con 40 mM de glucosa en comparación con los nemátodos crecidos en 0 mM de glucosa.
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La exposición a glucosa durante cinco generaciones tiene efectos
transgeneracionales sobre la conducta de C. elegans

Hay evidencia de que la exposición a un estímulo durante múltiples generaciones
puede llevar a un fenotipo transgeneracional en C. elegans (Remy, 2010). Dado que
observamos que una sola exposición a 40 mM de glucosa causa únicamente
efectos intrageneracionales (ver antecedentes), nos preguntamos si la exposición
repetida a 40 mM de glucosa durante varias generaciones de nematodos tendría
efectos transgeneracionales sobre la memoria asociativa al benzaldehído y su
quimiotaxis basal. Con base en esto, diseñamos un protocolo de múltiples
exposiciones donde los nematodos fueron expuestos a 40 mM de glucosa durante
cinco generaciones (F1-F5) y posteriormente se mantuvieron cinco generaciones
más en condiciones control (F6-F10) (Fig. 15A). Se analizó la memoria asociativa a
benzaldehído 1% en las generaciones P0, F1, F5 y F10.

Figura 15. La exposición a 40 mM de glucosa durante cinco generaciones tiene
efectos transgeneracionales sobre la conducta y memoria asociativa a Benzaldehído.
A) Protocolo para evaluar el efecto transgeneracional de la exposición a glucosa en la cepa
silvestre N2 de C. elegans. B) Memoria asociativa al 1% de BA de generaciones P0, F1, F5
y F10. En la F5, hay un aumento en la variación de los datos tanto en nematodos
entrenados y control. Se observa que los nematodos pertenecientes a la F10 tienen un
aumento significativo en la quimiotaxis basal comparado contra los nematodos

42



pertenecientes a la P0 sugiriendo un efecto transgeneracional. Los datos fueron analizados
por medio ANOVA de una vía y posteriormente se realizó una prueba de Tukey; los
resultados se representan con media ± SEM. Las diferencias significativas con respecto al
control (naïve + 0 mM glucosa) se indican como sigue: ** p<0.01 n= 10, donde cada punto
muestra un ensayo con aproximadamente 300 nemátodos.

Nuestros resultados demostraron que los nematodos expuestos a alta glucosa
ambiental por 5 generaciones (F1-F5) presentan una mayor variabilidad en la
quimiotaxis basal que aquellos sin exposición a glucosa (P0) y con respecto a
aquellos expuestos por una sola generación tanto en las condiciones de control
como entrenados (F1) (Fig. 15B). Así mismo, se puede ver que no hay una
diferencia entre los nematodos de la F5 entrenados y control, indicando que no se
bloqueo el establecimiento de una memoria asociativa al benzaldehído ante la
exposición continua a glucosa (Fig. 15B). Posteriormente se analizó la memoria
asociativa y quimiotaxis al benzaldehído de nematodos pertenecientes a 5
generaciones crecidos en medio con 0 mM de glucosa provenientes de 5
generaciones crecidos en 40 mM de glucosa (F10). Se observó que estos
nemátodos tienen una quimiotaxis basal aumentada comparada con la de los
nematodos control nunca expuestos a glucosa (P0), fenotipo similar al observado en
los nematodos pertenecientes a la F1 expuestos a glucosa (Fig 15C) sugiriendo un
fenómeno transgeneracional. Al someter a los nemátodos de la F10 al
entrenamiento de memoria asociativa al benzaldehído, se observó que estos no
presentan un aumento en el índice de quimiotaxis al compararlos con los nematodos
control de la misma generación. Estos resultados indican que no hay un aprendizaje
asociativo al benzaldehído, sugiriendo que la exposición durante cinco generaciones
a 40 mM de glucosa tiene efectos transgeneracionales sobre la quimiotaxis y
memoria asociativa al benzaldehído que perduran por 5 generaciones.

Debido a que la exposición durante 5 generaciones a 40 mM de glucosa presenta
un fenotipo transgeneracional sobre el aprendizaje y quimiotaxis basal al
benzaldehído, nos preguntamos cuánto duraba esta transgeneracionalidad. Se
realizaron ensayos de quimiotaxis con nematodos de 10 generaciones posteriores a
5 generaciones expuestos a glucosa (F15) para determinar si dicho fenotipo aún
persistía (Fig. 16). Nuestros resultados preliminares muestran una tendencia en el
aumento del índice de quimiotaxis en los nemátodos control de la F15 comparados
con los nematodos control pertenecientes a la P0. De igual manera en el caso de los
nematodos entrenados pertenecientes a la F15, estos muestran un decremento en
la quimiotaxis indicando que no se está llevando a cabo el proceso de quimiotaxis.
Dado a que estos resultados son preliminares consideramos que es necesario
realizar un mayor número de repeticiones para poder tener una conclusión acertada.
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Figura 16. La exposición durante cinco generaciones a glucosa incrementa la
quimiotaxis al benzaldehído por diez generacion (F15). Se evaluó la memoria asociativa
a 1% de BA de nematodos silvestres (N2) provenientes de 10 generaciones posteriores
(F15) a nematodos que estuvieron expuestos por 5 generaciones a glucosa (F1-F5). Se
observa una tendencia de disminución del índice de quimiotaxis en los nematodos
entrenados de la F15 comparados con los nematodos F15 control sugiriendo que no existe
una memoria asociativa. Los datos fueron analizados por medio ANOVA de una vía y
posteriormente se realizó una prueba de Tukey; los resultados se representan con media ±
SEM. Las diferencias significativas con respecto al control se indican como sigue: ** p<0.01
Cada punto muestra un ensayo con aproximadamente 300 nemátodos.

Debido a que la exposición a 40 mM de glucosa por 5 generaciones tiene efectos
transgeneracionales sobre la conducta al odorante benzaldehído. Quisimos analizar
si dicha transgeneracionalidad es exclusiva al benzaldehído o si afecta de manera
global otras conductas. Como una primera aproximación se analizó la conducta
basal de los nemátodos al odorante 2-butanona usando el diseño experimental
previamente descrito en la Fig. 15A (Fig. 17). Se observó que los nematodos
expuestos durante una generación a 40 mM de glucosa tienen una tendencia al
aumento en la quimiotaxis al odorante 2- butanona. En el caso de los nematodos
expuestos a 40 mM de glucosa durante cinco generaciones (F5), estos muestran un
aumento en la quimiotaxis naïve la cual perdura hasta cinco generaciones
posteriores a esta exposición (F10). Nuestros datos sugieren que el efecto
transgeneracional de la exposición a glucosa por 5 generaciones no es específico a
la conducta al benzaldehído pero parece ser un fenotipo global ante la quimiotaxis a
odorantes volátiles.

