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Resumen

Introduccidon Las dietas altas en glucosa son cada vez mas comunes en los paises
desarrollados, provocando alteraciones en el metabolismo que desencadenan
enfermedades como la obesidad y la diabetes, asi como la reduccién de la longevidad.

C. elegans es un excelente modelo experimental para estudiar las vias de sefializacion que
controlan el almacenamiento y distribucidén de nutrientes, debido a que es un organismo
capaz de proveer una vision integrada de la actividad, absorcion de nutrientes, transporte,
almacenamiento y utilizaciéon de la glucosa y lipidos. La suplementacién con glucosa
reduce la esperanza de vida de este nematodo por medio de la inhibicién de Ia
transcripcién de genes de longevidad, sin embargo, poco se ha reportado del impacto de
los lipidos en este organismo.

Se ha reportado que los factores de transcripcién daf-16, pha-4 y skn-1, factores de
transcripcién relacionados con la longevidad, respuesta a estrés y autofagia, y alg-1
involucrado en la biogénesis de microRNAs en Caenorhabditis elegans, estan relacionados
con la regulacidon del tiempo de vida ante diferentes dietas y/o restriccidon dietaria.

De acuerdo con lo anterior, es de especial interés estudiar el efecto de dietas altas en
glucosa y acido palmitico en la sobrevivencia, talla, contenido lipidico y movilidad en
Caenorhabditis elegans, asi como en los niveles de expresion de mRNAs (daf-16, pha-4
skn-1y alg-1) relacionados con la expresidn y regulacién de genes de longevidad.

Resultados Los gusanos suplementados con acido palmitico 0.5 mM, glucosa 40 mM vy la
combinacidon de estos, mostraron un aumento significativo en la longevidad, ademas su
area y longitud también mostro un incremento, por otro lado, estas dietas promovieron la
acumulacién de lipidos en el cuerpo del gusano. Contrario a lo esperado, estas dietas
incrementaron la acumulacién de mRNA de los genes de longevidad daf-16 y alg-1, no
obstante, en los genes pha-4 y skn-1 el efecto fue lo contrario, se observé una disminucidn
en su expresion. Adicionalmente, las dietas altas en sacarosa, acido estedrico y su
combinacion también tuvieron efectos sobre la expresién de estos genes.
Sorprendentemente el acido estedrico modificod al alza la acumulacidon de transcritos de
estos genes de interés, sin embargo, las dietas altas en sacarosa y combinacién
provocaron pérdida en dicha acumulacién.

Conclusiones Las dietas altas en lipidos y carbohidratos promueven la esperanza de vida,
talla, movilidad y almacenamiento lipidico en C. elegans, ademas modifican la
acumulacién de transcritos de diferentes factores de transcripcion que promueven
longevidad, los que a su vez modulan diversos procesos como la respuesta a estrés,
autofagia, regulacidén genética y respuesta antioxidante.

Palabras clave: C. elegans Longevidad Glucosa Acido Palmitico Factor de transcripcion
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1. Introduccion

1.1 Dietas altas en glucosa y lipidos

Actualmente en paises industrializados, predominan las dietas con alto indice glucémico
qgue incluyen una gran proporciéon de carbohidratos o azlcares procesados, que son
facilmente metabolizados en glucosa, provocando un rdpido aumento del nivel de glucosa
en la sangre, alterando su homeostasis, influyendo de manera negativa en el desarrollo,
fertilidad y longevidad de los organismos (Mondoux et al., 2011).

La glucosa es necesaria para un gran numero de reacciones bioldgicas, sin embargo, dietas
ricas en glucosa generan especies reactivas de oxigeno, que pueden causar oxidacién de
lipidos, proteinas y acidos nucleicos, generando alteraciones celulares tales como ruptura
de membranas, cambios en la morfologia mitocondrial, alteraciones en la estructura del
reticulo endopldsmico, entre otras, conduciendo a la muerte celular (Mondoux et al.,
2011). Existe evidencia que sugiere que la hiperglucemia y un alto nivel de acidos grasos
promueven el estrés oxidativo y diversas patologias como la diabetes y la obesidad
(Mondoux et al., 2011; Mak, 2012).

1.2 Metabolismo y almacenamiento de la glucosa y lipidos

La glucosa ocupa una posicién central en el metabolismo, se puede almacenar como
glucégeno, también es un precursor de diversas reacciones biosintéticas, a partir de la
glucosa se pueden obtener aminodcidos, nucledtidos, coenzimas y acidos grasos. La
glucosa tiene tres destinos principales; puede ser almacenada (glucégeno), puede ser
oxidada a piruvato por medio de la glucdlisis o puede ser metabolizada por medio de la
ruta de las pentosas fosfato (Nelson & Cox, 2011).

Cuando se lleva a cabo la glucélisis se produce piruvato, asi como intermediarios
metabdlicos y energia (ATP), a su vez este piruvato puede ser oxidado, a través de una
descarboxilacion oxidativa del piruvato formando acetil-CoA un importante precursor de
distintas rutas metabdlicas como del ciclo del acido citrico o también llamado ciclo de
Krebs, a partir de este proceso podemos obtener intermediarios metabdlicos y energia.
Asi mismo, el acetil-CoA es un importante precursor en la biosintesis de acidos grasos.
Debido a lo anterior, cuando se presenta un incremento en la sintesis de citrato y Acetil-
CoA, se produce la activacion de la biosintesis de acidos grasos, siendo esta otra ruta de
almacenamiento de glucosa (Figura 1) (Nelson & Cox, 2011).

Los mamiferos poseen la capacidad de almacenar la grasa en forma de triglicéridos en el
tejido adiposo, el almacenamiento de energia estad regulado estrechamente a través de
vias de sefializacién. Debido a que estas vias de almacenamiento de energia se asocian
con el consumo, es importante comprender el proceso de absorcion, almacenamiento y
distribucién de nutrientes (Hashmi et al., 2013).
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La obesidad y el sobrepeso son enfermedades no transmisibles que son impulsadas por
cambios en la absorcién de nutrientes y su distribucion. Esta condicién aumenta el riesgo
de enfermedades crénicas y potencialmente mortales como diabetes y enfermedades
cardiacas. Actualmente la obesidad y la diabetes representan los mayores problemas de
salud publica a nivel mundial (Hashmi et al., 2013).

El metabolismo de las grasas (almacenamiento y movilizacién) se relaciona con el
desarrollo. Durante el desarrollo reproductivo animal, los lipidos son indispensables
durante la ovogénesis y la embriogénesis temprana. Se ha considerado que el
almacenamiento de lipidos sirve como conexién entre el desarrollo de tejidos somaticos y
la linea germinal, debido a que la movilizacidn de la grasa hacia las células germinales es
un paso importante en esta interaccion (Weaver et al., 2016)

Se ha reportado que la via de sefalizacién de la insulina/IGF, el blanco de rapamicina
(mTOR) y la proteina cinasa activada por AMP (AMPK), regulan la acumulacién y
movilizacion de los lipidos, influyendo en la determinacién del estado reproductivo vy el
mantenimiento del tejido somatico con la edad (Templeman & Murphy, 2018; Weaver et
al., 2016).

[
O
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w

\—’ Acetil-CoA

Figura 1. Metabolismo de la glucosa y lipogénesis.

La insulina es una hormona secretada por las células B pancreaticas en respuesta al
aumento de las concentraciones de glucosa en la sangre, funciona como un regulador
enddcrino de la captacion, transporte y metabolismo de la glucosa. Un alto nivel de
insulina en la sangre promueve el almacenamiento del exceso de glucosa en glucégeno,
almacenandolo en el higado y los musculos (Hashmi et al., 2013).
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Por otro lado, un exceso de glucosa en sangre que no se puede almacenar como
glucégeno, se convierte en triglicéridos y se almacena en el tejido adiposo. La insulina
funciona en una serie de vias de sefializacion en células musculares y grasa especificas, lo
que permite que estas células aumenten su capacidad para absorber glucosa del torrente
sanguineo (Hashmi et al., 2013).

1.3 Via de senalizacion de la insulina

La interaccidon de insulina con su receptor activa la cascada de sefializacién de esta via
donde la insulina y los receptores del factor de crecimiento tipo 1 de la insulina (IGF-1)
fosforilan en un residuo de tirosina a las proteinas IRS (Sustrato del Receptor de Insulina) y
éstas promueven el reclutamiento y activacion de componentes de la cascada de
sefializacion como la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K)/AKT, RAS/MAPK (proteina cinasa
activada por mitdgenos) y las vias de mTOR (Figura 2) (Barbieri et al., 2003).

Se ha identificado la importancia de la via de la insulina debido a su conexién con
funciones de todo el sistema como el crecimiento, reproduccién y control del
envejecimiento (Barbieri et al., 2003). Estos componentes de la via de la insulina se
encuentran conservados en los metazoos por lo que el estudio de esta via en el organismo
C. elegans ha brindado conocimientos importantes sobre la funcién y regulaciéon de esta
via (Barbieri et al., 2003).

Normalmente en los seres humanos la sensibilidad a la insulina se reduce con el
envejecimiento y este es un factor de riesgo asociado a padecer enfermedades como la
obesidad y diabetes. Se ha demostrado que los radicales libres juegan un papel clave en el
desarrollo de estas enfermedades, por lo que esto sugiere un vinculo genético entre la via
de seiializacién similar de la insulina, el estrés oxidativo y la longevidad, por lo que es
importante el estudio del mecanismo molecular que interrelacione estos tres factores
(Barbieri et al., 2003).
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Figura 2. Via de sefializacién de la Insulina y su relacion con mTOR y AMPK.

1.4 Via de mTOR

La proteina diana de rapamicina en células de mamiferos (mTOR) es un componente clave
del metabolismo celular que integra la deteccidn de nutrientes con los procesos celulares
gue estimulan el crecimiento y la proliferacion celular. La rapamicina es una molécula
aislada de Streptomyces hygroscopicus que fue descubierta en la isla de Rapa Nui en 1972.
Posee propiedades antifungicas, inmunosupresoras y anticancerigenas, que estan
mediadas por inhibicién de su objetivo (mTOR). En consecuencia, a, mTOR se le ha
asociado con muchos de los procesos del envejecimiento, incluyendo senescencia celular,
respuestas inmunes, regulacion de células madre, autofagia, funcién mitocondrial y
homeostasis de proteinas (proteostasis) (Papadopoli et al., 2019).

TOR es una serina / treonina cinasa que se conserva evolutivamente, y se encuentran
homoélogos en levaduras, nematodos, moscas, plantas y mamiferos. En eucariotas
superiores, su producto proteico es un componente de dos complejos distintos: el
complejo mTOR 1 (mTORC1) y 2 (mTORC2), que difieren funcionalmente,
estructuralmente y en su sensibilidad a la rapamicina. Los dos complejos mTOR
comparten los componentes mLST8 y DEPTOR (proteina que interactia con mTOR que
contiene el dominio DEP), mientras que RAPTOR y PRAS40 estan presentes
exclusivamente en mTORC1. A su vez, se encuentran RICTOR, mSIN1 y Protor-1/2 dentro
de mTORC2 (Figura 3) (Papadopoli et al., 2019; Lapierre & Hansen, 2012).

mTORC1 responde a una gran cantidad de estimulos extracelulares e intracelulares, tales
como a aminoacidos, hormonas, factores de crecimiento, estrés energético y oxigeno
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(Papadopoli et al., 2019). Estos factores inician procesos anabdlicos dependientes de
mTOR como la sintesis de nucledtidos, lipidos y proteinas, al mismo tiempo inhiben Ila
autofagia, lo que resulta en la estimulacion de crecimiento celular y proliferacion
(Papadopoli et al., 2019; Lapierre & Hansen, 2012). Si bien esta claro que al reducir la
actividad de TORC1 se promueve la longevidad, algunos estudios han revelado un papel
positivo de los componentes TORC1 durante el envejecimiento (Blackwell et al., 2019).
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Figura 3. mTOR actda como un sensor de nutrientes coordinando las funciones celulares
como la proliferacién, crecimiento y sobrevivencia.

mMTORC2 regula la organizacion del citoesqueleto y ha sido implicado en la degradacidon de
polipéptidos recién sintetizados. Participa en el metabolismo de la glucosa y los lipidos a
través de AKT de manera dependiente e independiente, controla el transporte de iones a
través del citoesqueleto y la migracion celular a través de la proteina cinasa C alfa (PKCal).
En la mayoria de las lineas celulares, mTORC2 es insensible al tratamiento de rapamicina a
corto plazo. Se cree que la supresion del eje via de sefializacion de la insulina/mTOR es
uno de los mecanismos subyacentes de los efectos beneficiosos de la restriccién dietaria
(RD), que no solo prolonga la vida util, sino que también retrasa la aparicion de patologias
relacionadas con la edad (Papadopoli et al., 2019).

