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Introduccion

Obesidad y diabetes, un panorama general

Las proyecciones realizadas por la Organizacién Mundial de la Salud indican que en los
préximos 5 anos aproximadamente 2,300 millones de adultos de 20 afios 0 mas tendran
sobrepeso y mas de 700 millones de adultos seran obesos (“OMS | Obesidad y
sobrepeso,” 2012). La obesidad se define como la acumulaciébn excesiva de grasa
corporal que puede ser perjudicial para la salud. Ocurre cuando hay un incremento del
tejido adiposo y un desequilibrio energético entre las calorias consumidas y las gastadas.
Los factores que contribuyen incluyen tanto al aumento en la ingesta de alimentos
hipercaléricos que son ricos en grasas, sal y azlUcares pero pobres en vitaminas,
minerales y otros nutrientes, como a la disminucion en la actividad fisica resultante del
sedentarismo y de una creciente urbanizacion. El sobrepeso y la obesidad son el quinto
factor principal de riesgo de defuncion en el mundo, causando por lo menos 2.8 millones
de muertes de personas adultas por ano (“World Health Statistics Annual 2011,” 2011).
Son considerados un factor de alto riesgo para las enfermedades cronicas, el 44% de la
carga de diabetes, el 23% de la carga de cardiopatias isquémicas y entre el 7% y el 20%
de la carga de algunos tipos de cancer son atribuibles al sobrepeso y la obesidad y
ademas, se han asociado a patologias pulmonares, dislipidemias, osteoartritis e
hipertensién (Cummings & Schwartz, 2003; “OMS | Obesidad y sobrepeso,” 2012).

En el mundo hay 347 millones de personas diabéticas’, la diabetes es una enfermedad
cronica que se desarrolla cuando el pancreas no produce insulina suficiente o cuando el
organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. El efecto de la diabetes no
controlada es la hiperglucemia, que con el tiempo dafa 6rganos y sistemas (“OMS |
Diabetes,” 2012).

Diversas hipbtesis proponen que los individuos fueron maximizando su capacidad de
almacenar energia para aumentar sus probabilidades de sobrevivir pues la grasa
almacenada puede ser usada en periodos de ayuno. Sin embargo, en contraste con sus
efectos benéficos durante estos periodos de bajo consumo energético, en periodos en los
que hay exceso de energia, los acidos grasos pueden inducir resistencia a la insulina,
aungue no son el Unico factor que la provoca, ya que también puede ser causada por la
acumulacién de grasa directamente, pues el tejido adiposo es una fuente de adipocinas,
las cuales son capaces de mediar la sensibilidad a insulina (Guenther, B., Markku, 2004).

La susceptibilidad a padecer diabetes o ser obeso, dependera al menos en parte de los
niveles de expresion de los genes responsables de la regulacién del metabolismo de
carbohidratos y de lipidos, pues ambos procesos contribuyen su desarrollo. Los
microRNAs (miRNAs) han sido identificados, junto con los factores de transcripcién, como
los factores de regulacion genética mas numerosos en genomas de organismos
multicelulares y el papel que desempenfan en procesos tan importantes como proliferaciéon
celular, diferenciacion celular y desarrollo nos hace considerar su participacién en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos. Esto es de suma importancia, pues podrian ser
potencialmente un blanco terapéutico para el tratamiento de estas patologias (Martinelli et
al., 2010; Sebastiani, Vendrame, & Dotta, 2011).

! Definicién de persona con diabetes utilizada: Paciente con glucemia (en ayunas o medicado) = 7.0 mmol/I.



Metabolismo energético

El metabolismo incluye todos los procesos bioquimicos que participan en la producciéon y
liberacion de energia y crecimiento. Estos procesos pueden ser anabdlicos o catabdlicos.
Al final, toda la energia contenida en la ingesta de nutrientes se manifiesta como calor,
trabajo o crecimiento, por lo tanto, el estado nutricional del cuerpo influye en la efectividad
de los procesos metabdlicos (Figura 1) (Boron & Boulpaep, 2005).

4 Trabajo mecanico H Contracciéon muscular, movimiento celular, etc. ‘

Carbohidratos ., B . X . , -
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Figura 1. Balance energético. Los humanos adquieren su energia de los alimentos que ingieren, la
almacenan y gastan en diversas formas; la ingesta debe balancear la suma de la liberacién mas el
almacenamiento energético (Boron & Boulpaep, 2005).

Almacenamiento y utilizacién de energia

La capacidad de un organismo para regular la produccién, almacenamiento y liberacion de
energia es vital para mantener un estado saludable y sobrevivir; debido a que la ingesta
de energia es un proceso intermitente y que el gasto energético es continuo, los
organismos requieren almacenar y repartir la energia que adquieren. Los alimentos
contienen carbohidratos, lipidos, proteinas, minerales y vitaminas, los cuales se hidrolizan
y se absorben; pero, cuando el uso de energia sobrepasa a la energia disponible
proveniente de la dieta, el organismo toma la energia que tiene almacenada para
satisfacer sus necesidades energéticas inmediatas (Hillgartner, Salati, & Goodridge, 1995;
Jequier & Tappy, 1999).

Carbohidratos

Los carbohidratos tienen la formula quimica (CH»O), y se adquieren en la dieta en forma
de mondémeros como glucosa, fructosa y galactosa, y de dimeros como sacarosa y lactosa
y carbohidratos complejos como el almidén. En el humano, el tracto intestinal rompe los
carbohidratos digeribles y absorbe los productos; después de llegar al torrente sanguineo,
estos carbohidratos se almacenan en el higado y en el musculo esquelético, en ambos
casos la forma predominante de almacenaje es el glucégeno, un polimero de la glucosa.
La sintesis del glucégeno a partir de la glucosa comienza con el transporte de la glucosa a
través de la membrana plasmatica, ya sea en el hepatocito o en la célula de musculo
esquelético; la elevacién de los niveles de glucosa en sangre y el incremento subsecuente
de insulina promueve esta entrada, una vez dentro de la célula, la glucosa se fosforila y se



convierte en glucosa-6-fosfato (G6P) en el citosol. Si la demanda metabdlica es baja, la
G6P se transforma en glucoégeno (Figura 2) (Boron & Boulpaep, 2005; Katz, Wals, & Lee,
1991; Porporato, Dhup, Dadhich, Copetti, & Sonveaux, 2011).

Los carbohidratos contienen 4.1 kcal/g, el higado contiene 75-100 g de glucogeno y el
musculo esquelético 300-400 g, por lo tanto, un humano de 70 kg tiene aprox. 700 g de
glucdgeno, por lo que la energia almacenada en esta forma puede llegar a ser de 3000
kcal, lo cual es suficiente para mantener al metabolismo basal por un dia asumiendo el
100% de eficiencia, sin embargo, esta forma de almacenamiento energético es esencial
puesto que algunos tejidos, particularmente el cerebro, dependen totalmente de los
carbohidratos para la obtencion de energia (Katz et al., 1991).
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Figura 2. Metabolismo de la glucosa. Después de entrar a un hepatocito o a una célula de musculo
esquelético, la glucosa se fosforila a glucosa-6-fosfato, la cual puede ingresar al proceso de
glucolisis para generar piruvato, hacia la via de las pentosas, o bien, puede ser utilizada para
sintetizar glucdgeno y asi almacenar energia (Porporato et al., 2011).

Lipidos

Los lipidos son sustancias solubles en solventes organicos e insolubles en agua. El tracto
intestinal rompe los triglicéridos que se absorben como acidos grasos y glicerol. Los
acidos grasos se componen de cadenas largas de 14 a 24 carbonos, las cuales pueden
ser saturadas o insaturadas, tienen ademas un grupo carboxilo terminal, siendo su
férmula general CHs;-(CH.),-COOH. Las células epiteliales del intestino, o enterocitos
permiten la entrada de los acidos grasos a través de su membrana apical y es dentro de
esta célula donde se esterifican para generar triglicéridos y fosfolipidos. El enterocito
contiene entonces a los triglicéridos, al colesterol, a los fosfolipidos y a las
apolipoproteinas en grandes agregados llamados quilomicrones, los cuales son llevados



hacia la superficie endotelial de los capilares del tejido adiposo, del musculo esquelético y
del corazén, en donde se encuentran con la lipasa de lipoproteina (LPL) la cual hidroliza a
los triglicéridos convirtiéndolos en acidos grasos y glicerol (Figura 3) (Figura 4) (Auwerx &
Staels, 1998; Gaudet et al., 2013; Koretsky, 1995).

Lumen intestinal Enterocito Fluido intestinal
Reticulo endoplasmatico liso

Via del monoglicérido

o Acidos grasos
Triglicéridos
Lipasa f l
f\) % Diacilglicerol
v

g? Acidos grasos Triglicéridos
‘ Via del acido fosfatidico

2-Monoglicéridos

Gluciosa ; ’”‘o\
Glicerol-3-P {L‘/ i
‘L /|| Quilomicrén
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% Triglicléridos o Q .

Acidos grasos
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Figura 3. Absorcion y re-esterificacion de los triglicéridos en el intestino. La lipasa pancreatica
rompe a los ftriglicéridos convirtiéndolos en acidos grasos y 2-monoglicéridos en el lumen del
intestino delgado. Estos productos entran al enterocito, el cual los re-esterifica mediante las vias
del monoglicérido o del &cido fosfatidico. Los triglicéridos resultantes se empacan en quilomicrones
los cuales entran a la linfa y finalmente, al torrente sanguineo (Boron & Boulpaep, 2005).

ApoE ApoB

Figura 4. Estructura de un quilomicrén. Las
apolipoproteinas representadas como (ApoA,

ApoA ApoB, ApoC, ApoE), triglicéridos como (T),
colesterol como (C) y en verde se muestran los
fosfolipidos (Gaudet et al., 2013).
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Los acidos grasos entran a los adipocitos, al misculo y a los hepatocitos. Los adipocitos
y las células musculares esterifican a los acidos grasos hacia glicerol para formar



monoglicéridos, diglicéridos vy triglicéridos. Los lipidos se almacenan principalmente como
triglicéridos en el tejido adiposo y en el masculo esquelético, y en todas las células, como
fosfolipidos de membrana. En los hepatocitos, los acidos grasos se llevan hacia f-
oxidacién o bien, convertidos en triglicéridos para almacenamiento.

El glicerol que se libera por accién de la LPL entra a los hepatocitos donde es
convertido a glucosa en el proceso de gluconeogénesis o en piruvato por medio de la
glucélisis. Los productos finales de la hidrélisis de la LPL son los quilomicrones que no
tienen triglicéridos, estos quilomicrones entran entonces a los hepatocitos por endocitosis,
e hidrolizan las grasas de estas estructuras utilizandolas como fuente de energia o
convirtiéndolas en lipoproteinas de muy baja densidad, para su transporte en sangre u
otros tejidos (Figura 5).

Los lipidos son el depésito que concentra la mayor cantidad de energia pues proveen
9.4 kcal/g. La grasa ha evolucionado para ser el depésito de energia por excelencia. La
mayor cantidad de grasa corporal se concentra en el tejido adiposo subcutaneo, y en
menor cantidad en el musculo y en depdésitos viscerales. Un humano de 70 kg con 20% de
grasa corporal (14 kg) tiene 131,000 kcal de energia almacenada en el tejido adiposo, si
se asume un 100% de eficiencia para convertir a la grasa en energia el metabolismo
podria mantenerse por 63 dias (Boron & Boulpaep, 2005).

Hepatocito
oy Triglicéridos
. /4 Colesterol
\ ; Fosfolipidos
Q Quilomicroén
LPL remanente Glicerol Gluconeogénesis
Glucolisis

Quilomicrén %
. Acidos s g-oxidacion

Triglicéridos Grasos Almacenamiento

Adipocito

Via del acido fosfatidico

y

Glucosa
Acidos

""""""" Glicel‘}ol-S-P
-

Acido fosfatidico Gota lipidica
.......... > (almacenamiento)

.. Diacilglicerol

Trigliceridos

Figura 5. Utilizacién y almacenamiento de los lipidos ingeridos en la dieta en humanos. La LPL en
los capilares rompe a los triglicéridos que estan dentro de los quilomicrones convirtiéndolos en
acidos grasos y glicerol. Los adipocitos vuelven a esterificar a los acidos grasos para convertirlos
en ftriglicéridos, los cuales se almacenan en gotas lipidicas. Los hepatocitos toman a los
quilomicrones remanentes por endocitosis, asi como a los acidos grasos y glicerol provenientes de
la ruptura de los triglicéridos, los cuales seran utilizados en procesos metabdlicos (Gaudet et al.,
2013).
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Existen interconversiones entre las moléculas que se ingieren en la dieta, por ejemplo,
un exceso en la ingesta de carbohidratos puede ser almacenado como ftriglicéridos en el
tejido adiposo (lipogénesis), también los aminoacidos ingeridos pueden ser convertidos en
triglicéridos o glucosa. Sin embargo, un exceso en la ingesta de lipidos se almacena en el
tejido adiposo en forma de triglicéridos, ya que los humanos no pueden convertir los
acidos grasos ni en glucégeno ni en proteinas (Boron & Boulpaep, 2005; Gaudet et al.,
2013).

Regulacion genética del metabolismo

Los requerimientos energéticos varian entre individuos y dependen de factores como la
eficiencia con la que se usa la energia y la actividad fisica diaria. Las diferencias entre la
eficiencia del uso de energia dependen en parte de factores genéticos. La regulaciéon
metabdlica en organismos complejos tiene varios tipos de control, entre los que se
encuentran el control alostérico clasico de la actividad de las enzimas que participan en
las vias metabdlicas; las modificaciones post-traduccionales como fosforilaciones,
glicosilaciones, acetilaciones, etc.; la regulacién traduccional, la cual afecta a los niveles
de expresion de las proteinas claves del metabolismo y el control post-transcripcional
donde participan moléculas como los RNAs pequefios.

El control transcripcional depende de las sefales especificas que van al nacleo celular,
de los mecanismos moleculares de los factores de transcripcién que participan de manera
especifica y, de los eventos que ocurren como consecuencia de la transcripcién de un gen
determinado. Los cambios en los niveles de glucosa influencian a la expresién de
diferentes genes directamente o mediante la produccion de insulina por las células B
pancreaticas. Algunos genes blanco tienen relaciéon con procesos como el transporte de
glucosa, sintesis de glucagén, etc. La regulacion de los genes que participan en el
metabolismo de acidos grasos es considerada como un mecanismo de regulacion a largo
plazo, se lleva a cabo por una variedad de factores de transcripcion como los SREBPs
(Sterol Regulatory Element-Binding Proteins), los cuales participan en la sintesis de
colesterol y la toma y biosintesis de acidos grasos o los C/EBPs (CCAAT-enhancer-
binding protein) los cuales se encuentran en células como los hepatocitos, adipocitos, etc.,
y controlan genes esenciales de procesos metabdlicos como la adipogénesis (Boron &
Boulpaep, 2005; Desvergne, Michalik, & Wahli, 2006; Rottiers & N&ar, 2012; Salway,
2004).

Control de la expresion genética

A) Proteinas de unién a RNA

La regulacion post-transcripcional de la expresion genética es un mecanismo conservado
que permite modular la cantidad de proteina que hay en una célula eucarionte, esto tiene
un efecto importante en el metabolismo, ya que controla la localizaciéon y los tiempos de
las vias implicadas en el mismo. Este proceso puede darse mediante la unién de
complejos especificos RNA-proteina a las regiones no traducidas de los mensajeros
blanco (Beuck et al., 2010). Por lo tanto, las proteinas de union a RNA (RBPs; RNA-
binding proteins) son capaces de regular la expresibn de genes cruciales en el
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metabolismo, en el desarrollo y el mantenimiento de la homeostasis ya que estas
proteinas regulan multiples aspectos del metabolismo del mRNA (Wang et al., 2009;
Wright et al., 2011).

Proteinas STAR/GSG

La familia de proteinas STAR/GSG (STAR/GSG; Signal Transduction and Activation of
RNA/ GRP33, Sam68, GLD-1) estd conformada por proteinas de regulacion que son
capaces de unir moléculas de RNA. Se han encontrado conservadas en varios
eucariontes superiores. Entre estos se encuentran los nematodos, las moscas y los
ratones (Biedermann, Hotz, & Ciosk, 2010; Jan, Motzny, Graves, & Goodwin, 1999). Las
proteinas STAR participan en procesos como la espermatogénesis, el desarrollo del
sistema nervioso de los metazoarios y el desarrollo de las alas en Drosophila (Chénard &
Richard, 2008; Matter, Herrlich, & Kbnig, 2002).

Se caracterizan por tener un dominio de 200 aminoacidos altamente conservado
llamado STAR, que consiste en un dominio KH (KH; heteronuclear ribonucleoprotein
particle K Homology) que se encuentra flanqueado por dos regiones homélogas llamadas
QUA1 y QUA2, el subdominio QUA1 es el que permite la homodimerizacion de estas
proteinas, mientras que el dominio QUA2 en conjunto con el KH permiten la unién del
RNA (Figura 6) (Ryder & Williamson, 2004). Y, aunque las bases estructurales de la union
al RNA alin no se conocen, el hecho de que el dominio STAR esté altamente conservado
sugiere que participa en el mecanismo de reconocimiento (Beuck et al., 2010).

Ademas de su capacidad de unir RNA, se ha descrito que las proteinas STAR tienen un
papel en la transduccion de sefiales pues tienen regiones ricas en prolina, dominios SH3-
y WW, asi como una cola de tirosinas en su extremo carboxilo terminal (Chen, Damaj,
Herrera, Lasko, & Richard, 1997).

GLD-1

La proteina GLD-1 es una proteina prototipo de la familia STAR capaz de reprimir la
traduccion de ciertos mensajeros. Se ha visto que se asocia directamente a cientos de
transcritos mediante secuencias que se encuentran en la region 3’ UTR de los mensajeros
blanco; el subdominio KH-QUA2 es suficiente para que GLD-1 se una al RNA aunque la
falta del subdominio QUA1 reduce considerablemente la afinidad por su secuencia de
uniéon (Figura 6) (Beuck et al., 2010; Jan et al., 1999; Scheckel, Gaidatzis, Wright, & Ciosk,
2012). Se ha reportado que la proteina GLD-1 participa en el almacenamiento del RNA
mensajero y, debido a que los mensajeros estables codifican para proteinas criticas para
diferentes procesos como el metabolismo y el desarrollo, y, a que su estabilidad es
importante para que se acumulen eficientemente, se puede entender la importancia que
tiene esta proteina (Scheckel et al., 2012; S. Zhang, Williams, Wormington, Stevens, &
Peltz, 1999).
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Figura 6. Estructura de la proteina GLD-1, miembro de la familia de proteinas STAR. Se muestran
los dominios descritos; la estrella en el dominio QUA2 representa una variacion interna de 3
aminoacidos causada por splicing alternativo (Beuck et al., 2010).

B) El RNA como regulador de la expresién genética

Analisis recientes han revelado que el 80-98% del genoma humano se transcribe pero
sblo el 1.4% de estos transcritos codifica para proteinas; el 98% de los transcritos
restantes permanecen en forma de RNA no codificante (ncRNA) (Gerstein et al., 2010)

El RNA es la molécula central en la expresiébn genética pues sirve como mensajero.
También es central en procesos de catélisis y puede unirse a distintos metabolitos.
Evolutivamente hablando, el repertorio de genes que codifican para proteinas ha
permanecido relativamente estatico, mientras que la cantidad de secuencias no
codificantes ha aumentado significativamente junto con la complejidad de los organismos,
esta observacion se basa en la evidencia que se ha encontrado de la funcionalidad de
estos transcritos (Amaral & Mattick, 2008).

Los ncRNAs pueden dividirse en infraestructurales y reguladores, los infraestructurales
se expresan constitutivamente e incluyen a los RNAs ribosomales (rRNAs), RNAs de
transferencia (tRNAs) y a los RNAs pequefios nucleares (snRNAs). Los ncRNAs
reguladores se han clasificado en Piwi-Interacting RNAs (piRNAs), RNAs de interferencia
pequenos (siRNAs), RNAs largos no codificantes (IncRNAs), RNAs asociados a
promotores (PARs), RNAs “enhancers” (eRNAs), RNAs pequefios temporales (stRNAs) y
los microRNAs (miRNAs), todos estos elementos pueden controlar la expresiéon de RNAs
mensajeros blancos creando una respuesta a la sefal de una serie de complejas redes
celulares entrelazadas (Tabla 1) (Cech, 2010; Kaikkonen, Lam, & Glass, 2011; Ponting,
Oliver, & Reik, 2009). En organismos vertebrados, se producen miles de estas moléculas,
y resulta importante caracterizar sus blancos y sus funciones, ya que el entendimiento de
la biologia de estos RNAs no codificantes nos ayudara a comprender procesos bioldgicos
globales (Neilson & Sharp, 2008).
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Tabla 1. Tipos de ncRNAs en células eucariontes, caracteristicas y funciones

Tipo Nombre Longitud Caracteristicas Funciones
(nt)
piRNA PIWI - 24-31 Pueden formar complejos Participan suprimiendo la actividad
interacting con las proteinas PIWI que de los elementos transposones
RNA pertenecen a la familia durante el desarrollo de la linea
Argonauta. germinal en Drosophila (Aravin et
Tienen una modificacion 2’- al., 2003).
O-metil en su extremo 3’y En mamiferos también participan
una uridina en su extremo en el silenciamiento de
5. transposones durante la
Son complementarios a una espermatogénesis (Kuramochi-
variedad de secuencias Miyagawa et al., 2008).
repetitivas y transposones En células somaticas participan
(Kaikkonen et al., 2011). regulando al ciclo celular, como se
observo en un modelo murino
(Quiling Wu, 2010).
siRNA Small 20-24 RNAs de doble cadena con Un apareamiento perfecto con sus
Interfering dos nucleotidos sin aparear blancos los lleva a un corte
RNA en sus extremos 3. endonucleolitico, un apareamiento
Sus funciones efectoras no perfecto con sus blancos los
ocurren en el citoplasma en lleva a represion traduccional o
conjunto con las proteinas degradacion exonucleolitica (Fire,
Argonauta (Carthew & A., 1998)
Sontheimer, 2009; Voinnet, Induce la formacion de
2002). heterocromatina (Carthew &
Sontheimer, 2009).
Provoca silenciamiento del mismo
locus del que se derivan (Grewal,
2010).
PAR Promoter- 16 - 200 RNAs de cadena sencilla, Pueden activar o reprimir la
associated expresados a bajos niveles transcripcion de sus blancos, los
RNA y con una vida media muy mecanismos que usan este tipo de
corta (Kapranov et al., RNAs aun no son dilucidados pero
2007). se ha encontrado que pueden ser
por medio de modificaciones a la
cromatina (Han, Kim, & Morris,
2007; Morris, Santoso, Turner,
Pastori, & Hawkins, 2008).
eRNA “Enhancer” 100 - 9000 RNAs de cadena sencilla, AUn no se han dilucidado sus
RNA producidos mecanismos de funcionamiento,

bidireccionalmente de
regiones “enhancer”
enriquecidas para Polll y
coactivadores como p300.
Tienen una vida media corta
y sus secuencias estan
conservadas, su expresion
correlaciona positivamente
con la expresion sus
mRNAs blanco (De Santa et
al., 2010).

pero se especula que funcionan
como activadores transcripcionales
y su actividad parece ser secuencia

especifica (Jrom et al., 2010).
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IncRNA

Long non-
coding RNA

> 200

Son en su mayoria RNAs
nucleares aunque hay
algunos subgrupos
localizados en el citoplasma.
No estan evolutivamente
conservados a excepcion de
los RNAs no codificantes
largos intergénicos
(lincRNAs). Estan sujetos a
modificaciones por splicing,
poliadenilacion y
modificaciones post-
traduccionales (Ponting et
al., 2009).

Remodelaciéon de la cromatina,
regulacion transcripcional,
regulacion post-transcripcional,
splicing, localizacion de factores de
transcripcion, son precursores de
los siRNAs, son componentes de
los organelos nucleares (Kaikkonen
et al., 2011; Ponting et al., 2009;
Wilusz, Sunwoo, & Spector, 2009).

stRNA

Short
temporal
RNA

~70

RNAs de cadena sencilla,
parcialmente
complementarios a sus
RNAs blanco, altamente
conservados entre especies
(Voinnet, 2002).

Inhiben el inicio de la traduccién
(Kaikkonen et al., 2011; Voinnet,
2002).

miRNA

microRNA

20-24

RNAs de cadena sencilla,
parcial o totalmente
complementarios a sus
mRNAs blanco,
conservados entre especies
(Voinnet, 2002).

Puede llevar a degradacion a sus
mRNAs blancos, bloqueo de la
traduccion, etc. (Neilson & Sharp,
2008). Las funciones de este tipo de
RNAs seran detalladas méas
adelante en el texto.
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Los microRNAs

Los microRNAs son moléculas de RNA no traducidas que se encuentran codificadas en el
genoma, miden aproximadamente 21-24 nucleétidos y son capaces de regular los niveles
de expresion de sus genes blanco, pues los mensajeros blanco contienen secuencias
complementarias a los microRNAs. Estas moléculas se expresan en una amplia variedad
de organismos, desde plantas hasta gusanos y humanos, y muchos estan conservados
entre especies. Se encontr6 que mas de un tercio de los microRNAs identificados en C.
elegans tienen homologos en el humano. Se ha predicho que en mamiferos el 50% de los
genes que codifican para proteinas se encuentra bajo el control de los microRNAs.
Estudios funcionales indican que participan en todos los procesos celulares que se han
investigado hasta el momento, es importante sefalar se han asociado cambios en su
expresion con algunas patologias como el cancer (Bartel, Lee, & Feinbaum, 2004; Krol,
Loedige, & Filipowicz, 2010; Lim et al., 2003; Pillai, 2005). La investigacion pionera en el
campo de los microRNAs y sus funciones se realizd precisamente en el nematodo C.
elegans. Fue en este organismo en el que se descubrieron los dos primeros microRNAs
que fueron caracterizados lin-4 y let-7 (Chalfie, Horvitz, & Sulston, 1981). En el genoma
del C. elegans se han encontrado alrededor de 300 genes que codifican para microRNAs
y se estima que este nimero aun puede aumentar (Grad et al., 2003; Lim et al., 2003).

Los microRNAs se procesan a partir de moléculas precursoras llamadas pri-microRNAs,
las cuales se transcriben por la RNA polimerasa Il a partir de genes independientes.
También pueden estar en los intrones de genes que codifican para proteinas, y, algunos
de ellos se encuentran agrupados en transcritos policistrénicos, lo que permite una
expresion coordinada de los mismos. Los pri-microBRNAs generalmente se transcriben
como moléculas poliadeniladas de aproximadamente 1 kb de longitud, y adquieren una
estructura de tallo-asa al plegarse sobre si mismos para poder actuar como sustratos de
dos enzimas de la familia de las RNAsas lll, lamadas Drosha y Dicer. El producto que se
obtiene del corte de Drosha es otro precursor del microRNA llamado pre-microRNA, esta
es una molécula de ~70 nucleétidos con estructura de tallo-asa blanco de la Exportina 5 y
por tanto es exportado del nucleo al citoplasma donde es procesada por Dicer. Esta
enzima remueve la regién que forma al asa del pre-microRNA y genera un segmento de
doble cadena de 21-24 nucleétidos. Una de las hebras de este segmento se incorpora al
Complejo de Silenciamiento Inducido por microRNA (miRISC), uno de los componentes
principales de este complejo son las proteinas Argonauta, las cuales pueden unirse
directamente al microRNA; ya como parte de este complejo, los microRNAs pueden unirse
a sus mensajeros blanco e inducir su represion transcripcional o su degradacién. En
animales, el apareamiento puede ser parcial entre el microRNA y el RNA mensajero
blanco y normalmente resulta en una menor expresion de la proteina, a través de una
variedad de mecanismos que incluyen la degradacion del mensajero y la represion
traduccional. Se ha visto que las plantas también pueden usar control transcripcional
como mecanismo para el silenciamiento de sus blancos. En cualquier organismo
estudiado hasta el momento se ha visto que si la secuencia del microRNA y de su sitio
blanco son totalmente complementarias el mensajero blanco sera degradado si una
proteina Argonauta activa se encuentra unida. Es importante tener en cuenta que en todo
este proceso participan cofactores, proteinas accesorias y proteinas reguladoras que
resaltan la importancia del control preciso que debe existir sobre el proceso (Figura 7)
(Bracht, Hunter, Eachus, Weeks, & Pasquinelli, 2004; Grishok et al., 2001; Krol et al.,
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2010; Y. Lee, Jeon, Lee, Kim, & Kim, 2002; Pasquinelli, 2012; Yi, Qin, Macara, & Cullen,
2003).
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Figura 7. Biogénesis de los microRNAs. En animales, los genes de los microRNAs se transcriben
como pri-microRNAs que son procesados hasta pre-microRNAs por Drosha, los pre-microRNAs
son exportados por la Exportina 5 (XPO 5) y procesados en citoplasma por Dicer, una de las
hebras se une entonces al complejo de silenciamiento inducido por microRNAs (miRISC) que unira
al mensajero para su regulacion, la otra hebra del duplex se degradara. En plantas, el proceso es
similar excepto que la proteina Dicer-like (DCL) lleva a cabo ambos cortes en el nicleo (Modificada
de Pasquinelli, 2012).

Mecanismos de regulacién por miRNAs
1) Reconocimiento de los blancos

La regulacibn de la expresion de los genes blanco de los microRNAs ocurre
predominantemente a nivel post-transcripcional. Inicialmente, los blancos son
seleccionados mediante apareamiento Watson-Crick de bases complementarias entre el
microRNA cargado en el complejo miRISC y el mensajero blanco. El hecho de que sélo
requieran ser parcialmente complementarios a sus blancos les permite regular a multiples
mensajeros; su tamano pequeno limita la informacibn que se podria obtener de su
secuencia con respecto a la especificidad que tienen y la funcidon que desempefiaran, sin
embargo, se ha encontrado un motivo comun: se ha visto un apareamiento entre el
mensajero y los nuclebtidos 2 y 7 en el extremo 5’ del microRNA, esta regién se conoce
como la region semilla y en algunos contextos experimentales se ha visto que es
necesaria y suficiente para la regulacion del blanco. También hay casos en los que existe
un apareamiento imperfecto en el extremo 5° que puede ser compensado con
interacciones abundantes en el extremo 3’, y recientemente se han descrito sitios
centrales en los que los nucleétidos del centro del microRNA son los que forman uniones
contiguas con el blanco. Es importante mencionar que se han descrito sitios de unién
funcionales que no encajan en ninguna de las categorias descritas, esta flexibilidad
sugiere que hay factores adicionales al apareamiento de bases que se requieren para
generar interacciones funcionales in vivo para la regulacion de los mensajeros (Figura 8)
(Pasquinelli, 2012).
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Figura 8. Ejemplos de sitios blanco funcionales de diferentes microRNAs.

a) En plantas los microRNAs tienen un apareamiento casi perfecto con sus blancos, se observa
como ejemplo el sitio de union del miRNA-171 en la regiéon codificante del mensajero del gen
SCL6-1ll de Arabidopsis thaliana.

b) En animales es mas frecuente el apareamiento parcial entre los microRNAs y sus blancos. Se
observa un ejemplo de region semilla, los nucleétidos 2-7 del microRNA /in-4 se unen a la regién 3’
UTR del mensajero del gen lin-14 de C. elegans. Las lineas adicionales indican otros sitios blanco
de lin-4, no todos tienen region semilla.

c) En animales se ha visto también regulacion de los mensajeros si éstos tienen sitios de unién a
microRNAs en sus regiones codificantes, como es el caso del gen oct4 de Mus musculus que
puede unirse al miRNA-470.
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d) Se observa la unién de la regién central de la secuencia del miRNA-124 con su mensajero
blanco, el sitio de unién se encuentra en la regién 3’ UTR del gen raptor de humano (Modificada de
Pasquinelli, 2012).