44



Figura 17. La exposición a glucosa también tiene un efecto transgeneracional sobre la
preferencia a 2-butanona. A) Ensayo de quimiotaxis a 2-butanona en el cual se colocan
tanto el odorante como el vehículo en los extremos de la caja y los nemátodos en el punto
de origen. Se deja que los nematodos migren y finalmente se calcula el indice de
quimiotaxis. B) En nemátodos silvestres (cepa N2) se analizó la quimiotaxis basal a
butanona al 0.1% en 0 mM y 40 mM de glucosa, al igual que en nemátodos expuestos
durante 5 generaciones a 40 mM de glucosa (F5) y nemátodos crecidos por 5 generaciones
en condiciones control pero provenientes de una exposición a glucosa por 5 generaciones
(F10). Se observa un aumento significativo en el índice de quimiotaxis en nemátodos
pertenecientes a las generaciones F1, F5 y F10. Los datos fueron analizados por medio
ANOVA de una vía y posteriormente se realizó una prueba de Tukey; los resultados se
representan con media ± SEM. Las diferencias significativas con respecto al control (naïve +
0 mM glucosa) se indican como sigue: *p<0.05. Cada punto muestra un ensayo con
aproximadamente 300 nemátodos.

Análisis de la vía de procesamiento de RNAi nuclear en el efecto
transgeneracional de la exposición a glucosa

Nuestras observaciones demostraron que la exposición durante 5 generaciones a
glucosa tiene efectos transgeneracionales sobre la memoria asociativa al
benzaldehído los cuales perduran en la F10 y F15 (Fig 15 y 16). Se ha reportado
que la vía de procesamiento de RNAi en el núcleo es necesaria para la herencia
epigenética transgeneracional en C. elegans por lo que decidimos analizar la
mutante de la proteína NRDE-3 para analizar su involucramiento sobre el fenotipo
transgeneracional inducido por glucosa (Fig. 18). Observamos que los nemátodos
mutantes en NRDE-3 pertenecientes tanto a la P0 y F1, entrenados y naïve,
presentan una dispersión muy alta de la quimiotaxis. Debido a la variabilidad de los
datos nos es difícil llegar a alguna conclusión sobre la participación de NRDE-3
sobre el fenotipo transgeneracional.
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Figura 18. Memoria asociativa al benzaldehído de la cepa YY158 En la cepa YY158 (
nrde-3(gg66) X.) se realizaron ensayos de quimiotaxis de gusanos entrenados y control
crecidos en 0 mM de glucosa y 40 mM de glucosa. Los nematodos pertenecientes a la P0
tienen una dispersión alta en los datos, tanto los entrenados como los naïve. Esta alta
variabilidad se mantiene en el resto de las generaciones por lo que no se puede llegar a una
conclusión concreta. Cada punto representa un experimento independiente con
aproximadamente 300 nemátodos. Los datos fueron analizados por medio ANOVA de una
vía y posteriormente se realizó una prueba de Tukey; los resultados se representan con
media ± SEM.

Efectos globales de la exposición a glucosa de manera transgeneracional

Se sabe que la exposición a glucosa afecta las mitocondrias ya que estas son
sensibles a cambios metabólicos. Al ser una fuente importante de especies
reactivas de oxígeno la disfunción mitocondrial es común ante dicha exposición.
Con esto en mente decidimos cuantificar en C. elegans si la exposición a glucosa
causa un aumento en la cantidad de mitocondrias o defectos en el genoma
mitocondrial de manera transgeneracional después de la exposición por cinco
generaciones. Para esto se analizó la razón de cambio entre la cantidad de DNA
mitocondrial (mtDNA) contra la cantidad de DNA nuclear (nDNA) por qPCR.
Nuestras observaciones demostraron que no hay un cambio en la cantidad de
mtDNA ante la exposición a 40 mM de glucosa por una generación (F1) ni por
exposición durante cinco generaciones (F5), comparados con la condición control
(P0) (Fig 19). Así mismo no hay cambios en la generación crecida durante 5
generaciones en condiciones control que proviene de cinco generaciones de
exposición a glucosa. Estos datos nos sugieren que la exposición a glucosa no
afecta la cantidad de mitocondrias.
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Figura 19. Enriquecimiento de mtDNA en generaciones P0, F1, F5 y F10. Cuantificación
de la razón de cambio entre DNA mitocondrial y DNA nuclear medido por PCR cuantitativa
de las generaciones P0, F1, F5 y F10. No se observaron cambios significativos entre
condiciones. Se utilizó una n=3. Los datos fueron analizados por medio ANOVA de una vía y
posteriormente se realizó una prueba de Tukey; los resultados se representan con media ±
SEM.

Por otro lado, nuestras observaciones previas y trabajos publicados demuestran que
la exposición a glucosa causa un aumento en el tamaño y área de los nematodos de
manera dependiente a la concentración. Con base en esto quisimos analizar si
dicho aumento en tamaño perdura de manera transgeneracional. Se observó que
los nematodos pertenecientes a la generación F1 y F5 tienen un aumento en su
longitud comparado con los nematodos pertenecientes a la P0; sin embargo, no
existe un aumento en los nematodos pertenecientes a la F10 (Fig. 20). Estos datos
indican que la exposición a glucosa como nutriente causa un aumento en el tamaño
de los nemátodos mas no de manera transgeneracional.
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Figura 20. El aumento de tamaño del nemátodo inducido por glucosa no es
transgeneracional. Se evaluó el tamaño de nemátodo de las generaciones P0, F1, F5 y
F10 en gusanos silvestres (N2). Se observa un incremento significativo en el largo (medido
en µm) de los nematodos pertenecientes a las generaciones F1 y F5 crecidos en 40 mM de
glucosa comparado con los nematodos no expuestos a glucosa (P0). En la F10 (5
generaciones crecidas sin glucosa después de la F5) no se observa un cambio
estadísticamente significativo aunque sí una gran dispersión de los datos. Cada punto
representa un nematodo en estadio de adulto obtenidos en tres experimentos
independientes, n= 50. Los datos fueron analizados por medio ANOVA de una vía y
posteriormente se realizó una prueba de Tukey; los resultados se representan con media ±
SEM. Las diferencias significativas con respecto al control (naïve + 0 mM glucosa) se
indican como sigue: ***p<0.001