Estd claro que la via sefalizacion de insulina/IGF-1 y TOR convergen a nivel de factores de

transcripcion (DAF-16/FOXO y SKN-1/NRF) en C. elegans, sin embargo, esto parece ocurrir
a través de mecanismos paralelos (Blackwell et al., 2019).
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1.5 Marcadores de envejecimiento

El envejecimiento se caracteriza por una pérdida progresiva de la integridad fisioldgica,
gue conduce a una funcién deteriorada y mayor vulnerabilidad a la muerte. Este deterioro
es el principal factor de riesgo de las principales enfermedades humanas, que incluyen
cancer, diabetes, trastornos cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas (Lépez-
Otin et al, 2013).

Por mucho tiempo el envejecimiento ha sido considerado como un proceso desregulado.
Sin embargo, recientemente se sabe que diversas vias estdn involucradas en la regulacién
del proceso de envejecimiento, se ha reportado que estas vias pueden alargar el tiempo
de vida en los organismos a través de diferentes mecanismos. (Nakamura & Yoshimori,
2018).

Se han descrito diversos marcadores distintivos del proceso de envejecimiento, dentro de
los cuales se consideran los siguientes: inestabilidad gendmica, acortamiento de
teldmeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis, deteccion de nutrientes
desregulada, disfuncién mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de las células
madre y comunicacion intercelular alterada (Figura 4) (Lopez-Otin et al, 2013).

Agotamiento de
élulas Madre  Comunicacién
Intercelular
Alterada

Disfuncion
Mitocondrial

Senescencia
Celular

Alt.eraciones‘
epigenéticas

Marcadores de
Envejecimiento

-

e A

’)
o

~/

Pérdida de / \ Inestabilidad
Proteostasis ( | Gendmica
Desregulada Acortamiento
Deteccién de de Telémeros
Nutrientes

Figura 4. Marcadores de Envejecimiento (Tomada de Lopez-Otin et al, 2013).
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Estos marcadores han sido clasificados en tres categorias; marcadores primarios,
antagonicos e integradores. Los marcadores primarios siendo invariablemente negativos
podrian ser los factores desencadenantes cuyas consecuencias perjudiciales se acumulan
progresivamente con el tiempo (dafio gendmico, pérdida de teldmeros, mutaciones del
DNA mitocondrial y proteostasis defectuosa) (Lopez-Otin et al, 2013).

Los marcadores antagdnicos, siendo en principio beneficiosos, se vuelven
progresivamente negativos en un proceso que es parcialmente promovido o acelerado
por los marcadores primarios (senescencia celular, produccién de ROS, deteccién de
nutrientes y anabolismo) (Lépez-Otin et al, 2013).

Finalmente, los marcadores integradores surgen cuando el daino acumulado causado por
los marcadores primarios y antagdnicos no puede ser compensado por los mecanismos
homeostaticos tisulares (agotamiento de las células madre y la comunicacién intercelular
alterada) (Lopez-Otin et al, 2013). En el presente trabajo de investigacion nos centraremos
en la deteccion de nutrientes como marcador de envejecimiento.

1.5.1 Deteccion de nutrientes

Los organismos envejecidos fisiolégica o patoldgicamente disminuyen la via de
sefializacion de la insulina en un intento de extender su vida util. sin embargo, las
respuestas defensivas contra el envejecimiento pueden tener el riesgo de convertirse
eventualmente en deletéreas y agravar el envejecimiento. Por lo tanto, niveles
extremadamente bajos de sefalizacién de la via de seiializacién de la insulina son
incompatibles con la vida (Renner & Carnero, 2009).

Mudltiples manipulaciones genéticas que atenuan la intensidad de la sefializacién en
diferentes niveles de la via de sefializacion de la insulina extienden consistentemente la
vida util de gusanos, moscas y ratones (Fontana et al., 2010). Los andlisis genéticos indican
que esta via media parte de los efectos beneficiosos de la restriccion dietaria (RD) sobre la
longevidad de gusanos y moscas (Fontana et al., 2010). Entre los efectores posteriores de
la via de seializacién de la insulina, el mas relevante para la longevidad en gusanos y
moscas es el factor de transcripcion FOXO (Kenyon et al., 1993; Slack et al., 2011).

La regulacion a la baja de la actividad de mTORC1 en levaduras, gusanos y moscas
extiende la longevidad y atenua los beneficios de la RD sobre la longevidad (Johnson et al.,
2013). Otros dos sensores de nutrientes, AMPK y sirtuinas, actian en la direccidon opuesta
a la via de sefalizacién de la insulina y mTOR, lo que significa que senalan escasez de
nutrientes y catabolismo en lugar de abundancia de nutrientes y anabolismo. En
consecuencia, su regulacion positiva favorece un envejecimiento saludable (Johnson et al.,
2013).
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La activacion de AMPK tiene multiples efectos sobre el metabolismo v,
sorprendentemente, apaga mTORC1 (Alers et al.,, 2012). En conjunto, la evidencia
disponible actual apoya firmemente la idea de que la sefializacidon anabdlica acelera el
envejecimiento y la disminucién de la sefalizacion de nutrientes prolonga la longevidad
(Fontana et al., 2010).

1.6 C. elegans como modelo de investigacion

Caenorhabditis elegans es un animal formado por 959 células somaticas siendo
hermafrodita, es un modelo experimental ideal debido a la gran cantidad de herramientas
genéticas, corto tiempo de generacion, mantenimiento econédmico, facil experimentacion
y codificacion del genoma que contempla homélogos de muchos genes humanos
asociados a enfermedades. Por esto, se ha considerado un modelo adecuado para el
estudio de la genética de la nutricién y el metabolismo animal (Zecic et al., 2019).

C. elegans pasa a través de 4 etapas larvarias antes de alcanzar la edad adulta: L1, L2, L3y
L4 (Figura 5). Cuando los embriones eclosionan en ausencia de alimento, entran en una
diapausa L1, pudiendo sobrevivir durante dos semanas aproximadamente. Si los gusanos
L1 son sometidos a inanicién, entran a una etapa mediada por la via de sefializacién de la
insulina llamada Dauer, deteniendo el desarrollo de la larva entre las etapas L1-L2. (Corsi
et al., 2015) Durante esta etapa, las larvas no se alimentan ni se mueven, mostrando una
frecuencia respiratoria baja, disminuyendo su consumo de ATP y presentando resistencia
a condiciones extremas, mostrando que el gusano tiene numerosos mecanismos para
alterar su metabolismo, progresion del desarrollo y vida atil en respuesta a diferentes
sefiales, como cambios en su alimentacion. Asi mismo, dependiendo de la disponibilidad
de alimentos, los gusanos alteran sus tasas de alimentacién, puesta de huevos vy
locomocién (Garcia-Segura et al., 2015; Jones & Ashrafi., 2009 & Hashmi et al., 2013).

Caenorhabditis elegans tiene requerimientos nutricionales similares a los de los seres
humanos, incluyendo los mismos aminodcidos esenciales y vitaminas, asi como respuestas
metabdlicas evolutivamente conservadas, tales como la de insulina y la via de sefalizacion
mTOR, ademas se encuentran conservadas las vias del metabolismo de lipidos (lipdlisis, B-
oxidacion, sintesis de acidos grasos, entre otras) y carbohidratos (glucélisis, sintesis de
glucégeno, gluconeogénesis, entre otras) (Zecic et al., 2019). Este organismo ofrece claras
ventajas en comparacion con los mamiferos para estudios a nivel de regulacidon
metabdlica y genética (Garcia-Segura, 2015).

El organismo Caenorhabditis elegans ha sido un destacado sistema modelo para nuevos

descubrimientos en el desarrollo animal, regulacion metabdlica, envejecimiento vy
funciones neuronales (Blackwell et al., 2019).
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Figura 5. Ciclo de vida de C. elegans (Tomada de WormAtlas).

En C. elegans el almacenamiento y uso de la grasa, al igual que en mamiferos, depende de
vias conservadas como la proteina activada por AMP, la proteina de unidn al elemento de
respuesta a los esteroles (SREBP) y factores de transcripcion (Hashmi et al., 2013).

A pesar de que la fisiologia del gusano y los mamiferos son muy diferentes, debido a que
C. elegans carece de tejidos adiposos dedicados, su intestino sirve como el sitio principal
para el almacenamiento de grasa, muchos de los componentes reguladores del
metabolismo de la grasa, asi como reguladores neuronales y enddcrinos, presentan
funciones conservadas. Debido a esto, este organismo modelo puede ser util para
dilucidar los mecanismos de la regulacién del metabolismo de la grasa (Jones et al., 2009,
Mak, 2012).

La via de seinalizacidn de la insulina ha sido un area activa de investigacién en C. elegans
debido a su relacion con el metabolismo de los lipidos y el envejecimiento (Hashmi et al.,
2013).

Similar a los mamiferos, C. elegans contiene una amplia gama de acidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados, sin embargo, mientras los mamiferos presentan
adipocitos, C. elegans almacena la grasa en gotitas en sus células intestinales y en células
hipodérmicas. El genoma de este organismo codifica proteinas homdlogas con
componentes conservados de la sintesis y degradacion de carbohidratos y lipidos (Ashrafi,
2007).
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Debido a esta compleja interaccion entre multiples tejidos y vias de seializacién que
requiere el equilibrio energético, es conveniente contar con un organismo capaz de
proveer una visién integrada del comportamiento de la alimentacién, senalizacion
neuroendocrina, absorcion de nutrientes, transporte, almacenamiento y utilizacidon para
comprender los mecanismos de regulacidén de la grasa es por esto por lo que C. elegans es
un excelente sistema para dilucidar estas complejas vias y su regulacion.

1.6.1 Via senalizacion de la insulina y TOR en C. elegans

En el nematodo C. elegans, la via de sefializacion de insulina/IGF-1 conecta la
disponibilidad de nutrientes con el metabolismo, el desarrollo y la longevidad mediante la
estimulacion de la absorcion de glucosa y la conduccion de procesos anabdlicos (Murphy
& Hu, 2013; Lapierre & Hanses, 2012).

