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Resumen 
 

Candidato: Sebastián Giunti 

Director: Dr. Diego Hernán Rayes 

Co-Directora: Dra. María José De Rosa 

 

Instituto de Investigaciones Bioquímicas de Bahía Blanca – CONICET 

“Búsqueda de potenciales agentes quimioterápicos para los trastornos del 

espectro autista (TEA) utilizando Caenorhabditis elegans como modelo de 

estudio”  

El sistema nervioso (SN) es el principal centro de coordinación y regulación en los animales, 

responsable tanto de las funciones voluntarias, como el movimiento y el comportamiento, como 

de las funciones autónomas, tales como la respiración, la digestión y el control del ritmo 

cardíaco, además de procesos sofisticados tales como la percepción, la memoria y el 

aprendizaje. Su desarrollo es un proceso complejo que incluye proliferación celular, 

diferenciación y sinaptogénesis. Las fallas durante este proceso pueden acarrear consecuencias 

leves o severas, y pueden conducir a diversos fenotipos neurológicos denominados 

comúnmente desórdenes del neurodesarrollo (DND). Entre ellos, el Trastorno del Espectro 

Autista (TEA), es uno de los DND más prevalentes, afectando a más del 2% de la población. Este 

tipo de trastornos es típicamente de origen multifactorial, entre los que se destacan factores 

genéticos, epigenéticos y ambientales. Entre la enorme batería de genes cuyas mutaciones 

aumentan enormemente la probabilidad de desarrollar TEA se encuentra PTEN. Típicamente 

vinculadas con la aparición de tumores, las mutaciones en PTEN han sido vinculadas cada vez 

más con la aparición de DND, incluyendo TEA, macrocefalia y otros fenotipos neuropsiquiátricos.  

A pesar de la enorme evidencia que indica la correlación entre estas mutaciones y el desarrollo 

del TEA, no se conocen con precisión 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 síntomas 

centrales como dificultades en la comunicación 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 últimos años, ha surgido un creciente interés en las dietas cetogénicas (DCs) como una 

herramienta terapéutica promisoria. Este tipo de regímenes alimentarios, caracterizados por 

una ingesta baja de carbohidratos, moderada de proteínas y alta de grasas, han sido utilizados 

con relativo éxito en algunos pacientes con epilepsia refractaria. Existe evidencia, además, que 

la DC es también capaz de revertir endofenotipos del TEA en humanos y en modelos murinos 

inducidos por ácido valproico. Al igual que la restricción dietaria, la DC induce un estado de 

cetosis en la que se producen los metabolitos acetona, acetoacetato y β-Hidroxibutirato (βHB), 

denominados comúnmente cuerpos cetónicos (CCs). Estos compuestos, además de servir como 

fuente alternativa de energía a la glucosa, podrían desempeñar un papel crucial en la regulación 

de procesos celulares alterados en el TEA. Sin embargo, el mecanismo molecular que subyace a 

los beneficios de la DC y los CCs está aún lejos de ser dilucidado. Resulta evidente entonces, que, 

para la creación de estrategias terapéuticas eficientes, es imperante avanzar en el conocimiento 

biológico fundamental que subyace a este tipo de desórdenes.  

Una de las mayores barreras que históricamente dificultó las disciplinas que abordan el estudio 

del SN, es la extrema complejidad que este sistema tiene en los mamíferos. En este contexto, el 

surgimiento de Caenorhabditis elegans como modelo de investigación ha sido fundamental para 

el avance de diversas disciplinas científicas. La simplicidad de su SN, junto con el rápido ciclo de 

vida que lo caracteriza y la facilidad para realizar manipulaciones genéticas y ensayos 

farmacológicos, han permitido lograr avances significativos en los campos de la neurobiología, 

biología del desarrollo y otras áreas de la biomedicina. Además, su pequeño tamaño y la 

capacidad de generar un gran número de individuos en poco tiempo facilitan estudios de gran 

escala, haciéndolo una plataforma versátil y económica para la investigación científica. En la 

presente tesis, nos propusimos explorar las bases moleculares subyacentes a las disfunciones 

del neurodesarrollo utilizando C. elegans como modelo. Específicamente, se buscó dilucidar los 

eventos celulares y moleculares asociados a la mutación del gen daf-18 (homólogo de PTEN en 

C. elegans) y evaluar las consecuencias funcionales de estas mutaciones. Adicionalmente, 

abordamos una estrategia farmacológica que busca revertir los fenotipos alterados, basándonos 

fundamentalmente en los CCs y las investigaciones previas que reportan el potencial de los 

mismos en el mejoramiento de numerosas funciones biológicas. 
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En la primera sección, nos propusimos estudiar la vía PI3K/AKT/FOXO. Esta vía se encuentra 

altamente conservada y presenta sus respectivos homólogos en C. elegans, como daf-18 

(homólogo de PTEN) y daf-16 (homólogo de FOXO, una importantísima familia de factores de 

transcripción), entre otros. Como un abordaje inicial, evaluamos los fenómenos asociados a la 

pérdida de función de este gen, fundamentalmente sobre el desarrollo del SN y sus 

consecuencias funcionales.  

Se ha postulado que una característica frecuente en individuos con diversos trastornos 

neurológicos es la presencia de un desequilibrio entre los sistemas de señalización excitatorios 

e inhibitorios (E/I), hacia una mayor preponderancia del sistema excitatorio. A diferencia de lo 

que ocurre en humanos, en C. elegans existe, a nivel de las uniones neuromusculares, tanto 

señalización 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, así como diferentes sensibilidades a 

compuestos moduladores de dichos sistemas. En base a ello, y como una primera aproximación, 

realizamos ensayos con los fármacos estimulantes del sistema colinérgico excitatorio aldicarb y 

levamisol, los cuales poseen un poder predictivo validado para la evaluación 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 estimulación mecánica en la región anterior, y una menor 

proporción de giros en omega cerrados durante la respuesta de escape. Más aún, mediante 

optogenética, observamos que la activación de neuronas GABAérgicas, tanto en animales daf-

18 como daf-16, resultó en un alargamiento del cuerpo de menor magnitud a la observada en 

animales salvajes. Por otro lado, la estimulación neuronal colinérgica en estos mutantes produjo 

una contracción exagerada del cuerpo. Al analizar el estado morfológico de las motoneuronas 

mediante reporteros fluorescentes, pudimos comprobar que tanto mutantes daf-18 como daf-

16 presentan defectos morfológicos en comisuras de neuronas tipo D pertenecientes al sistema 

GABAérgico, pero no así defectos evidentes en comisuras del sistema colinérgico. Estas 

aberraciones son visibles ya en el primer estadio larval L1, y son parcialmente rescatadas por la 

expresión específica de daf-18 en neuronas GABAérgicas. Estos defectos morfológicos en 

motoneuronas GABAérgicas, presentes desde estadios muy tempranos del desarrollo, sugieren 

que mutaciones en estos genes podrían estar comprometiendo el neurodesarrollo y 

consecuentemente ocasionando fenotipos locomotores como los observados. Dado que daf-18 
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modula negativamente la vía de señalización similar a insulina (es decir, la vía ILPs/AGE-1/AKT, 

homóloga a la vía insulina/PI3K/AKT en mamíferos), la pérdida de función de daf-18 afecta la 

actividad del factor de transcripción DAF-16. Nuestros resultados revelaron que todos los 

fenotipos observados están 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 vías íntimamente relacionadas con daf-18¸ como la vía 

de TOR. Esto es indicativo de que la mayoría de los fenotipos alterados podrían deberse a la 

disminución de la funcionalidad del factor de transcripción DAF-16, producto de la pérdida de 

función de daf-18.  