2) Degradacion de los blancos

En células animales se ha caracterizado un mecanismo en el cual el microRNA dirige a
sus blancos hacia una via de degradacion 5’-3’ de mensajeros, donde el mensajero pierde
primero su cola de adeninas en el extremo 3’ por accién de un complejo de desadenilasas
y después pierde el CAP en el extremo 5, lo que lo llevara a ser degradado por
exonucleasas en el citoplasma. El papel de cada una de estas proteinas ha sido
demostrado al observarse que la cantidad de mensajeros blanco aumenta cuando estos
factores se depletan (Figura 9) (Eulalio et al., 2009; Huntzinger & lzaurralde, 2011;
Rehwinkel, Behm-ansmant, Gatfield, & Izaurralde, 2005; Schmitter et al., 2006).
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Figura 9. Degradaciéon de mensajeros blanco en células animales. a) El microRNA unido a las
proteinas Argonauta y GW182 es capaz de reconocer a sus mensajeros blanco mediante
apareamiento de bases parcialmente complementarias. b) Los componentes del complejo de
proteinas desadenilasas CAF1, CCR4 y NOT remueven la cola de adeninas del mensajero, este
proceso es mediado por el complejo GW182-Argonauta c) La enzima DCP2 es activada por
factores como DCP1, DDX6 y EDC4 para remover el CAP del extremo 5’ del mensajero, este
proceso es dependiente del tipo celular y/o blanco especifico. d) Los mensajeros que pierden su
CAP son rapidamente degradados en el citoplasma por la enzima XRN1, una exonucleasa 5’-3’
(Huntzinger & Izaurralde, 2011).
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3) Regulacién a nivel traduccional
a) Represion

Hay casos en animales y plantas en los que los microRNAs son capaces de reducir los
niveles de las proteinas blanco, pero no de su mensajero, esto sugiere que se lleva a
cabo una represién a nivel traduccional. Hay evidencia de inhibicion del inicio y de la
elongacion de la traduccién, asi como de protedlisis dirigida al péptido que esta siendo
sintetizado a partir del mensajero blanco (Humphreys, Westman, Martin, & Preiss, 2005;
Petersen, Bordeleau, Pelletier, & Sharp, 2006).

Para el caso de los animales, un mensajero es apto para ser traducido si tiene la
estructura CAP en su extremo 5’ y la cola de adeninas en su extremo 3’ pues los factores
que se asocian a estas estructuras provocan que el mensajero adopte una estructura
circular quedando protegido de la degradacion y ademas, esta estructura es
eficientemente traducida; hay evidencia que indica que los microRNAs interfieren con
estos factores, particularmente con el complejo elF4F y con la proteina PABPC, que son
los que se asocian con el CAP y con la cola de adeninas, respectivamente,
comprometiendo asi la estructura y la estabilidad del mensajero. Se ha descrito otro
mecanismo, en el cual el complejo CCR4-NOT es reclutado por la proteina GW182, para
remover la cola de adeninas del extremo 3’ del mensajero blanco, comprometiendo de
igual manera su estructura e inhibiendo asi el inicio de la traduccién. La represiéon
traduccional también puede ser inducida por el complejo miRISC un paso después del
inicio ya que este complejo es capaz de quitar al ribosoma que se encuentra posicionado
sobre el mensajero y ademas se ha visto que puede estimular la proteoélisis del péptido
recién sintetizado (Figura 10) (Braun, Huntzinger, Fauser, & Izaurralde, 2011; Huntzinger
& lzaurralde, 2011; Jackson, Hellen, & Pestova, 2010).

Ribosoma

Figura 10. Represién a nivel traduccional mediada por microRNAs a) El complejo miRISC lleva a
cabo la inhibicion del inicio de la traduccién, al reclutar al complejo CCR4-NOT se impide el
posicionamiento del ribosoma, mostrado en color café. b) La inhibiciébn de la elongacién de la
traduccién es causada por el complejo miRISC, ya que remueve al ribosoma posicionado sobre el
mensajero y causa la proteolisis del péptido recién sintetizado mostrado en color rojo (Braun et al.,
2011).
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b) Activaciéon

Se ha observado que los microRNAs son también capaces de estimular la traduccion de
sus mensajeros blanco; por ejemplo, los complejos microRNA-Argonauta pueden inducir
la traduccion de mensajeros especificos en células de mamifero si éstas se encuentran en
estado quiescente, lo que se prob6 en un modelo de Xenopus laevis. Se ha reportado
ademas que hay secuencias ARE (AU-rich elements; elementos ricos en adenilato-
uridilato) que estan conservadas en las regiones 3’ no traducidas de algunos mensajeros,
y que controlan la expresion del gen de forma post-transcripcional, ya que a estas
secuencias pueden unirse factores que activan la traduccién. Esta unién esta dirigida por
microRNAs: esto se describi6 en un modelo de células HEK293 en donde la unién y
activacion de la traduccion ocurre si el ciclo celular se encuentra en arresto. En un modelo
de células de raton, se describi6 la asociacion de un microRNA (el miR-10a) con la regién
5’ no traducida de mensajeros que codifican para proteinas ribosomales, induciendo de
esta manera su traduccién (Mortensen, Serra, Steitz, & Vasudevan, 2011; Grom, Nielsen,
& Lund, 2008; Vasudevan, Tong, & Steitz, 2007).

microRNAs y la respuesta a estrés

El estrés celular puede definirse como la respuesta de la célula a la amenaza de dafo
macromolecular. Comprende un mecanismo evolutivo altamente conservado que protege
a las células de cambios ambientales subitos o fluctuaciones frecuentes de factores
ambientales (Kiltz, 2003). La respuesta al estrés se asocia con aspectos esenciales del
procesamiento y estabilidad de proteinas y DNA; el estado al que las células se desvian
puede causar un desbalance metabdlico (Leung & Sharp, 2010). Dependiendo de la
severidad y la duracion del estrés, las células pueden reestablecer su estado previo de
homeostasis o bien, adoptar un estado alterado en el nuevo ambiente, estas respuestas al
estrés son mediadas por varios mecanismos como, por ejemplo, el arresto del crecimiento
celular, la rapida eliminacibn de macromoléculas danadas o la activacion de ciertos
programas de expresion de genes e incluso, la muerte celular cuando las células ya no
pueden lidiar con el dafo excesivo causado por el estrés (Kiiltz, 2005).

Los microRNAs tienen varias propiedades que los hacen candidatos ideales para
defender al organismo durante el estrés: estratégicamente regulan los pasos finales en la
traduccion, pueden controlar la estabilidad de numerosos mensajeros blanco que se
encuentran presentes antes del estrés y entonces, cuando el estrés pase, la célula pueda
ser programada para comenzar mdultiples procesos correctivos y asegurar asi la
sobrevivencia; los microRNAs pueden aumentar o disminuir la expresidon de genes,
dependiendo de la asociacion con otras proteinas de unién a RNA y pueden unir multiples
blancos ya que no requieren ser totalmente complementarios y, por tanto, puede
potencialmente haber un cambio en los blancos particulares que regulan durante el estrés
(Leung & Sharp, 2007; van Rooij et al., 2007).

Varios estudios de inactivacién han revelado que algunos microRNAs son dispensables
para el desarrollo o viabilidad de los organismos en condiciones normales, sin embargo,
cuando los organismos se someten a condiciones de estrés la falta de microRNAs
especificos se ve reflejada en un fenotipo alterado, por ejemplo, las moscas que no tienen
miR-7 no desarrollan bien los ojos cuando hay temperaturas cambiantes (X. Li, Cassidy,
Reinke, Fischboeck, & Carthew, 2009). La inactivacién del miR-8 impide la respuesta a
estrés osmotico como se observd en un modelo de pez cebra (Flynt et al., 2009) y los

21



ratones que no tienen miR-208 no pueden hacer frente a sobrecargas cardiacas (Van
Rooij et al., 2007). Por lo tanto, a pesar de que las mutaciones en distintos microRNAs
pueden resultar aparentemente normales, los organismos pueden exhibir crisis fenotipicas
en condiciones de estrés. Otros ejemplos especificos que denotan la participacion de los
microRNAs en condiciones de estrés son los microRNAs miR-34a, miR-34b y miR-34c
cuya expresion se induce cuando hay dafio a DNA (Wong, Yu, Walsh, & Yang, 2011) y
miR-399 que se induce en plantas cuando enfrentan falta de fosfato (Franco-Zorrilla et al.,
2007).

Se ha visto que en condiciones de estrés, una subpoblacién tanto de los microRNAs,
como de los blancos y de las proteinas Argonautas se concentra en granulos especificos
llamados granulos de estrés (SGs, Stress Granules), cuya formacién se regula por
cinasas que responden al calor, radiacién UV, estrés oxidativo, etc. modulando asi la
actividad de los microRNAs (Anderson & Kedersha, 2008; Leung, Calabrese, & Sharp,
2006).

Las observaciones que se han descrito de la participacion de los microRNAs en
condiciones de estrés y la regulacion que ejerce el estrés sobre los microRNAs forman
sblo una parte de la respuesta, pues ain no se conocen los mecanismos moleculares
mediante los cuales un organismo puede responder a cambios en el ambiente, como
fluctuaciones en la temperatura o disponibilidad limitada de agua y comida, o por el
contrario, si se tiene un exceso de nutrientes, nuevos componentes en la dieta o si hay
falta de actividad fisica; cualquiera que sea el caso, la homeostasis que se alcanza
mediante los procesos bioldgicos esta directamente relacionada con las respuestas a
estrés.

microRNAs y metabolismo

El control del metabolismo es crucial para el mantenimiento de la homeostasis en el
organismo, han surgido redes para monitorear y responder a los cambios en el ambiente,
y a los diferentes estados fisiol6gicos. El trabajo que se ha desarrollado en el area indica
que gran parte de las respuestas celulares y fisiologicas a cambios en las condiciones
metabdlicas y en la dieta ocurren a nivel de la regulacién de la expresiéon de genes, en el
ndcleo de la célula; se ha visto, por ejemplo, que algunos factores de transcripcion
responden directa o indirectamente a nutrientes y sefiales metabdlicas como los niveles
de colesterol, lipidos, glucosa e insulina, y rapidamente alteran la expresion de genes que
controlan la homeostasis metabdlica. Los microRNAs representan otro nivel de regulacién
genética ademas de los mecanismos de regulacion a nivel transcripcional, el hecho de
que un microRNA en principio tenga muchos mensajeros blancos, nos hace pensar en lo
complejos que son estos mecanismos reguladores funcionando en conjunto. En la Tabla 2
se muestra una lista de algunos de los microRNAs que se ha visto que participan en el
metabolismo en humano, sus genes blanco, y su relevancia fisiolégica; tomando esto en
cuenta, las diferentes condiciones fisiolégicas bajo las que un determinado microRNA
puede funcionar son de suma relevancia, y deben ser integradas al complejo circuito que
permite el mantenimiento de la homeostasis. La desregulacién de la expresiéon de un
microRNA o su funcionamiento en respuesta a factores intrinsecos ya sea genéticos o
epigenéticos o extrinsecos como sefales ambientales o estrés, pueden contribuir a la
expresion aberrante de genes causando asi una desregulacién metabdlica, y, aunque es
claro el papel que tienen estas moléculas en el desarrollo y la fisiologia, aun es necesario
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comprender mas a fondo el papel que tienen en diferentes contextos biolégicos y si son

especificos para alguno de ellos (Grimson et al., 2007; Rottiers & Naar, 2012).

Tabla 2. MicroRNAs que participan en el metabolismo en humano.

microRNA Tejidos Genes Funciones Referencias
blanco blanco
miR-103 Tejido CAV1 DICER Homeostasis de la (Trajkovski et al., 2011)
adiposo insulina y glucosa
Higado Adipogénesis
miR-107 Tejido CAV1 DICER Adipogénesis (Trajkovski et al., 2011)
adiposo Regulacion via de insulina
Higado
miR-122 Higado SLC7A1 Metabolismo hepatico de | (Baietal., 2009; Lewis &
ADAM17 lipidos Jopling, 2010)
miR-124a Pancreas FOXA2 Desarrollo de los islotes (Baroukh et al., 2007)
RAB27A pancreaticos
miR-143 Tejido ERK5 Diferenciacion de (Esau et al., 2004)
adiposo OSBPLS8 adipocitos
Higado Resistencia a insulina
Péncreas
miR-223 Musculo GLUT4 Metabolismo de glucosa (Lu, Buchan, & Cook,
Resistencia a insulina 2010)
miR-27a Tejido PPARG Adipogénesis (Karbiener et al., 2009)
adiposo CEBPA
miR-29 Musculo INSIG1 Transporte de glucosa (He, Zhu, Gupta, Chang,
Tejido CAV2 & i_zang, 2QO7; Pullen, da
adiposo SLC16A1 Silva Xavier, Kelsey, &
Higado PIK3R Rutter, 2011)
miR-335 Pancreas STXBP1 Produccion de insulina, (Esguerra, Bolmeson,
Higado 4cidos grasos, y Cilio, & Eliasson, 2011)
Tejido triglicéridos
adiposo
miR-34a Higado SIRT1 Metabolismo de lipidos (W.-Q. Lietal., 2011;
Pancreas VAMP2 Lovis et al., 2008)
ACSL1
miR-375 Pancreas MTPN USP1 Secrecion de insulina (Poy et al., 2009)
JAK2 PDPK1 Desarrollo de islotes
pancreaticos
miR378y Tejido ESRRG Diferenciacion de (Gerin, Bommer, et al.,
miR-378* adiposo Genes adipocitos 2010)
ribosomales Sintesis de lipidos
miR-9 Pancreas SIRT1 Secrecion de insulina (Plaisance et al., 2006)
miR-130 Tejido PPARG Adipogenesis (E. K. Lee etal,, 2011)
adiposo
let-7 Musculo IGF1R INSR Sensibilidad a insulina (Sun, Fu, Bookout,
Tejido IRS2 Kliewer, & Mangelsdorf,
adiposo HMGA2 2009)
miR-159d Tejido PPARA Homeostasis de acidos (Martinelli et al., 2010)
adiposo grasos (Obesidad)
miR-33ay Higado ABCA1 Homeostasis energética, (Gerin, Clerbaux, et al.,
miR-33b NPC1 de colesterol, y lipidica | 2010; Rayneretal,, 2010)
CPT1A
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Regulacién del metabolismo de lipidos por microRNAs

Como ya se describid, los lipidos son componentes estructurales de las membranas
celulares, son importantes para el almacenamiento de energia y pueden actuar como
moléculas de senalizacién. Lipidos como el colesterol y los acidos grasos se ingieren en la
dieta o bien, son sintetizados de novo predominantemente en el higado. La regulacién de
la biosintesis del colesterol, de los acidos grasos y de los fosfolipidos esta mediada por
factores de transcripcién especificos, es decir, la célula cuenta con mecanismos para
sensar y mantener los niveles de lipidos adecuados y por ende la homeostasis (Raghow,
Yellaturu, Deng, Park, & Elam, 2008). Un desbalance en la homeostasis de los lipidos
representa un factor de riesgo crucial para enfermedades cardiometabdlicas; resistencia a
insulina y otras alteraciones que pueden resultar en una acumulacién excesiva de
triglicéridos y acidos grasos que se asocian a otras patologias, como puede ser la fibrosis
(Angulo, 2007).

El primer microRNA que fue relacionado con el control del metabolismo fue el miR-122,
este microRNA se expresa principalmente en el higado, y participa en el mantenimiento
de los niveles del colesterol y en la regulacion de la B-oxidacion de acidos grasos
(Kritzfeldt et al., 2005). La familia SREBP es una familia de factores de transcripcién que
controla la expresiébn de numerosos genes que participan en la biosintesis y la entrada de
colesterol y acidos grasos, y en la produccion de fosfolipidos y triglicéridos. La expresiéon
de estos factores de transcripcion esta controlada por microRNAs altamente conservados,
como el miR-33a y miR33-b, los cuales cooperan con factores transcripcionales
colesterogénicos para incrementar los niveles de colesterol intracelulares y que ademas
tienen como sustrato a los receptores de insulina, o que a su vez permite regular los
niveles de acidos grasos y de lipidos mediante las proteinas efectoras de la via de
insulina, particularmente las fosfoinositol-3 cinasas (Rottiers & Naar, 2012). Estos son
s6lo algunos ejemplos que han sido caracterizados de moléculas que son reguladas por
microRNAs, si bien aun quedan muchos blancos y circuitos por describirse.

Regulacién del metabolismo de glucosa por microRNAs

El miR-375 es un microRNA expresado en células pancreaticas que se ha demostrado
que se requiere para el desarrollo de los islotes pancreaticos y para el mantenimiento de
las células o y p pancreaticas (Poy et al., 2009). El miR-124a se coexpresa con el miR-
375, al menos en un modelo de células en cultivo y también participa en el desarrollo de
islotes pancreaticos a través de la regulacién del factor transcripcional FOXA2 que
participa en la diferenciacién de las células B, y controla a su vez a pdx7, un gen esencial
en la diferenciaciéon de células B, el miR-124a puede modular también a un canal de
potasio que se necesita para la liberacién de insulina y a los componentes estructurales
de la maquinaria responsable de esta liberacion (Baroukh et al., 2007).

Muchos genes expresados en las células  pancreaticas se expresan diferencialmente
en respuesta a cambios en los niveles de glucosa en sangre para optimizar la producciéon
y secrecion de insulina. La transcripcion y estabilidad del mensajero del gen de insulina y
el procesamiento de la insulina son regulados por las concentraciones de glucosa en las
células B, el miR-9 puede regular la secrecion de insulina al inhibir al factor transcripcional
OC2. En un modelo de ratones diabéticos se observé que el miR-29a y el miR-29b se
expresan en altos niveles en los islotes pancreaticos, inhibiendo la expresion de MCT1, un
transportador de monocarboxilato que participa en la liberacién de insulina (Pullen et al.,

24



2011). Todos estos datos sugieren que los microRNAs participan en el control de la
secrecion de insulina y en el desarrollo pancreatico. Se ha implicado a otro grupo de
microRNAs en el control metabdlico de la glucosa al ser relacionados con una respuesta a
insulina, como es el caso de miR-103y miR-107 (TrajkovsKi et al., 2011).

C. elegans como modelo experimental

Anatomia del gusano

El nematodo Caenorhabditis elegans (del griego caeno, reciente, rhabditis, varay elegans,
agradable) es un organismo multicelular que ha sido utilizado como modelo experimental,
es un gusano pequeno que mide 1 mm de longitud en su etapa adulta, vive libremente de
forma no parasitica en el suelo en donde se alimenta de bacterias (Hope, 1999). Hay dos
sexos en C. elegans, los gusanos hermafroditas (XX) y los machos (XO) que son menos
frecuentes (0.1%), los gusanos hermafroditas producen tanto esperma como ovocitos y
pueden reproducirse por auto-fertilizacion, los machos producen sbélo esperma y se
reproducen al aparearse con los gusanos hermafroditas, ambos sexos tienen la misma
anatomia general, la cual se basa en una estructura de dos tubos concéntricos separados
por un espacio lleno de fluido; el tubo exterior esta cubierto por una cuticula extracelular
de colageno, la cual es secretada por la hipodermis. La musculatura corporal se arregla
en cuatro segmentos longitudinales que se unen a la cuticula por medio de una capa
delgada de hipodermis (Moerman DG, 1997). La contraccién de los dos segmentos
musculares subcentrales en conjunto con la relajacion de los segmentos dorsales genera
un movimiento sinusoidal que permite a los animales moverse hacia delante y hacia atras
(Driscoll M, 1997).

Goénada distal

Faringe
Intestino

Goénada proximal

©WormAtlas

Figura 11. Anatomia basica de un C. elegans hermafrodita. A. Imagen de microscopia de contraste
de interferencia diferencial, vista lateral izquierda B. Esquema de las estructuras anatémicas, vista
lateral izquierda (Modificada de Altun, Z.F., Herndon, L.A., Crocker, C., Lints, R., Hall, 2012).
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La boca se encuentra en la punta de la cabeza mientras que el ano es ventral junto con
la cloaca (en el macho y se encuentran en la parte posterior del gusano. El tubo interno
estd conformado por la faringe y el intestino, la faringe se compone de 20 células
musculares, 20 células nerviosas y 18 células epiteliales arregladas simétricamente, tiene
dos lébulos, el primero bombea comida hacia el intestino y el segundo la muele mientras
pasa a través del mismo. El intestino se compone de 20 células las cuales rodean a un
lumen central que va de la cabeza a la cola y estan organizadas en 9 anillos arreglados en
pares, excepto el mas anterior (Leon Avery & You, 2012).

El gusano hermafrodita tiene 302 células nerviosas que se encuentran concentradas en
un anillo por la faringe, en un nervio ventral y en la cola. Estas células coordinan el
comportamiento y la respuesta a estimulos ambientales, las células sensoriales se
encuentran concentradas en la cabeza. El gusano macho tiene 79 células nerviosas
adicionales y las diferencias en los sistemas nerviosos de ambos sexos pueden
relacionarse a sus diferentes comportamientos sexuales. Los sexos también difieren en el
arreglo de sus gonadas y de la cola, estas diferencias surgen durante el desarrollo post-
embrionario. El sistema reproductivo hermafrodita tiene dos brazos independientes, cada
uno contiene un ovario distal de la vulva, un oviducto proximal y una espermateca, los
cuales estan conectados a un Utero comun centrado alrededor de la vulva. La génada
masculina es un 6rgano que se extiende desde la punta distal y se conecta via el
conducto deferente a la cloaca, que esta cerca del ano. Hay otras estructuras anatémicas
menores, como los coelomocitos cuya funcion adn no es clara pero que en otros
nematodos se ha visto que contribuyen a procesos de fagocitosis. Y el sistema de
excrecion/secrecion, responsable de la osmoregulacién consiste en una célula ducto
excretoria, una célula poro excretoria y una apertura hacia la superficie ventral (Figura 11)
(Hope, 1999; Riddle DL, Blumenthal T, Meyer BJ, 1997).

Ciclo de vida

Su ciclo de vida es corto, en condiciones estandar en el laboratorio a 20 °C tarda 3.5
dias en llegar a la etapa adulta. Consta de una etapa embrionaria, 4 etapas larvarias y
una etapa adulta de las que se puede encontrar una descripcién detallada en el apéndice
(Figura 12).. El fin de cada etapa larvaria esta marcado por un cambio de cuticula
(Kenyon, 1988). En la presente tesis se utilizaran Gnicamente larvas L4 para la realizacion
de los experimentos. Esto debido a en esta etapa larvaria, los gusanos aun no estan
comprometidos con procesos de reproduccion puesto que, como se describe a detalle en
el apéndice, en esta etapa apenas comienza la formacién de las estructuras que le
permitiran poner huevecillos. Ademas, como se observa en la Figura 12, este nematodo
es capaz de entrar en etapas de diapausia (también llamada Etapa Dauer). Esta entrada
se da entre el paso de la etapa L1 y L2, y sucede cuando el nematodo enfrenta
condiciones adversas como puede ser estrés nutricional. La utilizaciébn de L4 en este
proyecto también se justifica pues en esta etapa evitariamos que los gusanos entren en
cualquier tipo de diapausia causada por las condiciones ambientales, de alimentacion a
los que se someteran.
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cambio de cuticula L1/L2

Figura 12. Ciclo de vida del nematodo C. elegans. El tiempo cero corresponde al momento de la
fertilizacion, en azul se indica el tiempo que el animal pasa en cada etapa, los um en gris indican el
tamafo que el animal alcanza en cada etapa (Modificada de Altun, Z.F., Herndon, L.A., Crocker, C.,

Lints, R., Hall, 2012).

C) Dauer

e) e
0.1 mm

Figura 13. Etapas larvarias del desarrollo. Imagen de microscopia de contraste de
interferencia diferencial, vista lateral izquierda. a) Etapa larvaria L1 b) Etapa larvaria L2 c¢) Larva
Dauer d) Etapa larvaria L3 e) Etapa larvaria L4 (Modificada de Altun, Z.F., Herndon, L.A., Crocker,

C., Lints, R., Hall, 2012).



Genes y genoma

El C. elegans fue el primer organismo multicelular y el segundo eucarionte, s6lo detras de
Saccharomyces cerevisiae, del que se obtuvo la secuencia completa de su genoma, que
tiene 100 Mb. Si se define a un gen como la secuencia necesaria para generar un
producto funcional, se ha reportado que los genes contenidos ocuparian al menos un 40%
del genoma, esto incluiria ademas de los genes que codifican para proteinas a los genes
que codifican para RNAs ribosomales, de transferencia, pequefios y microRNAs. Adn no
se conocen todas las secuencias completas de los transcritos, se sabe que una porcion
sustancial del genoma corresponde a los transposones, que un numero significativo de
sus genes estan arreglados en operones y que su genoma contiene algunos pseudogenes
(Zorio, Cheng, Blumenthal, & Spieth, 1994).

Hasta ahora se han identificado aproximadamente 19,800 genes que codifican para
proteinas, muchas de las cuales pertenecen a grandes familias conservadas. El grupo de
Erich Schwarz realiz6 en 2005 una clasificacion de las proteinas de este nematodo
utilizando al sistema NCBI, y mediante alineamientos se logrd clasificar al 66% de las
proteinas predichas en base a la funcidbn que desempefian como se observa en la Figura
14 (Schwarz, 2005).

Clasificaciéon de las proteinas de C. Elegans en base a su funcién

Replicacion, reparacion y
recombinacion del DNA; 3%

Transcripcion; 4%

Procesamiento y modificacion del RNA; 2%

Traduccion; 3%
Funcién desconocida; 12%

Modificaciones postraduccionales; 7%

Funciones "generales"; 19%

Estructura nuclear; 0% _~
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Citoesqueleto; 2% J
Estructura y dinamica de cromatina; 1% /
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Figura 14. Clasificacién de las proteinas de C. elegans segun su funcién (Modificada de Schwarz,
2005).
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Composicion lipidica en C. elegans

La grasa que contiene el C. elegans ha sido caracterizada por métodos bioquimicos,
extrayendo los lipidos de animales completos, fraccionandolos en fosfolipidos y lipidos
neutros y analizandolos con técnicas de cromatografia. Los triglicéridos conforman
aproximadamente la mitad de los lipidos totales, las reservas de fosfolipidos se componen
principalmente de etanolamina, colina, y esfingomielina, la abundancia relativa de estos
lipidos va a depender de la dieta y de la etapa en la que se encuentren los gusanos, asi
como de la expresion de genes especificos como ciertas elongasas o desaturasas ligadas
a procesos metabdlicos. EI mantenimiento de los niveles de grasas esta ligado a
procesos metabolicos, crecimiento, movimiento y tiempo de vida de los gusanos (Brooks,
Liang, & Watts, 2009; Satouchi, Hirano, Sakaguchi, Takehara, & Matsuura, 1993; Wallis,
Watts, & Browse, 2002).

El gusano también tiene acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados,
como los mamiferos y, debido a que cuenta con algunas desaturasas y elongasas que no
se encuentran en el humano, no requiere ingerir acidos grasos C18:2n6 y C18:3n3 en la
dieta pues puede sintetizarlos (Ashrafi, 2007; Satouchi et al., 1993). Finalmente, los
gusanos son auxoétrofos para colesterol, es decir que requieren este esterol en su ingesta
como precursor de hormonas, para la sefalizacibn que se basa en esteroles y para la
composicion estructural de la membrana celular (E.-Y. Lee et al., 2005; Mullaney et al.,
2010).

Almacenamiento de lipidos

Mientras que los mamiferos tienen adipocitos derivados del mesodermo dedicados
especificamente al almacenamiento de lipidos, los gusanos C. elegans almacenan sus
lipidos en el intestino y en células de la hipodermis, a pesar de esto, el origen, forma y
funcion de estas estructuras se encuentra regulado por factores altamente conservados
entre especies; inspeccionando al genoma secuenciado del nematodo se ha revelado,
que estan conservados genes involucrados en la sintesis, elongacién, desaturacion y
degradacién de acidos grasos (Ashrafi et al., 2003; Ida Coordt Elle, Olsen, Pultz, Radkaer,
& Faergeman, 2010).

Ademas se ha identificado a factores como tub-71, un homoélogo del gen tubby de
mamiferos, como regulador del almacenamiento de lipidos. Las mutaciones en este gen
llevan a un incremento en los niveles de lipidos; también se identificé a kat-1 un gen que
codifica para una enzima conservada de la p-oxidacién, que participa en el proceso de
oxidacién de acidos grasos en el intestino del C. elegans, la expresion de estos y otros
genes tienen efecto en el tamafo y forma de los granulos de almacenamiento, aunque sus
caracteristicas biofisicas, proteinas asociadas y el grado de heterogeneidad en la
composicion bioquimica de su contenido aun no se comprende en su totalidad (Ashrafi et
al., 2003; Mak, Nelson, Basson, Johnson, & Ruvkun, 2006; Mukhopadhyay, Deplancke,
Walhout, & Tissenbaum, 2005). También se ha descrito que el almacenamiento de lipidos
en C. elegans se encuentra controlado por vias de sefalizacion altamente conservadas
como la de insulina, TGF-f, serotonina y mTOR (mammalian target of rapamycin) (Mak,
2012). Sin embargo, carece de reguladores como la leptina, para la cual no se ha
encontrado un homoélogo en C. elegans identificado por la secuencia de nucleotidos,
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aunqgue evidencia experimental sugiere la existencia de mecanismos de sefalizacién que
comunican sitios periféricos de almacenamiento y utilizacién de grasas con sitios neurales
para regular asi el balance energético (Mullaney & Ashrafi, 2009).

Como ya se describi6, el gusano tiene una estructura corporal simple, se alimenta de
bacterias por accion del bombeo de su faringe, donde las rompe para introducirlas al
lumen del intestino. Las células intestinales son células epiteliales polarizadas, cuyas
membranas apicales encaran al lumen intestinal. La superficie apical de las células
intestinales contiene microvellosidades necesarias para la absorcibn de nutrientes, y
siendo el uUnico tipo de célula con acceso al lumen intestinal, estas células son
responsables de la secrecion de lipasas digestivas y peptidasas (Mullaney & Ashrafi,
2009). Ademas de su rol como barrera epitelial, como tracto digestivo y de absorcién, las
células intestinales llevan a cabo funciones de desintoxicacion que se asemejan a las que
lleva a cabo un hepatocito en mamiferos, expresan una variedad de enzimas biosintéticas
y de degradacion como la acil-CoA oxidasa o la enoil-CoA hidratasa 3-hidroxil acil-CoA
deshidrogenasa (McGhee et al., 2007).

En el intestino de C. elegans se sintetizan lipoproteinas, las cuales se exportan dentro
de la cavidad corporal para ser tomadas por los ovocitos en desarrollo, esto sucede de
manera similar en el pollo, en donde las lipoproteinas de la yema se sintetizan en el
higado y se transportan hacia el huevo a través del flujo sanguineo, por lo tanto, el
intestino del C. elegans puede ser visto como un 6rgano multifuncional que lleva a cabo
los roles del higado y de los tejidos adiposos (Grant & Hirsh, 1999; McGhee, 2007). Es en
el intestino de C. elegans donde se han descrito dos probables compartimentos
especializados para el almacenamiento de lipidos, los cuales pueden ser diferenciados
pues tienen diferentes densidades electrénicas: los compartimentos translicidos llamados
gotas lipidicas y los compartimentos opacos o granulos intestinales (Mak, 2012).

