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RESUMEN

Las neurexinas (NRX) y neuroliginas (NLG) son proteinas de adhesion sinaptica cuya interaccion
transinaptica es esencial para el ensamblaje de sinapsis excitatorias e inhibitorias. Mutaciones en estos genes
se han vinculado a trastornos del neurodesarrollo como los Trastornos del Espectro Autista (TEA),
posiblemente por generar un desequilibrio en la sefializacion excitatoria/inhibitoria (E/I). En este trabajo se
utiliz6 el nematodo Caenorhabditis elegans como modelo experimental para estudiar el impacto funcional
y estructural de la pérdida de funcion de los ortélogos nig-1y nrx-1.

Se realizaron ensayos conductuales (respuesta de escape y giros omega), de sensibilidad
farmacologica a levamisol y analisis de morfologia neuronal mediante microscopia de fluorescencia. Los
resultados mostraron que mutantes n/g-1 presentaron una reduccion significativa en la proporcion de giros
omega completos, sin cambios en la sensibilidad farmacoldgica. Los defectos en comisuras neuronales
fueron poco frecuentes y estadisticamente no significativos. En contraste, los mutantes nrx-1 presentaron
hipersensibilidad a levamisol y disminucion en los giros omega, sugiriendo alteraciones funcionales en el
circuito motor.

Estos resultados sugieren un rol de nlg-1 y nrx-1 en el mantenimiento del equilibrio sinaptico, y

refuerzan el valor de C. elegans como modelo para estudiar genes asociados a TEA.

Palabras clave: Sinapsis-Neurodesarrollo-Modelos invertebrados



ABSTRACT

Neurexins (NRX) and neuroligins (NLG) are synaptic adhesion proteins whose transsynaptic
interaction is essential for the assembly of excitatory and inhibitory synapses. Mutations in these genes
have been linked to neurodevelopmental disorders such as Autism Spectrum Disorders (ASD), possibly
by generating an imbalance in excitatory/inhibitory (E/I) signaling. In this study, the nematode
Caenorhabditis elegans was used as an experimental model to study the functional and structural impact
of the loss of function of the n/g-7 and nrx-1 orthologs.

Behavioral assays (escape response and omega turns), pharmacological sensitivity to levamisole,
and neuronal morphology analysis using fluorescence microscopy were performed. The results showed
that n/g-1 mutants exhibited a significant reduction in the proportion of complete omega turns, without
changes in pharmacological sensitivity. Defects in neuronal commissures were rare and not statistically
significant. In contrast, nrx-/ mutants displayed hypersensitivity to levamisole and a reduction in omega
turns, suggesting functional alterations in the motor circuit.

These results suggest a role for n/g-/ and nrx-1 in maintaining synaptic balance and reinforce the

value of C. elegans as a model for studying genes associated with ASD.

Keywords: Synapses-Neurodevelopment-Invertebrate models
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INTRODUCCION

El Sistema Nervioso y su rol en la regulacion de funciones biologicas
El sistema nervioso (SN) es el principal sistema de control, regulacién y comunicaciéon de los
animales. Es una red compleja que permite monitorear, regular y responder a los cambios tanto en el
ambiente interno como externo. Es responsable de la percepcion, el comportamiento, la memoria y el
movimiento (1,2). Su desarrollo requiere la coordinacion precisa de diversos procesos, como la proliferacion
y diferenciacion celular, la migracion neuronal y la formacion de sinapsis. Alteraciones en estos procesos
pueden dar lugar a desordenes del neurodesarrollo (DND), los cuales afectan significativamente la calidad

de vida de los individuos afectados (3).

Desordenes del neurodesarrollo y su relacion con los Trastornos del Espectro Autista
Los DND incluyen un grupo heterogéneo de patologias caracterizadas por alteraciones en el
desarrollo del SN. Entre ellos se encuentran la epilepsia, la discapacidad intelectual, el trastorno por déficit
de atencion con hiperactividad (TDAH) y los Trastornos del Espectro Autista (TEA). Estos trastornos
afectan aproximadamente al 3% de los nifios en el mundo y tienen un impacto significativo en la cognicion,

la comunicacion y el comportamiento adaptativo (4).

Los TEA son de los DND mas prevalentes y se caracterizan por dificultades en la comunicacion e
interaccion social, junto con la presencia de conductas repetitivas o restringidas (5). Su etiologia es
multifactorial e involucra factores genéticos, epigenéticos y ambientales (3). A nivel neuronal, un hallazgo
frecuente en los TEA es el desbalance entre las sefiales excitatorias e inhibitorias (E/I), lo que sugiere que
la homeostasis sinaptica desempefia un papel crucial en la manifestacion de estos trastornos (6-8). Se ha
planteado la hipotesis de que al menos algunos de los desoérdenes incluidos en los TEA podrian ser causadas

por un desequilibrio de la excitacion/inhibicion neuronal (5).

Mutaciones vinculadas con el TEA y su impacto en la sinaptogénesis
El estudio genético de los DND ha identificado numerosos genes asociados con estas patologias,
muchos de los cuales estdn implicados en la formacion y mantenimiento de sinapsis. En particular,
mutaciones en genes que codifican para las neurexinas (NRX) y neuroliginas (NLG) han sido vinculadas
con los TEA (5,9, 10). Las NRX son proteinas transmembrana ubicadas en la membrana presinaptica que
interactuan con las NLG (Fig. 1), situadas en la membrana postsinaptica, facilitando la diferenciacion y

estabilidad sinaptica (5, 11). Caenorhabditis elegans presenta un unico ortdlogo de NLG, nlg-1. La mutante
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nula nlg-1 tiene un fenotipo facilmente identificable en cuanto a la incapacidad para detectar estimulos
aversivos (por ej. ambiente hiperosmdtico) debido a déficits en la formacion de las neuronas sensoriales
(12). A su vez, este fenotipo es “rescatado” por la expresion de proteinas de mamiferos, lo que demuestra
la conservacion de su funcién molecular entre nematodos y mamiferos (13). En el TEA, se han detectado
mutaciones en la proteina NLG que afectan la citoarquitectura funcional de la sinapsis con implicaciones
en la actividad de las conexiones neuronales (10). En humanos, existen 4 isoformas de NLG y 3 de NRX, y
especificamente, mutaciones en los genes de NLGNI, NLGN3, NLGN4 y NRXN1I-3 se han asociado con el

desarrollo de estos trastornos (14, 15).
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Figura 1. Representacion esquematica de la interaccion neurexina-neuroligina en la sinapsis. Las proteinas neurexina-o y
neurexina-f, localizadas en la membrana presinaptica, interactuan con las neuroliginas en la membrana postsinaptica,
estabilizando la sinapsis y facilitando la comunicacién entre neuronas. Imagen tomada de: Neurexin dysfunction in
neurodevelopmental and neuropsychiatric disorders: a PRISMA-based systematic review through iPSC and animal models.