La cascada de seializacién similar a la insulina se encuentra conformada por proteinas
codificadas por los genes daf-2, age-1, akt-1, akt-2, daf-16 y daf-18, las funciones de estos
genes revelaron que la via de sefializacion de la insulina es un regulador central del
proceso de envejecimiento (Barbieri et al., 2003). El gen daf-2 codifica a una proteina
similar a la del receptor de insulina/IGF-1, por lo que podria tener un ancestro en comun
con el receptor de insulina humana (Barbieri et al., 2003).
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Figura 6. Esquema de la via de sefializaciéon de la insulina y TOR en C. elegans (Imagen
tomada de Lapierre & Hansen, 2012).
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En el gusano (Figura 6), los péptidos similares a la insulina se unen al receptor DAF-2/IGR,
reclutando y activando a la proteina fosfoinositol 3-cinasa AGE-1/PI13K. La proteina AGE-
1/P13K promueve la sintesis de fosfatidil inositol trifosfato (PIP3), molécula que activa la
cascada de serina/treonina cinasas PDK-1 y AKT-1. AKT-1 realiza la fosforilacién del factor
de transcripcién DAF-16/FOXO, provocando la translocacion de este factor desde el nicleo
hacia el citosol (Murphy & Hu, 2013). AKT-1/-2 también participan en el secuestro del
factor de transcripcion SKN-1/NRF2 que responde al estrés oxidativo (Murphy & Hu,
2013). DAF-16/FOXO interactta con otros factores adicionales en el ntcleo, como HSF-1y
SKN-1 (Murphy & Hu, 2013).

La eventual activacién del factor de transcripcion DAF-16 indica que la via de sefalizacién
de insulina/IGF-I regula el envejecimiento por medio de la modulacién de la expresion
génica (Barbieri et al., 2003; Smith-Vikos et al., 2014).

La via de TOR también participa en la regulacién de factores de transcripcién relacionados
con el envejecimiento, el complejo TORC1 bloquea la actividad de DAF-16 por medio de
AKT (Lapierre & Hansen, 2012). Ademds TORC1 y TORC2 inhiben a SKN-1, sin embargo,
aun no se tiene claro cudl de los dos complejos regula al factor de transcripcién PHA-4
(Lapierre & Hansen, 2012; Smith-Vikos et al., 2014). Por medio de los complejos TOR se
inhibe la lipdlisis (DAF-16), autofagia (PHA-4) y respuesta al estrés (SKN-1) en C. elegans,
acelerando el proceso de envejecimiento (Lapierre & Hansen, 2012; Smith-Vikos et al.,
2014).

Ademas, se sabe que DAF-16 promueve la longevidad mediante la regulaciéon de la
expresion de enzimas antioxidantes, proteinas antimicrobianas, autofagia, entre otros
(Lee et al., 2003; Murphy et al., 2003; Oh et al., 2006; Sun et al., 2017).

1.6.2 Factores de transcripcion relacionados con genes de longevidad

daf-16

Daf-16 es un gen presente en C. elegans, ortélogo de los genes FOXO1, FOX03 y FOX04 en
mamiferos, regula los genes implicados en el control del crecimiento, apoptosis,
reparacion del DNA y estrés oxidativo (Birkenkamp & Coffer, 2003). Por medio de la via
DAF-2/receptor de insulina, DAF-16/FOXO regula la longevidad y el metabolismo en C.
elegans, Drosophila y mamiferos (Finch & Ruvkun, 2001; Bluher et al., 2003), sugiriendo
gue DAF-16 actla como un activador y un represor transcripcional, dependiendo del
contexto (Wolkow et al., 2000; Lee et al., 2003).

Adicionalmente, funciona como regulador central para multiples vias de sefializacion,
resultando en la modulacidon de varios procesos bioldgicos como el envejecimiento, el
desarrollo, el almacenamiento de grasa, la resistencia al estrés, la inmunidad innata vy la
reproduccién. En C. elegans, daf-16 se ha descrito como un regulador central del proceso
de envejecimiento (Tissenbaum, 2018).
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skn-1

El gen skn-1 de Caenorhabditis elegans codifica para un factor de transcripcién ortélogo al
factor Nrf-2 de mamifero y activa una respuesta de desintoxicacién, promueve la
resistencia al estrés oxidativo y aumenta la longevidad (Tullet et al., 2017).

Se ha reportado que la pérdida de skn-1 acorta la vida util y su sobre expresion
generalmente aumenta la longevidad (Blackwell et al., 2015; Tang & Choe, 2015).

Por otro lado, se ha reportado que el gen skn-1 regula transcripcionalmente a genes
involucrados con otros procesos, por ejemplo, la autofagia, sintesis de colageno y la via de
la insulina, procesos involucrados en el desarrollo del animal que podrian estar mediando
esta respuesta ante el envejecimiento (Blackwell et al., 2015).

pha-4

En el nematodo Caenorhabditis elegans, el factor de transcripcion PHA-4 es ortélogo a la
familia de factores de transcripcion FOXA en mamiferos (Panowski et al., 2007). Este gen
participa en la regulacion de la produccién del glucagdn y la homeostasis de la glucosa,
particularmente en el ayuno (Panowski et al., 2007). Con pérdida de actividad de pha-4 se
ha observado que el aumento en la longevidad en los gusanos sometidos a la restriccién
dietaria es suprimida, esto sugiere que pha-4 es un gen esencial para mediar la longevidad
por restriccion dietaria (Panowski et al., 2007). Adicional a esto, se ha encontrado un
aumento significativo en la expresién de pha-4 en condiciones de restriccidon dietaria
(Panowski et al., 2007).

En gusanos mutantes de daf-16 con pha-4 sobreexpresado, se observé un aumento en la
longevidad de estos gusanos respecto a mutantes daf-16 sin sobreexpresion de pha-4,
esto sugiere que la regulacién de la longevidad por pha-4 es independiente a daf-16,
podria ser incluso que ambos genes presenten actividad redundante debido a que
comparten genes blancos como es el caso de la familia de genes sod-1 y sod-5 (Panowski
et al., 2007).

Ademas, se ha reportado que pha-4 se une a la region promotora de unc-51/ulkl,
becl/becnl, lgg-1/LC3 dichos genes participan en la etapa temprana de la formacién de
autofagosomas, regulando positivamente a estos genes y activando la autofagia
(Nakamura & Yoshimori, 2018). Pha-4 es necesario para regular la longevidad mediante la
inhibicion de mTOR vy la restriccion de calorias, activando el proceso de la autofagia
(Nakamura & Yoshimori, 2018).
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alg-1

Los microRNAs (miRNA) son fragmentos cortos de RNA de una sola cadena con accién
reguladora, se unen a la regién 3’ no traducida (UTR) de los RNA mensajeros, modulando
la expresion de genes importantes (Smith-Vikos et al, 2014). El miRNA de cadena sencilla
se incorpora al complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) (Pandit et al., 2014).
La proteina Argonauta forma parte del complejo RISC, es una proteina fundamental para
el funcionamiento de los miRNAs como reguladores (Smith-Vikos et al, 2014; Pandit et al.,
2014 & Lynn, 2009).

En C. elegans se han encontrado 25 diferentes AGOs, sin embargo, solamente tres
parecen estar involucrados con la biogénesis de miRNAs (alg-1, alg-2 y alg-5), alg-1y alg-2
se expresan ampliamente y se unen a la mayoria de los miRNAs, mientras que alg-5 esta
restringido a la linea germinal y se asocia con un pequefio grupo de miRNAs (Brown et al.,
2017; Vasquez-Rifo et al., 2012).

Se ha observado que en mutantes de alg-1 se presenta desregulacién en la biogénesis de
miRNAs, por lo que al parecer este gen es el principal AGO relacionado con esta via
(Zinovyeva et al., 2014; Zisoulis et al., 2010). Ademas, se ha observado que la actividad de
miRNAs también es importante para la viabilidad del gusano adulto, se ha demostrado
que el agotamiento de alg-1 reduce el tiempo de vida de los gusanos adultos (Kato et al.,
2011; Samuelson et al., 2007).

El aumento del tiempo de vida en la mutante daf-2 que es dependiente de daf-16, se
redujo significativamente en mutantes alg-1, concluyendo que alg-1 promueve la
longevidad. Ademas, ellos encontraron que la pérdida de alg-1 provoca una disminucion
en la residencia nuclear de daf-16, disminuyendo a su vez la expresidn de los principales
genes blanco de este gen, sugiriendo que alg-1 podria estar regulando a daf-16 vy
promoviendo el aumento en la longevidad de los mutantes daf-2 (Aalto et al., 2018).

1.6.3 Efecto de las dietas altas en glucosa en C. elegans

El nematodo C. elegans, ha sido utilizado en estudios de toxicidad inducida por glucosa. Se
ha documentado que las dietas altas en glucosa afectan al crecimiento, fertilidad y
longevidad de este organismo (Alcantar-Fernandez et al., 2018).

Schlotterer y colaboradores (2009), reportaron que altas concentraciones de glucosa
reducen la longevidad de C. elegans (Figura 7), debido a que, en condiciones de alto
contenido de glucosa, la vida media se redujo un 10% y la vida maxima se redujo
igualmente un 10%, concluyendo que las condiciones de alta glucosa dan como resultado
un aumento constante en la formacién de ROS y una reduccién significativa en la
longevidad (Schlotterer et al., 2009).
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Igualmente, Choi en el 2011, reporté que las dietas altas en glucosa inducen la apoptosis,
disminuyendo la longevidad de los gusanos y pérdida en la locomocién. Choi realizé un
estudio con gusanos adultos, agregando 10 mg/L (55uM) de D-glucosa en el alimento de
los gusanos. A los 10 dias de adulto, se observd que solo el 60% de estos animales
sobrevivieron, en comparaciéon con el grupo control el cual presentaba un 90% de
viabilidad, por lo que se concluyé que la glucosa actia como un agente promotor del
envejecimiento (Choi, 2011).

Se ha reportado que la suplementacion con glucosa reduce la longevidad por medio de la
inhibicion de la transcripcion de genes de longevidad mediada por DAF-16/FOXO (Lapierre
& Hansen, 2012).
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Figura 7. Efecto de condiciones de alta glucosa en la longevidad de C. elegans (Tomada de
Schlotterer et al., 2009).

Por otro lado, Seo y colaboradores reportaron que los gusanos alimentados con glucosa al
2% (111 mM) presentan una disminucion aumentada en la tasa de movimientos
corporales en medio liquido, con respecto a los gusanos control. Asi mismo, se observa
gue, a mayor envejecimiento del gusano, mayor es la pérdida del movimiento corporal
(Seo et al., 2018).

De acuerdo con lo anteriormente reportado, se ha establecido que una disminucion de la

longevidad de los gusanos alimentados con glucosa es ocasionada en parte a la activacion
de la via de sefializacién de insulina/IGF-1.
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1.6.4 Efecto de las dietas altas en lipidos

Se ha revelado una adaptacidn metabdlica provocada por una elevada tasa de acidos
grasos, esto implica un cambio en el equilibrio entre la glucdlisis, la fosforilacién oxidativa
y la respuesta inmune, vinculando las dietas ricas en lipidos con la enfermedad
inflamatoria sistémica. Las dietas occidentales son ricas en acido palmitico, el acido graso
mas comun en animales y plantas (Palomer et al., 2018).

El acido palmitico es una de las grasas mas abundantes en el plasma. Se han descrito tres
mecanismos principales en la resistencia a la insulina mediada por acido palmitico en
cultivos celulares de mamiferos:

1. Aumento de la sintesis de lipidos complejos nocivos.

2. Funcién deteriorada de organulos celulares.

3. Inflamacién mediada por receptor.
El aumento de los niveles intracelulares de 4acido palmitico supera su oxidacién
mitocondrial y es convertido en lipidos complejos como el diacilglicerol (DAG) y ceramidas
(Palomer et al., 2018).
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Figura 8. El 4cido palmitico atenua la sefializacion de la via de la insulina a través de varios
mecanismos (Palomer et al., 2018).

El aumento en el contenido intracelular de DAG causado por la exposicion a altos niveles
de acido palmitico activa nuevas isoformas de la proteina cinasa C (PKC), como la PKCu en
el musculo esquelético y PKCe en el higado, lo que finalmente atenuda la via de
sefializacion de insulina por fosforilacidon de residuos de serina en el sustrato receptor de
insulina 1 (IRS-1). PKC y PKCu, también pueden activar la cascada de sefializaciéon
proinflamatoria. El aumento de la sintesis de ceramidas conduce a la resistencia a la
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insulina a través de varios mecanismos, incluida la inhibicion de Akt, las ceramidas
también inducen estrés de reticulo endoplasmico, inhibe la oxidacion mitocondrial de
acidos grasos (Palomer et al., 2018).