Las gotas lipidicas se definen como un tipo de organelo eucarionte cuya funcién en la
célula es el almacenamiento de grasa neutra como triglicéridos y ésteres de colesterol;
son estructuras esféricas delimitadas por una monocapa de fosfolipidos y estan cubiertas
por proteinas como la adipofilina, la perilipina; algunas de estas proteinas asociadas a las
gotas lipidicas que han sido caracterizadas en mamifero no tienen homélogos obvios en
C. elegans, como la perilipina; pero otras si, se han encontrado homoélogos de seipina
(RO1B10.6), leipina (H37A05.1), caveolina (T13F2.8 y C56A3.7) y varias proteinas Rab, lo
que sugiere que aspectos generales del metabolismo de las gotas lipidicas se encuentran
conservados (Mullaney & Ashrafi, 2009; S. O. Zhang, Trimble, Guo, & Mak, 2010). El
tamano y contenido de las gotas lipidicas esta dinamicamente regulado por procesos que
no se han dilucidado en su totalidad. Comprender esta regulaciébn serd un punto
importante en el entendimiento de patologias como la diabetes, obesidad y otras
enfermedades metabdlicas y para esto el estudio en un organismo como el C. elegans
adquiere su relevancia (Fujimoto, Ohsaki, Cheng, Suzuki, & Shinohara, 2008). Y es
particularmente en este nematodo en donde se han estudiado la naturaleza y las
propiedades de estos organelos. Estudios bioquimicos, de microscopia y tinciones han
demostrado que las gotas lipidicas son los organelos ubicuos mas importantes en donde
se almacenan las grasas en C. elegans. Son estructuras que contienen grasa neutra
como triglicéridos y ésteres de colesterol delimitadas por una monocapa de fosfolipidos,
uniformemente transllicidas al observarse en un microscopio electrénico, muy similares a
las gotas lipidicas descritas en levadura, en Drosophila y en células de mamiferos, con
una densidad menor al agua y a la de la mayoria de los organelos intracelulares (Robenek
et al., 2006; Tauchi-Sato, Ozeki, Houjou, Taguchi, & Fujimoto, 2002; S. O. Zhang et al.,
2010).
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Por otro lado, los granulos intestinales fueron detectados usando microscopia de luz y
subsecuentemente definidos como LROs (organelos relacionados a los lisosomas) pues
no contienen a LMP-1, el homélogo en C. elegans de LAMP, un marcador de lisosomas;
la abundancia relativa y apariencia de estos compartimentos dependen de la etapa de
desarrollo del animal, y aunque estas estructuras son capaces de almacenar grasa son
distintas de las gotas lipidicas, las cuales han sido descritas como los principales
depositos de lipidos (Mak, 2012). Tienen una bicapa lipidica, y contienen una bomba de
protones vacuolar que los acidifica (Schroeder et al., 2007). Las células epidermales
también almacenan grasa, sin embargo, no contienen granulos de almacenamiento, se ha
descrito mediante métodos de microscopia que la hipodermis puede almacenar lipidos
neutros y que estos depoésitos disminuyen cuando se somete al animal a periodos de
ayuno, sin embargo, alin no se conocen los mecanismos subcelulares y moleculares de
almacenamiento en estas células (Mobbs, 2010; Yen et al., 2010).

Los depoésitos de grasa en C. elegans son dinamicos, se ha visto que durante el
desarrollo normal, las gotas lipidicas se incrementan tanto en tamafo como en numero
(Hellerer et al.,, 2007). El numero, tamano y distribucion de estos organelos también
cambia dramaticamente en respuesta a sefales ambientales; por ejemplo, bajo
condiciones ambientales poco favorables que hacen que los gusanos entren en etapa
dauer, hay una acumulacion de reservas de grasa y un cambio subsecuente en el
metabolismo para favorecer la utilizacibn de la mismas en periodos prolongados de
ayuno, de acuerdo con esto, los gusanos muestran un incremento en la densidad de las
gotas lipidicas (Burnell et al., 2005; Hellerer et al., 2007; Kimura, Tissenbaum, Liu, &
Ruvkun, 1997). Los mecanismos moleculares que regulan la biogénesis de las gotas
lipidicas, asi como su contenido, tamafo y distribucién ain no se han dilucidado.

Métodos disponibles para el anélisis de los niveles de lipidos

La transparencia del gusano y su versatilidad para realizar estudios genéticos han sido
importantes para identificar a los factores que afectan la homeostasis metabélica. A
continuacién se describen los métodos que han sido utilizados para el marcaje de lipidos,
los cuales se ha descrito que no producen efectos adversos en el nematodo en cuanto a
crecimiento, bombeo de la faringe, entrada y recuperacion de la etapa dauer y tiempo de
vida, por lo tanto, la utilizacién de estos métodos constituye una aproximacion inicial para
evaluar los niveles de lipidos dentro del gusano (Ashrafi, 2007).

Rojo Nilo

El Rojo Nilo es un colorante derivado del Azul Nilo, un colorante lipofilico que se concentra
en ambientes hidrofobicos que ha sido utilizado para el marcaje de lipidos en diversas
lineas celulares (Greenspan, Mayer, & Fowler, 1985a; O’Rourke, Soukas, Carr, & Ruvkun,
2009). En solventes polares, el Rojo Nilo no es fluorescente, pero se vuelve fluorescente
cuando se encuentra en un ambiente rico en lipidos, lo que lo convierte en un indicador
muy Util de estas fracciones. Se excita generalmente a 485 nm y emite a 525 nm. Sin
embargo, las propiedades espectrales del Rojo Nilo dependen de la polaridad del
ambiente y del solvente utilizado. Se ha visto que su emisiébn maxima va desde el rojo a
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628 nm cuando se encuentra dentro de vesiculas de fosfolipidos y puede llegar hasta el
amarillo-dorado a 580 nm cuando se encuentra junto con lipidos neutros como los
triglicéridos o los ésteres. En diversos articulos se ha destacado el uso de este colorante
para tenir al nematodo C. elegans y observar asi los lipidos dentro del animal (Ashrafi et
al., 2003; Bonilla & Prelle, 1987; Ida Coordt Elle et al., 2010; Nomura, Horikawa,
Shimamura, Hashimoto, & Sakamoto, 2010; Yen et al., 2010) (Figura 15).

\ Figura 15. Estructura quimica del Rojo Nilo
(C20H18N20,) (9-dietilamino-5H-benzo [a] fenoxazina-
5-ona), este colorante tiene en su estructura un anillo
de fenoxazona croméfora, que le confiere el color
rojo.

Negro Sudan

El Negro Sudan pertenece a la familia de colorantes Sudan, los cuales son colorantes
solubles en grasas, también llamados lisocromos pues tifien a los lipidos. En su
clasificacion estructural pertenecen a la familia diazo pues contienen al grupo funcional R-
N=N-R', donde R y R’ pueden ser grupos arilos o alquilos. EI Negro Sudan, un polvo negro
termoestable, no es fluorescente, su maxima absorcion es a 596-605 nm y no es tan
especifico en cuanto al tipo de lipidos que marca como lo son otros colorantes de la
familia Sudan. Tine de color negro-azul principalmente a los triglicéridos y lipidos neutros
debido a que puede disolverse en lipidos apolares; pero también, al poseer dos atomos de
nitrégeno potencialmente ionizables puede considerarse un colorante catiénico si se une a
lipidos polares como los fosfolipidos (Figura 16) (Bayliss High, 1981; Frank, Tas, &
Frederiks, 1981; Pflller, Franz, & Preiss, 1977; Tas, Frederiks, & Frank, 1980; Xu & Wang,
2009; Yen et al., 2010).

H
N O Figura 16. Estructura quimica del Negro Sudan
>< O (Co9H24Ng) (2,2-dimetil-1, 3-dihidroperimidin-6-il)
H O N, N@ - (4-fenilazo-1-naftil) diazeno, un marcador no
-

fluorescente de lipidos.

El Negro Sudan se ha utilizado para el marcaje de lipidos en el C. elegans, donde se ha
visto que marca la acumulacion de lipidos en granulos en el cuerpo y cabeza del gusano,
marcando ésteres de colesterol y triglicéridos y, en menor proporcion, fosfolipidos y acidos
grasos libres; se ha observado particularmente un marcaje de los niveles de triglicéridos
en el intestino e hipodermis del animal (Gomez, Banfield, Trogler, & Clarke, 2007; Kim,
Do, & Lee, 2010; Strnadova, Jirsova, Klusonova, & Republic, 2009).
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Oil Red

El Oil Red, previamente conocido como Rojo Sudan 5B, es otro colorante de la familia
diazo, es un lisocromo soluble en grasas utilizado para tefir triglicéridos neutros. Su
absorcion maxima se da a los 518 nm. Ha sido utilizado para tedir gotas lipidicas en
células de mamifero y tejidos, particularmente en el higado, donde se ha utilizado para
tefir acidos grasos insaturados y lipidos neutros (Strnadova et al., 2009).

Recientemente se ha utilizado para visualizar lipidos en el nematodo C. elegans en
donde se ha visto que la tincibn con este colorante muestra una correlaciéon con los
niveles de ftriglicéridos determinados por métodos bioquimicos y de espectometria de
masas y cromatografia. Se ha observado ademas, que esta tincién es consistente con los
datos obtenidos con la tincién con Negro Sudan (Aarnio et al., 2011; Klapper et al., 2011;
Nomura et al., 2010; O’Rourke et al., 2009; Soukas, Kane, Carr, Melo, & Ruvkun, 2009).

La eficiencia de este colorante depende del solvente en el que se encuentre disuelto, lo
cual debe tenerse en cuenta al momento de hacer el marcaje (Kinkel et al., 2004) (Figura
17).

O Figura 17. Estructura quimica del Oil Red
O N N (CogH24N4O)  1-(2,5-dimetil-4-(2-5-dimetilfenil)
N N’ fenildiazenil) azonaftalen-2-ol, un marcador no

OH fluorescente de lipidos.

Colorantes BODIPY

Los colorantes BODIPY son fluor6foros que contienen un 4tomo de boro como parte de su
estructura base, son muy verséatiles, se han usado para generar conjugados fluorescentes
de proteinas, nucle6tidos y oligonucleétidos, y también para preparar sustratos
fluorescentes de enzimas, acidos grasos, fosfolipidos, lipopolisacaridos, ligandos de
receptores, etcétera. Han sido usados para marcar un amplio rango de lipidos entre los
que se incluyen acidos grasos, fosfolipidos, colesterol y ceramidas.

Un ejemplo es el C;-BODIPY 500/510 que se excita a 508 nm y emite a 514 nm
exhibiendo fluorescencia roja cuando se incorpora a células vivas, estos analogos que se
forman son transportados y metabolizados lo cual los hace buenos marcadores. Ademas,
son estables en condiciones fisioldégicas e insensibles a variaciones en el pH, esto junto a
su baja polaridad hace que las sondas que contienen a estos colorantes sean excelentes
analogos de los lipidos biolégicos haciendo posible su cuantificacion por medio de
imagenes o bien, con un escaner basado en fluorescencia o absorcién (Figura 18) (Brown,
2005; lain Johnson, 2011; Wu & Burgess, 2008)
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B
F F (CH2),;~COOH

Figura 18. A) Estructura quimica base del colorante BODIPY (4,4- Difluoro - 4-bora-3a, 4a-diaza-s-
indaceno) B) Estructura quimica del BODIPY 500/510 C1-C12, un analogo de los acidos grasos
que se incorpora a las células. C) Estructura del BODIPY 493/503 (Cq4H;7BF2N,, 4,4 - Difluoro -
1,3,5,7,8 - Pentametil-4-Bora- 3a, 4a - Diaza-s-Indaceno), utilizado para marcar lipidos neutros.

Los colorantes BODIPY han sido usados para el estudio del metabolismo de lipidos en
C. elegans. Particularmente se ha utilizado al BODIPY 493/503 para el marcaje de lipidos
neutros, y para ver el trafico de lipidos en el intestino de los gusanos (Figura 17) (Klapper
et al., 2011; Parker, Walker, Ly, & Baylis, 2009). Sin embargo, se ha reportado también
que estos colorantes presentan algunas desventajas, por ejemplo, se necesita que los
gusanos lo ingieran y por lo tanto es dependiente de que los gusanos coman normalmente
y si no es asi, como puede suceder en cepas con ciertas mutaciones, pueden verse
afectados los niveles de marcaje y no obtenerse una medicion adecuada de los lipidos;
ademas algunos reportes muestran datos que se contradicen con los obtenidos con las
tinciones con Negro Sudan (Gocze & Freeman, 1994; Soukas et al.,, 2009; Yen et al.,
2010).

Microscopia CARS

La microscopia CARS (Coherent Anti-stokes Raman Spectroscopy) es una técnica que
permite la visualizacién de las moléculas sin necesidad que sean marcadas ya que se
analizan las propiedades de las vibraciones caracteristicas de las mismas. Se utiliza un
laser para iluminar y se analiza la interaccion de la luz con las moléculas; para la
visualizacién selectiva de los lipidos se mide la vibracion de los enlaces carbono-
hidrogeno (Hellerer et al., 2007). Es un método directo de medicién y permite obtener
incluso el grado de saturacion de las cadenas lipidicas, ademas, presenta la ventaja de no
ser una técnica invasiva, sin embargo, se requiere de un equipo especial y por lo tanto es
una técnica que no es facilmente accesible pues es muy costoso llevarla a cabo (Le,
Duren, Slipchenko, Hu, & Cheng, 2010; Yen et al., 2010).
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Metabolismo energético en C. elegans

En el gusano se conservan las principales vias metabélicas de flujo, sintesis,
almacenamiento y utilizaciébn de azucares y grasas, en las que se incluyen la sintesis,
elongacion, desaturacién de acidos grasos, p-oxidacibn mitocondrial y peroxisomal de
acidos grasos, glucélisis, gluconeogénesis y metabolismo de aminoacidos (Mullaney &
Ashrafi, 2009). Las células utilizan a los carbohidratos, aminoacidos y grasas para generar
ATP, los carbohidratos se utilizan para formar piruvato y posteriormente Acetil-CoA, lo
que genera NADH y FADH, mediante el ciclo de Krebs, con los cuales se genera ATP
mediante la fosforilacion oxidativa. El Acetil-CoA es el sustrato clave en la sintesis de
acidos grasos, en el gusano se carboxila por una enzima llamada Acetil-CoA carboxilasa
(ACC) y se elonga por una Sintasa de Acidos grasos (FAS), para generar acido palmitico
que es procesado por desaturasas y elongasas para generar acidos grasos insaturados.
El almacenamiento de los acidos grasos incluye al proceso de conversiéon de los mismos
en ftriglicéridos, el gusano cuenta con las enzimas del ciclo de glioxilato que permite la
interconversién de carbohidratos y grasas a través de componentes del ciclo de Krebs
(Salway, 2004).

El genoma del gusano codifica para proteinas con homologia en secuencia de
componentes de las vias de utilizaciébn y sintesis de lipidos y carbohidratos. En la
siguiente tabla se muestra una lista parcial de las vias metabdlicas conservadas (Tabla 3).

Tabla 3. Vias metabolicas del C. elegans de deducen mediante analisis de la secuencia
gendmica.

Metabolismo de carbohidratos Metabolismo de lipidos
Glucoélisis/Gluconeogénesis Lipdlisis
Sintesis y utilizacion de glucégeno Entrada de acidos grasos (Carnitina)
Sintesis y utilizacion de trehalosa B-oxidacion mitocondrial
Metabolismo de galactosa B-oxidacion peroxisomal
Metabolismo de manosa y fructosa Catabolismo del glicerol
Via de Glioxilato Sintesis de 4cidos grasos
Ciclo de Krebs Elongacion y desaturacion de &cidos
grasos
Sintesis de triglicéridos
Metabolismo energético Biosintesis de fosfolipidos
Fosforilacién oxidativa Sintesis y utilizacion de cuerpos cetbnicos
Sintesis de ATP Sintesis de esfingolipidos y ceramida.

La movilizacién de la grasa almacenada depende del flujo de lipidos por la p-oxidacién.
Se ha visto que el gusano tiene componentes conservados de este proceso de
mitocondria y peroxisoma, y que el flujo de lipidos depende a su vez de la liberacion de
acidos grasos de los triglicéridos, accién que realizan las enzimas lipasas. En C. elegans
se han descrito homélogos de la lipasa sensible a hormonas, la fosfolipasa A2 y la ATGL
(lipasa de triglicéridos) (Branicky, Desjardins, Liu, & Hekimi, 2010). Los &cidos grasos
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entran por difusién a través de la membrana o bien, por medio de transporte activo en la
célula; en C. elegans la familia FATPs (fatty acid transport protein) se encuentra
conservada (Hirsch, Stahl, & Lodish, 1998). Los acidos grasos quedan atrapados en la
células para ser metabolizados. La conversiéon a acil-CoA se lleva a cabo por las enzimas
acil-CoA sintetasas y en el nematodo se han encontrado 7 miembros de esta familia,
conservada también en mamiferos (Mullaney et al., 2010). Se han encontrado 9 miembros
de la familia FABPs (Fatty acid binding proteins) y 7 miembros de la familia ACBP (acil-
CoA Binding protein), los cuales participan en la toma y transporte de acidos grasos.
Ademas, se ha reportado la presencia de los genes dsc-4 y Irp-1, un homélogo de la
proteina de transferencia de triglicéridos en mamiferos y homélogo del receptor de LDL
que participa en la toma de esteroles respectivamente (Mullaney & Ashrafi, 2009). No se
han encontrado homologos de las lipoproteinas, el gusano utiliza a las vitelogeninas como
el componente proteico en el proceso de transporte de lipidos. Se han encontrado 6 de
estas proteinas, las cuales conservan homologia con las lipoproteinas de mamiferos
(Spieth, Nettleton, Zucker-Aprison, Lea, & Blumenthal, 1991).

Los mecanismos mediante los cuales las células y los organismos regulan la toma,
biosintesis y oxidacion de lipidos para satisfacer sus necesidades nutricionales y celulares
implican procesos complejos en donde participan una gran cantidad de componentes
celulares, enzimas metabodlicas y factores de transcripcion. En mamiferos, se han
identificado factores como los PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors), los
receptores LXRs (liver X receptors), los SREBPs (sterol regulatory element-binding
proteins) entre otros, que regulan el metabolismo de acidos grasos y lipidos. De manera
similar, se han identificado factores en C. elegans que regulan la expresion de distintos
genes, cuyos productos participan ya sea en el catabolismo o en el anabolismo de lipidos.
Por ejemplo, C. elegans tiene sélo un ortblogo de SREBP llamado SBP-1, lo cual ha
permitido la identificacibn de sus blancos y el estudio de su participacibn en el
metabolismo de 4acidos grasos a nivel de organismo (Foretz et al., 1999; Mullaney et al.,
2010; Nomura et al., 2010; Raghow et al., 2008).

A pesar de que se han encontrado en el genoma del nematodo alrededor de 300
receptores nucleares para hormonas, no se han identificado ort6logos de PPARs de
mamiferos, sin embargo, a pesar de que su secuencia tiene homologia con HNF4y, NHR-
49 es considerado un homoélogo funcional de PPARa de mamifero, debido a que regula la
expresion de genes que participan en la toma de acidos grasos, la oxidacién, desaturaciéon
y en la union de lipidos a proteinas, ademas mutaciones en su gen o en otros receptores
nucleares como NHR-8, NHR-137 o NHR-178, causan un incremento en los niveles de
lipidos almacenados (Van Gilst, Hadjivassiliou, & Yamamoto, 2005; Xu & Wang, 2009).

Ademas de SBP-1 y NHR-49, en C. elegans se ha identificado al homélogo de C/EBP
de mamifero, el cual es un importante regulador de la homeostasis lipidica. La pérdida de
este gen afecta negativamente la acumulacién de lipidos, asi como la expresién de
distintas enzimas lipogénicas como la Acetil-CoA carboxilasa o la sintasa de acidos
grasos (Ida C Elle et al., 2008; McKay, McKay, Avery, & Graff, 2003).

En estudios de mutagénesis, deleciones y ensayos con RNA interferente en C. elegans,
se han identificado 300 genes que, al inactivarse causan una reduccion en la acumulacién
de grasas y 100 genes que causan acumulacion sin causar efectos drasticos en
crecimiento y viabilidad; otras 250 inactivaciones causan reducciones dramaticas y tienen
efectos como esterilidad, arresto del crecimiento y letalidad; el anélisis de la funcion de
estos genes apenas comienza (Ashrafi, 2007).
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microRNAs conservados en el nematodo

La investigacién pionera en microRNAs se llevo a cabo en el C. elegans. Se ha visto que
los microRNAs del gusano no tienen que ser perfectamente complementarios para unirse
a sus blancos (Lim et al., 2003). Los microRNAs del C. elegans se clasificaron en 48
grupos, de los cuales todos excepto dos fueron identificados en C. briggsae, de estas 48
familias 22 tienen representacion en los genes de microRNAs de humano y, al menos un
tercio de los genes de microRNAs de C. elegans tienen homologos en humanos y otros
vertebrados (Cutter, Dey, & Murray, 2009). El punto inicial del analisis de la funcién de los
microRNAs se bas6 en fenotipos causados por la pérdida de estas moléculas que se
identificaron facilmente, en la Tabla 4 se presenta una lista de los microRNAs identificados
en el gusano mediante anélisis de mutantes por pérdida de funcién. Sin embargo, analisis
subsecuentes se han complicado por la falta de estos fenotipos faciimente observables, la
redundancia entre microRNAs relacionados o incluso entre microRNAs no relacionados
puede explicar este fenomeno; ademas, estas moléculas pueden tener funciones muy
especializadas que requieren analisis en células especificas y, por lo tanto pueden
pasarse por alto en analisis fenotipicos generales. Finalmente, se han comenzado a
analizar las funciones de microRNAs individuales en condiciones de estrés ambiental o
fisiolodgico, y por tanto podra identificarse la funciéon en analisis en condiciones fisiolégicas
se ha pasado por alto.

Tabla 4. MicroRNAs identificados en C. elegans mediante analisis por pérdida de funcién.

microRNA | Secuencia Blancos Funciones Referencias
gen/familia semilla
lin-4 CCCUGAG lin-14, lin-28 Desarrollo, longevidad, (V Ambros, 2000)
crecimiento axonal

let-7 GAGGUAG | daf-12, let-60, | Desarrollo, longevidad, (Antebi, Yeh, Tait,
miR-48, lin-41 entrada a etapa dauer Hedgecock, & Riddle,
miR-84, 2000; Sun et al., 2009)
miR-241

miR-1 GGAAUGU unc-29, unc- Transmisién sinaptica (Simon et al., 2008)

63, mef-2
miR-34 GGCAGUG Respuesta a dafio al (Alvarez-Saavedra &
DNA Horvitz, 2010; M Kato et
al., 2009)
Familia CACCGGG lin-23, gld-1 Embriogénesis, (Liu et al., 2011; Massirer,
miR-35 - transicion G1/S de las Perez, Mondol, &
miR-42 células intestinales, Pasquinelli, 2012).
proliferacion de la linea
germinal
Familia ACCCGUA cdh-3 Embriogénesis, (Shaw, Armisen,
miR-51 - desarrollo y bombeo de | Lehrbach, & Miska, 2010)
miR-56 la faringe
miR-57 ACCCUGU nob-1 Especificacion de la (Z. Zhao et al., 2010)
diferenciacion de células
posteriores
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miR-58 GAGAUCG Locomocion, entrada a (Alvarez-Saavedra &
dauer Horvitz, 2010)

miR-59 CGAAUCG Migracién de la gonada, (Victor Ambros, 2010;

embriogénesis Brenner, Jasiewicz,
Fahley, Kemp, & Abbott,
2010)

Familia GAGAUCA Locomocion, entrada a (Alvarez-Saavedra &

miR-80 - etapa dauer, respuesta | Horvitz, 2010; Vora, 2011)

miR-82 a estrés, longevidad

miR-71 GAAAGAC Longevidad (De Lencastre et al.,

2010)
miR-77 UCAUCAG Embriogénesis (Brenner et al., 2010; Lim
et al., 2003)
miR-124 AAGGCAC Migracién de la gonada (Baroukh et al., 2007;
Brenner et al., 2010)
miR-238, - | UUGUACU Longevidad, control (Brenner et al., 2010; de
239a/b temporal del desarrollo, Lencastre et al., 2010)
respuesta a estrés
miR-246 UACAUGU Longevidad, respuesta a (Miska et al., 2007)
estrés
miR-797 AUCACAG Migracién de la gbnada (Brenner et al., 2010)

microRNAs y metabolismo en C. elegans

Se han identificado genes que codifican para enzimas de biosintesis y de utilizacion de
lipidos y carbohidratos, estos genes regulan el flujo del metabolismo energético. Es
relevante conocer la regulacion de estos genes y si los microRNAs participan en la
regulacién del metabolismo ya que estas moléculas son capaces de regular la expresion
de sus diferentes blancos.

Los mecanismos celulares y genéticos de regulacion pueden verse comprometidos por
condiciones de estrés ambiental o fisiolégico. Un analisis funcional reciente indica que
algunos microRNAs especificos regulan procesos como la longevidad en C. elegans. Una
de las vias principales que funciona en la regulacion de la longevidad en gusanos es la via
de la Insulina/IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1), la cual se ha visto que es regulada por
el microRNA lin-4. Una mutante de este miRNA muestra un envejecimiento acelerado y
una sensibilidad incrementada a varios tipos de estrés, como por ejemplo choque térmico
(R. C. Lee, Feinbaum, & Ambros, 1993). Mutantes de miR-71, miR-238 y miR-246
mostraron menor resistencia a estrés, es decir, al someter a estas cepas a condiciones
como choque térmico su crecimiento y desarrollo se veia afectado. Mientras que, por otro
lado, mutantes de miR-239 mostraron un incremento en la resistencia (Brenner et al.,
2010). La expresiéon de dos genes de microRNAs, miR-34 y miR-71 se incrementa durante
el envejecimiento, y en respuesta al desarrollo a través de la etapa dauer, lo cual indica
que estos microRNAs tienen un papel mas general en la respuesta del gusano al estrés
fisiologico y ambiental pues se expresan a lo largo de la vida del nematodo (De Lencastre
et al., 2010). Ademas, mutantes de miR-34 muestran una mayor sensibilidad al estrés
causado por radiacion (Masaomi Kato, Chen, Inukai, Zhao, & Slack, 2011).

Se ha visto que los microRNAs que participan directamente en el metabolismo en
humanos se encuentran conservados en el nematodo, tal es el caso de let-7, miR-34 y
miR-124, los cuales participan en la sensibilidad a insulina, metabolismo de lipidos y

38



desarrollo de islotes pancreaticos, respectivamente (Baroukh et al., 2007; Sun et al., 2009;
Wong et al., 2011). Estos microRNAs también han sido caracterizados en el gusano, se
ha descrito que participan en procesos de desarrollo, respuesta de dafio al DNA vy
migracién de la gbnada (Brenner et al., 2010; Masaomi Kato et al., 2011; Miska et al.,
2007). No puede descartarse la participacion de estas moléculas en el metabolismo, ya
que aun no hay evidencia de su funcibn en condiciones de estrés ambiental,
particularmente estrés nutricional. Caracterizar esta funcién, se ha complicado por la falta
de fenotipos contundentes, por la redundancia de funcion entre los distintos microRNAs y
porque el estrés metabdlico requiere de analisis en condiciones especificas. En el
presente trabajo se pretende llevar a cabo una aproximacion inicial al estudio de los
factores implicados en la respuesta a tipos de estrés especificos en el gusano,
particularmente los microRNAs.
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Antecedentes

Condiciones experimentales para el estudio del metabolismo en C. elegans

Una gran ventaja que presenta el nematodo es que se pueden controlar directamente las
condiciones de los medios en los que se crece, ademas, es posible aislar mutantes con
relativa facilidad bajo condiciones especificas; es por eso que distintos grupos de
investigacion lo han utilizado como modelo para estudiar su desarrollo en condiciones
como la restriccion calérica, el ayuno o diferentes niveles de glucosa.

Restriccion cal6rica y ayuno

Se ha descrito que la restriccién cal6rica en diferentes organismos como ratas, ratones y
nematodos causa un incremento en el tiempo de vida (Lakowski & Hekimi, 1998; Schulz et
al., 2007; Walker & Houthoofd, 2005; Wei et al., 2008). También se ha visto que retrasa y
atentia cambios relacionados con el envejecimiento en primates (Choi, 2011; C. Lee,
1999; Partridge, 2011). El efecto se conserva en humanos, en donde la restriccién calérica
ha sido ligada a una reduccién en el indice metabdlico que podria ser benéfico para el
organismo (Heilbronn et al., 2006).

Es en C. elegans donde los mecanismos genéticos de este efecto han sido mejor
caracterizados. Para estudiar la restriccion de alimento directamente, los gusanos se
crecen en medios liquidos con concentraciones conocidas de bacterias, o bien, pueden
mutarse genes que causan defectos en la funcién de la faringe y por tanto ingieren menor
cantidad de alimento (L Avery, 1993).

Por otro lado, la capacidad del C. elegans de entrar en diapausia le permite sobrevivir
en distintas condiciones de estrés, como el ayuno, temperaturas elevadas vy
sobrepoblacion, distintos estudios han revelado que estas etapas alternativas son mas
resistentes y viven mas tiempo, es por eso que se han establecido protocolos
experimentales para estudiar al nematodo en diferentes condiciones de estrés; por
ejemplo, se han utilizado protocolos donde se somete al gusano a choques térmicos para
poder aislar mutantes termoresistentes (Mufioz & Riddle, 2003). Para el caso del ayuno,
un protocolo tipico incluye resuspender a los huevecillos en una solucién de buffer estéril
donde los gusanos que eclosionen sufrirdn arresto debido a la falta de alimento, o bien,
dependiendo de la etapa larvaria que se quiera estudiar a los gusanos pueden dejarse
crecer y después cambiarse a cajas sin alimento. Deben tomarse en cuenta factores como
la temperatura y los antecedentes genéticos de los gusanos. Debe monitorearse que
sobrevivan en ayuno en los dias siguientes a la eclosiébn o a que se retira el alimento,
tomando alicuotas y contando a los gusanos vivos. Este tipo de protocolos con
condiciones experimentales sencillas y bien definidas dejan en teoria poco espacio a la
variabilidad, convirtiéndose asi en herramientas valiosas para el estudio del metabolismo
(Artyukhin & Avery, 2012; L Avery & Horvitz, 1990; Castro, Khare, Young, & Clarke, 2012;
Mufioz & Riddle, 2003).
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Altos niveles de glucosa

En humanos se ha determinado que aproximadamente el 15% de las calorias ingeridas
son carbohidratos, esta alta ingesta se ha vinculado a diversas enfermedades (Malik,
Schulze, & Hu, 2006); sin embargo, ha sido dificil encontrar un modelo experimental
adecuado para estudiar el metabolismo de los carbohidratos. Células epiteliales de cordén
umbilical de humano se cultivaron con concentraciones elevadas de glucosa (33.3 mM)
para observar el efecto de la misma sobre las vias metabdlicas y de apoptosis (H. Zhao et
al., 2007). Distintos grupos de investigacion han comenzado a utilizar al C. elegans como
modelo para estudiar el metabolismo de la glucosa directamente en un organismo
multicelular eucarionte, ya se han creado entonces algunos protocolos para establecer las
condiciones experimentales adecuadas.

Para crear un modelo de restriccion de glucosa en el gusano se utilizé a un inhibidor
de la glucélisis (inhibidor de la glucosa fosfato isomerasa) (Schulz et al., 2007). Para
estudiar condiciones de altos niveles de glucosa se agregaron diferentes cantidades de
glucosa directamente al medio de crecimiento; las concentraciones utilizadas en estos
estudios varian. Se ha visto que al agregar desde 0.1 mM de glucosa (20 mg/l) hay un
efecto deletéreo pues disminuye el tiempo de vida de los gusanos (Choi, 2011). Otro
estudio utiliz6 hasta 50 mM de glucosa en el medio, y con esta concentracién se
observaron también efectos en el tiempo de vida y, ademas, en la produccién de especies
reactivas de oxigeno (Schulz et al.,, 2007). En otro estudio que utiliz6 un rango de
concentraciones que van desde 0.1% a 2% de glucosa en el medio. Se observaron
efectos a partir de la menor concentraciéon (0.1% o 5.6 mM) comprobandose ademas que
los gusanos ingieren a la glucosa del medio pues los niveles de glucosa en su interior
incrementaron dos veces con respecto a los que fueron cultivados en el medio control
(Lee, Murphy, & Kenyon, 2009). Finalmente, hay un estudio que empleé una
concentracion de glucosa de 40 mM en el medio, que es la concentraciéon que se utiliza en
el presente trabajo para la condicion de alta glucosa, pues ademas de que con esta
concentracion se observan efectos reportados previamente al cultivar al gusano en altas
concentraciones de glucosa (como por ejemplo la disminucién del tiempo de vida), cuando
se midi6 la glucosa en extractos del gusano se obtuvo una concentracion en el interior de
14 mM, concentracién que se asemeja a la de un paciente con hiperglicemia sin tratar
(Schlotterer et al., 2009), lo cual establece al gusano como un modelo para enfermedades
como la diabetes y para estudiar el efecto de la glucosa en la funcion celular.

