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Resumen

Candidato: Sebastian Giunti
Director: Dr. Diego Herndn Rayes

Co-Directora: Dra. Maria José De Rosa

Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Bahia Blanca — CONICET

“Busqueda de potenciales agentes quimioterdpicos para los trastornos del
espectro autista (TEA) utilizando Caenorhabditis elegans como modelo de

estudio”

El sistema nervioso (SN) es el principal centro de coordinacidn y regulacion en los animales,
responsable tanto de las funciones voluntarias, como el movimiento y el comportamiento, como
de las funciones auténomas, tales como la respiracién, la digestién y el control del ritmo
cardiaco, ademas de procesos sofisticados tales como la percepcién, la memoria y el
aprendizaje. Su desarrollo es un proceso complejo que incluye proliferacion celular,
diferenciacidn y sinaptogénesis. Las fallas durante este proceso pueden acarrear consecuencias
leves o severas, y pueden conducir a diversos fenotipos neurolégicos denominados
comunmente desérdenes del neurodesarrollo (DND). Entre ellos, el Trastorno del Espectro
Autista (TEA), es uno de los DND mds prevalentes, afectando a mas del 2% de la poblacidn. Este
tipo de trastornos es tipicamente de origen multifactorial, entre los que se destacan factores
genéticos, epigenéticos y ambientales. Entre la enorme bateria de genes cuyas mutaciones
aumentan enormemente la probabilidad de desarrollar TEA se encuentra PTEN. Tipicamente
vinculadas con la aparicién de tumores, las mutaciones en PTEN han sido vinculadas cada vez
mas con la aparicidon de DND, incluyendo TEA, macrocefalia y otros fenotipos neuropsiquiatricos.
A pesar de la enorme evidencia que indica la correlacidn entre estas mutaciones y el desarrollo
del TEA, no se conocen con precision los mecanismos moleculares por los cuales las fallas en
este gen terminan comprometiendo los procesos normales del neurodesarrollo. En lo que
respecta a tratamientos para el TEA (y en general para varios DND), no existen abordajes
terapéuticos que hayan demostrado altos niveles de eficacia en la mejora de los sintomas

centrales como dificultades en la comunicaciéon y patrones de comportamiento repetitivos.
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Actualmente, las estrategias terapéuticas se enfocan principalmente en intervenciones
educativas y conductuales para mejorar la calidad de vida de los pacientes y sus familias, y

medicamentos para manejar las comorbilidades.

En los ultimos afios, ha surgido un creciente interés en las dietas cetogénicas (DCs) como una
herramienta terapéutica promisoria. Este tipo de regimenes alimentarios, caracterizados por
una ingesta baja de carbohidratos, moderada de proteinas y alta de grasas, han sido utilizados
con relativo éxito en algunos pacientes con epilepsia refractaria. Existe evidencia, ademas, que
la DC es también capaz de revertir endofenotipos del TEA en humanos y en modelos murinos
inducidos por acido valproico. Al igual que la restriccion dietaria, la DC induce un estado de
cetosis en la que se producen los metabolitos acetona, acetoacetato y B-Hidroxibutirato (BHB),
denominados comunmente cuerpos cetdnicos (CCs). Estos compuestos, ademas de servir como
fuente alternativa de energia a la glucosa, podrian desempefiar un papel crucial en la regulacién
de procesos celulares alterados en el TEA. Sin embargo, el mecanismo molecular que subyace a
los beneficios de la DCy los CCs estd aun lejos de ser dilucidado. Resulta evidente entonces, que,
para la creacién de estrategias terapéuticas eficientes, es imperante avanzar en el conocimiento

biolégico fundamental que subyace a este tipo de desdrdenes.

Una de las mayores barreras que histéricamente dificulté las disciplinas que abordan el estudio
del SN, es la extrema complejidad que este sistema tiene en los mamiferos. En este contexto, el
surgimiento de Caenorhabditis elegans como modelo de investigacion ha sido fundamental para
el avance de diversas disciplinas cientificas. La simplicidad de su SN, junto con el rapido ciclo de
vida que lo caracteriza y la facilidad para realizar manipulaciones genéticas y ensayos
farmacoldgicos, han permitido lograr avances significativos en los campos de la neurobiologia,
biologia del desarrollo y otras areas de la biomedicina. Ademas, su pequefio tamafio y la
capacidad de generar un gran numero de individuos en poco tiempo facilitan estudios de gran
escala, haciéndolo una plataforma versatil y econdmica para la investigacién cientifica. En la
presente tesis, nos propusimos explorar las bases moleculares subyacentes a las disfunciones
del neurodesarrollo utilizando C. elegans como modelo. Especificamente, se buscé dilucidar los
eventos celulares y moleculares asociados a la mutacion del gen daf-18 (homdlogo de PTEN en
C. elegans) y evaluar las consecuencias funcionales de estas mutaciones. Adicionalmente,
abordamos una estrategia farmacolégica que busca revertir los fenotipos alterados, basandonos
fundamentalmente en los CCs y las investigaciones previas que reportan el potencial de los

mismos en el mejoramiento de numerosas funciones biolégicas.
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En la primera seccidon, nos propusimos estudiar la via PI3K/AKT/FOXO. Esta via se encuentra
altamente conservada y presenta sus respectivos homélogos en C. elegans, como daf-18
(homdlogo de PTEN) y daf-16 (homélogo de FOXO, una importantisima familia de factores de
transcripcién), entre otros. Como un abordaje inicial, evaluamos los fenédmenos asociados a la
pérdida de funcién de este gen, fundamentalmente sobre el desarrollo del SN y sus

consecuencias funcionales.

Se ha postulado que una caracteristica frecuente en individuos con diversos trastornos
neurolégicos es la presencia de un desequilibrio entre los sistemas de sefializacién excitatorios
e inhibitorios (E/I), hacia una mayor preponderancia del sistema excitatorio. A diferencia de lo
qgue ocurre en humanos, en C. elegans existe, a nivel de las uniones neuromusculares, tanto
sefializacion GABAérgica inhibitoria como colinérgica excitatoria, lo que permite el uso de este
modelo nematode como una plataforma para el estudio del balance E/I. Alteraciones en este
equilibrio pueden desencadenar fenotipos de movimiento, asi como diferentes sensibilidades a
compuestos moduladores de dichos sistemas. En base a ello, y como una primera aproximacién,
realizamos ensayos con los fdrmacos estimulantes del sistema colinérgico excitatorio aldicarb y
levamisol, los cuales poseen un poder predictivo validado para la evaluacién funcional de dichos
sistemas. Los resultados de estos ensayos demostraron que mutantes daf-18 y daf-16 presentan
una hipersensibilidad a los mismos, sugiriendo un posible desbalance entre los sistemas
neuromotores E/I. Adicionalmente, en estos mutantes, encontramos otros fenotipos
neuromotores fuertemente vinculados a deficiencias E/I, como un acortamiento excesivo de la
longitud corporal luego de la estimulacion mecdanica en la regidon anterior, y una menor
proporcién de giros en omega cerrados durante la respuesta de escape. Mas aun, mediante
optogenética, observamos que la activacidon de neuronas GABAérgicas, tanto en animales daf-
18 como daf-16, resulté en un alargamiento del cuerpo de menor magnitud a la observada en
animales salvajes. Por otro lado, la estimulacidn neuronal colinérgica en estos mutantes produjo
una contraccidn exagerada del cuerpo. Al analizar el estado morfoldgico de las motoneuronas
mediante reporteros fluorescentes, pudimos comprobar que tanto mutantes daf-18 como daf-
16 presentan defectos morfolégicos en comisuras de neuronas tipo D pertenecientes al sistema
GABAérgico, pero no asi defectos evidentes en comisuras del sistema colinérgico. Estas
aberraciones son visibles ya en el primer estadio larval L1, y son parcialmente rescatadas por la
expresion especifica de daf-18 en neuronas GABAérgicas. Estos defectos morfoldgicos en
motoneuronas GABAérgicas, presentes desde estadios muy tempranos del desarrollo, sugieren
gue mutaciones en estos genes podrian estar comprometiendo el neurodesarrollo y

consecuentemente ocasionando fenotipos locomotores como los observados. Dado que daf-18
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modula negativamente la via de sefializacidn similar a insulina (es decir, la via ILPs/AGE-1/AKT,
homoéloga a la via insulina/PI3K/AKT en mamiferos), la pérdida de funcién de daf-18 afecta la
actividad del factor de transcripcion DAF-16. Nuestros resultados revelaron que todos los
fenotipos observados estan también presentes en mutantes daf-16 en similar magnitud, tanto
en mutantes simples como en dobles. Los fenotipos alterados, no fueron observados, en cambio,
en mutantes de genes clave para otras vias intimamente relacionadas con daf-18, como la via
de TOR. Esto es indicativo de que la mayoria de los fenotipos alterados podrian deberse a la
disminucién de la funcionalidad del factor de transcripcién DAF-16, producto de la pérdida de

funcién de daf-18.

En la segunda seccién nos propusimos abordar el estudio de los efectos de los CCs,
especificamente el BHB, por su posible valor terapéutico para el tratamiento de ciertos
desérdenes que involucran al SN. Resulta destacable que el BHB, el principal CC bajo DC y
restriccion dietaria, ha demostrado mejorar numerosos indicadores en C. elegans, como la
resistencia al estrés, termotolerancia, longevidad, asi como también disminucién de agregados
proteotdxicos en modelos de Parkinson y Alzheimer. Mas interesante aln, es que entre los
mecanismos de accidon propuestos para los beneficios del BHB se encuentra su potencial para
aumentar la actividad de FOXO, y el consecuente aumento de la expresién de numerosos genes
citoprotectores. Este escenario resulta promisorio para el uso de este compuesto en aquellos
casos en los que FOXO presenta baja actividad por mutaciones que modulan positivamente la
via PI3K/AKT, via que regula negativamente la actividad de este factor de transcripcidn.
Observamos que la incubacion previa con BHB durante todo el desarrollo mejoré el fenotipo de
acortamiento excesivo en la respuesta de escape ante un estimulo mecdnico, asi como también
el de hipersensibilidad a los farmacos estimulantes de la actividad colinérgica aldicarb y
levamisol en mutantes daf-18. Adicionalmente, pudimos comprobar que el BHB rescata los
fenotipos de sobrealargamiento e hipercontraccién tras la estimulacién optogenética en los
sistemas GABAérgico y colinérgico, respectivamente. La exposicién a BHB también logré
aumentar el porcentaje de giros en omega cerrados durante la respuesta de escape tras la
estimulacién mecdanica en daf-18, y de reducir de manera significativa los defectos morfolégicos

de las motoneuronas GABAérgica.

Dado que ninguna de estas mejoras fueron observadas en mutantes daf-16 o dobles mutantes
daf-18;daf-16, nuestros resultados indican que los beneficios obtenidos mediante la exposicidn
a este metabolito podrian explicarse por su capacidad de modular la actividad del factor de
transcripcién DAF-16. Finalmente, pudimos determinar que existe una etapa critica para

observar los efectos beneficiosos del BHB. Mediante exposiciones en diversas ventanas
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temporales comprobamos que una breve exposicion al BHB durante el desarrollo temprano fue
suficiente para revertir varios de estos fenotipos, mientras que exposiciones tardias no

mostraron dichos beneficios.

En conjunto, los resultados de la presente tesis demuestran el enorme potencial del uso del
modelo C. elegans como una plataforma eficiente para el estudio de aquellas mutaciones que
comprometen el neurodesarrollo. Los fenotipos descriptos pueden servir como base para la
elaboracion de flujos de trabajo que apunten a la evaluacion de compuestos con potencial
terapéutico. Ademas, los resultados obtenidos constituyen un paso clave hacia la comprensién
de los mecanismos de accidn de los CCs, fundamentalmente del BHB, y su posible uso en
trastornos asociados con mutaciones en genes claves de la via de PI3K/AKT/FOXO,

enormemente implicada en los procesos de neurodesarrollo.
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"Search for potential chemotherapeutic agents for autism spectrum
disorders (ASD) using Caenorhabditis elegans as a model"

The nervous system (NS) is the primary center for coordination and regulation in animals,
responsible for both voluntary functions, such as movement and behavior, and autonomic
functions, such as breathing, digestion, and heart rate control, as well as sophisticated processes
such as perception, memory, and learning. Its development is a complex process that includes
cell proliferation, differentiation, and synaptogenesis. Failures during this process can lead to
mild or severe consequences and may result in various neurological phenotypes commonly
referred to as neurodevelopmental disorders (NDDs). Among these, Autism Spectrum Disorder
(ASD) is one of the most prevalent NDDs, affecting over 2% of the population. This type of
disorder is typically multifactorial, involving genetic, epigenetic, and environmental factors.
Among the vast array of genes whose mutations greatly increase the likelihood of developing
ASD is PTEN. Typically associated with tumor development, PTEN mutations have been
increasingly linked to the emergence of NDDs, including ASD, macrocephaly, and other
neuropsychiatric phenotypes. Despite the overwhelming evidence indicating a correlation
between these mutations and ASD development, the molecular mechanisms through which

PTEN dysfunction compromises normal neurodevelopment remain unclear.

Regarding treatments for ASD (and many other NDDs), there are no therapeutic approaches that
have demonstrated high efficacy in improving core symptoms, such as communication
difficulties and repetitive behavior patterns. Current therapeutic strategies primarily focus on
educational and behavioral interventions to improve patients’ and families’ quality of life, as

well as medications to manage comorbidities.
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In recent years, ketogenic diets (KDs) have garnered growing interest as a promising therapeutic
tool. These dietary regimens, characterized by low carbohydrate and high fat and protein intake,
have been used with relative success in some patients with refractory epilepsy. Moreover,
evidence suggests that KDs can also reverse ASD endophenotypes in humans and valproic acid-
induced murine models. Like dietary restriction, KDs induce a state of ketosis in which the
metabolites acetone, acetoacetate, and B-hydroxybutyrate (BHB)—commonly known as ketone
bodies (KBs)—are produced. These compounds, besides serving as an alternative energy source
to glucose, may play a crucial role in regulating cellular processes altered in ASD. However, the
molecular mechanisms underlying the benefits of KDs and KBs remain far from elucidated. It is
thus evident that advancing fundamental biological knowledge of these disorders is imperative

for the development of effective therapeutic strategies.

One of the greatest historical barriers to disciplines addressing the study of the NS is the extreme
complexity of this system in mammals. In this context, the emergence of Caenorhabditis elegans
as a research model has been pivotal for advancements in various scientific disciplines. The
simplicity of its NS, combined with its rapid life cycle, and the ease of performing genetic
manipulations and pharmacological assays, has enabled significant progress in the fields of
neurobiology, developmental biology, and other areas of biomedicine. Furthermore, its small
size and the ability to generate a large number of individuals in a short time facilitate large-scale

studies, making it a versatile and cost-effective platform for scientific research.

In this thesis, we aimed to explore the molecular bases underlying neurodevelopmental
dysfunctions using C. elegans as a model. Specifically, we sought to elucidate the cellular and
molecular events associated with mutations in the daf-18 gene (C. elegans homolog of PTEN)
and to evaluate the functional consequences of these mutations. Additionally, we investigated
a pharmacological strategy aimed at reversing altered phenotypes, focusing primarily on KBs

and prior research reporting their potential to improve numerous biological functions.

In the first section, we studied the PI3K/Akt/FOXO pathway. This pathway is highly conserved
and has its respective homologs in C. elegans, such as daf-18 (PTEN homolog) and daf-16 (FOXO
homolog, a crucial family of transcription factors), among others. As an initial approach, we
evaluated phenomena associated with the loss of function of this gene, focusing on NS

development and its functional consequences.

It has been proposed that a common characteristic in individuals with various neurological
disorders is an imbalance in excitatory and inhibitory signaling systems (E/1), favoring excitatory

signaling. Unlike humans, C. elegans exhibits both inhibitory GABAergic and excitatory
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cholinergic signaling at the neuromuscular junctions, making this nematode model a platform
for studying the E/I balance. Alterations in this balance can trigger locomotion phenotypes and
varying sensitivities to compounds modulating these systems. Based on this, and as an initial
approach, we conducted assays with excitatory cholinergic system stimulants aldicarb and
levamisole, validated predictive tools for functional evaluation of these systems. Results from
these assays showed that daf-18 and daf-16 mutants exhibit hypersensitivity to these
compounds, suggesting a possible imbalance in E/I neuromotor systems. Additionally, in these
mutants, we identified other neuromotor phenotypes strongly linked to E/I deficiencies, such as
excessive body shortening following anterior mechanical stimulation and a lower proportion of
closed omega turns during escape responses. Furthermore, optogenetic activation of GABAergic
neurons in daf-18 and daf-16 mutants resulted in less pronounced body elongation compared
to wild-type animals. Conversely, cholinergic neuronal stimulation in these mutants caused
exaggerated body contraction. Morphological analysis of motoneurons using fluorescent
reporters revealed defects in commissures of D-type GABAergic neurons in both daf-18 and daf-
16 mutants, but no evident defects in cholinergic system commissures. These abnormalities are
visible as early as the L1 larval stage and are partially rescued by the specific expression of daf-
18 in GABAergic neurons. These morphological defects in GABAergic motoneurons, present
from very early developmental stages, suggest that mutations in these genes may compromise
neurodevelopment and consequently lead to the observed locomotor phenotypes. Since daf-18
negatively modulates the insulin-like signaling pathway (i.e., the ILPs/AGE-1/AKT pathway,
homologous to the insulin/PI3K/AKT pathway in mammals), the loss of daf-18 function affects
the activity of the transcription factor DAF-16. Our results revealed that all observed phenotypes
are also present in daf-16 mutants to a similar extent, in both single and double mutants.
However, the altered phenotypes were not observed in mutants of key genes in other pathways
closely related to daf-18, such as the TOR pathway. This suggests that most altered phenotypes
may be due to reduced functionality of the DAF-16 transcription factor, resulting from the loss

of daf-18 function.

In the second section, we studied the effects of KBs, specifically BHB, due to its potential
therapeutic value for treating certain NS-related disorders. Remarkably, BHB—the main KB
under KD and dietary restriction—has been shown to improve numerous indicators in C.
elegans, such as stress resistance, thermotolerance, longevity, and reduction of proteotoxic
aggregates in Parkinson’s and Alzheimer’s models. Even more intriguing is that one proposed
mechanism of action for BHB's benefits is its potential to enhance FOXO activity, consequently

increasing the expression of numerous cytoprotective genes. This scenario is promising for using
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this compound in cases where FOXO activity is reduced due to mutations that positively regulate

the PI3K/AKT pathway, which negatively regulates this transcription factor.

We observed that prior incubation with BHB throughout development improved the phenotype
of excessive shortening during the escape response to mechanical stimuli, as well as
hypersensitivity to the cholinergic activity stimulants aldicarb and levamisole in daf-18 mutants.
Additionally, BHB exposure rescued the overelongation and hypercontraction phenotypes
following optogenetic stimulation of GABAergic and cholinergic systems, respectively. BHB also
increased the percentage of closed omega turns during the escape response to mechanical
stimulation in daf-18 mutants and significantly reduced morphological defects in GABAergic
motoneurons. Since none of these improvements were observed in daf-16 mutants or daf-
18;daf-16 double mutants, our results suggest that the benefits obtained through exposure to

this metabolite may be explained by its ability to modulate DAF-16 transcription factor activity.

Finally, we determined a critical period for observing BHB’s beneficial effects. Through exposure
during various temporal windows, we found that brief early developmental exposure to BHB

was sufficient to reverse several phenotypes, whereas late exposures did not yield such benefits.

Together, the results of this thesis demonstrate the enormous potential of C. elegans as an
efficient platform for studying mutations that compromise neurodevelopment. The described
phenotypes may serve as a foundation for developing workflows aimed at evaluating
compounds with therapeutic potential. Furthermore, the findings represent a key step toward
understanding the mechanisms of action of KBs, primarily BHB, and their potential use in
disorders associated with mutations in key genes of the PI3K/AKT/FOXO pathway, which is

heavily implicated in neurodevelopmental processes.
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Introduccion

El sistema nervioso regula y coordina las funciones del cuerpo

El sistema nervioso (SN) es el principal sistema de control, regulaciéon y comunicacién de los
animales. Es unaintrincada red 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?. El cerebro humano es un sistema complejo en el cual miles de
millones de neuronas son capaces de formar billones de conexiones entre si. Asi mismo, estas
conexiones -denominadas sinapsis- son acompafiadas y estabilizadas por un nimero también
inmenso de células no neuronales®. Como es de esperar, el desarrollo del SN requiere procesos
igualmente complejos y finamente coordinados. Los eventos celulares y moleculares que
orquestan la formacidn del SN durante las primeras etapas del desarrollo de los organismos
incluyen proliferacion, diferenciacién celular, muerte celular programada, migracion,
establecimiento y eliminacién de sinapsis, etc. El adecuado desarrollo del SN es crucial para su
funcionamiento dptimo, y cualquier desviacidn podria llevar desde consecuencias funcionales
leves hasta la inviabilidad del organismo®®. Los desdrdenes del neurodesarrollo (DND) son
trastornos caracterizados por alteraciones en el desarrollo del SN, y afectan a mas del 2% de la
poblacién. Entre ellos, se incluyen epilepsia, discapacidad intelectual, trastornos del espectro
autista (TEA), dificultades especificas de lectura y escritura, hiperactividad, déficit de atencidn,
entre otros'®!, Incluso la esquizofrenia puede ser considerada un desorden del neurodesarrollo,
el cual se manifiesta solamente durante la adultez!>*3. Si bien la etiologia de estos DND es
compleja, existe un consenso de que se originan como consecuencia de factores genéticos,

epigenéticos y/o ambientales*.

El Trastorno del Espectro Autista es un desorden del desarrollo que afecta la

comunicacion y el comportamiento

Dentro de los DND, los Trastornos del Espectro Autista (TEA) son los mas prevalentes. Si bien las

estimaciones varian de acuerdo al criterio de analisis utilizado*¢

, se cree que el TEA afecta
aproximadamente al 2.3% de la poblacion en los Estados Unidos'. Aunque no existen
estadisticas nacionales, la Sociedad Argentina de Pediatria estima que mas de 500 mil argentinos
presentan algun grado de TEA, predominando en varones y sin diferencias entre estratos
sociales o raciales (https://www.sap.org.ar/). El Manual de Diagndstico y Estadistico de los

Trastornos Mentales (DSM, por sus siglas en inglés) es una guia ampliamente utilizada en
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Estados Unidos para el diagndstico de trastornos de salud mental en adultos y nifios. En su ultima
edicion, el DSM-5, el TEA es definido en base a dos dominios principales: (1) dificultades en la
comunicacion e interaccidn social y (2) patrones de comportamiento restringidos, repetitivos y
estereotipados. Ademas, es comun que las personas con TEA presenten diversas alteraciones
conductuales, cognitivas y emocionales, lo que se asocia con la alta incidencia de condiciones
médicas y de salud mental coexistentes, como el trastorno por déficit de atencién e
hiperactividad (TDAH), ansiedad, depresién, fobias, discapacidad intelectual, trastorno del
habla/lenguaje, problemas alimentarios restrictivos/evitativos, trastornos del suefio, problemas
de procesamiento sensorial y condiciones genéticas!®. La presencia de estas condiciones
coexistentes complica aliin mas el reconocimiento, diagndstico y manejo clinico del TEA'/19-21,
En los dltimos anos, ha habido un aumento en las tasas de prevalencia, relacionado en gran
parte con la evolucidn de los criterios de diagndstico?. Existe una amplia variacion fenotipica en
cuanto a las capacidades de comunicacion e interaccién social, y la linea divisoria entre esta
variacion y los TEA a menudo es difusa, lo que hace que tanto el diagndstico como la
identificacién de factores causales sean complicados?. Si bien se postula que |a etiologia del TEA
es compleja y multifactorial, muchos casos tienen una base genética clara, con un alto grado de
heredabilidad, existiendo datos empiricos que indican una correlacién entre multiples

mutaciones en diversos loci genéticos y el riesgo de sufrir esta patologia®*

Las mutaciones vinculadas con el TEA afectan a una variedad de funciones

celulares y procesos bioldgicos

El estudio de la genética de los DND ha experimentado avances significativos en las ultimas
décadas, con la identificacion de mas de mil genes que podrian estar relacionados con estas
patologias?*?>. Algunos de estos genes estan involucrados en la sinaptogénesis y la motilidad de
los axones. Por ejemplo, Neuroliguinas, Neurexinas y las proteinas Shank son contribuyentes
clave de la formacién, funcién y mantenimiento de las arquitecturas sinapticas. Las
Neuroliguinas son proteinas de adhesion celular ubicadas en el lado postsindptico, donde
interactian con las Neurexinas ubicadas en la membrana presindptica?®. Las proteinas Shank
actuan como proteinas de andamiaje en la densidad postsinaptica, facilitando conexiones entre
receptores de neurotransmisores y una variedad de proteinas de membrana. Ademas, enlazan
estos componentes tanto con proteinas sefializadoras como con el citoesqueleto de actina?.
Mutaciones en estos genes estan vinculados con la aparicion de fenotipos asociados a los TEA?®
33, La aparicién de fenotipos de TEA, sin embargo, no se limita a genes vinculados de forma

directa con la estructura sindptica. Existen otros genes relacionados con el TEA que cumplen
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roles criticos en vias bioldgicas esenciales como la organizacién cromosdmica, el ciclo celular y
el metabolismo?343¢_Un ejemplo clasico es PTEN, un gen relacionado con la regulacién del ciclo
celular. Historicamente vinculadas a la aparicion de tumores, en los ultimos 20 afios las
mutaciones en PTEN también se han relacionado fuertemente con la aparicién de TEA y

macrocefalia, destacando su rol critico en el neurodesarrollo?*37-4

. A pesar de estos avances,
sigue siendo un desafio identificar los causales de los DND en cada individuo, ya que la impronta
genética de los mismos puede diferir de un paciente a otro. En algunos casos, por ejemplo, una
Unica mutacién de novo parece ser el origen, mientras que, en otros, la interaccion compleja
entre variantes raras y polimorfismos de diversos genes puede ser los causales'®?°, Se estima
gue aproximadamente un 50% de los casos de TEA surgen por el efecto acumulativo de alelos
comunes que individualmente representan un pequefio grado de riesgo®’. Alrededor del 10% de
las personas diagnosticadas con TEA tienen variaciones en el numero de copias de un gen o
mutaciones genéticas especificas como una de las causas subyacentes. Estas variaciones en el
numero de copias o mutaciones contribuyen a una proporcién mayor en los casos denominados
"simplex" (individuos que son los Unicos en su familia con TEA, sin antecedentes familiares de la
condicién)?¥. Este escenario hace que el estudio de las mutaciones y sus implicancias funcionales
sobre el desarrollo del SN resulte tan complejo, que se han creado grandes bases de datos
especializadas. Algunas bases de datos son especificas para ciertas areas o trastornos. Por
ejemplo, SFARI (Simons Foundation Autism Research Initiative) contiene una base de datos
especifica para TEA; mientras que existen también otras son mas generales para DND o
enfermedades genéticas (SysNDD, ClinvVar, OMIM, etc)?*42%, En este contexto, la correcta
identificacién de genes vinculados con los DND y las consecuencias funcionales especificas de
cada mutacién representa un pilar fundamental en el estudio de estos desérdenes. Si bien la
investigacion basica que utiliza modelos animales estd proporcionando conocimientos claves
sobre las diversas facetas genéticas, todavia es necesaria una mejor comprensién tanto a nivel
genético y molecular como también a nivel de circuitos neuronales®. Sin embargo, el estudio de
las consecuencias funcionales de numerosas mutaciones vinculadas con DND representa un
verdadero desafio debido a la complejidad del SN de los mamiferos. Ya que una gran cantidad
de los genes relacionados con los TEA se encuentran conservados en el reino animal, el estudio
de estos procesos bioldgicos en modelos que presentan un SN mas simplificado se ha

consolidado como una estrategia clave a lo largo del tiempo*.

Caenorhabditis elegans es un modelo eficaz para el estudio de los DND

Como se comentd previamente, el estudio de los DND representa un desafio significativo,

especialmente cuando se realiza en mamiferos. Si bien los modelos murinos ofrecen ventajas
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obvias, como la posibilidad de estudiar procesos neurobiolégicos en un sistema cercano al de
los humanos, la extrema complejidad de su SN dificulta la comprensién de las consecuencias
funcionales de las mutaciones asociadas con estos trastornos. Ademas, la generacién vy
utilizacion de modelos murinos es un proceso complejo, costoso y que demanda mucho tiempo.
A partir de estas limitaciones, la comunidad cientifica ha buscado a lo largo del tiempo diferentes
modelos que faciliten el estudio del SN. Entre ellos, varios modelos invertebrados han ganado
creciente popularidad, ya que representan un excelente punto de partida para el estudio de
sistemas complejos®. En particular, el nematode Caenorhabditis elegans emergié como uno de
los modelos de laboratorio mas importantes de los uUltimos 50 afos. La simplicidad y el
conocimiento de la conectividad sinaptica de su SN, la conservacion evolutiva de gran cantidad
de genes compartidos con mamiferos, y la facilidad para realizar técnicas genéticas, de
microscopia y ensayos farmacoldgicos, convirtieron a este nematode en una herramienta
fundamental para diversos campos de la ciencia®**“8. A continuacidn, se describirdn con mas nivel
de detalle las principales caracteristicas de este animal que resaltan su versatilidad como

modelo de laboratorio.
C. elegans como modelo de laboratorio

El nematode C. elegans ha sido propuesto como organismo modelo por primera vez a comienzos
de la década del 70 por Sydney Brenner, y desde entonces ha sido considerado uno de los
modelos de investigacidn mas valiosos en distintas areas de la biomedicina*®*. C. elegans
presenta numerosas ventajas para su uso como modelo en el laboratorio. Entre ellas, se pueden
enumerar su pequeiio tamafio, rapido ciclo de vida, y la facilidad y el bajo costo de
mantenimiento. Otra ventaja clave de estos nematodes es la posibilidad de conservarlos
congelados, pudiendo almacenar cientos o miles de cepas durante afios en espacios reducidos
dentro de termos de nitrégeno liquido o ultrafreezers. Ademds, no representan un peligro
bioldgico, por lo que se puede trabajar con estos animales sin la necesidad de complejos
sistemas de bioseguridad. A pesar de las distancias evolutivas, este animal comparte homologia
en mas de un 50% de sus genes con los mamiferos, y hay disponible una enorme bateria de
técnicas de edicidon genética que permiten silenciar, editar o sobreexpresar genes, e incluso
incorporar directamente genes humanos**#7°%5! E| genoma de C. elegans fue secuenciado por
completo ya en el afio 1998°%3, siendo el primer organismo multicelular (y el segundo eucariota,
después de Saccharomyces cerevisiae) para el cual un genoma completo fue obtenido®.
Ademas, su cuticula transparente permite la posibilidad de realizar una amplia gama de técnicas
de visualizacién celular in vivo utilizando reporteros como proteina fluorescente verde (GFP),

proteinas fluorecentes rojas (RFP, mCherry), etc®*>®. De igual modo, es posible usar fluoréforos
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sensibles al calcio para evaluar actividad neuronal como el GCaMP (indicador de calcio
modificado genéticamente) y cameleon (sensor de calcio basado en transferencia de energia
por resonancia fluorescente)®’. Particularmente, para el campo de las neurociencias, C. elegans
presenta un SN relativamente simple que permite una evaluacidn funcional y estructural del
mismo de manera sencilla comparado con los complejos SN de mamiferos. Ademas, como se
desarrollard mas adelante, se conoce con gran nivel de detalle cada una de las células que

conforman el mismo, asi como su conectoma (mapa de conexiones neuronales)>®>°,

De especial relevancia en el campo de la biomedicina, C. elegans ha demostrado ser una
herramienta valiosa para el descubrimiento de fdrmacos. Gracias a su pequefio tamafio y rapido
ciclo de vida, es posible generar una gran cantidad de individuos en cuestién de dias, lo que
permite utilizar numerosos ejemplares en cada experimento. Estas caracteristicas facilitan la
ejecuciéon de analisis de compuestos (screenings) a gran escala y el estudio de mecanismos de
accion mediante técnicas de genética directa o inversa (forward y reverse genetics) en tiempos
considerablemente reducidos?’. Esto representa una ventaja evidente en comparacién con los
tiempos requeridos para ensayos similares en modelos mamiferos. Aunque los resultados no
pueden extrapolarse de forma directa, los experimentos con C. elegans permiten identificar

rapidamente compuestos candidatos, que luego pueden validarse en otros modelos.

Numerosos descubrimientos utilizando este nematode han provisto conocimientos
fundamentales en diversos campos como neurobiologia, biologia del desarrollo, cancer,
longevidad, etc.*#6%¢2_ Aplicando metodologias adaptadas, desde el uso de farmacos especificos
hasta la generacion de mutaciones similares a las observadas en humanos, se han desarrollado
cepas modelo que facilitan el estudio de diversas enfermedades y DND. Algunos ejemplos de los
modelos mas relevantes desarrollados en los ultimos afios de DND; como TEA, Discapacidad

Intelectual (DI) y Epilepsia, se resumen en la tabla 1.