La disfuncién mitocondrial puede dar lugar a una capacidad oxidativa reducida que
promueve la acumulacién intracelular de lipidos complejos que activan vias que
interfieren con la sefializacidén de insulina e incrementan el estrés oxidativo. Asi mismo, el
acido palmitico puede activar vias proinflamatorias a través de receptores de membrana
como Toll-like receptor 4 (TLR4), a través de fetuina A, una proteina adaptadora que
media la interaccién entre acidos grasos y TLR4. Poco se ha descrito sobre el efecto que
tienen las dietas altas en 4cido palmitico sobre C. elegans (Figura 8) (Palomer et al., 2018).

1.6.4.1 Efecto de las dietas altas en lipidos en C. elegans

En concordancia con lo descrito en mamiferos, Shmookleer y colaboradores, reportaron
en 2011 que gusanos C. elegans N2 adultos que fueron alimentados con acido palmitico
(47 uM) mostraron una reduccién en su longevidad en comparaciéon con los gusanos
control (Figura 9) (Shmookleer et al., 2011).
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Figura 9. Reduccién de la supervivencia en C. elegans con acidos grasos adicionados en su

dieta (imagen tomada de Shmookler et al, 2011).

El estudio del impacto de las dietas altas en dacido palmitico sobre el desarrollo y
longevidad es un campo de investigacién poco explorado que representa una gran
oportunidad para el descubrimiento y desarrollo de futuras terapias contra patologias
relacionadas con estas dietas.
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2. Antecedentes

2.1 Longevidad de larvas adultas expuestas a concentraciones crecientes de
glucosa

En el laboratorio del Dr. Juan Miranda recientemente se realizé un estudio sometiendo a
C. elegans a dietas altas en glucosa, en dicho estudio se encontré que los altos niveles de
acumulacién de glucosa en el organismo promueven lipogénesis ya que se encontrd un
aumento en la reserva de triglicéridos. Estos gusanos alimentados con dietas altas en
glucosa eran mas grandes y gruesos en comparacion con los controles (ausencia de
glucosa). Igualmente se observéd una reduccion en la cantidad de huevos puestos, signos
de envejecimiento acelerado y aumento en la lipoperoxidacién en gusanos expuestos a
glucosa. Dichos gusanos mostraron una longevidad disminuida dosis dependiente, siendo
la concentracion de 100 mM altamente tdxica para estos organismos, debido a que
disminuyé la longevidad de los gusanos alrededor del 50% (Figura 10) (Alcantar-Fernandez
et al., 2018).
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Figura 10. Curva de longevidad para larvas adultas que fueron expuestas desde la etapa
larvaria L1 hasta el final de su ciclo de vida a 20, 40, 80 o 100 mM glucosa (Tomada de
Alcantar-Fernandez et al., 2018).

2.2 Alteraciones en la talla de gusanos alimentados con glucosa

Particularmente en C. elegans se ha documentado que la alimentacién, asi como, el ayuno
son factores importantes que influyen en la talla (Garcia-Segura et al., 2015; Alcéntar-
Fernandez et al., 2018). Se ha reportado que se induce un aumento de talla en gusanos
alimentados con glucosa a 20-100 mM (figura 11) (Alcantar-Fernandez et al., 2018), por
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otro lado, no se han encontrado reportes de alteraciones en la talla por acido palmitico en
el nematodo.
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Figura 11. Longitud y area de gusanos alimentados con glucosa (Imagen tomada de
Alcantar-Fernandez et al., 2018).

2.3 Perfil de expresion de factores de transcripcidon en C. elegans sometido
a dietas altas en glucosa

Se realizé un analisis de la acumulacion de mRNAs de algunos factores de transcripcion
relacionados con el metabolismo y la longevidad en gusanos crecidos hasta el estadio L4
en concentraciones crecientes de glucosa (0, 20, 40, 80 y 100 mM). Se encontré que para
skn-1/NRF2 y daf-16/FOXO, la acumulacion de RNA disminuyé en los gusanos alimentados
con glucosa de una manera dependiente de la dosis (Alcantar-Fernandez et al., 2018).
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Figura 12. Abundancia de mRNA de factores de transcripcion de respuesta al estrés en
larvas crecidas a diferentes concentraciones de glucosa (Tomada de Alcantar-Fernandez et
al., 2018).

2.4 Efectos de las dietas altas en acido palmitico en el nematodo C. elegans

En el laboratorio, se realizaron diversos analisis fenotipicos del impacto que tienen las
dietas altas en acido palmitico a concentraciones crecientes (0.25, 0.5 y 1.0 mM)
(resultados no publicados). En gusanos adultos sometidos a estas dietas altas, se observo
que en la concentracién de 0.5 mM la sobrevivencia de los gusanos adultos se vio
mejorada por un 53%.

La pérdida de movimiento corporal respecto a la edad resultd ser menor en los gusanos
con tratamiento en comparaciéon con los gusanos control, debido a que los gusanos
crecidos en 0.5 mM de acido palmitico mostraron una tasa de 75 movimientos/minuto al
dia 10 de adultos.

Ademas, se midié la longitud y el area de gusanos L4 crecidos en 0.5 mM de 4cido
palmitico, y se observd que los gusanos son mas largos y anchos (con un promedio de 0.6
mm de longitud y 0.02 mm? de area) respecto a los gusanos control.
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3. Justificacion

Las dietas altas en glucosa son cada vez mds comunes en los paises desarrollados,
provocando alteraciones en el metabolismo que desencadenan enfermedades como la
obesidad y la diabetes, asi como la reduccién de la longevidad (Mondoux et al., 2011;
Mak, 2012).

El estudio de las vias de sefializacion que controlan el almacenamiento y distribucion de la
glucosa y lipidos podria ayudar a conocer las alteraciones que se presentan en estas
patologias (Templeman & Murphy, 2018; Weaver et al., 2016).

C. elegans es un excelente sistema para dilucidar estas complejas vias y su regulacidn,
debido a que es un organismo capaz de proveer una visidn integrada del comportamiento
de la alimentacion, absorcién de nutrientes, transporte, almacenamiento y utilizacién de
la glucosa y lipidos (Zecic et al., 2019). La suplementacién con glucosa reduce la esperanza
de vida de este nematodo por medio de la inhibicion de la transcripcion de genes de
longevidad, sin embargo, poco se ha reportado del impacto de los lipidos en este
organismo (Schlotterer et al., 2009, Choi, 2011)

Se ha reportado que los factores de transcripcidon daf-16, pha-4 y skn-1, factores de
transcripcion relacionados con la longevidad, respuesta a estrés y autofagia, y alg-1
participante en la biogénesis de microRNAs en Caenorhabditis elegans, estan relacionados
con la regulacién de la longevidad ante diferentes dietas y/o restriccién dietaria (Panowski
et al., 2007; Aalto et al., 2018; Nakamura & Yoshimori, 2018; Blackwell et al., 2015; Tang
& Choe, 2015; Finch & Ruvkun, 2001; Bluher et al., 2003)

De acuerdo con lo anterior, consideramos que es de especial interés conocer la respuesta
fenotipica de C. elegans ante dietas altas en glucosa y acido palmitico, asi como identificar
los cambios producidos por estd en la expresidn de estos factores de transcripcion
relacionados con la longevidad.
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4. Hipoétesis

Las dietas con alto contenido en glucosa y dacido palmitico disminuiran la
sobrevivencia y la calidad de vida del nematodo, afectando la expresidn de daf-16,
pha-4, skn-1y alg-1.

. Objetivo general

Estudiar el efecto de dietas altas en glucosa y dcido palmitico en la sobrevivencia,
talla, contenido lipidico y movilidad en Caenorhabditis elegans, asi como en los
niveles de expresion de los mRNAs daf-16, pha-4 skn-1 y alg-1 relacionados con la
expresion y regulacién de genes de longevidad.

5.1.0bjetivos especificos

1.

Evaluar el efecto de las dietas altas en glucosa y &acido palmitico sobre la
sobrevivencia, talla, contenido lipidico y movilidad de las larvas.

Medir los niveles de expresion de mRNA de factores de transcripcion relacionados
con genes de longevidad (skn-1, daf-16, pha-4 y alg-1).

Evaluar el efecto de otras dietas altas en carbohidratos y acidos grasos sobre la
expresion de los factores de transcripcion de interés.
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6. Estrategia experimental

6.1 Objetivo 1

1. Evaluar el efecto de las dietas altas en glucosa y acido palmitico sobre la
sobrevivencia, talla, contenido lipidico y movilidad de las larvas.
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Figura 13. Estrategia experimental Objetivo 1.
6.20bjetivo 2

2. Medir los niveles de expresién de mRNA de factores de transcripcién relacionados
con genes de longevidad (skn-1, daf-16, pha-4 y alg-1).
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Figura 14. Estrategia experimental Objetivo 2.
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6.30bjetivo 3

3. Evaluar el efecto de otras dietas altas en carbohidratos y acidos grasos sobre la
expresion de los factores de transcripcion de interés.

RNA-seq Wang (2020)

Title

Revision bibliografica Analisis de expresion de FT's

Figura 15. Estrategia experimental Objetivo 3.
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7. Metodologia

7.1 Cultivo de C. elegans

Los nematodos C. elegans de la cepa N2 se crecieron en cajas con medio de crecimiento
de nematodos (NGM), a 18°C, fueron alimentados con E. coli OP50 y colesterol, se dejaron
crecer hasta que los gusanos se encontraron gravidos, es decir, cuando la primera puesta
de huevecillos habia eclosionado.

7.2 Sincronizacion

A partir de nematodos gravidos, los gusanos se separaron por tamanos, lavando las cajas
de cultivo dos veces con 2 ml de buffer M9 el cual se recuperé en un tubo estéril, se dejo
sedimentar a los gusanos gravidos, se retird el sobrenadante, y se lavaron tres veces mas
con buffer M9.

Se retird todo el M9 posible y se agregaron 2 ml de mezcla de lisis; se agité en vortex por
30 segundos y se centrifugé a 8000 rpm. En este paso el botén de gusanos se torné de
color amarillo, se retird el sobrenadante y se repitié el lavado, hasta que se obtuvo un
botdn blanco que contenia sélo los huevecillos, éste se lavd por lo menos 3 veces con
buffer M9, hasta verificar que ya no hubiera presencia de cloro, transfiriendo el
sobrenadante del ultimo lavado a otro tubo y agregandole unas gotas de Trimetil
Bencidina (TMB); si éste permanecia transparente indicaba ausencia de cloro, si se
tornaba azul o amarillo era necesario hacer mas lavados.

Los huevecillos se resuspendieron en 10 ml de buffer M9, se dejaron en agitacion a 900
rom durante toda la noche para su eclosion. Al dia siguiente se observé al microscopio
para confirmar la eclosién de los huevecillos, una vez confirmada, se prosiguié a
centrifugarlos a 3600 rpm vy retirar el sobrenadante.

7.3 Cultivo de C. elegans con dietas altas en glucosa y lipidos

Una vez que los huevecillos eclosionaron a larvas L1, se continué con el sembrado en cajas
con condiciones de estudio. A partir del medio de crecimiento de nematodos, se
agregaron las siguientes condiciones experimentales: Control (medio NGM), Acido
palmitico (0.5 mM), Glucosa (40 mM) y combinacién (Palmitico 0.5 mM + Glucosa 40 mM).