En la segunda sección nos propusimos abordar el estudio de los efectos de los CCs, 

específicamente el βHB, por su posible valor terapéutico para el tratamiento de ciertos 

desórdenes que involucran al SN. Resulta destacable que el βHB, el principal CC bajo DC y 

restricción dietaria, ha demostrado mejorar numerosos indicadores en C. elegans, como la 

resistencia al estrés, termotolerancia, longevidad, así como también disminución de agregados 

proteotóxicos en modelos de Parkinson y Alzheimer. Más interesante aún, es que entre los 

mecanismos de acción propuestos para los beneficios del βHB se encuentra su potencial para 

aumentar la actividad de FOXO, y el consecuente aumento de la expresión 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 

vía PI3K/AKT, vía que regula negativamente la actividad de este factor de transcripción. 

Observamos que la incubación previa con βHB durante todo el desarrollo mejoró el fenotipo de 

acortamiento excesivo en la respuesta de escape ante un estímulo mecánico, así como también 

el de hipersensibilidad a los fármacos estimulantes de la actividad colinérgica aldicarb y 

levamisol en mutantes daf-18. Adicionalmente, pudimos comprobar que el βHB rescata los 

fenotipos de sobrealargamiento e hipercontracción tras la estimulación optogenética en los 

sistemas GABAérgico y colinérgico, respectivamente. La exposición a βHB también logró 

aumentar el porcentaje de giros en omega cerrados durante la respuesta de escape tras la 

estimulación mecánica en daf-18, y de reducir de manera significativa los defectos morfológicos 

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 exposición 

a este metabolito podrían explicarse por su capacidad de modular la actividad del factor de 

transcripción DAF-16. Finalmente, pudimos determinar que existe una etapa crítica para 

observar los efectos beneficiosos del βHB. Mediante exposiciones en diversas ventanas 
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temporales comprobamos que una breve exposición al βHB durante el desarrollo temprano fue 

suficiente para revertir varios de estos fenotipos, mientras que exposiciones tardías 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 

elaboración de flujos de trabajo que apunten a la evaluación de compuestos con potencial 

terapéutico. Además, los resultados obtenidos constituyen un paso clave hacia la comprensión 

de los mecanismos de acción de los CCs, fundamentalmente del βHB, y su posible uso en 

trastornos asociados con mutaciones en genes claves de la vía 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 β-hydroxybutyrate (βHB)—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/I), 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 βHB, due to its potential 

therapeutic value for treating certain NS-related disorders. Remarkably, βHB—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 βHB’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 βHB 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, βHB exposure rescued the overelongation and hypercontraction phenotypes 

following optogenetic stimulation of GABAergic and cholinergic systems, respectively. βHB 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 βHB’s beneficial effects. Through exposure 

during various temporal windows, we found that brief early developmental exposure to βHB 

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 βHB, 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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Introducción 
El sistema nervioso regula y coordina las funciones del cuerpo  

El sistema nervioso (SN) es el principal sistema de control, regulación y comunicación de los 

animales. Es una intrincada red que permite monitorear, regular y responder a los cambios tanto 

en el ambiente interno como externo. Es responsable de la percepción, el comportamiento, la 

memoria y el movimiento1,2. El cerebro humano es un sistema complejo en el cual miles de 

millones de neuronas son capaces de formar billones de conexiones entre sí. Así mismo, estas 

conexiones -denominadas sinapsis- son acompañadas y estabilizadas por un número también 

inmenso de células no neuronales3. Como es de esperar, el desarrollo del SN requiere procesos 

igualmente complejos y finamente coordinados. Los eventos celulares y moleculares que 

orquestan la formación del SN durante las primeras etapas del desarrollo de los organismos 

incluyen proliferación, diferenciación celular, muerte celular programada, migración, 

establecimiento y eliminación de sinapsis, etc. El adecuado desarrollo del SN es crucial para su 

funcionamiento óptimo, y cualquier desviación podría llevar desde consecuencias funcionales 

leves hasta la inviabilidad del organismo3-9.  Los desórdenes del neurodesarrollo (DND) son 

trastornos caracterizados por alteraciones en el desarrollo del SN, y afectan a más del 2% de la 

población. Entre ellos, se incluyen epilepsia, discapacidad intelectual, trastornos del espectro 

autista (TEA), dificultades específicas de lectura y escritura, hiperactividad, déficit de atención, 

entre otros10,11. Incluso la esquizofrenia puede ser considerada un desorden del neurodesarrollo, 

el cual se manifiesta solamente durante la adultez12,13. Si bien la etiología de estos DND es 

compleja, existe un consenso de que se originan como consecuencia de factores genéticos, 

epigenéticos y/o ambientales3,4.  

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

comunicación y el comportamiento 

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

estimaciones varían de acuerdo al criterio de análisis utilizado14-16, se cree que el TEA  afecta 

aproximadamente al 2.3% de la población en los Estados Unidos17. Aunque no existen 

estadísticas nacionales, la Sociedad Argentina de Pediatría estima que más de 500 mil argentinos 

presentan algún grado de TEA, predominando en varones y sin diferencias entre estratos 

sociales o raciales (https://www.sap.org.ar/). El Manual de Diagnóstico y Estadístico de los 

Trastornos Mentales (DSM, por sus siglas en inglés) es una guía ampliamente utilizada en 
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Estados Unidos para el diagnóstico de trastornos de salud mental en adultos y niños. En su última 

edición, el DSM-5, el TEA es definido en base a dos dominios principales: (1) dificultades en la 

comunicación e interacción social y (2) patrones de comportamiento restringidos, repetitivos y 

estereotipados. Además, es común 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 atención e 

hiperactividad (TDAH), ansiedad, depresión, fobias, discapacidad intelectual, trastorno del 

habla/lenguaje, problemas alimentarios restrictivos/evitativos, trastornos del sueño, problemas 

de procesamiento sensorial y condiciones genéticas18. La presencia de estas condiciones 

coexistentes complica aún más el reconocimiento, diagnóstico y manejo clínico del TEA17,19-21. 