La exposición a glucosa causa cambios transcripcionales

Para tener un mejor entendimiento de las vías genéticas involucradas y los
mecanismos moleculares alterados por la exposición a glucosa en los nemátodos,
decidimos determinar los cambios transcripcionales a nivel de genoma completo
ante por la exposición aguda de una generación, la exposición crónica de cinco
generaciones a glucosa y sus efectos transgeneracionales. Para esto se purificó
RNA de cada condición (Fig 13A) y se hicieron librerías de RNA-seq para su
secuenciación. El procesamiento inicial de los datos de RNA-seq se hizo con el
apoyo del bioinformático Martí Wilson Verdugo. Uno de los parametros que se
utilizan para analizar la calidad de los datos de RNA-seq es el análisis por
componentes principales (PCA). El PCA permite observar de manera
multi-dimensional la similitud entre las muestras, por medio de un agrupamiento en
el espacio con base a los componentes que aportan más a la varianza, lo cual tiene
utilidad para detectar muestras atipicas o efecto de bache. El PCA de las muestras
mostró un agrupamiento entre aquellas pertenecientes a la misma condición (P0,
F1, F5, y F10), lo cual indica que los datos tienen una mayor similitud (Fig. 21A).
Nuestros análisis de los datos de RNA-seq demostraron que la exposición durante
una sola generación a glucosa (F1) causó un aumento en la expresión de
aproximadamente 800 genes; sin embargo, causó únicamente la expresión a la baja
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de sólo tres genes (Fig. 21 C) usando como corte una razón de cambio de -4 y 4
(log2foldchange -2 y 2) y una p ajustada de 0.05 como límite de corte. Entre los
genes diferencialmente expresados en la F1 no observamos genes previamente
asociados con exposición a glucosa. Los genes involucrados en la vía tipo insulina,
daf-2 y daf-16, al igual que skn-1 y hif-1, no se encuentran diferencialmente
expresados. Sin embargo, genes blanco de la vía tipo insulina y de skn-1 si tienen
una expresión diferencial. Por otra parte, tanto la exposición durante 5 generaciones
(F5), como la condición de transgeneracionalidad (F10) tiene efectos en el aumento
de la expresión de genes como en el decremento de su expresión (Fig. 21 C y E).
En el caso de la F5 hay 2,024 genes sobreexpresados y 429 genes regulados
regulados a la baja. Por otra parte, en la F10 hay 408 genes expresados a la baja y
1,494 genes expresados a la alta. Entre los genes expresados a la baja se
encuentra daf-2. Estos datos indican que la exposición tanto en una sola generación
a glucosa como durante cinco generaciones causa cambios en la expresión génica.
De igual manera la exposición crónica a glucosa tiene efectos sobre la expresión
génica cinco generaciones después de la exposición, es decir en la F10.

Figura 21. La exposición a la glucosa causa cambios transcripcionales de manera
transgeneracional. A) Análisis de componentes principales (PCA) de las librerías
secuenciadas de RNA-seq (duplicados biológicos). B) Heat-map de los genes
diferencialmente expresados de todas las muestras. Para definir genes diferencialmente
expresados en cada condición se utilizó un cambio en la expresión de -2 a 2 y una padj de
0.05. C-D) “Volcano plots” de los genes diferencialmente expresados entre las generaciones
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F1, F5 y F10 en comparación con gusanos no expuestos a glucosa (P0). Para definir genes
diferencialmente expresados en cada condición se utilizó un cambio en la expresión de -2 a
2 (líneas azules) y una padj de 0.05 (linea roja).

Al analizar si los genes diferencialmente expresados se comparten entre estas
condiciones se observó que en el caso de los genes regulados a la alta, el 29% de
los genes se comparten entre F1, F5 y F10 (Fig. 22A). Consideramos que este set
de genes representan genes que se inducen por la exposición a glucosa sin
importar la temporalidad de la exposición y que se mantienen de manera
transgeneracional. Entre estos genes se encuentran genes relacionados con
fosforilación de proteínas, transporte de colesterol y percepción sensorial. Entre
estos se encuentran genes blanco de la vía tipo insulina, SKN-1, y MXL-3. Por otra
parte, entre las generaciónes F5 y F10 se comparte el 41% de los genes
sobrexpresados (Fig. 22A). En estos genes se encuentran principalmente genes
relacionados con modificaciones de histonas, respuesta a estrés del retículo
endoplásmico y otros genes relacionados con transporte de colesterol.
Consideramos que estos genes constituyen genes de respuesta a la exposición
crónica a glucosa que se mantienen de manera transgeneracional. Los genes que
se sobre expresan exclusivamente en la F5 constituyen el 27% del total de genes
sobre expresados en todas las comparaciones. Estos están relacionados con
procesamiento de RNA y metabolismo de lípidos. Finalmente, entre los genes sobre
regulados hay 43 genes exclusivos de la F10, los cuales constituyen el 2%. La
ontología de procesos biológicos relacionados con estos genes es de regulación de
la autofagia, procesamiento de RNAs pequeños nucleares (snRNAs), respuesta a
estrés y acetilación de histonas. En el caso de los genes regulados a la baja, el
41% son exclusivos de la F5 (Fig. 22B). Estos genes se relacionan con
desestabilización de RNAs y metiltransferasas de histonas. Consideramos que los
genes diferencialmente expresados unicos para la F5 constituyen genes de
exposición crónica a glucosa que no presentan transgeneracionalidad o genes
involucrados en el establecimiento de la herencia epigenética transgeneracional. El
19% de los genes regulados a la baja se comparten entre la F5 y la F10, los cuales
constituyen un grupo de genes que se inducen por exposición crónica a glucosa y
se mantienen de manera transgeneracional. Estos genes se relacionan con
autofagia, especificación neuronal, y unión de la cromatina a la envoltura nuclear.
Los genes regulados a la baja unicos de la F10 constituyen el 39% del universo de
DEGs. Este grupo de genes están relacionados con señalización por TOR,
silenciamiento por RNA, modificaciones de histonas, y señalización por daño al
DNA. Nuestros datos indican que la exposición aguda, de una sola generación a 40
mM de glucosa, causa cambios transcripcionales los cuales se mantienen si la
exposición perdura. Sin embargo, la exposición crónica genera cambios
transcripcionales distintos a aquellos generados por una exposición aguda. Estos
cambios transcripcionales se mantienen en gran parte en la F10, indicando que la
exposición cronica a glucosa tiene efectos transgeneracionales que perduran por lo
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menos cinco generaciones posteriores a la exposición. Estos datos concuerdan con
el fenotipo transgeneracional sobre la conducta observado previamente (Fig. 15), e
indican que puede haber otros fenotipos transgeneracionales.