Metabolismo de lipidos

Algunos grupos de investigacién también han utilizado al gusano como un modelo para el
estudio de la regulacion, sintesis y almacenamiento de grasas in vivo. Se ha utilizado para
identificar a los genes responsables de la acumulacién de grasas mediante estudios de
knockdown genético que afecten los niveles de lipidos (Chiang & MacDougald, 2003).

Al igual que con la glucosa, se puede controlar la concentracién de lipidos en los
medios de cultivo del gusano y asi evaluar su efecto en el organismo. Se han utilizado, por
ejemplo, medios que contienen 1% de glicerol, un componente de los acidos grasos (S.
Lee et al., 2009); otro estudio reporta el efecto de afiadir al cultivo acidos grasos como el
acido esteérico, oleico o linoleico a una concentraciéon de 1 mM (Nomura et al., 2010); se
realizé también un estudio en donde se utiliz6 al colesterol para simular una dieta elevada
en grasas, se consideré una concentracion de 12.5 uM como condicion control y una de
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50 uM como una concentracion elevada. Se observé un efecto en los gusanos, pues se
incrementaron los niveles de triglicéridos, es por eso que en este estudio utilizamos al
colesterol a una concentracién de 50 uM para establecer una dieta alta en lipidos (Kim et
al., 2010).

Estudio de los microRNAs expresados diferencialmente en condiciones de ayuno

En nuestro laboratorio se realiz6 un estudio para caracterizar a los microRNAs de C.
elegans que cambian su expresion cuando se somete a los gusanos a un ayuno de 12 h,
siguiendo un protocolo similar al establecido previamente por Horvitz y colaboradores (L
Avery & Horvitz, 1990) en donde se mide la cantidad de alimento para establecer el
tiempo de ayuno de los gusanos, es decir, cuanto tiempo se requiere para que los
gusanos ingieran una determinada cantidad de alimento y a partir de que la consumen
toda comienza su etapa de ayuno. Posteriormente se realiz6 la secuenciacion masiva de
RNAs de tamano pequefio (RNA-seq). Para estos experimentos se generaron bibliotecas
de cDNA de microRNAs de larvas L4; las larvas se utilizaron en esta etapa para evitar la
entrada en etapa dauer por falta de alimento como ocurre en etapas previas y también
para descartar las alteraciones propias de la reproduccidbn en gusanos adultos. La
secuenciacion de las bibliotecas de cDNA se realiz6 mediante la tecnologia lllumina. En
este método, las moléculas de DNA se amplifican formando “clusters” de DNA en la
superficie de una placa, para determinar la secuencia de cada uno de los clusters, se
agregan 4 tipos de bases de término que se van removiendo quimicamente en ciclos,
durante los cuales se toman imagenes secuenciales de los nucleétidos que estan
marcados con fluorescencia. Se obtuvieron un total de 27.4 millones de lecturas para el
control y 27.1 millones de lecturas para el ayuno de 12 horas. De los RNAs no
codificantes identificados, el 74.9% corresponden a secuencias de microRNAs en
condiciones control y el 69.1% en condiciones de ayuno, y un 13.5y 17.3% a otros RNAs
no codificantes, como se observa en la Figura 19.

Porcentaje de secuencias encontradas en Porcentaje de secuencias encontradas en ayuno de
condiciones control 12 horas

No alineados; 7%

Gendmico; 3% No
alineados;

9%

Gendmico; 3%

Wormbase
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Wormbase ncRNA;
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miRbase maduros;

miRbase maduros;
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CRsRrb%se

precursor; 0%

Figura 19. Tipos de RNAs encontrados en las bibliotecas de RNAs no codificantes de larvas L4
alimentadas normalmente (control) y sometidas a un ayuno de 12 h.
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Distribucion de los miRNAs en condiciones control y en ayuno en larvas L4

Los microRNAs mas expresados en las larvas L4 en las condiciones estudiadas son: miR-
58-3p, miR-1-3p, miR-84-5p, miR-228-5p, miR-66-5p, miR-48-5p, miR-70-3p y let-7-5p
(Figura 20). EI miR-58-3p participa en procesos de locomocién, control del tamano
corporal, puesta de huevecillos, y, dado su patron de expresién y abundancia, se
considera que tiene un papel ‘housekeeping’ (Alvarez-Saavedra & Horvitz, 2010). De miR-
1-3p se ha reportado que es importante para el funcionamiento de las uniones
neuromusculares en C. elegans, mientras que el homoélogo en Drosophila tiene un papel

en el desarrollo del musculo (Simon et al., 2008).

Ayuno

B miR-58-3p O miR-84-5p @ miR-66-5p @ miR-70-3p M miR-81-3p W miR-80-3p
miR-1-3p O miR-228-5p @ miR-48-5p ®@ let-7-5p B miR-59-3p O other miRNAs

T T T T T 1
20 40 60 80 100

o

Figura 20. Distribucion de los microRNAs mas abundantes encontrados en C. elegans en
condiciones control y de ayuno de 12 h en etapa L4.

El haber obtenido que los microRNAs miR-58-3p y miR-1-3p son los mas abundantes,
coinciden con los datos publicados por Kato y colaboradores, quienes hicieron un estudio
en donde caracterizan y evalGan el cambio de expresion de los diferentes microRNAs en
las diferentes etapas de vida de C. elegans; se obtuvo que en la etapa L4 los microRNAs
mas abundantes son el miR-58-3p y el miR-1-3p (Masaomi Kato, De Lencastre, Pincus, &
Slack, 2009) (Figura 21).

Gusanos hermafroditas (wild-type N2)

Embrion L1 L2 L3 L4 Adulto

1| miR-58 489 miR-58 450 miR-58 489 miR-58 438 || miR-58 46.0 | miR-58 543

2 miR-1 21.9 miR-1 32.3 miR-1 29.9 miR-1 32.3 miR-1 251 miR-1 19.0

3| miR-52 50| miR-228 6.0 miR-228 6.6 | miR-228 7.1 || miR48 105 miR48 111

4| miR-35 50 miR-72 52| miR-72 42| miR-72 3.1 || miR-228 33| miR-71 22

Figura 21. microRNAs méas abundantes en cada una de las etapas de desarrollo del C. elegans. En
colores se muestran los miRNAs que coinciden con los resultados obtenidos en el analisis de
abundancia presentado en la figura anterior (Masaomi Kato et al., 2009).
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MicroRNAs expresados diferencialmente en condiciones control y en ayuno en larvas
L4

Una vez que se obtuvo la caracterizacion de los microRNAs mas expresados en la etapa
L4 en las dos condiciones de interés, control y ayuno, se evalué cuales son los
microRNAs que se expresan diferencialmente en ambas condiciones, se encontr6
entonces que los que aumentan su expresion en las larvas sujetas al ayuno de 12 h con
respecto al control son el miR-34-3p, miR-35-3p, miR-36-3p, miR-37-3p, miR-38-3p, miR-
39-3p, miR-41-3p y miR-4813-5p, y entre los que disminuyen su expresion se encuentra
let-7-3p (Figura 22).
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Figura 22. microRNAs que se expresan diferencialmente en condiciones de ayuno con respecto al
control. En azul se muestran los microBRNAs que aumentan su expresion y en rojo let-7-3p que
disminuye su expresioén de forma significativa. En negro se muestran miR-58-3p, miR-1-3p y miR-
84-5p, que se mantienen constantes en ambas condiciones, resultados que coinciden con lo que
se habia reportado previamente por Kato y colaboradores (Masaomi Kato et al., 2009) (M= log,
ayuno — log, control).

miR-34

Fue identificado inicialmente en el nematodo C. elegans donde se caracterizd6 su
expresion a lo largo de tejidos somaticos como la faringe, el intestino, neuronas y vulva, lo
que sugirié un papel en el soma (Weidhaas et al., 2007). En el nematodo se caracteriz6
ademas su perfil de expresion a lo largo de las diferentes etapas de desarrollo, se
encontr6 que su expresibn es muy baja, casi imperceptible en el embrion y va
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incrementando a lo largo de la vida (Masaomi Kato et al., 2011). Pertenece a una familia
que se encuentra altamente conservada, incluso en el humano, donde se ha visto en
cultivos de células de pulmén que su expresion incrementa después de su exposicion a
radiacion (Wong et al., 2011), este incremento se observé también en el nematodo. Se
observé ademas que el incremento de este microRNA ocurre a través de p53 y se
requiere para la respuesta al dafio del DNA (M Kato et al., 2009). En resultados del
laboratorio, se ha caracterizado a este microRNA como una de las moléculas que cambia
su expresién cuando se somete al gusano a condiciones de ayuno, es por eso que es
relevante para esta investigacion (Figura 23).

A B
cel-miR-34 G GCAGUG %
cbr-miR-34 8. GGCAGUG oz
ame-miR-34 BVIGGCAGUG E
mmu-miR-34a QVGGCAGUG o
dre-miR-34 RYGGCAGUG o Y
bta-miR-34a MIGGCAGUG o35
hsa-miR-34a BVIGGCAGUG E >
xtr-miR-34a G GCAGUG S =
gga-miR-34a BGGCAGUG o G 1.2
dme-miR-34 g CGCAG S o
bmo-miR-34 BVGGCAGUG S ©
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hsa-miR-34c-5p - A{dqedid Emb L1 L2 L3 L4 Adulto

Figura 23. A) El miR-34 se encuentra conservado en diferentes especies. cel: Caenorhabditis
elegans, cbr: Caenorhabditis briggsae, ame: Abeja (Apis mellifera), mmu: Raton (Mus musculus),
dre: Pez cebra (Danio rerio), bta: Vaca (Bos taurus), hsa: Humano (Homo sapiens), xtr: Xenopus
tropicalis, gga: Pollo (Gallus gallus), dme: Drosophila melanogaster, bmo: Gusano de seda
(Bombyx mori), cin: Ascidiacea (Ciona intestinales) B) Cambios en la expresion del miR-34 en el
desarrollo de gusanos hermafroditas (Masaomi Kato et al., 2011).

miR-35

La familia miR-35 se compone por 8 miRNAs, que van del miR-35 al miR-42, se localizan
en dos clusters gendmicos separados por 350 kb. El primero de los clusters abarca de
miR-35 a miR-41 y el otro contiene a miR-42, miR-43, y miR-44, no obstante, estos dos
ultimos no estan relacionados por secuencia a la familia miR-35 y pertenecen a otras dos
familias diferentes (Figura 24) (Alvarez-Saavedra & Horvitz, 2010; Lim et al., 2003).
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Figura 24. A) Estructura secundaria del cluster miR-35-41 como la predice el programa RNAfold,
los microRNAs se muestran en rojo y las secuencias que los flanquean en negro (Hofacker, 2004;
Lau, Lim, Weinstein, & Bartel, 2001). B) Secuencias de los 8 miembros de la familia miR-35. Los
nucleétidos conservados se muestran en letras negras con fondo blanco, se consideraron asi al ser
idénticos en mas de la mitad de los miembros de la familia, en azul se muestran las variantes
(Alvarez-Saavedra & Horvitz, 2010).

Mediante reporteros de GFP se ha encontrado que miR-35 se expresa en células
embrionarias comenzando en la gastrulacion y alcanzando su maximo nivel de expresion
en la elongacion (Alvarez-Saavedra & Horvitz, 2010) y, mediante northern blots se ha
descrito que se expresa solamente en el embrién y en adultos, no se encontré expresion
en ninguna etapa larvaria (Lau et al., 2001),

En cuanto a la funciébn que desempenan estos microRNAs, se ha caracterizado que la
delecion del cluster completo (del miR-35 al 42) provoca letalidad embrionaria o en la
etapa L1, mientras que la delecion del cluster del miR-35 al 41 provoca letalidad
embrionaria o en la etapa L1 sensible a temperatura, algunos embriones sufrieron arresto
del desarrollo embrionario, morfogénesis fallida, y falta de elongacién de la faringe.
Debido a que la expresién individual de cada uno de los miembros de la familia pero no
asi de miR-43 o miR-44 rescataron los defectos causados por la delecion de todo el
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cluster. Se ha descrito que los miembros de este cluster actian de forma redundante, ya
que la expresion de los microRNAs individuales es suficiente para que el desarrollo
embrionario se lleve a cabo (Alvarez-Saavedra & Horvitz, 2010; Miska et al., 2007).

Mediante estudios con microarreglos se encontr6 que su expresion se origina en la
gbnada pues nematodos sin gonada no lo expresan, ademas se encontr6 que se
encuentra expresado en mayor proporcion en la ovogénesis con respecto a la
espermatogénesis. Este cluster es el unico que se ha caracterizado con este patron
particular de expresion (Alvarez-Saavedra & Horvitz, 2010).

Estudios recientes han encontrado que este cluster participa en la respuesta a RNA de
interferencia, se encontr6 que gusanos que carecen de este cluster mostraron una
reduccién en la expresion del gen lin-35/Rb que participa en la regulacion de la respuesta
al RNA de interferencia, sin embargo, la forma en la que el cluster regula positivamente a
este gen aun no se conoce (Massirer et al., 2012).

Finalmente, hay otro estudio donde se describe una funcién de la familia miR-35 en la
transicibn G1/S de las células intestinales y en la proliferacion de la linea germinal. Se
observa que la pérdida del cluster provoca una reducciéon en el nimero de nucleos en el
intestino y en la gbnada distal mitética. En este estudio se propone a los genes
conservados lin-23 y gld-1 como posibles blancos (Liu et al.,, 2011). Esto es relevante
puesto que este cluster tiene la capacidad de controlar muchos genes blanco en paralelo
(Alvarez-Saavedra & Horvitz, 2010). Debido a que el miR-35-3p fue uno de los microRNAs
que cambiaron su expresidn significativamente en condiciones de ayuno, se evaluaron los
niveles de expresion del mismo mediante RT-PCR como se muestra a continuacion.

Andlisis de los niveles de expresion de miR-35-3p en condiciones control y en ayuno

Se confirm6 la expresion diferencial del miR-35-3p mediante RT-PCR y los resultados
obtenidos coincidieron con los datos de la secuenciacién masiva en donde se observé que
la expresion de mir-35-3p incrementa en condiciones de ayuno. En los datos de la
secuenciacién masiva se observo ademas que los niveles de expresion del miR-58-3p se
mantienen constantes en ambas condiciones y esto también se confirmé con un ensayo
de RT-PCR, por lo que se establecié entonces que este microRNA puede utilizarse como
control de carga de los niveles de RNA al igual que el rRNA 5S (Figura 25).

4 L4 L4 Ayuno 12h
Ayuno 12h realimentados 3h Figura 25. Andlisis por RT-PCR de la expresion de
) miR-35-3p en larvas L4 en condiciones control,
miR-35-3p i u t ‘ sometidas a un ayuno de 12 h y realimentadas por 3

h. Se muestran los niveles del miR-58-3p como
control de carga (Datos no publicados de Laura

miR-58-3p ~ H u Garcia Segura, Doctorado en Ciencias Biomédicas,

UNAM).
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Analisis de los niveles de expresion de los mRNAs de los genes gld-1y lin-23 en
condiciones control y en ayuno

Una vez que se confirmo la expresion diferencial del miR-35-3p, se analizaron los niveles
de expresion de dos de los posibles genes blanco de este microRNA, /in-23y gld-1. Estos
genes fueron propuestos en el estudio realizado por Liu y colaboradores (Liu et al., 2011).
Los resultados mostraron una disminucién en los niveles de expresién de los mensajeros
de estos genes en condiciones de ayuno con respecto al control (Figura 26).

RT-PCR
Control Ayuno Figura 26. Analisis por RT-PCR de la expresion de los niveles de
lin-23 RNA mensajero de lin-23 y gld-1 en larvas L4 en condiciones
control y sometidas a un ayuno de 12 h. Se muestran los niveles
de p-actina como control de carga. (Datos no publicados de
gld-1 Laura Garcia Segura, Doctorado en Ciencias Biomédicas,

UNAM).
B-actina

Los resultados y datos anteriores son antecedentes directos para este proyecto, ya que
en primera instancia, se muestran las bases que nos permitiran establecer las condiciones
experimentales para poder estudiar al C. elegans en distintas condiciones de estrés
nutricional. Los resultados de la secuenciacion masiva muestran que hay microRNAs que
cambian sus niveles de expresion si se somete a las larvas C. elegans a condiciones de
ayuno de 12 h, esto es relevante pues los niveles de RNA mensajero de dos de los
posibles genes blancos reportados para este microRNA de interés disminuyen su
expresion cuando incrementan los niveles del mismo en esta condicion, lo cual nos lleva a
pensar que la regulacion de la expresién de genes dependera al menos en parte de los
niveles de expresion de los diversos microRNAs presentes en esta condicion de manera
especifica.
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Planteamiento del problema

A pesar de que ya se ha establecido la importancia del control del metabolismo a nivel
molecular, ha sido dificil el desarrollo de un modelo de estudio que permita la
identificacion de los blancos que participan en este proceso; se ha utilizado recientemente
al nematodo C. elegans como un modelo para el estudio del metabolismo de
carbohidratos y lipidos, puesto que muchos de sus genes conservan homologia con el
humano. Es por eso que en este trabajo se busca incorporar un perfil de expresién de
microRNAs cuyos niveles se han visto afectados al someter al nematodo a condiciones de
ayuno e identificarlos como componentes moleculares que participan en la regulacién de
estos procesos.

Alta ingesta de

. | Expresion de E
1 |- -------
Homeostasis l—‘ genes : qucI:osta y/lo
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| Di

> MICrORNAS  [Grressrrrmssnrnnnnnnanunil iabetes

Metabolismo

| opmiseepojepony

Figura 27. Planteamiento del problema. En el esquema se muestran a grandes rasgos las
cuestiones a dilucidar en este proyecto resaltadas en color azul.

Hipétesis
Una ingesta elevada de glucosa y/o colesterol en C. elegans como modelo experimental,

provoca una expresion diferencial de microRNAs y por lo tanto altera la expresion de
genes.

Objetivos

Objetivo general
Evaluar los niveles de expresion de microRNAs de interés y los cambios fenotipicos que

ocurren al someter a gusanos C. elegans a una dieta alta en glucosa, en colesterol y en
glucosa y colesterol con respecto a una dieta control.
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Objetivos particulares

1. Estandarizar el modelo de alta glucosa y colesterol al que se someteran los
gusanos.

2. Evaluar el efecto de las dietas altas en glucosa y/o colesterol sobre el fenotipo,
particularmente sobre el almacenamiento de lipidos.

3. Medir los niveles de expresion de microRNAs como se realizd en condiciones de
ayuno en estas dietas altas en glucosa y/o colesterol.

4. Evaluar los cambios de expresién a nivel de mRNA vy proteina de posibles genes
blanco de estos microRNAs.

Material y Métodos

Cultivo de C. elegans

En el presente trabajo se utilizaron dos cepas de C. elegans: la cepa silvestre N2 y la
cepa BS1080 (oz155es, GLD-1:: GFP/FLAG, unc-119(+) [MMO16]) proporcionada por el
Dr. Tim Sched| del Departmento de Genética de la Universidad de Washington. Ambas
cepas se cultivaron en condiciones estandar (Wood, 1988) utilizando los diferentes
medios NGM descritos en el apéndice. Se utilizaron varios medios de cultivo: un medio
control, uno con exceso de glucosa, uno con exceso de colesterol y uno con exceso de
glucosa y colesterol, se mantuvieron a 18°C.

Evaluacion fenotipica

Tamano de los especimenes

Para llevar a cabo la medicién de gusanos se partié de un cultivo de C. elegans que fue
sincronizado con el protocolo que se describe en el apéndice, posteriormente se
repartieron los embriones obtenidos en partes iguales en cajas petri con los 4 medios de
interés y se mantuvieron hasta la segunda generacién. Los gusanos de la primera y
segunda generacién se separaron por tamano, los pequefios que corresponden a la
segunda generacibn se colocaron en cajas nuevas con los mismos medios de
crecimiento y se dejaron hasta que alcanzaron la etapa larvaria L4. Estos gusanos se
colectaron en tubos eppendorf con 1 ml de Buffer M9, y se sometieron al tratamiento
descrito en el apéndice con la solucién al 10% de azida de sodio, un inhibidor metabdlico
utilizado para inmovilizar a los gusanos pues inhibe la citocromo ¢ oxidasa y la ATP
sintasa. Posteriormente, se observaron al microscopio y se fotografiaron colocados en una
camara de Neubauer. Se analizaron al menos 5 cultivos para cada condicion.
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Figura 28. Tamafo de los especimenes. En el esquema se muestra de manera general el
protocolo que se sigui6 para observar y medir a los gusanos.

Tincién con Rojo Nilo in vivo

Para la tincion in vivo con Rojo Nilo se utilizd el protocolo establecido por Soukas y
colaboradores (Rourke, Soukas, Carr, & Ruvkun, 2009). Brevemente, se partié6 de un
cultivo de C. elegans que fue sincronizado con el protocolo que se describe en el
apéndice, posteriormente se repartieron los embriones obtenidos en partes iguales en
cajas petri con los 4 medios de interés que se prepararon adicionando 550 ul de Solucién
Stock de Rojo Nilo, y se mantuvieron hasta la segunda generacion. Los gusanos de la
primera y segunda generacion se separaron por tamano, los pequefios que corresponden
a la segunda generacion se colocaron en cajas nuevas con los mismos medios de
crecimiento con Rojo Nilo adicionado y se dejaron hasta que alcanzaron la etapa larvaria
L4. Estos gusanos se colectaron en tubos eppendorf con 1 ml de Buffer M9, y se
colocaron en un portaobjetos preparado con una placa de agar para su observacion al
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microscopio. Este experimento se realizé al menos 3 veces para cada condicién. Para
cuantificar la intensidad de fluorescencia se hizo un analisis con las herramientas del
programa ImageJ64. Las especificaciones de este analisis se describen en el apéndice.

Control ] > Control | > \ > | Control
Glucosa > Glucosa > > Glucosa

| ) | - \
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\ Colesterol ] Colesterol -

Sincronizacion \/
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{ + ) > + | > > +
Colesterol Colesterol = Colesterol
A 1
{ 1° generacion 1° generacion Separacion | 22 generacion

o L4
2% generacion

Solucién Stock
de Rojo Nilo

Observacion al
microscopio

Figura 29. Tincién con Rojo Nilo in vivo. En el esquema se muestra de manera general el protocolo
que se siguib para tenir a los gusanos sometidos a dietas altas en glucosa y/o colesterol con Rojo
Nilo adicionado que permite el marcaje con fluorescencia de lipidos.

Tincién con Negro Sudan

Para la tincibn con Negro Sudan se siguid el protocolo establecido por Kim vy
colaboradores (Kim et al., 2010) descrito a detalle en el apéndice. Brevemente, se parti6
de un cultivo de C. elegans que fue sincronizado con el protocolo que se describe en el
apéndice, posteriormente se repartieron los huevecillos obtenidos en partes iguales en
cajas petri con los 4 medios de interés y se mantuvieron hasta la segunda generacion. Los
gusanos de la primera y segunda generacion se separaron por tamafo, los pequefios que
corresponden a la segunda generacion se colocaron en cajas nuevas con los mismos
medios de crecimiento y se dejaron hasta que llegaron a la etapa larvaria L4. Estos
gusanos se colectaron en tubos eppendorf y se fijaron con paraformaldehido, se pasaron
por un gradiente de etanol, se trataron con una solucién saturada de Negro Sudan y se
observaron al microscopio, las especificaciones de este protocolo se encuentran en el
apéndice. Para hacer este analisis cuantitativo se utilizd el protocolo reportado por Tan y
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colaboradores (Tan, Luo, Ho, & Lee, 2011) explicado también a detalle en el apéndice;
brevemente, se extrae el colorante de los gusanos tefidos con etanol al 95% y se mide la
absorbancia a 500 nm. Los valores se analizaron mediante las herramientas estadisticas
del programa GraphPad Prism 6.0, como se muestra en el Anexo IlI.
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Observacion al
microscopio

Figura 30. Tincion con Negro Sudan. En el esquema se muestra el protocolo que se siguié para la
tincion de los gusanos sometidos a dietas altas en glucosa y/o colesterol con el colorante Negro
Sudan, el cual permite el marcaje de lipidos.

Tincién con Rojo Nilo (fijacion)

Para la tincion con Rojo Nilo con un paso previo de fijacién se utilizé un protocolo basado
en los previamente establecidos por Brooks y colaboradores y por el grupo de Soukas y
colaboradores (Brooks et al., 2009; Pino, Webster, Carr, & Soukas, 2013); es un protocolo
modificado del descrito anteriormente para la tinciébn con el colorante Negro Sudan; en
este caso, se fija a los gusanos con isopropanol, el método a detalle se describe en el
apéndice.
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Conteo de progenie

Para ver si el nUmero de progenie cambia entre una condicién y otra por efecto de la dieta,
se utilizé el protocolo establecido por Horvitz y colaboradores (Trent, Tsuing, & Horvitz,
1983). Brevemente, se sincronizd un cultivo con la técnica descrita en el apéndice, se
repartieron por igual los huevecillos obtenidos en cajas de cada uno de los medios de
interés. Se dejaron crecer a 18 °C y cuando los gusanos alcanzaron un tamafo
manipulable, se tomd un gusano hermafrodita con la ayuda de un gendarme y se pas6 a
una caja chica (3 cm de diametro) (denominada caja 1) con el mismo medio en el que se
estaba creciendo, se dejo 24 horas, se movi6 al mismo gusano a una nueva caja
(denominada caja 2) y se dejo 24 horas, después de que transcurrié este tiempo se movio
a una caja nueva (denominada caja 3). En el cuarto dia se realiz6é el conteo de larvas y
embriones al microscopio marcando los ya contados para evitar doble conteo. Este
experimento se hizo al menos 3 veces para cada condicién. La estrategia de transferir al
animal a cajas nuevas cada 24 horas durante 3 dias permite hacer un mejor conteo del
numero de embriones no eclosionados y de larvas, para tener mejor aproximacion al
numero de progenie para un gusano hermafrodita de cada condicion.

Obtencidn de los perfiles de expresiéon de los microRNAs

Amplificacion Mediante RT-PCR (protocolo Stem-Loop)

Se realizaron RT-PCRs para cuantificar las diferencias de expresion de los microRNAs de
interés, esta técnica es muy especifica, el protocolo a seguir se basa en el establecido por
Kramer y colaboradores (Kramer, 2011) y se describe a detalle en el apéndice junto con la
preparacion que tiene que llevarse a cabo de los oligonucleétidos, los fundamentos de la
técnica se describen brevemente en la Figura 31.

, Figura 31. Fundamento de la
MIRNA ONgonuciebtido técnica RT-PCR para amplificacion
)Tallo-asa de microRNAs. En color morado se

muestra el oligonucle6tido con

RT estructura de tallo-asa, 6

nucleétidos del extremo 5 de este

oligonucledtido se aparean con 6

) nucleétidos del extremo 3’ del

microRNA. Esta hibridacién permite

PCR la sintesis de cDNA (en color

naranja) mediante una reaccién de

Oligonucleotido especifico ‘Forward’ A transcripcic’m reversa, el sentido de

TV FTI la flecha muestra el sentido en que

ocurre la reaccion de

polimerizacion. Después se llevo a

cabo la reaccion de PCR, en esta

reaccion se utilizaron dos

oligonucleotidos convencionales,

uno que se une especificamente a la secuencia complementaria a la copia del microRNA (Forward,

en verde) y el otro (Reverse, en morado) que se une a una secuencia resaltada en color morado

oscuro que forma parte de la estructura del oligonucleétido tallo-asa, y por ende se considera un
oligonucledtido universal (Kramer, 2011).

Oligonucleotido universal
‘Reverse’
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Analisis de los niveles de expresion de mRNA de genes blanco

Ensayos de RT-PCR

El RNA total de los gusanos cultivados en cada condicion se purificd por el método de
Trizol descrito en el apéndice. El cDNA se sintetiz6é a partir de 2 ug del RNA total usando
una mezcla de hexameros y transcriptasa reversa, bajo las condiciones descritas en el
apéndice y en seguida se llevé a cabo la amplificacion por PCR de los mensajeros de
interés junto con el de B-actina que se utiliz6 como control. Los productos de PCR se
separaron en un gel de acrilamida al 12%, que fue tefido con Gel Red y fotografiado bajo
luz UV en un fotodocumentador. Para la cuantificacion de las bandas se hizo un ensayo
densitométrico con el software de analisis TotalLab Quant.

Western Blot

El protocolo que se siguib6 se describe con detalle en el apéndice, se basdé en los
protocolos de bioquimica de proteinas establecidos por Hyman y colaboradores del
Instituto Max Planck, los cuales pueden encontrarse en el siguiente enlace:
http://hymanlab.mpi-cbg.de/hyman_lab/c-elegans/

En este caso se hirvieron las muestras en lugar de utilizar un sonicador como lo establece
Hyman, esta modificacion se basa en lo indicado en el protocolo establecido por Greiss y
colaboradores (Greiss, Schumacher, Grandien, Rothblatt, & Gartner, 2008). Para la
cuantificacion de las bandas se hizo un ensayo densitométrico con el software de analisis
de imagenes TotalLab Quant.

Analisis de datos
Los datos obtenidos fueron analizados mediante las herramientas estadisticas del

programa GraphPad Prism 6.0. Las especificaciones de cada andlisis se encuentran en el
Anexo Il.
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Resultados y Discusién

Evaluacion fenotipica

El tamarno de los gusanos cambia cuando se someten a una dieta con niveles elevados de
glucosa

Tamano y produccion de huevecillos

En primera instancia pudimos observar las diferencias fenotipicas que presentan los
gusanos sometidos a las diferentes dietas. El primer efecto que observamos fue un
incremento en el tamafio de los gusanos de manera dependiente de los niveles de
glucosa (Figura 32).

Control Evaluacion fenotipica - Tamafo de los gusanos
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Figura 32. Efecto de la dieta alta en glucosa y/o colesterol sobre el tamafio de los gusanos. En el
lado izquierdo se muestran fotografias representativas de gusanos C. elegans que se mantuvieron
hasta la segunda generacion en las dietas indicadas. Se colocaron en una camara de Neubauer
como se describié en material y métodos, las fotografias se alinearon de manera que la cuadricula
al fondo coincidiera en todas las imagenes para poder compararlas. Las lineas punteadas indican
la forma que tendria el gusano en posicion recta, indicando la longitud aproximada. La grafica en el
lado derecho muestra el promedio de las mediciones, para cada condicién se hicieron como
minimo 30 mediciones independientes, se muestra el error estandar correspondiente, *p < 0.05
comparando contra el control.
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Resulta significativo el incremento en tamafio de manera dependiente de los niveles de
glucosa, el mayor efecto se observa en la dieta que contiene glucosa + colesterol (G+C).
En promedio, los gusanos en condiciones control midieron 1 mm de longitud, los que se
sometieron a una dieta alta en colesterol, 1.1 mm, los gusanos en dietas que contienen
solamente un incremento en glucosa, 1.4 mm y los que estuvieron en dietas G+C
alcanzaron una longitud de 1.7 mm.

También se compararon las diferentes dietas entre si, con un p valor de 0.01, se obtuvo
que las diferencias en tamafo entre los gusanos alimentados con colesterol comparados
contra los alimentados con glucosa y G+C son significativas, al igual que los gusanos
alimentados con glucosa al compararse contra los gusanos G+C, en seguida se
abordaran las causas de estas diferencias.