En los últimos años, ha habido un aumento en las tasas de prevalencia, relacionado en gran 

parte con la evolución de los criterios de diagnóstico22. Existe una amplia variación fenotípica en 

cuanto a las capacidades de comunicación e interacción social, y la línea divisoria entre esta 

variación y los TEA a menudo es difusa, lo que hace que tanto el diagnóstico como la 

identificación de factores causales sean complicados21. Si bien se postula que la etiología del TEA 

es compleja y multifactorial, muchos casos tienen una base genética clara, con un alto grado de 

heredabilidad, existiendo datos empíricos que indican una correlación entre múltiples 

mutaciones en diversos loci genéticos y el riesgo de sufrir esta patología8,23  

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

celulares y procesos biológicos 

El estudio de la genética de los DND ha experimentado avances significativos en las últimas 

décadas, con la identificación de más de mil genes que podrían estar relacionados con estas 

patologías24,25. Algunos de estos genes están involucrados en la sinaptogénesis y la motilidad de 

los axones. Por ejemplo, Neuroliguinas, Neurexinas y las proteínas Shank son contribuyentes 

clave de la formación, función y mantenimiento de las arquitecturas sinápticas. Las 

Neuroliguinas son proteínas de adhesión celular ubicadas en el lado postsináptico, donde 

interactúan con las Neurexinas ubicadas en la membrana presináptica26. Las proteínas Shank 

actúan como proteínas de andamiaje en la densidad postsináptica, facilitando conexiones entre 

receptores de neurotransmisores y una variedad de proteínas de membrana. Además, enlazan 

estos componentes tanto con proteínas señalizadoras como con el citoesqueleto de actina27. 

Mutaciones en estos genes están vinculados con la aparición de fenotipos asociados a los TEA28-

33. La aparición de fenotipos de TEA, sin embargo, no se limita a genes vinculados de forma 

directa con la estructura sináptica. Existen otros genes relacionados con el TEA que cumplen 
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roles críticos en vías biológicas esenciales como la organización cromosómica, el ciclo celular y 

el metabolismo23,34-36. Un ejemplo clásico es PTEN, un gen relacionado con la regulación del ciclo 

celular. Históricamente vinculadas a la aparición de tumores, en los últimos 20 años las 

mutaciones en PTEN también se han relacionado fuertemente con la aparición de TEA y 

macrocefalia, destacando su rol crítico en el neurodesarrollo24,37-41.  A pesar de estos avances, 

sigue siendo un desafío 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 

única mutación de novo parece ser el origen, mientras que, en otros, la interacción compleja 

entre variantes raras y polimorfismos de diversos genes puede ser los causales19,20. Se estima 

que aproximadamente un 50% de los casos de TEA surgen por el efecto acumulativo de alelos 

comunes que individualmente representan un pequeño grado de riesgo37. Alrededor del 10% de 

las personas diagnosticadas con TEA tienen variaciones en el número de copias de un gen o 

mutaciones genéticas específicas como una de las causas subyacentes. Estas variaciones en el 

número de copias o mutaciones contribuyen a una proporción mayor en los casos denominados 

"simplex" (individuos que son los únicos en su familia con TEA, sin antecedentes familiares de la 

condición)37. 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 específicas para ciertas áreas o trastornos. Por 

ejemplo, SFARI (Simons Foundation Autism Research Initiative) contiene una base de datos 

específica para TEA; mientras que existen también otras son más generales para DND o 

enfermedades genéticas (SysNDD, ClinVar, OMIM, etc)20,42,43. En este contexto, la correcta 

identificación de genes vinculados con los DND y las consecuencias funcionales específicas de 

cada mutación representa un pilar fundamental en el estudio de estos desórdenes. Si bien la 

investigación básica que utiliza modelos animales está proporcionando conocimientos claves 

sobre las diversas facetas genéticas, todavía es necesaria una mejor comprensión tanto a nivel 

genético y molecular como también a nivel de circuitos neuronales19. Sin embargo, el estudio de 

las consecuencias funcionales de numerosas mutaciones vinculadas con DND representa un 

verdadero desafío debido a la complejidad del SN de los mamíferos. Ya que una gran cantidad 

de los genes relacionados con los TEA se encuentran conservados en el reino animal, el estudio 

de estos procesos biológicos en modelos que presentan un SN más simplificado se ha 

consolidado como una estrategia clave a lo largo del tiempo44. 

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

Como se comentó previamente, el estudio de los DND representa un desafío significativo, 

especialmente cuando se realiza en mamíferos. Si bien los modelos murinos ofrecen ventajas 
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obvias, como la posibilidad de estudiar procesos neurobiológicos en un sistema cercano al de 

los humanos, la extrema complejidad de su SN dificulta la comprensión de las consecuencias 

funcionales de las mutaciones asociadas con estos trastornos. Además, la generación y 

utilización de modelos murinos es un proceso complejo, costoso y que demanda mucho tiempo. 

A partir de estas limitaciones, la comunidad científica 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 complejos4. En particular, el nematode Caenorhabditis elegans emergió como uno de 

los modelos de laboratorio más importantes de los últimos 50 años. La simplicidad y el 

conocimiento de la conectividad sináptica de su SN, la conservación evolutiva de gran cantidad 

de genes compartidos con mamíferos, y la facilidad para realizar técnicas genéticas, de 

microscopía y ensayos farmacológicos, convirtieron a este nematode en una herramienta 

fundamental para diversos campos de la ciencia45-48. A continuación, se describirán con más nivel 

de detalle las principales características 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 investigación más valiosos en distintas áreas de la biomedicina46,49. C. elegans 

presenta numerosas ventajas para su uso como modelo en el laboratorio. Entre ellas, se pueden 

enumerar su pequeño tamaño, rápido 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 años en espacios reducidos 

dentro de termos de nitrógeno líquido o ultrafreezers. Además, no representan un peligro 

biológico, 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 homología 

en más de un 50% de sus genes con los mamíferos, y hay disponible una enorme batería de 

técnicas de edición genética que permiten silenciar, editar o sobreexpresar genes, e incluso 

incorporar directamente genes humanos44,47,50,51. El genoma de C. elegans fue secuenciado por 

completo ya en el año 199852,53, siendo el primer organismo multicelular (y el segundo eucariota, 

después de Saccharomyces cerevisiae) para el cual un genoma completo fue obtenido53. 

Además, su cutícula transparente permite la posibilidad de realizar una amplia gama de técnicas 

de visualización celular in vivo utilizando reporteros como proteína fluorescente verde (GFP), 

proteínas fluorecentes rojas (RFP, mCherry), etc54-56. De igual modo, es posible usar fluoróforos 
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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 energía 

por resonancia fluorescente)57. Particularmente, para el campo de las neurociencias, C. elegans 

presenta un SN relativamente simple que permite una evaluación funcional y estructural del 

mismo de manera sencilla comparado con los complejos SN de mamíferos. Además, como se 

desarrollará más adelante, se conoce con gran nivel de detalle cada una de las células que 

conforman el mismo, así como su conectoma (mapa de conexiones neuronales)58,59. 