Disponible en: https://www.researchgate.net/publication/378313750

Caenorhabditis elegans como modelo para el estudio de los DND

Dado que muchos genes implicados en los TEA estan altamente conservados evolutivamente, se ha
recurrido a modelos animales para su estudio. En los ultimos 50 afios el nematodo C. elegans se ha
establecido como uno de los modelos experimentales mas relevantes en biologia. Su simplicidad anatomica,
el mapeo completo de la conectividad sindptica de su sistema nervioso, la alta conservacion evolutiva de
numerosos genes homologos a los de mamiferos, y la facilidad para aplicar técnicas genéticas, de
microscopia y ensayos farmacologicos, lo han convertido en una herramienta fundamental para diversos

campos de la ciencia. (16-18).




Caenorhabditis elegans presenta numerosas ventajas que lo convierten en un modelo experimental
eficaz. Entre sus caracteristicas destacadas se incluyen su pequefio tamafio, su corto ciclo de vida, y la
facilidad y el bajo costo de mantenimiento en laboratorio. Una ventaja adicional es la posibilidad de
conservar cepas mediante congelacion, lo que permite almacenar cientos o miles de lineas durante afios en
espacios reducidos utilizando nitrégeno liquido o ultrafreezers. Ademas, al no representar un riesgo
bioldgico, puede ser manipulado sin necesidad de instalaciones de bioseguridad complejas. A pesar de la
distancia evolutiva con los mamiferos, C. elegans comparte homologia con mas del 50% de los genes
humanos, y cuenta con un amplio repertorio de herramientas genéticas que permiten silenciar, editar o
sobreexpresar genes, e incluso introducir genes humanos funcionales (19, 20). C. elegans cumple todos los
criterios para ser un modelo animal prometedor en el estudio de los DND, ya que permite la visualizacion

de neuronas in vivo mediante marcadores fluorescentes (16).

Generalidades de C. elegans

Caenorhabditis elegans es un nematodo de aproximadamente 1 mm de longitud, presenta un ciclo
de vida directo e involucra las etapas de huevo, cuatro estadios juveniles cominmente denominados larva
(L1, L2, L3, L4) y adulto (Fig. 2). El final de cada etapa juvenil esta caracterizado por una muda, durante
la cual se sintetiza una nueva cuticula y se desprende la anterior (17, 18). El tiempo requerido para completar
el ciclo de vida es de alrededor de 3 dias a 20°C. En condiciones de laboratorio, la vida promedio de un
individuo es de aproximadamente 2-3 semanas. En entornos adversos como puede ser la falta de alimento,
una forma especializada de resistencia denominada dauer (del aleman, “duracion”), se desarrolla a partir
del estadio de larva 1. Durante este estado, la alimentacion se suspende, y aumenta enormemente su
capacidad para resistir con mas eficiencia las condiciones desfavorables. Una vez restablecida una situacion
mas propicia, el animal retoma su desarrollo normal desde dauer al cuarto estadio larval. Pasado dicho

estadio, no puede volver a la forma de resistencia (21).

La distribucion de sexos en esta especie es peculiar, ya que, en condiciones de laboratorio,
aproximadamente el 99,9 % de los individuos son hermafroditas. Estos poseen una génada que primero
produce espermatozoides durante la etapa L4 y luego ovocitos en la adultez, lo que les permite reproducirse
por autofecundacion. Sin embargo, también pueden reproducirse sexualmente a través de la fecundacion
cruzada con machos. Los machos de C. elegans son menos comunes en la poblacion y surgen con una
frecuencia de <0,2%. Estos tltimos son mas pequefios que las hermafroditas y tienen una morfologia y
anatomia distintiva. Los machos presentan la region copulatoria en la zona posterior del cuerpo, con una
forma macroscoépica similar a una “media flecha”, mientras que en hermafroditas se evidencia la presencia

de huevos en estadios adultos (22, 23). Durante todo el periodo fértil, cada hermafrodita puede poner
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aproximadamente unos 300 huevos si los mismos se produjeron por autofecundacion, y mas de 1000 cuando
son producto de reproduccion cruzada (24).

La determinacion sexual en hermafroditas es dada por una combinacioén cromosomica XX, lo que
significa que poseen dos cromosomas sexuales X, mientras que los machos tienen una combinacién
cromosomica X0 (tienen un solo cromosoma sexual X) (17). C. elegans es una especie eutélica, lo que
significa que cada animal posee un niimero invariable de células somaticas. Mientras que en hermafroditas

se contabilizan 959 células, los machos poseen 1033 células. (18)
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Figura 2. Ciclo de vida de C. elegans. Los animales aumentan de tamaiio a lo largo de los cuatro estadios larvarios, pero los
sexos individuales no se distinguen facilmente hasta el estadio L4. En el estadio L4, los hermafroditas tienen una cola afilada y la
vulva en desarrollo (punta de flecha blanca) puede verse como un semicirculo claro en el centro de la cara ventral. Los machos
tienen una cola mas ancha (punta de flecha negra), pero no presentan un abanico perceptible en este estadio. En los adultos, los
dos sexos se pueden distinguir por el mayor perimetro y la cola afilada del hermafrodita, y el perimetro mas delgado y la cola en
abanico (punta de flecha negra) del macho. Las larvas de Dauer son mas delgadas que las de todos los demas estadios larvarios.
Imagen tomada de WormBook (n.d.), Introduction to C. elegans. Recuperado de

http://www.wormbook.org/chapters/www _celegansintro/celegansintro.html

Sistema Nervioso, neuromuscular y locomocion en C. elegans

El SN de C. elegans esta completamente mapeado y contiene 302 neuronas en hermafroditas y 387
en machos (25). C. elegans controla la locomocién mediante un sistema de sefializacion colinérgica
excitatoria y GABAérgica inhibitoria (26). En su unién neuromuscular, la acetilcolina (ACh) liberada por