Se ha descrito que el nUmero de células, el tamafio de éstas y el espacio extracelular
determinan el tamano final de un organismo, y que a esto también contribuyen factores
nutricionales y genéticos (Conlon & Raff, 1999). Los organismos multicelulares deben
mantener dimensiones apropiadas de érganos y tejidos relativas al tamafo del organismo,
y el proceso debe ser lo suficientemente flexible para tomar en cuenta las condiciones
ambientales en las que se encuentra y, si es necesario, ajustar el tamafo (Stern, 2003).

Un factor clave que influye en el crecimiento es la nutriciobn. En los resultados se
observa que un incremento en la cantidad glucosa que los C. elegans consumen en la
dieta causa un incremento en su tamafo; distintos estudios han reportado que someter a
estos gusanos a condiciones de ayuno o restriccién calérica los lleva a una disminucién
en su tamano, por lo tanto se especula que los procesos que regulan el crecimiento estan
acoplados a los que regulan el metabolismo (So, Miyahara, & Ohshima, 2011; Stern,
2003).

En estudios previos, se ha visto variaciébn en el tamano a causa de la ingesta de
diferentes cepas de E. coli con diferente composicion de lipidos, proteinas vy
carbohidratos. Se observé que la ingesta de la cepa K12 de E. coli, que contiene de 3 a 5
veces mas carbohidratos que la cepa OP50, causa un incremento en el tamano de los
gusanos de 1.65 veces (Brooks et al., 2009; So et al., 2011).

Se ha visto en Drosophila que la disponibilidad de nutrientes estimula la sefalizacién de
la insulina, y esto, a su vez, estimula el crecimiento y la proliferacion de células, lo que
lleva a una alteracion final en el tamafo del organismo (Britton, Lockwood, Li, Cohen, &
Edgar, 2002), lo cual podria explicar el incremento de tamafo que observamos en los
nematodos, ya que se sabe ademas que los nematodos con mutaciones en el gen daf-2
(que codifica para el receptor IGF-1; Insulin-like Growth Factor 1) no incrementan en
tamafo cuando se alimentan de la cepa de E. coli K12 que contiene mas carbohidratos
(So et al., 2011).

Los gusanos se midieron a un mismo tiempo, es decir, después de sincronizar a los
gusanos se esperd a que los gusanos en dieta control alcanzaran la etapa larvaria L4 y se
realizaron las mediciones para todas las condiciones, esto es relevante pues las
diferencias en tamafo pueden ser en parte a un desarrollo mas rapido. Lo que coincide
con reportes de Choi y colaboradores y Lee y colaboradores en los que se observé que
una dieta alta en glucosa acorta el tiempo de vida del C. elegans, el grupo de Lee y
colaboradores determind que la glucosa disminuia el tiempo de vida de los gusanos al
influenciar los componentes de la via de sefalizacién de insulina/IGF-1 (Choi, 2011; S.
Lee et al, 2009). Datos que concuerdan ademas con lo observado por So y
colaboradores, pues determinaron que una dieta con una cepa de E. coli que tiene altos
niveles de glucosa disminuye el tiempo que tardan los nematodos en llegar a la etapa
adulta (So et al., 2011).
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En nuestro laboratorio se ha observado que el tiempo de vida de los gusanos
incrementa cuando se someten a condiciones de ayuno, el tiempo de desarrollo por las
diferentes etapas larvarias de los mismos ha comenzado a estudiarse (Datos no
publicados de Laura Garcia Segura, Doctorado en Ciencias Biomédicas).

No se observaron fenotipos evidentes en cuanto a motilidad o defectos en las
estructuras anatémicas del gusano, sin embargo, al estudiarse si las dietas afectaban la
fertilidad del gusano, se evalud el nUmero de progenie, y se observd que éste incrementa
significativamente cuando se le somete a una dieta alta en glucosa o G+C, pero no asi en
una dieta alta solamente en colesterol, como se muestra en la gréafica de la Figura 33.
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Los resultados concuerdan con el estudio realizado por Valdés y colaboradores, que
indica que nematodos con alteraciones en la proteina CUP-1 (Cholesterol Uptake Protein-
1,) una proteina que participa en la toma de colesterol de la dieta no presentan defectos
en la espermatogénesis ni en la cantidad de progenie que tienen si se crecen en medios
con altos niveles de colesterol, sin embargo, observaron que, cuando se crecen en
medios con poco colesterol la cantidad de progenie que tienen se reduce
considerablemente, pero no asi el tamano de los gusanos, lo que concuerda con nuestro
resultado del efecto del colesterol sobre el tamafno de los gusanos (Valdes, Athie, Salinas,
Navarro, & Vaca, 2012).

Por otro lado, se ha observado que la restriccion cal6rica causa una disminucién en la
cantidad de progenie que tienen los gusanos (Seidel & Kimble, 2011); en un estudio
donde se cre6 un modelo de restriccion cal6rica al tratar a los gusanos C. elegans con
metformina, una droga utilizada para el tratamiento de la obesidad y también en pacientes
con diabetes tipo 2, pues reduce los niveles de glucosa en sangre e incrementa la
sensibilidad a la insulina, se observé una disminucion en el nimero de progenie de los
mismos (Onken & Driscoll, 2010).

Acumulacioén de lipidos

También se evalu6 si la cantidad de lipidos acumulados variaba cuando se sometia a los
gusanos a las diferentes dietas, para esto se tifieron gusanos en etapa larvaria L4 que se
mantuvieron hasta la segunda generacién en los medios a estudiar con un colorante
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liposoluble, el Negro Sudan. El patron que se obtuvo de las tinciones varia entre una
condicion y otra como se puede observar en los paneles A y B de la Figura 34, donde
observamos una mayor tincién en los gusanos sometidos a dieta alta en glucosa y G+C.
Como ya se describid, para hacer este analisis cuantitativo, se extrajo el colorante de los
gusanos con el protocolo reportado por Tan y colaboradores (Tan et al., 2011) descrito a
detalle en el apéndice. Los datos obtenidos se muestran en la grafica del panel C de la
Figura 34. Se obtuvo un incremento significativo en la cantidad de colorante que se extrajo
de los gusanos con una dieta alta en glucosa y G+C, lo cual indica que estos gusanos
acumulan una mayor cantidad de lipidos.
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Figura 34. Tinciobn con Negro Sudan. En el panel A se muestran fotografias representativas de
gusanos tefiidos en un aumento 10 X. En el panel B se observan segmentos de gusanos tefidos
en un aumento 40 X. El Panel C muestra la gréafica del colorante cuantificado después de extraerlo
de los gusanos como se describe en el apéndice, se observa el error estandar correspondiente, *p
< 0.01 comparando cada las diferentes condiciones contra el control, n=3.
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Se realiz6 también el marcaje in vivo con el colorante Rojo Nilo en gusanos que se
mantuvieron hasta la segunda generacién en los diferentes medios; como ya se describio,
este compuesto no fluoresce cuando se encuentra en solventes polares, pero, cuando se
encuentra en un ambiente rico en lipidos fluoresce intensamente, por lo que ha sido
utilizado como un marcador de los lipidos almacenados en C. elegans. Este marcaje, a
diferencia de la tinciébn con Negro Sudan, se realiz6 con gusanos vivos pues al agregarlo a
los medios de crecimiento de los gusanos éstos pueden ingerirlo como fue descrito en el
protocolo de Soukas y colaboradores (Rourke et al., 2009). Como se muestra en la Figura
35, el gusano sometido a una dieta control y el gusano sometido a una dieta solamente
alta en colesterol muestran menor intensidad de fluorescencia que los que se cultivaron
en dietas altas en glucosa y en glucosa y colesterol.
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Figura 35. Marcaje in vivo con Rojo Nilo. En panel B de la figura se observan fotografias
representativas de gusanos sometidos a las dietas de interés tefiidos con Rojo Nilo. En el panel A
se observa el mismo gusano fotografiado en un campo brillante. En el panel C se muestran los
valores obtenidos de CTCF = Densidad integrada - (Area del gusano x fluorescencia media del
fondo de la imagen) de una de las imagenes analizadas. Estos valores se obtuvieron para cada
condicién estudiada con el programa ImageJ64, como se describe en el apéndice, n=3.
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También se utilizé al colorante Rojo Nilo para hacer una tincion después de un paso de
fijacion, mediante esta tincion se buscd evaluar si los lipidos acumulados variaban cuando
se sometia a los gusanos a las diferentes dietas, el protocolo utilizado se describe a
detalle en el apéndice. El patrén que se obtuvo de las tinciones varia entre una condicién
y otra como se puede observar la Figura 36.

Control

Figura 36. Tincién con Rojo Nilo con un paso
previo de fijaciobn. Se observan fotografias
Colesterol representativas de gusanos sometidos a las
dietas de interés tefidos con Rojo Nilo después
de un paso de fijacion. Esta tincion permite
observar con mayor detalle la acumulacion del
colorante, sin embargo, este tipo de imagenes
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En mamiferos, el proceso de convertir el exceso de energia en grasa comienza cuando
la insulina induce la translocacién del transportador de glucosa, incrementando asi los
niveles de glucosa intracelulares, se ha reportado que a este proceso le sigue un
incremento en los niveles de SREBP-1c¢ (Sterol Regulatory Element-Binding Protein), un
factor de transcripcién con estructura hélice-giro-hélice-zipper que se transloca al nicleo
donde se dimeriza y se une a la secuencia consenso de respuesta a esterol (SRE),
contribuyendo asi a la expresidbn de genes que participan en la biosintesis de acidos
grasos (Foretz et al., 1999; Gerin, Clerbaux, et al., 2010; Raghow et al., 2008). En 2010,
fue reportado por Nomura y colaboradores que en los gusanos que se crecen en medios
que contienen altos niveles de carbohidratos cambia la expresién de sbp-1, un homoélogo
del factor de transcripcion SREBP-1c de mamiferos, el cual facilita la acumulacién de
grasa. Esto coincide con los resultados que obtuvimos de las tinciones con Negro Sudan y
Rojo Nilo (Figura 34, 35 y 36), en donde se observa que los niveles de lipidos incrementan
considerablemente en gusanos expuestos a estas dietas altas en glucosa (Nomura et al.,
2010).

Raghow y colaboradores reportaron en 2008 que en gusanos con mutaciones
(deleciones) en los genes que controlan las vias de sintesis de acidos grasos se
reestablece el tamafo de los gusanos control cuando se exponen a acido oleico y
linoleico, pero no asi los niveles de grasa acumulada. Nuestros datos son consistentes
con esto pues observamos que no hay diferencia en el almacenamiento de grasas en las
dietas altas solamente en colesterol, e incluso, con la poca diferencia observada en el
tamafo de los gusanos en las dietas altas solamente en colesterol con respecto a los
gusanos control. Sin embargo, hasta el momento no se cuenta con reportes que indiquen
que esta exposiciéon al colesterol induzca la p-oxidacién de acidos grasos (Raghow et al.,
2008).
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Kim y colaboradores reportaron que la tincibn con Negro Sudan correlaciona con los
niveles de triglicéridos en un modelo de C. elegans. Cuando realizamos el marcaje con
Negro Sudan observamos un incremento en la acumulaciéon de colorante en los gusanos
sometidos a dietas altas en glucosa y G+C (Kim et al., 2010). Se sabe ademas que la
glucosa estimula la esterificaciébn de acidos grasos a triglicéridos al generar piruvato y
acetil-CoA, lo que correlaciona con el incremento que observamos en la acumulacién de
lipidos en los gusanos que se someten a dietas que contienen altos niveles de glucosa
(Brooks et al., 2009; Foretz et al., 1999).

Es importante mencionar que debido a que la técnica para tefir a los gusanos con
Negro Sudan requiere un paso de fijacion y lavados con etanol, es propensa a error y
puede mostrar inconsistencias, para evitar esto seguimos el protocolo establecido por Tan
y colaboradores para hacer la técnica cuantitativa (Tan et al.,, 2011). A pesar de que
puede ser insensible a fenotipos sutiles se ha reportado que es una técnica adecuada
para observar fenotipos dramaticos como los que obtuvimos en las dietas altas en glucosa
y colesterol (Kim et al., 2010; Strnadova et al., 2009).

Observamos también un incremento en el marcaje in vivo con Rojo Nilo en los gusanos
sometidos a dietas altas en glucosa y G+C, esto es consistente con los datos que
obtuvimos para la tincién con Negro Sudan. El Rojo Nilo ha sido utilizado para marcar
gotas lipidicas en células de mamifero. Se ha reportado también que es un marcador de
los niveles de acidos grasos en C. elegans (Greenspan, Mayer, & Fowler, 1985b; Nomura
et al.,, 2010). Sin embargo, se ha reportado que no marca adecuadamente la linea
germinal, los embriones y la hipodermis. Debido a que estas estructuras pueden
almacenar grasa, debemos considerar a nuestros experimentos de marcaje como una
primera aproximaciéon pues podrian ser inexactos (O’Rourke et al., 2009).

Se ha reportado un paso previo de fijaciobn en el marcaje con Rojo Nilo mejora el
marcaje de lipidos pues ya no requieren ser metabolizados por el gusano (Brooks et al.,
2009; Pino, Webster, Carr, & Soukas, 2013). En la Figura 36 se muestra el marcaje que
se realiz6 con Rojo Nilo siguiendo este protocolo, con este marcaje se muestra mejor la
distribucién del colorante, aunque el tipo de microscopia realizada no permite aun
describir a detalle las estructuras en las que se almacenan los lipidos.

En el nematodo no ha sido facil observar y caracterizar los niveles de lipidos, cada una
de las técnicas que presentamos aporta algo a esta caracterizacion tomando en cuenta
los reportes en los que se utilizaron. Debido a que se mantiene la misma tendencia en las
diferentes técnicas, podemos concluir que los niveles de lipidos en los nematodos
incrementan cuando se somete a los gusanos a dietas altas en glucosa y G+C, como
ocurre en mamiferos.

Obtencién del perfil de expresiéon del miR-34-3p

Se obtuvo el perfil de expresién para el microRNA miR-34-3p y miR-34-5p. El miR-34-3p
fue uno de los microRNAs cuyos niveles de expresion cambiaron en condiciones de ayuno
pero para el que no se contaba con un perfil de expresion en condiciones de incremento
de glucosa, de colesterol o ambas. En la Figura 37 se muestra que los niveles de
expresion de este microRNA incrementaron de manera significativa en las dietas con alta
glucosa y G+C con respecto al control (Figura 37 panel B). Se obtuvo ademas el patrén de
expresion de este microRNA a lo largo de las diferentes etapas larvarias del gusano, se
observé que se encuentra expresado a bajos niveles en todas las etapas y que esta
expresion no varia significativamente (Figura 37, panel C). Se obtuvo también el patrén de

62



expresion del miR-34-5p a lo largo de las diferentes etapas larvarias del gusano, el patron
de expresion de este microRNA habia sido previamente reportado, se observé, al igual
qgue en estos reportes, que los niveles de expresion de este microRNA incrementan en las
diferentes etapas de manera significativa (Figura 37, panel D).
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Figura 37. Perfil de expresion del miR34-3p. A) Imagen representativa de las RT-PCRs para miR-
34-3py 5p que se realizaron a partir del RNA extraido de cada condicion. B) Densitometria de los
niveles de expresion del miR-34-3p en las diferentes dietas. Los valores fueron normalizados con
respecto a la expresion del miR-58-3p. *p < 0.01 comparando contra el control. n=3. C)
Densitometria de los niveles de expresion del miR-34-3p en las diferentes etapas larvarias. Los
niveles de expresion fueron normalizados con respecto a la expresion del miR-58-3p. No se
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encontraron cambios significativos a lo largo de las diferentes etapas en la expresion de este
microRNA; se compar6 la media de cada condicion con la media de las demas, se muestra el error
estandar correspondiente. n=3. D) Densitometria de los niveles de expresion del miR-34-5p en las
diferentes etapas larvarias. Los niveles de expresién fueron normalizados con respecto a la
expresion del miR-58-3p. Se encontr6 que la expresion de este microRNA incrementa
significativamente a lo largo de las diferentes etapas; se compar6 la media de cada condicién con
la media de las demas, se muestra el error estandar correspondiente. E) Grafica que muestra las
densitometrias de los paneles B y C de la figura comparadas entre si. Del lado derecho de la linea
punteada se observan los gusanos sometidos a las diferentes dietas, del lado izquierdo se muestra
la expresion del miR-34-3p a lo largo de las diferentes etapas larvarias. *p < 0.01 comparando la
media de cada condicién con la media de las demas.

Los niveles de expresion del miR-34-5p cambian en el proceso de desarrollo de C.
elegans. Kato y colaboradores y Lau y colaboradores reportaron el patron de expresion de
este microRNA. Observaron que los niveles de expresibn este microRNA van
incrementando conforme va avanzando el desarrollo del nematodo (Figura 23) (Masaomi
Kato et al., 2011; Lau et al., 2001). Esto es consistente con nuestros resultados mostrados
en el panel D de la Figura 37.

Se tenia el concepto que, durante el procesamiento de los microRNAs, sélo una de las
hebras llegaba a formar complejos con las proteinas Argonauta, mientras que la otra,
llamada hebra estrella, era degradada. En 2011, Yang y colaboradores demostraron que
las hebras estrella también se incorporan a los complejos con las proteinas AGO y asi
regulan a sus genes blanco (Yang et al., 2011).

Kato y colaboradores encontraron que la expresion de la hebra estrella del microRNA
miR-34, (miR-34-3p) no coincide con la expresion de la hebra mas abundante (miR-34-5p)
pues sus niveles de expresion se mantienen bajos a lo largo del desarrollo del nematodo
(Masaomi Kato et al., 2011). Nuestros de la expresién de este microRNA a lo largo de las
diferentes etapas larvarias (Panel C, Figura 37) correlacionan con estos hallazgos.

En estudios previos del laboratorio se mostré que los niveles de expresion del miR-34-
3p cambian cuando se somete al gusano a condiciones de ayuno. Sus niveles de
expresion se incrementan de manera significativa, como se muestra en la Figura 22 (datos
no publicados de la Laura Garcia Segura, estudiante del Doctorado en Ciencias
Biomédicas, UNAM).

Por esta razén, decidimos evaluar los niveles de expresion de este microRNA en
condiciones de altos niveles de glucosa y/o colesterol. Nuestros resultados muestran un
incremento en la expresion del microRNA miR-34-3p cuando se somete al gusano a
condiciones de alta glucosa y G+C (Panel B de la Figura 37). Esto es consistente con un
estudio que se realiz6 en un modelo de ratones obesos en donde se observdé que los
niveles del miR-34-3p se incrementan de manera significativa (Fu et al.,, 2012). Este
estudio es el primero en donde se adjudica una posible funcién en el metabolismo a este
microRNA, ya que solamente habia sido relacionado con la respuesta al dafio al DNA por
radiacion.

En este estudio, Fu y colaboradores observaron que este microRNA tiene como blanco
un receptor hepatico (BKL) cuya senalizacién a través de ERK/GSK causa un incremento
en la sintesis de glucégeno. Nosotros encontramos, mediante un analisis de similitud, que
el gen C50F7.10° del nematodo tiene un 76% de homologia (364 de 478 aminoacidos)
con el gen Bkl. Se ha visto ademas, que en ausencia de glucosa-6-fosfatasa, hay una
acumulacién de glucosa-6-fosfato en la célula, lo que activa a la glucégeno sintasa y
genera el incremento en los niveles de glucégeno en el higado y rifidbn de estos ratones
obesos (Fu et al., 2012). Esta seria una posible explicacién del incremento de los niveles
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de miR-34-3p en condiciones de glucosa elevada y también una explicaciéon del posible
mecanismo en el que miR-34-3p pueda estar participando (Panel E, Figura 37).
Finalmente, se ha observado que el tratamiento con un anti-miRNA que mantiene los
niveles bajos de miR-34-3p, restaura la correcta sefalizacion ERK/GSK de este receptor e
incluso la respuesta posprandial en ratones obesos (Trajkovski et al., 2011).

Obtencién del perfil de expresiéon del miR-35-3p
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Figura 38. Perfil de expresion de miR-35-3p. A) Imagen representativa de las RT-PCRs para miR-
35-3p que se realizaron a partir del RNA extraido de cada condicién. B) Densitometria de las
bandas del gel de la parte inferior del panel A. Los niveles de expresion del miR-35-3p fueron
normalizados con respecto a la expresion del miR-58-3p. *p < 0.01 comparando contra el control.
n=3. C) Densitometria de las bandas del gel de la parte superior del panel A. Los niveles de
expresion del miR-35-3p fueron normalizados con respecto a la expresion del miR-58-3p. *p < 0.01
comparando la media de cada condicion con la media de las demas. n=3. D) Gréfica que muestra
las densitometrias de los paneles B y C de la figura comparadas entre si. Del lado derecho de la
linea punteada de la gréafica se observa la expresién del miR-35-3p en las diferentes dietas, del
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lado izquierdo se muestra la expresion del miR-35-3p a lo largo de las diferentes etapas larvarias.
*p < 0.01 comparando la media de cada condicién con la media de las demas.

Ademas del andlisis del fenotipo, se obtuvo el perfil de expresion para el microRNA miR-
35-3p, uno de los microBRNAs cuyos niveles de expresidbn cambian en condiciones de
ayuno pero para el que no se contaba con un perfil de expresién en condiciones de
incremento de glucosa, de colesterol o ambas. En la Figura 38 se muestra que para las 3
dietas experimentales, los niveles de expresion de este microRNA aumentaron de manera
significativa con respecto al control (panel A y B). Se obtuvo ademas el patrobn de
expresion de este microRNA a lo largo de las diferentes etapas larvarias del gusano, y se
observé que sbélo se encuentra expresado en la etapa adulta y embrionaria (Figura 38
panel C). Sin embargo, cuando se somete a éstos gusanos a una dieta alta en colesterol,
glucosa y G+C los niveles de expresion incrementan ain mas que su expresion en la
etapa adulta y embrionaria (Figura 38, panel D).

El perfil de expresiéon de este microRNA a lo largo del desarrollo del nematodo en
condiciones control habia sido previamente reportado por varios grupos de investigacion
(Masaomi Kato et al., 2009; Lau et al., 2001; Martinez et al., 2008). Este microRNA se
expresa de manera exclusiva en embriones y adultos (Figura 38, panel A y C) lo cual es
consistente con estos reportes. Esto, aunado a que la delecion del cluster completo causa
letalidad en los embriones, sugiere que esta implicado en procesos de desarrollo (Alvarez-
Saavedra & Horvitz, 2010). Miska y colaboradores reportaron que los distintos microRNAs
que forman el cluster al que pertenece miR-35 tienen una funcion redundante, pues la
falta de cualquiera de ellos no causa un efecto notable en el organismo mientras cuente
con los demas (Miska et al., 2007).

Zhang y colaboradores reportaron que los microRNAs que se encuentran en el intestino
del nematodo pueden participar en condiciones de estrés nutricional, como puede ser el
ayuno (X. Zhang, Zabinsky, Teng, Cui, & Han, 2011).

La nocién de que para poder caracterizar la funcion de un microRNA, que no tiene
funcion aparente en condiciones normales, se necesite retar a un organismo a
condiciones de estrés, no es nueva (l. Lee, Hendrix, Kim, Yoshimoto, & You, 2012;
Williams & Mitchell, 2012), lo que hemos caracterizado para el microRNA miR-35-3p
podria ser una posible implicacion del mismo en procesos metabdlicos cuando el
nematodo es sometido a dietas altas en glucosa y/o colesterol, ya que, como observamos
en el panel A y en el panel B de la Figura 38, los niveles de expresién incrementan de
manera significativa en estas condiciones, lo que, aunado a los resultados previos para la
condicién de ayuno, sugieren una implicacién de esta molécula en la regulacion del estrés
nutricional.

lin-23 y gld-1

AUn no se tiene evidencia experimental que establezca una conexién entre el miR-35-3p
y el metabolismo, tampoco se conocen los posibles genes blanco o los mecanismos en
los que podria estar participando como ya estan descritos para el miR-34-3p. Sin
embargo, hay un reporte que ha sugerido que los genes lin-23 y gld-1 pueden ser blancos
de esta molécula (Liu et al., 2011).

En el presente trabajo analizamos las secuencias 3-UTR de ambos genes; para ambos
encontramos sitios de union para este microRNA. El analisis con el software miRanda con
el alineamiento de estas moléculas se muestra a continuacion:
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gld-1
Cromosoma I C. elegans

7694691 -
5 ' TGGAAGCTGCAAGCATTGAACAAGGACTCCGAGAACAATTCGAGAAGGAAACAATGCTGAGAGATGAACAT
GAAGAATTAAGGAAATATATTGATGACGGACTTCAAGAATATACAGCTGATACTTCTAAAATTGAAAAACAGA
AACAACCTTCTTCATCAGCTGCAGCTAAATTTTCATCGCTGAATGCAGAAGATCGTGATGTAGAGCTTTTGAA
ACAAGCTGCTGGAAAAGTGAAGGGAAATCAAAGCAAAAAGGAGACAGAATTGCTTTCAGAGCATATGCTCGCA
GGAATCCCAGAAGTGGACCTGGGAATTAGCACTCGTATCACCAATATCTTGGAGACTGAAAAGAAAAAACGAT
TCCTTCTTCAAATATCTGCTGCTGAAGCTGCAGGTCTTCCACCACCAATTGAAGAATGTGAAGAATCAAAACC
AAAATATCGAAGACGTTTCAACAACCAGCGTCGATAAATTGAGATACACAAGTGTTTTTTATTTATTTTCCTG
TTTAAATAAATTCGATTCATTTTATAAAACTCTGAATTGAAAGTATTCAATTAAATTCTGAAAAGCCTCATGC
AAATCAGCGCACGGCTTAATAGGCGTGGCCAATTCCTGCCGTTTCGCCACCCGTGCGCGCATTTCTGGAACTT
AAAGGAACATGTTGCACCGCGACGTATGGGTCTCGCAGCGATCGCAAACAGGTATACGGTAAAAGTTTCGAAA
TTTAGGACTTCACCTCAAAACTTTTTAGAGTTTTATTTTTTCGATGCTTTTTGGTTGTTTTATATTTCGTTTC
ATCTAAAAATTTTAGAAATAATTATTTCTATTTGAATATGACCACTTTCACATTTTCCTCGAATGTTTCATTC
CGAAATTCTAGTGAATATTCGTTAGATAAGCTAGATGAGCGAATCGCCGCAGAGTTTAAGCTTATGTCGTTAC
GTTATTGAAAAATATATTATTACTAAGTTTTCTTACAGGTTAACCATCGAAGAATGCCGTCGTGCACCACTCC
AACTTACGGTGTTTCGACCCAACTAGAAAGCCAAAGCTCTGAATCGCCATCTCGTTCGTCCGTTATGACGCCA
ACGTCTCTGGATGGAGACAATAGTCCACGGAAGAGATTCCCCATCATCGACAATGTTCCAGCGGATCGTTGGC
CGTCAACTCGGCGAGACGGATGGGTACGCGAATTTTCATTTTGTTCATCAATTACAGTAATAAAAAATTTTCA
GAGCTCTGTTAGAGCGCCACCACCAGCTCGTCTGACGCTATCGACGAACAACAGACACATCATGTCCCCGATT
TCGAGCGCTTACAGTCAAACACCTAATTCGCTTTTGTCGCCAGCCATGTTCAATCCAAAGAGCAGAAGTATCT
TTTCCCCGACTCTTCCTGCAACTCCAATGAGTTATGGAAAATCATCGATGGACAAGAGTATGAAACAATCTCA
TGTCTACTTATTTTTCTGTAATTTCTTCAGGCCTGTTCTCTCCAACAGCTACAGAACCAATCGAGGTTGAGGC
AACTGTCGAGTACTTGGCTGATCTGGTTAAAGAGAAGAAACATCTTACGCTCTTTCCTCATATGTTCAGCAAT
GTTGAACGTTTGTTGGATGATGGTACATAACCGCTCTGTGTTCCTACAAGTAATTATTTTATTTTAGAAATCG
GTCGTGTCCGCGTGGCTTTGTTCCAAACTGAGTTTCCGAGAGTTGAGCTTCCTGAGCCTGCTGGAGACATGAT
TTCGATCACTGAGAAGATTTATGTTCCAAAGAACGAATACCCAGACGTAATTTAACGAATTTCAAGTTTTCGA
ACAACTAAAACATTTCAGTATAACTTCGTCGGTAGAATTCTCGGCCCACGTGGGATGACCGCCAAGCAGCTTG
AGCAGGACACTGGATGCAAGATTATGGTCCGAGGAAAGGGATCAATGCGGGACAAGTCAAAGGTTTGATCTTG
TTACAATTTTATCTAAAACAAAGTTTAGTTGTTGAAGGAAAGTGCTCACCGTGGAAAGGCCAATTGGGAGCAT
CTCGAAGACGATCTGCACGTTCTTGTGCAATGCGAAGACACTGAGAATCGTGTTCACATCAAATTGCAAGCAG
CACTCGAACAGGTCAAGAAGTTGCTCATTCCGGCTGTGAGTTATATGCTTCGTAAAATCTCTACAATAACCTA
TTTTCAGCCCGAGGGAACTGACGAGCTGAAGAGAAAACAACTTATGGAACTTGCAATCATCAACGGTACGTAT
CGTCCAATGAAGTCGCCAAACCCAGCTCGTGTGATGACTGCAGTTCCTCTGCTCTCTCCAACTCCACTACGTA
GTTCAGGTCCAGTTTTGATGTCGCCAACTCCTGGATCAGGACTCCCGTCAACGACATTTGGAGGATCGATCTT
GGTAGAACAGTTCTTCAGTTTAAGTTTCATATTTTTAATTTCAGAGCCCCACTCTCACTGCATCCAACCTTCT
CGGATCTAACGTCTTCGATTACTCGCTTCTGAGCCCGAGCATGTTTGATTCATTCAGCTCTCTTCAACTTGCA
AGTGATTTGACGTTCCCGAAGTACCCAACAACCACTTCGTTTGTCAACTCATTCCCTGGTCTTTTCACTTCTG
CATCTTCTTTTGCCAATCAAACAAACACCAATGTGTCCCCGAGTGGAGCAAGTCCCTCGGCTTCTTCAGTCAA
CAACACCTCTTTCTAAAAAGTTCACATTTATAACTCACACTCCCTTTGTTTTGTTCGTTCTCACCATTTTAGG
TTACCATAGAATCATGTGCCATACATCATGTTGCCATTTTTTCCCCCTCTCATCTCCCCCATCTTTATCATGT
CATCAATTGGTATCTACCATCTCACTCCTTTAGGAATAGCATACACATACAGTTAGTAATAATTATGTAATGA
GATACCTAATACCATTAATTCCTTTCTGTAATTTAAACTCGCCCTGCTGCTTTCACCATATGCTCTTTGATTT
TTAAGTATCTTTTCCCTTTCTTCGCAGATCTTGAAAAGATATTTTAACATCAGAGAAAAACGGCAGGTGCCCC
GGTAATAACATCTTATCAGGATAACCATTTTGGAGAATACTCATTGATACTTTTATTGATGCAGCTATTCCCC
TACCCATTCATACTACCTCGAATGCCAAAGCACCCCCTTTATTTTTCTGTGTTATCTTAACGCTAACCECHGH
TGATGTAGTCATCAAAAATTTTTCATCTTTTCTAAATTTTTAGTAACTTGAGATTTTA
ATTTTCTTTCCCGCTAGTTAGATATGTTCAAATCTCACATCCCCATCAAACCAGCCCCAAGTCCCCATTCTAA
ACCCCTACCCCTTCCCAATCTGTCCATTATAATTTTAAGCACAAGTCCAAGAGCTAATATTTTTAGCAGTCTT
TCACATTGACCATTTTCTCGGTACCCTGTTTTTGAGACCAAAATTTTGAATTTTGAAATTGAAATACAGGGCG
AGATAAAATAATAAAAAATAGTTTTTATTCAATTTTTCTTCCAGTTCATGTTTTAAAACGATTAAAAAGGAAA
CATTAGTTAGAAACATTTTCATTTCTTCAAATGTTTCACGTGAGCAGGGATTCAAACTGTTTCCAATCCGAAG
AGGATTTTGATGATAATCCAAGAGTTGATGGAGTTATCGAATTACTCAGTATGTGATGTTC TGTAAAAAAAAT
CGCCAGTTAAAATTATCAGAA-3’
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CCORNCTANCARNTCTNTCCNCEENTR - secuencia reconocida por miR-35-3p

Alineamiento cel-miR-35-3p/gld-1

3' ugACGAUCAAAGGUGGGCCACu 5' cel-miR-35-3p

lin-23
Cromosoma II C. elegans

6371305 - >K10B2.1 spliced + UTR 5°

aatctacactccttcccatttttttttgaatttt

cagaaatcaaccaaaccctctgtaatcttccttgtcattttccaaaaaagaaagttga
aattcctttgtacagtatccttttgcatccccttcccaacttttecctectcactattaactgatctgatttecat
gtgataatagtgtgtgtgtgtgtctctgcattctattcatcttttctcaatcgacatattggaatatcgcacg
cacaacccctttectttecttgtttttgtaaccgecattcgagtecctggtttttctgaaactatttttttaatact
tcaattttcaaagtcgcatgctttgecgggtgecccattcatccactctcaccattttattttgtttttcatecce
tcttcccatttctcaacggtttttecttctacggecgacgattctaaatgecttctatccecececgetttectcacce
gcacattttcaatcgcttcacacaaatctgtttcaaataatcgttttcgttcctaatttttcteccecttecat
tgcctccaattccaaatttcttttattcgectcggaaaattgtgttectgtatagttcgaaatgatataaacaaa
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EECEgaEcEteaaeegges - sccuencia reconocida por miR-35-3p
Alineamiento cel-miR-35-3p/l1in-23

3' ugACGAUCAAAGGUGGGCCAC 5' cel-miR-35-3p

5' 3' 1in-23

A pesar de que se encontraron sitios de union para el microRNA en las regiones 3’ UTR
de ambos genes, estas uniones no se presentan en la region semilla y habria que
mutagenizarlas para poder comprobarlas como sitios de union de este microRNA. Sin
embargo, para tener un acercamiento inicial a la forma en la que la expresién de estos
genes esta regulada, se obtuvo el perfil de expresion de los mismos. Como se observa en
el panel B de la Figura 39. Los niveles de expresion del mensajero de gld-1 incrementan
de manera significativa en gusanos sometidos a una dieta alta en glucosa y a una dieta
alta en colesterol y glucosa, pero no asi en una dieta donde sélo se incrementaron los
niveles de colesterol, como se observa en el panel C de la Figura 39. Los niveles de

expresion del mensajero del gen /in-23 se mantuvieron constantes en las diferentes
dietas.
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Figura 39. Perfil de expresion del mRNA de los genes gld-1y lin-23. En el panel A se observan la
imagen representativa de las RT-PCRs para /in-23 y gld-1. En el panel B y C se observan
graficados los valores obtenidos por medio de una densitometria de las bandas, los niveles de
expresion de ambos mensajeros fueron normalizados con respecto a la expresion del mensajero
del gen B-actina para cada condicién. *p < 0.01 comparando contra el control. n=3.
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Debido a que se detectaron cambios en la expresion del mensajero de gld-1 en los
gusanos sometidos a las diferentes dietas, se decidié también evaluar los niveles de esta
proteina, para esto se utilizdé a la cepa BS1080 que expresa GLD-1::GFP, proporcionada
por el Dr. Tim Schedl| del Departamento de Genética de la Universidad de Washington. En
primera instancia, se obtuvieron imagenes de la cepa en diferentes etapas tanto para
comprobar la presencia de GFP, como para evaluar la expresién de esta proteina en las
diferentes etapas larvarias, como se observa en la Figura 40.