De especial relevancia en el campo de la biomedicina, C. elegans ha demostrado ser una 

herramienta valiosa para el descubrimiento de fármacos. Gracias a su pequeño tamaño y rápido 

ciclo de vida, es posible generar una gran cantidad de individuos en cuestión de días, lo que 

permite utilizar numerosos ejemplares en cada experimento. Estas características facilitan la 

ejecución de análisis de compuestos (screenings) a gran escala y el estudio de mecanismos de 

acción mediante técnicas de genética directa o inversa (forward y reverse genetics) en tiempos 

considerablemente reducidos47. Esto representa una ventaja evidente en comparación con los 

tiempos requeridos para ensayos similares en modelos mamíferos. Aunque los resultados no 

pueden extrapolarse de forma directa, los experimentos con C. elegans permiten identificar 

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

Numerosos descubrimientos utilizando este nematode han provisto conocimientos 

fundamentales en diversos campos como neurobiología, biología del desarrollo, cáncer, 

longevidad, etc.48,60-62. Aplicando metodologías adaptadas, desde el uso de fármacos específicos 

hasta la generación 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 más relevantes desarrollados en los últimos años de DND; como TEA, Discapacidad 

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

La versatilidad de este modelo radica también, como se mencionó, en la enorme batería de 

ensayos disponibles, los cuales brindan información clave para la comprensión de distintos 

procesos biológicos. Entre los ensayos más comunes se encuentran los relacionados con la 

movilidad, que incluyen mediciones de velocidad, patrones de locomoción y giros en omega, los 

cuales son indicadores clave del estado neuronal y muscular63. Por otro lado, el bombeo 

faríngeo, un comportamiento esencial para la alimentación, permite evaluar la función del SN y 

su regulación por neurotransmisores y señales metabólicas47,64,65. 
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Modelo Gen en humanos 
Homólogo 

en C. 
elegans 

Fundamento del 
modelo 

Fenotipos destacados 
Transgén/
mutación 

Referencias 

TEA 

NLGN3 y NLGN4 nlg-1  Mutación nula 
Deterioro de Quimiotaxis, termotaxis y aversión osmótica. 

Hipersensibilidad a agentes oxidativos. Alteración en el 
comportamiento de abandono del alimento 

ok259 23 

NRX1 y NRX3 nrx-1  Mutación nula 

Alteración en los clusters de receptores colinérgicos y en 
protrusiones similares a espinas en dendritas 

GABAérgicas. Afección de transmisión excitatoria hacia 
las neuronas GABAérgicas.  Alteración en el 
comportamiento de abandono del alimento 

ok1649 23,66  

SHANK1 shn-1  Mutación nula 
Repolarización del potencial de acción defectuosa en los 

músculos corporales. Duración de los potenciales de 
acción alterada. 

ok1581 67 

PTEN daf-18 Mutación nula Defectos morfológicos neuronales. Quimiotaxis reducida. 
ok480 / 
mg198 

68-70 

NBEA sel-2  Mutación nula 
Niveles defectuosos de LIN-12 y/o eventos de tráfico 

alterados para la activación del receptor 
n655 71 

GRIA1 

glr-1 Mutación nula Comportamiento de búsqueda local defectuoso 
n2461 72 

glr-2 Mutación nula 
Plasticidad gustativa aumentada. Comportamiento de 

abandono de alimento alterado 
tm669  23,72 

GRIN2B nmr-2 Mutación nula 

Reducción en la natación.  Alteración en el 
comportamiento de abandono del alimento 

ok3324 23,73 

Comportamiento de aprendizaje alterado. Alteración en el 
comportamiento de abandono del alimento 

tm3785 23,74 

SLC6A1 snf-11 Mutación nula 

Alteración en el comportamiento de abandono del 
alimento 

tm625 23 

Resistencia a los inhibidores de la acetilcolinesterasa ok156 75 

SYNGAP1 gap-2 Mutación nula Deterioro de la memoria a corto plazo tm748 76 

CACNA1H cca-1 Mutación nula Reducción del bombeo faringeo ad1650 77 

CNTN4 rig-6 

Mutación nula 
Elongación defectuosa de los canales excretores 

posteriores 
ok1589 78 

Silenciamiento 
parcial 

Elongación defectuosa de los canales excretores 
posteriores (menor penetrancia en este alelo hipomórfico) 

gk376 78 

DYRK1A mbk-1 Mutación nula Esperanza de vida reducida pk1389 79 

CHD8 chd-7 
Variantes 

humanas y 
mutación nula 

Deterioro del aprendizaje por habituación 
gk306 / 
otros 

80 

KMT5B set-4 Mutación nula 
Deficiencia en arresto a estado de Dauer n4600 81 

Deficiencia en arresto a estado de Dauer ok1481 81 

MBOAT7 mboa-7 Mutación nula 
Déficit en la puesta de huevos gk399 82 

Defectos del desarrollo tm3536 82 

DI 

GNAO1 goa-1 

Reemplazo por 
mutación 
humana y 

mutación nula 

Aumento en la puesta de huevos. Hipersensibilidad a 
aldicarb. Aumento en la locomoción, en las ondulaciones 

corporales y mayor tasa de reversión. Fenotipo 
descoordinado 

sa734 / 
knu751 / 
S47G / 
A221D 

83 

hAGO1  alg-1 
Reemplazo por 

mutación 
humana 

Disrupciones específicas del alelo en los perfiles maduros 
de miARN 

F180Δ / 
G199S / 
C749Y 

84 

NALCN nca-1 
Ganancia de 

función 
Fenotipo de locomoción en espiral 

hp102 / gk9 
/ gk5 

85 

MYCBP2 rpm-1 

Variantes 

asociadas a la 

enfermedad  
Anomalías axonales y conductuales. Alteración en la 

habituación 
- 86 

STXBP1  unc-18  Mutación nula 
Reducción en el acoplamiento de vesículas. Resistencia 

a aldicarb 
e234 / e81 / 

md299 
87 

ASPM aspm-1 
Silenciamiento 

parcial por RNAi  
No especificado - 88 

PHF8 jmjd-1.2 
Mutación nula y 
otras estrategias 

genéticas 
Fenotipo descoordinado tm3713 89 

ARX alr-1 
Mutación nula y 
otras estrategias 

genéticas 

Déficit en la diferenciación de motoneuronas 
GABAérgicas 

oy42 90 

HUWE1 eel-1 Mutación nula 
Hipersensibilidad a aldicarb. Aumento en la sensibilidad a 

electroshocks 
bgg1 91 

OGT ogt-1 Mutación nula 
Hipersensibilidad a aldicarb. Aumento en la sensibilidad a 

electroshocks 
ok430 91 

SETD1A/B set-2 Mutación nula Déficit en el guiado del axón PVQ 
tm1630 / 

n4589 
92 

CDC42 cdc-42 

Reemplazo por 
mutación 
humana y 

Silenciamiento 
parcial por RNAi 

Vulva protruyente y cambios morfológicos leves en las 
gónadas. Déficit en la eliminación de células apoptóticas 

en las gónadas 
tm9602 93 

Epilepsia 

NUDC  nud-1  
Silenciamiento 

parcial por RNAi 
Convulsiones inducidas por PTZ - 94 

NDE1 y NDEL1 nud-2  
Silenciamiento 

parcial por RNAi 
Convulsiones inducidas por PTZ - 94 

DYNC1H1  dhc-1  
Silenciamiento 

parcial por RNAi 
Desequilibrio entre sinapsis excitatorias e inhibitorias - 94 

CHRFAM7A, FAM7A y 
CHRNA7 

acr-16  Mutación nula Desequilibrio entre sinapsis excitatorias e inhibitorias ok789 95 