neuronas motoras colinérgicas activa receptores colinérgicos en la postsinapsis, promoviendo la contraccion
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muscular (27). Para que el movimiento sea efectivo, un lado del cuerpo en un mismo segmento debe
contraerse mientras el lado opuesto debe relajarse. Esto se logra porque, en cada segmento, las
motoneuronas colinérgicas estimulan la contraccion de las células musculares de un lado, al tiempo que
estimulan a las motoneuronas GABAérgicas que relajan a las células musculares del lado opuesto (Fig. 3).
Este patron de activacion alternada genera el movimiento sinusoidal caracteristico del gusano (28, 29). La
locomocion de C. elegans permite evaluar alteraciones en el balance E/I, ya que mutaciones en genes clave

pueden afectar esta coordinacion y provocar fenotipos locomotores anémalos.

Relajado
A I

——— Dorsal
~—

o

Relajado

Figura 3. Representacion esquematica del circuito motor de C. elegans durante la locomocion. Las
motoneuronas dorsales (DB y DD) y ventrales (VB y VD) controlan la contraccion alternada de los musculos
dorsales y ventrales, generando la ondulacion caracteristica del movimiento. Las motoneuronas colinérgicas (de
tipo Ay B: VA, VB, DA, DB y AS) son excitatorias, liberan acetilcolina (ACh) y estimulan la contraccion
muscular del lado correspondiente. Las motoneuronas GABAérgicas (de tipo D: VD y DD) son inhibitorias,
liberan GABA y actuan exclusivamente como postsinapticas a otras motoneuronas, promoviendo la relajacion
muscular del lado opuesto. Este patron de activacion coordinada permite el movimiento ondulatorio del gusano.

Imagen tomada de Donnelly et al. (2013).

Un aspecto clave de la locomocion de C. elegans es su respuesta de escape ante estimulos
amenazantes. En la naturaleza, este gusano exhibe un comportamiento caracteristico que le permite
reorientarse y evitar peligros potenciales (30, 31). Esta respuesta motora, ademas de ser crucial para su
supervivencia, ha sido ampliamente estudiada en el laboratorio para evaluar la funcionalidad de los circuitos

neuronales y musculares implicados en la locomocion.

La respuesta de escape puede inducirse facilmente mediante un toque suave en la region anterior
del gusano con un pelo fino, lo que desencadena una locomocion en reversa seguida de un giro brusco en
forma de omega (giro en omega). Durante este giro, el cuerpo del animal se arquea hasta que la cabeza toca
la cola, permitiéndole cambiar de direccion y continuar su desplazamiento en sentido opuesto a la amenaza

(Fig. 4). Este proceso involucra la coordinacion precisa entre neuronas comando, interneuronas,
12



motoneuronas y células musculares, lo que convierte a C. elegans en un modelo poderoso para el estudio

de la sefializacion neuromuscular.

“ pvance Estimulo ““Reéversa Flexionde cabeza Giroenomega ~ Avance

Figura 4. Secuencia conductual caracteristica de Caenorhabditis elegans frente a un estimulo mecéanico
aplicado en la region anterior del cuerpo. Imagen tomada de: Alkema Lab, UMass Medical School

https://www.umassmed.edu/Alkemalab/

A nivel celular, la contracciéon de los musculos ventrales es activada por las neuronas motoras
colinérgicas (VA y VB), que hacen sinapsis con los muisculos ventrales. Paralelamente, estas motoneuronas
estimulan a las neuronas GABAérgicas (DD), responsables de la relajacion de los musculos dorsales (30,
32). Esta interaccion asegura la alternancia entre contraccion y relajacion muscular, permitiendo un
movimiento coordinado y eficiente. Alteraciones en este equilibrio pueden comprometer el giro en omega,
dando lugar a movimientos incompletos en los que la cabeza del animal no logra tocar su cola (giro en

omega incompleto).

Ademas del estudio de la locomocidn, ciertos farmacos han sido utilizados en C. elegans para
evaluar la funcionalidad del sistema neuromuscular. Entre ellos, el levamisol es uno de los compuestos mas
empleados, ya que actua como agonista de receptores colinérgicos, induciendo hipercontraccion y paralisis
muscular. La respuesta de los gusanos a este farmaco permite evaluar la eficacia de la transmision sindptica:
aquellos individuos que tardan mas en paralizarse que un wild-type (o que no se paralizan) presentan cierto
grado de resistencia, indicando un déficit en la sefializacion, mientras que aquellos que se paralizan mas

rapidamente que el wild-type muestran hipersensibilidad, indicando una sefializacion exacerbada (27).

Dado que la funcionalidad de NLG y NRX esta relacionada con la formacion de la sinapsis, y que
mutaciones en estos genes se vinculan con los TEA, nos proponemos determinar su rol en el mantenimiento
del equilibrio E/I. Evaluaremos mediante estudios comportamentales, farmacoldgicos y de microscopia el
impacto de mutantes nulos de estas moléculas en los sistemas GABAérgicos y colinérgicos de la union
neuromuscular de C. elegans. Esperamos que nuestros resultados contribuyan a dilucidar mecanismos

moleculares involucrados en diversos trastornos del neurodesarrollo, entre los que se encuentran los TEA.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Las proteinas codificadas por los genes nlg-1 y nrx-1 son necesarias para mantener el equilibrio
entre la sefializacion excitatoria e inhibitoria (E/I) en Caenorhabditis elegans, y su ausencia altera la

funcionalidad del sistema neuromuscular.

Objetivos

1. Determinar el impacto de las mutantes en nlg-1y nrx-1 en el balance E/I
Se postuld que muchas variantes del TEA podrian estar caracterizados por un desbalance E/I en el SN
(33). Multiples evidencias reportaron deficiencias en el sistema GABAérgico en pacientes con TEA y en
modelos murinos (6-8). Por lo tanto, evaluar el balance E/I mediante ensayos farmacoldgicos y de

comportamiento en mutantes de proteinas vinculadas a la sinapsis resulta muy interesante.