Figura 22. La exposición a glucosa durante una o cinco generaciones causa cambios
transcripcionales en genes de metabolismo de lípidos y sensoriales que se
mantienen de manera transgeneracional. A) Comparación de genes diferencialmente
expresados a la alta entre las tres condiciones (F1, F5 y F10) en comparación con animales
no expuestos a glucosa (P0) con términos de ontología de genes. B) Comparación de
genes diferencialmente expresados a la baja entre las tres condiciones con términos de
ontología de genes. La mayoría de los genes diferencialmente expresados en la F1 son
compartidos con la F5 y F10, y están relacionados con percepción sensorial y metabolismo
de lípidos. Los genes diferencialmente expresados exclusivos para la F5 y F10 están
relacionados con metabolismo lipídico, modificaciones de histonas y procesamiento de
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RNAs. Para estos análisis se usó un punto de corte de padj 0.05 y -log2foldchange de -2 y
2.
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Discusión

Los cambios conductuales por exposición a glucosa por una sola generación,
dependen de la vía de insulina y HIF-1

La vía de la insulina en C. elegans, como en otros organismos, se regula
parcialmente por el metabolismo de la glucosa, por lo que su análisis fue de interés
para este proyecto. Esto concuerda con que la vía de insulina está involucrada en la
reducción de la longevidad durante la exposición de los nematodos a alta glucosa
(Lee et al., 2019). Anteriormente observamos que las mutantes de DAF-16 (FOXO)
recuperan la conducta basal al benzaldehído cuando son expuestos a glucosa, es
decir que no presentan un aumento en la quimiotaxis naïve a este bajo la exposición
a glucosa (Fig 2). Al ser este factor de transcripción el último efector de la vía tipo
insulina quisimos analizar si la parte superior de la vía tipo insulina se encontraba
involucrada. Observamos que la mutante de AGE-1, PI3K en mamíferos, al ser
expuesta a glucosa no presenta un aumento de la atracción basal al benzaldehído;
sin embargo, la memoria asociativa al odorante aumenta (Fig. 9). Nuestros datos
indican que la participación de la vía de insulina sobre el cambio en la conducta
originado por la exposición a glucosa proviene corriente arriba del efecto DAF-16, y
por vía directa de DAF-2. Los datos generados en este trabajo, en conjunto con los
datos obtenidos anteriormente corroboran que la vía tipo insulina está regulando los
cambios conductuales hacía el benzaldehído causados por la exposición a glucosa,
mas no las afecciones de la memoria asociativa. Se conoce que algunas conductas
de quimiotaxis están reguladas por la vía de la insulina, tales como la quimiotaxis a
NaCl2 (Tomioka et al., 2006; Nagashima et al., 2019). Ya que los nematodos
mutantes en genes de la vía tipo insulina presentan una conducta similar a la de los
nematodos WT (N2) consideramos que la vía de la insulina no está participando
directamente en regular la conducta al benzaldehído. Sin embargo, es probable que
un estado metabólico alterado cause una desregulación global por medio de la vía
de la insulina que impacte directamente sobre el aprendizaje. Debido a que la vía de
la insulina está actuando en distintos tejidos, incluyendo neuronas e intestino,
consideramos de interés analizar si el efecto observado sobre la conducta está
regulado de manera específica. Esto nos permitiría comenzar a comprender si el
efecto de la vía de la insulina está actuando directamente sobre la conducta.

Por otro lado, la vía de SKN-1 está involucrada con la respuesta al estrés de
distintos orígenes (An et al-. 2003; Oliveira et al., 2009; Glover et al., 2013). Debido
a que este factor transcripcional está parcialmente regulado por la vía tipo insulina
quisimos determinar si este estaba involucrado sobre los cambios conductuales y la
afección a la memoria asociativa al benzaldehído causados por la exposición a 40
mM de glucosa. Nuestros resultados mostraron que la mutante de SKN-1 presenta
el mismo fenotipo que la cepa silvestre N2 en presencia de glucosa (Fig 10). Esto
sugiere que este factor de transcripción no está involucrado en el fenotipo
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observado, aun cuando este factor transcripcional si está involucrado con la
respuesta global a la exposición a glucosa (Alcantar-Fernandez et al., 2018). En C.
elegans mutantes en SKN-1 crecidos en alta glucosa tienen una esperanza de vida
mayor a los nemátodos silvestre expuestos a esta misma condición
(Alcantar-Fernandez et al., 2018). De igual manera se ha observado que la isoforma
SKN-1c está expresada a la baja en nematodos expuestos a glucosa. Con base en
esto, si la vía de SKN-1 estuviera involucrada en los fenotipos observados sobre la
quimiotaxis al benzaldehído esperábamos ver que el fenotipo se recuperara. Aun
cuando SKN-1 se ha asociado a integración neurosensorial de distintos estímulos
quimiotácticos, nuestros datos coinciden con aquellos reportados que la quimiotaxis
a benzaldehído no se ve afectada en mutantes de este factor transcripcional (Wilson
et al., 2017). Como mencionado anteriormente, en el sistema nervioso se expresa
predominantemente la isoforma SKN-1b, la cual se ha asociado con respuesta a
restricción calórica. Es probable que la expresión de esta isoforma no se vea
afectada ante la exposición a glucosa, ya que solo se han visto cambios con la
isoforma SKN-1c (Tartidas-Pallas et al., 2021).

Por otra parte, también en este trabajo encontramos que al analizar los nemátodos
mutantes de HIF-1, se observó que estos recuperan la conducta basal al
benzaldehído cuando son expuestos a alta glucosa (Fig 11). Mutantes de HIF-1, al
igual que nemátodos con RNAi de hif-1, tienen un aumento la esperanza de vida,
aun cuando son expuestos a glucosa (Chen et al., 2009; Alcantar-Fernandez et al.,
2018). HIF-1 también se está involucrado en el aumento de la esperanza de vida por
restricción dietética en C. elegans (Chen et al., 2009). En particular, su acción en
neuronas serotoninérgicas es necesaria para que se observe dicho fenotipo. En C.
elegans se ha asociado a la producción de serotonina con la esperanza de vida
(Murakami et al., 2007). Se ha propuesto que HIF-1 puede estar regulando la
producción de serotonina (Chen et al., 2009; Leiser et al., 2016). Se sabe que el
circuito neuronal del benzaldehído es dependiente de serotonina, por lo cual HIF-1
podría estar actuando en las mismas neuronas bajo la exposición a glucosa
causando cambios conductuales. Sin embargo, sería necesario analizar con mayor
detalle por medio de una mutante nula especifica en estas neuronas para
determinar si este es el caso.