LIS1 lis-1 Mutación nula Convulsiones inducidas por PTZ 
No 

especificado 
96 

STXBP1  unc-18  

Reemplazo por 
mutación 
humana y 

mutación nula 

Reducción en el acoplamiento de vesículas. Resistencia 
a aldicarb 

e234 / e81 / 
md299 

87,97 

GAD1 y GAD2 unc-25  Mutación nula Convulsiones inducidas por PTZ e156 96 

CAMK2D  unc-43  Mutación nula 
Convulsiones espontáneas / Convulsiones inducidas por 

PTZ 
n498 / 
n1186 

96 

Sin homólogo definido 
(unc-46 tiene un rol 

unc-46 Mutación nula Convulsiones en la región anterior inducidas por PTZ e177 96 
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Los ensayos de desarrollo, por otra parte, han sido fundamentales para investigar procesos 

como la diferenciación celular, la organogénesis y la regulación genética a lo largo del ciclo de 

vida101,102. 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 farmacológicos en el tiempo de 

vida. Estos estudios han proporcionado conocimientos fundamentales sobre los mecanismos del 

envejecimiento103,104. La fertilidad, otra área de interés, puede estudiarse mediante 

evaluaciones de la producción de progenie en condiciones normales y bajo diversas 

perturbaciones genéticas o ambientales. Este tipo de ensayos tiene implicaciones directas en la 

comprensión de los procesos reproductivos y el impacto de toxinas o fármacos en ellos105,106. 

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 farmacológicas y toxicológicas. En este 

sentido, dado que C. elegans comparte muchas características fisiológicas y moleculares con 

parásitos helmintos de interés médico y veterinario, se ha convertido en un modelo ideal para 

realizar screening de fármacos que puedan actuar sobre parásitos intestinales y otros 

nematodes parásitos107. En definitiva, C. elegans presenta un enorme abanico de características 

que lo convierten en un modelo animal versátil y robusto para la investigación en numerosos 

campos (Fig. 1). A continuación, se desarrollarán con más detalle algunas de las características 

más importantes de este animal. 

crítico en el Sistema 
GABAérgico de C. 

elegans) 

SLC32A1 unc-47 Mutación nula Convulsiones en la región anterior inducidas por PTZ e307 96 

Sin homólogo definido 
(unc-49 tiene un rol 
crítico en el Sistema 
GABAérgico de C. 

elegans) 

unc-49 Mutación nula Convulsiones en la región anterior inducidas por PTZ e407 96 

TRIO unc-73 Mutación nula Convulsiones inducidas por PTZ 
e936 / 

ev802 / rh40 
98 

RAC-1  ced-10  Mutación nula Convulsiones inducidas por PTZ 
n3246 / 
n1993 

98 

RHOG  mig-2  Mutación nula Convulsiones inducidas por PTZ 
gm103 / 

mu28 
98 

CHRNA3 y CHRNA6 acr-2  
Ganancia de 

función 
Convulsiones espontáneas  n2420 99 

TRPM1, TRPM3, TRPM7 gtl-2 Mutación nula 
Antagoniza el desequilibrio del circuito locomotor causado 

por acr-2(gf) 
n2618 99 

UBR5 ubr-5 Mutación nula Longitud corporal ligeramente reducida  om2 100 

UBR7 ubr-7 Mutación nula corporal ligeramente reducida gk3772 100 

NOTCH1, NOTCH2, 
NOTCH3 

glp-1 Mutación nula Defectos del desarrollo ar202 100 

Tabla 1. Resumen de algunos de los modelos más relevantes para el Trastorno del Espectro Autista (TEA), Discapacidad 

Intelectual (DI) y Epilepsia en los últimos años. Se detallan la estrategia genética utilizada en cada modelo, el fenotipo 

asociado y otros aspectos clave. 
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Figura 1. Resumen de las características del nematode Caenorhabditis elegans como organismo modelo. C. elegans es una 

plataforma eficaz para el descubrimiento de fármacos, siendo posible realizar screenings de compuestos a gran escala y determinar 

rápidamente mecanismos de acción, lo cual lo posiciona como una alternativa complementaria a los modelos mamíferos. 
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Generalidades 

C. elegans es un nematode perteneciente al filo Nematoda, clase Chromadorea, orden 

Rhabditida y familia Rhabditidae108. En estadio adulto su cuerpo es de 1 milímetro de longitud, 

cilíndrico y alargado. La anatomía general es representativa del plan básico de los nematodes y 

consta de un tubo externo y uno interno separados por un pseudoceloma. El tubo externo es 

básicamente la pared del cuerpo, y está formado por la cutícula, hipodermis, sistema excretor, 

neuronas y músculos. El tubo interno comprende la faringe, el intestino y las gónadas48,109 (Fig. 

Figura 2. Comparación entre hermafroditas y machos en C. elegans. Izquierda: Representación de las 

características anatómicas de hermafroditas. Estos individuos poseen órganos sexuales tanto femeninos como 

masculinos, permitiendo la autofecundación y la reproducción cruzada con machos. En el estadio adulto, se 

observa la presencia de huevos. A y F. Gónada. B. y E: Espermatecta. C. Útero. D. Vulva. Derecha: Representación 

de las características anatómicas de machos, los cuales son más pequeños de tamaño y presentan una morfología 

sexual distintiva. La región copulatoria, en la zona posterior del cuerpo, es visible macroscópicamente y se distingue 

por su característica apariencia de "media flecha". G. Gónada. H. Vesícula seminal I. Conducto deferente. J. 

Proctodeo. 
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1). La distribución 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 

órganos sexuales femeninos y masculinos en un solo individuo y por lo tanto pueden 

reproducirse mediante autofecundación. Sin embargo, también pueden reproducirse 

sexualmente a través de la fecundación cruzada con machos. Los machos de C. elegans son 

menos comunes en la población y representan el 0,1% restante. Estos últimos son más pequeños 

que las hermafroditas y tienen una morfología y anatomía distintiva. Los machos presentan la 

región copulatoria en la zona posterior del cuerpo, con una forma macroscópica similar a una 

“media flecha”49, mientras que en hermafroditas se evidencia la presencia de huevos en estadios 

adultos (Fig. 2). La determinación sexual en hermafroditas es dada por una combinación 

cromosómica XX, lo que significa que poseen dos cromosomas sexuales X, mientras que los 

machos tienen una combinación cromosómica X0 (tienen un solo cromosoma sexual X)46. C. 

elegans es una especie eutélica, lo que significa que cada animal posee un número invariable de 

células somáticas. 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 característica ha permitido 

hacer un seguimiento del desarrollo individual de cada una de las células de su cuerpo hasta su 

diferenciación final, creando un esquema completo del linaje celular48,110,111. 