2. Determinar los efectos de las mutantes nlg-1 y nrx-1 en la morfologia neuronal
El desbalance E/I puede ser consecuencia de deficiencias en la morfologia y/o fisiologia de las neuronas.
En Caenorhabditis elegans existen cepas con reporteros fluorescentes expresados bajo promotores
especificos que permiten evaluar mediante microscopia de fluorescencia la morfologia de una clase
particular de neuronas. Por lo tanto, realizaremos cruzas genéticas entre mutantes en proteinas de la

sinapsis y cepas fluorescentes para evaluar el impacto de estas mutaciones en la morfologia neuronal.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo vy manipulacion de Caenorhabditis elegans

Todas las cepas de C. elegans se cultivaron en laboratorio a temperatura ambiente (20 °C) en placas
de agar tipo microbiologico llamado Nematode Growth Media (NGM), cuya preparacion se detalla en el
Anexo I, suplementadas con bacterias de la cepa E. coli OP50, mantenidas en medio liquido Luria-Bertani
(LB; Anexo 1), para su alimentacion. Las placas se sembraron con 200-300 pL de la fase estacionaria del
cultivo de E. coli..

Los experimentos se llevaron a cabo con animales sincronizados en edad. Para ello, se aislaron
nematodos gravidos en placas con OP50 durante 5 horas. Después de este periodo, se retiraron los adultos,
y se conservaron los huevos depositados hasta su eclosion. En 60-72 horas, los individuos alcanzaron el
estadio L4 o adulto joven.

Para la manipulacion de los animales se utilizaron elementos tales como lupas binoculares,
mecheros de alcohol, y un worm picker, que consiste en un alambre de platino unido a una pipeta Pasteur
de vidrio que funciona como mango. Las propiedades del alambre de platino permiten que el mismo pueda
enfriarse rapidamente luego de ser esterilizado en la llama del mechero, propiedad ventajosa para la correcta

manipulacion de los animales

Las cepas utilizadas fueron:
o (Cepa salvaje: N2.

e Mutante nula en n/g-1(0k259) (VC228): delecion de aproximadamente 2.300 pb que afecta
regiones codificantes del gen n/g-1, generando un alelo nulo.

e  Mutante nula en nrx-1(0k1649) (VC1416): delecion de aproximadamente 860 pb que afecta
regiones codificantes del gen nrx-1, generando un alelo nulo.

o Cepa LX929 vsls48 (Punc-17::GFP), que marca neuronas colinérgicas con la proteina
verde fluorescente GFP (del inglés, Green Fluorescent Protein).

o CepalZ829 ufls34 (Punc-47::mCherry), que marca neuronas GABAérgicas con la proteina
roja fluorescente mCherry.

Todas las cepas mencionadas provienen del CGC (Caenorhabditis Genetic Center) y estan
disponibles en el laboratorio. Caenorhabditis Genetic Center es un centro de recursos ubicado en la
Universidad de Minnesota (EE.UU.) que se encarga de conservar, mantener y distribuir cepas de C. elegans
(y especies relacionadas) para la comunidad cientifica. Fue creado para facilitar la investigacion genética y

del desarrollo usando C. elegans como modelo.
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2. Ensavos de paralisis

Los ensayos de paralisis se llevaron a cabo en placas NGM estandar conteniendo 0,5 mM de
levamisol (agonista colinérgico). Este farmaco induce la paralisis en animales salvajes, mientras que en
aquellos con sefalizacion GABAérgica disminuida o colinérgica aumentada, se observa hipersensibilidad.
Se transfirieron entre 22 y 30 gusanos en el estadio L4 a estas placas y se evalud la paralisis cada 30 minutos.
Un animal se consider6 paralizado cuando no respondié después de tocarlo tres veces con una pestafia en la
region anterior. Se realizaron al menos cuatro ensayos independientes para cada condicion. Posteriormente
se realizaron curvas dosis/respuestas (% de paralisis vs tiempo) para animales wild-type, y mutantes nulas

en nlg-1y nrx-1.

3. Respuesta de escape

Como fue descripto en detalle en la introduccion, los animales salvajes presentan una respuesta
coordinada de escape cuando son tocados en la region posterior de su cabeza. Esta respuesta consiste en un
movimiento hacia atras, una vuelta sobre su eje (giro en omega) y luego la recuperacion de su trayectoria
(Fig. 5). El giro en omega puede realizarse de manera completa, cuando el animal pliega su cuerpo hasta
tocar su cabeza con la cola, produciendo un cambio de direccidon cercano a los 180°. Esta forma también se
conoce como giro “cerrado” y depende de la correcta sefializacion GABAérgica. Alternativamente, algunos
animales realizan un giro “abierto”, en el que la curvatura del cuerpo es menos pronunciada y el angulo de
escape es menor (Fig. 5). Por lo tanto, cuantificar el porcentaje de giros completos (cerrados) e incompletos
(abiertos o ausentes) permite identificar deficiencias en la transmision inhibitoria.

Para realizar este ensayo se transfirieron gusanos adultos jovenes a una placa de agar NGM
sembrada con una fina capa bacteriana de E. coli OP50, y luego de una adaptacion (10 minutos de reposo)
se indujo la respuesta de escape mediante un toque suave con una pestafia en la region anterior. Luego, se
analizé el comportamiento clasificando los giros en omega como cerrados o abiertos. Se realizaron 5
ensayos independientes con 20 animales para cada condicion. Se evalud la respuesta en los mutantes nlg-1

y nrx-1.
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Estimulo mecanico

Donnelly et al., 2013

Figura 5. Respuesta locomotora de C. elegans ante un estimulo tactil aplicado en la parte anterior del cuerpo. (A)
Representacion esquematica de la respuesta normal de escape, que incluye una reversa seguida de un giro tipo omega cerrado, el
cual permite un cambio de direccion cercano a los 180°. En rojo se representan las neuronas GABAérgicas, inervando la pared
dorsal, y en verde, las colinérgicas, inervando la pared ventral.

(B) Esquema de la respuesta observada en animales con ablacion de neuronas GABAérgicas, en los cuales el giro tipo omega no
se completa adecuadamente. En este caso, las neuronas GABAérgicas no estan representadas, y se observa una flexion reducida
del cuerpo, lo que disminuye el angulo de escape final. Imagen tomada de la tesis doctoral de Sebastian Giunti: "Busqueda de
potenciales agentes quimioterapicos para los trastornos del espectro autista (TEA) utilizando Caenorhabditis elegans como
modelo de estudio"”, Universidad Nacional del Sur, 2025.