La versatilidad de este modelo radica también, como se menciond, en la enorme bateria de
ensayos disponibles, los cuales brindan informacién clave para la comprensién de distintos
procesos bioldgicos. Entre los ensayos mas comunes se encuentran los relacionados con la
movilidad, que incluyen mediciones de velocidad, patrones de locomocién y giros en omega, los
cuales son indicadores clave del estado neuronal y muscular®. Por otro lado, el bombeo
faringeo, un comportamiento esencial para la alimentacidn, permite evaluar la funcién del SN y

su regulacién por neurotransmisores y sefiales metabdlicas®’6%,
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Homdélogo

Modelo Gen en humanos en C. FUREEINEID Fenotipos destacados Transg_gn/ Referencias
modelo mutacion
elegans
Deterioro de Quimiotaxis, termotaxis y aversion osmética.
NLGN3 y NLGN4 nig-1 Mutacién nula Hipersensibilidad a agentes oxidativos. Alteracion en el ok259 &
comportamiento de abandono del alimento
Alteracion en los clusters de receptores colinérgicos y en
protrusiones similares a espinas en dendritas
NRX1 y NRX3 nrx-1 Mutacién nula GABAérgicas. Afeccién de transmision excitatoria hacia 0k1649 2259
las neuronas GABAérgicas. Alteracion en el
comportamiento de abandono del alimento
Repolarizacién del potencial de accién defectuosa en los
SHANK1 shn-1 Mutacién nula musculos corporales. Duracion de los potenciales de ok1581 &7
accion alterada.
PTEN daf-18 Mutacion nula Defectos morfolégicos neuronales. Quimiotaxis reducida. ?ﬁ;‘fg; 68-70
NBEA sel-2 Mutacion nula Niveles defectuosos de LIN-12_¥/0 eventos de trafico 655 7
alterados para la activacion del receptor
- . . n2461
glr-1 Mutacién nula Comportamiento de busqueda local defectuoso 2
GRIAL
o Plasticidad gustativa aumentada. Comportamiento de 23,72
glr-2 Mutacién nula . tm669 J
abandono de alimento alterado
Reduccion en la natacién. Alteracion en el 23,73
TEA i comportamiento de abandono del alimento a2
GRIN2B nmr-2 Mutacion nula n = =
Comportamiento de aprendizaje alterado. Alteracion en el 23,74
3 - tm3785 g
comportamiento de abandono del alimento
Alteracion en el comportamiento de abandono del tm625 23
SLC6A1 snf-11 Mutacion nula alimento
Resistencia a los inhibidores de la acetilcolinesterasa 0k156 ©
SYNGAP1 gap-2 Mutacién nula Deterioro de la memoria a corto plazo tm748 W
CACNA1H cca-1 Mutacion nula Reduccion del bombeo faringeo ad1650 i
Mutacién nula Elongacién defectuosa d§ los canales excretores ok1589 78
CNTN4 ig-6 posteriores
Silenciamiento Elongacion defectuosa de los canales excretores K376 78
parcial posteriores (menor penetrancia en este alelo hipomdrfico) 9
DYRK1A mbk-1 Mutacién nula Esperanza de vida reducida pk1389 B
Variantes K306 /
CHD8 chd-7 humanas y Deterioro del aprendizaje por habituacion gotms &
mutacién nula
» Deficiencia en arresto a estado de Dauer n4600 s
JE i MNEETR G Deficiencia en arresto a estado de Dauer 0k1481 81
- Déficit en la puesta de huevos gk399 82
D aald ot MNEETR G Defectos del desarrollo tm3536 82
Reemplazo por Aumento en la puesta de huevos. Hipersensibilidad a sa734/
GNAO1L - mutacién aldicarb. Aumento en la locomocién, en las ondulaciones knu751 / 83
9 humana y corporales y mayor tasa de reversion. Fenotipo S47G /
mutacion nula descoordinado A221D
Reemplagp [ef Disrupciones especificas del alelo en los perfiles maduros RIE0CY
hAGO1 alg-1 mutacién de mIARN G199S / Ea
humana C749Y
NALCN nca-1 CrRmEEE it Fenotipo de locomocién en espiral TR (6 8
funcién / gk5
Variantes
asociadas a la Anomalias axonales y conductuales. Alteracion en la 86
ClEP2 =il enfermedad habituacion -
STXBP1 unc-18 Vst ik Reduccion en el acoplamlenlto de vesiculas. Resistencia | €234 /e81/ 87
a aldicarb md299
. Silenciamiento ™ _ 88
oI ASPM aspm-1 parcial por RNAi No especificado
Mutacién nula y
PHF8 jmjd-1.2 otras estrategias Fenotipo descoordinado tm3713 8
genéticas
Mutacién nula y P . s
ARX alr-1 otras estrategias Déficit en la dlfeGreAnBcEécrloir:: :se motoneuronas oy42 9
genéticas 9
L Hipersensibilidad a aldicarb. Aumento en la sensibilidad a o1
HUWE1 eel-1 Mutacién nula " bggl
~ i Hipersensibilidad a aldicarb. Aumento en la sensibilidad a o1
OGT ogt-1 Mutacion nula T 0k430
» - . . tm1630 / %2
SETD1A/B set-2 Mutacién nula Déficit en el guiado del axén PVQ n4589
Reemplazo por
mutacién Vulva protruyente y cambios morfolégicos leves en las
CDC42 cdc-42 humana y génadas. Déficit en la eliminacion de células apoptéticas tm9602 %
Silenciamiento en las génadas
parcial por RNAI
Silenciamiento . . . o
NUDC nud-1 parcial por RNAi Convulsiones inducidas por PTZ -
NDE1 y NDEL1 nud-2 Sliematmnenio Convulsiones inducidas por PTZ - €3
parcial por RNAI
Silenciamiento — . N p . P o
DYNC1H1 dhc-1 parcial por RNAi Desequilibrio entre sinapsis excitatorias e inhibitorias -
CHRFAC'\QLA’\]:?M7A y acr-16 Mutacién nula Desequilibrio entre sinapsis excitatorias e inhibitorias ok789 €
- . . . . No %
Epilepsia LIs1 lis-1 Mutacion nula Convulsiones inducidas por PTZ especificado
Reemplazo por
STXBP1 unc-18 mutacion Reduccion en el acoplamlenlto de vesiculas. Resistencia | €234 /e81/ 87,97
humana y a aldicarb md299
mutacién nula
GAD1 y GAD2 unc-25 Mutacién nula Convulsiones inducidas por PTZ el156 €3
CAMK2D unc-43 Vitestn mda Convulsiones espontaneas / Convulsiones inducidas por n498 / 9%
PTZ n1186
Siin [iEmiillego LGl unc-46 Mutacién nula Convulsiones en la regién anterior inducidas por PTZ el77 €I

(unc-46 tiene un rol
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critico en el Sistema
GABAérgico de C.
elegans)
SLC32A1 unc-47 Mutacién nula Convulsiones en la regién anterior inducidas por PTZ e307 %
Sin homélogo definido
(unc-49 tiene un rol
critico en el Sistema unc-49 Mutacioén nula Convulsiones en la regién anterior inducidas por PTZ e407 %
GABAérgico de C.
elegans)
TRIO unc-73 Mutacién nula Convulsiones inducidas por PTZ EEEID) %
ev802 / rh40
RAC-1 ced-10 Mutacién nula Convulsiones inducidas por PTZ nr131294963/ €3
RHOG mig-2 Mutacién nula Convulsiones inducidas por PTZ gmﬁgg / %
CHRNA3 y CHRNAG acr-2 Gafr:;r:i:éz:l" 6 Convulsiones espontaneas n2420 €
TRPM1, TRPM3, TRPM7 gti-2 Mutacion nula | Antagoniza el desequnllrl))élroadcilzc(lgr;f:)ulto locomotor causado 2618 %
UBR5 ubr-5 Mutacién nula Longitud corporal ligeramente reducida om2 100
UBR7 ubr-7 Mutacién nula corporal ligeramente reducida gk3772 100
NOTCH1, NOTCH2, fa 100
NOTCH3 glp-1 Mutacioén nula Defectos del desarrollo ar202

Tabla 1. Resumen de algunos de los modelos mas relevantes para el Trastorno del Espectro Autista (TEA), Discapacidad
Intelectual (DI) y Epilepsia en los ultimos afos. Se detallan la estrategia genética utilizada en cada modelo, el fenotipo
asociado y otros aspectos clave.

Los ensayos de desarrollo, por otra parte, han sido fundamentales para investigar procesos
como la diferenciacién celular, la organogénesis y la regulacién genética a lo largo del ciclo de
vidal®1%2  Asimismo, C. elegans es un modelo ampliamente empleado en estudios de
longevidad. Gracias a su ciclo de vida breve y bien caracterizado, se pueden realizar ensayos
para evaluar los efectos de factores genéticos, ambientales y farmacolégicos en el tiempo de
vida. Estos estudios han proporcionado conocimientos fundamentales sobre los mecanismos del
envejecimiento'®%, La fertilidad, otra area de interés, puede estudiarse mediante
evaluaciones de la produccién de progenie en condiciones normales y bajo diversas
perturbaciones genéticas o ambientales. Este tipo de ensayos tiene implicaciones directas en la
comprension de los procesos reproductivos y el impacto de toxinas o farmacos en ellos!%>1%,
Por otro lado, los ensayos de letalidad permiten determinar la toxicidad de compuestos o
identificar genes esenciales mediante estrategias de silenciamiento génico o mutagénesis. Estos
estudios son de particular relevancia en investigaciones farmacoldgicas y toxicoldgicas. En este
sentido, dado que C. elegans comparte muchas caracteristicas fisioldgicas y moleculares con
pardsitos helmintos de interés médico y veterinario, se ha convertido en un modelo ideal para
realizar screening de farmacos que puedan actuar sobre pardsitos intestinales y otros
nematodes parasitos'?’. En definitiva, C. elegans presenta un enorme abanico de caracteristicas
que lo convierten en un modelo animal versatil y robusto para la investigacién en numerosos

campos (Fig. 1). A continuacion, se desarrollardn con mas detalle algunas de las caracteristicas

mas importantes de este animal.
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Modelo de enfermedades humanas.
Modelo de nematodes parasitos.

Permite evaluar drogas mediante screenings
de alto rendimiento.

Prove informacién de toxicidad.

Pequefio tamario, gran
numero poblacional,
de facil mantenimiento.

D
@ Intestino
@ % Mdusculo
=9 .

Ciclo de vida corto. o

Posibilidad de congelar
y almacenadar cepas
por largos periodos.

Sin riesgos biolégicos
ni implicancias éticas.

Activacién e inhibicién de neuronas
individuales por optogenetica.

indicadores de calcio genéticamente
codificados permiten la visualizacion
en tiempo real de la actividad de
neuronas especificas en animales vivos.

Los picos en los niveles de
fluorescencia reflejan aumentos en
los niveles de calclo Intracelular y es
usado como un indicador de la
actividad neuronal.

Ar;at;;rlia, desarrolo y conectoma
____totalmente descriptos

{7 Estimilo
Visualizacién de actividad
Y m < g m de células especificas
A @ @ @ y de la expresién de
o —H— 4P pncten proteinas usando reporteros
g transgénicos en animales vivos

Respuesta de escape de C.elegans simplificada

Cordén nervioso orsal

/4 \
Genoma secuenciado, con @
de genes con ortélogos en N

Cuticula
Hipodermis
Goénada distal
Goénada proximal

Cordén nervioso
ventral

Pseudoceloma

Los tejidos tranparentes
permiten la visualizacién
simple de células y tejid.

Ampla variedad de comportamientos y fenotipos para evaluar

Movilidad Bombeo
faringeo desarrollo
L/:) —f— B e N
= S L
e ¥ °

Velocidad de Esperanza de Fertilidad Letalidad

vida
Control

— Compound A
— Compound B

Figura 1. Resumen de las caracteristicas del nematode Caenorhabditis elegans como organismo modelo. C. elegans es una
plataforma eficaz para el descubrimiento de farmacos, siendo posible realizar screenings de compuestos a gran escala y determinar
rapidamente mecanismos de accidn, lo cual lo posiciona como una alternativa complementaria a los modelos mamiferos.
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Generalidades

C. elegans es un nematode perteneciente al filo Nematoda, clase Chromadorea, orden
Rhabditida y familia Rhabditidae®. En estadio adulto su cuerpo es de 1 milimetro de longitud,
cilindrico y alargado. La anatomia general es representativa del plan basico de los nematodes y
consta de un tubo externo y uno interno separados por un pseudoceloma. El tubo externo es

basicamente la pared del cuerpo, y esta formado por la cuticula, hipodermis, sistema excretor,

Figura 2. Comparacion entre hermafroditas y machos en C. elegans. lzquierda: Representacion de las
caracteristicas anatémicas de hermafroditas. Estos individuos poseen 6rganos sexuales tanto femeninos como
masculinos, permitiendo la autofecundacion y la reproduccion cruzada con machos. En el estadio adulto, se
observa la presencia de huevos. Ay F. Génada. B. y E: Espermatecta. C. Utero. D. Vulva. Derecha: Representacién
de las caracteristicas anatdmicas de machos, los cuales son mas pequefios de tamafio y presentan una morfologia
sexual distintiva. La region copulatoria, en la zona posterior del cuerpo, es visible macroscépicamente y se distingue
por su caracteristica apariencia de "media flecha". G. Génada. H. Vesicula seminal I. Conducto deferente. J.
Proctodeo.

neuronas y musculos. El tubo interno comprende la faringe, el intestino y las génadas*®% (Fig.
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1). La distribucién de sexos en esta especie es peculiar, ya que, en condiciones de laboratorio,
aproximadamente el 99,9% de los individuos son hermafroditas, lo que significa que poseen
drganos sexuales femeninos y masculinos en un solo individuo y por lo tanto pueden
reproducirse mediante autofecundacion. Sin embargo, también pueden reproducirse
sexualmente a través de la fecundacidn cruzada con machos. Los machos de C. elegans son
menos comunes en la poblacidn y representan el 0,1% restante. Estos Ultimos son mas pequefios
gue las hermafroditas y tienen una morfologia y anatomia distintiva. Los machos presentan la
region copulatoria en la zona posterior del cuerpo, con una forma macroscépica similar a una

“media flecha”*

, mientras que en hermafroditas se evidencia la presencia de huevos en estadios
adultos (Fig. 2). La determinacidon sexual en hermafroditas es dada por una combinacion
cromosdmica XX, lo que significa que poseen dos cromosomas sexuales X, mientras que los
machos tienen una combinacién cromosdmica X0 (tienen un solo cromosoma sexual X)*. C.
elegans es una especie eutélica, lo que significa que cada animal posee un nimero invariable de
células somaticas. Mientras que en hermafroditas se contabilizan 959 células, los machos
poseen 1033 células, debiéndose esta diferencia principalmente a células y neuronas
relacionadas con el aparato copulatorio y la actividad sexual. Esta caracteristica ha permitido
hacer un seguimiento del desarrollo individual de cada una de las células de su cuerpo hasta su

diferenciacion final, creando un esquema completo del linaje celular®10111,

Ciclo de vida y reproduccion

El ciclo de vida es directo e involucra las etapas de huevo, cuatro estadios juveniles comiUnmente
denominados larva (L1, L2, L3, L4) y adulto. El final de cada etapa juvenil esta caracterizado por
una muda, durante la cual se sintetiza una nueva cuticula y se desprende la anterior?®“, 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 a 3 semanas, aunque
conservados a bajas temperaturas y en ausencia de alimento pueden sobrevivir varios
meses!?113, Durante todo el periodo fértil, cada hermafrodita puede poner aproximadamente
unos 300 huevos si los mismos se produjeron por autofecundacién, y mas de 1000 cuando son
producto de reproduccién cruzada'*. Los espermatozoides son ameboides, y existe una clara
ventaja competitiva por parte de los espermatozoides de los machos sobre los propios de un
hermafrodita una vez que ingresan en la espermateca’'®. En condiciones adversas como puede
ser la falta de alimento, una forma especializada de resistencia denominada dauer se desarrolla
a partir del estadio de larva 1. Durante este estado, la alimentacidn se suspende, y aumenta

enormemente su capacidad para resistir con mas eficiencia las condiciones desfavorables. Una

vez restablecidas las condiciones ambientales mdas propicias, el animal retoma su desarrollo
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normal desde dauer al cuarto estadio larval. Pasado dicho estadio, no puede volver a la forma

de resistencia dauer*®.

Habitat y alimentacion

C. elegans se encuentra en una amplia gama de habitats terrestres, desde jardines y bosques
hasta dreas urbanas, y es de distribucidn practicamente mundial'’. Estos nematodes prosperan
en ambientes con altos niveles de materia organica en descomposicion. La alimentacion es de
tipo bacteriéfaga, lo que significa que se alimentan de bacterias del suelo*8. La misma depende
fundamentalmente del accionar de la faringe, la cual rompe la mayoria de las bacterias,
mediante bombeos de la misma y movimientos peristalticos del istmo subyacente?®, El sistema
digestivo basico de C. elegans incluye una boca rodeada por laminas bucales, una faringe tubular
gue se extiende desde la boca hasta el intestino, y un intestino tubular compuesto por una sola

capa de células epiteliales que se extiende desde la faringe hasta el ano *?° (Fig. 3).

&

Figura 3. Sistema digestivo de C. elegans. Representacion esquematica simplificada de la anatomia del sistema
digestivo en un animal hermafrodita. A. Boca B. Faringe. C. Intestino. D. Ano.

Genética

C. elegans tiene una dotacién cromosdmica diploide. La especie tiene un total de seis pares de
cromosomas: cinco pares de autosomas (usualmente numerados del | al V), y como fue
mencionado anteriormente, cromosomas sexuales llamados X (dos en hermafroditas, y uno solo
en machos)*. Se estima que contienen alrededor de 20.000 genes codificantes de proteinas®.
Al menos un 38% de los genes que codifican para proteinas tienen ortélogos en humanos'?,
mientras que un 60-80% de los genes humanos tienen ortdlogos en C. elegans’. Es de especial
utilidad, ademads, que aproximadamente un 40% de los genes relacionados con enfermedades

en humanos tienen sus respectivos ortdlogos en C. elegans’?.
Sistema nervioso

EI SN de C. elegans es relativamente simple pero altamente organizado. Mientras que individuos

hermafroditas cuentan con 302 neuronas, los machos cuentan con 38723, diferencia
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principalmente debida a la presencia de neuronas sensoriales adicionales en la region
copulatoria de los machos. Este dimorfismo es el responsable de |la deteccién y respuesta a las
sefiales emitidas por hermafroditas durante el apareamiento, asi como también de otros
comportamientos distintivos!?*. Mediante micrografias electrénicas sobre cortes seriados, se
han reconstruido al detalle la forma y las conexiones de cada una de las 302 neuronas de los
hermafroditas®®, asi como también del circuito nervioso del aparato copulatorio de los
machos'?, Estos diagramas representan el conectoma mas completo de cualquier SN a la fecha.
La organizacién del SN de estos nematodes se divide en un sistema somatico y un sistema
faringeo, este ultimo de unas 20 neuronas. Ambos sistemas se comunican a través de un par
Unico de interneuronas denominadas RIP*58111126 Entre |os neurotransmisores que orquestan
el funcionamiento del SN se encuentran GABA, Acetilcolina (ACh), aminas biogénicas

(Serotonina, Dopamina, Tiramina y Octopamina), glutamato y muchos neuropéptidos*?’.
Sistema muscular

C. elegans posee un sistema muscular somatico compuesto por aproximadamente 95 células
musculares distribuidas en cuatro cuadrantes a lo largo del cuerpo (Fig. 4). Estas células
conforman los musculos denominados estriados oblicuos o de multiples sarcémeros,
diferenciandose del musculo no estriado (también llamado de sarcémero Unico) formado por
aproximadamente unas 40 células en hermafroditas. Por otro lado, en machos, existen unas 40

células musculares especializadas para el apareamiento’?®. A diferencia de otros organismos

CNV CNV

Figura 4. Anatomia y disposicion del sistema muscular somatico de C. elegans. Este sistema esta compuesto por 95 células
musculares distribuidas en cuatro cuadrantes a lo largo del cuerpo. A. Esquema representativo de la anatomia interna mediante
un corte transversal y longitudinal de un segmento del cuerpo, mostrando la ubicacién del sistema muscular en relacién con otros
sistemas (CND: Corddn Nervioso Dorsal; CNV: Corddn Nervioso Ventral). B. Representacion esquematica de la disposicion de las
células musculares en corte transversal. Como es caracteristico de muchos nematodes, en C. elegans las uniones neuromusculares
se forman a partir de brazos que crecen desde las células musculares hacia las neuronas motoras, con estructuras simples
compuestas por un tallo y un terminus bifurcado que contacta con la neurona (sefializado con una flecha negra). C. Representacion
esquematica de la disposicion de las células musculares en corte transversal y frontal, mostrando su distribucion. Se observan dos
cuadrantes en la regidn dorsal (arriba) y dos en la regién ventral (abajo).
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donde las neuronas envian procesos hacia las células musculares para formar sinapsis, en C.
elegans las uniones neuromusculares se forman a partir de brazos que crecen desde las células
musculares hacia las neuronas motoras. Los brazos musculares tienen estructuras simples

compuestas por un tallo y un terminus bifurcado que contacta con la neurona!®® (Fig. 4B).

Sistema neuromuscular y locomocion

En medio sdlido, la locomocidn de C. elegans es de tipo sinusoidal, en la cual el desplazamiento
se produce mediante ondas corporales generadas por la contraccién y relajacidn secuencial de
los musculos dorsoventrales y oblicuos a lo largo del cuerpo. Esto resulta en un movimiento
caracteristico en forma de 'S'. En el agua u otros medios liquidos, C. elegans exhibe un
movimiento diferente que se caracteriza por una gran curvatura hacia cada lado, a modo de
“latigazo” en lugar de varias ondas alternadas. El tipo de movimiento entonces depende de la
longitud de onda de los movimientos ondulatorios, la cual a su vez depende del nivel de
viscosidad del medio en el que se desplaza. Al aumentar la densidad, por ejemplo, en medio
solido, la longitud de onda disminuye por debajo de la longitud total de su cuerpo, lo que lleva
al animal a adoptar la tipica forma se “S”. De esta manera, el programa motor se forma mediante
las interacciones fisicas entre el cuerpo y su entorno a través de la retroalimentacion
propioceptiva’*’. En hermafroditas, las 95 células musculares de la pared del cuerpo estan
inervadas por 75 motoneuronas pertenecientes a 8 clases diferentes. De ellas, 4 clases inervan
los musculos ventrales (VA, VB, VD y VC) y otras 4 los musculos dorsales (DA, DB, DD y AS). En
estadios tempranos larvarios, Unicamente estan presentes los grupos DA, DB y DD, que se
desarrollan durante la fase embrionaria. En contraste, las restantes motoneuronas surgen en
diferentes momentos del desarrollo postembrionario®®!. Mediante estudios de ablacién
neuronal en estos estadios, se determind que las motoneuronas DB estan involucradas en la
locomocidn hacia adelante, mientras que las DA estan implicadas en la locomocion en reversa.
Por otro lado, las DD estan comprometidas en ambos tipos de movimiento. A diferencia de las
motoneuronas, no hay células musculares dedicadas exclusivamente a un tipo de locomocién3*
134 En el sistema muscular de C. elegans, a diferencia de lo que ocurre en mamiferos, existe
tanto inervacién de tipo colinérgica excitatoria como GABAérgica inhibitoria. De las
motoneuronas mencionadas previamente, las de tipo D son GABAérgicas, mientras que las de
tipo A, B, y C son colinérgicas'®>!3®, Los somas de todas estas motoneuronas se encuentran
ubicados en el corddn nervioso ventral (CNV), y desde alli, estimulan a los paquetes musculares
ventrales y, mediante comisuras, a los paquetes musculares dorsales'®. Para clarificar el lado

donde cada neurona ejerce su estimulo es el dorsal o el ventral, se las nombra utilizando las
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Figura 5. Motoneuronas colinérgicas y GABAérgicas en C. elegans. Representacion de la inervacidn colinérgica y
GABAérgica en las paredes musculares de C. elegans. En cada segmento, las motoneuronas colinérgicas estimulan
la contraccidn de las células musculares de un lado, mientras que, simultdneamente, estimulan a las motoneuronas
GABAérgicas que relajan las células musculares del lado opuesto.

letras D y V respectivamente. Por ejemplo, las DD son motoneuronas GABAérgicas inhibitorias

gue relajan los musculos de la pared dorsal, las VB son motoneuronas colinérgicas que producen

la contraccién de los musculos ventrales, etc.

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. Este proceso se da de forma inversa entre segmentos contiguos, y se invierte en

cada segmento luego de cada movimiento, logrando asi el desplazamiento efectivo'*%3® (Fig.

5). En la Tabla 2 se detallan las principales caracteristicas de estas motoneuronas.

Motoneurona | Neurotransmisor | Musculo que inerva | Movimiento que gobierna Periodo de nacimiento
DD GABA Dorsal Ambos movimientos Desarrollo embrionario
VD GABA Ventral Ambos movimientos Desarrollo postembrionario
VA ACh Ventral Movimiento hacia atras Desarrollo embrionario
VB ACh Ventral Movimiento hacia adelante | Desarrollo postembrionario
DA ACh Dorsal Movimiento hacia atras Desarrollo embrionario
DB ACh Dorsal Movimiento hacia adelante | Desarrollo postembrionario
AS ACh Dorsal y Ventral Ambos movimientos Desarrollo postembrionario

Tabla 2. Motoneuronas colinérgicas y GABAérgicas en C. elegans.
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Mantenimiento de C. elegans en el laboratorio

C. elegans crece y se reproduce perfectamente en una plataforma de agar suplementada con
peptona, sales y colesterol, en un medio que es conocido como Nematode Growth Medium
(NMG, medio para el crecimiento de nematodes, ver materiales y métodos) dentro de cajas de
Petri. A modo de alimento, si bien es posible utilizar una amplia gama de bacterias, la especie
mas utilizada a nivel mundial es Escherichia coli, puntualmente la cepa OP50. Las bacterias se
siembran sobre el centro de la placa conteniendo NGM y se dejan reposar un par de dias a
temperatura ambiente hasta que forman una lamina delgada que sirve de alimento a los
gusanos. Para la manipulacion, cruzamiento y mantenimiento diario, asi como también para
experimentos comportamentales, se utiliza un simple instrumento comunmente denominado
worm picker (ver materiales y métodos) y un mechero, visualizando a los animales mediante
lupas de diseccidon. Para una observacion con mayor magnificacién también se utilizan
microscopios de contraste o confocales. Para una facil observacién a gran magnificacién, asi
como para otros propésitos, los animales pueden ser paralizados con antihelminticos o
anestésicos. La dindmica de trabajo en los laboratorios que utilizan este animal como modelo
resulta ventajosa, entre otros motivos, por el gran nimero de individuos que es posible utilizar,
y los cortos tiempos que se requieren para generarlos. Los animales pueden ser mantenidos a
temperaturas entre 122 a 252 C, variando enormemente los tiempos de desarrollo. Las
instalaciones necesarias para el manejo de C. elegans no son complejas, y el pequefio tamafo
de los animales permite la generacidon y mantenimiento de enormes cantidades de individuos
en espacios reducidos. El mantenimiento es simple, ya que estos animales pueden sobrevivir
durante largos periodos. En ausencia de alimento, las larvas recién nacidas detienen su
desarrollo en el estadio L1. Como ya vimos, si la falta de alimento continda, entran en el estadio
dauer, una fase en la que pueden sobrevivir durante varios meses. Al reintroducirlos en un
medio con alimento, pueden retomar su desarrollo sin problemas. Como también fue
mencionado anteriormente, es muy sencillo almacenar cepas que no estdn activamente en uso,

las cuales pueden ser congeladas por afios**!2,

Un procedimiento habitual en el uso de C. elegans en el laboratorio, es la realizacidn de cruzas
genéticas. Si bien la baja proporcidn de machos en las poblaciones (0,1%) dificulta la realizacién
de cruzamientos, un golpe térmico (1-2 horas a 372C o 3-4 horas a 302-342C) puede interferir
con la normal disyuncidn del par de cromosomas 'X' en hermafroditas, lo que resulta en un

mayor numero de machos en la siguiente generacion®34,
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La simplicidad de mantenimiento y bajos costos, sumado a todas las caracteristicas
anteriormente mencionadas, convierten a C. elegans en un modelo animal conveniente y

versatil para su uso en laboratorios orientado a la investigacién en biomedicina.
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Objetivos generales

En este plan de tesis, decidimos explotar las ventajas de C. elegans como modelo para contribuir
al entendimiento de las bases moleculares subyacentes a disfunciones del neurodesarrollo, asi
como para evaluar potenciales estrategias terapéuticas. Como fue mencionado anteriormente,
existen muchos genes que estan vinculados con la aparicién de DND. En ese sentido, nos
centramos en el estudio del gen PTEN en el contexto de la aparicidon de fenotipos relacionados
con los TEA. Si bien las mutaciones de un Unico gen implicado en la aparicidon de TEA representan
solo una pequeia fraccion de los casos, proporcionan un punto de partida util para desentraiar
la etiologia de los mismos, ya que las funciones bioldgicas relevantes para la etiologia del TEA
pueden estar igualmente alteradas tanto en los casos idiopaticos como en los sindromicos®’. Nos

plateamos como objetivos:

e Dilucidar la cadena de eventos celulares y moleculares subyacentes a la mutacién del

gen daf-18 (homdlogo de PTEN en C. elegans) y determinar consecuencias funcionales
en el SN mediante la identificacidn de fenotipos alterados.

e Explorar estrategias terapéuticas capaces de revertir estos fenotipos.
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Materiales y métodos

Protocolos generales

Mantenimiento y propagacion de animales

Las cepas utilizadas fueron cultivadas y mantenidas en cajas de Petri con NGM como medio
nutritivo (Anexo 1), sembradas con la bacteria E. coli OP50 como fuente de alimento. Los
animales para experimentacion fueron incubados a 202 C durante varias generaciones, mientras
qgue fueron mantenidos entre 122 y 152 durante el tiempo que no fueron utilizados. Para
ventanas de tiempo mayores, los animales fueron congelados en ultrafreezer a -802 C. Para
evitar condensacién sobre la superficie del medio, las cdpsulas fueron almacenadas de forma
invertida. El mantenimiento de los animales se realizé mediante el repique, pasando a los
animales a una nueva caja de Petri de forma regular cada 48-72 hs. Esto ayudé a evitar que los
mismos se queden sin alimento y para mantener una densidad poblacional relativamente baja.
Entre los elementos utilizados para la manipulacién de los animales se incluyen lupas
binoculares, mecheros de alcohol, y un worm picker, el cual consiste en un alambre de platino
unido a una pipeta Pasteur de vidrio como mango. Las propiedades del alambre de platino
permiten que el mismo pueda enfriarse rdpidamente luego de ser esterilizado en la llama del
mechero, propiedad ventajosa para la correcta manipulacién de los animales. La punta del
alambre del worm picker se utiliz6 como soporte para el traslado de los gusanos, de forma
directa o bien utilizando una pelicula de la misma bacteria de la placa de Petri como ayuda, ya
que la misma posee una consistencia que permite la adhesién de los animales. Otra técnica
utilizada para el repique es el chunk, que consiste en cortar una porcién de NGM con animales
y desplazarla hacia una nueva placa con alimento, logrando asi el traslado de un gran nidmero
de animales de forma sencilla. El descarte de estas cajas de Petri se realizdé sumergiendo las

mismas en una solucién de hipoclorito de sodio para su limpieza y descontaminacién.

Cultivo de Escherichia coli OP50

Como fue mencionado anteriormente, la bacteria utilizada en todos los casos como fuente de
alimento fue E. coli OP50, la cual fue obtenida del Caenorhabditis Genetics Center (CGC), una
instituciéon que se encarga de mantener y distribuir cepas de C. elegans y otros recursos
relacionados. La bacteria se almacend congelada en una solucidn diluida de glicerol a -802 C en
ultrafreezer y fue descongelada periddicamente. Para aislar colonias, se utilizo el medio LB Agar

(Anexo 1), plagueado en cajas de Petri. Sobre la superficie del mismo, se esparcieron las bacterias
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descongeladas mediante un ansa bacterioldgica previamente esterilizada, en proximidad a un
mechero Bunsen. Se dejaron crecer las colonias durante 24 horas a 372 C, y luego las capsulas
con dichas colonias fueron almacenadas en heladera a 42 C para evitar un crecimiento excesivo,
por un maximo de 30 dias. Semanalmente (o puntualmente para cada experimento) se crecié
bacteria en el medio LB (Luria-Bertani), el cual es un medio de cultivo liquido nutritivo utilizado
para el crecimiento de bacterias (Anexo I). El crecimiento se realizé a 372 C con agitacién durante
toda la noche. A la maiana siguiente, los tubos fueron guardados en heladera a 42 C hasta su
utilizacion. Para la siembra, se utilizaron aproximadamente 50 pL de bacterias en placas de Petri
pequefias (de 35 mm de diametro, con 4 mL de NGM) y 100 pL en placas medianas (de 60 mm
de didmetro, con 11 mL de NGM). La misma se realizé mediante pipetas Pasteur dentro del radio

de seguridad de un mechero Bunsen para evitar contaminacion.

Descontaminacion

Las dos fuentes de contaminacién mds comunes se deben a la presencia de hongos y bacterias.
Ante la presencia de estos contaminantes, se utilizd6 una solucidn de bleaching a base de
hipoclorito de sodio (Anexo 1), colocando aproximadamente unos 20 uL de esta solucion en la
superficie periférica de una caja de Petri nueva, con NGM vy bacteria. En esta solucién, se
colocaron adultos gravidos procedentes de la placa contaminada. Tanto los adultos como
también los contaminantes mueren en este procedimiento, mientras que la cuticula resistente
de los huevos permite a los embriones sobrevivir hasta que la solucion es absorbida por el NGM.
Para garantizar una descontaminacion efectiva y minimizar la exposiciéon a los restos de la
solucidn, se repicaron rapidamente las larvas una vez que eclosionaron los huevos. Las cepas
descontaminadas no fueron utilizadas para experimentos hasta luego de dos generaciones. Otra
técnica menos invasiva que se utilizé para la descontaminacion, fue el repique serial de
animales. Dos o tres animales fueron seleccionados y repicados varias veces a una nueva placa
cada vez. Esta técnica se utilizé principalmente en contaminaciones leves con hongos, ya que

este método suele ser poco efectivo para descontaminar bacterias.

Sincronizacion

La sincronizacién etaria de los animales es crucial para garantizar un disefio experimental
adecuado vy la reproducibilidad de los resultados. Para lograr una sincronizacion precisa, se
seleccionaron entre 8 y 30 hermafroditas gravidos, dependiendo de los requerimientos del
experimento, y se los colocé en placas durante un periodo de 60 a 120 minutos. Al finalizar este
tiempo, se retiraron los adultos, dejando Unicamente los huevos de la F1 en las placas. Este
procedimiento permite obtener individuos con una minima variacion en la edad, lo que los hace

ideales para su uso en experimentos posteriores.
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Para los ensayos en los que fueron necesarios animales en el estadio L4, estos animales fueron
seleccionados directamente de las placas de sincronizacién debido a que son facilmente

reconocibles por su morfologia caracteristica.

Para aquellos experimentos en los que se utilizaron adultos jévenes (adultos no gravidos), por
otro lado, se procedié de similar manera: se seleccionaron L4 de las placas de sincronizacion, un
dia antes del experimento. Estos animales fueron transferidos a una nueva placa, para su

utilizacion al dia siguiente.