Los gusanos se dejaron crecer en el medio de cultivo condicionado hasta la etapa L4,
después se realizaron 3 lavados con 2 ml de M9 en la caja de Petri, para recuperar los
gusanos del medio, se dejaron precipitar en un tubo estéril y se realizaron 3 lavados
posteriores con 1 ml de buffer M9 cada uno.

Después se centrifugaron a 3600 rpm y se retird el buffer M9 excedente. Finalmente, los
tubos se sumergieron en nitrégeno liquido y se conservaron a -70°C. En el caso de las
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muestras con acido palmitico o glucosa + acido palmitico, se realizé 1 o 2 lavados con
tween al 0.1% en buffer M9 con agitacién a 300 rpm durante un minuto, posterior a esto,
se realizaron nuevamente 3 lavados con buffer M9.

7.4 Extraccion de RNA

El RNA total se purificéd a partir de gusanos cultivados en todas las condiciones probadas
usando Trizol (Invitrogen™, 15596026), de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante y se purificé adicionalmente usando el kit RNeasy MinElute Cleanup KIT (Cat.
No. 74204). El RNA obtenido fue disuelto en agua libre de nucleasas (DEPC).

La integridad del RNA se verificd por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
en el cual se observaron las bandas de rRNA 5S y 18S presentes en cada una de las
muestras obtenidas, adicionalmente el RNA se cuantificé por medio de espectroscopia
UV/VIS en el equipo Nanodrop ND1000 y la pureza del RNA se midié por medio de la
relacion de absorbancia 260/230 y 260/280 cuidando que la relacién se encontrara entre
1.9-2.1. Todas las muestras fueron almacenadas a -70°C.

Purificacion de RNAs >200 nucleétidos:

Se utilizaron muestras de larvas almacenadas a -70°C.

1. Se agregaron 700 ul de QlAzol (reactivo de lisis que contiene isotiocianato de
guanidina y fenol), la muestra se homogenizé en vortex hasta que se descongeld la
muestra. Una vez descongelado se sumergié en nitrégeno liquido hasta que todo el
contenido del tubo quedd completamente congelado y nuevamente se descongelé a
37°C, este paso se repitid tres veces.

2. La muestra se agité en vortex por 30 segundos y se dejé reposar 30 segundos hasta
completar 5 ciclos.

3. Se agregaron 140 ul de cloroformo al contenido del tubo y se agito vigorosamente
durante 30 segundos, se dejé reposar a temperatura ambiente por 3 minutos.

4. Después, se centrifugd a 12,000 rpm a 4°C por 15 minutos. Al término de la
centrifugacién en el contenido del tubo se observaron dos fases. La temperatura se
aumenté a 20°C para las centrifugaciones posteriores.

5. La fase superior que contenia el RNA se transfirié a un tubo nuevo y se calculé el
volumen para agregar un volumen similar de etanol al 70%. Se mezclé en vortex.

6. Se tomaron 500 pl de la mezcla anterior y se depositaron en una columna RNeasy
MinElute colocada en un tubo de microcentrifuga de 2 ml y se centrifugd a 8,000 rpm
por 15 segundos, este paso se repitié hasta pasar todo el volumen obtenido en el paso
anterior.
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7. Se lavé la columna con 700 pl de buffer RWT, se centrifugd a 10,000 rpm por 15
segundos y se descarté el eluido de este paso.

8. Se hizo otro lavado con 300 ul de buffer RWT, se centrifugd a 10,000 rpm durante 15
segundos y se descarté el eluido.

9. Para evitar que la muestra estuviera contaminada con DNA se hizo un tratamiento con
DNasa: se mezclaron en un tubo de 1.5 ml, 8 pl de buffer DNasa 10x, 71 ul de agua
tratada con DEPC y 1 ul de DNasa (Thermo Fisher, No. Cat. EN0521); se agregd la
mezcla (80 pl) a la columna y se incubd a 30°C por 15 minutos, se centrifugd por 5
segundos y se descarté el eluido.

10. Se agregaron 500 ul de buffer RPE a la columna, se centrifugd a 10,000 rpm por 15
segundos, y se descarté el liquido obtenido, este paso se repitio.

11. La membrana de la columna se secé centrifugando a 13,000 rpm durante un minuto
con la tapa de la columna abierta.

12. Esta columna se transfirié a un tubo de 1.5 ml y se agregaron 15 pl de agua DEPC, se
cerrd la columna y se centrifugd a 8,000 rpm, este paso se repitié para obtener un
volumen total de 30 pl.

7.5 RT-PCR

Se utilizé una concentracion de RNA de 500 ng/ul para realizar la transcripcidn reversa de
los mRNAs. Las condiciones para la transcripcion reversa fueron las siguientes:

Se incubd la mezcla que contiene el cebador reverso a una concentracion de 500 fmol/ul,
el RNA y el agua, a 70°C por 5 minutos. Después a esta mezcla se le agregaron dNTPs,
enzima transcriptasa reversa (RevertAid H Minus Reverse Transcriptase, Thermo Fisher
No. Cat. EP0451), buffer 5x RT y agua; esta vez se incubd a 37°C por 5 minutos,
posteriormente a 42°C por 1 hora y por ultimo a 70°C por 10 minutos.

Para la PCR, a la mezcla anterior se le adicionaron los siguientes componentes: MgCl2,
dNTPs, oligonucledtidos reverso y delantero (concentracién utilizada en cada reaccién
para mRNAs: 200 fmol/ul), cloruro de magnesio 25 mM, enzima Taq polimerasa (Tag DNA
Polymerase, Recombinant, Thermo Fisher, No. Cat. 10342020), buffer 10x de la enzima y
agua.
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Programa de PCR punto final:

Tabla 1. Pardmetros de PCR.

Ciclos | Temperatura (°C) | Tiempo
1 95 2 min
40 95 15 seg
60* 15 seg
70 30 seg
1 70 5 min
1 4 oo

*La temperatura de alineamiento puede variar dependiendo del gen a evaluar, revisar
anexos.

7.6 PCR en tiempo real (qPCR)

Para la qPCR de los mRNAs se tomaron 2 ul de cDNA y posteriormente se le agregé el Chai
Green gPCR Master Mix 2x Cat #R02201S, el oligo delantero y el reverso a una
concentracién de 500 nM y agua libre de RNAsas, se centrifugdé durante 10 segundos y se

colocé en el equipo con la siguiente programacion:

Tabla 2. Parametros de gPCR.

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
(seg)

1 95 30
45 95 15
60* 15
72 30

1 95 1
65 15

95 1

*La temperatura de alineamiento puede variar dependiendo del gen a evaluar, revisar
anexos.
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7.7 Curvas de longevidad

Las larvas L1 sincronizadas previamente se cultivaron en medios NGM en condiciones
control, suplementados con acido palmitico (0.5 mM), glucosa (40 mM) y combinacion
(Glucosa 40 mM + Acido palmitico 0.5 mM) hasta que alcanzaron la etapa L4,
posteriormente, se sembraron 110 gusanos de cada condicidon en una nueva placa Petri
correspondiente a la misma condicidn que se utilizé anteriormente.

Los gusanos fueron contados y transferidos diariamente (empleando un asa de platino) a
nuevas placas de Petri con las mismas condiciones empleadas anteriormente, esto con la
finalidad de eliminar los embriones y las larvas L1. Los gusanos muertos se contaron
diariamente y los gusanos que se adhirieron a la pared de la placa de Petri, asi como
aquellos que se enterraron en el agar y no fue posible recuperarlos fueron contabilizados
y posteriormente censurados durante el andlisis estadistico. Los ensayos de longevidad se
realizaron por triplicado.

7.8 Determinacion del movimiento corporal (body thrashes)

Las larvas L1 sincronizadas previamente, se cultivaron en medios NGM en condiciones
control y suplementados con palmitico (0.5 mM), glucosa (40 mM) y combinacion
(Glucosa 40 mM + Acido palmitico 0.5 mM), hasta que alcanzaron la etapa L4.
Posteriormente, se sembraron 130 gusanos de cada condicidon en dos cajas de Petri (65
gusanos por caja) correspondiente a la misma condicion donde se crecieron
anteriormente.

Los gusanos fueron contados y transferidos diariamente durante los primeros 5 dias
(empleando un asa de platino) a nuevas placas de Petri con las mismas condiciones
empleadas anteriormente, esto con la finalidad de eliminar los embriones y las larvas L1.
Los gusanos fueron grabados durante 1 minuto al dia 1, 5 y 10 de adultos, colocandoles
una gota de buffer M9 sobre el medio sélido NGM, permitiendo observar su movimiento
corporal de acuerdo con la metodologia reportada por Nawa, Huang y Seo (Nawa et al.,
2012; Huang et al.,, 2017 & Seo et al., 2018). Se determind la cantidad de curvas
sinusoidales realizadas por cada gusano y se analizdé estadisticamente. Los ensayos de
body thrashes se realizaron por triplicado. Se omitié el uso de FUdR.

7.9 Determinacion de area y longitud

Larvas L1 sincronizadas previamente se cultivaron en medios NGM en condiciones control,
suplementados con acido palmitico (0.5 mM), glucosa (40 mM) y combinacidon (Glucosa 40
mM + Acido palmitico 0.5 mM) hasta que alcanzaron la etapa L4, posteriormente, se
lavaron las cajas con buffer M9 y se montaron los gusanos sobre una cdmara de Neubauer
con azida de sodio al 10%, posteriormente se fotografiaron mas de 50 gusanos. Se siguid
esta misma metodologia para los gusanos crecidos en glucosa 40 mM y combinacién acido
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palmitico (0.5 mM) y glucosa (40 mM). Los gusanos fueron medidos utilizando el software
image J y posteriormente se realizd un analisis estadistico. Los ensayos de area y longitud
se realizaron por triplicado.

7.10 Tincidn con rojo oleoso

Los gusanos en estadio L4 crecidos en medios NGM en condiciones control,
suplementados con acido palmitico (0.5 mM), glucosa (40 mM) y combinacién (Glucosa 40
mM + Acido palmitico 0.5 mM), se lavaron tres veces con buffer M9. Posteriormente los
gusanos se resuspendieron en 120 ul de PBS 1X y un volumen igual de buffer MRWB 2X
(150 ul) con paraformaldehido al 2%, se agitaron durante una hora a 1000 rpm.
Posteriormente, los gusanos se dejaron sedimentar y se retird el sobrenadante.

Después, se realizaron tres lavados con 1 ml de PBS 1X para eliminar el paraformaldehido.
Se agregd 1 ml de isopropanol al 60% a las muestras y se incubaron durante 15 min a
temperatura ambiente, se retird el isopropanol y se agregd 1 ml de solucion de trabajo
Rojo Oleoso, se incubaron nuevamente a temperatura ambiente durante toda la noche y
en agitacién a 1000 rpm. Al dia siguiente, los gusanos se sedimentaron y se descarto el
sobrenadante, las muestras se lavaron tres veces con 200 ul de PBStX 1X.

Por ultimo, se colocaron 6 ul de gusanos en un portaobjetos, se observaron en el
microscopio y se tomaron fotografias de los gusanos tefiidos. Se midié la intensidad de la
tinciéon con el programa image J, utilizando al menos 20 gusanos por cada condicién
siguiendo la metodologia utilizada por Yen y colaboradores, este ensayo se realizé por
triplicado (Yen et al., 2010).

7.11 Analisis bioinformatico

Con base en los resultados del analisis transcriptomico (RNA-seq) realizado por Wang y
colaboradores en gusanos alimentados con dietas altas en sacarosa (400 mM) y acido
estedrico (500 ug/mL, 1.75 mM), se realizé un analisis bioinformatico de la expresion de
los genes de interés del presente trabajo (daf-16, pha-4, skn-1 y alg-1), ademas se realizo
un analisis estadistico utilizando el programa graphpad, para conocer si la diferencia en la
expresion de los genes bajo los diferentes tratamientos era estadisticamente significativa
(Wang et al., 2020).
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8. Resultados

8.1 Ensayos en dietas altas en acido palmitico y glucosa

De acuerdo con los resultados mencionados en la seccidén de antecedentes, se tomaron las
concentraciones de 40 mM de glucosa, 0.5 mM de acido palmitico y combinacién de estas,
como condiciones para el presente estudio.