Hoy en día se conoce que los estímulos ambientales pueden modificar los patrones
de expresión a partir de cambios en modificaciones de histonas, por lo que fue de
nuestro interés analizar si estos estaban implicados en los efectos conductuales
inducidos por glucosa. Como una primera aproximación analizamos la conducta y
memoria asociativa al benzaldehído de la cepa mutante de SET-30, metiltransferasa
de H3K4me1 y H3K4me2. Nuestros resultados demostraron que los nemátodos
mutantes a SET-30 expuestos a glucosa no presentan cambios en la quimiotaxis
naïve, indicando que esta proteína está involucrada en este fenotipo. Así mismo
observamos que tanto los nematodos expuestos a glucosa como aquellos en las
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condiciones control no presentan memoria asociativa al benzaldehído. La metilación
de H3K4 se ha implicado en la formación de la memoria asociativa en modelos de
condicionamiento al miedo (Gupta, et al., 2010). De igual manera ratones mutantes
en metiltransferasas de H3K4 en la corteza prefrontal tienen déficits en la memoria
espaciotemporal (Kerimoglu et al., 2013, Jakovcevski et al., 2015), por lo que
nuestros resultados concuerdan con la literatura sobre la importancia de la
metilación de H3K4 en la memoria asociativa. Es importante recalcar que durante
estos ensayos se utilizó una concentración menor de benzaldehído (0.33% en vez
de 1% de benzaldehído), debido a que los nematodos tenian una quimiotaxis basal
aumentada. Se conoce que los nematodos son extremadamente sensibles a
distintos estímulos externos, como temperatura, los cuales impactan en la
quimiotaxis de los nemátodos (Paridas et al., 2014). Debido a esto y a diversas
observaciones en el laboratorio consideramos que el aumento en la quimiotaxis
basal de los nemátosos SET-30 no se debe a efectos de la cepa, si no a efectos
ambientales no controlables.

Previamente habíamos observado que la exposición a 40 mM de glucosa causa un
aumento en la quimiotaxis basal al benzaldehído e inhibe la memoria asociativa a
este odorante. El fenotipo sobre la quimiotaxis basal se revierte en distintas
mutantes, indicando que la vía tipo de insulina, HIF-1 y CRH-1/CREB están
involucradas; sin embargo, aún no se ha caracterizado una vía involucrada sobre los
efectos de la glucosa sobre la memoria asociativa o aprendizaje. Debido a la
variedad de vías involucradas sobre el cambio en la quimiotaxis, consideramos que
este fenotipo es bastante pleiotrópico; sin embargo, el fenotipo sobre la memoria se
debe probablemente a un cambio más puntual. Se ha reportado que CRH-1/CREB
es esencial para la memoria asociativa (Kauffman et al., 2010). Así mismo se sabe
que bajo 100 mM de glucosa la expresión de crh-1 aumenta (Alcántar-Fernández et
al., 2019). Anteriormente habíamos observado en el laboratorio que mutantes de
crh-1 no tienen un aumento en la quimiotaxis al crecer en 40 mM de glucosa,
indicando que CRH-1/CREB está involucrado en los efectos de la glucosa sobre la
conducta. Con base en estos datos consideramos que la regulación de este factor
transcripcional pueda también estar participando sobre los efectos en la memoria
asociativa por exposición a glucosa. Debido a que la mutante de CRH-1/CREB no
presenta memoria asociativa, no es posible analizar los efectos de la glucosa sobre
esta por lo que es necesario utilizar otras estrategias.

Por otra parte, para determinar si el efecto de la glucosa en la conducta basal al
benzaldehído se debe a la expresión de crh-1 en neuronas se utilizó una cruza de la
cepa OH10689 con la cepa p:cre, permitiendo observar actividad de CRH-1 en GFP
y a las neuronas marcadas con RFP. Nuestras primeras aproximaciones mostraron
que existe un aumento en la actividad de CRH-1 como factor transcripcional en el
intestino cuando los nematodos se exponen a 40mM de glucosa (Fig 14) . Por otro
lado, se sabe que la restricción alimentaria afecta la actividad de crh-1 y afecta la
memoria a largo plazo, por lo que su participación en el fenotipo observado con
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glucosa concuerda con que CRH-1/CREB está regulado por estímulos nutricionales
(Kauffman et al., 2010). Nuestros resultados muestran los efectos de la exposición a
glucosa sobre la actividad de CRH-1/CREB. Para poder determinar si existe una
actividad diferencial de este factor transcripcional durante la quimiotaxis al
benzaldehído y en la memoria asociativa, sería necesario observar a los nematodos
durante una exposición a benzaldehído al igual que durante la evocación de la
memoria. Consideramos probable que cambios en la actividad de CRH-1/CREB en
neuronas solo se puedan apreciar bajo estas condiciones. De igual manera, el
análisis de RNAi en tejidos específicos permitirá determinar con mayor exactitud en
qué tejidos es necesaria la actividad de CRH-1/CREB dentro de nuestro fenotipo.

Una pregunta relevante que ha surgido en el estudio de los efectos de la glucosa en
C. elegans es si los fenotipos observados surgen de la exposición de C. elegans a la
glucosa directamente, o bien, del hecho de que los nemátodos están ingiriendo
bacteria que está expuesta a glucosa. Se conoce que los cambios en la fuente
nutricional de las bacterias afectan la salud de los nemátodos (Cabreiro et al., 2013).
Para determinar si el fenotipo observado sobre la conducta al benzaldehído y sobre
la memoria asociativa se debe a la exposición directa a glucosa o a la exposición de
la bacteria a glucosa, realizamos ensayos de quimiotaxis al benzaldehído con
nematodos crecidos en bacteria muerta (Suplementaria 1). En este contexto
nosotros observamos un aumento en la quimiotaxis naïve y una pérdida del
aprendizaje, sugiriendo que el fenotipo observado se da por la exposición directa de
los nemátodos a la glucosa. Recientemente se observó que al crecer la bacteria E.
coli en medio suplementado con bacteria, anterior a plaquear está en la caja de los
nematodos, causa una disminución en la longevidad y decrementa resistencia a
estrés (Kingsley et al., 2021). Estos datos sugieren que los metabolitos producidos
por las bacterias en presencia de glucosa, causan efectos deletéreos en el
nemátodo. Debido a esto no descartamos que los metabolitos bacterianos
producidos por el contacto con glucosa puedan estar teniendo un efecto sobre los
nemátodos y su conducta. Sería de interés analizar si crecer las bacterias en medio
adicionado con glucosa y retirar ese medio tiene efectos sobre la conducta.