Congelado y preservacion de cepas por largos periodos

Las cepas que se obtienen del CGC muchas veces fueron generadas mediante mutagénesis
qguimicas. Mas alld de la mutacién de interés, existe el riesgo de que estas cepas tengan otras
mutaciones. Por lo tanto, para la limpieza del background genético, estas cepas fueron
retrocruzadas con la cepa N2 (wild type) manteniendo la mutacidn especifica o la caracteristica
genética propia de cada cepa mediante verificacién por PCR o seleccién fenotipica. Luego, las
mismas fueron congeladas a -802 C en ultrafreezer en varios viales, utilizando una solucién de
M9 con Freezing Solution (Anexo |). Para experimentacion, los animales son descongelados y
repicados por al menos 3 generaciones antes de su uso. Para evitar la acumulacidon de
mutaciones, las cepas fueron descartadas luego de 6 meses de uso, y descongeladas

nuevamente.

Cruzas genéticas

Las cruzas genéticas entre mutantes de interés se realizaron siguiendo simples principios de
herencia mendeliana. Como fue mencionado previamente, las hermafroditas tienen la
capacidad de autofertilizacidn, pero para realizar una cruza entre distintas cepas, es necesaria
la fertilizacion cruzada entre un macho de una de las cepas de interés con una hermafrodita de
la otra. 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.

Generacion de machos

Para la generacién de machos, se sometié a hermafroditas L4 a un estrés térmico o heat shock
(302 C durante 4 horas o 372 C durante 1 hora), lo cual interfiere con la normal disyuncién del
par X durante la meiosis de la linea germinal en una 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%. Entre 5 y 6 placas con NGM sembradas con E. coli fueron

utilizadas, colocando 6-8 L4 en cada una para realizar el heat shock. Una vez obtenidos algunos
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machos, se generd un stock para aumentar la cantidad de los mismos. Para ello, se colocaron 6-
8 machos junto a dos hermafroditas L4 en una nueva placa. En cruzas exitosas, se espera que
entre la progenie haya hasta un 50% de machos debido a que los espermatozoides de los machos

parentales tienen ventaja competitiva por sobre los propios de hermafroditas.
Protocolo general de cruzas

Para la cruza deseada, una vez generados los machos, se colocan de 6 a 8 machos de una de las
cepas deseadas junto con 2 hermafroditas de la otra cepa en una caja de Petri pequefia. La F1
estara formada por animales que son tanto del producto de la cruza (heterocigotas para cada
una de las caracteristicas) como también por animales que provienen de la autofecundacién de
las hermafroditas. Es necesario poder identificar de alguna manera a aquellos animales que
provienen de la cruza. En la mayoria de los casos, esto es posible mediante una simple
visualizacidn. Un ejemplo es cuando una caracteristica que proviene del macho es evidente en
estado heterocigota en hermafroditas de la F1. Otro ejemplo, es cuando una caracteristica
fenotipica de la hermafrodita parental deja de ser evidente en el estado de heterocigosis en
hermafroditas de la F1, lo cual permite la certera identificacion de aquellos individuos que
provienen de la cruza. Los animales de la F1 que provienen de la cruza son aislados en una nueva
placa, y por autofecundacién (en el caso de que la estrategia planteada requiera la seleccion de
hermafroditas), se generaran individuos wild type (que no heredaron ningun alelo de la
mutante), heterocigotas (un solo alelo mutante), y homocigotas mutantes (ambos alelos
mutantes) para la caracteristica deseada. La deteccién del homocigota deseado puede ser
mediante seleccidn por fenotipo o deteccidn de la caracteristica genética deseada mediante
técnicas moleculares como PCR. En el caso de seleccionar machos de la F1, los mismos son

aislados para continuar la cruza, repitiendo el procedimiento.
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Anexo de protocolos generales: medios y soluciones

Nematode Growth Medium (NGM)

e NacCl 3g

e Bacto-Agar 20g

e Peptona (Tripteina Bacterioldgica) 2,5g

e ddH,0 cs.p. 1L

A continuacidn, se debe autoclavar y luego enfriar a 602 C para agregar:

e 1M CaCl, 1mL
e 5 mg/ml Colesterol en etanol 1mL
o 1M MgS04 ImL
e 1MKPO,4pH 6.0 25 mL

1 M KPO, Buffer (1 L de solucién)

o KH;PO4 108,3 g
L] KzHPO4 35,6 g
e ddH,0 cs.p. 1L

e Ajustar a pH 6 con NaOH
e Autoclave (121 °C, 15 min)

Stock de Colesterol (5 mg/ml) (1 L de solucién)
El colesterol no es soluble en agua, por lo que debe ser disuelto en etanol 100%

e Colesterol 5g
e Etanol 100%

Medio LB (1 L de solucién)

e Extracto de levadura 5g
e Peptona (Tripteina Bacterioldgica) 10g
e NaCl 10g
e ddH20 c.s.p. 1L

e Ajustara pH 7,0 con NaOH

LB Agar (1 L de solucién)

e Bacto-Agar 20¢g
e Peptona (Tripteina Bacterioldgica) 10g
e Extracto de levadura 5g
e Peptona 10g
e NaCl 10g
e ddH20 c.s.p. 1L

e Ajustar a pH 7,0 con NaOH

M9 (1 L de solucion)
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e Na,HPO, 58¢g

e KH,PO4 30¢g
o NaCl 015 g
e NH.CI 10¢g
e ddH20 c.s.p. 1L

e Autoclave (121 °C, 15 min)

Worm Bleaching Solution (Solucidn fuerte)

e Hipoclorito de sodio (NaOCl) 5% 2mL
e ddH,0 2ml
e NaOH 1 pellet

Worm Bleaching Solution (Solucidn suave, para cepas mas vulnerables)

e Hipoclorito de sodio (NaOCl) 5% 1,25 mL
e ddH,0 1.25 ml
e 2M NaOH 7.5mL

50 x TAE (1L de solucioén)

e Tris Base 242 g
e Acido acético glacial 57,1g
o  Na;EDTA-2H0 37,2¢
e ddH20 c.s.p. 1L

e LlevarapH8.5

Buffer de lisis 2x (60 mL de solucién)

e KCl1M 6 mL

e Tris (pH 8,3) 1,2mL
e MgCl, 1M 300 pulL
e IGEPAL 100% (o NP40) 540 pL
e Tween-20 100% 540 pL
e Gelatina 1% 1,2 mL
e Proteinasa K20 mg/mL 600 pL
e ddH,O 49,6 mL

Gel de agarosa para electroforesis al 1% (25 mL)

e Agarosa 0,25¢g
e TAE1X 25 mL
e Bromuro de etidio 1ul
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Gel de agarosa al 2% para Pads de microscopia (30 mL)

e Agarosa 0,6g
e M9 30 mL
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Protocolos especificos de ensayos

Ensayos farmacoldgicos de pardlisis con levamisol y aldicarb

Los ensayos de paralisis se llevaron a cabo en placas estandar NGM con 2 mM de aldicarb (Sigma-
Aldrich) 0 0,5 mM de levamisol (Alfa Aesar). Se transfirieron 25-30 gusanos L4 a cada placay los
animales paralizados se contaron cada 15 o 30 minutos. Cada animal fue considerado como
paralizado cuando no respondia después de ser estimulado tres veces con el worm picker sobre
la cabeza y la cola. Se realizaron al menos cuatro ensayos independientes con 25-30 animales
para cada condicién. Se utilizé el area bajo la curva (ABC) de cada experimento para

comparaciones estadisticas.

Medicion de longitud corporal (fenotipo “shrinker”)

Las mediciones de longitud corporal se realizaron en placas estandar de agar NGM sin bacterias.
Se transfirieron gusanos L4 y se les permitid aclimatarse durante al menos 5 minutos. Cada
animal fue estimulado mecdnicamente con un worm picker en la regién anterior. Durante el
estimulo los gusanos fueron filmados con una camara Amscope Mu300 y la longitud corporal
del animal se midié utilizando el software FlJI Image J. La cuantificacion del acortamiento del
cuerpo después del contacto se calculé como la disminuciéon de la longitud corporal en relacion

con la longitud del animal antes de ser tocado.

Ensayo de respuesta de escape

Los ensayos de respuesta de escape se realizaron en placas de agar NGM sembradas con una
capa delgada de bacteria OP50 E. coli crecida en “césped”. Para ello, se sembraron 120 uL de
bacterias 24 horas antes del ensayo, y se las esparcid de manera uniforme sobre toda la
superficie del NGM. Luego, las cajas de Petri fueron incubadas a 372 C durante la noche previa
al ensayo. El dia del experimento, se transfirieron animales L4 a las placas y se les permitid
aclimatarse durante al menos 5 minutos. Los giros en omega fueron inducidos por un toque
suave en la regidn anterior con un pelo fino. Los mismos se clasificaron como cerrados o
completos cuando el gusano tocaba la cola con la cabeza, mientras que fueron considerados
como abiertos o incompletos cuando la cabeza no tomd contacto con la region de la cola durante
la ejecuciéon!®. Se realizaron entre 4 y 7 ensayos independientes con aproximadamente 20

animales para cada condicién. Videos representativos disponibles en youtube:

Giro en omega cerrado: https://youtu.be/wH1mBg6svoo (video 1)

Giro en omega abierto: https://youtu.be/ibz3GsleELs (video 2)
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Optogenética

Para la estimulacién optogenética, se utilizaron adultos jévenes (6-8 horas post L4) que expresan
Channelrhodopsin (ChR2) en neuronas GABAérgicas (Punc-47::ChR2) o colinérgicas (Punc-
17::ChR2). El ensayo se realizd en placas conteniendo agar NGM de 6 mm sin alimento, y se dejo
a los animales aclimatarse durante 5 minutos. Cada animal fue filmado a 15 fps utilizando una
camara Allied Vision Alvium 1800 U-500m. Para estimular la actividad neuronal, expusimos a los
animales a pulsos de luz de 470 nm durante 5 segundos. Estos pulsos de luz se emitieron
utilizando un script personalizado en Python (VIMBA Perdn, escrito por el Dr. Andrés Garelli,
disponible en https://github.com/AndresGarelli/VimbaPeron) a un microcontrolador Arduino
Uno, que opera un controlador LED compacto universal de Mightex (Mightex SLC-MAQ2-U). La
emision de luz se logrd a través de una Fuente de Colimador de LED de Alta Potencia de Mightex
(LCS-0470—-03-11). Para seguir con precision los cambios en el cuerpo del gusano, se registro su
area desde 5 segundos antes del estimulo de luz y de forma continua hasta 5 segundos finalizado
el estimulo. El andlisis de los cambios del tamafio corporal fue realizado de forma automatica
mediante un macro de FlJI-image J (escrito por la Dra. Gabriela Blanco) capaz de rastrear el drea
del cuerpo en cada cuadro, aprovechando el claro contraste entre el cuerpo del gusano y el
fondo. Para validar nuestro sistema de medicion, medimos manualmente el ancho de 6-8
animales en el punto de estimulacion de luz (a los 2,5 segundos) y los comparamos con el area
y la longitud del cuerpo. Nuestras mediciones mostraron consistentemente que,
independientemente de si el drea aumenta o disminuye (dependiendo de la activacién de las
neuronas GABAérgicas o colinérgicas), el ancho permanece en su mayoria sin cambios (Fig. 25).

Videos representativos de la técnica disponibles en youtube:

Estimulacion optogenética GABAérgica: https://youtu.be/ZQ SO3H1QzM (video 3)

Estimulacion optogenética colinérgica: https://youtu.be/9LYSw8fvz4Y (video 4)

Microscopia: andlisis de la expresion de SOD-3

Los niveles de expresion de SOD-3 fueron analizados en cepas transgénicas que contienen el
reportero transcripcional muls84 (SOD-3::GFP). Los animales fueron sincronizados hasta el
estadio L4 y luego paralizados mediante Azida de Sodio (0,25 M) en laminas de agarosa al 2%.
Se utilizé un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE 2000 para la toma de imagenes. La
intensidad de fluorescencia fue cuantificada en regiones de interés (ROls) del mismo tamario en
la cabeza de cada animal utilizando el software Image J FlJI. Los resultados fueron normalizados
al control (animales wild type sin BHB). Se analizaron aproximadamente 40-60 animales para

cada genotipo/condicidn.
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Microscopia: andlisis de comisuras de neuronas GABAérgicas y colinérgicas

Animales sincronizados (L1 o L4, dependiendo el ensayo) con los reporteros fluorescentes vs/s48
(Punc-17::GFP, neuronas colinérgicas) o ufis34 (Punc-47::mCherry, neuronas GABAérgicas)
fueron inmovilizados con azida de sodio (0,25 M) en ldminas de agarosa al 2%. Las comisuras de
las neuronas GABAérgicas y colinérgicas se analizaron mediante un microscopio de fluorescencia
Nikon Eclipse TE 2000. Los defectos en las comisuras, incluidos los defectos de guiado,
ramificacion anormal, truncamientos, etc., se clasificaron de manera similar a publicaciones
previas'*?, Se calculd el porcentaje de animales con al menos un defecto en alguna comisura
para cada grupo neuronal (colinérgicas o GABAérgicas). Las imagenes representativas mostradas
en las figuras se tomaron mediante un microscopio confocal laser (ZEISS LSM 900 con AirScan Il)

con objetivos de 20x y 63x.
Microscopia: andlisis de la morfologia y migracion de las neuronas AlYs y HSNs.

Animales sincronizados en el estadio L4 (para el andlisis de las AlYs) o adultos jovenes (para el
analisis de las HSNs) con los reporteros fluorescentes Pttx-3::GFPy Ptph-1::GFP respectivamente
fueron inmovilizados con azida de sodio (0,25 M) en laminas de agarosa al 2% y analizados con
un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE 2000. La morfologia de las neuronas AlYs se
clasificd en tres categorias cualitativas segun la extension de los procesos de las mismas: 1)
Desarrollo completo; 1) Desarrollo incompleto moderado (axones ingresan al anillo nervioso
pero no se contactan entre si en la linea media dorsal); y Ill) Desarrollo incompleto severo
(axones que no alcanzaron al anillo nervioso, o bien lo alcanzaron pero no realizaron el giro
caracteristico hacia dorsal que evidencia la localizacién del anillo nervioso). Por otro lado, la
migracion de las HSNs se clasificd en categorias cuantitativas utilizando el software Imagel segun
el grado de migracién, tomando como referencia el largo del cuerpo y la ubicacién relativa de
las neuronas como una proporcién del mismo (= 0,4: migracion completa; >0,2-<0,4: migracion

deficiente intermedia; <0,2: migracion deficiente severa).

Ensayos con DL-8-Hidroxibutirato

Los animales fueron expuestos a 20 mM de DL-B-Hidroxibutirato (BHB) (Acros Organics) en
placas de agar NGM sembradas con E. coli OP50. El compuesto fue diluido junto con el NGM a
602 C durante el preparado de las placas. La exposicion al mismo se realizé segun lo especificado

para cada ensayo.
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Anadlisis estadistico

Los resultados presentados en cada figura son el promedio de al menos tres experimentos
independientes. Las barras representan la media * el desvio estandar (SD). Generalmente, se
empled el andlisis de varianza de una via (ANOVA) para analizar multiples muestras
paramétricas, y se utilizd la prueba post hoc de Tukey para comparaciones por pares entre todos
los grupos. Para comparaciones contra un grupo control, se utilizé la prueba post hoc de
Dunnett. Para multiples muestras no paramétricas, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis seguida
de la prueba post hoc de Dunn, que también se utilizd para comparaciones contra el grupo
control. En los casos donde se hicieron comparaciones entre dos condiciones independientes,
se utilizd la prueba t para datos paramétricos, mientras que se empled la prueba de Mann-
Whitney U para datos no paramétricos. Utilizamos el software GraphPad Prism version 6.01 para
realizar los andlisis estadisticos. La informacidn estadistica se indica en las leyendas de las
figuras. Para todos los ensayos, la recopilacion y el andlisis de datos se realizaron de manera
ciega. Leyenda de Significacion Estadistica: ns p > 0.05; * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001;
**%% 1 < 0.0001.

PCR punto final

Esta técnica se utilizd para el genotipado de cruzas genéticas. Para la extraccién de ADN, se
utilizé un buffer de lisis con proteinasa K (Anexo |) sobre aproximadamente unos 20 animales
adultos durante 75 minutos a 652C. Luego, para la amplificaciéon del gen, se utilizaron los
siguientes reactivos (volumen final 20 uL por reaccidn):

ABU ..ttt sttt e et sre et et e ses e sreeernnaan 13 uL
BUFFEE 10X ittt sttt et s 2uL
MIX dNTPS 2,5 mM (desoxirribonucleétidos)...........cceveuvenne. 1 UL
primer 1 SeNtidO ....ccccueeiieieieceee e e lul
primer 2 antiseNtido ......ccoceveeece e s lul
ADN polimerasa termoestable (TAQ)......ccccoeeveeveeernrerreneenens lul
[ISAAO .ttt e s e s e 1luL

La polimerasa utilizada mayoritariamente fue la TAQ, termoestable a temperaturas de hasta
95°C y extraida originalmente de la bacteria Thermus aquaticus. Los primers fueron disefiados
mediante el software ApE- A Plasmid Editor v 3.0.8 y se adquirieron a través de proveedores
comerciales.

Programa estandar de PCR para termociclador utilizado:

1) 93° C (desnaturalizacion inicial) 5’
2) 93° C(desnaturalizacion) 20”
3) 55° C (hibridacién de primers) 30-45” La temperatura depende de cada primer.
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4) 72° C(polimerizacion) 1’

5) Repetir desde el paso 2 unas 35 veces.

6) 72° C(polimerizacién final) 5’ como paso final

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

Para revelar las bandas, se sembré el producto de amplificacidn en geles de agarosa para
electroforesis al 1% y se corrié en un buffer de TAE (anexo ) a 65-70 V durante 15-20 minutos
en un sistema de electroforesis.
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Anexo de protocolos especificos: cepas utilizadas

La cepa de referencia wild type utilizada en este estudio es N2 Bristol. Algunas de las cepas
fueron obtenidas del CGC. Las cepas transgénicas generadas especificamente para el presente
trabajo fueron obtenidas mediante microinyeccién de ADN plasmidico con la construccién Punc-
47::daf-18cDNA (gentilmente proporcionado por la Dra. Alexandra Byrne, UMASS Medical
School) a una concentracidon de 20 ng/ulL en la linea germinal de mutantes dobles (daf-18
(0k480); lin-15 (n765ts)), con el marcador de co-inyeccién lin-15 rescatando el plasmido pL15EK
(a 80 ng/ul). La nomenclatura de las cepas en C. elegans incluye letras en mayuscula que se
refieren al laboratorio donde fueron obtenidas seguidas por un nimero que indica el orden de
esa cepa en el laboratorio. Luego, en letra itdlica minuscula, se detalla el nombre del gen,
seguido por el alelo del mismo entre paréntesis, y finalmente el cromosoma donde se encuentra.
Por ejemplo, la cepa CB156 unc-25(e156) Il es la cepa niumero 156, obtenida en el laboratorio
de Jonathan A Hodgkin en Oxford, que contiene un alelo mutado (e156) en el gen unc-25 que
estd en el cromosoma lll. Para los animales transgénicos el sufijo Is implica que el transgen esta

incorporado en el genoma (por ejemplo, vsls48). Las cepas utilizadas fueron:

CB156 unc-25(e156) Il

MT6201 unc-47(n2409) Il

CB1375 daf-18(e1375) IV

OAR144 daf-18(0k480) IV

GR1307 daf-16(mgdf50) |

OAR115 daf-16(mgDf50); daf-18(ok480)

OAR161 daf-18(0k480); Punc-47::daf-18

LX929 vsis48 (Punc-17::gfp)

12629 ufis34 (Punc-47::mCherry)

OAR117 ufis34 (Punc-47::mCherry); daf-18(ok480)

OAR118 vsis48 (Punc-17::gfp); daf-18(ok480)

OAR142 ufis34 (Punc-47::mCherry); daf-16(mgDf50)

OAR143 ufis34 (Punc-47::mCherry); daf-16(mgDf50); daf-18(ok480)
CF1553 muls84 [(pAD76) Psod-3::gfp + rol-6(su1006)]

OAR140 muls84 [(pAD76) Psod-3::gfp + rol-6]; daf-18(ok480)
OAR141 muls84 [(pAD76) Psod-3::gfp + rol-6]; daf-16(mgDf50)

OH99 mglS18[Pttx-3::gfp]
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OAR83 daf-18(0k480); mglS18[Pttx-3::gfp]
MT13471 [Ptph-1::gfp]

OAR112 [Ptph-1::gfp]; daf-18(0k480)
12805 [Punc-17::ChR2]

ZM3266 [Punc-47::ChR2]

OAR177 [Punc-17::ChR2]; daf-18(0k480)
OAR178 [Punc-17::ChR2]; daf-16(mgDf50)
OAR179 [Punc-47::ChR2]; daf-18(ok480)
OAR180 [Punc-17::ChR2]; daf-16(mgDf50)
TJ1052 age-1(hx546)

GR1310 akt-1{mg144)

GR1318 pdk-1{mg142)

JT9609 pdk-1(sa680)

VC204 akt-2(0k393)

VC222 raga-1(ok386)

KQ1366 rict-1(ft7)
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Primera Seccion

Efectos de la mutacion de daf-18 en
el neurodesarrollo de C. elegans
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Introduccion

PTEN es un importante regulador del ciclo celular

PTEN (fosfatasa y homdlogo de tensina eliminado en el cromosoma 10) es un gen supresor de
tumores que en humanos se localiza en la regién del cromosoma 10g23.3*, Este gen controla
importantes procesos tales como la progresion del ciclo celular, la supervivencia celular, la
traduccién, la organizacion del citoesqueleto, el trifico a través de membrana y el
metabolismo®”144+1%8 Mutaciones en este gen se han relacionado con una variedad de tumores,
incluidos algunos tipos de tumores cerebrales, de mama y préstata; asi como también graves

implicancias en el neurodesarrollo® (Fig. 6).
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Figura 6. Frecuencia y sitios de mutaciones en el gen PTEN asociadas con cancer y neurodesarrollo. A. Mutaciones en
PTEN con incidencia en el desarrollo del cancer. PTEN regula procesos como la progresion del ciclo celular y la supervivencia
celular, claves en el desarrollo de estas patologias. Adaptado de Hopkins et. al 2014. B. Mutaciones en PTEN conocidas por
influir en el neurodesarrollo. Adaptado de De Spenza et. al 2020.

Actividad y funcion

PTEN tiene una actividad fosfatasa dual, lo que significa que tiene la capacidad de remover
fosfatos tanto en lipidos como en proteinas. La actividad lipido fosfatasa mas conocida que

posee es la de catalizar la desfosforilacion del fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) en la
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membrana plasmatica, antagonizando asi el papel de la fosfatidil inositol-3 quinasa (PI3K) y la
quinasa AKT/proteina quinasa B (AKT/PKB). Por otro lado, la actividad proteina-fosfatasa mas
conocida es inhibir a MAPK, que a su vez regula la sefializacién a través de mTOR y
GSK3[p3741147.14%-152 por |o tanto, la actividad de PTEN modula negativamente la cascada de
sefializacion PI3K/AKT/mTOR, caracterizada por su rol en la sintesis de proteinas, el avance del
ciclo celular y la proliferacién, entre otras!®>!>*, Existen varios mecanismos regulatorios que
pueden reducir la afinidad de PTEN por la membrana, aumentando su localizacion en citoplasma
y microtubulos, donde tiene un rol fundamental al regular la dindmica del citoesqueleto y la
motilidad celular. En el ndcleo, PTEN interactla con cuatro componentes diferentes de APC/C
(Complejo Promotor de Anafase/Ciclosoma), que es una ligasa ubiquitina E3 que regula la
degradacion de muchas proteinas importantes en la via del ciclo celular. Esta actividad, que
resulta fundamental para su rol de gen supresor tumoral, no depende de su actividad fosfatasa
sino de su habilidad de unirse al complejo promotor de anafase!*”%%>, En nicleo, también
participa en la regulacion del crecimiento celular’® y promueve la supervivencia celular®. La
unién de PTEN a los centrémeros es esencial para prevenir roturas de doble cadena en el

ADN 158,159.
Estructura y regulacion

En su forma candnica, PTEN posee un total de 403 aminoacidos. Este incluye varios dominios

importantes®”!#’ (Fig. 6):

e Un dominio de union a PIP2 en el extremo N-terminal (PBD).

e Un dominio fosfatasa (residuos 7-185), que contiene el bucle catalitico P-loop (residuos
123-130).

e Un dominio C2 (residuos 186-351), que incluye el bucle CBR3 (residuos 260-269) y es
crucial para la unién a la membrana.

e Una cola C-terminal (residuos 353-403), que contiene multiples sitios de fosforilacidn
que inhiben la actividad catalitica y la unién a la membrana. Esta regidn termina en un
motivo de unién a PDZ, un importante dominio involucrado en la estabilidad, la

sefializacion celular y la interaccion con otras proteinas.

El dominio catalitico fosfatasa contiene el motivo tipico de fosfatasa de especificidad dual
HCXXGXXRS/T. La proteina también tiene homologia con Tensina y Auxilina, fundamentalmente
en el dominio de unién a membrana C2¥. Tanto la ubicacién como su actividad pueden ser
reguladas por modificaciones postraduccionales. PTEN puede ser fosforilado por diversas

quinasas en multiples sitios, especialmente en su cola C-terminal. Dependiendo del sitio
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especifico de fosforilacién, los efectos pueden ser tanto inductores como inhibidores, e incluso
pueden modificar la localizaciéon subcelular en algunos casos'¥’. Un cldsico ejemplo es la
regulacién por CK2, una quinasa que fosforila un cluster de residuos en el extremo C terminal,
produciendo que PTEN sea degradado lentamente en proteosomas!®®. Por otro lado, esta
quinasa puede ser activada por factores de crecimiento, fosforilando a PTEN e inhibiendo su
afinidad con la membrana. Este proceso a menudo es comun durante el crecimiento axonal, en
el cual PTEN abandona la membrana y se une a los microtibulos®>1%2, Por el contrario, sefiales
inhibidoras del crecimiento inducen la desfosforilacién de PTEN, y su consecuente localizacién
en membrana donde promueve la despolimerizacidn de los microttbulos al desfosforilar PIP3163,
La afinidad de PTEN por la membrana depende tanto del dominio C2 (dominio de unién a
membrana) como también del dominio PBD. La fosforilacién al extremo C terminal, inhibe la
union a membrana mediante el bloqueo competitivo de los sitios de interaccién con la
membrana de ambos dominios. Ademas, se conoce que con su actividad fosfatasa, PTEN puede
autodesfosforilarse en multiples residuos del extremo C-terminal. El nivel de fosforilacién de
este dominio es importante, por otro lado, para las interacciones de tipo proteina-proteina, asi
como también para la susceptibilidad a ser clivada por diferentes caspasas. Los distintos
productos resultantes del clivado poseen menor actividad y estabilidad'*’%4. Por otro lado,
ciertos tipos especificos de fosforilacion inactivan a PTEN, tal como es el caso de varios tipos de
cancer caracterizados por una fosforilacién en el residuo Ser-380, demostrando asi que su

inactivacién no depende Unicamente de mutaciones en su gen'?’.

Otros tipos de modificaciones postraduccionales pueden modular la actividad de PTEN. La
acetilacion puede disminuir la actividad de PTEN si esta ocurre, por ejemplo, en los residuos de
lisina 125 y 128 del sitio catalitico. La acetilacidén en otros sitios puede regular las interacciones
de tipo proteina-proteina*’. Como mencionamos, PTEN puede tener diferentes localizaciones
intracelulares. PTEN puede estar tanto en membrana (donde posee su mayor efectividad para
desfosforilar PIP3), como en el citoplasma y en el ntcleo, viéndose favorecida la translocacion
nuclear cuando es monoubiquitinada, sumoilizada o tiene otro tipo de interaccién proteina-

158165166 Sin embargo, el efecto de la ubiquitinacién depende de los residuos

proteina
involucrados y puede afectar diferencialmente a la actividad, la estabilidad o localizacién. La

poliubiquitinacién, por el contrario, suele estar mas asociada con la degradaciéon¥.

Otros procesos que determinan la funcidn, conformacién, estabilidad y ubicacidn de PTEN son
las interacciones de tipo proteina-proteina. Un ejemplo cldsico es la union de p85 a PTEN,

estimulada por la sefializaciéon de EGF (factor de crecimiento epidérmico), lo que aumenta su

actividad fosfatasa'®’. Por ultimo, PTEN puede ser reprimido por metilacién en su promotor, lo
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cual suele ser también frecuente en varios tipos de cancer; asi como también mediante varios

micro ARN y ARN no codificantes?’.

Efectos de la pérdida de funcion de PTEN

La disfuncion de PTEN provoca la desregulacion de la cascada de sefializacion PI3K/AKT/mTOR,
lo que normalmente resulta en un crecimiento celular excesivo. Las mutaciones en este gen han
sido encontradas en un amplio espectro de tumores. Este gen es uno de los principales genes
supresores tumorales en la célula, y se encuentra entre los genes mas mutados en la mayoria
de los pacientes con dicha enfermedad?®®° (Fig. 6). Con el transcurso del tiempo, se hizo claro
que las alteraciones en PTEN pueden desencadenar una variedad de fenotipos, por lo que se
introdujo el término amplio de sindrome de tumor hamartomatoso PTEN (PHTS). Estos
trastornos incluyen el sindrome de Cowden (CS), el sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba, la
enfermedad de Lhermitte-Duclos en adultos y los TEA asociados con macrocefalia'’*'’2, El rol de
este gen durante el desarrollo del SN parece ser critico: un gran nimero de mutaciones han sido
encontradas en pacientes con desérdenes neuroldgicos!**. En los tltimos afios, el papel que este
gen posee en el neurodesarrollo estd fuertemente respaldado por multiples lineas de evidencia.
En ratones, si bien las mutaciones germinales de PTEN son letales en etapas embrionarias’3,
condiciones heterocigotas (como ocurre en humanos) permiten el desarrollo de animales que
presentan alteraciones en el tamafio cerebral, comportamientos sociales alterados, agresion, y
una mayor frecuencia de comportamientos repetitivos’#”>, Estd largamente demostrado que
tanto ratones con mutaciones heterocigotas en PTEN como aquellos knockout condicionales de
PTEN en grupos neuronales especificos recapitulan muchos de los sintomas asociados con el TEA
en humanos. Estos sintomas varian segin el modelo murino e incluyen macrocefalia,
alteraciones anatdmicas en cerebelo y ventriculo, hipertrofia neuronal, dendritas hipertrofiadas
y ectdpicas, tractos axonales con sinapsis aumentadas, deficiencias motoras, epilepsia, entre

otros!76180,
daf-18 es el homdlogo de PTEN en C. elegans

Al igual que PTEN en mamiferos, el gen homodlogo daf-18 en C. elegans desempefia un papel
crucial en la regulacién de la sefializacion de insulina y el control del ciclo celular, regulando
negativamente la via de ILPs/AGE-1/AKT (via de insulina/PI3K/AKT en mamiferos)'8--182 (Fig. 7).
Estas vias de sefalizacion celular, asi como los genes que participan en las mismas, estan
altamente conservadas en C. elegans, asi como en todo el reino animal en general'48183184 En

particular para C. elegans, la regién amino-terminal de DAF-18 contiene el dominio catalitico de

la fosfatasa, y esta region comparte un 38% de identidad de secuencia con el dominio
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correspondiente de PTEN humano. La regién carboxilo-terminal de DAF-18 tiene niveles mas
bajos de homologia de secuencia con PTEN. Por otro lado, los dominios no cataliticos de DAF-18
y PTEN pueden desempefiar un papel regulador dependiente de la especie'®. A diferencia de
los roedores, en donde la pérdida germinal de PTEN es letal durante el desarrollo embrionario,
la pérdida de daf-18 en C. elegans no afecta a la supervivencia y permite el desarrollo de los

150,182,186

animales . Esto permite utilizar a C. elegans como plataforma de estudio de los

mecanismos moleculares subyacentes a las mutaciones en este gen.

p ILPs/
®_ Insulin, IGF-1, IGF-2

(P P —00
PIP, ~ pp, SR PP,
DAF-2/ T~ PDK1 \_p
IR, IGFR [ )
(P}
DAF-16/
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Figura 7. Via de seinalizacion insulinérgica en C. elegans. Representacion de la via insulinérgica de C. elegans,
indicando en cada caso su respectivo homdlogo en mamiferos luego de la barra oblicua “/”. Esta via muestra un
alto nivel de conservacién a lo largo del reino animal. La misma es regulada negativamente por daf-18, homdlogo
del gen PTEN de mamiferos.

El eje AGE-1/AKT cumple un importante rol en el neurodesarrollo de C. elegans

La sefalizacién regulada por el eje AGE-1/AKT a través de DAF-16 (el Unico ortdlogo en C. elegans
de la familia de factores de transcripcién FOXO de mamiferos) estd implicada en el desarrollo de
neuronas especificas en C. elegans. Mutaciones nulas en daf-16, asi como la inhibicién de la

actividad de DAF-16 debido a una mutacion en daf-18/PTEN vy la activacion de la sefializacion de
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PI3K, causan un fenotipo de migracidn incompleta del par de neuronas motoras especificas de
hermafroditas (HSNs), mientras que un aumento en la actividad de DAF-16 resultante de la
disminucidén de la sefializacién de Insulina/IGF-1 conduce a una migracidn excesiva de las HSNs

(Fig. 8). Esta migracion depende de la expresién de DAF-16 en la hipodermis del animal*®’. Las

HSNs estan presentes Unicamente en hermafroditas, mientras que en los machos sufren

Figura 8. Neuronas HSNs en C. elegans. Esquema representativo mostrando la ubicacién aproximada de las
HSNs. Estas neuronas se generan en la cola del embrion y luego migran hacia la parte anterior, ubicandose cerca
del centro del animal en ambos sexos. En los machos, estas células son eliminadas por un proceso de muerte
celular programada (apoptosis) antes de que alcancen su madurez funcional.

apoptosis durante el desarrollo. Las mismas se generan en la cola del embridén y luego migran
hacia adelante a posiciones cercanas al centro del animal en ambos sexos!! (Fig. 8). Como
funcidn principal, las HSNs inervan los musculos de la vulva y estimulan la puesta de huevos. El
axon de HSNR viaja en el fasciculo derecho del cordén nervioso ventral, mientras que el axén de
HSNL viaja en el lado izquierdo. El crecimiento del axdn comienza durante L2 y L3, mientras que
la formacidn de sinapsis tiene lugar en las etapas L3 y L4. Las células precursoras de la vulva
guian los procesos emergentes de las HSNs ventralmente. También organizan los dos procesos
de las HSNs para unirse al corddn nervioso ventral en dos fasciculos separados e inducirlos a
desfascicularse del corddn nervioso ventral y ramificarse en la vulva®®. Los fenotipos de
migracion incompleta o excesiva de las HSNs, sin embargo, no son el Unico efecto sobre el SN
producto de la pérdida de daf-16 o daf-18 que se han descubierto en C. elegans hasta la fecha.
La pérdida de funcién de cualquiera de estos genes produce, ademds, un truncamiento
prematuro del par de interneuronas AlYs. A diferencia de las HSNs, DAF-16 actia de manera
autédnoma para controlar el normal desarrollo de las AlYs®. Las AlYs son uno de los cuatro pares
de interneuronas (AlAs, AIBs, AlYs y AlZs) que reciben y procesan la salida sindptica de las
neuronas sensoriales anfidicas. Son postsinapticas a varias neuronas sensoriales olfativas y
gustativas, como ASE, ASI, AWA, AWC y AFD, y se presume que desempefian un papel
integrador, procesando multiples corrientes de informacién sensorial, fundamentalmente de
estimulos térmicos y quimicos®®®, Tienen un papel clave en la plasticidad conductual en
paradigmas en los que el hambre se combina con una sefial térmica o quimica®%1, Las mismas
se encuentran en la regién anterior del animal. El proceso de cada neurona AlY ingresa al anillo
nervioso desde el lado ventral. Después de correr dorsalmente dentro del anillo nervioso, se

encuentra con su pareja contralateral en la linea media dorsal y establece una uniéon de
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hendidura con ella®®!2 (Fig. 9). A partir del efecto de la pérdida de funcién de daf-16 y daf-18
sobre el desarrollo especifico de las HSNs y AlYs, resulta evidente el rol que dichos genes poseen

durante el neurodesarrollo de C. elegans. Es probable que el estudio de estas mutaciones revele

Figura 9. Neuronas AlYs en C. elegans. Esquema representativo de la region anterior de C. elegans mostrando
la ubicacidn del par de neuronas AlYs. El crecimiento de sus neuritas comienza poco después de la aparicion de
los somas, con los conos de crecimiento extendiéndose desde el lado anterior de las células y alcanzando la linea
media dorsal tras recorrer el anillo nervioso ubicado en el istmo.

en el futuro ain mas neuronas afectadas.