Cabe senalar que C. elegans se observa en placa apoyado lateralmente sobre uno de sus costados. Por esta razon, los cordones
dorsal y ventral suelen representarse a izquierda y derecha del cuerpo, aunque anatdbmicamente correspondan a las regiones

superior e inferior, respectivamente.

4. Cruzas genéticas

Caenorhabditis elegans presenta hermafroditas y machos, lo que permite realizar cruzas entre
diferentes cepas para combinar modificaciones genéticas. Se realizaron cruzas genéticas entre animales
deficientes en la sinapsis (nlg-1 o nrx-1) y animales con reporteros fluorescentes (LX929 vsis48 (Punc-
17::GFP) marcador de neuronas colinérgicas e 12829 ufls34 (Punc-47::mCherry) marcador de neuronas
GABA¢érgicas), para generar animales mutantes con neuronas marcadas con reporteros fluorescentes.

Naturalmente, los machos son generados en un 0,1-0,2%. La busqueda de machos resulta muy
compleja en estas condiciones, por lo que es necesario crear un stock de machos antes de la cruza. Para esto
se somete a hermafroditas L4 a un estrés térmico o heat shock (30° C durante 4 horas o 37° C durante 1

hora), lo cual interfiere con la normal disyuncion del par X durante la meiosis de la linea germinal en una
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frecuencia mayor a la que naturalmente ocurre por azar. Esto aumenta sensiblemente la cantidad de machos
en la progenie, aproximadamente hasta un 2% a 5%.

Para realizar la cruza se colocaron 8 machos de una de las cepas deseadas (Punc-47::mCherry o
Punc-17::GFP) junto con 2 hermafroditas de la otra cepa (nlg-1 o nrx-1) en una caja de Petri pequefia.
Luego se asilaron machos de la F1 y se volvieron a cruzar con hermafroditas iguales a las de la primera
cruza. Finalmente, se aislaron gusanos L4 provenientes de esta segunda cruza y se seleccionaron inicamente
aquellos cuya descendencia era 100% roja o verde, segun la cruza realizada, para genotipar las cepas por
PCR (Fig. 6).

Las nuevas cepas dobles mutantes generadas en esta tesis luego se incorporaron a la biblioteca de

cepas del Laboratorio de Neurobiologia de Invertebrados.

Cruza @ mCherry con ¢ nig-1

Teniendo en cuenta que »lg esta lizado al sexo:

X-=nlg-1 % ch
g

X*Ch X-X-Chch

O Ch X-0Chch

X~= Salvaje para nig

Ch = Cherry

ch = Salwvaje para cherry

Después tomamos un macho de la F1 y lo cruzamos con una hermafrodita nig-7

g g' X-ch
X Ch X X Chch Aislamos L4 y vemos
O Ch X-OChch descendencia 100% roja

X-ch X-X-chch
O ch X-0Ochch

Figura 6. Ejemplificacién de una cruza genética en C. elegans. Se muestra el esquema realizado en la cruza entre machos
mCherry y hermafroditas nlg-1 Se muestran los gametos que cada cepa puede generar y las combinaciones genéticas esperadas

en F1 y F2 para los loci nlg-1 (ligado al cromosoma X) y mCherry (autosomico). Finalmente se corrobora el genotipo por PCR.

5. PCR de punto final

Esta técnica se utilizo para el genotipado de cruzas genéticas. Para la extraccion de ADN, se realizo
una lisis de aproximadamente 20 animales adultos, para esto se utiliz6 un buffer de lisis con proteinasa K

(Anexo I) durante 75 minutos a 65°C. Luego, se amplificaron los genes mediante PCR haciendo uso de
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primers adquiridos a través de proveedores comerciales, disefiados mediante el programa Ape de la
Universidad de Utah, USA (http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/.). Para ello se utilizaron los

siguientes reactivos, expuestos en una reaccion modelo (Volumen Final 20 ul):

AGUA. 13 uL
Buffer 10X, ... e 2 UL

MIX dNTPS 2,5 mM (desoxirribonucledtidos)..........c.oevvevennnnn. 1 uL

Primer 1 sentido 10 pmoles...........ccoooiiiiiiiiiiiiiiee 1 uL
Primer 2 antisentido 10 pmoles. ..., 1 puL
ADN polimerasa termoestable (Taq) 1 unidad........................... 1 uL
55 T T £ T T 1 uL

Programa estandar de PCR para termociclador utilizado:
1) 93° C (desnaturalizacion inicial) 5’
2) 93° C (desnaturalizacion) 20’
3) 57° C (hibridacién de primers) 30-45°° La temperatura depende de cada primer, utilizdndose 4
grados menos que la Tm calculada por el proveedor.
4) 72° C (polimerizacion) 1°
5) Repetir desde el paso 2 unas 35 veces.
6) 72° C (polimerizacion final) 5° como paso final

7) 4° (opcional, durante el tiempo que se necesite conservar a esa temperatura)

Para revelar las bandas, se sembroé el producto de amplificacion en geles de agarosa al 1% y se

corri6 en un buffer de TAE (Anexo I) a 65-70 V durante 15-20 minutos.

6. Técnicas de microscopia

Se montaron gusanos en el estadio L4 que portaban los reporteros fluorescentes vsls48 (Punc-
17::GFP, neuronas colinérgicas) o ufls34 (Punc-47::mCherry, neuronas GABAérgicas), en laminas de
agarosa para microscopia (Anexo I) y se inmovilizaron con azida soédica (0,25M), un inhibidor del transporte
de electrones que causa paralisis. Los gusanos fueron observados bajo un microscopio de fluorescencia
(Nikon Eclipse TE 2000) para identificar defectos morfoldgicos en las neuronas, como comisuras en puentes
0 truncamientos.

Se analizaron entre 10 y 15 gusanos por ensayo, con un total de al menos cuatro ensayos

independientes. Para el analisis, se clasifico cada animal como “normal” o “defectuoso” segun la presencia
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de cualquier alteracion morfologica observable en las comisuras. No se realiz6 una diferenciacion por tipo

de defecto ni se contabilizoé la cantidad de estructuras alteradas por individuo.