Ciclo de vida y reproducción 

El ciclo de vida es directo e involucra las etapas de huevo, cuatro estadios juveniles comúnmente 

denominados larva (L1, L2, L3, L4) y adulto. El final de cada etapa juvenil está caracterizado por 

una muda, durante la cual se sintetiza una nueva cutícula y se desprende la anterior46,48. El 

tiempo requerido para completar el ciclo de vida es de alrededor de 3 días 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 

meses112,113. Durante todo el período fértil, cada hermafrodita puede poner aproximadamente 

unos 300 huevos si los mismos se produjeron por autofecundación, y más de 1000 cuando son 

producto de reproducción cruzada114. 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 espermateca115. 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 alimentación se suspende, y aumenta 

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

vez restablecidas las condiciones ambientales más 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 dauer116. 

Hábitat y alimentación 

C. elegans se encuentra en una amplia gama de hábitats terrestres, desde jardines y bosques 

hasta áreas urbanas, y es de distribución prácticamente mundial117. Estos nematodes prosperan 

en ambientes con altos niveles de materia orgánica en descomposición. La alimentación es de 

tipo bacteriófaga, lo que significa que se alimentan de bacterias del suelo118. La misma depende 

fundamentalmente del accionar de la faringe, la cual rompe la mayoría de las bacterias, 

mediante bombeos de la misma y movimientos peristálticos del istmo subyacente119.  El sistema 

digestivo básico de C. elegans incluye una boca rodeada por láminas bucales, una faringe tubular 

que 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 120 (Fig. 3). 

 

Genética 

C. elegans tiene una dotación cromosómica diploide. La especie tiene un total de seis pares de 

cromosomas: cinco pares de autosomas (usualmente numerados del I al V), y como fue 

mencionado anteriormente, cromosomas sexuales llamados X (dos en hermafroditas, y uno solo 

en machos)46. Se estima que contienen alrededor de 20.000 genes codificantes de proteínas53. 

Al menos un 38% de los genes que codifican para proteínas tienen ortólogos en humanos121, 

mientras que un 60-80% de los genes humanos tienen ortólogos en C. elegans51. Es de especial 

utilidad, además, que aproximadamente un 40% de los genes relacionados con enfermedades 

en humanos tienen sus respectivos ortólogos en C. elegans122. 

Sistema nervioso 

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

hermafroditas cuentan con 302 neuronas, los machos cuentan con 387123, diferencia 

Figura 3. Sistema digestivo de C. elegans. Representación esquemática simplificada de la anatomía del sistema 

digestivo en un animal hermafrodita. A. Boca B. Faringe. C. Intestino. D. Ano.  
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principalmente debida a la presencia de neuronas sensoriales adicionales en la región 

copulatoria de los machos. Este dimorfismo es el responsable de la detección y respuesta a las 

señales emitidas por hermafroditas durante el apareamiento, así como también de otros 

comportamientos distintivos124.  Mediante micrografías electrónicas sobre cortes seriados, se 

han reconstruido al detalle la forma y las conexiones de cada una de las 302 neuronas de los 

hermafroditas58, así como también del circuito nervioso del aparato copulatorio de los 

machos125. Estos diagramas representan el conectoma más completo de cualquier SN a la fecha. 

La organización del SN de estos nematodes se divide en un sistema somático y un sistema 

faríngeo, este último de unas 20 neuronas. Ambos sistemas se comunican a través de un par 

único de interneuronas denominadas RIP48,58,111,126. Entre los neurotransmisores que orquestan 

el funcionamiento del SN se encuentran GABA, Acetilcolina (ACh), aminas biogénicas 

(Serotonina, Dopamina, Tiramina y Octopamina), glutamato y muchos neuropéptidos127. 

Sistema muscular 

C. elegans posee un sistema muscular somático compuesto por aproximadamente 95 células 

musculares distribuidas en cuatro cuadrantes a lo largo del cuerpo (Fig. 4). Estas células 

conforman los músculos denominados estriados oblicuos o de múltiples sarcómeros, 

diferenciándose del músculo no estriado (también llamado de sarcómero único) formado por 

aproximadamente unas 40 células en hermafroditas. Por otro lado, en machos, existen unas 40 

células musculares especializadas para el apareamiento128. A diferencia de otros organismos 

Figura 4. Anatomía y disposición del sistema muscular somático de C. elegans. Este sistema está compuesto por 95 células 

musculares distribuidas en cuatro cuadrantes a lo largo del cuerpo. A. Esquema representativo de la anatomía interna mediante 

un corte transversal y longitudinal de un segmento del cuerpo, mostrando la ubicación del sistema muscular en relación con otros 

sistemas (CND: Cordón Nervioso Dorsal; CNV: Cordón Nervioso Ventral). B. Representación esquemática de la disposición de las 

células musculares en corte transversal. Como es característico 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 (señalizado con una flecha negra). C. Representación 

esquemática de la disposición de las células musculares en corte transversal y frontal, mostrando su distribución. Se observan dos 

cuadrantes en la región dorsal (arriba) y dos en la región ventral (abajo). 

A B C 
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donde las neuronas envían 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 neurona129 (Fig. 4B). 

 

Sistema neuromuscular y locomoción 

En medio sólido, la locomoción de C. elegans es de tipo sinusoidal, en la cual el desplazamiento 

se produce mediante ondas corporales generadas por la contracción y relajación secuencial de 

los músculos dorsoventrales y oblicuos a lo largo del cuerpo. Esto resulta en un movimiento 

característico en forma de 'S'. En el agua u otros medios líquidos, 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 

sólido, la longitud de onda disminuye por debajo de la longitud total de su cuerpo, lo que lleva 

al animal a adoptar la típica forma se “S”. De esta manera, el programa motor se forma mediante 

las interacciones físicas entre el cuerpo y su entorno a través de la retroalimentación 

propioceptiva130. En hermafroditas, las 95 células musculares de la pared del cuerpo están 

inervadas por 75 motoneuronas pertenecientes a 8 clases diferentes. De ellas, 4 clases inervan 

los músculos ventrales (VA, VB, VD y VC) y otras 4 los músculos dorsales (DA, DB, DD y AS). En 

estadios tempranos larvarios, únicamente están 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 postembrionario131. Mediante estudios de ablación 

neuronal en estos estadios, se determinó que las motoneuronas DB están involucradas en la 

locomoción hacia adelante, mientras que las DA están implicadas en la locomoción en reversa. 