El equilibrio entre los sistemas excitatorios e inhibitorios es clave para el correcto

funcionamiento del SN

Los desérdenes del TEA son muy complejos y diversos en cuanto a su etiologia y manifestaciones
clinicas. Sin embargo, desde hace unos afios, varias hipétesis han postulado que muchas formas
de TEA pueden estar caracterizadas por un desequilibrio entre los sistemas Excitatorios e
Inhibitorios (E/1) en el SN'*3'% En linea con esas hipdtesis, multiples lineas de evidencia
reportaron deficiencias en el sistema GABAérgico tanto en pacientes con antecedentes
genéticos vinculados al TEA como en modelos murinos inducidos farmacoldgicamente!®>1%7, En
muchos casos se propuso que una disminucidn en la actividad inhibitoria mediada por GABA
podria llevar a un aumento de la excitacidon neuronal en ciertas areas cerebrales®®. Este
fendmeno se ha asociado con caracteristicas compatibles con TEA, como la hiperactividad, la
hipersensibilidad sensorial y los patrones de comportamiento repetitivos'®®. Ademds, se ha
observado que los niveles de glutamato, el principal neurotransmisor excitatorio, pueden estar
desregulados en el cerebro de individuos con TEA. Esto puede contribuir a una mayor excitacion
neuronal y una menor capacidad para modular y regular la informacién sensorial?®. Tras toda
esta evidencia, el modelo de desequilibrio E/I se ha postulado también como posible mecanismo
subyacente a varios DND%*2°, Sj bien se han realizado estudios que demuestran un déficit E/I
en roedores, el estudio de la transmision sinaptica en mamiferos resulta extremadamente

complejo y requiere equipos sofisticados y costosos?®2, Ademds, poco se sabe acerca del rol de
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la proteina PTEN en este equilibrio. Otros modelos con SN mas simples, como C. elegans,
representan una plataforma ideal para realizar una primera aproximacion que permita
identificar vias moleculares asociadas a este proceso. Al estar dichos genes altamente
conservados, muchos de los mecanismos fundamentales de la transmisién sindptica fueron

descubiertos en C. elegans®:.

La transmision sindptica y el SN en C. elegans pueden ser estudiados mediante una amplia

gama de técnicas

En las sinapsis quimicas, la exocitosis de un neurotransmisor desde la neurona presindptica
resulta en la activacion de receptores postsinapticos y, finalmente, en la excitacién o inhibicion
de la célula postsindptica®®. Como se menciond anteriormente, C. elegans presenta, a nivel de
la unién neuromuscular, tanto sefializacién colinérgica excitatoria como GABAérgica inhibitoria
(Fig. 10). Durante la locomocion, los distintos segmentos del cuerpo se contraen de manera
alternada en sentido ventral o dorsal, permitiendo el caracteristico movimiento sinusoidal del
A B

DSReceptor de GABA
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Figura 10. C. elegans presenta tanto sinapsis GABAérgicas como colinérgicas en la unién neuromuscular.
Esquemas representativos de las sinapsis neuromusculares GABAérgicas inhibitorias (A) y colinérgicas
excitatorias (B) con sus respectivos receptores. Ambos sistemas estan presentes tanto a nivel dorsal como
ventral, modulando las contracciones alternadas que definen el movimiento caracteristico de C. elegans.

animal. Esto sucede, como ya vimos previamente, ya que dentro de cada segmento la
sefializacion colinérgica contrae una de las paredes, y activa a las neuronas GABAérgicas que
relajan la pared opuesta. De esta manera, muchas de las mutaciones que impactan en la
transmisién sinaptica a menudo provocan un fenotipo de locomocidn. La presencia de ambos
tipos de sefializacion en la uniéon neuromuscular, convierte a este animal en un potente modelo
para estudiar la transmisidn sindptica y el balance entre sistemas excitatorios e inhibitorios?®,
Al igual que los mamiferos, C. elegans utiliza ACh para controlar la contraccion muscular. La ACh
liberada por las neuronas motoras colinérgicas en la hendidura sindptica activa receptores
ionotrépicos en la postsinapsis, lo que provoca la entrada de calcio en el musculo, y por lo tanto,

la contraccidn (Fig. 11 A). Existen farmacos que permiten modular esta actividad, y pueden ser
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utilizados para el estudio de la transmisidn sindptica y la funcionalidad de los sistemas
excitatorios e inhibitorios. En este contexto, aldicarb y levamisol han sido los compuestos mas
usados en nematodes. El aldicarb, un compuesto quimico perteneciente a la familia de los
carbamatos, inhibe la enzima acetilcolinesterasa, que normalmente se encarga de descomponer
la ACh en la hendidura sinaptica. Al bloquear esta enzima, se produce una acumulacién del
neurotransmisor en la hendidura sindptica y una sobreestimulacién continua de los receptores,
llevando a la paralisis muscular (Fig. 11 B)?°%207 | E| levamisol, por otro lado, es un agonista de
receptores colinérgicos, produciendo también hipercontraccion y paralisis muscular (Fig. 11 C)
208209 Con ambas drogas, la pardlisis se da con el transcurso del tiempo, y es dependiente de la
concentracién. Se considera que aquellos animales que tardan mas en paralizarse que un wild
type (o directamente no se paralizan) son resistentes, mientras que si tardan menos en

paralizarse, son hipersensibles. Resulta importante notar que no todos los animales

A B Paralisis inducida por Aldicarb C Paralisis inducida por Levamisol
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® ACh
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Figura 11. El aldicarb y levamisol son potentes moduladores de la actividad colinérgica. Figura ilustrativa de la
sinapsis colinérgica bajo diferentes condiciones. A. Sinapsis colinérgica normal, donde la ACh liberada por las
neuronas motoras activa receptores colinérgicos ionotrépicos en la postsinapsis. B. El aldicarb inhibe la
acetilcolinesterasa, causando una acumulacién de ACh en la hendidura sinaptica y una sobreestimulacidn continua
de los receptores, causando paralisis muscular. C. El levamisol, un agonista de los receptores colinérgicos, también
induce hipercontraccion y paralisis muscular por la sobreestimulacién de los receptores.

responderan de igual manera ante la exposicién a estos farmacos. Por ejemplo, si una cepa
mutante presenta deficiencias en la sintesis, carga vesicular o liberacién de ACh (problemas a
nivel presinaptico), liberara menor cantidad de ACh hacia la hendidura sindptica, y por lo tanto
resultard susceptible al levamisol (ya que actla sobre los receptores postsinapticos) pero
resistente al aldicarb. Existen circunstancias en las que el aldicarb incluso mejora el movimiento
de cepas con deficiencias presindpticas, ya que aumenta la concentracion de ACh en la
proximidad de los receptores. Por otro lado, mutantes con una liberacién elevada de
neurotransmisores, o bien con deficiencias en la sefializacion GABAérgica inhibitoria, resultan
hipersensibles a ambos compuestos. Con respecto a animales con déficit a nivel postsinaptico,

seran resistentes a ambos compuestos. Al combinar los datos obtenidos en los ensayos de
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aldicarb y levamisol, se puede estimar el origen del problema de la sefializacion. Si un mutante
es resistente al aldicarb, pero no al levamisol, es probable que la proteina afectada esté
involucrada en el funcionamiento de la presinapsis. Por el contrario, si una cepa muestra
resistencia a ambos farmacos, es probable que el defecto se deba a alteraciones en la
postsinapsis. Si un animal resulta hipersensible a ambos compuestos, es muy probable que
tenga afectada la sefializacidon que antagoniza este efecto, es decir, la GABAérgica inhibitoria. En
conjunto, estos ensayos farmacoldgicos permiten realizar una evaluacién preliminar de la
transmisién sinaptica y obtener evidencias indirectas acerca del estado general de los sistemas
excitatorios e inhibitorios?0>207.210-212 Estg es especialmente Util para realizar screenings rapidos

para identificar aquellas mutaciones que tengan un posible impacto en el equilibrio E/I.

C. elegans es un modelo animal en el que es posible realizar un flujo de trabajo para un andlisis
integral del SN. La optogenética, por ejemplo, es una técnica que utiliza la luz para controlar la
actividad de células especificas mediante la expresion de proteinas fotosensibles, lo que facilita
la observacidn de los efectos inmediatos a la activacidn o inhibicidn de neuronas especificas.
Mediante el empleo de esta técnica, es posible investigar circuitos neuronales y la relacidn entre
la actividad neuronal y el comportamiento in vivo?32%, Si bien la electrofisiologia es la técnica
de rutina utilizada para evaluar la funcionalidad neuronal en la mayoria de los animales, la
electrofisiologia en C. elegans presenta desafios técnicos, por lo cual existen pocos laboratorios
a nivel mundial capaces de realizar esta técnica. Ademas, debido a la necesidad de inmovilizar y
disecar a los gusanos durante los registros electrofisioldgicos, dificulta la correlacion la actividad
sindptica con respuestas conductuales. Por este motivo, en los casos donde la correlacion de la
actividad sinaptica con el comportamiento es crucial, suelen preferirse métodos como la

otogenética.

Adicionalmente al estudio de la funcionalidad, es posible analizar la morfologia del SN utilizando
reporteros fluorescentes bajo promotores especificos y técnicas de microscopia. Esto permite
correlacionar cambios funcionales con alteraciones estructurales en las sinapsis y otros

componentes neuronales*.
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Objetivos

El desequilibrio entre los sistemas excitatorios/inhibitorios ha sido propuesto como uno de los
denominadores comunes en varios DND, entre los que se destaca el TEA. A su vez, muchos casos
de estos trastornos estdn a menudo fuertemente vinculados a mutaciones en ciertos genes,
como es el caso de PTEN. Sin embargo, no estd del todo claro cdmo las mutaciones en este gen
originan defectos en el neurodesarrollo, ni si estan implicadas en un desequilibrio E/I. Teniendo
en cuenta esto, nos planteamos como objetivos el estudio de los efectos de la mutacién de daf-
18 (homdlogo del gen PTEN) en el neurodesarrollo de C. elegans; asi como también en mutantes
para otros genes homdlogos que cumplen un rol clave en la via de sefializacion AGE-1/AKT,
donde DAF-18 juega un rol critico. Se realizaron ensayos farmacolégicos, funcionales vy
morfoldgicos para diagnosticar el funcionamiento de estos sistemas como primer estudio
diagndstico de los efectos de esta mutacion. La deteccién de fenotipos alterados en cepas
mutantes de C. elegans ha demostrado ser util como punto de partida para el estudio en mayor
profundidad de los mecanismos moleculares subyacentes a enfermedades o trastornos
ocasionados por mutaciones genéticas; asi como también para la busqueda de potenciales

tratamientos terapéuticos.
Objetivos especificos

e Evaluar si existe una desregulacidn entre los sistemas excitatorios e inhibitorios en
mutantes de daf-18. Para ello, nos planteamos:
o Evaluar la sensibilidad frente a farmacos estimuladores de la sefializacion
colinérgica: aldicarb y levamisol
o Determinar el desempefio comportamental en ensayos en los que el equilibrio
E/I juega un papel fundamental
e Identificar fenotipos comportamentales alterados que pongan de manifiesto la
desregulacion de algln proceso fisiolégico/morfoldgico en mutantes daf-18
e Estudiar mediante ensayos las vias de sefalizacion implicadas en los procesos

afectados y potenciales relaciones epistaticas.
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Resultados

La alteracion de la via AGE-1/AKT por mutaciones en daf-18 genera fenotipos compatibles con

un desequilibrio E/I

Para determinar el rol de daf-18/PTEN sobre el equilibrio E/I, analizamos la sensibilidad de
mutantes daf-18 al inhibidor de la acetilcolinesterasa aldicarb y al agonista colinérgico levamisol.
En todos los casos, los ensayos se realizaron en placas NGM que contenian 2 mM de aldicarb o
0.5 mM de levamisol. Se utilizaron para ello dos alelos diferentes: daf-18(e1375), cuya
secuenciaciéon demostrd que posee una insercidon de 30 pb en el exdn IV (rio abajo del sitio
catalitico de actividad fosfatasa), la cual conduce a un truncamiento prematuro de la proteina;
y daf-18(0k480), el cual posee una delecion de 956 pb que remueve la mayor parte del exén 4y
todo el exdén 5 (Fig. 12). Mientras que el alelo e1375 ha demostrado tener actividad reducida de
DAF-18 y se considera que representa una reduccién de funcion, el alelo 0k480 carece
completamente de actividad y es considerado una mutante nula®:187.216-215 A modo de control,

se utilizdé para estos ensayos la cepa unc-25(e156), mutante nula para el gen que codifica la

daf-18

e1375 (insercidén de 30 pb)
3
HI— TR 10—
0k480 (delecion de 956 pb)

Figura 12. Mutaciones en daf-18 utilizadas. Se ilustran dos mutaciones especificas en el gen: el alelo e1375, la
cual se considera que produce una pérdida parcial de funcién; y el alelo 0k480, considerado una mutante nula. Las
mutaciones estdn indicadas en el mapa de exones, resaltando las regiones afectadas en cada una.

enzima acido glutamico descarboxilasa, clave para la generacidon de GABA a partir de glutamato
(Fig. 13). En estos animales, la sefalizacion GABAérgica se encuentra completamente afectada.
Fenotipicamente, son descoordinados en cuanto a su movimiento (con ondas corporales cortas
y de movimiento ineficiente); no obstante, son capaces de crecer y desarrollarse

220

normalmente®?®®. Al tener afectada la sefalizacidon inhibitoria, poseen un desequilibrio

comprobado en el sistema de sefializacidén E/I, motivo por el cual resultan hipersensibles a los

efectos del aldicarb y levamisol?*!

. En concordancia con lo reportado, los animales unc-25
resultaron mas sensibles a estos farmacos en los ensayos de paralisis (Fig. 14). Sin llegar a los

niveles de hipersensibilidad de unc-25, se observo que tanto daf-18(e1375) como daf-18(0k480)
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Figura 13. Genes implicados en la sintesis y carga vesicular de GABA en C. elegans. La mutacion en genes
claves como unc-25 (clave para la sintesis de GABA) o unc-47 (necesario para su carga vesicular) resultan
en fenotipos severamente descoordinados.

también presentaron mayor sensibilidad a estas drogas comparados con animales wild type (Fig.

14). La mayor sensibilidad a estos farmacos colinérgicos sugiere una relacién E/I aumentada??’

223 Como fue mencionado previamente, DAF-18 participa activamente de la via AGE-1/AKT,
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Figura 14: Mutantes daf-18 presentan un fenotipo hipersensible a los farmacos aldicarb y levamisol. Los gréaficos
representan el porcentaje de animales paralizados en funcion del tiempo tras el contacto inicial con aldicarb 2mM (A) y
levamisol 0,5 mM (B). Al menos cuatro experimentos independientes fueron realizados para cada condicién, con un total
de 25 a 30 animales por cada una. El analisis estadistico fue ANOVA para evaluar las diferencias utilizando el area bajo la
curva (ABC) (C) de cada ensayo; seguido de la prueba de Turkey como analisis post hoc.
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siendo el principal modulador negativo de la misma. Se ha demostrado ampliamente que una
reduccion en la actividad de DAF-18 exacerba esta via, lo que incrementa el nivel de
fosforilacién e impide la translocacion nuclear de DAF-16%2422 (Fig. 7). Para evaluar el efecto rio
abajo de las mutaciones en daf-18, evaluamos nuevamente el efecto de aldicarb y levamisol en
la cepa daf-16(mgDf50), la cual presenta una delecidon de 20193 pb y una pequeiia insercién de

13 pb, resultando en una mutante nula con pérdida total de funcién?®

. Aligual que los mutantes
daf-18, los mutantes nulos de daf-16 resultaron hipersensibles a las drogas colinérgicas en
nuestros ensayos farmacoldgicos (Fig. 15). Para evaluar si la hipersensibilidad de daf-18 depende
enteramente de daf-16, realizamos la doble cruza daf-18(0k480);daf-16(mgDf50). No
observamos diferencias significativas en la sensibilidad al aldicarb y al levamisol entre los
mutantes dobles y los respectivos mutantes en cada gen, lo que sugiere que ambos genes

afectan la sefalizacion neuromuscular al actuar en la misma via (Fig. 15). Ademas de daf-16 y

daf-18, evaluamos la sensibilidad a los efectos paralizantes de aldicarb y levamisol en mutantes
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Figura 15: daf-18 y daf-16 afectan la seiializacion neuromuscular al actuar en la misma via. Los graficos
representan el porcentaje de animales paralizados en funcién del tiempo tras el contacto inicial con aldicarb 2mMm
(A) y levamisol 0,5 mM (B). Al menos cuatro experimentos independientes fueron realizados para cada condicion,
con un total de 25 a 30 animales por cada una. Se utiliz6 ANOVA para evaluar las diferencias analizando el drea
bajo la curva (ABC) (C) de cada ensayo; seguido de la prueba de Turkey como andlisis post hoc.

nulos de otros genes de la via ILPs/AGE-1/AKT, como age-1, pdk-1, akt-1 y akt-2 (Fig. 16). Sin
embargo, no observamos fenotipos hipersensibles ni resistentes en ninguna de estas cepas. Las
mutaciones en estos genes presuntamente disminuyen la actividad de la via en general,
mientras que mutaciones en daf-18 y daf-16 aumentan la actividad de la misma. Como prueba

de concepto, decidimos evaluar una mutacién que produce una ganancia de funcion en el gen
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pdk-1(mg142) la cual aumenta la actividad de la via en general®?®??’, En estos ensayos,
observamos una hipersensibilidad a los farmacos similar a la de los mutantes daf-16 y daf-18.
Dado que se ha vinculado el aumento de la actividad de PDK-1 a la hiperfosforilacion e
inactivacién de DAF-16 (Fig. 7), estos resultados respaldan la hipétesis de que la baja actividad
de DAF-16 conduce al fenotipo hipersensible, independientemente el lugar donde la via se

encuentre afectada. No obstante, esta via es mas compleja e involucra varias quinasas que
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Figura 16: El aumento de actividad de la via AGE-1/AKT aumenta la sensibilidad a aldicarb y levamisol. Los
gréaficos representan el porcentaje de animales paralizados en funcién del tiempo tras el contacto inicial con
aldicarb 2mM (A) y levamisol 0,5 mM (B). Mientras que mutaciones nulas sobre componentes clave de la via no
generan un cambio en la sensibilidad a estos farmacos, la mutacidon pdk-1 (gf), la cual genera un aumento en la
sefalizacion de la via, otorga una hipersensibilidad al efecto de los mismos. Al menos tres experimentos
independientes fueron realizados para cada condicion, con un total de 25 a 30 animales por cada una. Se utilizé
ANOVA para evaluar las diferencias analizando el drea bajo la curva (ABC) (C) de cada ensayo; seguido de la prueba
de Dunnet como analisis post hoc.

modulan un cross-talk con la via de TOR, ampliamente vinculada con el neurodesarrollo3:228:229,

En este punto, nos resulté atendible el estudio de genes que participan en la via de TOR para

dilucidar su posible contribucidn en este fenotipo.
La via de TOR no influye en los fenotipos farmacoldgicos de daf-18 y daf-16 en C. elegans

La via de mTOR esta involucrada en el crecimiento y la sintesis de proteinas, y es necesaria para
la proliferacién celular'®. Como vimos previamente, esta via juega un rol clave en el desarrollo,
existiendo varios estudios en vertebrados que demostraron que alteraciones en la actividad de
PTEN impactan sobre el desarrollo y la funcién neuronal al afectar la misma. Por este motivo,
realizamos un screening exploratorio en los principales genes de los complejos de TOR de C.
elegans (TORC) para evaluar si mutaciones en los mismos pueden llevar a cambios significativos

en la sensibilidad a aldicarb y levamisol. Llamativamente, los resultados obtenidos indican que
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ni los animales con pérdida del componente esencial TORC1 raga-1/RagA ni los animales con
pérdida de funcion en el componente esencial TORC2 rict-1/Rictor mostraron alteraciones
significativas en la sensibilidad a los farmacos colinérgicos en comparaciéon con animales wild
type (Fig. 17). Esto sugiere que la via de TOR no estd involucrada en los mecanismos moleculares

que llevan a los fenotipos farmacolégicos aqui observados para daf-18 y daf-16.
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Figura 17: La hipersensibilidad a aldicarb y levamisol en mutantes de la via AGE-1/AKT es independiente
de la via de TOR. Los graficos representan el porcentaje de animales paralizados en funcién del tiempo tras
el contacto inicial con aldicarb 2mM (A) y levamisol 0,5 mM (B). No se observan diferencias significativas en
la sensibilidad a las drogas en animales con mutaciones en genes clave de la via de TOR. Al menos tres
experimentos independientes fueron realizados para cada condicidn, con un total de 25 a 30 animales por
cada una. Se utilizé6 ANOVA para evaluar las diferencias analizando el drea bajo la curva (ABC) (C) de cada
ensayo; seguido de la prueba de Dunnet como analisis post hoc.

Estos ensayos farmacoldgicos, a pesar de no representar evidencia directa, nos dan indicios de
un posible desequilibrio E/I en los mutantes daf-18 y daf-16. Este tipo de desbalances a menudo
estan vinculados con otros fenotipos evidentes, como es el caso de unc-25. A diferencia de estos
ultimos, no observamos defectos notorios en la locomociéon de los mutantes daf-18 ni daf-16.
Sin embargo, de igual manera que detectamos estas diferencias discretas, es razonable que
existan otros fenotipos sutiles, los cuales podrian pasar desapercibidos bajo simple observacion.
Esto nos motivé a evaluar otros aspectos especificos de la locomocidn en la que un desequilibrio

E/I puede generar un impacto, como ya ha sido demostrado previamente.
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Mutantes daf-18 exhiben fenotipos caracteristicos de deficiencias en la senalizacion

GABAérgica ante estimulos mecanosensoriales

El estimulo fisico en la region anterior del cuerpo provoca en C. elegans una tipica reaccién de
huida, la cual resulta vital para poder escapar de predadores. Este comportamiento puede poner
de manifiesto fenotipos que en otras circunstancias podrian no ser advertidos. Esta respuesta
puede ser facilmente inducida en el laboratorio mediante un toque suave en la regién anterior
con un pelo o cualquier elemento sutil en la regién anterior, y comienza con una contraccion
bilateral de los musculos de la pared corporal que inicia una locomocién en reversa. Durante

este fendmeno, es imprescindible que exista una fina coordinacién entre los musculos que se

stimulo mecanico
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Figura 18: Animales daf-18 y daf-16 exhiben un acortamiento excesivo tras el estimulo mecanico. A. La primera
fase de la respuesta de escape puede ser artificialmente inducida en el laboratorio mediante el estimulo
mecanico en la region anterior del animal. En animales con deficiencias en la sefializacion GABAérgica, como
unc-25, se observa un acortamiento caracteristico (fenotipo shrinker). B. Se ilustran los resultados del
acortamiento del cuerpo tras la estimulacién mecanica en la regién anterior. Animales daf-18 y daf-16, al igual
que los doble mutantes, exhiben un acortamiento similar y sutilmente superior al wild type, lo cual sugiere que
ambos genes actuan en la misma via afectando la sefalizacién neuromuscular. Se contabilizé la respuesta de un
total de 50 a 70 animales por genotipo, distribuidos en cuatro experimentos independientes. Los datos se
presentan como media + DE. Se realizé un andlisis de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post hoc de Dunn para
comparaciones multiples.
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contraen y los que se relajan para que la actividad muscular resulte en ondas corporales
pronunciadas, dando lugar a un desplazamiento efectivo (Fig. 5). Sin embargo, en ausencia de
sefializacion GABAérgica eficiente, como es el caso de las mutantes en unc-25, la mayor parte
de los musculos se contraen, produciendo el acortamiento del largo del cuerpo (fenotipo
shrinker®®, Fig. 18 A). Para evaluar si en las mutantes daf-18 y daf-16 se produce un
acortamiento similar al observado en animales deficitarios en la sefial GABAérgica, decidimos
evaluar este comportamiento. Para ello, estimulamos a los animales de forma mecdnica en la
region anterior, utilizando un pelo para garantizar que el toque sea suave y no produzca un dafio
0 una reaccidn exagerada. Este comportamiento fue grabado y posteriormente analizado con el
software FlJI Image J. Observamos que, luego de la estimulacion mecanica en mutantes daf-18,
se produce una sutil reduccién del largo del cuerpo en estos animales (4,3 + 3,7%). Esta
reduccion no es tan evidente como el fenotipo shrinker de unc-25 (10,8 *+ 4,6%), pero resulté ser
estadisticamente significativa al compararla con los resultados obtenidos en animales wild type,
los cuales se acortan en promedio un 1,7 + 2,9% (Fig. 18 B). Notoriamente, tanto daf-16 como
la doble mutante daf-18;daf-16 mostraron un acortamiento similar a daf-18, mostrando
nuevamente que no hay diferencias significativas entre los mutantes dobles daf-18;daf-16 y los
mutantes simples (Fig. 18 B). Estos resultados respaldan aiin mas la idea de que ambos genes
actuan en la misma via afectando la sefializacion neuromuscular. El escape hacia atras ante un
estimulo mecanico, sin embargo, es solamente el primer paso de un comportamiento mas
complejo que también decidimos estudiar, ya que involucra movimientos adicionales en los

cuales el correcto equilibrio entre los sistemas E/I resulta critico.

Mutantes daf-18 y daf-16 exhiben una respuesta de escape deficiente ante estimulos

mecanosensoriales

En la naturaleza, es muy comun que la presencia de depredadores, sustancias toxicas,
temperaturas nocivas o cualquier otra amenaza, dispare un comportamiento caracteristico en
C. elegans: |la respuesta de escape®. Durante la locomocidn normal, el animal se desplaza hacia
adelante, pudiendo detectar mediante sus érganos sensoriales diversas amenazas. Como vimos
en el ensayo anterior, la primera fase de la respuesta de escape consiste, por lo tanto, en el
desplazamiento en reversa para escapar lo antes posible de dicho estimulo. Sin embargo, luego
de un breve lapso, el animal realiza un giro agudo para reorientar su cuerpo en direccién opuesta
a la potencial amenaza, retomando la locomocién segura hacia adelante. Durante este giro,
denominado “giro en omega” (por la caracteristica forma del cuerpo durante la ejecucion), el
cuerpo del animal se arquea tanto que la cabeza llega a tomar contacto con la cola (Fig. 19, video

1, https://youtu.be/wH1mBqg6svoo). Por medio de esta maniobra, el angulo de escape logrado
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por la mayoria de los animales se acerca a los 1809, es decir, se movilizan hacia una direccién
opuesta a la del origen de la amenaza. El programa motor que determina la respuesta de escape

que C. elegans utiliza para evadir amenazas en su medio natural involucra la interaccién entre

Estimulo mecanico Cerrado
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Figura 19: Esquema de la respuesta de escape de C. elegans tras un estimulo mecanico. El esquema ilustra
la correcta ejecucion de un giro en omega (arriba a la derecha, giro en omega “cerrado”) con un angulo de
escape cercano a los 1802, y una ejecucién deficiente (abajo a la derecha, giro en omega “abierto”) con un
angulo de escape menor.

neuronas comando, interneuronas, motoneuronas y células musculares de una manera
finamente sincronizada. Este comportamiento caracteristico ha sido utilizado como plataforma
de estudio para la comprensién de la conectividad y funcionalidad sindptica en estos animales.
En estos estudios, se determind que la fase inicial es comenzada por la liberacién del
neurotransmisor tiramina (homodlogo de la noradrenalina en mamiferos) liberada por las
neuronas RIM y RIC. La tiramina coordina temporalmente las diferentes fases de la respuesta de
escape a través de la activacion sinaptica del receptor ionotrépico de accidn rapida, LGC-55, y la
activacion extra sindptica del receptor metabotrdpico de accion lenta, SER-2. Este ultimo, a su
vez, conduce a la ejecucion, unos segundos después, del giro en omega. Las neuronas que
poseen estos receptores metabotrdpicos son aquellas que hacen contacto con los musculos
ventrales del animal. La contraccidon de los musculos ventrales es desencadenada por las
neuronas motoras colinérgicas (neuronas VA y VB) que hacen sinapsis en los musculos ventrales,
las cuales también estimulan a neuronas GABAérgicas (DD) que inducen la relajacion de los
musculos dorsales!®. En conjunto, estas caracteristicas convierten a C. elegans en una
plataforma potente para el andlisis de la sefializacién neuromuscular: si la contraccion ventral o
la relajacién dorsal de las paredes del cuerpo no son suficientes, el giro en omega puede verse
comprometido, resultando en un giro incompleto en el que la cabeza no toma contacto con la
cola. Esto resulta en un angulo de escape menor, lo cual es probable que disminuya las

probabilidades reales de los animales para un escape eficiente (Fig. 19, video 2,
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https://youtu.be/ibz3GsJeELs). El protagonismo de las motoneuronas en este giro puede

evidenciarse, por ejemplo, mediante la ablacién de las motoneuronas GABAérgicas dorsales:
estos animales no relajan de forma adecuada la regién dorsal, lo cual disminuye notoriamente

el dngulo del giro en omega®*:.

Esta respuesta de escape puede ser inducida artificialmente en el laboratorio mediante la
estimulacién mecanica en la regién anterior, exactamente de la misma manera que realizamos
el ensayo anterior. Decidimos entonces utilizar este comportamiento como plataforma para la
evaluacion funcional del sistema neuromuscular, realizando una clasificacion cualitativa de este

comportamiento. Consideramos las siguientes situaciones:

a) Silacabezatoma contacto con la regidn de la cola, el giro es efectivo y el dngulo
cercano a los 1802 (giro en omega “completo” o “cerrado”).
b) Sila cabeza no toma contacto con la cola, el giro es insuficiente y el angulo de

escape es menor a 1802 (giro en omega “incompleto” o “abierto”).

Aprovechando esta técnica sencilla que permite evaluar la funcionalidad de la sefializacion

neuromuscular, evaluamos la eficacia del giro en omega en mutantes daf-18 y daf-16. De forma
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Figura 20: Mutantes daf-18 y daf-16 exhiben una reduccion significativa en el porcentaje de giros en omega
cerrados. Cuantificacion de la proporcion giros en omega cerrados tras estimulacidn mecanica en la region
anterior. La pérdida de daf-18, al igual que la pérdida de daf-16, resulta en una disminucién significativa en el
nuimero de veces que se ejecuta el giro en omega cerrado. La doble mutante daf-18;daf-16 parece estar
igualmente afectada, evidenciando el rol de DAF-16 en este fenotipo. Se realizaron al menos seis ensayos
independientes para cada condicidn, con 20 a 25 animales por genotipo en cada ensayo. Los datos se representan
como media * DE. Se realizé6 un ANOVA de una via, y la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples.
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similar a resultados ya reportados!*, encontramos que el 93,2 + 7,2% de los animales wild type
realizaron giros en omega cerrados ante la estimulacién en la regién anterior (Fig. 20). Cuando
realizamos este ensayo con mutantes daf-18, observamos que solamente el 54,2 + 17,8% exhibe
el contacto tipico de cabeza-cola durante el giro en omega (Fig. 20). De manera similar a daf-18,
los mutantes daf-16 y la doble mutante daf-18;daf-16 mostraron una disminucién en la
proporcién de giros en omega cerrados (51,6 + 16,5% y 44,4 + 19,4% respectivamente),
mostrando una vez mas que la inactivacion DAF-16 podria ser la principal responsable de los
defectos observados ante la pérdida de funcién de daf-18. Tanto estos resultados, asi como
también el acortamiento longitudinal del cuerpo ante el estimulo fisico, van en el mismo sentido
gue los obtenidos en los ensayos de farmacologia, y respaldan un posible desequilibrio en los
sistemas E/I. Resulta evidente el rol crucial que cumplen tanto el sistema GABAérgico inhibitorio
como el colinérgico excitatorio dentro de la respuesta de escape; y especificamente durante el
giro en omega. No obstante, como explicamos anteriormente, se trata de un comportamiento
complejo que involucra musculos, grupos diferenciados de neuronas, y otros procesos
fisiolégicos; por lo que resulta indispensable identificar de forma precisa si alguno de estos
sistemas se encuentra particularmente afectado. En este sentido, las técnicas de
electrofisiologia han sido histdricamente las herramientas mas elegidas para este tipo de
estudios. Sin embargo, como se menciond previamente, esta técnica, ademas de compleja,
involucra la diseccion del animal, por lo que no es posible evaluar comportamientos o
movimientos. Por otro lado, la estimulacién por optogenética en C. elegans ha sido validada y
ampliamente utilizada en este modelo para caracterizar el funcionamiento neuronal en varios

231-235

estudios Decidimos, entonces, utilizar esta técnica para estudiar el funcionamiento

neuromuscular de una forma mas especifica.