7. Analisis estadisticos

Se empled el software SigmaPlot 14.0 para el procesamiento y andlisis estadistico de los datos,
mientras que para el disefio de los graficos se utilizo el software GraphPad Prism version 8.0.1.

Los valores de p menores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Anexo de protocolos generales: Medios y Soluciones

Nematode Growth Medium (NGM)

NaCl
Bacto-Agar
Peptona (Tripteina Bacteriologica)

ddH,O

3g

20g
25¢g
csp. 1L

A continuacion, se debe autoclavar y luego enfriar a 60° C para agregar:

IM CaCl,

5 mg/ml Colesterol en etanol
IM MgSO4

IM KPO4 pH 6.0

Medio LB (1 L de solucion)

Extracto de levadura

Peptona (Tripteina Bacteriologica)
NaCl

ddH,O

Ajustar a pH 7,0 con NaOH

Buffer de lisis 2x (60 mL de solucion)

KCI 1M

Tris (pH 8,3)

MgCl, IM

IGEPAL 100% (o NP40)
Tween-20 100%
Gelatina 1%

Proteinasa K 20 mg/mL
ddH.O

I mL
I mL
1 mL

25mL

5g
10g
10g
c.s.p. 1L

6 mL
1,2 mL
300 uL
540 uL
540 uLL
1,2 mL
600 uL
49,6 mL
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Gel de agarosa para electroforesis al 1% (25 mL)

e Agarosa 0,25¢g

e TAE IX 25 mL
e Bromuro de etidio 1ulL

50 x TAE (1L de solucién)

e Tris Base 242 ¢

e Acido acético glacial 57,1g
e Na,EDTA-2H,O 372 ¢g

e ddH.O c.s.p. 1L

Verificar que el pH sea 8.5

Agarosa al 2% para Pads de microscopia (30 mL)

Agarosa 0,6 g
M9 30 mL

M9 (1 L de solucion)

Na,HPO,
KH>PO4
NaCl
NH.4Cl
ddH.O

58¢g
30g
0,5¢g
10g
c.s.p. 1L

Autoclave (121 °C, 15 min)
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RESULTADOS

Impacto de las mutantes en nlg-1y nrx-1 en el balance E/I

Para dar respuesta al primer objetivo de este trabajo evaluamos diferentes comportamientos en los
cuales impacta el balance E/I.

Primeramente, nos centramos en determinar la sensibilidad a drogas colinérgicas en la unién
neuromuscular. En C. elegans la unién neuromuscular recibe sefales excitatorias (colinérgicas) e
inhibitorias (GABAZérgicas) para controlar la contraccion y relajacion muscular, lo que hace que sea un
sistema simple y accesible para el estudio del desbalance E/I. Para esto evaluaremos el tiempo en que tarda
en inducirse la paralisis en mutantes nulos en nlg-1 y nrx-1 al ser expuestos al levamisol. El levamisol al ser
un agonista de receptores Colinérgicos produce una hipercontraccion y paralisis muscular. Al entrar en
contacto con esta droga la paralisis se da con el transcurso del tiempo, y es dependiente de la concentracion.
Se considera que aquellos animales que tardan mas en paralizarse que un wild-type (o directamente no se

paralizan) presentan cierto grado de resistencia, y en caso contrario, hipersensibilidad.

Otro comportamiento relacionado con el balance E/I es la respuesta de escape, que puede ser
evaluada para analizar la funcion neuromuscular. Esta consiste en una locomocion en reversa seguida de un
giro en omega, que permite al animal cambiar bruscamente de direccion, alejandose del estimulo aversivo.
Durante este giro, se produce una contraccion pronunciada de los musculos ventrales, junto con una
relajacion coordinada de los musculos dorsales. La contraccion ventral es mediada por neuronas motoras
colinérgicas, mientras que la relajacion dorsal depende criticamente de la inhibicion ejercida por neuronas
motoras GABAérgicas. Si esta inhibicion es deficiente, como puede ocurrir ante un desbalance E/I, el giro
en omega se ve comprometido. Aprovechando esta caracteristica, evaluamos la eficacia del giro en omega

en mutantes nlg-1 y nrx-1, para analizar el impacto de estas mutaciones en la sefializacion neuromuscular.

Mutantes nrx-1 afectan la paralisis inducida por levamisol

Para evaluar posibles alteraciones en la neurotransmision colinérgica a nivel de la union
neuromuscular, se empled un ensayo de paralisis inducida por levamisol. El tiempo que tarda cada gusano
en paralizarse puede utilizarse como indicador indirecto de la sensibilidad a la estimulacion colinérgica.

Como se muestra en la Figura 7, los mutantes n/g-/ no presentan diferencias significativas en la

cinética de paralisis respecto de los animales wild-#ype.
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En el caso de los mutantes nrx-1, se encontrd que estos presentaron un cambio en la sensibilidad al
levamisol, presentando una paralisis mas rapida en comparacion con los animales wild-type. Si bien la
tendencia de mayor sensibilidad se ve en toda la curva, llegando rapidamente a la saturacion del efecto,
solamente en los primeros tiempos de evaluaciéon (30 y 60 minutos), pudimos determinar diferencias

significativas (p < 0,05).
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Figura 7. Sensibilidad a levamisol en C. elegans: Comparacion entre animales wild-fype y mutantes nulos en neurexina y
neuroligina

Los graficos representan el porcentaje de animales paralizados en funcidn del tiempo tras el contacto inicial con levamisol 0,5 mM. Los animales
fueron evaluados a intervalos de 30 minutos y se cuantifico la cantidad de animales que no responden al estimulo. Se realizaron al menos cuatro
ensayos independientes por condicion, utilizando entre 22 y 30 animales en cada ensayo. Los datos se representan como media + desvio estandar. Se

utiliz6 la prueba t de Student para comparar las medias en cada tiempo.

Mutantes nrx-1 y nlg-1 presentan una respuesta de escape deficiente frente a estimulos mecanicos

El giro en omega es un componente fundamental de la respuesta de escape en C. elegans, la
ejecucion adecuada de este giro depende de una contraccion y relajacion coordinada de la musculatura
corporal, un proceso que requiere de una neurotransmision GABAérgica funcional. Cuando esta sefial esta
comprometida, el gusano no logra realizar el giro de manera completa, resultando en una trayectoria de
escape menos efectiva. Por este motivo, este ensayo se utiliza como un indicador indirecto del

funcionamiento de la sefial inhibitoria.
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En este contexto, se analiz6 la frecuencia de giros en omega completos en animales mutantes nulos
para nlg-1 y nrx-1. Como se muestra en la Figura 8, los animales wild-type presentaron un alto porcentaje
de giros completos tras la estimulacion (89% = 7,4). En cambio, los mutantes nlg-1 mostraron una reduccion
significativa (75% = 8,9; p < 0,05), lo que sugiere una afectacion moderada de la sefial GABA¢érgica.