Por otro lado, las DD están comprometidas en ambos tipos de movimiento. A diferencia de las 

motoneuronas, no hay células musculares dedicadas exclusivamente a un tipo de locomoción132-

134. En el sistema muscular de C. elegans, a diferencia de lo que ocurre en mamíferos, existe 

tanto inervación 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 colinérgicas135,136. Los somas de todas estas motoneuronas se encuentran 

ubicados en el cordón nervioso ventral (CNV), y desde allí, estimulan a los paquetes musculares 

ventrales y, mediante comisuras, a los paquetes musculares dorsales137. Para clarificar el lado 

donde cada neurona ejerce su estímulo es el dorsal o el ventral, se las nombra utilizando las 
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letras D y V respectivamente. Por ejemplo, las DD son motoneuronas GABAérgicas inhibitorias 

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

la contracción de los músculos 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 contracción 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 así el desplazamiento efectivo130,138  (Fig. 

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

 

  

 

 

 

Motoneurona Neurotransmisor Músculo que inerva Movimiento que gobierna Período de nacimiento 

DD GABA Dorsal Ambos movimientos Desarrollo embrionario 

VD GABA Ventral Ambos movimientos Desarrollo postembrionario 

VA ACh Ventral Movimiento hacia atrás Desarrollo embrionario 

VB ACh Ventral Movimiento hacia adelante Desarrollo postembrionario 

DA ACh Dorsal Movimiento hacia atrás Desarrollo embrionario 

DB ACh Dorsal Movimiento hacia adelante Desarrollo postembrionario 

AS ACh Dorsal y Ventral Ambos movimientos Desarrollo postembrionario 

Figura 5. Motoneuronas colinérgicas y GABAérgicas en C. elegans. Representación de la inervación colinérgica y 

GABAérgica en las paredes musculares de C. elegans. En cada segmento, las motoneuronas colinérgicas estimulan 

la contracción de las células musculares de un lado, mientras que, simultáneamente, estimulan a las motoneuronas 

GABAérgicas que relajan las células musculares del lado opuesto. 

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 

más 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 días a 

temperatura ambiente hasta que forman una lámina delgada que sirve de alimento a los 

gusanos. Para la manipulación, cruzamiento y mantenimiento diario, así como también para 

experimentos comportamentales, se utiliza un simple instrumento comúnmente denominado 

worm picker (ver materiales y métodos) y un mechero, visualizando a los animales mediante 

lupas de disección. Para una observación con mayor magnificación también se utilizan 

microscopios de contraste o confocales. Para una fácil observación a gran magnificación, así 

como para otros propósitos, los animales pueden ser paralizados con antihelmínticos o 

anestésicos. La dinámica de trabajo en los laboratorios que utilizan este animal como modelo 

resulta ventajosa, entre otros motivos, por el gran número de individuos que es posible utilizar, 

y los cortos tiempos que se requieren para generarlos. Los animales pueden ser mantenidos a 

temperaturas entre 12º a 25º C, variando enormemente los tiempos de desarrollo. Las 

instalaciones necesarias para el manejo de C. elegans no son complejas, y el pequeño tamaño 

de los animales permite la generación 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 continúa, 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 están activamente en uso, 

las cuales pueden ser congeladas por años46,112.  

Un procedimiento habitual en el uso de C. elegans en el laboratorio, es la realización de cruzas 

genéticas. Si bien la baja proporción de machos en las poblaciones (0,1%) dificulta la realización 

de cruzamientos, un golpe térmico (1-2 horas a 37ºC o 3-4 horas a 30º-34ºC) puede interferir 

con la normal disyunción del par de cromosomas 'X' en hermafroditas, lo que resulta en un 

mayor número de machos en la siguiente generación139,140.  
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La simplicidad de mantenimiento y bajos costos, sumado a todas las características 

anteriormente mencionadas, convierten a C. elegans en un modelo animal conveniente y 

versátil para su uso en laboratorios orientado a la investigación en biomedicina. 

  



36 
 

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, así 

como para evaluar potenciales estrategias terapéuticas. Como fue mencionado anteriormente, 

existen muchos genes que están vinculados con la aparición de DND. En ese sentido, nos 

centramos en el estudio del gen PTEN en el contexto de la aparición de fenotipos relacionados 

con los TEA. Si bien las mutaciones de un único gen implicado en la aparición de TEA representan 

solo una pequeña fracción de los casos, proporcionan un punto de partida útil para desentrañar 

la etiología de los mismos, ya que las funciones biológicas relevantes para la etiología del TEA 

pueden estar igualmente alteradas tanto en los casos idiopáticos como en los sindrómicos37. Nos 

plateamos como objetivos: 

• Dilucidar la cadena de eventos celulares y moleculares subyacentes a la mutación del 

gen daf-18 (homólogo de PTEN en C. elegans) y determinar consecuencias funcionales 

en el SN mediante la identificación de fenotipos alterados.  

• Explorar estrategias terapéuticas capaces de revertir estos fenotipos.  
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Materiales y métodos 
Protocolos generales 
Mantenimiento y propagación de animales 

Las cepas utilizadas fueron cultivadas y mantenidas en cajas de Petri con NGM como medio 

nutritivo (Anexo I), sembradas con la bacteria E. coli OP50 como fuente de alimento. Los 

animales para experimentación fueron incubados a 20º C durante varias generaciones, mientras 

que fueron mantenidos entre 12º y 15º durante el tiempo que no fueron utilizados. Para 

ventanas de tiempo mayores, los animales fueron congelados en ultrafreezer a -80º C. Para 

evitar condensación sobre la superficie del medio, las cápsulas fueron almacenadas de forma 

invertida. El mantenimiento de los animales se realizó mediante el repique, pasando a los 

animales a una nueva caja de Petri de forma regular cada 48-72 hs. Esto ayudó a evitar que los 

mismos se queden sin alimento y para mantener una densidad poblacional relativamente baja. 

Entre los elementos utilizados para la manipulación 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 rápidamente luego de ser esterilizado en la llama del 

mechero, propiedad ventajosa para la correcta manipulación de los animales. La punta del 

alambre del worm picker se utilizó como soporte para el traslado de los gusanos, de forma 

directa o bien utilizando una película de la misma bacteria de la placa de Petri como ayuda, ya 

que la misma posee una consistencia que permite la adhesión de los animales. Otra técnica 

utilizada para el repique es el chunk, que consiste en cortar una porción de NGM con animales 

y desplazarla hacia una nueva placa con alimento, logrando así el traslado de un gran número 

de animales de forma sencilla. El descarte de estas cajas de Petri se realizó sumergiendo las 

mismas en una solución de hipoclorito de sodio para su limpieza y descontaminación.  