La estimulacion optogenética selectiva en mutantes daf-18 y daf-16 muestra signos de una
deficiencia en la sefalizacion GABAérgica inhibitoria

Para evaluar la funcionalidad de ambos sistemas y obtener informacién del posible estado del
balance E/I, decidimos realizar un ensayo mas robusto estimulando especificamente las
neuronas GABAérgicas y colinérgicas mediante optogenética. La optogenética implica el uso de
la luz para controlar con precision la activacion de neuronas especificas, en las cuales se expresa
para tal fin un canal idnico que se activa por luz llamado Channelrhodopsin-2 (ChR2). Extraido
originalmente de un alga verde unicelular (Chlamydomonas reinhardtii), en presencia del
cofactor trans-retinal, este canal experimenta un cambio conformacional que permite la entrada
de cationes en la célula al ser iluminado con longitudes de onda del espectro de la luz azul (460

nm). Este flujo idnico causa una despolarizacién, activando la neurona en la que se esta
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expresando y, subsecuentemente, las neuronas o musculos conectados dentro de su red
neuronal®? (Fig. 21). La expresién de ChR2 en neuronas motoras GABAérgicas mediante el
promotor unc-47 (ortdélogo del transportador vesicular de GABA, Fig. 13) permite activar de
forma masiva a todas las neuronas GABAérgicas, provocando la relajacion muscular generalizada
cuando estos animales son expuestos a la luz azul. Esta paralisis flacida conlleva al aumento

consecuente de la longitud total del cuerpo, lo cual puede ser utilizado para cuantificar la

Luz (460 nm)

Figura 21: Uso de Channelrhodopsin para la activacion neuronal mediante optogenética. Ilustracion del
uso de Channelrhodopsin (ChR2) para la activacién neuronal en C. elegans. La luz azul (460 nm) provoca un
cambio conformacional en el canal, permitiendo la entrada de cationes y despolarizando la neurona.
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Figura 22: La estimulacion optogenética de las motoneuronas permite tener una medida de su funcionalidad.
La estimulacion GABAérgica provoca una relajacion generalizada que aumenta la longitud del cuerpo (A), mientras
que la estimulacién en motoneuronas colinérgicas genera una contraccién masiva que lleva a una disminucién del
largo corporal (B). La mediciéon del cambio de longitud corporal puede brindar informacion acerca de la
funcionalidad de las motoneuronas en cepas mutantes.
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funcionalidad del sistema GABAérgico?*® (Fig. 22 A, video 3, https://youtu.be/ZQ _SO3H1QzM).

De esta manera, para poder abordar el estudio de este sistema mediante optogenética,
realizamos las cruzas genéticas entre Punc-47::ChR2 y los respectivos mutantes, daf-18(0k480)
y daf-16(mgDf50). En estos ensayos, encontramos que la elongacién del animal después de la
activacion especifica de las neuronas GABAérgicas es significativamente menor, tanto en los
mutantes daf-18 como en daf-16, cuando los comparamos con animales wild type (Fig. 23).
Especificamente, mientras que los animales wild type expuestos a luz azul aumentaron su
longitud en un 3,7 + 1,4%; el aumento de la longitud corporal en los mutantes daf-18 y daf-16
fuede 2,1+1,2% vy 1,8 £ 1,1% respectivamente. Una vez mas, esto sugiere una posible falla en
el sistema GABAérgico. A continuacién, activamos reciprocamente las neuronas motoras
colinérgicas en animales que expresan ChR2 bajo el promotor unc-17; para lo cual realizamos
las cruzas entre animales Punc-17::ChR2 con mutantes daf-18 y daf-16. La activacidon masiva del

sistema colinérgico en animales wild type provoca una contraccién muscular general y

Estimulacion GABAérgica

1.064 Luz azul e
@
>
5 1.04- 1.06
I3
1.021 Al 1.04-
g A\
51004 1.02-
e 1
$0.98- ' W W'J”“ 1.00
| \(]\j
< Punc-47::ChR2
0-96 T T T T l T T T T l T T L  § I 0-98 1
0 5 10 15 & A I
Tiempo (s) &8

Figura 23: La estimulacion de ChR2 en motoneuronas GABAérgicas induce un menor aumento del area corporal
en mutantes daf-18 y daf-16. Resultados de la estimulacién GABAérgica por optogenética en animales expresando
ChR2 en motoneuronas GABAérgicas durante y después de un pulso de luz de 460 nm de 5 segundos. lzquierda:
Variacion del area corporal relativa en funcién del tiempo. La media del area durante los primeros 125 cuadros (0-
5 s) establecié una linea base para comparar los cambios inducidos por la luz. Derecha: Cuantificacion del area bajo
la curva para comparar los cambios inducidos por la luz entre diferentes cepas. Las mediciones del area corporal
se promediaron desde el segundo 6 hasta el segundo 9. Se utilizaron aproximadamente 40 animales por genotipo,
repartidos en al menos 3 ensayos independientes. Los datos se representan como media + DE. Se realizé un ANOVA
de una via, v la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples.

consecuentemente un acortamiento del cuerpo®® (Fig. 22 B, video 4,

https://youtu.be/9LYSw8fvz4Y). Llamativamente, encontramos que la exposicién a la luz y
subsiguiente activacion colinérgica en mutantes daf-18 y daf-16 causd una hiper contraccién

comparado con animales wild type (Fig. 24). Mientras que los animales wild type se contraen un
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5,7 £ 1,6%; la disminucién corporal de daf-18 y daf-16 fue de 7,7 + 28% y 7,6 £ 2,8%
respectivamente. Dado que la activacion de las neuronas motoras colinérgicas no solo activa los
musculos, sino que también estimula las neuronas GABAérgicas para relajar la pared muscular
opuesta, resulta ldgico pensar que un déficit GABAérgico en daf-18 y daf-16 podria conducir al

mayor acortamiento del cuerpo en estas mutantes tras la activacién colinérgica. Este déficit
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Figura 24: La estimulacion de ChR2 en motoneuronas colinérgicas induce una hipercontraccion en daf-18 y daf-
16. Resultados de la estimulacion colinérgica por optogenética en animales expresando ChR2 en motoneuronas
colinérgicas durante y después de un pulso de luz de 460 nm de 5 segundos. lzquierda: Variacion del area
corporal relativa en funcidn del tiempo. La media del area durante los primeros 125 cuadros (0-5 s) establecid
una linea base para comparar los cambios inducidos por la luz. Derecha: Cuantificacion del drea bajo la curva
para comparar los cambios inducidos por la luz entre diferentes cepas. Las mediciones del drea corporal se
promediaron desde el segundo 6 hasta el segundo 9. Se utilizaron aproximadamente 50 animales por genotipo,
repartidos en al menos 3 ensayos independientes. Los datos se representan como media + DE. Se realizé un
ANOVA de una via, y la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples.

podria ser consecuencia de fallos en diferentes etapas de la sefializacion GABAérgica.

Dado que para cuantificar estos experimentos generamos un macro de FlJl que permite medir
el drea del gusano en diferentes momentos, necesitabamos realizar experimentos que validen
que los cambios en el area se deban exclusivamente al acortamiento o alargamiento longitudinal
del animal, y no a cambios en su ancho. Para ello, medimos a los 2,5 segundos de la estimulacion
luminica tanto el ancho como la longitud de varios animales y comparamos estas mediciones
con las areas correspondientes obtenidas a partir del andlisis automatizado (ver Materiales y
Métodos). El ancho de los animales se mantuvo relativamente constante, evidencia de que las
alteraciones en el drea corporal se deben principalmente a cambios en la longitud del animal

(Fig. 25).

75



Punc-47::ChR2 Punc-17::ChR2
neuronas GABAérgicas nheuronas Colinérgicas

* k%
* %%k

1.10+ xx 1.10- e
ns
g 1057 . g 105 —T—
B o © o B —ns
S 4004~ - - 2 = ADides i
2 o © g o -8
S 505 = 095 o
w© U.999 © ek
= > 515
(o]
0.90- 0.90- b1
0.85- ; . 0.85- ' .
> (o] Yol ()
@ & X & & &
\a NG vﬁ\o \a N VS\(J

Figura 25: El ancho del cuerpo se mantiene constante tras la estimulacion optogenética en motoneuronas
GABAérgicas y colinérgicas. El grafico muestra los resultados de la medicién manual del ancho y la longitud del
cuerpo de seis animales (seleccionados al azar) a los 2,5 segundos de estimulacidon luminica en motoneuronas
GABAérgicas (izquierda) y colinérgicas (derecha). Los datos se presentan como media + DE. Se utilizé6 un ANOVA
de una via, seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples, usando el valor normalizado
(1,00) como referencia. No se observaron diferencias significativas en el ancho del cuerpo comparado con las
mediciones previas a la estimulacion.

Estos resultados sugieren fuertemente que en mutantes daf-18 y daf-16 existe un déficit en la
funcionalidad del sistema GABAérgico. Tanto un fallo en la liberacion de GABA desde las
neuronas GABAérgicas (presinapsis) como una disfuncidn en los receptores GABAérgicos en el
musculo (postsinapsis) podrian resultar en el mismo fenotipo. Nos propusimos entonces

examinar la morfologia de las motoneuronas involucradas para evaluar el origen de este déficit.

Mutaciones en daf-18 y daf-16 repercuten en alteraciones morfolégicas evidentes sobre

procesos neuronales del sistema GABAérgico

Existen evidencias de que, tanto en cultivos de neuronas como en modelos animales, las
mutaciones en PTEN conducen a alteraciones morfoldgicas en los procesos neuronales®180:187,
Dado que nuestros resultados sugieren perturbaciones en la transmisién neuromuscular, pero
no definen dénde estan los defectos (neuronas, musculos o ambos), decidimos explorar la
morfologia de las neuronas motoras. Como vimos previamente, un total de 113 de las 302
neuronas de C. elegans pertenecen a la categoria de motoneuronas, y controlan
comportamientos de movimiento tanto en medio sdlido (arrastre) como el liquido (movimiento
de natacién); asi como también la motilidad de los sistemas alimentario y reproductor. De estas
113 neuronas, unas 75 inervan a 79 musculos de la pared corporal posterior a la cabeza, entre

los que se incluyen 16 musculos del cuello y 63 musculos del resto del cuerpo. Las mismas

pertenecen a ocho clases distintas (AS, DA, DB, DD, VA, VB, VCy VD). Las motoneuronas de tipo
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Ay B (VA, VB, DA, DBy AS) son colinérgicas y excitatorias. Las motoneuronas de tipo D (VD y DD)
son GABAérgicas inhibitorias y estrictamente postsindpticas a otras motoneuronas. Las
motoneuronas VC expresan varios neurotransmisores y estimulan principalmente a musculos
de la vulva. Si bien todos los somas de estas neuronas se encuentran en el CNV, las clases VA,
VB, VC y VD inervan los musculos ventrales, mientras que las clases DA, DB, DD y AS envian

comisuras hacia el lado dorsal para inervar los musculos dorsales®®*¥’,

Debido a que en estas
comisuras no existe practicamente solapamiento, resultan un blanco ideal para el estudio de
defectos en el desarrollo o mantenimiento de los procesos neuronales'*?37 por lo que
decidimos focalizar nuestro analisis en las mismas. Para el estudio de las comisuras en
motoneuronas GABAérgicas, empleamos animales que expresan el fluoréforo mCherry bajo el
control del promotor del gen unc-47, el cual como ya vimos antes, se expresa Unicamente en
este tipo de neuronas. En animales wild type, 17 de las 19 neuronas del tipo D pertenecientes a
la clase DD (6 células) o a la clase VD (13 células), envian comisuras circunferencialmente por el
lado derecho del cuerpo del animal. Las dos neuronas que envian comisuras por el lado izquierdo
son DD1 y VD2 en la regién anterior (Fig. 26). Para evaluar la morfologia de las comisuras en
animales daf-18, daf-16 y la doble mutante daf-18;daf-16; cruzamos dichos mutantes con la
cepa Punc-47::mCherry. Notoriamente, al comparar la morfologia en L4 y adultos jévenes de

wild type y mutantes daf-18, encontramos una gran variedad de defectos en estos Ultimos, tanto

morfoldgicos como de orientacion espacial. Algunas de las aberraciones observadas incluyen
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Figura 26. Mapeo candnico de las motoneuronas GABAérgicas en C. elegans. Esquema representativo de la
posicién de comisuras pertenecientes a motoneuronas tipo D en vista lateral (arriba) y ventral (abajo). Las
motoneuronas tipo D poseen su soma en el corddn nervioso ventral (CNV), y todas envian comisuras hacia el
corddn nervioso dorsal (CND) por el lado derecho excepto DD1y VD2, las cuales lo hacen por el lado izquierdo.

defectos de guiado, ramificaciones ectdpicas, comisuras que no alcanzan la cadena dorsal
(truncadas) e incluso comisuras que migraron hacia la cadena dorsal por el costado opuesto al
habitual (handedness), lo cual puede ser apreciado en vista dorsal o ventral (Fig. 27 A y B).
Encontramos que un 85,5 + 9,1% de los animales mutantes daf-18 presenta al menos uno de

estos defectos frente a un 28 + 11,4% en la cepa wild type (Fig. 27 C). Al analizar la morfologia
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A

de las motoneuronas en mutantes daf-16 y daf-18;daf-16, encontramos un escenario muy
similar al de daf-18; con la misma variedad de defectos y en una frecuencia semejante (91,3 +
8% vy 85,7 + 12,1% respectivamente) (Fig. 27 C). Como ya mencionamos antes, existe cada vez
mas evidencia que respalda el hecho de que PTEN estd involucrado en procesos de desarrollo, y
gue mutaciones en este gen serian las responsables de defectos en distintas poblaciones
neuronales en mamiferos. Mds alin, como ya comentamos, se ha reportado que mutaciones en
daf-18 producen defectos en las neuronas AlYs y HSNs de C. elegans. Habiendo encontrado

evidencia de que las mutantes daf-18 y daf-16 poseen también aberraciones en las

Punc-47::mCherry (neuronas GABAérgicas)
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Figura 27. Animales daf-18 muestran defectos morfolégicos en las motoneuronas GABAérgicas. A. Imagenes
representativas de animales wild type expresando mCherry en las motoneuronas GABAérgicas, en vistas lateral y
ventral. En vista ventral, se puede apreciar que la mayoria de las comisuras viajan por el lado derecho del cuerpo del
animal. B. Imagenes representativas de defectos en las comisuras observados en mutantes daf-18 (flechas). C.
Cuantificacion de defectos en el sistema GABAérgico. Se realizaron al menos tres ensayos independientes para cada
condicion, utilizando aproximadamente 20-25 animales por genotipo/ensayo. Cada barra representa la media + DE.
Se utilizaron ANOVA de una via, y la prueba de comparaciones multiples de Tukey para el analisis estadistico.

motoneuronas GABAérgicas, decidimos evaluar también a las motoneuronas colinérgicas en

estas mutantes. Para ello, las cruzamos con la cepa Punc-17::GFP; la cual expresa GFP en todas

78



las neuronas colinérgicas al estar acoplado su gen a unc-17, gen que codifica para una proteina
que funciona como transportador vesicular de ACh. Mas de un tercio de las neuronas en C.
elegans producen ACh (aproximadamente 120 neuronas en hermafroditas), de las cuales 113
son motoras. Nuevamente, elegimos las comisuras de las motoneuronas para evaluar su
morfologia. Segun el mapeo candnico de las mismas, de las DA, solamente la DA2 corre por el
lado derecho (DA7 y DAS8 estan en espejo en la regiéon de la cola, una por cada lado). En cuanto
a las DB; DB1, DB3, DB6 y DB7 envian comisuras por el lado derecho, mientras que DB2, DB4 y
DBS5 lo hacen por el izquierdo. Por ultimo, todas las AS envian comisuras por el lado derecho del
animal. Si bien la visibilidad de todas las comisuras no siempre es clara debido a las limitaciones

136 en la mayoria de los animales es posible

técnicasy la variabilidad en la expresidn del transgén
observar gran parte de las comisuras si se utilizan objetivos con mds poder de resolucidn. Para
nuestra sorpresa, en contraste con nuestros hallazgos en las neuronas motoras GABAérgicas, no
observamos defectos severos ni diferencias significativas entre las comisuras de las neuronas
motoras colinérgicas en mutantes daf-18 cuando se los compard con animales wild type, con

defectos promediando un 21,2 + 10,3% y 20 + 12,2% respectivamente (Fig. 28). Esto sugiere que

las mutaciones en daf-18 no producen defectos panneuronales, sino que parecen alterar

Punc-17::GFP (Neuronas Colinérgicas)
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Figura 28. Las mutaciones en daf-18 no afectan la morfologia de las motoneuronas colinérgicas excitatorias.
lzquierda. Imagenes representativas de animales que expresan GFP en las neuronas colinérgicas. En los recuadros
se pueden apreciar las comisuras con mayor resolucion. Derecha. Cuantificacidon de defectos. Se realizaron al
menos cuatro ensayos independientes para cada condicidon, con aproximadamente 20 animales por
genotipo/ensayo. Cada barra representa la media + DE. La significancia estadistica entre las cepas se determind
mediante la prueba t de Student a dos colas.

especificamente al sistema GABAérgico. Si estos defectos tuvieran consecuencias en la

funcionalidad (lo cual parece evidente), podria esperarse un desequilibrio entre los sistemas E/I
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como el expuesto en los experimentos farmacolégicos y de comportamiento descriptos
previamente. Un detalle importante en este punto es el origen de estos defectos, ya que los
mecanismos subyacentes a fendmenos degenerativos y de desarrollo deficiente pueden diferir
enormemente. Al observar estas neuronas en estadios como L4 y adultos jovenes podriamos
estar ignorando la posibilidad de que se trate de un fenémeno de neurodegeneracién acelerada.
Es por ello que decidimos analizar la morfologia en estadios del desarrollo aun mdas tempranos.
En este punto, es importante recordar que las motoneuronas VD se desarrollan mas tarde que

las DD, lo cual permite el analisis diferencial de estos tipos neuronales en estadios tempranos.

Las aberraciones en motoneuronas GABAérgicas estdn presentes tanto en las neuronas DD
como en las VD

Existen dos clases de motoneuronas GABAérgicas tipo D que participan en la sefializacién
neuromuscular inhibitoria. Como vimos previamente, las VD son las encargadas de relajar a los
musculos de la regidn ventral; mientras que las DD hacen sinapsis sobre los musculos de la pared
dorsal. En cuanto al desarrollo, existen marcadas diferencias entre ambos tipos, ya que las DD
nacen embrionariamente y las VD nacen postembrionariamente, especificamente en el estadio
L1 tardio®®. Es por esto que un animal en el estadio L1 temprano tendrd Unicamente las 6
motoneuronas DD. Mdas aun, las motoneuronas DD reciben sinapsis diddicas de neuronas
motoras excitatorias de la cuerda ventral junto con musculos de la pared corporal. El patrén
inicial de sinapsis de las neuronas DD es presindptico e inhibitorio para los musculos de la pared
corporal ventral, mientras que son postsindpticas a las neuronas que activan los musculos de la
pared corporal dorsal. Durante la etapa tardia de L1, después del nacimiento de las neuronas
motoras VD, las neuronas DD cambian su patrdn sindptico de tal manera que sus ramas dorsales
se vuelven presinapticas e inhibitorias para los musculos de la pared corporal dorsal, mientras
gue sus ramas ventrales se vuelven postsindpticas a las neuronas excitatorias que hacen sinapsis
en los musculos de la pared corporal ventral?*®24°, Las motoneuronas VD, por su parte, no llevan
a cabo un remodelado como las DD; y tienen un crecimiento postembrionario desde su
nacimiento (L1 tardio) hasta el estadio L2; con un crecimiento significativo en la transicién L1-
L2238, Al presentar patrones de desarrollo tan diferentes, surge la incognita de si los defectos
observados por la pérdida de daf-18 y daf-16 afectaran de igual modo a ambos tipos de
neuronas, o solamente afectardn a una sola clase. La presencia de las aberraciones morfoldgicas
en estadios tempranos puede, por otra parte, brindarnos informacién acerca del tipo de
fendmeno (degenerativo o de desarrollo) subyacente a estas mutaciones. Para abordar este
interrogante, decidimos examinar la morfologia de las motoneuronas de animales en dos

tiempos de desarrollo dentro del estadio L1, donde Unicamente las 6 DD estan presentes (L1
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“temprana”, entre 30 y 60 minutos posteclosion del huevo; y L1 “intermedia”, entre 5y 6 horas

posteclosidn, Fig. 29). Notoriamente, en animales daf-18, encontramos aberraciones similares a

C D
24 8 0 © 100+ ek
S O g —
g8 5 2
® 2 2100 o % 804
& 02 QO g I
) o) é k) o
2 e % S < 60- °
S (@] sk Q )
g SR O] 60- o o
non
8 ® 40 O @ 40 ne
® S ©
£ 9 g 2 L 3
= 3 201 c 3 204
< £ <2
c
Handedness Rg * ® G 0
= NOMIEY lava L1 L1 L4
$§t} 6’6 hs post-eclosion 0.5-1 5-6 32-36
E % _ 6_
c @© *kkk
z @ Ex o
3 25
S c8
- . - oo
Ml Ramificacion X > @ 3
® o) 8
° 5.9
© 227
y—
@
B < 4.
]
o O 0- ]
Z N
v

Fig. 29. Los defectos en las motoneuronas GABAérgicas estan presentes en estadios tempranos del desarrollo. A. Imagen
representativa de un animal wild type en estadio L1 temprano (1 h posteclosion) expresando mCherry en neuronas GABAérgicas. En
esta etapa larval, solo se observan las seis motoneuronas GABAérgicas de tipo DD. B. Ejemplos de defectos morfoldgicos presentes en
motoneuronas tipo DD encontrados en animales daf-18 en el estadio L1 temprano. C. Cuantificacién de defectos encontrados en larvas
L1 de animales wild type y daf-18. D. Cuantificacion de los defectos observados en varias etapas del desarrollo de animales daf-18: 0,5-
1 h posteclosidn (larva L1 temprana), 5-6 h posteclosidn (larva L1 intermedia) y etapa L4 (32-36 h posteclosidn). Se realizaron tres
ensayos independientes para cada condicidn, con aproximadamente 30 animales por condicidon/ensayo. Los resultados se presentan
como media + DE. Se utilizé un ANOVA de una via, seguido de la prueba post hoc de Tukey. E. Cuantificacion del nimero de errores
por animal en larvas L1 y L4 de animales daf-18. La significancia estadistica se determiné mediante la prueba de Mann-Whitney.

las halladas en adultos en estadios larvales L1, particularmente ramificaciones y defectos tipo
handedness (Fig. 29 B y C). Debido a que estos defectos son similares en ambos tiempos del
desarrollo tan tempranos (26,6 £ 4,2% en L1 temprana y 25,4 + 3,4% en L1 intermedia, Fig. 29
D), resulta mas probable que dichos defectos en realidad sean producto de fendémenos del

desarrollo deficiente mas que el resultado de algun proceso neurodegenerativo.

Para poder responder a la incégnita de si las neuronas afectadas son Unicamente las DDs,
analizamos nuevamente animales adultos, en los cuales, basados en la posicidn de las comisuras,
identificamos el tipo neuronal (VDs o DDs) de las comisuras con defectos. De esta manera,

pudimos observar que existen defectos tanto en las neuronas DDs como en las VDs (Fig. 30).
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Como las VDs aparecen mas tarde en el desarrollo, esto permite explicar el aumento en el

porcentaje de animales con defectos en el estadio adulto (74,2 £ 10,2%, Fig. 29 D) asi como

Mapeo Candnico de las comisuras de motoneuronas GABAérgicas VDs y DDs
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Figura 30. Los defectos morfolégicos de daf-18 se encuentran tanto en neuronas GABAérgicas DD como en las VD. Imagenes
representativas de los defectos morfolégicos observados sobre las motoneuronas GABAérgicas. Arriba: Representacion esquematica
de la ubicacion de las comisuras pertenecientes a los dos tipos de neuronas GABAérgicas en vistas lateral y ventral. Adaptado de Gujar
et. al, 2017. Abajo: Imagenes representativas de animales wild-type y daf-18 en vista lateral (izquierda) y ventral (derecha). La
evaluacién detallada revel6 defectos tanto en las neuronas DD como en las VD. Para el andlisis, las tres comisuras anteriores (VD1,
DD1y VD2) no se consideraron debido a la dificultad para identificarlas.

también en el nUmero de defectos por animal en el estadio L4 (1,78 + 1,2%) en comparacion con

los defectos encontrados en estadios larvales mas tempranos en estos ensayos (0,48 + 0,62%,

Fig. 29 E).

Podemos concluir, entonces, que las mutaciones en daf-18 afectan el neurodesarrollo de todo

el sistema GABAérgico (DDs y VDs) sin afectar la morfologia del sistema colinérgico.
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DAF-18 actua de forma auténoma para regular el desarrollo de motoneuronas GABAérgicas

Quizas una de las cuestiones mas intrigantes sobre las consecuencias morfolégicas de las
mutaciones en daf-18 sobre las motoneuronas GABAérgicas es justamente que daf-18 es un gen
que se expresa de manera ubicua en todos los tejidos, regulando multiples procesos por su rol
protagdnico en la importante via AGE-1/AKT. Como ya vimos, se trata de un gen que regula
importantes cascadas y procesos celulares. Resulta enigmdtico cdémo la disfuncion de un gen
puede afectar selectivamente sobre algunos tipos de células, sin aparentemente afectar a otras.
En relacion con esto, nos preguntamos si el desarrollo adecuado de las neuronas GABAérgicas
depende directamente de la actividad autdnoma de DAF-18 en estas neuronas, o bien si es
necesaria su expresion en otros tejidos. Por lo tanto, decidimos generar un transgénico que
expresa daf-18 Unicamente en neuronas GABAérgicas. Para hacer este rescate, se realizé un
constructo donde se posicioné al ADNc de daf-18 bajo el control del promotor Punc-47. A

continuacién, analizamos la morfologia neuronal cruzando dicha cepa con el reportero
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Figura 31. El rescate neuronal de daf-18 en neuronas GABAérgicas disminuye la incidencia de defectos
morfolégicos, y mejora la ejecucion de giros en omega. Evaluacién de fenotipos en animales que expresan daf-18
Unicamente en neuronas GABAérgicas bajo el promotor unc-47. A. Cuantificacién de defectos en comisuras de
motoneuronas GABAérgicas. B. Cuantificacidon de giros en omega cerrados. En ambos casos se observa que la
expresion de daf-18 especificamente en motoneuronas GABAérgicas disminuye la cantidad de defectos
morfoldgicos e incide positivamente en la habilidad de ejecutar giros en omega durante la respuesta de escape. Se
llevaron a cabo al menos cuatro ensayos independientes para cada ensayo, utilizando 15 a 20 animales por cada
genotipo/ensayo. Los resultados se presentan como media  DE. Para el analisis estadistico, se realizé un ANOVA
de una via seguido de una prueba de comparaciones multiples de Tukey en ambos casos.
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fluorescente, y observamos una notoria disminucién en la cantidad de defectos observados por
animal (24,7 £ 15% en el rescate neuronal, y un 67,7 £ 10,7% en el mutante nulo frente a un 14,2
+ 9% en el wild type, Fig. 31 A). Este rescate neuronal también demostré ser eficiente para
mejorar el rendimiento en los ensayos de respuesta de escape, mostrando un aumento
significativo en el nimero de giros en omega cerrados (71,4 + 2,5% en el rescate neuronal, y un
42,8 + 8,4% en el mutante nulo frente a un 90,6 + 5% en el wild type, Fig. 31 B). Si bien estas
diferencias no representan un rescate total, es indicativo de que DAF-18 actla de manera
autéonoma en las neuronas motoras GABAérgicas para regular su desarrollo, y que la menor
incidencia de errores impactaria positivamente en la habilidad de ejecutar giros en omega

cerrados.
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Discusion

El gen PTEN fue descubierto en el afio 19972, y desde entonces se ha ido esclareciendo su papel
en diversas vias celulares, destacando su funcién critica en la regulacidn del ciclo celular y su
asociacién con la aparicién de tumores. Ya han pasado mas de 25 afios desde entonces, y nuestra
comprension del papel protagdnico de este gen en la fisiologia celular y la salud continda en
expansién. En la actualidad, se sabe que disrupciones en PTEN pueden tener consecuencias
directas sobre el neurodesarrollo, y ha sido fuertemente vinculado con la aparicién de TEA. En
esta primera seccién, mediante el uso del nematode C. elegans como modelo de estudio,
abordamos los fendmenos asociados a la pérdida de funcién de este gen, fundamentalmente
sobre el SN y sus consecuencias funcionales. Hemos visto que la via de PI3K/AKT/FOXO esta
altamente conservada en estos animales, siendo daf-18 el homdlogo de PTEN en gusanos, y daf-
16 el homdlogo de FOXO, una familia importantisima de factores de transcripcién. Como una
primera aproximacion, realizamos ensayos con los farmacos estimulantes del sistema
colinérgico aldicarb y levamisol, compuestos que han sido validados para el estudio de fallas a
nivel de la transmision pre y postsindptica. Los resultados de estos ensayos demuestran que
mutantes daf-18 y daf-16 presentan una hipersensibilidad a los mismos. Estos resultados son
compatibles con una elevada actividad del sistema de sefializacidn colinérgico excitatorio, o bien
con una deficiencia en el sistema GABAérgico inhibitorio, ya que la actividad de este ultimo se
opone y limita a la estimulacién colinérgica. En una situacion ideal, ambos sistemas deben
mantenerse en un estricto equilibrio, ya que fallas en alguno de estos sistemas pueden producir
desequilibrios que conduzcan a fenotipos deficientes. Por ejemplo, mutantes unc-25 (incapaces
de producir GABA por carecer de la enzima glutamato descarboxilasa), son severamente
descoordinados. En los ensayos con aldicarb y levamisol, unc-25 exhibe una marcada
sensibilidad a estos compuestos, lo cual demuestra el alto valor predictivo de estos ensayos
acerca de la funcionalidad de los sistemas E/I. En este contexto, el fenotipo hipersensible que
detectamos en mutantes daf-18 y daf-16 durante estas pruebas es evidencia de que dichas
mutaciones podrian estar vinculadas con una disrupcion en el equilibrio E/I. Si este es el caso,
esta claro que dicha disrupcidon es sutil comparada con la de animales unc-25, lo cual es
esperable por el papel que juega el gen unc-25 en el funcionamiento del sistema GABAérgico.
Ademas, no pudimos observar fenotipos evidentes en el movimiento de estos animales, sino
hasta que estudiamos comportamientos mas complejos como la respuesta de escape, donde los

sistemas E/I juegan un rol critico. En estos ensayos, pudimos observar que tanto los mutantes
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daf-18 como daf-16 exhiben un acortamiento excesivo de la longitud corporal luego de la
estimulacién mecanica en la regién anterior, asi como también una menor proporcion de giros
en omega cerrados durante la respuesta de escape. Aprovechando que la funcionalidad de las
neuronas GABAérgicas y colinérgicas (directamente implicadas en los fenotipos observados)
puede ser evaluada de una forma mds especifica mediante optogenética, estimulamos ambos
grupos neuronales y pudimos observar que la activacidon de neuronas GABAérgicas, tanto en
animales daf-18 como daf-16, resultd en un alargamiento del cuerpo de menor magnitud a la
observada en animales wild type. Por otro lado, la estimulacidon neuronal colinérgica en estos
mutantes produjo una contraccién exagerada del cuerpo frente a animales wild type. Estos
resultados son consistentes con los obtenidos en los ensayos de respuesta de escape y
farmacoldgicos, y dan indicios de posibles alteraciones en el equilibrio entre los sistemas E/I.
Relativo a esto, al evaluar el estado morfolégico de las motoneuronas mediante reporteros
fluorescentes, pudimos comprobar que tanto mutantes daf-18 como daf-16 presentan defectos
morfoldgicos en comisuras de neuronas tipo D pertenecientes al sistema GABAérgico, pero no
asi defectos evidentes en comisuras del sistema colinérgico. Estas aberraciones son visibles ya
en el primer estadio larval L1, y son rescatadas por la expresidn especifica de daf-18 en neuronas

GABAérgicas.

Es evidente que en todos los experimentos, daf-16 exhibe defectos de igual magnitud que daf-
18,y no parece haber un efecto aditivo en la doble mutante daf-18;daf-16. Si se tienen en cuenta
las relaciones epistaticas entre ambos genes y la via principal en la que participan, esto parece
indicar que la via de sefializacion comprometida es la de AGE-1/AKT/DAF-16, la cual
negativamente regulada por la actividad de DAF-18, que evita la fosforilacion de DAF-16. Cuando
estd hiperfosforilado, DAF-16 se mantiene fuera del nucleo, y por lo tanto es incapaz de
favorecer la transcripcién de sus genes diana. La actividad de DAF-18 disminuye la actividad de
la via al disminuir la cantidad de PIP3 mediante su desfosforilacién, generando PIP2?*!, En
principio, estos resultados pueden parecer llamativos ya que las mutaciones en PTEN han sido
vinculadas en mamiferos con defectos en el neurodesarrollo por comprometer a la via de mTOR.
Sin embargo, cuando evaluamos a los componentes homodlogos clave de estas vias, como raga-
1/RagA (componente esencial TORC1) y rict-1/Rictor (componente esencial TORC2) no
observamos alteraciones significativas en la sensibilidad a los farmacos colinérgicos en estos
animales. Estos resultados, ademds, no son tan sorprendentes si se tiene en cuenta que ya ha
sido demostrado, en C. elegans, que el factor de transcripcion DAF-16 regula autondmicamente

el desarrollo neuronal de las interneuronas AlYs® asi como de manera no auténoma la migracién
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de las HSNs*®” por mecanismos independientes a la via de CeTOR. Por lo tanto, parece ser que

este factor de transcripcion juega un rol protagdnico en el desarrollo del SN en estos animales.