Figura 40. Expresion de la proteina GLD-1 en C. elegans. A) No se observa expresiéon de GLD-
1::GFP en embriones. B) En la parte superior de este panel se observa un gusano en la etapa L4,
en la cual no se observa expresion de GLD-1::GFP; en la parte inferior se observa un gusano
adulto que presenta expresion de la proteina en la génada. C) La expresién de GLD-1::GFP se
encuentra en la génada de un gusano adulto.

70



Posteriormente, se analizaron los niveles de expresion de esta proteina mediante
Western Blots, como se observa en la Figura 41.
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Figura 41. Perfil de expresion de GLD-1 A) Imagen representativa de los Western-blots para GLD-1
que se realizaron a partir extractos de proteina de cada condiciéon, en el apéndice se describe a
detalle la técnica, para la deteccién de GLD-1 se utiliz6 un anticuerpo monoclonal de raton a-GFP
(1:2500). B) Densitometria de las bandas del gel de la parte inferior del panel A. Los niveles de
expresion de GLD-1 fueron normalizados con respecto a la expresiéon de Tubulina, n=2. C)
Densitometria de las bandas del gel de la parte superior del panel A. Los niveles de expresion del
GLD-1 fueron normalizados con respecto a la expresion de Tubulina, n=2. D) Gréafica que muestra
las densitometrias de los paneles B y C de la figura comparadas entre si. Del lado derecho de la
linea punteada de la grafica se observa la expresion de la proteina GLD-1 en las diferentes dietas,
del lado izquierdo se muestra la expresion de la misma a lo largo de las diferentes etapas de
desarrollo.
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Se evaluaron los niveles de proteina GLD-1 porque no se queria descartar que el
incremento en el miR-35-3p pudiera ejercer un efecto sobre la expresion de la misma, ya
gue como ya se menciond, los microRNAs también son capaces de controlar la expresion
de sus genes blancos a nivel traduccional (Humphreys et al., 2005; Vasudevan et al.,
2007). Para evaluar si habia cambios en la expresién de esta proteina en las diferentes
dietas, utilizamos una cepa transgénica que contiene GLD-1 fusionada a GFP. Como se
muestra en la Figura 41, la expresibn de esta proteina incrementa de manera
considerable en las dietas experimentales, esto es relevante porque esta proteina regula
la expresion de otras, por lo cual podria ayudarnos a dilucidar la participacion de esta
proteina en el metabolismo, un papel que no se habia caracterizado previamente.

En un analisis con el software Aceview de la plataforma NCBI, encontramos una
proteina en humano que presenta relacién con la proteina GLD-1, esta proteina llamada
QKI (encoding quaking, KH domain RNA binding protein) se expresa en distintos tejidos,
desde la piel, la placenta, el pancreas, el intestino, hasta el cerebro, esta proteina también
regula la traducciébn de sus mensajeros blanco, y se ha propuesto, de manera muy
interesante que participa regulando genes de procesos como la biosintesis de acidos
grasos de cadena larga, procesamiento y transporte de mensajeros y participa incluso en
procesos de diferenciacién celular (Biedermann et al., 2010; Chénard & Richard, 2008;
Klempan, Ernst, Deleva, Labonte, & Turecki, 2009; Noveroske et al., 2002; Saccomanno
et al., 1999).

Finalmente, debido a los resultados que observamos en el fenotipo, podemos sugerir
que tanto el miR-34-3p como el miR-35-3p tienen blancos que estan implicados en
procesos de almacenamiento de lipidos, por lo cual este incremento es relevante en
procesos metabdlicos, a pesar de que el miR-35-3p no esta regulando negativamente la
expresion del gen gld-1. El incremento de la expresién del mismo podria ser también
relevante en procesos de metabolismo de carbohidratos y almacenamiento de lipidos,
funcién que no se habia caracterizado para este gen.

En resultados previos del laboratorio se evaluaron, mediante RT-PCR, los niveles de
expresion de ambos genes, se observé que en condiciones de ayuno la expresiéon del gen
gld-1 disminuye, lo que correlaciona con el incremento en la expresion del miR-35-3p, lo
que podria sugerir que esta siendo regulado negativamente por este microRNA (Figura
42). Sin embargo, esto no se observd para lin-23, lo que podria sugerir que en estas
condiciones particulares este gen no es modulado negativamente por miR-35-3p.

De manera interesante, cuando caracterizamos los niveles de expresién del mensajero
del gen gld-1 en condiciones de alta glucosa y/o colesterol encontramos un incremento
significativo, y no una disminucibn como se esperaba, en base a los resultados del
laboratorio en condiciones de ayuno. Debido a que los niveles de miR-35-3p se
encuentran incrementados nuestras dietas experimentales de alta glucosa y alto colesterol
(Figura 39). Por otro lado, se observa también en la Figura 39 que los niveles de
expresion del mensajero del gen lin-23 se mantienen constantes en estas dietas a pesar
del incremento de miR-35-3p, esto es consistente con lo previamente descrito para las
condiciones de ayuno. El gen [in-23 tiene una funcién en la transicion G1/S, es un
componente del complejo SCF, un complejo de ligasas E3 de ubiquitina y, junto con CYE-
1 (ciclina E) y CDC-25.1 (cell division cycle related), regula la transicion G1/S pues
degradan a reguladores del ciclo celular. La pérdida de /in-23 provoca hiperplasia
intestinal (Hebeisen & Roy, 2008; Liu et al., 2011). Al no observar cambios significativos
en la expresion del mensajero de /in-23 a causa de las diferentes dietas a las que se
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sometieron los gusanos (Figura 39), en estos contextos metabdlicos el incremento en la
expresion de miR-35-3p no tiene efecto sobre este gen, a pesar de lo observado
previamente por medio de los reporteros (Liu et al., 2011). Lo que demuestra que, a pesar
de que lin-23 y gld-1 fueron caracterizados como posibles blancos de miR-35, incluso en
condiciones de ayuno, en nuestro caso no hay evidencia experimental que indique que en
condiciones de dietas con niveles elevados de glucosa y colesterol se esté llevando a
cabo una regulacion negativa, ni de los niveles de mensajero ni de los niveles de proteina.

Finalmente, se ha caracterizado la funcion de GLD-1, una proteina que se une al RNA y
actiia como represor de la traduccion previniendo la expresion no regulada de sus genes
blanco. Analisis genéticos indican que gld-1 actia como supresor tumoral en la linea
germinal, lo que significa que participa previniendo la progresion del cancer mediante la
regulacién del ciclo celular (Jan et al., 1999). En la Figura 39 mostramos que cuando se
somete a los gusanos a una dieta alta en glucosa y/o colesterol hay un incremento
significativo en la expresion del mensajero de gld-1. En la Figura 43 mostramos un modelo
en el que establecemos que la regulacién de la expresion de gld-1 parece escapar los
altos niveles de miR-35-3p, contrario a lo que sucede en condiciones de ayuno.
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Figura 42. Modelo de la regulacion del gen gld-1 por el microRNA miR-35-3p en condiciones control
y de ayuno en C. elegans. Se muestra en color rosa el sitio de unién para miR-35-3p caracterizado
en la region 3-UTR del gen, en verde se muestra la secuencia del microRNA. En ayuno hay un
incremento del microRNA y una disminucién en la expresioén del mensajero del gen gld-1, lo que no
se observa en condiciones control.
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Figura 43. Expresion del gen gid-1y del microRNA miR-35-3p en condiciones de alto colesterol y/o
glucosa. A pesar de que hay un incremento del microRNA como sucede en ayuno, no se observo
una disminucion en la expresion del mensajero del gen gld-1, si no mas bien un incremento, por lo
que se sugiere que el miR-35-3p no ejerce un efecto sobre el gen gld-1.

74



Conclusiones

Se validé la hipétesis, observamos que una ingesta elevada de glucosa y/o
colesterol provocé una expresion diferencial del microRNA miR-35-3p, para el caso
del microRNA miR-34-3p observamos que esta expresion diferencial se observa
solamente en las dietas que tienen concentraciones elevadas de glucosa.

Se evalub el efecto de las dietas altas en glucosa y/o colesterol sobre la
acumulacién de lipidos mediante el marcaje de los mismos por medio de tres
tinciones diferentes y se observd que una ingesta elevada de glucosa y/o
colesterol incrementa la acumulacién de lipidos en los nematodos.

Se establecioé que las dietas altas en glucosa y colesterol provocan un incremento
en los niveles del mensajero del gen gld-1 mientras que los niveles de expresion
del mensajero del gen /in-23 se mantuvieron iguales. Lo que indica que estos
genes no estan sujetos a regulaciéon negativa por el miR-35-3p en condiciones de
alta glucosa y colesterol como se ha propuesto que sucede en condiciones de
ayuno. Ademas, se establecié que en las dietas altas en glucosa y colesterol hay
un incremento en los niveles del proteina GLD-1, por lo que se sugiere que esta
proteina pudiera participar en procesos metabdlicos, lo que aiun no ha sido
reportado.

Perspectivas

Identificar blancos para los microRNAs miR-34 y miR-35, para poder establecer la
importancia del incremento en sus niveles de expresién causado por las dietas a
las que se sometieron los gusanos.

Identificar blancos para la proteina GLD-1 relacionados con procesos metabdlicos,
ya que esta funcién en el metabolismo caracterizada para esta proteina no ha sido
dilucidada.
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Apéndice

Etapas del desarrollo del nematodo C. elegans

1) Etapa embrionaria: Se considera a la etapa de desarrollo que abarca desde la
fertilizaciobn hasta la eclosion, inicia con una etapa proliferativa que dura
aproximadamente 6 h (350 min), de las cuales los primeros 150 min pasan dentro
del Utero, abarcan la formacion del cigoto y la generacién de células embrionarias
fundadoras AB, E, MS, C y D, que son células de tamafo desigual que daran
origen a diferentes lineales celulares, AB contribuira a la generacién del sistema
nervioso, la hipodermis y la faringe, E dara origen a las células intestinales, MS a
las neuronas, musculo, gbnada somatica, C a la hipodermis, neuronas y musculo y
D a las células musculares (Hope, 1999; Kipreos, 2005). El embrién sale cuando
llega a la etapa de gastrulacién que abarca los otros 200 minutos y en la cual hay
un rearreglo celular considerable. Al finalizar el proceso proliferativo, el embrion es
un esferoide de células organizadas en 3 capas, ectodermo de donde se genera la
hipodermis y las neuronas, mesodermo que genera la faringe y el musculo y
endodermo que genera la linea germinal y el intestino (Hope, 1999; J. E. . S. E. .
W. J. G.. T. N. Sulston, 1983).

Después de estas 6 h inicia el proceso de organogénesis que dura otras 6 h
aproximadamente (hasta el momento de la eclosién) y en el cual hay una
diferenciacién celular que ocurre sin divisiones celulares adicionales, el embrién se
elonga al triple de su tamafo gracias a la accién de filamentos de actina y toma
forma animal con tejidos y 6rganos diferenciados, comienza ademas a moverse un
poco dentro de los confines del huevo. Al final de la embriogénesis esta
establecida la estructura base del animal que ya no va a cambiar en el desarrollo
post-embrionario (Begasse & Hyman, 2011).

2) Desarrollo post-embrionario: Durante esta etapa el nimero de nucleos de
células somaticas aumenta a 959 en el gusano hermafrodita y 1031 en el macho.
La linea germinal prolifera para llenar la gbnada mientras ésta se forma; en esta
etapa no ocurre un proceso de morfogénesis puesto que todas las estructuras se
forman mientras se mantiene la misma estructura que se generd en la
embriogénesis. Este proceso inicia cuando la larva se alimenta, 3 h después de la
eclosiéon, pues en presencia de alimento se detienen las divisiones celulares vy el
animal puede pasar entonces por 4 etapas larvarias hasta llegar a la etapa adulta
en patrones que no cambian ni espacial ni temporalmente. Cada célula tiene un
destino determinado, sin embargo, si los embriones eclosionan en ausencia de
comida su desarrollo se arresta y sobreviven sin alimento de 6 a 10 dias (Figura
13) (V Ambros, 2000).

a) Etapa larvaria L1. En esta etapa se generan 5 de las 8 clases de
motoneuronas que existiran en la etapa adulta, ocurre ademas una
reorganizacién sinaptica. Los precursores de las gbénadas somaticas
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comienzan a producir células, mientras que los precursores de la linea
germinal comienzan a dividirse, estas divisiones ocurriran continuamente
hasta la etapa adulta. Al final de esta etapa comienzan a dividirse las
células que generaran las estructuras sensoriales posteriores, y se generan
dos coelomocitos adicionales en el gusano hermafrodita; los machos se
distinguen de los hermafroditas por la localizacién mas posterior de éstos y
el tamafio mas grande que tienen sus células rectales, asi como por la
ausencia de neuronas especificas del gusano hermafrodita que sufren
muerte celular programada durante la embriogénesis (V Ambros, 2000; J.
E. . H. R. H. Sulston, 1977).

b) Etapa larvaria L2: En esta etapa hay pocas divisiones celulares; contindan
las divisiones de la linea germinal cuyas células se cuadriplican en numero,
pero no ocurren divisiones en los linajes de las células de la gbnada soméatica
primordial, las células somaticas y las germinales se mezclan hasta el paso de
la etapa L2 a L3, donde se establece la organizacién general de la futura
gbnada. En el sistema nervioso también se producen cambios ya que se
forman dos neuronas ganglionares ventrales (Kimble, 1979).

c¢) Larva Dauer: Al final de la etapa L2, el gusano puede entrar en un estado
alternativo de arresto si las condiciones ambientales no son favorables para
que siga su crecimiento. Los factores ambientales como densidad poblacional,
ausencia de comida, temperaturas altas, etc., generan senales que llevan al
gusano a una etapa de arresto llamada L2d. Este estado es una etapa L2
alternativa en la cual el gusano no envejece, ya que retiene su potencial de
seguir su desarrollo y su tiempo de vida posterior no se afecta, no se alimenta
y su capacidad de moverse es minima. El estado Dauer termina cuando el
animal encuentra condiciones favorables. Después de 1 h de tener acceso a
comida, el gusano sale de esta etapa y 10 h después entra a la etapa larvaria
L4. Morfolégicamente, los gusanos en Dauer son muy delgados y tienen una
cuticula alterada, su cavidad bucal esta sellada por un bloque de cuticula y sus
células intestinales son mas oscuras que las de los animales normales, su
gbnada queda arrestada en la etapa larvaria L2 (Burnell, Houthoofd, O’Hanlon,
& Vanfleteren, 2005; Golden & Riddle, 1984; Swanson & Riddle, 1981).

d) Etapa larvaria L3: Durante esta etapa las células precursoras de las
gbnadas somaticas producen 143 células que formaran las vainas que a su
vez forman a las gonadas anterior y posterior, la espermateca y el Utero
(Kimble, 1979; J. E. . H. R. H. Sulston, 1977). Se definen los destinos de las
células que formaran la vulva, y las células comprometidas comienzan a
dividirse para generar las terminales de la vulva. Se forman ademas los
mioblastos que se dividiran para dar origen a 16 células musculares. En el
caso del macho, las células precursoras se dividen para generar 53 células
somaticas de la gbnada que formaran el vaso deferente y la vesicula seminal,
estas células ademas se reorientan y migran hacia la parte posterior en la
primera mitad de la etapa L3 y hacia la parte ventral en la segunda mitad. Se
generan 6 mioblastos en el gusano macho y se forma su cola por medio de
division celular de los blastocitos posteriores. En el caso del gusano
hermafrodita, los brazos o segmentos laterales de las gbnadas comienzan a
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extenderse en direcciones opuestas durante la primera mitad de L3, entonces
comienzan a reorientarse en direcciones dorsales. En ambos, los linajes mas
anteriores contribuyen con células al nervio ventral, los linajes ventrales
producen las células “sensilla”. Para el caso del macho que produce
solamente esperma, la meiosis comienza durante esta etapa (Euling &
Ambros, 1996).

e) Etapa larvaria L4. En esta etapa se completa el proceso de la
gonadogénesis, los brazos distales de la génada continlan su migracién a
través de los musculos dorsales y completan su trayectoria cuando el gusano
L4 cambia su cuticula y pasa a la etapa adulta. En esta etapa comienza la
meiosis de la linea germinal en los brazos proximales de la gbnada y las
células germinales se diferencian en esperma, la produccion de esperma se
detiene en el pase de L3 a adulto y las células germinales restantes pasan por
meiosis y diferenciacién para generar exclusivamente ovocitos. Los tejidos de
la vulva y Utero sufren morfogénesis y las neuronas y los musculos sexuales
se asocian a estas estructuras para formar el aparato capaz de poner
huevecillos. Se remodela la punta de la cola y se forma la cola del adulto
redondeada; los tejidos posteriores se van a mover hacia delante de manera
general (J. E. . H. R. H. Sulston, 1977).

3) Etapa adulta: 3 d después de la eclosién, el gusano completa su primer
ciclo de vida reproductiva. El adulto hermafrodita produce ovocitos por 3 d y
después de este periodo fértil el adulto maduro vive de 10 a 15 d adicionales. Un
gusano adulto hermafrodita que se auto-fertiliza produce aproximadamente 300
huevecillos debido al niumero limitado de esperma, si se aparea con un macho el
numero de progenie puede aumentar hasta 1400. Los machos pueden aparearse
con los hermafroditas 6 d después de su Ultima etapa larvaria (Barriere & Félix,
2005). El adulto hermafrodita mide aproximadamente 1 mm de longitud, tiene 959
células somaticas pues 131 células de las 1090 que se generan en el desarrollo
larvario sufren una muerte celular programada, de esas 959 células, 302 son
neuronas y 95 son células musculares (J. E. . S. E. . W. J. G. . T. N. Sulston,
1983). El adulto macho tiene 1031 células somaticas, 381 de las cuales son
neuronas, las neuronas extra con respecto al gusano hermafrodita controlan el
comportamiento del apareamiento caracteristico del macho, y aunque tiene mas
células es mas delgado y corto que el gusano hermafrodita pues mide
aproximadamente 0.8 mm (Morgan, Crittenden, & Kimble, 2010).
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Ciclo de vida del neméatodo C. elegans. El tiempo cero corresponde al momento de la fertilizacion,
en azul se indica el tiempo que el animal pasa en cada etapa, los um en gris indican el tamafo que
el animal alcanza en cada etapa (Modificada de Altun, Z.F., Herndon, L.A., Crocker, C., Lints, R.,
Hall, 2012).
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Anexo |

Buffers y soluciones

Buffer TAE 50X

Para 1 litro de buffer:

Tris Base (Promega H5131) 242 ¢

Acido acético glacial (JT Baker 9508-02) 57.1 ml

EDTA (Na;EDTA-2H,0) (Amresco 6381-92-6) 37.2g

Agua desionizada Aforar a 1 litro

Antes de aforar ajustar el pH a 8.5.

Para preparar la soluciébn TAE 1X, se utilizan 20 ml de este stock y se afora a 1 litro con agua

desionizada.

Buffer de Fosfatos

Para 100 ml de buffer 1M, pH 6.0:

Fosfato de potasio dibasico (K;.HPO,) (JT Baker 3252-01)

17.42 g

Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) (JT Baker 3246-01)

13.6 g

Al fosfato de potasio dibasico se le agrega poco a poco el monobasico hasta alcanzar el pH
deseado (6.0) midiendo en el potenciémetro, se usan aproximadamente 88 ml del monobasico y 12

del dibasico.

PBS 10X

Para 1 litro de solucion:

NaCl (JT BAKER 3624-01) 1.37 M 80g

KCI (JT BAKER 3040) 27 mM 29

Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) (JT Baker 3246-01) 18 mM 2449

Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na,HPO,) (JT Baker 3804) 100 mM 14449

Agua desionizada Aforar a 1 litro

Disolver en 800 ml de agua y antes de aforar ajustar el pH a 7.4 con HCI. Esterilizar en autoclave y
guardar a temperatura ambiente. Para preparar la solucion PBS 1X, se utilizan 100 ml de este

stock 10X y se afora a 1 litro con agua desionizada.

Cloruro de calcio 1M

Para 50 ml de solucion a usarse en la preparaciéon de los medios de cultivo:

| Cloruro de calcio (CaCl,) (Sigma C 4901 500 g) |55¢9
Disolver en agua destilada y aforar a 50 ml.
Sulfato de Magnesio 1M
Para 50 ml de solucion a usarse en la preparaciéon de los medios de cultivo:

| Sulfato de magnesio (MgSQ,) (CP Baker 92942 452 g) |6g

Disolver en agua destilada y aforar a 50 ml.
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Buffer M9 isoténico

Para 1 litro de buffer:

Na,HPO, (JT BAKER CAT. 3828-01) 69

KH,PO (JT BAKER 3246-01) 39

NaCl (JT BAKER 3624-01) 59

MgSO, (Anhidro J.T BAKER CAT 2506-01) 0.105¢g

Agua destilada Aforar a 1 litro

Pesar todas las sales y disolverlas en 900 ml de agua destilada, una vez disueltas aforar a 1 litroy
esterilizar.

Buffer TBE 10X

Para 1 litro de buffer (Tris / Borato / EDTA):

Tris-base 890 mM (Promega Cat. H5131) 108 g

Acido bérico 890 mM (JT BAKER 0084-01 granular 500 g) 559

EDTA (JT BAKER 0105 500 g) 744

Agua destilada Aforar a 1 litro

Pesar todo y disolverlo en 700 ml de agua destilada, ajustar el pH a 8.0 y aforar a 1 litro.

Buffer TBS 10X

Para 500 ml de buffer:

Tris-base 0.2 M (Promega Cat. H5131) 1219
NaCl (JT BAKER 3624-01) 1.5 M 43.83 g
Agua destilada Aforar a 500 ml

Pesar todo y disolverlo en 300 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.2 con HCly aforar a 500 ml.

TBST 1X

Para 2 litros de solucion:

TBS 10X 200 ml

Tween 20 (Polyoxyethylene sorbitane monolaureate) 0.05% 1 mi

Agua destilada Aforar a 2 litros

Acrilamida al 30%

Para 100 ml de solucién:

Acrilamida 289

Bis-Acrilamida 2g

Disolver en 70 ml de agua tratada con DEPC y aforar a 100 ml, filtrar con embudo Millipore y
almacenar en un frasco ambar a 4 °C.

Persulfato de amonio (APS) al 10%
Para 1 ml de solucion:

Persulfato de amonio (Sigma P6148 500g) |0.1g

Disolver en 1 ml de agua tratada con DEPC, hacer alicuotas de 70 ul y guardar a -20°C.

81



Paraformaldehido al 10%
Para 10 ml de solucién:

Paraformaldehido 1g

Buffer M9 isoténico 10 ml

Preparar en campana.

Calentar 10 ml de buffer M9 en una parrilla de calentamiento con un iman de agitacién, agregar 1 g
de paraformaldehido y dejar en agitacion hasta que se disuelva. Dejar enfriar y ajustar el pH con un
poco de NaOH 2N, aforar a 10 ml con buffer M9 frio.

Solucién de azida de sodio al 10%
Para 10 ml de solucion:

Azida de sodio 19

Agua destilada 10 ml

Disolver la azida de sodio en el agua mediante agitacion con un iman, aforar a 10 ml.

Tratamiento: Los gusanos fueron recolectados en tubos eppendorf de 1.5 ml con 1 ml de Buffer M9,
se centrifugaron a 3600 rpm durante un minuto a 4°C y se descart6 el sobrenadante. Se agregaron
100 ul de solucién al 10% de azida de sodio. Para llevar a cabo la medicion, se colectaron con una
pipeta y se colocaron en una camara de Neubauer estandar.

Medios de cultivo para C. elegans

Nematode Growth Medium (Condiciones Estandar)

Para 250 ml de medio:

Cloruro de Sodio (NaCl, Hycel de 0.75¢g
México)

Bacto Agar (BD 214010 - 4549) 59
Bacto Peptona (BD 211677 - 5009) 0.625g

Colesterol* (Sigma C 8667 25 g)

0.00125 g (disuelto de 0.25 ml de alcohol etilico)

Cloruro de Calcio 1M

0.25 ml

Sulfato de Magnesio 1M 0.25 ml
Buffer de Fosfatos 1M pH 6.0 6.25 ml
Agua destilada 243 mi

* La concentracion final del colesterol en el medio estandar es de 50 uM.

Nematode Growth Medium (Aumento de glucosa)

Para 250 ml de medio:

Cloruro de Sodio 0.75¢g

Bacto Agar 59

Bacto Peptona 0.625¢g

Colesterol 0.00125 g (disuelto de 0.25 ml de alcohol etilico)
Glucosa* (Dextrosa JT Baker 36850 1.8¢g

500 g)

Cloruro de Calcio 1M 0.25 ml

Sulfato de Magnesio 1M 0.25 ml

Buffer de Fosfatos 1M pH 6.0 6.25 ml

Agua destilada 241.5 ml

* La concentracion final de la glucosa en el medio es de 40 mM.
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Nematode Growth Medium (Aumento de colesterol)

Para 250 ml de medio:

Cloruro de Sodio 0.75¢g

Bacto Agar 59

Bacto Peptona 0.625g

Colesterol* 0.0965 g (disuelto de 1 ml de alcohol etilico)

Cloruro de Calcio 1M

0.25 ml

Sulfato de Magnesio 1M 0.25 ml
Buffer de Fosfatos 1M pH 6.0 6.25 ml
Agua destilada 242 mi

* La concentracion final del colesterol en el medio es de 1 mM.

Nematode Growth Medium (Aumento de glucosa y colesterol)

Para 250 ml de medio:

Cloruro de Sodio 0.75¢g

Bacto Agar 59

Bacto Peptona 0.625¢g

Colesterol* 0.0965 g (disuelto de 1 ml de alcohol etilico)
Glucosa* 1.8g

Cloruro de Calcio 1M 0.25 ml

Sulfato de Magnesio 1M 0.25 ml

Buffer de Fosfatos 1M pH 6.0 6.25 ml

Agua destilada 241 mil

*La concentracion final de la glucosa en el medio es 40 mM y la del colesterol es 1 mM.

Estos medios se esterilizan, los 250 ml se reparten en cajas petri de 60 mm de diametro estériles,
se conservan a 4 °C.

Cuando se vayan a utilizar para sembrar gusanos se preparan colocando 150 ul de bacteria E. coli
de la cepa OP50 al centro de la caja, ya que el boton de bacterias esté seco los gusanos pueden
colocarse encima.

Preparacion de E. coli OP50

Para 1 litro de medio LB:

Bacto-triptona 10g

Extracto de bacto-levadura 59

NaCl 59

Agua destilada Aforar a 1 litro

AjustarelpHa 7.5

Para 1 litro de medio LB-agar para repartir en platos:

Bacto-triptona 10g

Extracto de bacto-levadura 59

NaCl 59

Agar 15¢

Agua destilada Aforar a 1 litro

Ajustar el pH a 7.5, esterilizar y repartir en platos, mantener a 4 °C hasta su uso.
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Se parte de un cultivo de 250 ml de la cepa E. coli OP50 en medio LB, la bacteria puede obtenerse
de gliceroles congelados o de los platos de los gusanos previamente utilizados. Este cultivo se usa
para aislar colonias en un plato de agar LB. Utilizando una sola colonia de este plato, se inocula en
condiciones de esterilidad un matraz con 250 ml de medio LB, se crece toda la noche en agitacion
a 37 °C. La solucion de E. coli OP50 puede concentrarse mediante centrifugaciones o utilizarse
directamente al colocarse sobre los platos del medio NGM para gusanos, también puede
mantenerse a 4°C hasta su uso.

Congelacién de gusanos (para extraccion de RNA)

Para congelar los cultivos de interés y posteriormente utilizarlos para llevar a cabo la extraccién de
RNA, se colectaron los gusanos en etapa larvaria L4 con 1 ml de medio M9, se realizé una
centrifugacion a 3600 rpm durante 1 minuto a 4°C y se descart6 el sobrenadante. Se agregd 1 ml
de medio M9, se repiti6 el paso de centrifugacion, y se descarté nuevamente el sobrenadante, el
pellet de gusanos obtenido se sumergi6 en nitrégeno liquido hasta congelarse.