La exposición crónica a glucosa causa cambios en la conducta de manera
transgeneracional

El que un estímulo ambiental pueda afectar a las generaciones subsecuentes ha
sido un tema controvertido, pero desde el punto de vista evolutivo, el que la
progenie de un organismo este ya pre-adaptada a las condiciones ambientales a las
que se enfrentan sus progenitores tiene claras ventajas para la supervivencia de la
especie. Cuando una herencia perdura más de tres generaciones después de la
exposición, esta se puede considerar un mecanismo de herencia epigenética
transgeneracional (TEI por sus siglas en inglés). En particular, en C. elegans se ha
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reportado que la exposición a un estímulo durante varias generaciones puede llevar
a cambios transgeneracionales. Anteriormente habíamos observado que la
exposición a 40 mM de glucosa causa cambios intergeneracionales, mas no
transgeneracionales. Con base a esto nos preguntamos si la exposición prolongada,
(durante varias generaciones) a 40 mM de glucosa causa cambios
transgeneracionales sobre la conducta y memoria asociativa a benzaldehído. Los
resultados obtenidos en esta tesis demostraron que la exposición constante durante
cinco generaciones a glucosa causa un fenotipo transgeneracional sobre la
conducta y la memoria asociativa a benzaldehído (Fig. 15) y que este fenotipo
perdura hasta cinco generaciones después del estímulo (F10). Es importante
mencionar que en el caso de los nemátodos expuestos durante cinco generaciones
a 40 mM, estos presentan un aumento en la variabilidad de la quimiotaxis basal
(naïve) al BA. Consideramos que este efecto se puede deber a que la exposición
crónica a glucosa causa que los nemátodos no puedan adaptarse de la manera
correcta a distintos cambios ambientales, por lo que estos serían mas sensibles a
cambios ambientales que puedan afectar la quimiotaxis. Se sabe que tanto el
esperma como el óvulo pueden dar la información necesaria para determinar un
fenómeno de herencia epigenética transgeneracional (TEI) (Dunn & Bale, 2011,
Fullston et al., 2013, Camsari et al., 2019). Sería de interés analizar si la herencia
transgeneracional observada ante la exposición a glucosa proviene de herencia
materna o paterna, y si existe un peso diferencial en el bagaje genético entre
esperma y óvulo en nuestro modelo experimental. Existen datos que indican que el
fenotipo epigenético puede perderse después de determinadas generaciones
(Moore et al., 2019). Debido a esto decidimos analizar si el fenotipo observado por
alta glucosa dura hasta 10 generaciones posteriores al estímulo de glucosa, es decir
hasta la F15. Nuestros datos mostraron que los nemátodos pertenecientes a la F15
presentan aún un aumento en la quimiotaxis naïve al benzaldehído y, en el caso de
los nematodos entrenados, no presentan memoria asociativa al benzaldehído (Fig.
15). Más experimentos deben realizarse para definir si el fenotipo observado se
pierde después de más generaciones lo que también sería importante desde el
punto de vista ecológico para permitir a los organismos adaptarse a las condiciones
ambientales cambiantes. Hasta ahora no se conoce como es que la herencia
epigenética transgeneracional se pierde ni cómo se regula en qué punto esto
sucede, por lo que nuestro modelo podría ser una excelente opción el estudio de
estos procesos.

Por otro lado, C. elegans es capaz de responder a distintos estímulos de odorantes,
por lo que fue de nuestro interés determinar si los cambios conductuales por la
exposición a glucosa son exclusivos del benzaldehído. Al analizar la conducta basal
de la generaciones F5 y F10 a 2-butanona observamos que la quimiotaxis al
odorante se ve afectada de manera transgeneracional con la exposición durante
cinco generaciones a 40 mM de glucosa (Fig. 16). Estos datos sugieren que dichos
cambios transgeneracionales no son exclusivos sobre la conducta al benzaldehído.
Cabe mencionar que tanto el benzaldehído como la 2-butanona son detectados por
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la neurona AWC (Bargmann and Horvitz, 1991). Para determinar si el efecto ocurre
de manera general en todo el sistema nervioso, sería de interés analizar la conducta
a otros odorantes y a estímulos no olfativos en nematodos silvestres o mutantes
carentes de la neurona AWC. Esta estrategía ayudaría a definir el papel del sistema
nervioso en el establecimiento del fenotipo transgeneracional.

Por otro lado, dado que se ha reportado que en C. elegans la TEI está mediada por
RNAs pequeños, y modificaciones de histonas, decidimos analizar cuáles de estas
vías están involucradas sobre el fenotipo transgeneracional observado ante la
exposición a glucosa. Como una primera aproximación se utilizaron nematodos
mutantes en nrde-3 (Fig 18). Observamos una alta variabilidad en la quimiotaxis de
los mutantes en todas las generaciones, incluyendo los nematodos nunca antes
expuestos a glucosa. Cabe mencionar que los ensayos de quimiotaxis
transgeneracional se hacen de manera pareada con todas las generaciones. Debido
a esto consideramos difícil poder llegar a una conclusión acertada sobre el papel de
NRDE-3 sobre el fenotipo observado. Se ha reportado que cepas mutantes en la vía
de RNAi, específicamente en gónada, son sensibles a la temperatura como la
mutante de HRDE-1. Es posible que mantener a los nematodos mutantes en
NRDE-3 a 20°C, como se hizo en este trabajo, al igual que su manejo para el
mantenimiento a temperatura ambiente, pueda estar causando un estrés que causa
cambios en el comportamiento que imposibilitan obtener resultados concluyentes.
Es claro que sería necesario analizar con mayor detalle la respuesta de NRDE-3 al
estrés para determinar si esta es la respuesta a la variabilidad observada.
Consideramos que mantener a los nemátodos en 15°C podría ser una buena
alternativa para disminuir el estrés ambiental, y que podría ayudar a disminuir dicha
variabilidad.