Recientemente, en ratones adultos, se ha postulado que las proteinas FOXO regulan la
morfogénesis neuronal a través del mantenimiento del flujo de autofagia durante Ia
neurogénesis adulta?*>?*3, Por otro lado, utilizando Drosophila melanogaster, se propuso que la
via Toll-6/FOX0O esta implicada en la regulacién de la dindmica de los microtubulos en el
neurodesarrollo y la plasticidad sindptica®**. La familia de factores de transcripciéon FOXO, por lo
tanto, parece tener una enorme importancia en procesos que regulan el neurodesarrollo.
Puntualmente, para las motoneuronas GABAérgicas de C. elegans, el gen daf-18 parece cumplir
un rol auténomo en el desarrollo, ya que el rescate neuronal de daf-18 revirtio los defectos
morfoldgicos observados a nivel de las comisuras. Si bien es esperable que la sola expresion de
daf-16 en las motoneuronas GABAérgicas también revierta este fenotipo en un background daf-
16 nulo, seria interesante realizar este rescate para confirmar de manera mas robusta la
exclusividad de esta via en esta afeccién. Por otro lado, solamente observamos un rescate
parcial en el numero de giros en omega cerrados en los ensayos de respuesta de escape. Hay
varios puntos que podrian explicar estas diferencias. En principio, los rescates genéticos a
menudo suelen presentar diferencias en la expresién del gen cuando se lo compara con la
expresion en un animal wild type, lo cual puede estar relacionado en parte al promotor

utilizado?*>-247

. Incluso es posible que la transcripcion del gen se de en ventanas temporales
diferentes durante el desarrollo y la vida del animal. Por otro lado, es posible que la pérdida de
daf-18 tenga efectos en otros tejidos o bien en otros procesos celulares de los cuales también
depende la correcta ejecucion del giro en omega. Es esperable que, si el giro en omega “cerrado”
depende de otros tejidos y no solamente de las motoneuronas GABAérgicas, el rescate de daf-
18 en esta poblacidon neuronal no sea suficiente para revertir el fenotipo. Por ultimo, podria
haber defectos en las motoneuronas GABAérgicas o colinérgicas que no fuimos capaces de ver.
Nuestras observaciones se basaron puntualmente en las comisuras porque son regiones de poco
o nulo solapamiento entre neuronas individuales, por lo que podrian existir defectos en otras
regiones del SN que pasen desapercibidos. Por este motivo, seria interesante, a futuro, evaluar
la morfologia de neuronas individuales de ambos grupos neuronales utilizando reporteros
especificos, en lugar de reporteros que se expresan en toda una misma poblacion, para evitar el
sesgo producto del solapamiento neuronal. Otro aspecto importante que merece analisis, es si
los defectos observados tienen relevancia funcional. Si bien existe una clarisima correlacién, un

estudio mas especifico sobre neuronas individuales y/o musculos podria ayudar a determinar el

verdadero impacto de estos defectos. Esto es necesario, ya que la pérdida de daf-18 o daf-16
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podria tener consecuencias que van mas alla de las aberraciones morfolégicas en neuronas, por
lo que no es posible descartar que los fenotipos observados se deban a otros fenémenos
(receptores postsindpticos, musculatura, etc.). Sin embargo, si bien una correlacidn no establece
una relacidon de causa y efecto, es importante enfatizar la importancia de los resultados
obtenidos. Los mismos representan un excelente punto de partida, y permiten circunscribir las
posibles causas de estos defectos. Por ejemplo, a diferencia de los ensayos comportamentales
en los que evaluamos el acortamiento posterior al estimulo y la capacidad de efectuar giros en
omega; los fenotipos observados en los ensayos de optogenética son independientes de las
neuronas presinapticas a las motoras (neuronas mecanosensoriales, comando e interneuronas),
ya que en esta técnica estimulamos directamente las motoneuronas. En este punto, restard
dilucidar puntualmente la funcionalidad de las neuronas con aberraciones morfolégicas y el tipo
de falla que resulte de las mismas en las células postsinapticas. Si bien la optogenética ofrece la
ventaja de evaluar redes neuronales completas y las consecuencias comportamentales de forma
directa, no es posible medir potenciales de accién y potenciales postsinapticos, para lo cual se
debera recurrir a técnicas de electrofisiologia. Esto es importante para poder determinar, por
ejemplo, si los defectos observados en una determinada comisura tienen un impacto directo en
la postsinapsis, y dilucidar cuales son los procesos especificamente comprometidos por estas
aberraciones. Si bien varias veces hemos hecho hincapié en las ventajas de la optogenética para
evaluar en un organismo vivo la funcionalidad sindptica y las consecuencias comportamentales;
es necesario aclarar que ambas técnicas (optogenética y electrofisiologia) son mas bien
complementarias y ofrecen soluciones que pueden ser explotadas para un analisis robusto de

los mecanismos neuronales subyacentes y su impacto funcional en la red sinaptica.

A pesar de todos estos interrogantes, no obstante, hay algunos aspectos interesantes a resaltar
en base a los resultados obtenidos. Mutaciones en PTEN han sido vinculadas en numerosas
oportunidades con un desbalance E/l en mamiferos. En este sentido, nuestros resultados avalan
fuertemente la idea de un posible desbalance entre los sistemas E/I, con una mayor
preponderancia del sistema excitatorio frente al inhibitorio. Esto es asi, ya que, si estos animales
tuvieran una deficiencia en el sistema colinérgico, se esperaria que sean resistentes al aldicarb
y levamisol. En relacion con esto, la hipersensibilidad observada a estos fadrmacos se podria
explicar en principio por una posible afeccidn del sistema GABAérgico. Una segunda posibilidad,
es que ambos sistemas se encuentren afectados, pero el GABAérgico en mayor magnitud. Por
ultimo, aunque menos probable, un aumento o ganancia de funcion de la actividad excitatoria
también podria ser compatible con algunos de los resultados obtenidos. Un ejemplo de esto, es

el sistema que regula la liberacién de ACh desde el cordén ventral, en el cual participan RIC-8,
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EGL-30 y EGL-8. Estas proteinas participan en la producciéon de DAG como segundo mensajero,
el cual estimula la liberaciéon de ACh. Si bien no son las mas frecuentes, existen mutaciones que
originan una ganancia de funcidn en distintos componentes de este sistema, produciendo una
liberacion aumentada del neurotransmisor. Estos animales son hipersensibles a aldicarb y
levamisol, y a menudo adquieren fenotipos hiperactivos, asi como también un aumento en la
puesta de huevos?®. En este contexto, ho notamos fenotipos hiperactivos o evidencias de una
mayor puesta de huevos en mutantes daf-18 ni daf-16, por lo que resulta poco probable que
estos animales tengan un aumento en la actividad colinérgica, a no ser que dicho aumento sea
muy sutil. Si bien no disponemos de evidencia directa para descartar otras posibilidades, los
resultados de nuestros experimentos apuntan en principio a que las mutaciones en daf-18
estarian comprometiendo exclusivamente al sistema GABAérgico producto de una menor
actividad del factor de transcripcion DAF-16. Esta hipdtesis parece ser la mdas probable,
especialmente si se tiene en cuenta que las aberraciones morfoldgicas encontradas en el sistema
GABAérgico se correlacionan con los fenotipos defectuosos en comportamientos sobre los

cuales este sistema tiene un rol critico.

Por otro lado, es interesante destacar que las afecciones sobre el sistema GABAérgico parecen
ser sutiles. La mayor sensibilidad a estimulantes colinérgicos de daf-18 y daf-16 no es
comparable con la hipersensibilidad que otros mutantes severos manifiestan, como el caso de
mutantes unc-25 comentado previamente. Ademads, a diferencia de unc-25, tampoco
observamos una locomocién descoordinada en estas mutantes. En este sentido, hay que tener
en cuenta que el desplazamiento efectivo durante la locomocidon se produce mediante la
propagacion de ondas corporales alternadas, producto de la contraccién muscular inducida por
actividad colinérgica y la relajacion de la pared opuesta por actividad GABAérgica en cada
segmento. El rol de esta actividad inhibitoria, no obstante, es el de exacerbar la curvatura
producida por las motoneuronas colinérgicas, lo que produce una disminucién de la longitud de
onda y un aumento en la eficiencia del movimiento. A pesar de que esta actividad es
extremadamente importante, no parece ser esencial, ya que mutantes severos como unc-25 no
solamente son viables, sino que también pueden desplazarse, aunque de manera
descoordinada, lenta e ineficiente??°. Por lo tanto, en animales con deficiencias leves en GABA,
seria razonable que no se detecten fenotipos a simple vista. Seria interesante a futuro evaluar
con mas detalle los movimientos de estos animales mediante el andlisis del angulo de las
curvaturas o la longitud de onda durante la locomocidon normal para verificar si existen
diferencias en daf-18 y daf-16 con animales wild type. Mas allad de esto, los resultados de los

otros experimentos también avalan la idea de la afeccidn leve en el sistema GABAérgico. En
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comportamientos donde la fina coordinacidn y el correcto funcionamiento de los sistemas E/I
es importante, por ejemplo, ante un estimulo mecdnico en la regidn anterior, también notamos
diferencias sutiles. Como vimos, tras el estimulo mecanico, los animales wild type se mueven
eficazmente hacia atras gracias a la fina coordinacion de los sistemas E/I que modulan la
contraccion muscular alternada en los distintos segmentos. Sin embargo, mutantes severos
como unc-25 manifiestan un fenotipo shrinker (acortamiento abrupto del cuerpo), producto de
una contraccion muscular excesiva. Si bien el acortamiento observado tras la estimulacion
mecanica en mutantes daf-18 y daf-16 es significativamente diferente al wild type, es minimo

cuando se lo compara con el fenotipo shrinker de unc-25.

Otro de los interrogantes que intentamos abordar, relativo a los defectos morfoldgicos
observados en las motoneuronas GABAérgicas, es si se trata de defectos del neurodesarrollo, o
si en cambio se trata de una afecciéon sobre procesos relacionados con el mantenimiento
neuronal. Los defectos observados ya se encuentran presentes en las neuronas DD en una etapa
temprana de desarrollo, antes de que se desarrollen las VD hacia el final del estadio larval L1. Si
bien es légico pensar que en un periodo de desarrollo tan temprano hubo poco tiempo para que
ocurran fendmenos degenerativos, esta posibilidad no puede ser descartada por completo si se
tiene en cuenta que DAF-18 y/o DAF-16 podrian tener un rol especifico de mantenimiento en
estas neuronas. Sin embargo, si tenemos en cuenta las caracteristicas de los defectos
morfoldgicos observados, parece ser poco probable que los mismos provengan de fendmenos
de neurodegeneracion. Si bien no podemos negar la posibilidad que procesos
neurodegenerativos conduzcan a aberraciones morfolégicas como ramificaciones, existen
ciertos defectos de guiado ectdpico o de ubicacién de los procesos axonales (fundamentalmente
los errores descriptos como handedness, aquellos en los que la comisura se encuentra por el
lado contrario al habitual) que dificilmente puedan haber surgido por fenémenos de
neurodegeneracidn. Mdas aun, como fue mencionado previamente, se ha establecido y
comprobado que la pérdida de daf-18 y daf-16 compromete la morfologia de las neuronas AlYs
y HSNs, afectando especificamente el desarrollo de las mismas, y no por medio de procesos
degenerativos® ¥, Teniendo en cuenta el comprobado rol de estos genes en el neurodesarrollo,
es altamente probable que en este caso también estén cumpliendo un rol fundamental en el
correcto desarrollo de las motoneuronas GABAérgicas. El hecho de que en humanos las
mutaciones en PTEN pueden conducir al TEA (un fendmeno de neurodesarrollo), y que existen
multiples lineas de evidencia que sugieren que desbalances E/I podrian ser un mecanismo
comun a este tipo de trastornos, subraya la relevancia de nuestro estudio en C. elegans. Este

modelo proporciona una plataforma valiosa para investigar los mecanismos subyacentes a estas
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mutaciones y sus efectos en el equilibrio E/I, lo cual puede ofrecer nuevas perspectivas sobre el

rol de estos desbalances en los trastornos del neurodesarrollo.
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Conclusiones parciales

> La hipersensibilidad a fdrmacos que incrementan la actividad colinérgica, junto con los
resultados de ensayos comportamentales y de optogenética, sugiere un posible
desequilibrio E/I en las motoneuronas, presumiblemente debido a fallas en la actividad
GABAérgica.

» Los defectos morfoldgicos en motoneuronas GABAérgicas, observados también en
estadios etarios tempranos, parecen originarse por defectos del neurodesarrollo mds
que por fendmenos neurodegenerativos.

» Estos defectos morfoldgicos parecen ser especificos de las neuronas GABAérgicas, sin
afectar a las neuronas colinérgicas excitatorias.

» La pérdida de daf-18 impacta en el desarrollo del SN a través de la reduccion de la
actividad del factor de transcripcion DAF-16.

» En conjunto, los genes daf-18 y daf-16 son esenciales para el desarrollo adecuado de las

motoneuronas GABAérgicas en C. elegans.
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Segunda Seccion

Modulacion cetogénica del
neurodesarrollo GABAérgico
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Introduccion

Cuando se trata de trastornos tan complejos como el TEA, existen muchos factores que pueden
contribuir a su aparicién, tanto genéticos como ambientales. La busqueda de tratamientos para
este tipo de trastornos es un campo en constante investigacidn, en donde C. elegans puede
cumplir también un rol fundamental para su avance. Como ya vimos en la seccion anterior, las
alteraciones en la sefializacion de la via AGE-1/AKT producto de mutaciones en los genes daf-18
y daf-16 estan intimamente relacionadas con la afectacién de procesos de desarrollo de
neuronas pertenecientes al sistema GABAérgico. Estas alteraciones podrian comprometer el
balance entre excitacion e inhibicidén, afectando variados procesos biolégicos. En humanos, se
postula que muchos casos de TEA, asi como otros desdrdenes del SN, podrian presentar un
desbalance entre ambos sistemas, en donde la sefalizacidon excitatoria predomina sobre la
inhibitoria. Uno de los mayores interrogantes en este aspecto es si es posible realizar
intervenciones que restablezcan dicho balance. En relacion con esto, los resultados obtenidos
previamente ponen en evidencia la posibilidad de utilizar a mutantes daf-18 y daf-16 como
plataforma para la evaluacion de estrategias que disminuyan o reviertan los fenotipos
observados. Si los mecanismos fundamentales que orquestan el correcto desarrollo en el SN de
gusanos son similares a los de mamiferos, C. elegans puede representar una herramienta para
la evaluacién rdpida de farmacos e intervenciones dietarias en busqueda de alternativas

terapéuticas.

Perspectivas terapéuticas de los TEA

Cuando se habla de TEA, es fundamental comprender que cominmente estan presentes
sintomas centrales distintivos, pero ademads también pueden presentarse otros trastornos a
modo de comorbilidades. Como ya vimos anteriormente, los sintomas centrales distintivos
incluyen dificultades en la comunicacién e interaccidn social, asi como patrones de
comportamiento repetitivos y restringidos. Desafortunadamente, no se disponen a la fecha
medicamentos aprobados para tratar los sintomas centrales, por lo que habitualmente se
recurre a estrategias educativas y conductuales que buscan mejorar la calidad de vida tanto de
las personas afectadas como de sus familias, utilizdndose farmacos fundamentalmente para el

2124920 Entre los medicamentos

tratamiento de comorbilidades en caso de presentarse
disponibles se incluyen antipsicdticos, antidepresivos y estabilizadores de humor; sin embargo,
es frecuente que los sintomas del TEA y las afecciones relacionadas a menudo persistan de
manera refractaria. Como perspectivas a futuro, es de esperar que los tratamientos se hagan

mas personalizados conforme avanza nuestra comprension de la heterogeneidad de los TEA.
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Como en muchos casos se sabe que existen mutaciones involucradas en la patogénesis de este
trastorno, muchas lineas de investigacion apuntan al desarrollo de terapias centradas en el
tratamiento de los mecanismos celulares alterados por las mismas?l. Otras estrategias mas
innovadoras, como la terapia génica, alin estdn en sus primeras etapas de desarrollo??,
Actualmente, las estrategias mas utilizadas para el tratamiento del TEA incluyen enfoques

conductuales, farmacoldgicos e intervenciones alimentarias.
Tratamientos conductuales

A la fecha, existen numerosas estrategias que surgieron como variaciones de la estrategia
denominada “Método Lovaas de Anadlisis de Conducta Aplicada” (también conocido como
“Entrenamiento de Ensayo Discreto”, DTT)?*%2%, Este método se basa en la intervencién
conductual intensiva, altamente estructurada y a largo plazo, y fue disefiado para nifios
pequefios. Se realiza de manera individual y tiene un sélido respaldo empirico, sirviendo como
base para muchas intervenciones conductuales derivadas que se utilizan en la actualidad. Si bien
el inicio temprano del tratamiento impacta positivamente en su efectividad, el mismo también
es utilizado, modificando parcialmente su enfoque, en nifios mayores, adolescentes y adultos,

siendo el alcance del mismo en estos uUltimos mas limitado?®.
Tratamientos farmacolégicos

Aproximadamente un 70% de los pacientes con TEA presentan, ademas de los sintomas
centrales, otras condiciones coexistentes, como el trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad (TDAH), irritabilidad, agresion, problemas de estado de animo, ansiedad, entre
otros®>%%7, Se estima que dos tercios de estos pacientes son medicados con farmacos para tratar

estos sintomas?¥2%,

El uso de fdrmacos depende en gran medida de las caracteristicas
individuales de cada paciente, ya que existen diversos perfiles de TEA para los cuales pueden ser
necesarios medicamentos especificos. Algunos estudios demostraron, por ejemplo, que en
ciertos casos puede existir una desregulacidn de los niveles de serotonina. Los niveles alterados
de serotonina estan vinculados a menudo a varios sintomas, como ansiedad y comportamientos
repetitivos. En algunos de estos pacientes, a menudo se han utilizado inhibidores de la
recaptacion de serotonina y noradrenalina, y antidepresivos triciclicos como medicamentos?*8,
La sertralina es un farmaco que es habitualmente utilizado para estos casos, incluso en
poblaciones etarias para las que no fueron disefiados?%>%%%°, Otros medicamentos que han
demostrado utilidad para el tratamiento de sintomas como irritabilidad, y en menor medida

para comportamientos repetitivos, son los antipsicoticos atipicos risperidona y aripiprazol; los

cuales tienen afinidad sobre receptores de dopamina, serotonina, histamina y alfa-
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adrenérgicos?®12%, Los antipsicdticos convencionales, como el haloperidol, al presentar mayor
riesgo de efectos colaterales, se suelen reservar para casos severos y refractarios a esta nueva
clase de antipsicoticos?+%%>2¢_ por otro lado, debido a que un gran porcentaje de nifios con TEA
padecen ademas trastorno de déficit de atencién e hiperactividad, se utilizan estimulantes de
las familias de anfetaminas (mayor eficacia) y derivados de metilfenidato (mejor tolerancia) con
el objetivo de mejorar a corto plazo el rendimiento diario en actividades como el aprendizaje?®’.
Con menor respaldo de efectividad, los agonistas alfa-2-adrenérgicos también son utilizados
para tratar el déficit de atencién e hiperactividad en los casos en los que los estimulantes no

sean efectivos o sus efectos secundarios resulten inaceptables?®®2°,
Dietas y suplementos dietarios como terapias para el TEA

Las estrategias alimentarias utilizadas para mejorar sintomas del TEA varian desde suplementos
puntuales hasta dietas complejas. Algunas estrategias involucran alimentos con caracteristicas
antioxidantes. El sulforafano, por ejemplo, que puede ser encontrado en verduras cruciferas,
actua como antioxidante, antiinflamatorio y protector mitocondrial. El mismo puede penetrar
la barrera hematoencefilica, e induce el factor de transcripcién Nrf2, estimulando la expresiéon

de genes antioxidantes?”°.

Algunos estudios mostraron que la suplementacién de este
compuesto produce mejoras significativas en sintomas de déficit de atencién e hiperactividad.
Otros antioxidantes, como acidos grasos omega-3, también se han estudiado con resultados
controversiales?!. En este dindmico escenario terapéutico, se destaca un interés en constante
crecimiento hacia enfoques alimentarios innovadores, siendo las dietas cetogénicas (DCs) un
destacado ejemplo. Las DCs son regimenes alimentarios que implican una ingesta muy baja de
carbohidratos, moderada en proteinas y alta en grasas. El objetivo es inducir un estado
metabdlico llamado cetosis, en el cual se metabolizan grasas para la obtencidon de energia
debido a la falta de carbohidratos. Este proceso da lugar a la produccién de cuerpos cetdnicos
(CCs), moléculas con funciones energéticas y de sefializaciéon que sirven como reemplazo de la
glucosa en células y tejidos?’?72, Las DCs han demostrado ser efectivas para ciertos pacientes
en el tratamiento de la epilepsia, especialmente en casos de epilepsia refractaria, en la que el
paciente no responde bien a los medicamentos convencionales?’2’7, En los Ultimos tiempos,
ademads, ha existido un creciente interés en el potencial de estas dietas por su impacto en la
mejora de la comunicacidn y el comportamiento en individuos con TEA. A pesar de ello, la
efectividad terapéutica en estos casos sigue siendo discutida, con algunos estudios que la
apoyan y otros que presentan resultados divergentes?’®?’°, Mdas aun, los mecanismos
moleculares por los cuales estas dietas podrian representar un beneficio se desconocen. En los

Ultimos afios, se han propuesto algunas teorias que podrian sentar las bases para comprender
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los beneficios de esta intervencidn alimentaria en distintas patologias. Una de las claves podria

recaer sobre los CCs.
El rol de los cuerpos cetonicos en la restriccion calérica y las DCs

En diversos modelos, tanto en invertebrados como nematodes y moscas, como también en
varios vertebrados que incluyen desde roedores hasta primates, se han investigado los efectos
de la restriccion caldrica en el aumento de la esperanza de vida?®%23, Los beneficios de la
restriccion caldrica (sin déficit nutricional) han sido evidenciados con marcadores de edad, y
multiples lineas de evidencia indican que brindarian una disminucién de los factores de riesgo
relativos a la patofisiologia de la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, cdncer y
desdrdenes neuroldgicos®28428 | 3 evidencia del potencial beneficio de la restriccidn caldrica
se puso de manifiesto incluso hasta en levaduras, en las que se demostré que este régimen

aumenta el tiempo de vida cronolégico de estos hongos?®.

Si bien no existe un consenso generalizado, la extensién de la longevidad parece estar
relacionada con una disminucion de la sefializacién a través de la via de la insulina/receptor del
factor de crecimiento similar a la insulina (11S), via altamente conservada en todo el reino animal.
Como ya vimos, la reduccién de IIS disminuye la produccion de fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato
(PIP3), lo que lleva a una reduccién en la actividad de las quinasas PI3K y AKT y una disminucién
en la fosforilacion del factor de transcripcion FOXO. Como resultado, este factor de transcripcion
permanece en el nucleo, aumentando la transcripcidon de cientos de genes. Entre ellos, se
destacan varios genes que codifican para enzimas antioxidantes, como superdxido dismutasa 2,
catalasa, glutation peroxidasa, etc?®?%°, En C. elegans, el descubrimiento del gen que codifica
para el receptor de insulina daf-2 demostré que la pérdida del mismo duplica la esperanza de
vida de estos mutantes, poniendo de manifiesto la importancia de esta via de sefializacién en el
aumento de la longevidad. Varios autores han propuesto que los beneficios de la restriccidn

calérica podrian deberse, al menos en parte, al aumento de los niveles de CCs280290-292,

Los CCs son moléculas pequeias derivadas de lipidos que proporcionan energia a los tejidos
cuando hay escasez de glucosa, como en casos de restriccion alimentaria o DC. En estos
escenarios, después de que se agotan las reservas de glucégeno muscular y hepatico, los acidos
grasos se movilizan desde los adipocitos y se transportan al higado para su conversién en CCs:
acetoacetato, B-Hidroxibutirato (BHB) y acetona, siendo el BHB el mas abundante en el estado
de cetosis. Estos CCs se distribuyen a través de la circulacion sanguinea a tejidos

metabdlicamente activos, como el musculo o el cerebro, donde se metabolizan para producir

ATP290,292,293
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Metabolismo y funciones energéticas del 8-Hidroxibutirato

El B-Hidroxibutirato (BHB) se ha identificado como un pequefio compuesto derivado de lipidos
gue actua como portador de energia del higado a los tejidos periféricos cuando los niveles de
glucosa son insuficientes para cubrir las necesidades energéticas del cuerpo, como durante el
ejercicio prolongado, la inanicién o la ausencia de carbohidratos en la dieta. En humanos, la
concentracion sérica de BHB suele estar en bajos niveles del rango micromolar, pero comienza
a aumentar a varios cientos de micromoles después de 12 a 16 horas de ayuno, alcanzando de
1a2mM después de 2 dias de ayuno y de 6 a 8 mM con inanicién prolongada. Los niveles séricos
de BHB también pueden alcanzar de 1 a 2 mM después de 90 minutos de ejercicio intenso.
Concentraciones por encima de 2 mM también se alcanzan con una dieta cetogénica casi
desprovista de carbohidratos. Sin embargo, en ciertas condiciones patoldgicas, como la

cetoacidosis diabética, los cuerpos cetdnicos pueden superar los 20 mM?%,

Como se menciond previamente, el BHB se produce en el higado, principalmente a partir de la
descomposicion catabdlica de los acidos grasos, y se utiliza como fuente de energia alternativa
para el resto del cuerpo cuando los niveles de glucosa no alcanzan para cubrir las demandas
metabdlicas de los tejidos y 6rganos. Esto es especialmente importante en el cerebro, donde

solo ocurre una cantidad muy limitada de beta-oxidacion de acidos grasos. En las mitocondrias

Oxidacion
de 4cidos
grasos

B-hidroxibutirato

Figura 32. Esquema del metabolismo del BHB. La imagen ilustra el mecanismo general por el cual el BHB llega
hasta la célula y es metabolizado en la mitocondria. De igual manera, los precursores del BHB pueden viajar por
el torrente sanguineo e ingresar a las células.
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de las células que utilizan el BHB, el mismo se cataboliza a acetoacetato por la B-Hidroxibutirato
Deshidrogenasa 1 (BDH1). La reaccién estd vinculada a la reduccién de NAD a NADH, el cual se
dirige al complejo | de la cadena transportadora de electrones mitocondrial. El acetoacetato
resultante se cataboliza a acetoacetil-CoA y luego a acetil-CoA, que se metaboliza como parte
del ciclo de Krebs (Fig. 32). Como vimos antes, el B-Hidroxibutirato ha sido descrito como un
compuesto mimético de la restriccién calérica®®. Sus niveles aumentan en el plasma durante la
misma; y cuando se administra exégenamente, conduce a la disminucion de los niveles de estrés
oxidativo. Esto ha despertado un creciente atractivo en el potencial terapéutico de este

compuesto.
El B8-Hidroxibutirato es un potente regulador epigenético

Tradicionalmente conocido por su papel como fuente alternativa de energia, el BHB ha emergido
recientemente como un importante regulador epigenético. La epigenética es un concepto
relativo a los cambios en la expresidén génica que no implican alteraciones en la secuencia del
ADN, y abarca modificaciones tales como la metilacién de citosinas, modificacién de histonas,
etc. Estas modificaciones pueden ser influenciadas por factores ambientales y metabdlicos?*®
2% Una de las formas en que el BHB regula la epigenética es a través de la inhibicidon de las
histonas desacetilasas (HDACs)?*°3%, Las HDACs son enzimas que eliminan grupos acetilo de las
histonas y de otras proteinas no histonas tales como NF-kB, TP53, MYC y MYOD1, entre otros.
Si las histonas se encuentran mas acetiladas, la cromatina presenta una estructura mas laxa, lo
que generalmente resulta en una mayor transcripcion génica®® (Fig. 33 A). El BHB ha
demostrado ser un potente inhibidor de las HDACs de clase | y lla, facilitando la transcripcion de
genes asociados con la supervivencia celular, |a resistencia al estrés y la longevidad??%2%93% (Fig,
33 B). Llamativamente, uno de los genes que son reprimidos por la actividad de las HDACs es el
gen FOXO03a, lo cual repercute en una menor transcripcién de enzimas de las vias
antioxidantes3°%3%, Por otro lado, se demostrd también que el BHB posee al menos 44 sitios
especificos de unidn a residuos de lisina en las histonas, produciendo asi una regulacion
epigenética similar a la acetilacién. Este tipo de interaccion fue denominada pB-
Hidroxibutirilacién, y aumenta bajo condiciones de hambreado y DC en roedores®®* (Fig. 33 C).
La B-Hidroxibutirilacidn de las histonas tiene varias consecuencias importantes. En primer lugar,
esta modificacion epigenética puede aumentar la accesibilidad de la cromatina de igual manera
que lo hace al inhibir a las HDACs, facilitando aun mas la transcripcion de genes que estdn
implicados en la resistencia al estrés, la supervivencia celular y la longevidad. Sin embargo, esta
modificacién epigenética es aun mas compleja, ya que los diferentes sitios de unién del BHB a

las histonas pueden tener diversas consecuencias en la modulacion de la transcripcién génica.
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De esta manera, el BHB cumpliria una doble funcidon en contextos de restriccidon dietaria,
reemplazando a la glucosa como metabolito energético, y conectando ampliamente el entorno

exterior con la regulacién epigenética y la funcién celular.
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Figura 33. El 8-Hidroxibutirato es un potente regulador epigenético. En situaciones de ingesta calérica normal,

la actividad de la via PI3K/AKT culmina en la fosforilacion del factor de trascripcion FOXO3a, el cual es
degradado por ubiquitinacidon en proteosomas (A). Bajo restriccion caldrica, el BHB inhibe a las histonas
desacetilasas clase 1y 2 (B); y, alternativamente, se une a residuos especificos de lisina en las histonas (C).
Cualquiera de las ultimas dos situaciones, no mutuamente excluyentes, facilitan la expresién de genes

citoprotectores y anti oxidativos rio abajo. La inactividad de la via PI3K/AKT, ademas, permite la translocacion

nuclear de FOXO3A. Adaptado de Veech et. al 2017.