Se almacend a -70 °C hasta su uso.

Sincronizacién de gusanos

La sincronizacion se realiza en gusanos gravidos, una vez que hayan puesto huevos, se espera a
que éstos eclosionen y se separan a los gusanos en etapa larvaria L1 de los gusanos gravidos.

Se colectan los gusanos gravidos en 1 ml de buffer M9 se centrifugan a 3500 rpm a 4°C por 1
minuto, se descarta el sobrenadante y se obtiene un botén de gusanos a sincronizar.

Las soluciones que se utilizan para la sincronizacién deben prepararse el mismo dia.

NaOH 1M 0.2 g disueltos en 5 ml de agua estéril

Cloro 5% 2 ml de Cloralex sin diluir

En un tubo coénico de 15 ml se mezclan:

NaOH 1M 2.5 ml
Cloro 5% 2ml
Agua estéril 0.5 ml

Se realiza un lavado inicial con 0.7 ml de NaOH 1 M, que se agregan al botén de gusanos, se
mezcla con vértex por 10 segundos y se centrifuga a 3600 rpm a 4°C por 30 segundos.

Se hace un segundo lavado con 0.7 ml de NaOH 1 M y 0.7 ml de la mezcla de cloro y NaOH, que
se agregan al botén de gusanos, se mezcla todo con vortex en intervalos de 5 segundos durante 1
minuto y se centrifuga a 3600 rpm a 4°C por 30 segundos. Se obtiene un botén de color amarillo.

Se hace un otro lavado con 0.7 ml de NaOH 1 M y 0.7 ml de la mezcla de cloro y NaOH y antes de
centrifugar se observa el tubo al microscopio para verificar que no haya cuticulas. Si el boton
obtenido en este paso es blanco, se desecha el sobrenadante y se comienzan los lavados con
buffer M9, si el botén es amarillo se hace otro lavado con 0.7 ml de NaOH 1 My 0.7 ml de la
mezcla de cloro y NaOH.

El botén de color blanco que contiene a los huevos se lava 5 veces con buffer M9 para retirar el
exceso de cloro. Después de los lavados se resuspende en 1.5 ml de buffer M9 y se dejan
eclosionar en agitacion a 900 rpm a temperatura ambiente durante 12 horas.
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Ya que se tienen los gusanos en etapa L1 se colocan en cajas petri preparadas con los medios
correspondientes como se describié previamente.

Preparacion de placas de agarosa para montaje de los nematodos

Se prepararon placas de agarosa que dan soporte a los nematodos y evitan que se aplasten al
colocar el cubreobjetos. Se colocd un portaobjetos con una capa de cinta adhesiva, se fundi6
agarosa al 2% y se coloc6 una gota en la parte central del cubreobjetos, evitando la formacion de
burbujas, se colocé otro portaobjetos encima de la gota de agarosa fundida presionando
suavemente, se dejo solidificar y se retir6 el portaobjetos deslizandolo hacia un lado. Se agregaron
10 ul de azida de sodio a la agarosa y se colocaron a los animales.

Extracciéon de RNAs pequenos de los gusanos

Se utiliza el kit miRNesy Mini KIT (Cat. No. 217004)

Preparar:
Etanol al 70% 10 ml (utilizar agua tratada con DEPC)
Etanol al 80% 10 ml (utilizar agua tratada con DEPC)
Notas:
o Usar guantes y bata.
o Verificar que los buffers RWT y RPE del kit tengan el volumen requerido de etanol.
o Sihay precipitado en el buffer RWT calentar hasta que se disuelva.
o La cantidad de gusanos no debe ser mayor de 50 mg en un volumen no mayor a los 100

ul.
Procedimiento:

o Calentar termoblock a 37 °C

o Agregar 700 ul de QIlAzol reactivo de lisis (tiocianato de guanidina y fenol, reactivo toxico
y corrosivo) a la muestra congelada de gusanos.

o Romper el tejido y homogenizar:

v' Enfriar a -70 °C sumergiendo en nitrogeno liquido y después llevar a 37 °C, repetir
este paso 3 veces.

v' Agitar en vortex esta suspension por 30 segundos y dejar reposar por 30 segundos,
repetir este paso 5 veces (esto para romper todos los complejos RNA-proteina).

o Agregar 140ul de cloroformo, tapar y agitar vigorosamente por 15 segundos, dejar reposar
3 minutos a temperatura ambiente.

o Centrifugar a 12000 rpm a 4 °C por 15 minutos. Después de centrifugar subir la
temperatura de la centrifuga pues las centrifugaciones posteriores se realizan a
temperatura ambiente.

o Transferir la fase acuosa (fase superior) que contiene al RNA a un tubo nuevo. Calcular el
volumen de esta fase acuosa para agregar 1 volumen (~ 350 ul) de etanol al 70%. Mezclar
vigorosamente.

o Agregar 500 ul de la mezcla anterior incluyendo cualquier precipitado formado en una
columna RNeasy Mini Spin Column, colocada en un tubo para microcentrifuga de 2 ml.
Cerrar la tapa de la columna y centrifugar a 10000 rpm por 15 seg. a temperatura
ambiente, repetir este paso hasta pasar todo el volumen. Guardar el eluido en un tubo
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eppendorf a 4 °C. El eluido de este paso se utilizara para el protocolo de purificacion de
microRNAs.
o Lavar la columna con 700 ul de buffer RWT, centrifugar a 10,000 rpm por 15 segundos a
temperatura ambiente, descartar el eluido de este paso.
o Tratar a la columna con DNasa:
Hacer otro lavado con Buffer RWT 350 ul. Centrifugar 10,000 rpm 15 seg.
Descartar el eluido de este paso.
Mezclar en un tubo eppendorf lo siguiente:

Buffer DNAsa 10X 8 ul
Agua 71 ul
DNAsa 1wl

Agregar la mezcla (80 ul) a la columna y dejar reposar por 15 minutos en el
termoblock a 30°C. Centrifugar por unos segundos para eluir la solucion y descartar
el eluido de este paso.

o Agregar 350 ul de Buffer RWT a la columna, centrifugar por 15 segundos a 10,000 rpm,
descartar el eluido de este paso.

o Agregar 500 ul de buffer RPE a la columna, centrifugar a 10,000 por 15 segundos a
temperatura ambiente. Repetir este paso.

o Secar la membrana de la columna centrifugando a maxima velocidad durante 1 minuto con
la tapa de la columna abierta.

o Transferir la columna a un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml y agregarle 15 ul de agua libre
de RNAsas, cerrar la columna y centrifugar durante 1 minuto a 8000 rpm a temperatura
ambiente. Repetir este paso para obtener un volumen final del eluido de 30 ul.

o Cuantificar en nanodrop y verificar su integridad en un gel de agarosa al 1 %

Purificacion de microRNAs de C. elegans
Se utiliza el kit RNeasy MiniElute Cleanup KIT (Cat. No. 74204)
*Se parte del eluido que se guard6 del protocolo anterior.

o Agregar 450 ul de etanol al 100% al eluido obtenido en el protocolo anterior, mezclar
vigorosamente en vortex .

o Depositar 500 ul de esta muestra en la columna RNeasy MinElute del kit referido, colocar
en un tubo eppendorf de 1.5 ml, centrifugar a 10000 rpm por 1 minuto a temperatura
ambiente. Repetir este paso hasta pasar todo el volumen de la muestra. El eluido obtenido
de este paso se desecha.

o Lavar la columna con 700 ul de buffer RWT, centrifugar a 10,000 rpm por 30 segundos a
temperatura ambiente y descartar el eluido.

o Agregar 500 ul de buffer RPE a la columna, centrifugar a 10,000 por 1 minuto a
temperatura ambiente y descartar el eluido.

o Agregar 500 ul de etanol al 80 % a la columna, centrifugar por 2 minutos a 10000 rpm a
temperatura ambiente. Descartar el eluido y centrifugar nuevamente por 5 minutos a 10000
rpm a temperatura ambiente.

o Colocar la columna en un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo y estéril, agregar 14 ul de agua
libre de RNasas, y centrifugar para obtener la fraccion enriquecida de miRNAs que sera
usada en las reacciones de RT-PCR.
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Preparacion de oligonucleétidos para RT (Protocolo Stem-Loop)

Los oligonucle6tidos para las reacciones de RT se prepararon segun el protocolo Stemp-Loop para
RT-gPCR de Martha F. Kramer (Kramer, 2011), brevemente, se transfirieron a un tubo eppendorf
nuevo y estéril 4 ul del oligonucle6tido a utilizar y se someti6 al siguiente procedimiento:

Temperatura Tiempo de incubacién

95 °C 10 minutos

Lentamente bajar la temperatura hasta que alcance 75 °C

75 °C 1 hora

68 °C 1 hora

65 °C 1 hora

62 °C 1 hora

60 °C 5 horas minimo (se puede dejar toda la noche)

Después de las incubaciones se centrifugd el tubo eppendorf a 10000 rpm durante 1 minuto. El
oligonucledtido queda preparado para hacer las diluciones correspondientes a manera que queden
a una concentracion final de 250 fmol/ml, a utilizar en las reacciones de RT.

RT-PCR

Para los ensayos de transcripcion reversa (RT) 4 ug de RNA total fueron tratados con DNAsa |
(Invitrogen), se emple6 1 U de DNAsa por cada ug de RNA total, en un volumen final de 10 ul con
buffer de reaccién 1X. Las muestras se incubaron por 15 min a temperatura ambiente, transcurrido
este tiempo, la DNAsa se inactivé al agregar 1 ul de EDTA 25 mM. Las muestras se calentaron a
65°C por 10 min. Una vez que el RNA quedd libre de DNA se procedi6 a realizar la transcripcion
reversa empleando la enzima SuperScript Il RT, para llevar a cabo la sintesis de la primera cadena
de cDNA se adicionaron en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml nuevo y estéril los siguientes
componentes: 2 ug de RNA total tratado con DNAsa |, 1 ul de hexameros al azar y 1 ul de dNTPs
10 mM, esta mezcla se incubd a 65°C por 5 min y se transfirié a hielo donde se agregaron los
demas componentes: Buffer de Reaccion 1X, DTT 0.1 M y 1 ul de la enzima SuperScript Il en un
volumen final de 20 ul, los componentes fueron mezclados mediante pipeteo suave y se procedid
con el siguiente programa de incubacion: 15 min a 16°C, 30 min a 42°C, 15 min a 75°C vy,
finalmente las muestras se mantuvieron a 4°C. Una vez que se obtuvo el cDNA, éste fue empleado
como templado para llevar a cabo las reacciones de PCR.

Se realizaron ensayos de PCR con los cDNAs obtenidos y con oligonucle6tidos correspondientes a
los miRNAs, miR-35-3p, miR34-3p, miR-34-5p y miR-58-3p y a los mensajeros de los genes blanco
gld-1, lin-23 y B-actina las secuencias de estos oligonucleétidos se encuentran en el Anexo .

La reaccion de PCR se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones:

PCR ciclos gld-1/lin-23 B-actina miR-34-3py 5p miR-35-3py
miR-58-3p

1 5 min - 95°C 5 min - 95°C 5 min - 90°C 5 min - 95°C

1 min - 95°C 1 min - 95°C 10 seg - 95°C 15 seg - 90°C

30 1 min - 55°C 1 min - 65°C 30 seg - 45°C 30 seg - 45°C

1 min - 75°C 1 min - 75°C 15 seg - 70°C 15 seg - 70°C

1 5 min - 72°C 5 min - 72°C 5 min - 72°C 5 min - 72°C

Fin de la reaccion 4°C 4°C 4°C 4°C
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Finalmente, los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de acrilamida al
12 % o bien, por medio de geles de agarosa al 1%.

Electroforesis en geles de agarosa (al 1%)

Agarosa (Promega V3125) 0349

Buffer TAE 1X pH 8.5 30 ml

Preparacion: Disolver el agar en microondas o plancha de calentamiento. Una vez disuelto vaciarlo
en una probeta y agregar TAE 1X para recuperar el volumen perdido en el calentamiento, el
volumen final debe ser 30 ml. Esperar a que se enfrie, vaciar en el molde y colocar el peine para
crear los pozos donde se colocaran las muestras. Una vez polimerizado se coloca el gel en la
camara electroforética, la cual se llena con buffer TAE 1X, se colocan las muestras en los pozos
correspondientes y se corren a un voltaje de 60V durante 1 hora y 30 min.

Electroforesis en geles de acrilamida (al 12%)

Se requiere: Buffer TBE 10 X, Acrilamida al 30%, Persulfato de amonio (APS) al 10%, y TEMED.
Preparacion del gel:

Acrilamida 30% 3.2ml
Buffer TBE 10 X 0.8 ml
APS 10% 70 ul
Agua desionizada 4 ml

Poner todo en un matraz y agitar con un magneto, por ultimo agregar 8 ul de TEMED vy vaciar en el
molde, se coloca el peine que formara los pozos para cargar las muestras correspondientes y se
deja polimerizar. Una vez polimerizado se coloca el gel en la camara electroforética, la cual se llena
con buffer TBE 1X, se colocan las muestras en los pozos correspondientes y se corren a un voltaje
de 60V durante 2 horas.

Western Blot

Amortiguador de carga:

Tris-HCI 1M (pH 6.8) 0.6 ml
Glicerol 50% v/v 5 ml
SDS 10% w/v 2 ml
Azul de bromofenol 1% w/v 1ml

Se colectaron 100 gusanos de las diferentes condiciones en 9 ul de agua, 2.4 ul de DTT (1M) y 2 ul
de amortiguador de carga. Las muestras se calentaron a 95°C por 5 minutos, se cuantificé la
proteina mediante el método de Bradford y se cargaron 4 ug de proteina en un gel de acrilamida al
12% (Bollag, 1996). El gel se corri6 a 100 V. Después de separar las proteinas en el gel de
poliacrilamida, se transfirieron a una membrana de PVDF (BIO-RAD) con un buffer de transferencia
durante 1 hora a 100 V. Posteriormente se bloque6 la membrana con leche descremada al 5% en
TBST al 0.1% en agitacién por 90 minutos a temperatura ambiente. Luego se incub6 con el
anticuerpo primario Mouse-Anti GFP (GFP Antibody (B-2): sc-9996) de Santa Cruz en una dilucién
1:2500 en TBST 1X a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, la membrana fue lavada cinco veces con
TBST 1X por 10 min y luego incubada durante 90 minutos a temperatura ambiente con un
anticuerpo secundario Goat Anti-Mouse acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) en una dilucién
1:5000 en TBST 1X. Por ultimo, cada membrana fue lavada tres veces con TBST 1X por 10 min.
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Finalmente se realiz6 la deteccion de las proteinas empleando el kit de quimioluminiscencia ECL
(Thermo Scientific Pierce), la imagen se capturd mediante un fotodocumentador.

Tinciones

Tincién con Negro Sudan

Fijacién

O

Recolectar los gusanos a tefiir en 1 ml de buffer M9. Centrifugar a 3500 rpm por 1 minuto y
descartar el sobrenadante. Repetir este paso 3 veces.

Incubar a los gusanos 30 minutos a 4°C en 0.9 ml de buffer M9 para excretar la bacteria
que se encuentre en el intestino.

Anadir 100 ul de paraformaldehido al 10% para que quede a una concentracion final al 1%,
mezclar invirtiendo el tubo.

Congelar la muestra en hielo seco o con etanol y almacenar a -70 °C.

Tincion

Preparar:

Solucion saturada de Negro Sudan

Negro Sudan 1g
Etanol al 75% 100 ml

Disolver 1 g de negro sudan en 100 ml de etanol al 75%, filtrar el colorante.

Preparar soluciones para el gradiente de etanol:

Etanol al 25% 1.25 ml de etanol + 3.75 ml de agua destilada
Etanol al 50% 2.5 ml de etanol + 2.5 ml de agua destilada
Etanol al 70% 3.5 ml de etanol + 1.5 ml de agua destilada

O O O O

o

Descongelar la muestra en una corriente de agua tibia y congelar nuevamente en hielo
seco o con etanol.

Repetir el ciclo de descongelacién y congelacion 2 veces mas.

Descongelar e incubar sobre hielo por 10 minutos para dejar que los gusanos se asienten y
poder retirar el sobrenadante.

Agregar 1 ml de buffer M9, centrifugar a 3500 rpm por 1 minuto y retirar el sobrenadante.
Repetir este paso 3 veces mas.

Retirar el sobrenadante y agregar 1 ml de etanol al 25%, dejar por 2 minutos.

Retirar el sobrenadante y agregar 1 ml de etanol al 50%, dejar por 2 minutos.

Retirar el sobrenadante y agregar 1 ml de etanol al 70%, dejar por 2 minutos.

Retirar el sobrenadante y agregar 3 volimenes de la solucién saturada de Negro Sudan,
incubar por 15 minutos.

Centrifugar a 3500 rpm por 1 minuto y retirar el sobrenadante.

Lavar con 1 ml de etanol al 15% durante 1 minuto. Centrifugar a 3500 rpm por 1 minuto y
retirar el sobrenadante. Repetir este lavado un total de 4 veces.

Los gusanos tefiidos se montan en un portaobjetos, se fijan con 1 gota de xilol, y 1 gota de
permount, se coloca el cubreobjetos y se observan al microscopio o bien, se utilizan para
cuantificacién por extraccion como se describe a continuacion.

Extracciéon del Negro Sudan para cuantificacion
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Se separaron 100 gusanos previamente tefiidos con el protocolo anterior, se colocaron el 100 ul de
etanol al 95% por 3 horas, se midié la absorbancia del extracto a 500 nm (ODsg) utilizando un
espectofotometro (Nano-Drop ND-1000), este protocolo fue reportado previamente por Tan y
colaboradores (Tan et al., 2011).

Tincion con Rojo Nilo in vivo

Preparar:

Solucién Stock Rojo Nilo:

Rojo Nilo 0.0038 g
DMSO 10 ml

Disolver 0.0038 g del colorante en 10 ml de DMSO y mantener a 4 °C.

Para la tincion con Rojo Nilo se preparan platos con Nematode Growth Medium (NGM) como se
describi6 previamente, pero se agrega a cada formula 550 ul de la solucion Stock de Rojo Nilo, los
medios preparan con el mismo protocolo, esterilizando las soluciones para cada condicion, y
repartiéndolas en cajas petri de 60 mm de diametro estériles, también se mantienen a 4 °C.
Cuando estas cajas se utilizaron para sembrar gusanos se prepararon igualmente con bacteria E.
coli OP50 como se describi6é anteriormente.

Para el analisis de las imagenes se utilizd el archivo ImageJ64, el protocolo que se siguid fue el
siguiente:

Se seleccioné manualmente el area a evaluar, se seleccionaron los siguientes parametros para
analizar:

o Area
o Integrated Density
o Mean Gray Value

Se analizaron para el area seleccionada. Después se selecciona un area que no tiene
fluorescencia y que sera tomada como background y se analizan los mismos valores.

Se utiliz6 la siguiente férmula para calcular la fluorescencia total corregida (CTCF)

CTCF = Intengrated Density - (Area del gusano fluorescente x Fluorescencia media del
Background).

Se graficaron los valores obtenidos en el programa de analisis estadistico GraphPad Prism 6.0
para ver si son significativamente diferentes.

Tincion con Rojo Nilo (fijacion)

Preparar:

Soluciéon Stock Rojo Nilo:

Rojo Nilo 25 mg
Acetona 100% 50 ml

Disolver 25 mg del colorante en 50 ml de DMSO y mantener la solucién a temperatura ambiente
protegiéndola de la luz, puede mantenerse meses.

Preparar inmediatamente antes de usar:
500 ml de solucion para tincion Rojo Nilo:
| Solucién Stock Rojo Nilo | 3ml
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| Isopropanol 40% v/v | Aforar a 500 ml |

Mantener la solucion a temperatura ambiente protegiéndola de la luz.

El siguiente protocolo se basa en el procedimiento reportado por Soukas y colaboradores (Pino et
al., 2013).

Colectar los gusanos a tedir de los platos de cada una de las condiciones con 1 ml de
Buffer M9 en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

Centrifugar a 500 rpm por 1 minuto, retirar el sobrenadante.

Agregar 150 ul de PBS con 0.01% Tritdbn X-100 al botén de gusanos. Mezclar mediante
pipeteo suave.

Centrifugar a 500 rpm por 1 minuto y retirar el sobrenadante, dejando ~ 25 ul de liquido y el
botén de gusanos al fondo del tubo.

Agregar 150 ul de 40% isopropanol a cada tubo y mezclar. Incubar a temperatura ambiente
por 3 minutos.

Centrifugar los tubos a 500 rpm por 1 minuto. Retirar el sobrenadante dejando ~ 25 ul de
40% isopropanol + gusanos.

Agregar 150 ul de la Solucién para tincion de Rojo Nilo preparada inmediatamente antes de
usarse (6 ul Solucién Stock Rojo Nilo en 1 ml de 40% isopropanol). Cerrar el tubo y sellar
con un poco de parafilm, dejar incubando en oscuridad por al menos 2 horas.

Centrifugar a 500 rpm por 1 minuto y retirar el sobrenadante, dejando ~ 25 ul de solucion
de tincion + gusanos.

Agregar 150 ul de PBS con 0.01% de Tritdbn X-100 a cada tubo. Incubar en oscuridad 30
minutos.

Centrifugar a 500 rpm por 1 minuto, retirar el sobrenadante, dejando ~ 10 ul PBS con
0.01% de Triton + gusanos.

Colocar los 10 ul de PBS con 0.01% de Tritbn + gusanos en un portaobjetos, con cuidado
de no tocar a los gusanos, retirar los 10 ul de PBS con 0.01% de Tritén de la placa.

Observar al microscopio en un campo luminoso o con un filtro fluorescente GFP/FITC.
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Anexoll

Secuencias de los oligonucleétidos
1) RTCEL 35 (para amplificacién del miR-35-3p) RT

Secuencia 5> 3’

5’ - gtt ggc tct ggt gca ggg tcc gag gta ttc gca cca gag cca aca
ctg ct -8

Longitud: 50 nt
Coef : 532. 4

Vol : 500 ul

Conc: 228 ug/ul
PM: 16252.00

A (260): 0.737
OD’s totales: 34.62
C+G (%): 60

Tm;: 80°C

Tmy: 160°C
picomol/ul: 140.58

2) FCEL 35 (para amplificacién del miR-35-3p) PCR

Secuencia 5> 3’

|5’-gcg gcg gtc acc ggg tgg aaa ct -3

Longitud: 23 nt
Coef : 2515

Vol : 500 ul
Conc: 2.65 ug/ul
PM: 7504.6

A (260): 0.568
OD’s totales: 40.12
C+G (%): 69.56
Tm,: 73.95 °C
Tm,: 78 °C
Picomol/ul: 352

3) RTCEL 34 (para amplificacién del miR-34-5p) RT

Secuencia 5> 3’

5’ - gtt ggc tct ggt gca ggg tcc gag gta ttc gca cca gag cca acc
aac cag -3
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Longitud: 51 nt
Coef : 551.8

Vol : 500 ul

Conc: 2.38 ug/ul
PM: 16576.20

A (260): 0.778
OD’s totales: 35.99
C+G (%): 60.78
Tm;: 80.42 °C
Tmy: 164 °C
picomol/ul: 143.31

4) FCEL 34 (para amplificacién del miR-34-5p) PCR

Secuencia 5> 3’

| 5-gcg geg gag gea gtg tgg tta g -3

Longitud: 22 nt
Coef : 246.9

Vol : 500 ul

Conc: 2.58 ug/ul
PM: 7269.40

A (260): 0.545

OD’s totales: 39.08
C+G (%): 68.18
Tm,:72.73 °C
Tmy: 74 °C
Picomol/ul: 354.85

5) R-34-3p (para amplificacion del miR-34-3p) RT

Secuencia 5> 3’

5’ - gtt ggc tct ggt gca ggg tcc gag gta ttc gca cca gag cca acg
ggt gg -3

Longitud: 50 nt
Coef : 540.2

Vol : 500 ul
Conc: 1.40 ug/ul
PM: 16373

A (260): 88.722
OD’s totales: 21.15
C+G (%): 64.00
Tm,: 81.36 °C
Tm,: 164.00 °C
Picomol/ul: 85.27

6) F-34-3p (para amplificacion del miR-34-3p) PCR

Secuencia 5> 3’

|5’-gcg gcg gac ggc tac ctt cac tg -3
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Longitud: 23 nt
Coef : 236.7

Vol : 500 ul

Conc: 2.45 ug/ul
PM: 7415.60

A (260): 103.44
OD’s totales: 37.09
C+G (%): 69.56
Tm;: 73.98 °C
Tm,: 78 °C
Picomol/ul: 330.12

7) RTCEL 58 (para amplificacién del miR-58-3p) RT

Secuencia 5> 3’

5’ - gtt ggc tct ggt gca ggg tcc gag gta ttc gca cca gag cca aca
ttg cc -8

Longitud: 50 nt
Coef : 532.4

Vol : 500 ul
Conc: 1.58 ug/ul
PM: 16252

A (260): 0.51

OD’s totales: 23.95
C+G (%): 60.00
Tm,: 80.00 °C
Tm,: 160.00 °C
Picomol/ul: 97.28

8) FCEL 58 (para amplificacién del miR-58-3p) PCR

Secuencia 5> 3’

5 -gcg gcg gtg aga tcg ttc agt ac -3

Longitud: 23 nt
Coef : 250.9

Vol : 500 ul

Conc: 2.04 ug/ul
PM: 7494.60

A (260): 0.437

OD’s totales: 30.87
C+G (%): 60.87
Tm;: 71.02 °C
Tmy: 74.00 °C
Picomol/ul: 271.84

9) LIN23-fw (para amplificacién del mensajero lin-23) PCR

Secuencia 5> 3’

|5’-tgt tcc gcc tgc agt ttg a -3
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Longitud: 19 nt
Coef :191.7

Vol : 500 ul
Conc: 0.17 ug/ul
PM: 6091.80

A (260): 0.034
OD’s totales: 2.55
C+G (%): 52.63
Tm,: 64.61 °C
Tm,: 58 °C
Picomol/ul: 27.64

10) LIN23-rev (para amplificacién del mensajero /lin-23) PCR

Secuencia 5> 3’

|5’-gtc caa aaa gtc cca aat gag aa -3

Longitud: 23 nt
Coef : 280.4

Vol : 500 ul

Conc: 2.38 ug/ul
PM: 7432.6

A (260): 0.510

OD’s totales: 36.02
C+G (%): 39.13
Tm;: 63.63 °C
Tmy: 64 °C
Picomol/ul: 319.89

11) GLD-fw (para amplificacion del mensajero gld-1) PCR

Secuencia 5> 3’

|5’-gga aag tgc tca ccg tgg aa -3

Longitud: 20 nt
Coef : 231.9

Vol : 500 ul
Conc: 0.18 ug/ul
PM: 6514

A (260): 0.037
OD’s totales: 2.73
C+G (%): 55
Tm;: 66.45 °C
Tmy: 62 °C
Picomol/ul: 27.71

12) GLD-rev (para amplificacion del mensajero gld-1) PCR

Secuencia 5> 3’

|5’-tgt tcg agt gct gct tgec a -3
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Longitud: 19 nt
Coef : 196.1

Vol : 500 ul

Conc: 2.36 ug/ul
PM: 6131.80

A (260): 0.476

OD’s totales: 35.72
C+G (%): 52.63
Tm,: 64.61 °C
Tm,: 58 °C
Picomol/ul: 384.46

13) ACT-fw (para amplificacién del mensajero S-actina) PCR

Secuencia 5> 3’

5’ - ccg tga aaa gat gac cca aat c -3

Longitud: 22 nt
Coef : 257.2

Vol : 500 ul

Conc: 3.77 ug/ul
PM: 7078.40

A (260): 0.796

OD’s totales: 57.08
C+G (%): 45.45
Tm;: 65 °C

Tmy: 64 °C

Picomol/ul: 532.25

14) ACT-rev (para amplificacién del mensajero g-actina) PCR

Secuencia 5> 3’

5’ -ggt acg tcc gga agc gta ga -3

Longitud: 20 nt
Coef : 228.4

Vol : 500 ul

Conc: 2.35 ug/ul
PM: 6530

A (260): 0.481

OD’s totales: 35.55
C+G (%): 60

Tm;: 68.15°C
Tm,: 64 °C
Picomol/ul: 359.34

15) URP (para amplificacion universal de los miRNAs) PCR

Secuencia 5> 3’

|5’-gtg cag ggt ccg agg t -3
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Longitud: 16 nt
Coef :175.1

Vol : 500 ul

Conc: 1.8 ug/ul
PM: 5233.20

A (260): 0.347

OD’s totales: 27.25
C+G (%): 68.75
Tm;: 66.19 °C
Tmy: 54 °C
Picomol/ul: 343.63

16) 5srRNA-fw (para amplificacién del rRNA 5S) PCR

Secuencia 5> 3’

5’ - cga cca tat cac gtt gaa tcg acg c -3

Longitud: 25 nt
Coef : 271.8

Vol : 500 ul

Conc: 1.24 ug/ul
PM: 8019.00

A (260): 0.542

OD’s totales: 18.86
C+G (%): 52.00
Tm;: 69.38 °C
Tm,: 76 °C
Picomol/ul: 155.19

17) 5srBRNA-rev (para amplificacién del rRNA 5S) PCR

Secuencia 5> 3’

5’-agg att ccc agg ccg tct ccg -3

Longitud: 21 nt
Coef : 213.1

Vol : 500 ul

Conc: 1.35 ug/ul
PM: 6723.2

A (260): 0.552
OD’s totales: 20.4
C+G (%): 66.67
Tm;: 71.36 °C
Tmy: 70 °C
Picomol/ul: 200.26
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Anexo lll - Analisis Estadistico

Analisis estadisticos de los datos obtenidos realizados en GraphPad Prism 6.0 c. Se
muestra la prueba realizada y el error correspondiente, indicando el p valor para cada

caso.

Evaluacion fenotipica

Tamano de los gusanos

A) Comparacion de cada dieta contra la condicion control mediante la prueba ANOVA.

p <0.05

Ordinary one-way ANOVA A
Multiple comparisons
Y

1 | Number of families 1
2 | Number of comparisons per family 3
3 |Alpha 0.05
4
5 | Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff.
6
77 Control vs. Colesterol -0.190
8 Control vs. Glucosa -0.476
9 Control vs. Glucosa + Colesterol -0.786

95% Cl of diff.

-0.368t0-0.0118
-0.654 t0 -0.298
-0.964 to -0.608

Significant?

Yes

Yes

Yes

D El F
v v
Summary Adjusted P Value
0.0357
<0.0001
<0.0001

95% Confidence Intervals (Dunnet)

Control - Glucosa + Colesterol-

Control - Glucosa-

Control - Colesterol

o Column means diff.

-1.5

p <0.01

Ordinary one-way ANOVA A
Multiple comparisons
Y

1 | Number of families 1
2 | Number of comparisons per family 3
3 |Alpha 0.01
4
5 | Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff.
6
7 Control vs. Colesterol -0.190
8 Control vs. Glucosa -0.476
9 Control vs. Glucosa + Colesterol -0.786

T
-1.0

T
-0.5

Difference between group means

99% Cl of diff.

-0.423 10 0.0431
-0.709t0 -0.243
-1.0210-0.553

Significant?