Debido a que la exposición a glucosa causa efectos globales sobre los organismos,
consideramos de interés analizar si el fenómeno de TEI observado se daba
únicamente en el sistema nervioso. Como una primera aproximación analizamos el
tamaño de los nematodos pertenecientes a las generaciones F5 y F10. Como
mencionado anteriormente, se ha caracterizado que la exposición a los nemátodos
a altas concentraciones de glucosa tiene como consecuencia un aumento en el
largo y en el área total de los nematodos (tesis de licenciatura Mariana Zurita y
Alcantar-Fernandez et al., 2018). En este trabajo observamos que los nematodos
crecidos durante una y cinco generaciones en 40 mM de glucosa tienen un aumento
en el tamaño, pero que este fenotipo no se hereda a los nematodos de la
generación F10 (Fig 19). Cabe mencionar que observamos un aumento en la
dispersión del tamaño de los nematodos pertenecientes en la F10. Esto podría
deberse a un retraso durante el desarrollo; sin embargo, sería necesario analizar
con mayor precisión el tiempo en cada estadío larvario de estos nematodos para
poder determinar si esto está ocurriendo. El incremento en el tamaño se asocia
principalmente a un aumento en el volumen celular y en la cantidad de lípidos.
Anteriormente se ha observado que la adición de lípidos al medio causa un aumento
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en la concentración lipídica en los nemátodos de manera intergeneracional; sin
embargo, en este modelo no se ha observado si existe un aumento del tamaño
(Wan et al., 2022). Con base en la información de la literatura consideramos que
nuestros datos pueden dar un indicio sobre que el metabolismo lipídico no se afecta
de manera transgeneracional. Pero para poder determinar con precisión esto sería
necesario analizar la acumulación de lípidos o la expresión de genes involucrados
en este proceso en la F10.

Otro de los efectos observados tras la exposición a alta glucosa es el aumento en el
estrés oxidativo (Alcantar-Fernandez et al., 2018). La mayoría de los estresores
celulares tienen repercusiones en la mitocondria donde uno de los mecanismos para
restablecer la homeostasis mitocondrial es la activación de la respuesta mitocondrial
a proteínas mal plegadas, o mtUPR (Zhao et al., 2002) que se activa por ROS,
metabolismo alterado, proteínas mal plegadas en la mitocondria y defectos en el
genoma mitocondrial (Shpilka & Hanes, 2018). Se ha caracterizado que que la
activación de la respuesta mtUPR en neuronas de C. elegans se puede heredar a
futuras generaciones de manera sistémica (Zhang et al., 2021) y se ha observado
que la activación de la respuesta mtUPR puede causar un aumento en la cantidad
de DNA mitocondrial (Lin et al., 2016). De igual manera se ha observado que la
exposición a 100 mM de glucosa puede causar disfunción mitocondrial
(Alcantar-Fernandez et al., 2019). Con base en estos datos quisimos analizar si la
exposición durante cinco generaciones a 40 mM de glucosa causaba un aumento en
la cantidad de DNA mitocondrial y si este se podía heredar transgeneracionalmente.
Sin embargo, nuestros datos indican que no existe un cambio en la cantidad de
mtDNA con respecto al gDNA ante la exposición a glucosa por 5 generaciones y por
lo tanto, tampoco de manera transgeneracional (Fig 18). Nuestros datos concuerdan
con aquellos publicados por Alcantar-Fernandez (2019), en que una sola exposición
a 40mM no causa cambios significativos en la cantidad de DNA. Sin embargo,
consideramos un dato importante el que un tiempo prolongado de exposición a
glucosa no cause dicho efecto. Debido a que a 100 mM de glucosa se han
observado dichos cambios, estudiar si tal exposición puede causar cambios
transgeneracionales en el número de mitocondrias necesita ser estudiado.

La exposición a glucosa causa cambios transcripcionales

Tanto a nivel celular como de un organismo completo, la exposición a glucosa a
niveles patológicos tiene diversos efectos a distintos niveles tales como alteraciones
metabólicas y mitocondriales además de su papel como un estresor osmótico y un
inductor de estrés oxidativo (Brownlee, 2001; Aronson, 2008; Luo et al., 2016). Para
determinar los efectos transcripcionales globales de la exposición a glucosa sobre
C. elegans, evaluamos los efectos de exponer a los nematodos a un medio
ambiente con glucosa durante una generación (F1; exposición aguda), y durante
cinco generaciones (F5; exposición crónica). Para esto realizamos RNA-seq de RNA
total obtenido de nemátodos expuestos a 40 mM de glucosa durante una y cinco
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generaciones, además de aquellos que después de cinco generaciones regresaron
a ser cultivados sin glucosa por cinco generaciones más (F10; efecto
transgeneracional). El análisis de nuestros datos de RNA-seq demostró que tanto la
exposición aguda (F1) como crónica (F5) tienen efectos sobre la expresión génica
en vías enriquecidas con transporte de lípidos y percepción sensorial (Fig. 20 y 21),
los cuales se mantienen en la F10. Entre los genes diferencialmente expresados
compartidos entre estas condiciones se encuentran genes blanco de la vía tipo
insulina, lo cual concuerda con los datos obtenidos en este trabajo de que esta vía
está involucrada. Otra vía cuyos genes blancos se encuentran diferencialmente
expresados por la exposición a glucosa es MXL-3. MXL-3 es un factor
transcripcional que regula la lipólisis y la acumulación de lípidos (Rourke & Ruvkun,
2013). En condiciones de alta glucosa se ha observado que MXL-3 se transloca al
núcleo inhibiendo la transcripción de la lipolisis, y en conjunto con SBP-1 aumenta la
transcripción de genes lipogénicos causando la acumulación de lípidos en los
nematodos (Mejia-Martinez et al., 2017). Así mismo se ha observado que MXL-3 se
expresa principalmente en el intestino y en la neurona sensorial AWC (Rourke &
Ruvkun, 2013). Debido a que la vía de percepción del benzaldehído depende de la
neurona AWC, consideramos la actividad de MXL-3 de interés para este proyecto.
Futuros experimentos para silenciar a MXL-3 exclusivamente en esta neurona serán
necesarios para definitivamente validar su participación en los efectos de la glucosa
sobre C. elegans.

Es interesante que la mayor parte de los genes sobreexpresados en la F1 se
comparten con la F5 y la F10; sin embargo, existen genes exclusivamente
sobreexpresados para estas últimas dos condiciones. En particular, los genes con
expresión diferencial, tanto sobre-expresados como expresados a la baja, únicos
para la F5 y la F10 están relacionados con vías de procesamiento de RNA y
modificaciones de histonas. Se sabe que el proceso de herencia epigenética
transgeneracional está regulado por la vía de procesamiento de RNAs en la gónada
y por marcas de histonas (Vastenhow, et al., 2006; Buckley et al., 2012; Buckhart et
al., 2011). Entre los genes diferencialmente expresados en estas generaciones se
encuentran diversas metiltransferasas, incluyendo a SET-2 y SET-16. Estas
proteínas son metiltransferasas de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4), la cual es una
marca de activación (Xiao et al., 2011). Esta marca se ha asociado previamente con
efectos transgeneracionales sobre la esperanza de vida, y sobre el metabolismo de
lípidos tras estrés nutricional en C. elegans (Geer et al., 2011; Wan et al., 2022).
Dado estos resultados consideramos que los efectos transgeneracionales
observados por la exposición a glucosa podrían estar mediada por la metilación de
la H3K4 aunque su participación deberá ser demostrada experimentalmente. En el
caso de los genes diferencialmente expresados en la F1 respecto a nemátodos no
expuestos a glucosa se encuentran genes blanco de la vía tipo insulina, SKN-1 y
MXL-3. Interesantemente, en la F1 no detectamos genes alterados en vías de
procesamiento de RNAs y de modificaciones de histonas. Estos datos concuerdan
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con las observaciones previas que una sola exposición a glucosa no genera un
fenotipo transgeneracional (Fig. 9) (Tesis de Licenciatura Zurita-León 2020).