El 8-Hidroxibutirato como potencial agente terapéutico

Como fue mencionado hasta ahora, existe creciente evidencia de que los CCs podrian ser los
responsables de los beneficios observados en la restriccion caldrica, lo cual ha despertado gran
interés en las DCs. Se postula que estas dietas podrian brindar beneficios similares a la
restriccidn caldrica, sin la necesidad de importantes ventanas de ayuno3%>3%, Este enfoque es
particularmente interesante debido a que es factible implementar este tipo de dietas en
pacientes con TEA. Sin embargo, su implementacién no es sencilla y puede requerir un
seguimiento especializado y ajustes personalizados en cada paciente. Algunos investigadores,
por otro lado, han focalizado el interés directamente en el potencial de los CCs como reemplazo
de la restriccidn calérica y de las DCs?8%2%, Mas aun, varias lineas de evidencia sugieren que el
BHB puede aumentar la actividad de las proteinas FOXO, aumentando la expresidén de genes rio

abajo3%53%730%8 En conjunto, estas caracteristicas han situado al BHB como uno de los posibles
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responsables de los beneficios de estas estrategias nutricionales?®92%%305 Este metabolito ha
sido objeto de investigacién en varios modelos animales. Los beneficios observados en C.
elegans van desde aumentos en la resistencia al estrés, termotolerancia, tiempo de vida, asi
como también disminucién de agregados proteotdxicos en modelos de Parkinson y Alzheimer?®.
El potencial de este CC en la regulacion de la via PI3K/AKT no es un dato menor, y despierta la
intrigante posibilidad de utilizar al mismo como herramienta terapéutica en los casos en los que
la via se encuentra desregulada, administrandolo de forma exdgena, y evitando asi la necesidad

de implementar complejas dietas.
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Objetivos

Diversas hipdtesis postulan que el metabolito BHB, caracteristico de las DCs y la restriccion
dietaria, es capaz de inducir la actividad del factor de transcripcién FOX0?%2°2, Este factor de
transcripcién resulta de vital importancia para el normal funcionamiento de la célula, los
procesos que regulan el ciclo de vida, y la homeostasis en general. Como fue mencionado en la
seccion previa, DAF-16 (homdlogo de FOXO en C. elegans) resulta fundamental para el
neurodesarrollo, en particular de las neuronas del sistema GABAérgico, las HSNs y las
interneuronas AlYs. La falta de actividad de PTEN afecta negativamente a la actividad de FOXO
debido a que es el principal modulador negativo de la via de PI3K/AKT, que lo mantiene inactivo
cuando es activada. La modulacién positiva de la actividad de FOXO resulta entonces una
estrategia terapéutica prometedora en contextos en los que PTEN pierde o disminuye su
actividad. En esta seccidn, se explord la potencialidad del BHB en la mejora en los defectos
comportamentales y morfolégicos que previamente describimos en mutantes daf-18. Si el BHB
es capaz de modular la actividad de DAF-16 como se ha reportado, es posible que este
compuesto tenga el potencial de aminorar los fenotipos observados en mutantes daf-18,
ofreciendo asi una posible intervencién terapéutica para mejorar los defectos asociados con la

disfuncidn de este gen.
Objetivos especificos

e Evaluar los efectos de la administracion exdgena del BHB, y particularmente, su
potencial para aumentar la actividad del factor de transcripcién DAF-16.
e Evaluar el efecto de la suplementacion de BHB sobre fenotipos alterados descubiertos
en mutantes de daf-18 y daf-16, a saber:
o Hipersensibilidad a farmacos estimuladores de la sefializacion colinérgica:
aldicarb y levamisol.
o Deficiencias durante la respuesta de escape disparada por estimulos mecanicos
en regidn anterior (acortamiento excesivo inicial y giros en omega).
o Morfologia alterada en las comisuras de las motoneuronas GABAérgicas, HSNs
y AlYs.
o Respuesta deficiente ante la estimulacidn optogenética de los sistemas

GABAérgico y colinérgico.
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Resultados

El BHB aumenta la expresion de SOD-3 en C. elegans

Uno de los mecanismos propuestos para los efectos previamente reportados del BHB en C.
elegans es el aumento de la actividad del factor de transcripciéon DAF-16. Dicha actividad puede
ser evidenciada evaluando los niveles de expresidn de sus genes diana, como lo es el gen que

codifica para la enzima superdxido dismutasa SOD-3%%. Por ello, decidimos llevar a cabo esta
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Figura 34. La exposicion a BHB induce la expresion de sod-3 en mutantes daf-18, pero no en daf-16. Se evalud la
expresion de SOD-3 mediante fluorescencia en animales L4 control y expuestos a BHB (20mM) durante todo el
desarrollo. A. Imagenes representativas de la fluorescencia. B. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de
cada animal relativizada a la condicion no tratada de animales wild type. Se llevaron a cabo al menos tres ensayos
independientes, utilizando 12 a 20 animales por cada genotipo/ensayo. La significancia estadistica entre animales
control y tratados de cada cepa se determiné mediante la prueba de Mann-Whitney.
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estrategia utilizando una cepa que expresa el reportero transcripcional GFP bajo el promotor de
sod-3. Adicionalmente, realizamos las cruzas genéticas Psod-3::GFP;daf-18, Psod-3::GFP;daf-16
y la doble cruza Psod-3::GFP;daf-18;daf-16, para evaluar el efecto del BHB en las mismas. La
exposicién a BHB fue realizada mediante la incorporacién de este compuesto tanto en el medio
NGM como en la bacteria utilizada como alimento, y se mantuvo a los animales durante todo su
desarrollo hasta el estadio L4, momento en el que determinamos la intensidad de fluorescencia
de SOD-3 mediante microscopia. Posteriormente, analizamos los niveles de fluorescencia con el
software FlJI Image J. Como era esperado, notamos que tanto los mutantes daf-18, asi como
también daf-16 y la doble mutante, expresan menores niveles de SOD-3 en condiciones basales
que animales wild type (Fig. 34). Por otro lado, encontramos que la exposicién a BHB aumenta
la expresion de SOD-3 en animales daf-18, pero no en daf-16 ni en la doble mutante daf-18;daf-
16 (Fig. 34). El aumento de SOD-3 ante la exposicién a BHB parece ser dependiente de DAF-16,
lo que respalda el hecho de que este compuesto podria estar elevando la actividad de este factor
de transcripcion. Llamativamente, no observamos un aumento de la expresion de SOD-3 en
animales wild type. Esto podria deberse a la alta expresion de esta proteina en condiciones
basales, lo cual podria inducir mecanismos regulatorios que limiten la capacidad del BHB para
aumentar aun mas sus niveles. En base a estos resultados, decidimos evaluar la capacidad del
BHB para mitigar los defectos de daf-18 en aquellos ensayos en los que estos mutantes

presentaron fenotipos deficientes.
El BHB revierte algunos fenotipos asociados a la pérdida de daf-18

Previamente, observamos que animales daf-18 presentaron fenotipos evidentes en varios tipos
de ensayos, tanto farmacolégicos como comportamentales, asi como también anomalias en la
morfologia neuronal. Mds aun, estos fenotipos parecen ser el resultado de una menor actividad
del factor de transcripcién DAF-16. Ya que el BHB pareceria poder aumentar la actividad de DAF-
16, decidimos evaluar entonces el potencial de este compuesto para revertir los fenotipos de
animales daf-18, en los que la actividad de DAF-16 se encuentra comprometida. Para comenzar,
evaluamos un subconjunto de fenotipos seleccionados para determinar la eficacia inicial del
compuesto, y repetimos los ensayos de farmacologia y de respuesta de escape utilizando
Unicamente animales daf-18 y wild type expuestos durante todo su desarrollo a BHB. En estos
experimentos, encontramos que la suplementacién exégena de BHB redujo significativamente
la hipersensibilidad de daf-18 a los agonistas colinérgicos hasta llegar incluso a los niveles de
sensibilidad de animales wild type (Fig. 35 A). Mas aun, el BHB también fue capaz de rescatar el

fenotipo de acortamiento excesivo tras el estimulo mecanico en la regidn anterior durante la
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% Animales paralizados

primera fase de la respuesta de escape, lo cual refuerza la idea de que este cuerpo cetdnico es

capaz de revertir algunos fenotipos asociados a la pérdida de daf-18 (Fig. 35 B).
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Figura 35. La suplementacion con BHB mejora déficits en mutantes daf-18. Los animales fueron expuestos a
BHB (20 mM) durante todo el desarrollo (desde embridn hasta adultos jovenes/L4) para evaluar un subconjunto
de fenotipos seleccionados. A. Porcentaje de animales paralizados en funcidn del tiempo tras el contacto inicial
con agonistas colinérgicos. Se realizaron al menos cuatro experimentos independientes para cada condicion,
utilizando aproximadamente 20-25 animales por genotipo/ensayo. El analisis estadistico fue la prueba t de
Student para comparar animales tratados y no tratados con BHB, utilizando el area bajo la curva (ABC) de cada
ensayo. B. Medicién de la longitud corporal en respuesta al estimulo mecanico anterior. Se realizaron tres
experimentos independientes, con 30-40 animales por genotipo/ensayo distribuidos en tres experimentos
independientes. Se utilizé la prueba t de Student para comparar animales tratados y no tratados con BHB.
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El BHB actua a través de la modulacion positiva de DAF-16

Tras validar el potencial del BHB para aminorar los fenotipos observados en animales daf-18,
decidimos profundizar nuestro estudio, evaluando el efecto de la exposicidn de este compuesto
tanto en animales daf-18 como también daf-16 para determinar si el factor de transcripcion
DAF-16 tiene un rol protagdnico en el mecanismo de accién del mismo. Como demostramos en

experimentos previos, la estimulacién optogenética sobre el sistema de sefalizacidn
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Figura 36. El BHB mejora la respuesta motora de animales daf-18 ante estimulos optogenéticos selectivos sobre las
motoneuronas GABAérgicas y colinérgicas. Resultados de la estimulacidon de la actividad neuronal mediante optogenética en
animales expresando ChR2 en motoneuronas GABAérgicas (A) y colinérgicas (B) durante un pulso de luz de 470 nm de 5 segundos
sobre animales control y expuestos a BHB 20 mM durante todo el desarrollo. En cada grafico se muestra la variacion del area
corporal relativa en funcién del tiempo (izquierda) y la cuantificacion del area bajo la curva (media + DE) para comparar los cambios
inducidos por la luz entre diferentes cepas (derecha). Los cambios pueden expresarse en funcion del porcentaje de la variacion en
la longitud corporal (C). La exposicidn a BHB revirtié los defectos en mutantes daf-18, pero no en mutantes daf-16, indicando que
BHB actua a través de la modulacién del factor de transcripcion DAF-16. Se utilizaron entre 25 a 35 animales por genotipo,
repartidos en al menos 3 ensayos independientes. Los datos se representan como media + DE. La significancia estadistica se
determind mediante la prueba t de Student.
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GABAérgico induce la relajacién general del cuerpo con el consecuente aumento de su longitud,
mientras que la estimulacion sobre el sistema colinérgico produce una contraccién subita que
resulta en la disminucién momentdnea de la longitud total. Como también vimos previamente,
mutantes daf-18 y daf-16 presentan un aumento menor en la longitud del cuerpo luego de una
estimulacién GABAérgica y una contraccidén exagerada ante estimulacion selectiva del sistema
colinérgico. Al repetir estos ensayos incubando previamente a estos animales con BHB,
encontramos que el compuesto es capaz de revertir los defectos en mutantes daf-18, pero no
en mutantes daf-16 (Fig. 36). Estos resultados respaldan la hipdtesis de que el mecanismo de
accién del BHB podria ser explicado, tal como fue sugerido, a través del aumento de la actividad

del factor de transcripcién DAF-16.

En el mismo sentido, encontramos que Unicamente los mutantes daf-18 tratados con este
compuesto mostraron un aumento significativo en la proporcidon de giros en omega cerrados
durante la respuesta de escape en comparacion con la condicidn no tratada (Fig. 37). Si bien esta
mejora es sutil y parcial, resulta notorio que la exposicién a BHB no mejord el desempeio de
animales daf-16. Mas aun, la doble mutante daf-18;daf-16 tampoco mejoré su desempeiio en
este ensayo, resultado que ratifica que este compuesto estaria actuando a través de la

modulacién del factor de transcripcion DAF-16 (Fig. 37).
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Figura 37. El BHB aumenta la proporcién de giros en omega cerrados de mutantes daf-18 durante la respuesta
de escape. Cuantificacion de giros en omega cerrados sobre el total de giros durante la respuesta de escape en
animales L4 control y expuestos a BHB 20 mM durante todo el desarrollo. Se realizaron al menos ocho ensayos
independientes para cada condicién, utilizando aproximadamente 20 animales por genotipo/ensayo. Los
resultados se presentan como media + DE. Para la comparacion estadistica entre animales tratados y sus
controles se utilizo la prueba t de Student.
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Animales tratados con BHB presentan una menor incidencia de defectos morfolégicos en

motoneuronas GABAérgicas

En virtud de la correlacidon que encontramos previamente entre los resultados de los ensayos
farmacolégicos, comportamentales, y la morfologia neuronal; el siguiente paso légico fue
continuar explorando el efecto que este compuesto puede tener sobre los procesos que regulan
el desarrollo y/o mantenimiento de las neuronas GABAérgicas, también afectadas por la pérdida
de daf-18. Notablemente, al evaluar las comisuras de las motoneuronas GABAérgicas de
animales expuestos a BHB durante todo el desarrollo, encontramos una considerable reduccion
de defectos en mutantes daf-18 (Fig. 38). De manera consistente con los resultados observados

para los ensayos comportamentales, la exposicion a BHB no redujo los defectos en neuronas
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Figura 38. El BHB reduce los defectos de las comisuras GABAérgicas en mutantes daf-18 de manera dependiente
de DAF-16. Cuantificacion de defectos en las comisuras en neuronas GABAérgicas en animales L4 control y
expuestos a BHB 20 mM durante todo el desarrollo. Se realizaron tres ensayos independientes para cada
condicion, utilizando aproximadamente 20 animales por genotipo/ensayo. Los resultados se presentan como
media + DE. La significancia estadistica se determind mediante la prueba t de Student.

GABAérgicas en mutantes daf-16 ni en la doble mutante daf-18;daf-16. En conjunto, estos
resultados respaldan la hipdtesis de que el BHB tendria el potencial de mejorar los defectos
asociados a la pérdida de daf-18, a través de la modulacion positiva del factor de transcripcion
DAF-16. En este sentido, vale la pena recordar que las motoneuronas GABAérgicas no son las
Unicas que presentan aberraciones morfolégicas en mutantes daf-18. Como vimos previamente,
a la fecha existen reportados al menos dos pares de neuronas en las que estos mutantes también
presentan defectos; a saber: 1) HSNs, las cuales presentan un fenotipo de submigracion tras la

pérdida de daf-18'%; y 2) AlYs, un par de interneuronas que en estos mutantes detienen
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prematuramente su desarrollo quedando “truncas En base a esto, nos preguntamos

entonces si este compuesto es capaz de prevenir o revertir los defectos de estas neuronas.

El BHB tiene efectos selectivos sobre las motoneuronas GABAérgicas, actuando a través de

mecanismos especificos

Para evaluar si el BHB es capaz de compensar los defectos ocasionados por la pérdida de funcion
de daf-18 en las neuronas AlYs y HSNs, realizamos las cruzas genéticas daf-
18(0k480);mqgIS18[Pttx-3::GFP] (mutante nulo daf-18 con un reportero fluorescente en
interneuronas AlYs) y daf-18(0k480);[Ptph-1::GFP] (mutante nulo daf-18 con reportero
fluorescente en neuronas HSNs). En linea con lo reportado en la bibliografia, pudimos corroborar
que la pérdida de daf-18 produce un truncamiento prematuro de las interneuronas AlYs en el

100% de los animales (Fig 39 A); y distintos grados de sub migracidn de al menos una o las dos

A
Wild Type AlYs daf-18

Vista lateral Vista oblicua Vista lateral Vista oblicua

b 3
' ' ey e Joun
Joum —
B Wild Type HSNs daf-18

50um 50um

Figura 39. La pérdida de daf-18 compromete el normal desarrollo de las neuronas AlYs y HSNs. A. Animales
daf-18(0k480);mglS18[Pttx-3::GFP] expresando GFP en interneuronas AlYs. Las figuras de los cuadros inferiores
muestran una representacion esquematica de la imagen para facilitar la visualizacién, indicando con lineas de
puntos el axdn que esta en un plano mas profundo. Mutantes daf-18 muestran un truncamiento prematuro de
los axones en el 100% de los casos (flechas blancas). B. Animales daf-18(0k480);[Ptph-1::GFP] expresando GFP
en neuronas serotoninérgicas. Las ilustraciones de los cuadros inferiores representan esquematicamente la
ubicacién de los somas correspondientes a las imagenes originales. Mutantes daf-18 presentan distintos grados
de submigracion en al menos una o ambas neuronas HSNs en un gran porcentaje de los casos (flechas blancas).
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HSNs en un gran porcentaje de los animales (Fig. 39 B). A continuacidn, incubamos animales con
BHB durante todo el desarrollo, para evaluar la morfologia bajo microscopio. La evaluacion de
las AlYs se realizd en el estadio L4, mientras que las HSNs se evaluaron en estadio adulto joven
para una mejor visualizacion de las mismas. Llamativamente, la incubacién con BHB no mostré

tener eficacia para evitar o revertir estos fenotipos morfoldgicos en las HSNs ni en las
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Figura 40. El BHB no previene los defectos de las neuronas AlYs y HSNs en animales daf-18. A. Los procesos de
las AlYs se visualizaron en animales L4 que expresan GFP en neuronas AlYs (Pttx-3b::GFP). lzquierda: Esquema
de la morfologia y criterios para la clasificacién del nivel de truncamiento (ver materiales y métodos). Rosa:
Normal. Celeste: intermedio. Amarillo: severo. Derecha: Cuantificacién de los defectos en animales control o
bajo exposicién a BHB (20 mM). B. Se visualizaron las HSNs en animales que expresan GFP en neuronas
serotoninérgicas (Ptph-1::GFP). lzquierda: Esquema de la ruta migratoria de una HSN durante la embriogénesis
y la posicidon normal aproximada del soma (circulo verde) en un animal adulto joven. Se ilustra solo una de las
dos HSNs bilaterales. La clasificacion se basa en la ubicacidon del soma en relacién con la longitud del cuerpo,
expresada como una proporcidn: purpura claro (= 0.4, migracion completa), purpura intermedio (>0.2-<0.4,
migracién deficiente intermedia), plrpura oscuro (0.2, migracidn deficiente severa). Derecha: Cuantificacién
del porcentaje de animales con diferentes posiciones de migracidn (se consideré la neurona que menos migré
en cada animal). Se analizaron adultos jévenes control y bajo exposicion a BHB (20 mM). Las barras representan
los valores medios de al menos tres experimentos independientes.
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interneuronas AlYs (Fig. 40 A y B), indicando que los procesos biolégicos que gobiernan el
desarrollo y/o mantenimiento de las mismas podria ser diferente al de las motoneuronas
GABAérgicas. A pesar de que se ha reportado que estas neuronas se ven afectadas por la
deficiente o nula actividad de DAF-16, la efectividad del BHB en prevenir o revertir estos

fenotipos parece ser selectiva y especifica de motoneuronas GABAérgicas.
El BHB podria prevenir los defectos de daf-18 al actuar en una ventana critica del desarrollo

En los experimentos anteriores, se expuso a los animales a BHB durante todo el desarrollo, desde
las etapas embrionarias hasta la etapa larvaria L4 o adulto joven, estadios donde se realizaron
los ensayos. Este periodo de exposicidn es prolongado, y excede largamente al momento en el
que las neuronas GABAérgicas completan su desarrollo. Como mencionamos, mientras que las
motoneuronas VD son de desarrollo postembrionario y completan su diferenciacién entre los
estadios L1-L2; las DD son de desarrollo embrionario, estando ya presentes en el estadio L1
temprano. Por ello, nos preguntamos si hay un periodo critico durante el desarrollo en el que se
requiere la accién de BHB para prevenir defectos en las mismas. Para responder a este
interrogante, realizamos tres ventanas de exposicion de 18 horas en diferentes grupos de
animales. En cada grupo, los animales fueron expuestos al compuesto solo durante las ventanas
temporales indicadas. La primera exposicion fue realizada durante las 18 horas siguientes a la
puesta del huevo, abarcando el desarrollo embrionario ex utero y las primeras 8-9 horas de la
etapa L1 (etapa H-L1). La segunda ventana de exposicidn incluyd la parte final de la etapa L1,
toda la etapa L2 y la mayoria de la etapa L3 (L1-L3). La tercera ventana abarcé la parte final de
la etapa L3, toda la etapa L4 y las primeras 6-7 horas de la etapa adulta (L3-AJ). Ademas, también
incluimos un grupo que nuevamente estuvo expuesto desde huevo hasta 6-7 horas de la etapa
adulta. Esta ultima ventana de exposicidn, al ser similar a la utilizada en los ensayos anteriores
(H-L4), la denominamos H-L4/AJ. Los animales cuyo periodo de exposicidn finalizé antes del
momento de ser evaluados, fueron transferidos a placas sin BHB para que continden su
desarrollo sin la presencia de la droga. Finalmente, evaluamos el porcentaje de giros en omega
en el ensayo de respuesta de escape en el estadio AJ para todos los grupos (Fig. 41 A).
Curiosamente, la exposicion a BHB durante el desarrollo temprano (H-L1) resulté suficiente para
aumentar la performance de los mutantes daf-18, mientras que las exposiciones al compuesto
durante etapas juveniles posteriores (L1-L3 o L3-AlJ), no fueron capaces de mejorar la respuesta
de escape de estos animales (Fig. 41 B). Nuevamente, la exposicién durante todo el desarrollo
(H-L4/AJ) mostré tener el potencial de aumentar el porcentaje de giros en omega. En este
contexto, decidimos evaluar la ventana de exposicion mds temprana (H-L1) y su efecto sobre la

morfologia de las motoneuronas GABAérgicas afectadas en estos mutantes. La exposicion

111



durante el desarrollo temprano de los animales a BHB (H-L1) fue suficiente para reducir los
defectos morfolégicos observados en las motoneuronas GABAérgicas de animales daf-18, de

igual manera que la exposicion mas larga (H-L4/AJ) (Fig. 41 C).
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Figura 41. La exposicion durante el desarrollo temprano a BHB es suficiente para reducir los defectos del
sistema GABAérgico en animales daf-18. A. Los animales fueron expuestos a BHB durante periodos de 18
horas en diferentes etapas del desarrollo: i) H-L1, la cual cubrio el desarrollo embrionario ex utero (~9 h)y
las primeras 8-9 h de la etapa L1; ii) L1-L3, la cual cubrié la Gltima parte de la etapa L1 (~3-4 h), toda la etapa
L2 (~8 h) y la mayor parte de la etapa L3 (~6-7 h); iii) L3-AJ, que abarcé la dltima parte de la etapa L3 (~1-2
h), toda la etapa L4 (~10 h) y las primeras 6-7 h como adultos; y iv) H-L4/AJ, la cual indica exposicion durante
todo el desarrollo. B. Cuantificacién de giros en omega cerrados en daf-18. C. Cuantificacion de defectos en
las comisuras GABAérgicas. Se realizaron cuatro y seis ensayos independientes para cada condicién en By
C, respectivamente; utilizando aproximadamente 20-25 animales por genotipo/ensayo. Los resultados se
presentan como media + DE. Se realizé un ANOVA de una via seguida de una prueba post hoc de Tukey para
las comparaciones multiples.

Para esclarecer alin mas el momento critico en el cual el BHB tiene su efecto, repetimos este
experimento con dos nuevas ventanas temporales de exposicidon, una para cada grupo de
animales. El primer grupo fue expuesto desde huevo hasta la eclosion de los mismos, finalizando

la exposicion en el estadio L1 temprano. Este grupo de animales fue analizado bajo microscopio
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tanto en el estadio L1 (donde solamente las DD estan presentes) como también en el estadio L4.
Para el segundo grupo, repetimos a modo de control el tiempo de exposicion de 18 horas
comenzando la exposicion desde la puesta de los huevos, para ser luego analizados en el estadio
L4 (Fig. 42). Llamativamente, la exposicién breve de 9 horas durante la cual se da el desarrollo
embrionario ex utero, no fue capaz de mitigar los defectos morfoldgicos, probablemente por la
impermeabilidad del huevo al BHB. Debido a que nuevamente observamos mejoras en animales
expuestos durante 18 horas al BHB, parece probable que el BHB actule en etapas muy tempranas
del desarrollo en el estadio L1 reduciendo los defectos morfoldgicos del sistema GABAérgico

producto de la pérdida de daf-18.
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Figura 42. El BHB no previene los defectos de neuronas GABAérgicas cuando se suministra exclusivamente durante el
desarrollo embrionario ex utero. A. Disefio experimental. Los animales fueron expuestos a BHB en dos ventanas
temporales distintas: i) desde la puesta del huevo hasta la eclosién (finalizando en estadio L1 temprano) y ii) durante 18
horas desde la puesta del huevo, como control. Los animales del primer grupo fueron analizados en los estadios L1 y L4,
mientras que el segundo grupo fue analizado Unicamente en el estadio L4. B. Comparacion de defectos morfolégicos
entre los animales expuestos 9 horas, y aquellos expuestos durante 18 horas. Se realizaron tres ensayos independientes
por condicidn, utilizando aproximadamente 20-25 animales por genotipo/ensayo. Los resultados se presentan como
media + DE. Se utiliz6 una prueba t de Student para el andlisis estadistico.
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La busqueda de tratamientos para los desdrdenes del neurodesarrollo, y particularmente el TEA,
estd en constante desarrollo y evolucién. Aunque adn no existe un tratamiento definitivo para
el TEA, se han realizado avances significativos en la comprensién de este trastorno que han
ayudado a desarrollar algunos abordajes terapéuticos. En esta seccidn, realizamos un abordaje
general a diferentes tipos de tratamientos utilizados en la actualidad. Tanto este tipo de

trastornos, asi como también muchos otros relacionados con el neurodesarrollo, carecen de

terapias totalmente efectivas.

Las opciones terapéuticas disponibles que han demostrado cierto grado de eficacia pueden ser
clasificadas en tratamientos comportamentales, farmacolégicos y dietarios. Los abordajes
comportamentales, apuntan a una mejora en la calidad de vida de los individuos afectados por
TEAy sus familias, mediante un abordaje intensivo educacional y de entrenamiento de aspectos
basicos del aprendizaje, en los cuales se busca mejorar al maximo posible las habilidades sociales
y educacionales de estos individuos. Las estrategias farmacoldgicas, por su parte, abarcan el uso
de farmacos con efectividad comprobada para el tratamiento de sintomas relativos a las
comorbilidades comunes al TEA. Sin embargo, como vimos, las drogas utilizadas pueden no ser
efectivas, o ser parcialmente efectivas, sin contar con los posibles efectos secundarios y la
tolerancia a las mismas. Ademads, este enfoque apunta a mejorar ciertos aspectos de la
sintomatologia de las comorbilidades, sin resolver el origen del problema ni atacar a los sintomas
centrales del TEA2L Por otro lado, las estrategias dietarias han demostrado ser prometedoras
en ciertos tipos de trastornos. Entre las mas conocidas, se ha sugerido que las DCs pueden
resultar efectivas para algunos pacientes que presentan trastornos caracterizados por
desequilibrios E/I, como es el caso de la epilepsia refractaria y algunos casos de TEA. No
obstante, poco se sabe del mecanismo por el cual otorgarian beneficios, ni tampoco el perfil de

los pacientes en los cuales las mismas podrian dar resultados alentadores.

En esta seccion, hemos optado por una intervencion dietaria basada en el metabolito fHB como
objetivo de estudio debido a la gran cantidad de evidencia que respalda su potencial beneficio
clinico. Este compuesto, que se genera de manera enddgena bajo condiciones de restriccion
caldrica y dietas libres de carbohidratos, es uno de los candidatos que permitirian explicar los
mecanismos benéficos de estos regimenes alimentarios. Aparte de sus funciones energéticas,
se ha demostrado que el BHB participa en mecanismos de sefializacién celular y epigenéticos, y

que administrado de forma exdgena es capaz de aumentar la actividad del factor de
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transcripcién FOXO en mamiferos. Esta caracteristica convierte al BHB en un candidato
prometedor para una estrategia terapéutica destinada a contrarrestar la baja actividad de FOXO
producto de mutaciones en PTEN. En la primera seccién, observamos que en C. elegans,
mutantes daf-18 exhiben fenotipos defectuosos compatibles con un desequilibrio E/I,
presumiblemente debido a defectos en el sistema GABAérgico inhibitorio. Estos defectos son
ocasionados por la pérdida de funcidn o la baja actividad del factor de transcripcién DAF-16. Por
este motivo, los animales daf-18 resultan un modelo interesante para poner a prueba la
capacidad del BHB de aminorar los fenotipos defectuosos asociados a esta mutacién. Por lo
tanto, en esta seccidn, nos propusimos evaluar la capacidad del BHB para prevenir o revertir
estos fenotipos. En mutantes daf-18, observamos que la exposicidn a este compuesto aumenta
la expresidon de SOD-3, una proteina diana de DAF-16, lo que permite evidenciar el aumento de
la actividad de este factor de transcripcion?%30%310 M3s aln, en mutantes daf-16, el compuesto
no mostré un aumento en la expresiéon de SOD-3, indicando que este efecto del BHB depende
efectivamente de la actividad de DAF-16. En un analisis inicial, observamos que animales daf-18
incubados con BHB mostraron un acortamiento similar al de animales wild type en la respuesta
de escape ante un estimulo mecdnico, y perdieron la hipersensibilidad a los farmacos
estimulantes de la actividad colinérgica aldicarb y levamisol. Estas pruebas demostraron que el
compuesto tiene la capacidad de revertir algunos defectos de daf-18, por lo que decidimos
evaluar su potencial para revertir el resto de los fenotipos previamente caracterizados. Pudimos
comprobar que el BHB rescata los fenotipos de sobrealargamiento e hipercontraccion tras la
estimulacién optogenética en los sistemas GABAérgico y colinérgico, respectivamente. Sin
embargo, estos efectos no fueron observados en mutantes daf-16. La incubacién con BHB
también logré aumentar el porcentaje de giros en omega cerrados durante la respuesta de
escape tras estimulacién mecdanica en daf-18, pero no asi en mutantes daf-16. Por otro lado,
uno de los resultados mdas impactantes que obtuvimos fue la reduccion significativa de los
defectos morfoldgicos de las motoneuronas GABAérgicas de mutantes daf-18 tras la incubacion
con BHB. En relaciéon con esto, comprobamos que una breve exposicion al BHB durante el
desarrollo temprano fue suficiente para revertir estos defectos morfoldgicos, asi como también
para mejorar la ejecucién de los giros en omega en los ensayos de comportamiento. De forma
notoria, ninguno de estos defectos fue corregido en mutantes daf-16 ni en los mutantes dobles
daf-18;daf-16. Este compuesto, sin embargo, resultd incapaz de prevenir o revertir los defectos

asociados al desarrollo de las neuronas AlYs y HSNs de mutantes daf-18.

En base a estos resultados, surgen varios aspectos que merecen ser analizados. Como ya fue

discutido en la seccidn anterior, daf-18 y daf-16 se caracterizan por una serie de defectos que
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se evidencian en experimentos farmacolégicos y comportamentales usualmente utilizados
como screenings rapidos para detectar animales con posibles desbalances entre los sistemas de
excitacion e inhibicidn. Estos fenotipos, a su vez, se correlacionan fuertemente con aquellos
observados en los ensayos de optogenética, y mas aun con los defectos morfoldgicos
observados en las motoneuronas GABAérgicas. Si existe un vinculo real entre estos defectos
morfoldgicos y el resto de los fenotipos comportamentales, pareceria légico hipotetizar que el
BHB podria estar aminorando los defectos comportamentales al disminuir la cantidad de
aberraciones morfolégicas en el sistema GABAérgico. Resultard entonces fundamental
profundizar nuestro conocimiento sobre el probable vinculo entre estas aberraciones
neuronales y el resto de los fenotipos comportamentales para poder entender si los beneficios
resultantes por la administracion de BHB se deben al mejoramiento general de la sefalizacion

GABAérgica.

En segundo lugar, es destacable el hecho de que este compuesto fue capaz de aminorar o
prevenir los defectos asociados a daf-18, pero en ningun caso logrd rescatar los defectos
asociados a daf-16 ni a la doble mutante daf-18; daf-16. En base a esto, resulta evidente que el
factor de transcripcién DAF-16 es clave en el mecanismo molecular por el cual el BHB estd
ejerciendo su efecto, tal como fue sugerido previamente. Sin embargo, mucho queda por
investigar para comprender de manera profunda el mecanismo subyacente mediante el cual el
BHB estaria aumentando la actividad del mismo. El BHB ha sido extensamente estudiado en C.
elegans en el contexto de envejecimiento. Se ha demostrado que la suplementacién del mismo
ha logrado extender el tiempo de vida, mejorar la resistencia al estrés oxidativo y térmico, y
promover la expresién de genes citoprotectores, ademds de regular el metabolismo vy la
homeostasis en estos nematodes®®. Uno de los mecanismos més estudiados del BHB es su
capacidad de modular la expresién génica mediante epigenética. Como fue mencionado
previamente, el BHB es un potente inhibidor de las histonas desacetilasas HDAC1 y HDAC2 en
mamiferos, lo que genera el aumento de los niveles de acetilacion en diversas regiones
cromosodmicas. La acetilacion de histonas generalmente esta asociada con la activacion de la
transcripcién génica por alteracidn de la estructura de la cromatina. Cuando las histonas estan
acetiladas, su carga eléctrica se neutraliza, lo que reduce la atraccidon entre las histonas y el ADN.
Esto hace que la cromatina se desenrolle mds facilmente, exponiendo asi las regiones de ADN
gue contienen los genes para la transcripcion. Como resultado, los factores de transcripcién y
las enzimas involucradas en este proceso tienen un mejor acceso al ADN, lo que facilita y
aumenta la transcripcién de los genes. Como fue mencionado previamente, se ha demostrado

en mamiferos que el aumento de la acetilacién por BHB promueve el aumento de los niveles de
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FOXO03a; asi como también otros genes antioxidantes y citoprotectores. Es muy importante
destacar, ademas, que HDAC1 y HDAC2 juegan un papel importante como reguladores del
desarrollo neuronal. Durante el desarrollo del SN, estas HDACs participan en la regulacion de la
expresion génica y la plasticidad sinaptica. Eliminar HDAC1 o HDAC2 individualmente en
modelos animales puede tener efectos moderados en el desarrollo neuronal, pero la eliminaciéon
de ambos HDACs conduce a defectos mds graves en la neurogénesis, la supervivencia celular y
la funcidn sindptica®'312, De manera similar a lo que ocurre en mamiferos, en C. elegans, el BHB
inhibe las HDACs de clase |, aumentando la actividad de DAF-16%°. Por lo tanto, es posible que
este aumento de actividad de DAF-16 por la inhibicion de HDACs mediada por BHB esté
compensando la merma en la actividad del mismo producida por la hiperactivacion de la via PI3K
en mutantes daf-18 (es importante recordar, en este punto, que una baja o nula actividad de
DAF-18 repercute en una alta actividad de la via AGE-1/AKT, la cual culmina en la fosforilacion
de DAF-16, su ubiquitinacion y posterior degradacidn). Es posible que, al facilitar el acceso a la
cromatina, se esté produciendo un efecto compensatorio a los bajos niveles de DAF-16 en un
background daf-18. Sin embargo, la inhibicidon de las HDACs por parte del BHB abre un abanico
de preguntas que merecen tratamiento a futuro. Como se ha visto en mamiferos, las HDACs
revisten una enorme importancia en el desarrollo y la supervivencia neuronal. En principio, el
hecho de que la inhibicién de las mismas promueva el aumento de expresidon de muchos genes
rio abajo abriria la posibilidad de que haya otros procesos, paralelos a DAF-16, que estén
involucrados en el correcto desarrollo de las motoneuronas GABAérgicas. No obstante, el rol de
DAF-16 parece ser crucial ya que no observamos beneficios parciales cuando evaluamos el
efecto del BHB sobre mutantes daf-16. Por otro lado, como también vimos previamente, el BHB
se destaca por tener un rol particular en la sefializacién celular, especialmente si se considera el
fendmeno de la B-Hidroxibutirilaciéon, otro mecanismo conocido por el cual el BHB modula la
regulacidon epigenética en la cual el BHB se une directamente a distintos residuos de lisina para
regular la expresion génica3®. Si bien tanto la inhibicién de las HDACs (y por lo tanto el aumento
de acetilaciéon) como la B-Hidroxibutirilacién de histonas son mecanismos compatibles uno con
el otro y no excluyentes, esto diferencia al BHB de otros inhibidores de HDACs como el acido
valproico, por lo cual seria interesante evaluar el efecto que otros inhibidores de HDACs podrian
tener sobre mutantes daf-18. Esto podria aportar evidencias acerca de cual de los dos
fendmenos epigenéticos (inhibicion de HDACs o B-Hidroxibutirilacién) es mas determinante en
este contexto, si es que alguno reviste mas importancia. En este sentido, es importante destacar
que la B-Hidroxibutirilacion puede ocurrir en muchos sitios especificos, variando sus efectos en
consecuencia. Por este motivo, esta marca epigenética debe ser diferenciada de otras como la

acetilacion y la metilacién. Un ejemplo de ello es la marca H3K9bBHB, la cual aumenta la
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expresion de genes relacionados con la respuesta al hambreado. En contraste, otras marcas
epigenéticas asociadas con el aumento de la expresién genética, como lo son H3K9ac y
H3K4me3, aumentan la expresidn de distintos grupos de genes de los que se estimulan con

H3K9bBHB,

Se ha propuesto, por otro lado, diversos mecanismos por los cuales el BHB podria estar
modulando de forma directa la actividad de la via de sefializacién insulinérgica?®®?*®, En
mamiferos, la administracién de BHB reduce la sefializacién de la insulina en el musculo®. En
ratas, por ejemplo, se ha demostrado que la administraciéon de BHB reduce la fosforilacién y la
actividad de AKT rio abajo del receptor de insulina®*3!®, En C. elegans, la inhibicién de AKT-1

activa DAF-16, por lo que el BHB podria influir también en la actividad de DAF-16 mediante la

inhibicidn de al menos una de las quinasas que regulan a DAF-16.

Seria valido, por otro lado, pensar que la inhibicién de las HDACs podria aumentar la actividad
del factor de transcripcion SKN-1, homdélogo al Nrf-2 en mamiferos, un factor de transcripcion
que regula la respuesta al estrés oxidativo y el mantenimiento de la homeostasis celular. Este
factor de transcripcién disminuye la expresion de péptidos similares a insulina tales como DAF-
28 e INS-29, los cuales podrian disminuir la actividad general del receptor de insulina DAF-2,
mientras que la disminucidén de esta via podria a su vez disminuir la fosforilacion de DAF-16,
aumentando su actividad®'®. Mas aun, la extensién del tiempo de vida en C. elegans por la
suplementacién de BHB depende tanto de DAF-16 como de SKN-1?%°. Dado que Nrf2 en
mamiferos promueve la expresidén de genes que codifican para proteinas antioxidantes y de

reparacion en respuesta a condiciones adversas®’

, podria pensarse que SKN-1 también esté
involucrado en el mecanismo de accién del BHB en el contexto del presente trabajo. Sin
embargo, tal como mencionamos previamente, no observamos beneficios parciales tras la
suplementacion de BHB en mutantes daf-16, por lo cual parece poco probable que SKN-1 tenga
un rol independiente a DAF-16 en la regulacion de los procesos que determinan los fenotipos

observados.