En los mutantes nrx-1, el defecto fue mas severo, con solo un 40% =+ 11,5 de giros completos, en
comparacion con el 77,5% =+ 8,6 de sus respectivos controles (p < 0,01).

Estos resultados indican una menor eficiencia en la ejecucion del giro en omega en ambos mutantes

en comparacion con el grupo control.
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Figura 8. Efecto de la pérdida de neuroligina y neurexina en la ejecucion del giro en omega en C. elegans
El grafico representa el porcentaje de animales que realizan un giro en omega completo o cerrado tras estimulacion mecéanica de
la region anterior (ver seccion Materiales y Métodos). Se realizaron 5 ensayos independientes con 20 animales para cada

condicion. Los datos se representan como media + desvio estandar. Se utilizé la prueba t de Student para comparar las medias.

Efectos de las mutantes nlg-1y nrx-1 en la morfologia neuronal

Para dar respuesta al segundo objetivo de este trabajo observamos la morfologia de las neuronas
involucradas en el balance E/I. Los cuerpos celulares de las neuronas motoras colinérgicas (excitatorias) y
GABA¢érgicas (inhibitorias) que inervan los musculos de la pared corporal se encuentran en el cordon
nervioso ventral, y un subconjunto extiende comisuras de proceso unico al cordon nervioso dorsal (Fig. 9).
Las comisuras han demostrado ser utiles para estudiar defectos en el desarrollo o mantenimiento de las

neuronas motoras. Esta estructura es conservada en todos los animales.
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Para evaluar posibles alteraciones morfologicas, utilizamos lineas reporteras que expresan
proteinas fluorescentes especificas de cada tipo neuronal, lo cual permiti6 visualizar mediante microscopia

de fluorescencia la organizacion y estructura de estas neuronas.

DVB D-type motor neurons RIS AVL

Figura 9. Distribucion de neuronas GABAérgicas en C. elegans. (A) Micrografia fluorescente de un hermafrodita adulto

de C. elegans tefiido con un antisuero anti-GABA. Hay 26 neuronas que se tifien para GABA. La parte anterior estd a la
derecha y se muestra el lado derecho del cuerpo. Barra de escala = 0,10 mm. (B) Dibujo esquematico de las posiciones de las
26 neuronas que contienen GABA. Imagen tomada de MclIntire SL. GABA, WormBook, ed. The C. elegans Research

Community, WormBook, 2006. Disponible en: http://www.wormbook.org/chapters/www_gaba/gaba.html

Mutantes nulas en neuroligina no presentan diferencias significativas en defectos en las comisuras de

las motoneuronas

Mediante ensayos de microscopia de fluorescencia, analizamos la morfologia de las neuronas
motoras colinérgicas y GABAérgicas en animales en el estadio L4, tanto wild-type como mutantes nlg-1.
Para esto utilizamos lineas transgénicas que expresan GFP bajo el promotor unc-17 y mCherry bajo el
promotor unc-47, en background genético salvaje y en las cruzas obtenidas en esta tesina (background nulo
en nlg-1). En animales wild-type no pudimos detectar errores en las comisuras de neuronas colinérgicas ni
GABA¢érgicas. Al analizar los errores en los animales n/g-1, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la frecuencia de defectos en las comisuras, en comparacion con los animales wild-type.
Cabe destacar que en este analisis se registr6 Unicamente si cada individuo presentaba o no defectos
morfologicos en las comisuras, sin discriminar el tipo de alteracion ni la cantidad de estructuras afectadas.
Esta estrategia binaria permitio evaluar de forma general la incidencia de errores en cada cepa.

En nuestro analisis, un 7,5% % 4,2% de los mutantes presentd defectos en las comisuras de neuronas
GABAérgicas (Fig. 10), mientras que un 6% =+ 3,3% mostré defectos en neuronas colinérgicas (Fig. 11). En
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el grupo wild-type, no se detectaron errores en ninguno de los individuos analizados (0/40 animales). Estos
resultados se resumen en la Figura 12, donde se observa que el porcentaje de animales con comisuras
defectuosas fue bajo en todos los grupos analizados, sin diferencias estadisticamente significativas entre los

mutantes nlg-1 y los animales wild-type.

Corddn nervioso dorsal

|

Bo.

Corddn nervioso ventral

Figura 10. Disposicion de las motoneuronas GABAérgicas observadas bajo microscopia de fluorescencia. (A) Imagen en vista
lateral de un animal wild-type que expresa mCherry bajo el promotor unc-47, marcando neuronas GABAérgicas. Se observa la disposicion
tipica de las comisuras entre los cordones dorsales y ventrales. (B) Imagen representativa de un animal mutante nulo en neuroligina (nlg-1)

que presenta defectos morfologicos en las comisuras. a. defectos en migracion, b. defectos de guiado y c. defecto de ramificacion.
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Cordon nervioso ventral

Figura 11. Disposicion de las motoneuronas colinérgicas observadas bajo microscopia de fluorescencia. (A) Imagen en vista lateral de
un animal wild-type que expresa GFP bajo el promotor unc-17, marcando neuronas motoras colinérgicas. Se observa la disposicion tipica de
las comisuras entre los cordones dorsales y ventrales. (B) Imagen de mutantes nulas en neuroligina que presentan mutaciones en las

neuronas motoras colinérgicas. a. defectos de migracion vy b. defectos de guiado.
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Figura 12. Porcentaje de animales con defectos morfolégicos en las comisuras de motoneuronas colinérgicas y GABAérgicas. Se
muestra el porcentaje de animales que presentan defectos morfoldgicos en las comisuras de motoneuronas colinérgicas (unc-17p::GFP)
y GABAérgicas (unc-47p::mCherry) en animales C. elegans con background genético wild-type o mutantes nulos para nlg-1. Se
analizaron al menos 40 animales por condicion en multiples réplicas independientes. Los datos se expresan como media + desvio

estandar. No se observaron diferencias significativas entre grupos.
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Discusion

Los trastornos del neurodesarrollo, incluyendo los trastornos del espectro autista (TEA), se han
asociado fuertemente con alteraciones en el equilibrio entre la neurotransmision excitatoria e inhibitoria
(E/T) en el sistema nervioso central. Este delicado balance es esencial para el procesamiento sensorial, la
ejecucion motora y la funcion cognitiva, y su disrupcion puede tener consecuencias funcionales profundas.
A nivel molecular, este equilibrio esta mediado por multiples componentes sinapticos, entre ellos las
proteinas de adhesion transindptica neurexina y neuroligina, cuya interaccion regula la formacion,
maduracion y especificidad de las sinapsis excitatorias e inhibitorias.