8.1.1 Curva de supervivencia en dietas altas en acido palmitico y glucosa

Se corroboré que las dietas con altas concentraciones de glucosa (40 mM), acido palmitico
(0.5 mM) y su combinacion, tenian un impacto en la longevidad de los gusanos (Figura 16).
Se observé que la condicién alta en glucosa aumenté la longevidad de los gusanos en un
28%. La condicidon probada de acido palmitico (0.5 mM) aumento la longevidad de los
gusanos en un 10% mientras que la combinacidn aumento en un 38%, condiciones
comparadas contra la condiciéon control. Del mismo modo, el tiempo de vida media
incrementd bajo los tratamientos, observandose un aumento del 20% en gusanos
alimentados con glucosa (40 mM) o acido palmitico (0.5 mM), siendo el grupo con glucosa
y acido palmitico el que presentd un mayor incremento (50%) de sobrevivencia respecto
al control. Unicamente el tratamiento con 4acido palmitico y glucosa resultd
estadisticamente significativo.
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Figura 16. Curva de supervivencia de gusanos WT alimentados con glucosa (40 mM), acido
palmitico (0.5 mM) y una combinacién de ambos. El presente experimento se realizé por
triplicado.
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8.1.2 Evaluacion del movimiento corporal (body thrashes) de gusanos
crecidos en dietas altas en acido palmitico y glucosa

No se observaron diferencias entre los distintos tratamientos cuando se utilizaron
animales de 1 de adulto en el ensayo de movimiento corporal, utilizando los tratamientos
de acido palmitico 0.5 mM, glucosa 40 mM y la combinacién (Figura 17). Para el dia 5,
todos los tratamientos mostraron diferencias significativas en el movimiento corporal
respecto al control, pudiéndose observar una taza aumentada de movimientos por
minuto. Al dia 10 de vida de los gusanos, se observé la misma tendencia que en el dia 5,
en el tratamiento de glucosa 40 mM dicha diferencia fue estadisticamente significativa
respecto al control. Por otro lado, el grupo de acido palmitico 0.5 mM y combinacién
(glucosa + dacido palmitico), no presentaron diferencias significativas en la taza de
movimientos respecto al control. En el presente ensayo podemos observar que, a mayor
envejecimiento del gusano, mayor es la pérdida de movilidad del nematodo de acuerdo
con la grafica conforme avanza la edad del gusano del dia 1 al dia 10, menor es la taza de
movilidad del gusano, no obstante, en algunos casos podemos observar que el
tratamiento protege contra esta pérdida de movilidad.
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Figura 17. Movimiento corporal (body thrashes) en medio liquido de gusanos alimentados
con acido palmitico y/o glucosa a los 1, 5 y 10 dias de la etapa adulta. Los gusanos se
alimentaron desde la etapa larvaria L1 al dia 10 de adultos con concentraciones de acido
palmitico (0.5 mM), glucosa (40 mM) o combinacién, posteriormente se midié su
movimiento corporal (body thrashes en inglés); los experimentos se realizaron en tres
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repeticiones independientes. Los datos fueron analizados por medio de la prueba de
ANOVA de dos vias y la prueba de Bonferroni para evaluar las comparaciones multiples;
los resultados se presentan como la media + SEM (n=17). P= *0.05, **0.01, ***0.001.

8.1.3 Determinacion de area y longitud de larvas crecidas en dietas altas en
acido palmitico y glucosa

Se alimentaron gusanos con dietas suplementadas con concentraciones de 0.50 mM de
acido palmitico, 40 mM de glucosa y combinacién para evaluar el efecto de estas dietas en
el area y longitud del gusano. Todos los gusanos crecidos en estas dietas altas
incrementaron su area y longitud con respecto a la condiciéon control (Figura 18). Los
gusanos crecidos en combinacién de glucosa y dcido palmitico fueron los que aumentaron
en su talla en mayor proporcién, sugiriendo una sumatoria del efecto observado en los
gusanos crecidos en glucosa y acido palmitico individualmente. Todos los tratamientos
presentan diferencias significativas respecto al control.

Longitud

Area

0.03A
— €
NE 0.02- é
1S o]
= 2
:
& 0.01- <
2

0.00

Figura 18. Longitud y area de gusanos alimentados con acido palmitico y/o glucosa. Los
gusanos se alimentaron desde la etapa larvaria L1 a L4 con concentraciones de 0.50 mM
de acido palmitico, 40 mM de glucosa y la combinacién de ambos. Posteriormente se
midi6 su area y longitud; los experimentos se realizaron en tres repeticiones
independientes. Los datos fueron analizados por medio de la prueba de ANOVA de una via
y la prueba de Bonferroni para evaluar las comparaciones multiples. Los resultados se
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presentan como la media + SEM (n=50). Las diferencias significativas con respecto al grupo
control se indican como sigue: * P<0.05, ** P<0.01 o *** P<0.001.

8.1.4 Evaluacion de la acumulacion de lipidos en gusanos crecidos en dietas
altas en acido palmitico y glucosa

El colorante Rojo Oleoso es capaz de teiiir triglicéridos neutros. Su absorcién maxima es a
los 510 nm (Yen et al., 2010). Se ha utilizado en C. elegans donde se ha visto que la tincion
de triglicéridos muestra una correlacion con los niveles determinados por métodos
bioquimicos. En la figura 19, podemos observar que al suplementar el medio con acido
palmitico y/o glucosa, los gusanos aumentaron sus tasas de almacenamiento de lipidos.
En los gusanos crecidos con glucosa (40 mM) se observé la mayor intensidad de tincion de
lipidos, seguido por los gusanos crecidos con 4acido palmitico (0.5 mM) y por ultimo la
combinaciéon de ambos tratamientos. Lo anterior podria sugerir que los gusanos estan
aumentando su absorcién y almacenamiento de acidos grasos. Todos estos resultados son
estadisticamente significativos.
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Figura 19. Tincién con rojo oleoso de gusanos alimentados con acido palmitico y/o
glucosa. Los gusanos se alimentaron hasta la etapa larvaria L4 con concentraciones de
0.50 mM de 4cido palmitico, 40 mM de glucosa y combinacion posteriormente fueron
tefiidos con el colorante oil-red; los experimentos se realizaron en tres repeticiones
independientes. Los datos fueron analizados por medio de la t-Test para evaluar las
comparaciones contra el control; los resultados se presentan como la media + SEM (n=20).
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Las diferencias significativas con respecto al grupo control se indican como sigue: *
P<0.05, ** P<0.01 o *** P<0.001.

8.2 Cambios en la expresion de factores de transcripcion en dietas altas en
acido palmitico y glucosa

Se realizo el andlisis de la expresidon genética de los factores de transcripcién relacionados
con la longevidad, dichos resultados se muestran en la figura 20. El estudio fue realizado
por medio de la técnica de RT-gqPCR en gusanos alimentados con glucosa, dcido palmitico y
combinaciodn.

Para el gen daf-16 no se observé cambio alguno, sin embargo, en la condicién con acido
palmitico 0.5 mM se observa una leve tendencia al aumento de la expresidon de este gen.
En el caso de alg-1, se muestra una tendencia al aumento de la expresidén en la condicién
de glucosa 40 mM respecto al control, las condiciones de acido palmitico y combinacidn,
también muestran una leve tendencia al aumento en la expresion, desafortunadamente
ningun resultado es estadisticamente significativo.

Por otro lado, el gen skn-1, mostrd una leve tendencia a la disminucidn de la expresion en
los tratamiento de acido palmitico 0.5 mM y combinacion. Por ultimo, pha-4 mostré tener
una leve tendencia a la disminucidn de la expresion de este gen con el tratamiento con
acido palmitico 0.5 mM y combinacién (Glucosa + Acido palmitico), pero ningun
tratamiento resulté tener alguna diferencia significativa respecto al control.
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Figura 20. Expresion relativa de genes marcadores de longevidad en gusanos alimentados
con acido palmitico y/o glucosa. Los gusanos se alimentaron desde la etapa larvaria L1 a
L4 con concentraciones de 0.50 mM de acido palmitico, 40 mM de glucosa y combinacion,
posteriormente se realizd la extraccion de RNA vy la cuantificacion de la expresiéon por
medio de RT-qPCR. Ademas del lado derecho, se muestran graficos de caja y bigotes para
cada gen, esto con la finalidad de poder analizar las tendencias de dichos resultados. Los
experimentos se realizaron en tres repeticiones independientes. Los datos fueron
analizados por medio de la prueba de ANOVA de una via y la prueba de Dunnett para
evaluar la comparacién contra el control; los resultados se presentan como la media *
SEM (n=3). Las diferencias significativas con respecto al grupo control se indican como
sigue: * P<0.05, ** P<0.01 o *** P<0.001.
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8.3 Analisis bioinformatico de los cambios en la expresion de factores de
transcripcion en dietas altas en acido estedrico y sacarosa

Se realizé un andlisis de la expresion de los genes de interés del presente trabajo (daf-16,
skn-1, pha-4 y alg-1) en los datos obtenidos del transcriptoma de gusanos alimentados
con 4cido estedrico y sacarosa, por Wang y colaboradores (Wang et al, 2020). sS propuso
dicho analisis bioinformatico dentro del alcance del presente trabajo para comparar
nuestros resultados experimentales contra lo anteriormente reportado en la literatura.

Como podemos observar en la figura 21, los gusanos alimentados con acido estedrico
presentan un aumento en la acumulacion del mRNA de daf-16, sin embargo, al realizar un
analisis estadistico este no presenta significancia, del mismo modo para el gen pha-4, por
otro lado, skn-1 y alg-1 presentan un aumento en la expresién con este tratamiento
respecto al control, ambos presentando significancia estadistica.

En el caso de los gusanos alimentados con sacarosa se puede observar un leve descenso
en la expresion para los genes daf-16 y pha-4, sin embargo, dicha disminucién no presenta
significancia estadistica, el FT alg-1 presentd un aumento en la expresion respecto al
control, mostrando un nivel muy similar al tratamiento con acido estearico, en cambio
skn-1 disminuyé drasticamente en esta condicién, ambos resultados siendo
estadisticamente significativos.

Por ultimo, los gusanos alimentados con dacido estearico y sacarosa, presentaron una
disminucion en la acumulacién del RNA de los factores de transcripcidn skn-1, pha-4 y daf-
16 respecto al control, siendo los primeros dos estadisticamente significativos, finalmente
alg-1 mostré un leve aumento respecto al control dicho resultado no presenta
significancia.
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Figura 21. Expresion relativa de genes marcadores de longevidad en gusanos alimentados
con acido estearico y/o sacarosa (Wang y colaboradores). Los datos fueron analizados por
medio de la prueba de ANOVA de una via y la prueba de Dunnett para evaluar la
comparacion contra el control; los resultados se presentan como la media + SEM (n=3).

Las diferencias significativas con respecto al grupo control se indican como sigue: *
P<0.05, ** P<0.01 o *** P<0.001.
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9. Discusion

En el presente trabajo analizamos los cambios generados por las dietas altas en glucosa,
acido palmitico y combinacion sobre la fisiologia, morfologia y regulacién genética del
nematodo C. elegans. Especificamente se evalué la longevidad, el movimiento y longitud
corporal, acumulacion de lipidos y expresién diferencial de genes relaciones con la
longevidad. Nuestros resultados indican que estas dietas promovieron el crecimiento,
desarrollo y longevidad de este organismo.