No
Yes
Yes
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Summary

0.0

Adjusted P Value

0.0357
<0.0001
<0.0001




99% Confidence Intervals (Dunnet)

® Column means diff.
Control - Glucosa + Colesterol- —e—
Control - Glucosa-] —e—
Control - Colesterol- —e—X
L] L 1
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5

Difference between group means

B) Comparaciéon de la media de cada dieta contra la media de las demas mediante la
prueba ANOVA. p < 0.01

Ordinary one-way ANOVA A B c D E E G H
Multiple comparisons
Y Y Y Y Y e Y Y

1 Number of families 1
2 | Number of comparisons per family 6
3 |Alpha 0.01
4
5 | Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 99% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6
7 Control vs. Colesterol -0.190 -0.442 10 0.0624 No ns 0.0601
8 Control vs. Glucosa -0.476 -0.72810-0.224 Yes i <0.0001
9 Control vs. Glucosa + Colesterol -0.786 -1.04 10 -0.534 Yes i <0.0001
10 Colesterol vs. Glucosa -0.286 -0.538 t0 -0.0336 Yes b 0.0037
11 Colesterol vs. Glucosa + Colesterol -0.596 -0.848 10 -0.344 Yes i <0.0001
12 Glucosa vs. Glucosa + Colesterol -0.310 -0.562 t0 -0.0576 Yes - 0.0018
13
14
15 | Testdetails Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 q DF
16
17 Control vs. Colesterol 0.926 112 -0.190 0.0687 5 5 3.91 16
18 Control vs. Glucosa 0.926 1.40 -0.476 0.0687 5 5 979 16
19 Control vs. Glucosa + Colesterol 0.926 1.7 -0.786 0.0687 5 5 16.2 16
20 Colesterol vs. Glucosa 112 140 -0.286 0.0687 5 5 5.88 16
21 Colesterol vs. Glucosa + Colesterol 112 171 -0.596 0.0687 5 5 123 16
22 Glucosa vs. Glucosa + Colesterol 1.40 171 -0.310 0.0687 5 5 6.38 16

99% Confidence Intervals (Tukey)

Glucosa - Glucosa + Colesterol- —e— e Column means diff.
Colesterol - Glucosa + Colesterol- e
Colesterol - Glucosa- —e—
Control - Glucosa + Colesterol- —e—
Control - Glucosa- —e—
Control - Colesterol- ——

T T 1
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5

Difference between group means
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Puesta de huevos

Comparacion de cada dieta contra la condicion control mediante la prueba ANOVA.

p <0.01
Ordinary one-way ANOVA A B c D E F G
Multiple comparisons
% Y Y Y Y .

1 Number of families 1
2 | Number of comparisons per family 3
3 |Alpha 0.01
4
5 | Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff. 99% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6
7/ Control vs. Colesterol -0.333 -20.81020.1 No ns 0.9999
8 Control vs. Glucosa -41.0 -61.51t0-20.5 Yes 0.0001
g Control vs. Glucosa + Colesterol -48.3 -68.81t0-27.9 Yes <0.0001
10
11
12 |Testdetails Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. n1 n2 q
13
14 Control vs. Colesterol 47.0 473 -0.333 511 3 3 0.0652
15 Control vs. Glucosa 47.0 88.0 -41.0 511 3 3 8.02
16 Control vs. Glucosa + Colesterol 47.0 95.3 -48.3 511 3 3 9.46

99% Confidence Intervals (Dunnet)
o Column means diff.
Control - Glucosa + Colesterolq FH———

Control - Glucosa- ——e—

Control - Colesterol- —e—

T T T L
-80 -60 -40 -20 0 20 40

Difference between group means

Tincién Negro Sudan
Comparacion de cada dieta contra la condicion control mediante la prueba ANOVA.

p <0.01
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Ordinary one-way ANOVA A
Multiple comparisons
Y

1 Number of families 1
2 | Number of comparisons per family |3
3 |Alpha 0.01
4
5 | Dunnett's multiple comparisons test | Mean Diff.
6
T/ Control vs. Colesterol 1.40
8 Control vs. Glucosa -29.6
] Control vs. Glucosa + Colesterol -416
10
1
12 |Testdetails Mean 1
13
14 | Control vs. Colesterol 316
15 Control vs. Glucosa 316
16 | Control vs. Glucosa + Colesterol 316

99% Cl of diff.

-12710 1565
-43.71t0-15.5
-65.710-27.5

Mean 2

30.2

61.2
732

(o] D E F
Y Y Y

Significant? | Summary Adjusted P Value

No ns 0.9739

Yes - <0.0001

Yes e <0.0001

Mean Diff. SE of diff. n1 n2

140 4.15 5 5

-29.6 4.15 5 5

-416 4.15 5 5

0.337
713
10.0

DF

16
16
16

99% Confidence Intervals (Dunnet)

® Column means diff.
Control - Glucosa + Colesterolq H——eo——
Control - Glucosa= —_———
Control - Colesterol- ——
L) L] 1
-60 -40 -20 0 20

Difference between group means

Marcaje in vivo con Rojo Nilo

Para analizar la fluorescencia de cada imagen se utilizé el programa ImageJ64.

Area Media Integrated Del CTCF

Control 3487 7.787 33008 13494.748
Colesterol 3959 10.581 42315 19536.596
Glucosa 7427 14,72 109356 67794.508
Glucosa + Cols 9158 15.212 135921 88448.992
Background Ci 466 3.298 1537

Background Ci 596 5.978 3563

Background G 407 6.113 2488

Background G 768 6.995 5372

Background average 5.596
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miR-35-3p
A) Densitometria de gusanos L4 en las diferentes dietas

Comparacion de cada dieta contra la condicién control mediante la prueba ANOVA.

p <0.01
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Ordinary one-way ANOVA A B c D E F G H
Multiple comparisons
Y v TN - Y Y % Y

1 Number of families 1
2 | Number of comparisons perfamily |3
3 |Alpha 0.01
4
5 | Dunnett's multiple comparisons test | Mean Diff. 99% Cl of diff. | Significant? | Summary Adjusted P Value
6
7 Control vs. Colesterol -1.47 -1.80t0-1.15 |Yes e <0.0001
8 Control vs. Glucosa -2.11 -24310-1.78 |Yes el <0.0001
9 Control vs. Glucosa + Colesterol -2.29 -262t0-1.97 |Yes e <0.0001
10
1
12 | Testdetails Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. n1 n2 q DF
13
14 Control vs. Colesterol 0.0267 1.50 -1.47 0.0804 3 3 18.3 8
15 Control vs. Glucosa 0.0267 213 -2.11 0.0804 3 3 26.2 8
16 | Control vs. Glucosa + Colesterol 0.0267 232 -2.29 0.0804 3 3 285 8

99% Confidence Intervals (Dunnet)
e Column means diff.
Control - Glucosa + Colesterol- —e—

Control - Glucosa- ——

Control - Colesterol ——

1
-3 -2 -1 0

Difference between group means

B) Densitometria Etapas Larvarias.

Comparacion de la media de cada etapa contra la media de las demas mediante la prueba
ANOVA.

p <0.01
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Ordinary one-way ANOVA A
Multiple comparisons
Y
1 Number of families 1
2 | Number of comparisons per family 6
3 |Alpha 0.01
4
5 | Tukey's multiple comparisons test Mean Diff.
6
i Embrién vs. L3 0.697
8 Embri6n vs. L4 0.697
] Embri6n vs. Adulto -0.127
10 L3vs. L4 0.0
11 L3 vs. Adulto -0.823
12 | L4vs.Adulto -0.823
13
14
15 | Testdetails Mean 1
16
17 Embri6n vs. L3 0723
18 Embrién vs. L4 0.723
19 | Embrién vs. Adulto 0.723
20 L3vs.L4 0.0267
21 | L3vs.Adulto 0.0267
22 L4 vs. Adulto 0.0267

99% Cl of diff.

037310 1.02
037310 1.02
-0.45010 0.197
-0.323100.323
-1.1510-0.500
-1.1510-0.500

Mean 2

0.0267
0.0267
0.850
0.0267
0.850
0.850

Significant?

Yes
Yes
No
No
Yes
Yes

Mean Diff.

0.697
0.697
-0.127
0.0
-0.823
-0.823

Summary

ns

ns

SE of diff.

0.0737
0.0737
0.0737
0.0737
0.0737
0.0737

99% Confidence Intervals (Tukey)

L4 - Adulto+ ——

L3 - Adulto- ——

L3 - L4~
Embrién - Adulto~
Embrién - L4+

Embrién - L3+

—e—

——

T
1.5 -1.0

U
0.5 0.0

T
0.5

1
1.5

Difference between group means

C) Gréafica Dieta-Etapas

Adjusted P Value

<0.0001
<0.0001
0.3748

>0.9999
<0.0001
<0.0001

W oW W W W W

W oW W W W W

134
134
243
0.0

158
15.8

o Column means diff.

DF

® ® ® ® ® ™

Comparacion de la media de cada condicién contra la media de las demas mediante la
prueba ANOVA.

p <0.05
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Ordinary one-way ANOVA A B c D
Multiple comparisons

5 | Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95% Cl of diff. Significant? Summary
6

17 Embrién - Control vs. L3 - Control 0.697 0.448 t0 0.946 Yes e
8 Embrién - Control vs. L4 - Control 0.695 047910 0.911 Yes e
9 Embrién - Control vs. Adulto - Control -0.127 -0.376 t0 0.122 No ns
10 Embrién - Control vs. L4 - Colesterol 0777 -1.03t0-0.528 Yes bl
11 Embrién - Control vs. L4 - Glucosa -1.41 -1661t0-1.16 Yes e
12 Embrién - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -1.60 -1.85t0-1.35 Yes e
13 L3 - Control vs. L4 - Control -0.00167 021710 0.214 No ns
14 L3 - Control vs. Adulto - Control -0.823 -1.07t0-0.574 Yes e
15 L3 - Control vs. L4 - Colesterol -1.47 -1.72t0-1.22 Yes e
16 L3 - Control vs. L4 - Glucosa -2.11 -2.36t0 -1.86 Yes e
17 L3 - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -2.29 -2.54 t0-2.04 Yes bl
18 L4 - Control vs. Adulto - Control -0.822 -1.04 t0 -0.606 Yes e
19 L4 - Control vs. L4 - Colesterol -1.47 -1691t0-1.26 Yes e
20 L4 - Control vs. L4 - Glucosa -2.11 -2.321t0-1.89 Yes e
21 L4 - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -2.29 -2.5110-2.08 Yes e
22 Adulto - Control vs. L4 - Colesterol -0.650 -0.899 to -0.401 Yes e
23 Adulto - Control vs. L4 - Glucosa -1.28 -1.5310-1.03 Yes e
24 Adulto - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -1.47 -1.72t0-1.22 Yes e
25 L4 - Colesterol vs. L4 - Glucosa -0.633 -0.882t0-0.384 Yes e
26 L4 - Colesterol vs. L4 - Glucosa + Colesterol -0.820 -1.07 0o -0.571 Yes e
27 L4 - Glucosa vs. L4 - Glucosa + Colesterol -0.187 -0.436 t0 0.0624 No ns

95% Confidence Intervals (Tukey)

L4 - Glucosa - L4 - Glucosa + Colesterol 4 l—O—I
L4 - Colesterol - L4 - Glucosa - e
Adulto - Control - L4 - Glucosa - —e—
L4 - Control - L4 - Glucosa + Colesterol - l—'O_—l._‘
L4 - Control - L4 - Colesterol- e —o—i
L3 - Control - L4 - Glucosa + Colesterol - —o—
L3 - Control - L4 - Colesterol- —e—
L3 - Control - L4 - Control+ e
Embrion - Control - L4 - Glucosa = —e—
Embrién - Control - Adulto - Control+ l—O—I i
Embrion - Control - L3 - Control+ . r i =t=|.|
-3 -2 -1 0 1

miR-34-3p y 5p

Difference between group means

A) Densitometria de gusanos L4 en las diferentes dietas miR-34-3p.

Y
Adjusted P Value

<0.0001
<0.0001
0.6297

<0.0001
<0.0001
<0.0001
>0.9999
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.2217

® Column means diff.

Comparacion de cada dieta contra la condicion control mediante la prueba ANOVA.

p <0.05
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Ordinary one-way ANOVA A B c D E B G H
Multiple comparisons
Y Y Y Y Y | %
1 | Number of families 1
2 | Number of comparisons per family 3
3 |Alpha 0.05
4
5 | Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff. 95% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6
7 Control vs. Colesterol -0.223 -0.452 10 0.00574 No ns 0.0556
8 Control vs. Glucosa -1.00 -1.2310-0.771 Yes e <0.0001
9 Control vs. Glucosa + Colesterol -0.967 -1.20t0-0.738 Yes e <0.0001
10
11
12 | Testdetails Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. n1 n2 q DF
13
14 Control vs. Colesterol 1.00 122 -0.223 0.0795 3 3 281 8
15 Control vs. Glucosa 1.00 2.00 -1.00 0.0795 3 3 126 8
16 | Control vs. Glucosa + Colesterol 1.00 1.97 -0.967 0.0795 3 3 122 8
95% Confidence Intervals (Dunnet)
e Column means diff.
Control - Glucosa + Colesterol —e—
Control - Glucosa-} —e—
Control - Colesterol- —e—
T T 1
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5

Difference between group means

B) Densitometria miR-34-3p en las diferentes etapas larvarias.
Comparacion de la media de cada dieta contra las de las demas mediante la prueba
ANOVA.

p <0.05
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Ordinary one-way ANOVA A B c D E G
Multiple comparisons
Y Y Y Y Y Y _
1 Number of families 1
2 | Number of comparisons per family 6
3 |Alpha 0.05
4
5 | Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6
i Embrién vs. L3 0.150 -0.07791t0 0.378 No ns 0.2383
8 Embrién vs. L4 0.0425 -0.17110 0.256 No ns 0.9223
] Embrién vs. Adulto 0.0433 -0.18510 0.271 No ns 0.9315
10 L3vs.L4 -0.108 -0.3211t00.106 No ns 0.4378
11 L3 vs. Adulto -0.107 -0.335t00.121 No ns 0.4964
12 L4 vs. Adulto 0.000833 -0.212100.214 No ns >0.9999
13
14
15 | Testdetails Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. n1 n2 q DF
16
17 Embrién vs. L3 0.580 0.430 0.150 0.0730 3 3 291 9
18 Embrién vs. L4 0.580 0.538 0.0425 0.0683 3 4 0.880 9
19 Embrién vs. Adulto 0.580 0.537 0.0433 0.0730 3 3 0.839 9
20 L3vs. L4 0.430 0.538 -0.108 0.0683 3 4 223 9
21 L3 vs. Adulto 0.430 0.537 -0.107 0.0730 3 3 207 9
22 L4 vs. Adulto 0.538 0.537 0.000833 0.0683 4 3 0.0173 9

95% Confidence Intervals (Tukey)

L4 - Adulto+

L3 - Adulto~

L3 - L4+

Embrién - Adulto-
Embrién - L4+

Embrién - L3+

® Column means diff.

1 L} 1
-0.2 0.0 0.2 0.4

Difference between group means

-0.4

C) Densitometria miR-34-5p en las diferentes etapas larvarias.
Comparacion de la media de cada dieta contra las de las demas mediante la prueba
ANOVA.

p <0.01
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Ordinary one-way ANOVA A B c D E F G
Multiple comparisons
Y Y Y Y Y Y ' 4@ |
2 | Number of comparisons per family 6
3 |Alpha 0.01
4
5 | Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 99% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6
7/ Embrién vs. L3 -0.273 -0.44510-0.102 Yes i 0.0003
8 Embrién vs. L4 -0.445 -0.605 to -0.285 Yes e <0.0001
9 Embrién vs. Adulto -0.553 -0.713 10 -0.392 Yes <0.0001
10 L3vs.L4 -0.172 -0.332t0-0.0115 Yes - 0.0064
11 L3 vs. Adulto -0.279 -0.439t0-0.119 Yes 0.0002
12 L4 vs. Adulto -0.108 -0.256 to 0.0408 No ns 0.0589
13
14
15 | Testdetails Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 q DF
16
17 Embrién vs. L3 0.020 0.293 -0.273 0.0420 3 3 9.21 10
18 Embrién vs. L4 0.020 0.465 -0.445 0.0393 3 4 16.0 10
19 Embrién vs. Adulto 0.020 0573 -0.553 0.0393 3 4 19.9 10
20 L3vs. L4 0.293 0.465 -0.172 0.0393 3 4 6.18 10
21 L3 vs. Adulto 0.293 0.573 -0.279 0.0393 3 4 10.1 10
22 L4 vs. Adulto 0.465 0.573 -0.108 0.0364 4 4 4.18 10
99% Confidence Intervals (Tukey)
L4 - Adulto- —— e Column means diff.
L3 - Adulto- —-e—
L3 - L4 ————

Embrién - Adultoqq +——eo—
Embrion - L4+ ———

Embrion - L3+ —e—

] L T I 1
08 06 -04 02 00 02

Difference between group means

D) Gréfica Dieta-Etapas miR-34-3p

Comparacion de la media de cada condicién contra la media de las demas mediante la
prueba ANOVA.

p <0.05
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Alpha

© @ N O AW N

10 L4 - Control vs.
11 L4 - Control vs.
12 | L4-Controlvs.

15 | Testdetails

17 | L4-Controlvs.
18 L4 - Control vs.
19 L4 - Control vs.
20 L4 - Control vs.
21 L4 - Control vs.

22 | L4-Controlvs.

L4 - Control - L4 - Glucosa + Colesterol

L4 - Control vs.
L4 - Control vs.
L4 - Control vs.

Number of families
Number of comparisons per family

Dunnett's multiple comparisons test

Embri6n - Control

L3 - Control

Adulto - Control

L4 - Colesterol

L4 - Glucosa

L4 - Glucosa + Colesterol

Embrién - Control
L3 - Control
Adulto - Control
L4 - Colesterol
L4 - Glucosa

L4 - Glucosa + Colesterol

L4 - Control - L4 - Glucosa
L4 - Control - L4 - Colesterol
L4 - Control - Adulto - Control+
L4 - Control - L3 - Control

L4 - Control - Embrién - Control

Perfiles mRNAs

gld-1

0.05

Mean Diff.

-0.0425
0.108
0.000833
-0.0742
-0.463
-0.446

Mean 1

0.538
0.538
0.538
0.538
0.538
0.538

95% Cl of diff.

-0.214100.129 |No
-0.064210 0.279 |No
-0.171100.173 |No
-0.246 10 0.0975 | No
-0.63410-0.291 |Yes
-0.61810-0.274 |Yes

Mean 2

0.580
0.430
0.637
0612
1.00

0.983

95% Confidence Intervals (Dunnet)

Significant? | Summary

ns

ns

ns

ns

Mean Diff. SE of diff.
-0.0425 0.0595
0.108 0.0595
0.000833 0.0595
-0.0742 0.0595
-0.463 0.0595
-0.446 0.0595

Adjusted P Value

0.9476
0.3238
>0.9999
0.6601
<0.0001
<0.0001

N N R N

——
—

. o

—e—

L
-0.8 -0.6

T T
04 -0.2

Difference between group means

A) Densitometria de las diferentes dietas

Comparacion de cada dieta contra la condicion control mediante la prueba ANOVA.

p <0.01
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T 1
0.0 0.2 0.4

W W oW W W W

0.715
1.81
0.0140
1.25
7.78
7.50

® Column means diff.

DF

15
15
15
15
15
15
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Dunnett's multiple comparisons test

Control vs. Colesterol

Control vs. Glucosa

Control vs. Glucosa + Colesterol

Test details

Control vs. Colesterol

Control vs. Glucosa
Control vs. Glucosa + Colesterol

Control - Glucosa + Colesterol

Control - Colesterol

A B

Y Y
1
3
0.01
Mean Diff. 99% Cl of diff.
0.160 -0.136 t0 0.455
-0.646 -0.942 t0 -0.350
-0.582 -0.878 to -0.286
Mean 1 Mean 2
1.00 0.840
1.00 1.65
1.00 1.58

Significant?

No
Yes
Yes

Mean Diff.

0.160

-0.646
-0.582

Summary

ns

aee

ane

SE of diff.

0.0873
0.0873
0.0873

Adjusted P Value

0.2006

<0.0001

<0.0001

n1 n2 q
5 5

5 5

5 5

99% Confidence Intervals (Dunnet)

® Column means diff.
——
Control - Glucosa| ——o—
——
L 1
-1.0 -0.5 0.0 0.5

lin-23

Difference between group means

A) Densitometria de las diferentes dietas

Comparacion de cada dieta contra la condicion control mediante la prueba ANOVA.

p <0.05
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Dunnett's multiple comparisons test

Control vs. Colesterol

Control vs. Glucosa

Control vs. Glucosa + Colesterol

Test details

Control vs. Colesterol

Control vs. Glucosa

Control vs. Glucosa + Colesterol

A B

Y Y
1
3
0.05
Mean Diff. 95% Cl of diff.
0.126 -0.0316 t0 0.284
0.114 -0.0436 t0 0.272
-0.130 -0.288 t0 0.0276
Mean 1 Mean 2
1.00 0.874
1.00 0.886
1.00 113

c D
Y Y
Significant? | Summary
No ns
No ns
No ns
Mean Diff. SE of diff.
0.126 0.0608
0.114 0.0608
-0.130 0.0608

110

Adjusted P Value

0.1320

0.1857

0.1174

ni n2 q

5 5 2.07
5 5 1.88
5 5 214

1.83
7.40

DF

16
16

6.67

16

DF

16
16
16



Control - Glucosa + Colesterol~

Control - Glucosa-

Control - Colesterol~

95% Confidence Intervals (Dunnet)

-0.4

———
L . —
————
Ll L] 1
-0.2 0.0 0.2 0.4

A) Densitometria de las diferentes dietas

Difference between group means

® Column means diff.

Comparacion de cada dieta contra la condicion control mediante la prueba ANOVA.

p <0.01
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Dunnett's multiple comparisons test

Control vs. Colesterol

Control vs. Glucosa

Control vs. Glucosa + Colesterol

Test details

Control vs. Colesterol

Control vs. Glucosa

Control vs. Glucosa + Colesterol

Control - Glucosa + Colesterol

Control - Glucosa-

Control - Colesterol-

1
3
0.01

Mean Diff.

-0.655

-0.935

-1.30

Mean 1

0.120

0.120
0.120

99% Cl of diff.

-1.54 10 0.226
-1.82 10 -0.0542
-2.1810-0.419

Mean 2

0.775

1.06
142

Significant?

No
Yes
Yes

Mean Diff.

-0.655

-0.935
-1.30

Summary

SE of diff.

0.152
0.152
0.152

Adjusted P Value

0.0281

0.0080

0.0023

ni n2 q DF
2 2 4.32 4
2 2 6.17 4
2 2 8.58 4

99% Confidence Intervals (Dunnet)

e

o Column means diff.

-3

T
-2

Difference between group means

-1
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B) Densitometria de las diferentes dietas

Comparacion de cada dieta contra la condicion control mediante la prueba ANOVA.

p <0.05
Ordinary one-way ANOVA A B c D E F G H
Multiple comparisons
Y Y Y Y Y Y _ Y
1 Number of families 1
2 | Number of comparisons per family |3
3 |Alpha 0.05
4
5 | Dunnett's multiple comparisons test | Mean Diff. 95% Clof diff. | Significant? | Summary Adjusted P Value
6
Z Control vs. Colesterol -0.655 -1.2010-0.107 |Yes * 0.0281
8 Control vs. Glucosa -0.935 -1.4810-0.387 |Yes - 0.0080
9 Control vs. Glucosa + Colesterol -1.30 -1.8510-0.752 |Yes - 0.0023
10
11
12 | Testdetails Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 q DF
13
14 Control vs. Colesterol 0.120 0.775 -0.655 0.152 2 2 432 4
15 Control vs. Glucosa 0.120 1.06 -0.935 0.152 2 2 6.17 4
16 Control vs. Glucosa + Colesterol 0.120 142 -1.30 0.152 2 2 8.58 4

95% Confidence Intervals (Dunnet)

o Column means diff.
Control - Glucosa + Colesterolq | g J
Control - Glucosa- t g J
Control - Colesterol- t ® J
L] L] L]
-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0

Difference between group means

C) Densitometria de las diferentes etapas larvarias

Comparacion de la media de cada etapa contra la media de las demas mediante la prueba
ANOVA.

p <0.01
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Ordinary one-way ANOVA A B c D E g G H
Multiple comparisons
V7 Y Y V7 Y V7 — V7
1 Number of families 1
2 | Number of comparisons per family 6
3 |Alpha 0.01
4
5 | Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. | 99% Cl of diff. Significant? | Summary Adjusted P Value
6
7 Embrién vs. L3 -0.090 -0.526 to 0.346 No ns 0.8021
8 Embri6n vs. L4 -0.107 -0.543 t0 0.329 No ns 07117
] Embrién vs. Adultos -1.12 -1.551t0-0.679 Yes <0.0001
10 L3 vs. L4 -0.017 -0.453100.419 No ns 0.9981
11 L3 vs. Adultos -1.03 -1.46 t0 -0.589 Yes <0.0001
49, L4 vs. Adultos -1.01 -1.44t0-0.572 Yes <0.0001
13
14
15 | Testdetails Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 q DF
16
17 Embrién vs. L3 0.103 0.193 -0.090 0.0993 3 3 1.28 8
18 Embrién vs. L4 0.103 0.210 -0.107 0.0993 3 3 1.52 8
19 Embrién vs. Adultos 0.103 1.22 -1.12 0.0993 3 3 159 8
20 L3vs. L4 0.193 0.210 -0.017 0.0993 3 3 0.242 8
21 L3 vs. Adultos 0.193 122 -1.03 0.0993 3 3 146 8
22 L4 vs. Adultos 0.210 122 -1.01 0.0993 3 3 144 8
99% Confidence Intervals (Tukey)
L4 - Adultos-] —e— o Column means diff.
L3 - AdultosH ——e—
L3 - L4+ e
Embrién - Adultos+ ——
Embrién - L4+ ——e—
Embrién - L3+ e
1

T L) T
-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5
Difference between group means

D) Gréfica dieta - etapas

Comparacion de la media de cada etapa contra la media de las demas mediante la prueba
ANOVA.

p <0.01
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Ordinary one-way ANOVA A B (o] D E
Multiple comparisons
Y Y Y Y Y

5 | Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 99% ClI of diff. Significant? Summary Adjusted P Value

6

7/ Embrién - Control vs. L3 - Control 0.0 -0.507 t0 0.507 No ns >0.9999

8 Embrién - Control vs. L4 - Control 0.0191 -04341t00473 No ns >0.9999

g9 Embrién - Control vs. Adulto - Control -1.03 -1.53t10-0.518 Yes b <0.0001

10 Embrién - Control vs. L4 - Colesterol -0.582 -1.151t0-0.0149 Yes - 0.0082

11 Embrién - Control vs. L4 - Glucosa -0.862 -1.4310-0.295 Yes e 0.0002

12 Embrién - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -1.23 -1.79t0 -0.660 Yes e <0.0001

13 L3 - Control vs. L4 - Control 0.0191 043410 0.473 No ns >0.9999

14 | L3-Control vs. Adulto - Control -1.03 -1.5310-0.518 Yes b <0.0001

15 L3 - Control vs. L4 - Colesterol -0.582 -1.151t0-0.0149 Yes - 0.0082

16 L3 - Control vs. L4 - Glucosa -0.862 -1.4310-0.295 Yes e 0.0002

17 L3 - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -1.23 -1.791t0 -0.660 Yes il <0.0001

18 L4 - Control vs. Adulto - Control -1.04 -1.50t0 -0.591 Yes i <0.0001

19 L4 - Control vs. L4 - Colesterol -0.601 -1.121t0-0.0814 Yes > 0.0031

20 L4 - Control vs. L4 - Glucosa -0.881 -1.40t0 -0.361 Yes e <0.0001

21 L4 - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -1.25 -1.771t0-0.726 Yes il <0.0001

22 Adulto - Control vs. L4 - Colesterol 0.443 -0.123t0 1.01 No ns 0.0525

23 Adulto - Control vs. L4 - Glucosa 0.163 -0403100.730 No ns 0.8572
- Adulto - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -0.202 -0.768 t0 0.365 No ns 0.7086

25 L4 - Colesterol vs. L4 - Glucosa -0.280 -0.901 10 0.341 No ns 04715

26 L4 - Colesterol vs. L4 - Glucosa + Colesterol -0.645 -1.2710-0.0242 Yes - 0.0074

27 L4 - Glucosa vs. L4 - Glucosa + Colesterol -0.365 -0.986 to 0.256 No ns 0.2106

99% Confidence Intervals (Tukey)

L4 - Glucosa - L4 - Glucosa + Colesterol | ——o—
L4 - Colesterol - L4 - Glucosa| ———e—i
Adulto - Control - L4 - Glucosa- e
L4 - Control - L4 - Glucosa + Colesterol =
L4 - Control - L4 - Colesterol-—e—
L3 - Control - L4 - Glucosa + Colesterol -
L3 - Control - L4 - Colesterol+——eo——
L3 - Control - L4 - Control- —e—
Embrion - Control - L4 - Glucosa-}—e——

Embrion - Control - Adulto - Control .
Embrién - Control - L3 - ControlE:t:l |

T
-2 -1 0 1

® Column means diff.

N =

Difference between group means

E) Grafica dieta - etapas

Comparacion de la media de cada etapa contra la media de las demas mediante la prueba
ANOVA.

p <0.05
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Ordinary one-way ANOVA A B c D E
Multiple comparisons
Y Y Y Y Y
5 | Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95% ClI of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6
T Embrién - Control vs. L3 - Control 0.0 -0.400 to 0.400 No ns >0.9999
8 Embrién - Control vs. L4 - Control 0.0191 -0.339100.377 No ns >0.9999
9 Embrién - Control vs. Adulto - Control -1.03 -14210-0.625 Yes e <0.0001
10 Embrién - Control vs. L4 - Colesterol -0.582 -1.0310-0.135 Yes * 0.0082
11 Embrién - Control vs. L4 - Glucosa -0.862 -1.311t0-0.415 Yes - 0.0002
12 Embrién - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -1.23 -1.67 t0-0.780 Yes o <0.0001
13 L3 - Control vs. L4 - Control 0.0191 -0.339100.377 No ns >0.9999
14 L3 - Control vs. Adulto - Control -1.03 -1.4210-0.625 Yes e <0.0001
15 L3 - Control vs. L4 - Colesterol -0.582 -1.0310-0.135 Yes * 0.0082
16 L3 - Control vs. L4 - Glucosa -0.862 -1.31t0-0415 Yes el 0.0002
17 L3 - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -1.23 -1.67t0-0.780 Yes e <0.0001
18 L4 - Control vs. Adulto - Control -1.04 -1.40 10 -0.686 Yes e <0.0001
19 L4 - Control vs. L4 - Colesterol -0.601 -1.01t0-0.191 Yes * 0.0031
20 L4 - Control vs. L4 - Glucosa -0.881 -1.29t0-0471 Yes e <0.0001
21 L4 - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -1.25 -1.66 10 -0.836 Yes e <0.0001
22 | Adulto - Control vs. L4 - Colesterol 0.443 -0.00371 10 0.890 No ns 0.0525
23 | Adulto - Control vs. L4 - Glucosa 0.163 -0.284100.610 No ns 0.8572
- Adulto - Control vs. L4 - Glucosa + Colesterol -0.202 -0.649 10 0.245 No ns 0.7086
25 L4 - Colesterol vs. L4 - Glucosa -0.280 -0.770100.210 No ns 04715
26 L4 - Colesterol vs. L4 - Glucosa + Colesterol -0.645 -1.1310-0.155 Yes * 0.0074
27 L4 - Glucosa vs. L4 - Glucosa + Colesterol -0.365 -0.855100.125 No ns 0.2106

95% Confidence Intervals (Tukey)

L4 - Glucosa - L4 - Glucosa + Colesterol 4 ——e—— .
e : [ ] :
L4 - Colesterol - L4 - Glucosa+ e Column means dift
Adulto - Control - L4 - Glucosa- ———
L4 - Control - L4 - Glucosa + Colesterol = ——
L4 - Control - L4 - Colesterol ——
L3 - Control - L4 - Glucosa + Colesterol = e :
——e— H
L3 - Control - L4 - Colesterol~ ——— :
L3 - Control - L4 - Control+ ——e—
e :
Embrion - Control - L4 - Glucosa- ——e— :
——e——
Embrioén - Control - Adulto - Control- ——e— :
Embrién - Control - L3 - Control- | g=l_I
-2 -1 0 1

Difference between group means
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