En este trabajo se explord el impacto de la pérdida de funcion de nig-I (neuroligina) y nrx-1
(neurexina) en Caenorhabditis elegans, un modelo genético ampliamente validado para el estudio de
mecanismos sinapticos conservados. A pesar de que el sistema nervioso de C. elegans es relativamente
simple, los principios basicos de organizacion sindptica y neurotransmision estan altamente conservados
con los de vertebrados, incluyendo la expresion y funcion de ortdlogos de genes humanos implicados en
TEA.

Los resultados obtenidos sugieren que la pérdida de funcion de neuroligina no provoca defectos
morfoldgicos significativos, ya que no se observaron diferencias en la frecuencia de errores en las comisuras
en neuronas GABAérgicas y colinérgicas, entre animales n/g-/ y los controles wild-type. Si bien se
registraron comisuras defectuosas en un pequefio nimero de animales mutantes, estos hallazgos no permiten
concluir un efecto estructural consistente de n/g-7 en este contexto, y deberan ser interpretados con cautela
hasta contar con un mayor numero de réplicas. A pesar de ello, estos mutantes presentaron una disminucion
significativa en la frecuencia de giros omega durante la respuesta de escape, lo que sugiere un efecto
funcional relevante y amerita un estudio mas profundo.

A nivel funcional, los mutantes nrx-1 mostraron una hipersensibilidad a levamisol, un agonista de
los receptores colinérgicos de la union neuromuscular, lo cual sugiere una posible desregulacion de la
inhibicion GABAérgica o una alteracion en la homeostasis sinaptica que afecta el tono muscular. Por otro
lado, estos mutantes también presentaron una disminucién en la frecuencia de giros omega completos
durante la respuesta de escape, una conducta que depende criticamente de la coordinacion precisa entre
sefiales excitatorias colinérgicas e inhibitorias GABAérgicas. Esta alteracion sugiere un desbalance
funcional en los circuitos motores, y es congruente con hallazgos previos que vinculan mutaciones en genes
sinapticos con fallas en la ejecucion motora y en la plasticidad de respuesta.

Cabe destacar que, si bien se observaron algunas variaciones interexperimentales en los controles
wild-type, especialmente en los ensayos de paralisis por levamisol, las diferencias entre mutantes y controles
fueron consistentes en su direccion y tendencia a lo largo de multiples réplicas independientes. Estas
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variaciones pueden atribuirse a factores técnicos comunes en este tipo de ensayos, como la variabilidad en
la absorcion del farmaco o condiciones ambientales durante la prueba (temperatura, grosor de la capa
bacteriana, etc.). A pesar de ello, la reproducibilidad relativa de los resultados en los mutantes permite
sostener con solidez las conclusiones funcionales.

Es importante destacar que los efectos funcionales observados fueron mas marcados en los mutantes
nrx-1 que en los mutantes n/g-1. Mientras que nlg-1 mostrd alteraciones estructurales leves y una reduccion
moderada en la respuesta de escape, nrx-1 presentd fenotipos funcionales mas evidentes, incluyendo una
hipersensibilidad pronunciada a levamisol. Esta diferencia podria deberse a la localizacion y al rol que cada
proteina cumple en la sinapsis: las neuroliginas actiian principalmente del lado postsindptico, donde
modulan la estabilizacidn de receptores y la maduracion sinaptica, mientras que las neurexinas se localizan
en la membrana presindptica, participando en la organizacion de los sitios de liberacion, el anclaje vesicular
y la regulacién de la maquinaria de exocitosis. Al estar directamente involucradas en los procesos que
controlan la liberacién de neurotransmisores, la pérdida de nrx-I podria afectar de forma mas directa y
global la eficacia de la transmision sinaptica. Esta diferencia funcional entre ambas proteinas podria
contribuir a explicar por qué los fenotipos en nrx-1 resultan mas notorios que los observados en nig-1.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan el papel funcional de n/g-1 y nrx-1 como moduladores claves
del equilibrio E/l en C. elegans. Aunque se trata de un sistema nervioso simple, este modelo permitid
identificar alteraciones estructurales y funcionales asociadas a la pérdida de estas proteinas, lo que refuerza
su relevancia en la organizaciéon y funcionamiento de los circuitos neuronales. Estos hallazgos aportan
evidencia sobre mecanismos conservados en la evolucion y destacan el valor de C. elegans para estudiar
genes implicados en trastornos del neurodesarrollo.

Ademés, durante el desarrollo de esta tesina obtuve el entrenamiento basico necesario para trabajar
con el modelo C. elegans. Me capacité en el cultivo, la realizacion de ensayos comportamentales y de
microscopia, mas alla de adquirir las herramientas necesarias para diseflar un experimento y analizar los
datos obtenidos con rigurosidad cientifica. Los resultados de esta tesina son prometedores en cuanto al
establecimiento de relaciones entre mutaciones reportadas en ciertos pacientes con TEA y sus repercusiones
en el sistema nervioso y sientan las bases para la proyeccion de futuros experimentos. Mas alla de que no
llegamos a analizar los cambios morfoldgicos ocasionados en las neuronas GABAérgicas y colinérgicas en
las mutante nulas nrx-1, ya hemos obtenido las mutantes dobles, entre los reporteros fluorescentes y la
mutante, por lo que proximamente se avanzara con los estudios de microscopia en estas mutantes.

En un futuro, se espera poder reproducir en estos modelos, las mutaciones reportadas en los

pacientes con TEA, para generar modelos mas precisos.
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