Dado que los nematodos necesitan consumir energia durante el crecimiento y el
desarrollo, se utilizd glucosa (40 mM) y acido palmitico (0.5 mM) para proporcionar
nutrientes a los nematodos. Contrario a lo que supusimos, estos tratamientos alargaron la
longevidad, mejoraron el movimiento corporal, generaron una mayor longitud corporal,
asi como acumulacion lipidica.

Se ha especulado sobre si el uso de la bacteria E. coli podria estar ayudando o mejorando
la asimilacién de nutrientes en el gusano, sin embargo, se ha reportado en experimentos
donde se utilizaron bacterias vivas y muertas que los niveles endégenos de glucosa en C.
elegans fueron los mismos (Schlotterer et al., 2009).

9.1 Los gusanos alimentados con glucosa y acido palmitico aumentan su
tiempo de vida

El primer efecto que observamos fue el incremento en la sobrevivencia de los gusanos
alimentados con acido palmitico y glucosa.

En algunos estudios donde se ha analizado el tiempo de vida de los gusanos se ha utilizado
5-fluoro-2-desoxiuridina (FUdR) para asi esterilizar a los gusanos vy facilitar el conteo y
manipulacién de estos a lo largo del ensayo, sin embargo, se ha reportado que este
tratamiento altera diferentes procesos bioldégicos como la respuesta estrés, el
metabolismo y la longevidad. De acuerdo con lo anterior, en el presente trabajo no se
utilizé dicho agente para evitar algin sesgo metodolégico. (Tauffenberger et al., 2012; Van
Raamsdonk et al., 2011; Schlotterer et al., 2009; Lee et al., 2009).

Contrario a lo esperado, se observé que la longevidad de los gusanos alimentados con
acido palmitico y glucosa aumenté. Sin embargo, se ha reportado que gusanos sometidos
a una concentracién de 0.05 mM de acido palmitico disminuyen su longevidad, del mismo
modo Alcantar-Fernandez y colaboradores reportaron que las dietas altas en glucosa
disminuyen la longevidad de los gusanos, esto pudiendo resultar asi por diferencias
experimentales, como es el caso del uso de una cepa nueva debido a que se detectd que
la cepa anteriormente utilizada en el laboratorio llevaba gran nimero de generaciones,
adicional a lo anterior, este efecto sobre la longevidad promovido por estas dietas altas se
podria definir como un efecto benéfico el cual a niveles superiores podria volverse
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perjudicial, la produccién de ROS podria estar mediando la seifalizacién celular y la
supervivencia pero a niveles elevados crénicos puede llegar a producir dafio celular
(Smookler et al, 2011; Alcantar-Fernandez et al., 2018; Lépez-Otin et al., 2013).

En concordancia con nuestro trabajo, Wang y colaboradores (2020), reportaron que
gusanos alimentados con acido estearico (0.18 mM) y sacarosa (0 a 250 mM) prolongan la
vida del gusano significativamente, observando un efecto sinérgico al igual que en el
presente trabajo. Adicionalmente a esto ellos observaron que al aumentar Ia
concentracién de sacarosa se presentd un efecto deletéreo (Wang et al., 2020).

Se ha reportado también en nematodos de larga vida, la importancia del alto indice de la
relacion MUFA:PUFA (por sus siglas en inglés, dcido graso monoinsaturado (MUFA), acido
graso poliinsaturado (PUFA)), debido a esto, la generacién de MUFAs por la A9 desaturasa
a partir del acido palmitico suplementado, podria estar favoreciendo esta relacién y la
activacion de factores transcripcionales pro-longevidad, aumentando la longevidad de
nuestros gusanos (Schroeder & Brunet, 2015; Smookler et al, 2011).
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Figura 22. Vias metabdlicas lipidicas (Imagen tomada de Schroeder & Brunet, 2015).
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Figura 23. Porcentaje de acidos grasos totales, acidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados (MUFAs y PUFAs por sus siglas en inglés) (Imagen tomada de Shmookler et
al, 2011).

Adicionalmente, recientemente se ha descrito la importancia de los acidos grasos como
reguladores de la expresion genética. La palmitoilacién es una modificacion
postranscripcional que esta estrechamente relacionada con el metabolismo de la glucosa
y la insulina. También se ha encontrado que la desregulacién en la palmitoilaciéon puede
desencadenar resistencia a la insulina, asi como enfermedades inmunoldgicas,
neurodegenerativas y cancer (Spinelli et al, 2018).

9.2 Los tratamientos de acido palmitico y glucosa disminuyen la pérdida
movimiento corporal respecto a la edad

La movilidad corporal del C. elegans ha sido descrito como un marcador de
envejecimiento por lo que fue de nuestro interés estudiarlo en el presente trabajo. En el
dia 1 de adulto de nuestros nematodos no se observaron diferencias entre los
tratamientos, sin embargo, para el dia 5, todos los tratamientos mostraron una mayor
movilidad corporal contra el control, sugiriendo que estos tratamientos confieren
proteccion frente a la pérdida de movilidad relacionada con el envejecimiento. Por ultimo,
en el dia 10 de adultos, el tratamiento con glucosa 40 mM fue el Unico que siguid
presentando una menor pérdida de movilidad, asi como una diferencia estadisticamente
significativa contra el control.

Seo y colaboradores reportaron que los gusanos alimentados con glucosa al 2% (111 mM)
presentan una disminucién aumentada en la tasa de movimientos corporales en medio
liguido, mayor a los gusanos control, contrario a nuestros resultados. Nuestros controles
concuerdan con lo reportado por Seo, debido a que, a mayor envejecimiento del gusano,
mayor es la pérdida del movimiento corporal (Seo et al., 2018).
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9.3 Alteraciones en la talla de gusanos alimentados con acido palmitico y
glucosa

Otros de los efectos observados en los gusanos alimentados con dietas altas en acido
palmitico y glucosa fue el incremento en su talla.

El nimero de células, su tamafio y el espacio extracelular determinan el tamafio final de
un organismo, ademads de los factores nutricionales y genéticos influyen en esto (Conlon &
Raff, 1999).

Un factor clave en el crecimiento es la nutricién. Se ha reportado que incrementos de
glucosa en la dieta en los gusanos incrementa su tamafio, por otro lado, también se ha
reportado que las condiciones de ayuno conllevan a una disminucién en su tamano, es por
esto por lo que se cree que los procesos que regulan el crecimiento estan acoplados a los
procesos que regulan el metabolismo (Alcantar-Fernandez et al., 2018; Garcia-Segura et
al., 2015; So et al., 2011; Stern, 2003).

Se ha reportado que las vias de sefalizacion de TGF-b y DAF-2/IGF regulan el tamario del
cuerpo en C. elegans. Los cambios observados en la morfologia de los gusanos
alimentados con dietas altas en glucosa se han atribuido a la actividad de las vias de
sefializacion de TGF-B y DAF-2/IGF-1, (Taghibiglou et al., 2009; Zhu et al., 2016; Mejia-
Martinez et al., 2017), lo que podria ser consistente con los resultados mostrados en este
estudio.

Se observé un aumento en el tamafio de los gusanos que fueron alimentados con dietas
altas en glucosa y acido palmitico. Al comparar estas condiciones contra el control con un
valor p de 0.01 todos los incrementos en la talla fueron estadisticamente significativos. En
promedio los gusanos control presentan una longitud de 0.6 mm, y los gusanos sometidos
a las diferentes dietas mostraron promedios por encima de este, siendo la dieta
combinada de glucosa y acido palmitico la que mostré un mayor aumento en la talla,
sugiriendo una sinergia entre ambos tratamientos.

Se ha reportado que se induce un aumento de talla en gusanos alimentados con glucosa a
20-100 mM (Alcantar-Fernandez et al.,, 2018) y que es consistente con los resultados
mostrados en este estudio con el tratamiento con glucosa 40 mM. Ademads, se han
reportado que las dietas altas en colesterol incrementan la longitud de este organismo,
por otro lado, se han estudiado con anterioridad las dietas basadas en mezclas de
carbohidratos vy lipidos, como en este caso acido estedrico (0.18 mM) y sacarosa (250
mM), mostrando un aumento sobre la longitud del nematodo. También se han estudiado
concentraciones mas elevadas, sin embargo, estas acortan la longitud, asi como la vida util
del gusano (Wang et al., 2020).
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9.4 Aumento en el almacenamiento de lipidos en gusanos alimentados con
acido palmitico y glucosa

La regulacién del metabolismo de los lipidos en C. elegans esta influenciada por el medio
ambiente, como las deficiencias de temperatura y nutrientes, asi como su propio estado
fisioldgico, incluido el crecimiento, la reproduccion, el desarrollo y el envejecimiento
(Watts & Ristow, 2017).

Ademas, el cuerpo del nematodo sufre cambios rapidos para producir una respuesta
adaptativa a este estimulo. Ademas de la digestién y la absorcién para cumplir con las
actividades basicas de la vida, los nematodos almacenan el exceso de energia en forma de
gotas de lipidos. En los embriones tempranos, las gotas de lipidos son abundantes,
proporcionando precursores para la sintesis de membrana durante la division celular
rapida, asi como energia para los procesos celulares hasta la eclosidon. Los TAG son el
componente principal de las gotas de lipidos, como moléculas eficaces de
almacenamiento de energia debido a su reducido estado. Durante la sintesis de grasas, la
diacilglicerol aciltransferasa cataliza la formacién de TAG a partir de acil-CoA graso y
diacilgliceroles (Xu et al, 2012).

Los acidos grasos se sintetizan de novo formando parte del crecimiento, desarrollo,
desove y como moléculas de sefializacién. La caracteristica del metabolismo de los lipidos
en C. elegans es la sintesis de dcidos grasos de novo a partir de acetil-CoA. (Kniazeva et al,
2004) La glucosa estimula la esterificacion de acidos grasos a triglicéridos al generar
piruvato y acetil-CoA, lo que podria explicar un aumento en la acumulacién de lipidos en
nuestros gusanos sometidos a las diferentes dietas (Brooks et al., 2009; Foretz et al.,
1999). Se ha reportado que dietas altas en carbohidratos y lipidos regula al alza los genes
involucrados con las sintesis de TAG (Wang et al., 2020).

Nuestros gusanos mostraron un aumento en la acumulacién de lipidos de acuerdo con el
aumento en la tincidn de lipidos, todos nuestros tratamientos mostraron resultados
estadisticamente significativos con una p>0.001, siendo el grupo con glucosa 40 mM el
gue alcanzé la mayor acumulacién de lipidos en el nematodo.

En concordancia con nuestros resultados, Lu y Qiu (2017) reportaron que gusanos
alimentados con glucosa 100 mM mostraban un aumento en los niveles de
almacenamiento de lipidos, debido a que, al tefir los gusanos con la misma técnica en el
presente trabajo, sus gusanos suplementados se observaban con tonalidades mayores de
rojo en comparacién con el grupo control (Lu & Qiu, 2017). Podemos concluir que los
niveles de lipidos en los nematodos incrementan cuando se somete a los gusanos a dietas
altas en glucosa y acido palmitico.
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9.5 Las dietas altas en acido palmitico y glucosa modulan la expresion de
factores de transcripcion relacionados con la longevidad

Se han llevado a cabo analisis del transcriptoma en gusanos alimentados con dietas altas
en carbohidratos y lipidos, arrojando resultados que sugieren que las vias relacionadas
con el metabolismo de carbohidratos, aminoacidos y lipidos se encuentran expresadas a la
alza, sugiriendo una activacion en estos procesos metabdlicos derivados por estas dietas
(Wang et al, 2020).