Desde otra perspectiva, se ha propuesto que los mecanismos subyacentes a los beneficios del
BHB podrian deberse al metabolismo del mismo. La suplementacidon con BHB podria aumentar
algunos intermediarios especificos del ciclo del acido citrico (ciclo de Krebs). Algunos de estos
intermediarios, como el fumarato, malato y oxalacetato, aumentan la transcripcidén nuclear de
DAF-1631831°, Por otro lado, también se ha demostrado que el metabolito alfa-ketoglutarato
alarga la vida en C. elegans por mecanismos dependientes de la via de TOR3%, Sin embargo, al

igual que con SKN-1, al no observar beneficios parciales del BHB sobre mutantes daf-16,
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Unicamente las vias que conectan a TOR con DAF-16 podrian respaldar este mecanismo, al
menos en el contexto de los fenotipos observados en el presente trabajo. Restara profundizar
en el efecto del aumento de los otros intermediarios del ciclo de Krebs tras la suplementacion
de BHB, aunque en principio, parece ser que la modulacidn epigenética es un mecanismo que

podria explicar los beneficios de este metabolito de forma mas robusta.

Por ultimo, aunque menos estudiado, es posible también que el BHB produzca cambios en el
splicing alternativo de distintos genes, lo cual se podria dar por cambios en la velocidad de
transcripcién del ADN. La accidn inhibidora sobre las HDACs puede favorecer la acetilacion,
generando una cromatina mas laxa, mientras que la B-Hidroxibutirilacion puede generar una
gran diversidad de marcas sobre las histonas3®*. En conjunto, estas marcas epigenéticas pueden
alterar la velocidad de elongacion de la Polimerasa Il, lo cual tiene un impacto directo en los
mecanismos que regulan el splicing sobre las distintas clases de exones3'32>, A modo de
ejemplo, se ha utilizado acido valproico, trichostatina A, y otros HDACs como complementos
para favorecer la inclusidn del exdon E7 del gen SMN2, un gen afectado en la atrofia muscular
espinal, evidenciando asi el rol protagénico de los HDACs en los mecanismos regulatorios del
splicing®®. Seria interesante, por lo tanto, estudiar si existen cambios en el proceso de splicing
tras la administracion del BHB para determinar si este influye en variantes de transcripcion que

puedan explicar sus beneficios.

Otro aspecto interesante relativo al potencial terapéutico que posee el BHB es el momento
critico en el cual este compuesto ha mostrado efectividad para mitigar los defectos asociados a
la pérdida del gen daf-18. Nuestros resultados indican que el BHB puede corregir los defectos
fenotipicos Unicamente cuando se administra durante una ventana critica del desarrollo
temprano. La falta de efectos significativos al administrarlo mas tarde sugiere que las mejoras
estan probablemente relacionadas con la capacidad del BHB en corregir o evitar procesos
deficientes relativos al desarrollo. De no ser asi, se esperaria que el mismo sea capaz de brindar
beneficios independientemente del momento en el que es suministrado. Estos resultados
refuerzan la hipdtesis, planteada en la seccidn previa, de que los fenotipos observados podrian
ser el resultado de procesos de desarrollo deficiente y no de procesos degenerativos; asi como
también muestran que el potencial terapéutico del BHB es fundamentalmente de tipo

preventivo.

Una de las mayores incégnitas que surgen de los resultados obtenidos, es el efecto especifico
que el BHB parece tener sobre las motoneuronas GABAérgicas, fundamentalmente por la

incapacidad del compuesto en prevenir los defectos que ocurren en las HSNs y las interneuronas
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AlYs. Es destacable el hecho de que las mismas mutaciones (tanto daf-18 como daf-16) afectan
a estas neuronas, y que en todos los casos parece estar comprometido el desarrollo de las

mismas, de una manera dependiente de DAF-16.

Aunqgue comprender el mecanismo detras de la accidn de BHB requerira estudios adicionales,
nuestros resultados demuestran que este cuerpo ceténico modula positivamente a DAF-16
durante el desarrollo neuronal. El siguiente paso légico seria evaluar la expresidon genética rio

abajo para determinar el o los genes que estan implicados en estos fendmenos.
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Conclusiones parciales

» El 8HB incrementa la expresion del factor de transcripcion DAF-16.

» Laincubacion prolongada con BHB durante el desarrollo mejora los fenotipos deficientes
de mutantes de daf-18, reduciendo la hipersensibilidad a estimulantes colinérgicos, y
respuestas errdticas en la respuesta de escape y ante estimulos optogenéticos.

» El BHB reduce defectos morfolégicos en las comisuras de motoneuronas tipo D
GABAérgicas.

» Una breve exposicion al BHB durante el desarrollo temprano es suficiente para observar
mejoras tanto a nivel morfolégico como comportamental.

> Los efectos del BHB no se observan en mutantes de daf-16 ni en la doble mutante daf-
18;daf-16, sugiriendo que el BHB actua a través de la modulacion de DAF-16.

» El BHB no previene defectos en la migracion de las HSNs ni en el desarrollo de

interneuronas AlYs, indicativo de una accion selectiva especifica.
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Discusion general y
perspectivas futuras

Alo largo de este trabajo, hemos discutido brevemente las principales caracteristicas de los TEA,
y destacamos la alta incidencia de este tipo de trastornos en pacientes que presentan
mutaciones en el gen PTEN. Hemos repasado las estrategias terapéuticas que se utilizan en Ia
actualidad, y particularmente hicimos foco en una estrategia dietaria basada en el metabolito
BHB, fundamentalmente por la gran cantidad de evidencia que sugiere potenciales beneficios.
Para ello, utilizamos al nematode C. elegans como plataforma para el estudio de las mutaciones
en el gen daf-18/PTEN (fuertemente vinculado al TEA segun la base de datos de SFARI), asi como
también para el estudio de los efectos que el BHB posee sobre estos mutantes. Hemos expuesto
robusta evidencia acerca del rol critico que el gen daf-18, en conjunto con el gen daf-16, poseen
en el neurodesarrollo del SN. En mutantes daf-18 y daf-16, pudimos encontrar aberraciones
morfoldgicas de las motoneuronas GABAérgicas, las cuales se manifiestan junto con otra serie
de fenotipos y podrian ser la causa de los mismos. Estos fenotipos incluyen hipersensibilidad a
farmacos estimulantes del sistema colinérgico, déficits en la ejecucion de comportamientos que
requieren una fina coordinacidn entre los sistemas de sefializacion inhibitoria y excitatoria hacia
los musculos durante la respuesta de escape, y respuestas musculares erraticas ante el estimulo
optogenético especifico sobre los sistemas GABAérgicos y colinérgicos. Mediante ensayos
genéticos y analisis epistaticos, determinamos que los defectos en el desarrollo GABAérgico de
los animales daf-18 se deben a la reduccién de la actividad del ortélogo de FOXO, DAF-16. En
efecto, DAF-16 se encuentra rio debajo de DAF-18 en la via de sefializacidn insulinérgica AGE-
1/AKT, y pudimos observar, en mutantes de daf-16, fenotipos similares a los encontrados en
mutantes daf-18. Por ultimo, pudimos observar que la exposicién al CC BHB durante las etapas
tempranas del desarrollo mitiga los efectos perjudiciales de las mutaciones de daf-18 por su
capacidad de inducir la actividad de DAF-16. Todos estos resultados representan, en conjunto,
un aporte fundamental al entendimiento de las mutaciones en PTEN y sus consecuencias sobre
el desarrollo del SN; asi como también sobre el potencial terapéutico del BHB. A continuacion,
ampliaremos la discusién de algunas de las aristas mas interesantes que derivan de los
resultados obtenidos, subrayando aquellos aspectos que merecen ser estudiados en mayor
profundidad. En este sentido, también discutiremos posibles estrategias para abordarlos en

futuras lineas de investigacion.
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Impacto funcional de defectos en motoneuronas GABAérgicas

Uno de los puntos clave a abordar a futuro es establecer con mayor nivel de detalle el vinculo
gue existe entre los defectos morfoldgicos en neuronas GABAérgicas y el resto de los fenotipos.
Como ya hemos discutido en la primera seccidn, los resultados de los experimentos sugieren
fuertemente que los distintos fenotipos observados podrian ser la consecuencia de los defectos
morfoldgicos presentes en las motoneuronas GABAérgicas. No obstante, a pesar de la fuerte
correlacién entre los mismos, no disponemos de evidencia directa para aseverar una relacién de
tipo causa-efecto. Por otro lado, hemos mencionado también varias veces que muchos de los
fenotipos descriptos para mutantes daf-18 y daf-16 son compatibles con un posible
desequilibrio E/I. Mas aln, nuestros ensayos iniciales de farmacologia en los que detectamos
hipersensibilidad en estos mutantes, son pruebas utilizadas a menudo como screenings rapidos
para detectar disrupciones en este equilibrio. Sin embargo, es fundamental destacar una vez
mas la importancia de realizar otro tipo de ensayos tales como electrofisiologia para determinar
inequivocamente esta situacion. Esta técnica ha demostrado ser efectiva para el andlisis
funcional de uniones neuromusculares individuales?'#327:328, M3s auln, la exploracion de las
respuestas neuronales y musculares en distintas células del animal podria indicar si este
desbalance es especifico para ciertas regiones del sistema neuromuscular, o bien una situacién
generalizada. Adicionalmente, seria conveniente extender este andlisis también al estudio de las
terminales postsindpticas musculares, asi como también a la funcionalidad y anatomia de estas
células en busqueda de posibles fallas ocasionadas por mutaciones en los genes mencionados.
Esto resulta fundamental para descartar posibles alteraciones en el sistema muscular que estén
vinculadas a estos fenotipos. En conjunto, estos ensayos podrian aportar datos fundamentales
para la comprensién de las implicancias funcionales de las aberraciones morfoldgicas
GABAérgicas, y brindar pistas adicionales para comprender cédmo las mismas podrian

desencadenar los fenotipos de locomocidn.
Mutantes daf-18 y daf-16 como plataformas para el estudio del equilibrio E/I

A raiz del desbalance E/I que se presenta muy a menudo en varios trastornos como el TEA,
muchos investigadores han explorado enfoques terapéuticos que apuntan a restablecer dicho
balance, existiendo diversos ensayos clinicos que han estudiado el efecto de farmacos para
restaurar la actividad GABAérgica®t1%%32%, En el contexto particular de C. elegans, donde
mutaciones en los genes daf-18 y daf-16 podrian estar afectando al equilibrio E/I mediante
aberraciones morfolédgicas y funcionales en motoneuronas GABAérgicas, seria interesante

evaluar el potencial de las distintas estrategias disponibles para reestablecer el balance entre
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ambos sistemas de sefializacién en el caso de que se confirme este escenario. Es posible
encontrar varios ejemplos de farmacos bajo activa investigacién por su potencial de reestablecer
el equilibrio E/I. La Bumetanida, por ejemplo, es un diurético aprobado inicialmente para aliviar
la retencion de liquidos en personas con enfermedades cardiacas, hepaticas o renales, y se ha
utilizado para tratar la hipertension arterial. El farmaco normalizaria los niveles de iones de
cloruro en el cerebro, un desequilibrio que repercute en una deficiente accidn inhibitoria
GABAérgica, inhibiendo especificamente el cotransportador NKCC1 y modulando los niveles
intracelulares de cloruro. De esta manera, restauraria el gradiente electroquimico necesario
para la accién inhibitoria de GABA3%. A pesar de que no posee cerebro ni rifiones, C. elegans
posee homoélogos de transportadores idnicos clave, y utiliza sistemas idnicos fundamentales
similares, por lo que resulta razonable explorar si la bumetanida tiene efectos similares en este
modelo. El Arbaclofeno, un agonista del receptor metabotrépico GABAs, es otro ejemplo de
farmaco con potencial terapéutico para estos casos. Al activar estos receptores, el Arbaclofeno
ayuda a disminuir la excitabilidad neuronal y promueve efectos inhibitorios en el SN central,
ayudando asi a corregir los desequilibrios en la neurotransmision que se observan en personas
con TEA. El Canabidiol (CBD), un compuesto no psicotrépico de la marihuana, también ha sido
investigado en este contexto. Aunque el CBD no actla directamente como un agonista o
antagonista del receptor GABA, puede influir en la neurotransmisién GABAérgica a través de la
modulacién indirecta de los receptores de endocannabinoides, también presentes en C.
elegans®¥1333, Estos son solo algunos ejemplos del enorme abanico de medicamentos bajo
estudio. Sin embargo, la eficacia de este tipo de estrategias dependerd, finalmente, de la
naturaleza del defecto que comprometa al equilibrio E/I. Si bien no comprendemos del todo las
bases del presunto desequilibrio en mutantes daf-18 y daf-16, en el caso puntual de que las
aberraciones morfoldgicas sean la causa de un desequilibrio E/I, podriamos anticipar que el
abordaje terapéutico sera complejo y probablemente mas limitado que en otros casos donde la
conectividad sindptica no se encuentre afectada. En este punto, por otra parte, merece la pena
recordar ademas que el BHB es efectivo para la prevencion temprana de los defectos
encontrados en mutantes daf-18, pero no para su tratamiento posterior. Ya que casi todos los
casos de DND son diagnosticados solo recién cuando los sintomas aparecen, resulta de especial
interés el estudio de toda estrategia que apunte a tratar, al menos en forma paliativa, las
distintas formas del desequilibrio E/I una vez que este escenario ya esta presente. La presencia
de fenotipos especificos en los mutantes daf-18 y el posible desequilibrio E/I hacen de C. elegans
un modelo experimental muy adecuado para estudiar y comprender los efectos de los distintos

enfoques terapéuticos en un contexto bioldgico simplificado.
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Andlisis funcional de las mutaciones humanas de PTEN en C. elegans

A raiz del enorme vinculo entre mutaciones de PTEN y el desarrollo de TEA en humanos, y las
aberraciones morfoldgicas de motoneuronas GABAérgicas producto de mutaciones en daf-18
en C. elegans, es evidente cuestionar si las mutaciones que ocurren realmente en humanos
podrian tener consecuencias similares que las observadas en C. elegans. Sin embargo, lejos de
ser grandes deleciones, las mutaciones en PTEN vinculadas con TEA en humanos suelen ser
mutaciones puntuales o pequefias inserciones/deleciones que alteran de manera especifica la
funcidn de la proteina, muchas veces sin eliminar completamente su actividad. Estas mutaciones
pueden afectar dominios funcionales clave, como el dominio fosfatasa o los sitios de interacciéon
con otras proteinas, lo que da lugar a alteraciones en vias de sefializacién criticas, como la de
PI3K/AKT4433433¢ Dado que daf-18 regula procesos similares, surge la posibilidad de introducir
mutaciones puntuales equivalentes en C. elegans para evaluar las consecuencias moleculares y
celulares de estas alteraciones, asi como también para explorar cémo las mutaciones especificas
influyen en el desarrollo neuronal y la funcionalidad de las motoneuronas GABAérgicas en un
sistema simplificado y altamente manipulable. De encontrar aberraciones morfoldgicas con las
variantes humanas, este sistema podria ganar alin mas robustez para el estudio de TEA. Como
vimos, daf-18 tiene un gran porcentaje de homologia con PTEN, por lo que es posible realizar
sustituciones en daf-18 similares a la que ocurren en PTEN. Mas aun, es factible realizar el
reemplazo directo por el gen humano, el cual se sabe que es capaz de reemplazar perfectamente
las funciones de daf-18, por lo que este modelo es ideal para evaluar directamente a PTEN,

incluyendo tanto las mutaciones conocidas como las variantes de significado incierto’8,
Aspectos distintivos de las motoneuronas colinérgicas

Otro aspecto enigmatico de la pérdida de daf-18 es el hecho de que las motoneuronas
colinérgicas no se ven, en principio, afectadas de similar manera a las GABAérgicas. En relacion
con esto, seria conveniente realizar estudios adicionales de microscopia con diferentes
reporteros para evitar el efecto de solapamiento que impide observar posibles defectos en otras
regiones aparte de las comisuras, tanto para motoneuronas GABAérgicas como para las
colinérgicas. Si dentro del sistema neuromuscular, la pérdida de daf-18 repercute Unicamente
en las motoneuronas GABAérgicas, podriamos esperar que existan caracteristicas distintivas en
el desarrollo de estas células que las diferencien de otras neuronas. En este sentido, como ya
mencionamos, existen procesos especificos de reorganizacién neuronal durante el desarrollo

larval en este grupo de neuronas. Tras la eclosién del huevo, los animales nacen con seis
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neuronas motoras GABAérgicas DD que extienden comisuras hacia el lado dorsal, pero
inicialmente solo forman sinapsis en los musculos ventrales del animal. Mas tarde, avanzada la
etapa L1, nacen 13 neuronas VD y forman sinapsis en las células musculares ventrales. En las
larvas L1 recién nacidas, cada neurona motora DD inerva los musculos ventrales y extiende una
conexién hacia el cordén nervioso dorsal para recibir sefiales de las neuronas colinérgicas DAy
DB733% Avanzada la etapa L1, y hasta finales de la etapa L2, las sinapsis ventrales preexistentes
se eliminan; la salida de las sefiales se desplaza hacia los musculos dorsales, y la entrada es
proporcionada por las neuronas motoras colinérgicas VA y VB en el corddn nervioso ventral3”-
340 Durante esta organizacidn, la morfologia de las comisuras no sufre cambios mas alld de los
propios del escalado por durante el crecimiento. Dado que las comisuras son defectuosas ya en
la etapa temprana L1 (antes de la reorganizacidon), podemos inferir que este déficit especifico en
el neurodesarrollo de las motoneuronas GABAérgicas no es consecuencia de una reorganizacion
deficiente durante las primeras etapas larvales. Adicionalmente a esto, todas las clases de
defectos que observamos estaban presentes también en neuronas VDs, las cuales no atraviesan
procesos de remodelacién sindptica33®34, Si bien los eventos de reorganizacién no permiten
explicar el efecto diferencial de daf-18 sobre el sistema GABAérgico, existen otros indicios que
sugieren diferencias significativas en el desarrollo de ambos grupos de neuronas. En particular,
ciertas mutaciones en C. elegans parecen repercutir sobre el sistema GABAérgico, sin afectar al
colinérgico. Un ejemplo de esto son las mutaciones en el gen de la integrina neuronal ina-1,
ortdlogo de ITGA6 (subunidad alfa 6 de integrina en humanos), las que afectan notoriamente la
morfologia de las comisuras GABAérgicas sin afectar a las colinérgicas?®’. En relacién con esto,
al igual que con mutaciones en PTEN, se ha relacionado la presencia de mutaciones en las

341 Es interesante

integrinas neuronales con defectos en el neurodesarrollo en mamiferos
destacar que la via de sefializacion PI3K/AKT/FOXO vy la sefializacion de integrinas estan
interrelacionadas*?. Esta observacion abre la posibilidad de que uno de los mecanismos por los
cuales los mutantes daf-18 presentan defectos en el neurodesarrollo GABAérgico involucre
alteraciones en la expresion y/o funcion de las integrinas. En el mismo sentido, las mutaciones
en eel-1 (ortélogo del gen humano HUWE1) o en las subunidades del Complejo Promotor de la
Anafase (APC), conducen a alteraciones funcionales y del desarrollo en las neuronas
GABAérgicas, pero no en las neuronas colinérgicas, a pesar de su expresion en ambos tipos
neuronales3*33%, Las consecuencias fenotipicas selectivas de estas mutaciones, sugieren la
existencia de mecanismos compensatorios o redundantes en las neuronas colinérgicas que

pueden no estar presentes en las neuronas GABAérgicas; o bien de mecanismos diferenciales

que orquestan su desarrollo de manera distintiva. Cualquiera sea el caso, su estudio podria ser
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relevante para la comprensién de los TEA y otros trastornos, proporcionando valiosa

informacion sobre los mecanismos fundamentales del desarrollo del SN.
Mecanismos dependientes de DAF-16

Un aspecto destacado de los resultados obtenidos en nuestros ensayos genéticos es la
informacidn mecanistica subyacente a los defectos morfolégicos provocados por la pérdida de
daf-18, en particular la actividad auténoma de DAF-16. Esto es llamativo, ya que los defectos en
el SN de mutantes en PTEN muchas veces guardan relaciéon con la hiperactivacion de la via
mTOR?Y®228345 por ejemplo, las migraciones aberrantes y neuronas ectépicas observadas en
modelos murinos condicionales para PTEN pueden ser prevenidas mediante el uso de
inhibidores de mTORC1 como rapamicina®*®3*’, La via de mTOR desempefia un papel
fundamental en el crecimiento, la proliferacién y la migracidn de todas las células; por lo tanto,
se considera esencial para el desarrollo de un organismo. La pérdida total de componentes clave
de la via es letal durante el desarrollo embrionario en mamiferos3#. Sin embargo, ademés de su
papel en la modulacién de mTOR para regular el crecimiento del axén, PTEN desempefia un
papel directo e independiente de mTOR en la regulacién del crecimiento, ramificacién y colapso
axonal al modular los niveles de PIP3. El axdn necesita, para crecer, una acumulacion de PIP3 en
el cono de crecimiento, lo cual se logra mediante el secuestro de PTEN lejos de la membrana
mediante su fosforilacion. De forma inversa, inhibidores del crecimiento como algunas
semaforinas reclutan PTEN en su conformacion activa al sitio de crecimiento??3%, Un ejemplo
de esto es la semaforina Sema4D, que se une a Plexina-B1 para desfosforilar a PTEN mediante
R-Ras GAP, dejando a PTEN de forma activa. En el mismo sentido, Plexina-B1 también inhibe a
la quinasa CK2a previniendo la inactivacion de PTEN®3, Sin embargo, a pesar de los multiples
mecanismos vinculados o no con la via de TOR, nuestros resultados sugieren, como ya lo hemos
destacado varias veces, que los fenotipos observados en animales daf-18 son particularmente
dependientes de la disminucidn de la actividad de DAF-16 en las neuronas afectadas. Este factor
de transcripcion parece tener roles criticos en el desarrollo del SN, y cada vez se documenta mas
evidencia al respecto. Por ejemplo, en roedores, la disminucidn de la actividad de FOXO durante
el desarrollo temprano reproduce caracteristicas neuropatoldgicas similares a aquellas
encontradas en pacientes con TEA, como un aumento en el tamaio del cerebro y el grosor
cortical®®®31, FOXO posee un rol auténomo en el crecimiento axonal de neuronas granulares

cerebelosas en ratas3*?

. Mas aun, se ha determinado que la actividad auténoma de DAF-16 en
las neuronas motoras GABAérgicas de C. elegans es clave para el crecimiento axonal durante la
regeneracion®>3, Nuestros experimentos de rescate sugieren fuertemente que la via AGE-1/DAF-

18/AKT-1 modula el desarrollo de las neuronas motoras GABAérgicas al actuar auténomamente
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en estas células. En el mismo sentido, como ya hemos mencionado previamente, la actividad
auténoma de DAF-16 coordina el crecimiento axonal en las interneuronas AlYs®®, mientras que
la actividad en la hipodermis modula la migracién neuronal de las HSNs en C. elegans®.
Nuestros hallazgos resaltan el papel crucial de DAF-16 en el neurodesarrollo, y la necesidad de
determinar la mecdnica molecular subyacente. En este sentido, una posible conexién entre
FOXO vy el neurodesarrollo podria encontrarse en los procesos que regulan la autofagia. Se han
reportado evidencias de mecanismos deficientes de autofagia en la neurogénesis de ratones

deficientes en FOXO, lo que conduce a defectos morfoldgicos®*.

En C. elegans, se ha
demostrado que una actividad reducida de DAF-16 regula negativamente la autofagia®*. Por
otro lado, la reduccién de FOXO induce un aumento de la apoptosis neuronal durante el
desarrollo embrionario en peces cebra (Danio rerio)®°. En este contexto, cada vez hay mas
evidencia que respalda la idea de una conexidn entre la sefializacién anormal de la autofagia, la
apoptosis y los defectos en el neurodesarrollo®%357, Otro mecanismo potencial podria involucrar
a la quinasa activadora de p21 (PAK1), un gen target rio abajo de FOXO que también modula el
neurodesarrollo®®”38, L3 pérdida de PAK1 en ratones suprime selectivamente la sefializacién
GABAérgica®®. Dado que nuestros experimentos sugieren la participacion de DAF-16 en
desarrollo de las células GABAérgicas, es posible que PAK-1 desempefie un papel importante en
la morfogénesis GABAérgica al actuar autbnomamente en estas neuronas motoras. En este
punto, es importante aclarar que no se ha reportado la expresion de PAK-1 en motoneuronas

GABAérgicas de animales L4 segln la base de datos Cengen

(https://cengen.shinyapps.io/CengenApp/). No obstante, aln es posible que PAK-1 tenga una

expresion transitoria en estas células durante las etapas larvales tempranas.

Resulta evidente, de todo esto, que la via PI3K/AKT/FOXO desempefia roles fundamentales en
el neurodesarrollo, y aun queda un extenso camino por recorrer para desentrafar los
mecanismos moleculares que la misma regula. Profundizar en estos procesos no solo ampliara
nuestra comprension bdsica del neurodesarrollo, sino que también podrad ofrecer nuevas

estrategias terapéuticas para abordar trastornos relacionados.
Aplicaciones terapéuticas del 6HB

Otros asuntos que resultan interesantes para explorar en mayor profundidad a futuro, son
aquellos relativos al potencial terapéutico del BHB. Mdltiples lineas de evidencia que involucran
varios modelos animales, desde C. elegans hasta mamiferos, sugieren que existe un periodo
sensible, generalmente temprano en el desarrollo, donde las intervenciones farmacoldgicas o

genéticas son mas efectivas para mitigar las consecuencias de los defectos del neurodesarrollo®.
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Sin embargo, también existe evidencia reciente que muestra que ciertos defectos del

360 Nuestros

neurodesarrollo pueden mejorar con intervenciones durante la edad adulta
resultados demuestran que el BHB puede rescatar los fenotipos defectuosos de animales daf-18
solo cuando la exposicién ocurre durante un periodo critico temprano. La eficacia limitada del
BHB en etapas posteriores del desarrollo, sumado al hecho de que la exposicién de por vida a
este cuerpo cetdnico no resulta indispensable para mejorar los defectos observados, sugiere
que el papel de DAF-16 en el mantenimiento de la funcionalidad GABAérgica no es tan relevante.
Por otro lado, el hecho de que muchos de los defectos observados en estas neuronas podrian
encontrarse presentes antes de que el BHB entre en contacto con el animal podria explicar la
incapacidad del mismo en prevenir una gran parte de las alteraciones detectadas. Relativo a
esto, uno de los resultados mads llamativos fue la incapacidad del BHB de prevenir los defectos
encontrados en las neuronas como las AlYs y las HSNs, las cuales también son afectadas por la
pérdida de daf-18 y la consecuente disminucién de actividad de DAF-16. En el caso de las AlYs,
este fendmeno podria tener una explicacidn en la cuticula del huevo, la cual es permeable a
aguay oxigeno e impermeable a la mayoria de los metabolitos. El desarrollo de las interneuronas
AlYs es estereotipado y ocurre en etapas embrionarias muy tempranas. Los somas de las AlYs se
hacen visibles alrededor de 360 minutos después de la fertilizacidn, y el crecimiento de las
neuritas comienza aproximadamente 50 minutos mas tarde, con el cono de crecimiento
extendiéndose desde el lado anterior de la célula. El crecimiento de las neuritas continda hasta
que alcanzan la linea media dorsal, concluyendo alrededor de los 490 minutos post fertilizacion.
Posteriormente, las neuritas AlYs continlan creciendo en tamafio, alcanzando una longitud final
de aproximadamente 13 um entre los 550 y 840 minutos después de la fertilizacidn, escalando
acorde al crecimiento del animal®. Si los defectos en estas neuronas se producen antes de que
el BHB tenga contacto efectivo con el embridn, resulta ldgico que el mismo sea ineficaz para
prevenir los mismos. Sin embargo, en el caso de las HSNs, el crecimiento de los axones comienza
tiempo después de la eclosidn del huevo. Especificamente, el mismo sucede durante las etapas
L2 y L3, y es guiado por las células epiteliales de la vulva en desarrollo y los procesos del cordén
nervioso ventral (procesos PVP y PVQ). Las células precursoras de la vulva guian los procesos
emergentes de las HSNs ventralmente. También organizan los dos procesos de las HSNs para
gue se unan al corddn nervioso ventral en dos fasciculos separados e inducen su desfasciculacion
del corddn nervioso ventral y su ramificacion en la vulva'®, Seria conveniente evaluar si algunos
de los procesos involucrados en el guiado de los axones de las HSNs no se encuentran
comprometidos por mutaciones en daf-18/daf-16, lo cual podria explicar la incapacidad del BHB

en prevenir estos defectos.
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Por otro lado, es importante destacar que el BHB fue capaz de prevenir algunos de los fenotipos
de los mutantes daf-18 solamente de forma parcial, sin lograr una reversion total. En este punto,
si la baja permeabilidad de la cuticula del huevo estd obstaculizando el contacto del BHB con el
embridn, es interesante mencionar que se conocen mutaciones que aumentan la permeabilidad
de los huevos al afectar genes con roles criticos en el desarrollo de sus diferentes capas. La
mutacion perm-1, por ejemplo, se caracteriza por generar una alta permeabilidad sin afectar
significativamente el desarrollo del animal®**%3%2, Animales perm-1 y otros mutantes se utilizan a
menudo para investigar la introduccidn de diferentes compuestos temprano en el desarrollo3®,
Seria interesante explorar la capacidad de penetracion del BHB en estas cepas, y evaluar a su
vez el potencial de prevenir mas defectos en las poblaciones neuronales afectadas por la pérdida

de daf-18.

Por ultimo, es altamente probable, como mencionamos anteriormente, que el BHB esté
cambiando la expresién de muchos genes rio debajo de daf-16. Por lo tanto, seria oportuno
analizar a futuro el perfil de expresidn génica en neuronas GABAérgicas de animales daf-18 tras
la administracién de BHB mediante técnicas de vanguardia como el secuenciamiento de ARN

(RNAseq).
Observaciones finales

En muchos pacientes con epilepsia, se ha demostrado que las DCs controlan las convulsiones y
reducen los problemas de comportamiento, al tiempo que mejoran las anomalias conductuales
en individuos con TEA. Aunque los mecanismos exactos que subyacen a los efectos clinicos de
las DCs no se comprenden completamente, se ha correlacionado su eficacia con un aumento en
la sefializacion de GABA343¢¢ En este punto, no obstante, vale la pena recordar que estas dietas
pueden conducir a estados fisioldgicos complejos, con numerosos componentes activos, y que
el BHB es solo uno de ellos. Por lo tanto, no es nuestra intencién postular al BHB como un
tratamiento efectivo contra el TEA, ni disponemos evidencias que respalden su uso como terapia
en humanos con estas afecciones. No existen reportes de los efectos que pueda llegar a tener
la suplementacion de los mismos durante el desarrollo en seres humanos, ni de los beneficios o
efectos adversos que puedan aportar. El uso de C. elegans como modelo en neurociencias (y
como modelo en biomedicina en general) es una herramienta invaluable para el mayor
entendimiento del SN y los procesos bioldgicos generales, para el estudio de distintas
enfermedades, y para realizar investigaciones preliminares en busqueda de tratamientos
efectivos. Sin embargo, se trata de un organismo filogenéticamente distante con los humanos,

por lo que no es posible extrapolar de forma simple los resultados obtenidos.
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Si los beneficios de este tipo de dietas tienen su origen en los CCs, podria existir la posibilidad
de obtener dichos beneficios mediante la suplementacion directa de BHB sin la necesidad de
implementar dietas complejas. Por lo tanto, es fundamental explorar en mayor profundidad los
cambios metabdlicos y dietéticos que resultan de este tipo de estrategias, y sus efectos sobre el
organismo. Por otro lado, como ya fue mencionado varias veces, los TEA pueden estar originados
por un enorme abanico de eventos, de los cuales las mutaciones en el gen de PTEN representan
solamente un pequefio porcentaje. Entender las consecuencias subyacentes a estas mutaciones
puede, no obstante, representar avances significativos para la comprensién de los TEA, ya que
diversos mecanismos podrian ser comunes o convergentes entre las distintas etiologias. Dado
que la via de PI3K/AKT estd altamente conservada en los animales, este estudio proporciona
informacidn universalmente relevante sobre cdmo las alteraciones en esta via conducen a
defectos del neurodesarrollo y los mecanismos subyacentes a los efectos positivos de las DCs en

estos trastornos.
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Conclusion general

En la presente tesis, hemos realizado un abordaje basico al estudio de las mutaciones de PTEN
en el contexto de desarrollo de trastornos del neurodesarrollo. Para esto, utilizamos al
nematode C. elegans como modelo de estudio debido a las enormes ventajas que representa el
mismo en biomedicina. En estos animales, la mutacidn del gen daf-18 (homdlogo de PTEN)
produce defectos comportamentales y de morfologia neuronal compatibles con un modelo de
desequilibrio de los sistemas excitatorios/inhibitorios. Estos defectos se dan durante el
neurodesarrollo y parecen depender de la consecuente menor actividad del factor de
transcripcién DAF-16 (homdlogo de FOXO de mamiferos). En este aspecto, hemos abordado la
tematica de las DCs como potencial herramienta terapéutica. Una de las caracteristicas
subyacentes a esta y otras estrategias alimentarias es la produccién de CCs, entre los cuales el
mas importante en abundancia es el HB. Muchos autores apuntan a estos compuestos como
los responsables de los beneficios observados en dichas dietas. Como estrategia, hemos
estudiado los efectos que produce la suplementacién del CC BHB en C. elegans, observando que
el mismo es capaz de atenuar los fenotipos asociados a la pérdida de funcién de daf-18. El
compuesto es eficaz en aminorar parcialmente algunos defectos que dicha mutacidn origina
durante el desarrollo temprano de una manera dependiente de DAF-16 (Fig. 43). La

suplementacion tardia del BHB no resulta en beneficios evidentes. Este estudio representa un
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Figura 43. Resumen grafico representando los principales hallazgos del presente trabajo.
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punto de partida para el abordaje del estudio de estrategias terapéuticas para los DND. Estudios
adicionales seran necesarios para el desarrollo de terapias efectivas, tanto para el TEA como

también para otros DND.
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