Como fue mencionado anteriormente, en las tres condiciones hay genes
diferencialmente expresados relacionados con vías de percepción sensorial. Entre
estos se encuentra el gen B0207.7, el cual es un activador putativo de la actividad
de serina/treonina cinasa y se expresa únicamente en las interneuronas AIY
(Manning, 2005). El circuito capaz de sensar el benzaldehído y la 2- butanona
depende de la interneurona AIY, por lo que desregulaciones en este gen podrían
explicar los cambios en la conducta de estos odorantes observados en este trabajo.
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Conclusiones

1. La exposición aguda a glucosa durante una sola generación causa un
incremento en la atracción basal al benzaldehído dependiente de la vía tipo
insulina, AGE-1; la metiltransferasa de histonas, SET-30; y la vía del factor
inducido por hipoxia, HIF-1.

2. La exposición crónica a glucosa durante cinco generaciones causa un
incremento en la atracción basal al benzaldehído y 2-butanona, e inhibe la
memoria asociativa a benzaldehído de manera transgeneracional.

3. Los efectos transgeneracionales de la exposición durante cinco generaciones
a glucosa no afectan la cantidad de DNA mitocondrial, ni afectan el tamaño
de los nemátodos.

4. La exposición aguda a 40 mM de glucosa, durante una sola generación,
causa cambios transcripcionales en genes relacionados con el metabolismo
lipidico y la percepción sensorial.

5. La exposición crónica, de cinco generaciones a 40 mM de glucosa causa
cambios transcripcionales distintos a aquellos generados por la exposición
aguda, de los cuales algunos de ellos se mantienen de manera
transgeneracional; sin embargo, existen cambios transcripcionales unicos
que surgen en el modelo de transgeneracionalidad (F10).
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Figura 23. Resumen gráfico de las principales conclusiones de este trabajo.
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Perspectivas

Para poder entender con mayor precisión los efectos causados por la exposición a
glucosa de manera aguda y crónica consideramos que sería necesario analizar
otros fenotipos no relacionados con la conducta. En el caso de los efectos de la
exposición durante una sola generación a 40 mM de glucosa consideramos de
interés analizar con mayor detalle los efectos de la glucosa en las mitocondrias y el
estrés oxidante de los nemátodos. Como una primera aproximación se podría
analizár el metabolismo mitocondrial usando colorantes para medir la produccion de
radicales libres por medio de microscopía o por citometría de flujo. De igual manera
sería interesante analizar como se encuentra la acumulación y el metabolismo de
lípidos en los nematodos tras la exposición cronica a glucosa, y si existen cambios
en la condición de transgeneracionalidad.

Por otra parte, no sabemos como tal si los efectos sobre la conducta observados por
la exposición a glucosa se deben por la acción de las vías involucradas en el
sistema nervioso o en otros tejidos, por ejemplo el intestino. El efecto de la glucosa
puede ser diferencial dependiendo del tejido analizado, por lo que sería importante
analizar la expresión diferencial de genes exclusivamente en células neuronales por
medio de RNA-seq o RT-qPCR de genes específicos a partir de neuronas
sorteadas. Además, el uso de RNAs de interferencia tejido específico en neuronas
también podría permitirnos observar el efecto de distintas vías en el sistema
nervioso sobre el fenotipo observado. Principalmente consideramos que
CRH-1/CREB es de interés para dicho análisis, ya que en este trabajo observamos
que existe un aumento en su actividad en el intestino tras la exposición a glucosa
(Fig. 14). Por otra parte, silenciar específicamente a los genes MXL-3 y B0207.7 en
las neuronas AWC y AIY, respectivamente, o bien su rescate tejido específico en
animales mutantes podría definir definitivamente su participación en el fenotipo
conductual observado por la exposición a glucosa.

Como se mencionó previamente, sería de gran interés analizar si la exposición a 40
mM de glucosa durante cinco generaciones resulta en otros fenotipos de manera
transgeneracional. En particular sería interesante analizar si los nemátodos de la
F10 tienen un decremento en la esperanza de vida, ya que este fenotipo se ha
observado en nematodos expuestos a alta glucosa. Así mismo queda como
perspectiva el validar las vías involucradas sobre la transgeneracionalidad
observada, en particular las vías de procesamiento de snRNAs al igual que readers,
writers y erasers de marcas de histonas. En particular, se sabe que la marca de
activación H3K4me3 está involucrada con la transgeneracionalidad de acumulación
de lípidos bajo dietas altas en grasa (Wan et al., 2022) y metiltransferasas
encargadas de depositar esta marca están reguladas diferencialmente en la F5 y
F10, por lo que consideramos que esta marca podría jugar un papel central en el
establecimiento del fenotipo transgeneracional inducido por glucosa. El análisis de
los niveles de esta marca por Western Blot y/o Cut and Run serían enormemente
informativos. Finalmente, ya que los snRNAs están implicados en la herencia
epigenética transgeneracional, secuenciar RNAs pequeños de gónada podría
proveer información importante para entender este fenotipo con mayor precisión.
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Figuras suplementarias

Figura suplementaria 1. La exposición a glucosa causa cambios en el
comportamiento al benzaldehído, sin importar el metabolismo bacteriano. Para
evaluar la dependencia a ser alimentados con bacterias vivas o mueras, se realizaron
ensayos para evaluar la quimiotaxis a benzaldehído al 1% con nematodos crecidos en 0
mM de glucosa y 40 mM a los que se les realizó el protocolo de memoria asociativa en
placas de NGM con bacteria inactivada por calor. Nuestros resultados preliminares
muestran que la exposición a glucosa y bacteria muerta resultó en un aumento en la
quimiotaxis basal comparados con los nematodos naïve crecidos en 0 mM de glucosa.
Importantemente no se observa un incremento en la quimiotaxis de los nemátodos
entrenados crecidos en 0 mM de glucosa, sugiriendo que es necesario exponer a los
nemátodos a una bacteria viva para que se forme la memoria asociativa.
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