En el estudio anteriormente realizado por Alcantar-Fernandez y colaboradores, la
expresion del factor de transcripcién relacionado con la respuesta a estrés daf-16
disminuyd con el tratamiento de glucosa 40 mM, contrario a esto, en nuestro presente
estudio no se encontré cambio en dicho gen con el mismo tratamiento. Por otro lado, en
dicho estudio, de igual modo reportaron que el gen skn-1 mostré una expresion
disminuida con el tratamiento de glucosa 40 mM, dicho efecto se puede observar en el
presente estudio ya que el gen muestra una tendencia a la baja en todos los tratamientos
(Alcantar-Fernandez et al., 2018).

Dicha disminucién en la expresion de ambos genes podria estar estrechamente
relacionado con un aumento en la sefalizacion de la via de insulina, esto debido al
aumento de la captacién de glucosa por parte del organismo. Adicionalmente los
complejos TORC1 y TORC2 ejercen inhibicidn sobre el factor de transcripcion SKN-1 al
encontrarse activos, es decir, al encontrarse promoviendo el metabolismo de glucosa,
lipidos, sintesis de proteinas y el crecimiento celular acelerando a la vez el proceso de
envejecimiento (Lapierre & Hansen, 2012; Smith-Vikos et al., 2014).

Poco se sabe del impacto de las dietas altas en acido palmitico sobre la expresién de genes
relacionados con la longevidad, sin embargo se ha reportado que estas dietas disminuyen
el tiempo de vida en gusanos y mamiferos, contrario a lo esperado, en los gusanos
alimentados con acido palmitico 0.5 mM el gen daf-16 mostré una tendencia al aumento
en su expresién, se ha descrito la participacion de este gen de manera activa en el
aumento de la longevidad asi como en el incremento del almacenamiento de la grasa,
esto concordando con el resultado reportado en el presente trabajo en la tincién con rojo
oleoso en dicho tratamiento (Kimura et al., 1997).

Anteriormente se ha reportado que el gen alg-1 disminuye su expresién de manera
precipitada durante la edad adulta, sin embargo, la expresién de este gen se ha
relacionado muy estrechamente con la promocién de la longevidad, en concordancia con
lo anterior, el gen alg-1 mostré una tendencia al aumento en su expresion (Aalto et al.,
2018).

PHA-4 es necesario para regular la longevidad mediante la inhibicion de mTOR, la

eliminacion de la linea germinal y la restriccion de calorias, activando el proceso de la
autofagia, sin embargo, al mostrarse con una tendencia en su expresion hacia la baja en

56




tratamientos con acido palmitico 0.5 mM podemos sugerir que el proceso de autofagia se
encuentra inhibido, contrario a esto el complejo TOR se mantiene de manera activa
(Nakamura & Yoshimori, 2018).

9.6 Las dietas altas en acido estearico y sacarosa modulan la expresion de
factores de transcripcion relacionados con la longevidad

En gusanos alimentados con acido estedarico 500 ug/mL (1.75 mM) se observd un aumento
en la expresion de todos los FTs relacionados con la supervivencia, contrario a lo obtenido
en el presente estudio con el uso de dietas altas en acido palmitico. El aumento
observado en el factor de transcripcidn alg-1 podria estar promoviendo la regulacién a la
alza del FT daf-16 debido a que anteriormente se ha sugerido una regulacion por parte de
este (Aalto et al., 2018).

Totalmente contrario a lo anterior, entre daf-16 y el FT relacionado con la autofagia pha-4,
se ha reportado que la regulacidn de la longevidad por parte de pha-4 es independiente a
daf-16, sugiriendo que ambos podrian presentar actividad redundante debido a sus genes
blancos en comun. Adicionalmente se sabe que daf-16 interactla con skn-1 en el nucleo
como respuesta al estrés oxidativo, promoviendo la longevidad (Panowski et al., 2007;
Murphy & Hu, 2013)

En el tratamiento con 400 mM de sacarosa el factor de transcripcién alg-1 se mostré a la
alza, permitiendo una robusta regulacion por medio de microRNAs promoviendo la
viabilidad del gusano (Kato et al., 2011).

Por otro lado, skn-1 disminuyd su expresion significativamente, sugiriendo una reduccién
en su capacidad antiestrés, desencadenando un aceleramiento en el proceso de
envejecimiento (Tullet et al., 2017). De acuerdo con los resultados obtenidos por Wang y
colaboradores, los procesos principalmente activos en animales con este tratamiento son
los relacionados con el metabolismo y procesos celulares, sugiriendo que las principales
vias de sefalizacion y deteccion de nutrientes se encuentran altamente activas ejerciendo
una inhibicion sobre este factor de transcripcién (Wang et al., 2020).

Estudios recientes principalmente en C. elegans sugieren que la autofagia es uno de los
mecanismos relacionados con la longevidad. La actividad de la autofagia se encuentra
elevada en animales de larga vida y es necesaria para su longevidad, en el tratamiento en
combinacion (acido estearico+sacarosa) pha-4 se mostré con aumento en su expresion
(Nakamura & Yoshimoro, 2018; Murphy & Hu, 2013).

Por otro lado, la expresion de skn-1 disminuyd con este tratamiento (4cido
estedrico+sacarosa), pudiendo ser este FT secuestrado por la actividad AKT-1/-2 por
medio de la activacidn de la via de sefializacion de la insulina del gusano, sugiriendo un
decaimiento del proceso de envejecimiento. (Nakamura & Yoshimoro, 2018; Murphy &
Hu, 2013; Blackwell et al., 2015).
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10.Conclusiones

e las dietas altas en glucosa (40 mM) y acido palmitico (0.5 mM) promueven la
longevidad en el gusano C. elegans.

e La suplementacién dietaria con acido palmitico y glucosa en gusanos adultos
disminuye la pérdida de movilidad respecto a la edad.

* Las dietas altas en acido palmitico y glucosa generan larvas mas grandes en
comparacion a las larvas control.

* Los gusanos suplementados con acido palmitico y glucosa presentan un aumento
en el almacenamiento de lipidos.

* Los gusanos crecidos en dietas altas en acido palmitico y glucosa, contrario a lo
esperado, muestran una tendencia al aumento en la expresion de los genes que
codifican para los FTs daf-16 y alg-1 pudiendo estar promoviendo la longevidad.

* En gusanos crecidos en dietas altas en acido palmitico y glucosa se observa una
tendencia a la disminucién de los transcritos de pha-4 y skn-1, sugiriendo la
disminucion de procesos pro-longevidad como es el caso de la autofagia vy
respuesta a estrés.

* Contrario a lo esperado, las dietas altas en acido estedrico promueven la expresién
de genes pro-longevidad, por otro lado, las dietas altas en sacarosa y combinacion
(acido estedrico y sacarosa) disminuyen la expresion de dichos genes promoviendo
el metabolismo y las funciones celulares. En ambos ensayos las dietas modularon
algunos genes al alza, sugiriendo una respuesta pro-longevidad.
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11.Perspectivas

* Estudiar la acumulacién de mRNA de los diferentes FTs durante las diferentes
etapas de vida del gusano en dietas altas en glucosa y acido palmitico para conocer
los cambios en la transcripcion de estos genes respecto con la edad.

* Estudiar los niveles de acumulacidn proteica de los FTs de interés del presente
trabajo (daf-16, skn-1, pha-4 y alg-1) para realizar una comparacién contra los
transcritos y poder sugerir alguna regulacién postraduccional.

* Identificar miRNAs relacionados con la regulacion de estos factores de
transcripcion y estudiar sus niveles de expresion en diferentes etapas de vida del
gusano.
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13.Anexos

Medio de crecimiento de Nematodos (NGM):

3 g NaCl Hycel de México.

24 g Bacto Agar BD 214010- 454g.

2.5 g Bacto Peptona BD 211677-500g.

0.005 g Colesterol disuelto en alcohol etilico absoluto Sigma C 8667 25 g, Congelacion -
20°C.

975 ml Agua desionizada.

1 ml CaCl2 (1 M) Sigma C-4901-500g.

1 ml MgSO4 (1 M) J:T Baker 2506-01.

10 ml Buffer de fosfatos pH 6.0 (Fosfato de potasio dibdsico, K2HPO4 J.T.Baker 3252-01,
Fosfato de potasio Monobasico KH2PO4. ).T.Baker 324601).

Buffer fosfatos pH 6.0:
17.42 g Fosfato de potasio dibasico (K2HPO4 J.T.Baker 3252-01).
13.6 g Fosfato de potasio Monobdasico (KH2PO4. J.T.Baker 324601).

NaOH 1 N:
400 mg NaOH (MACRON 1310-76-2).
10 ml Agua desionizada.

Mezcla de lisis:
2 ml de cloro a concentracién comercial (5%).
8 ml de NaOH 1 N.

Buffer M9 isoténico:

6 g de Na2HPO4 (J.T. BAKER CAT. 3828-01).

3 g de KH2PO4 (J.T. BAKER CAT. 3246-01).

5 g de NaCl (J.T. BAKER CAT. 3624-01).

0.105 g de MgS04 (Anhidro J.T. BAKER CAT. 2506-01).
1 L de agua desionizada.

Agua DPC:

1.5 ml Dietil pirocarbonato 97% Sigma Aldrich 15922-0.
13.5 ml alcohol etilico absoluto.

1.5 L de agua desionizada.

Stock oil-red-0 (0.5% Qil-red-0):
0.5 g de oil-red-O en 100 ml de isopropanol anhidro.

Solucién de trabajo oil-red-0O:
60 ml de oil-red-O stock.
40 ml de agua desionizada.
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Buffer MRWB 2X:

160 mM KCI.

40 mM NacCl.

14 mM NazEGTA.

0.2% B-mercaptoetanol.

PBS 10X:

137 mM NaCl.

2.7 mM KClI.

4.3 mM Naz;HPO4*7H,0.
1.4 mM KH2POg,

PBStX 1X:

PBS 1X con 0.01% v/v Triton X-100.

Paraformaldehido 10%:
1 g Paraformaldehido.
10 ml de agua caliente.

NaOH 2 M:
0.0800 g NaOH.
10 ml de agua.
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Tabla 3. Secuencias de Primers.

ia del ori Tamano de
Gen POICE Secuencia del primer amplicon Tm
Forward primer tcaattcgccactccctctc
pha-4 170 63
Reverse primer ggctcacgttecttgaccttg
Forward primer aaagagctcgtggtgggtta
daf-16 109 60
Reverse primer ttcgagttgagcctttgtagtcg
Forward primer aagggcacacgacaagtgg
skn-1 102 60
Reverse primer agcattctcttcggcagtgag
Forward primer cgatgttcctcaaagacaagcc
alg-1 232 60
Reverse primer tctcactgcaaagtggttgg
Forward primer | cgaccatatcacgttgaatgcacgc
5s 100 60

Reverse primer

aggattcccaggccgtctecg
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Tabla 4. Analisis estadistico ensayo de supervivencia.

Media | Cambios . Cambios
Cepa de de vida L de vida
Tratamiento . . |Maxima| . X2 | ValorP
(n) vida | media (dias) maxima
(dias) | (%) (%)
9 - 22 - - -
N2
Control Bristol 13 - 21 - - -
(110)
17 - 21 - - -
11 22.222 26 18.18 6.1 0.0135
Glucosa N2
Bristol | 13 0 25 19.04 | 0.94 |0.3323 (ns)
40 mM
(110)
12 -29.411 27 28.57 |3.158|0.0756 (ns)
11 22.222 24 9.09 2.662 |/0.1028 (ns)
Acido N2
Palmitico | Bristol
1 2 .52 1. .1692
0.5 mM (110) 3 0 3 9.5 89 [0.1692 (ns)
14 -17.647 23 9.52 0.111 {0.7386 (ns)
15 66.667 30 36.36 [12.57| 0.0004
Glucosa + N2
Acido Bristol
1 2 . . .
Palmitico (110) 3 0 9 38.09 | 0.33 |0.5655 (ns)
14 -17.647 29 38.09 |4.272 0.0387
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