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 

institución que se encarga de mantener y distribuir cepas de C. elegans y otros recursos 

relacionados. La bacteria se almacenó congelada en una solución diluida de glicerol a -80º C en 

ultrafreezer y fue descongelada periódicamente. Para aislar colonias, se utilizó el medio LB Agar 

(Anexo I), plaqueado en cajas de Petri. Sobre la superficie del mismo, se esparcieron las bacterias 
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descongeladas mediante un ansa bacteriológica previamente esterilizada, en proximidad a un 

mechero Bunsen. Se dejaron crecer las colonias durante 24 horas a 37º C, y luego las cápsulas 

con dichas colonias fueron almacenadas en heladera a 4º C para evitar un crecimiento excesivo, 

por un máximo de 30 días. Semanalmente (o puntualmente para cada experimento) se creció 

bacteria en el medio LB (Luria-Bertani), el cual es un medio de cultivo líquido nutritivo utilizado 

para el crecimiento de bacterias (Anexo I). El crecimiento se realizó a 37º C con agitación durante 

toda la noche. A la mañana siguiente, los tubos fueron guardados en heladera a 4º C hasta su 

utilización. Para la siembra, se utilizaron aproximadamente 50 µL de bacterias en placas de Petri 

pequeñas (de 35 mm de diámetro, con 4 mL de NGM) y 100 µL en placas medianas (de 60 mm 

de diámetro, con 11 mL de NGM). La misma se realizó mediante pipetas Pasteur dentro del radio 

de seguridad de un mechero Bunsen para evitar contaminación.  

Descontaminación 

Las dos fuentes de contaminación más comunes se deben a la presencia de hongos y bacterias. 

Ante la presencia de estos contaminantes, se utilizó una solución de bleaching a base de 

hipoclorito de sodio (Anexo I), colocando aproximadamente unos 20 µL de esta solución en la 

superficie periférica de una caja de Petri nueva, con NGM y bacteria. En esta solución, se 

colocaron adultos grávidos procedentes de la placa contaminada. Tanto los adultos como 

también los contaminantes mueren en este procedimiento, mientras que la cutícula resistente 

de los huevos permite a los embriones sobrevivir hasta que la solución es absorbida por el NGM. 

Para garantizar una descontaminación efectiva y minimizar la exposición a los restos de la 

solución, se repicaron rápidamente 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 utilizó para la descontaminación, 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 utilizó principalmente en contaminaciones leves con hongos, ya que 

este método suele ser poco efectivo para descontaminar bacterias.  

Sincronización 

La sincronización etaria de los animales es crucial para garantizar un diseño experimental 

adecuado y la reproducibilidad de los resultados. Para lograr una sincronización precisa, se 

seleccionaron entre 8 y 30 hermafroditas grávidos, dependiendo de los requerimientos del 

experimento, y se los colocó en placas durante un periodo de 60 a 120 minutos. Al finalizar este 

tiempo, se retiraron los adultos, dejando únicamente los huevos de la F1 en las placas. Este 

procedimiento permite obtener individuos con una mínima variación 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 sincronización debido a que son fácilmente 

reconocibles por su morfología característica.  

Para aquellos experimentos en los que se utilizaron adultos jóvenes (adultos no grávidos), por 

otro lado, se procedió de similar manera: se seleccionaron L4 de las placas de sincronización, un 

día antes del experimento. Estos animales fueron transferidos a una nueva placa, para su 

utilización al día siguiente. 

Congelado y preservación de cepas por largos períodos 

Las cepas que se obtienen del CGC muchas veces fueron generadas mediante mutagénesis 

químicas. Más allá de la mutación 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 mutación específica o la característica 

genética propia de cada cepa mediante verificación por PCR o selección fenotípica. Luego, las 

mismas fueron congeladas a -80º C en ultrafreezer en varios viales, utilizando una solución de 

M9 con Freezing Solution (Anexo I). Para experimentación, los animales son descongelados y 

repicados por al menos 3 generaciones antes de su uso. Para evitar la acumulación 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 autofertilización, pero para realizar una cruza entre distintas cepas, es necesaria 

la fertilización 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 búsqueda de machos 

resulta muy compleja en estas condiciones, por lo que es necesario crear un stock de machos 

antes de la cruza. 

Generación de machos 

Para la generación de machos, se sometió a hermafroditas L4 a un estrés térmico o heat shock 

(30º C durante 4 horas o 37º C durante 1 hora), lo cual interfiere con la normal disyunción del 

par X durante la meiosis de la línea 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 generó 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 pequeña. La F1 

estará formada por animales que son tanto del producto de la cruza (heterocigotas para cada 

una de las características) como también por animales que provienen de la autofecundación de 

las hermafroditas. Es necesario poder identificar de alguna manera a aquellos animales que 

provienen de la cruza. En la mayoría de los casos, esto es posible mediante una simple 

visualización. Un ejemplo es cuando una característica que proviene del macho es evidente en 

estado heterocigota en hermafroditas de la F1. Otro ejemplo, es cuando una característica 

fenotípica de la hermafrodita parental deja de ser evidente en el estado de heterocigosis en 

hermafroditas de la F1, lo cual permite la certera identificación 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 autofecundación (en el caso de que la estrategia planteada requiera la selección de 

hermafroditas), se generarán individuos wild type (que no heredaron ningún alelo de la 

mutante), heterocigotas (un solo alelo mutante), y homocigotas mutantes (ambos alelos 

mutantes) para la característica deseada. La detección del homocigota deseado puede ser 

mediante selección por fenotipo o detección de la característica 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) 

• NaCl      3 g 

• Bacto-Agar     20 g 

• Peptona (Tripteína Bacteriológica)  2,5 g 

• ddH2O               c.s.p. 1 L 
 
A continuación, se debe autoclavar y luego enfriar a 60º C para agregar: 
 

• 1M CaCl2     1 mL 

• 5 mg/ml Colesterol en etanol   1 mL 

• 1M MgSO4     1mL 

• 1M KPO4 pH 6.0          25 mL 
 

1 M KPO4 Buffer (1 L de solución) 

• KH2PO4  108,3 g 

• K2HPO4  35,6 g 

• ddH2O  c.s.p. 1 L 

• Ajustar a pH 6 con NaOH 

• Autoclave (121 C, 15 min) 
 
Stock de Colesterol (5 mg/ml) (1 L de solución) 

El colesterol no es soluble en agua, por lo que debe ser disuelto en etanol 100% 

• Colesterol     5 g 

• Etanol 100% 
 
Medio LB (1 L de solución) 

• Extracto de levadura  5 g  

• Peptona (Tripteína Bacteriológica)  10 g  

• NaCl  10 g  

• ddH2O         c.s.p. 1L  

• Ajustar a pH 7,0 con NaOH 
 
LB Agar (1 L de solución) 

• Bacto-Agar                20 g 

• Peptona (Tripteína Bacteriológica)  10 g  

• Extracto de levadura  5 g  

• Peptona  10 g  

• NaCl 10 g  

• ddH2O          c.s.p. 1L  

• Ajustar a pH 7,0 con NaOH 
 
M9 (1 L de solución) 
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• Na2HPO4     5,8 g 

• KH2PO4     3,0 g 

• NaCl      0,5 g 

• NH4Cl      1,0 g 

• ddH2O              c.s.p. 1L  

• Autoclave (121 C, 15 min) 
 
Worm Bleaching Solution (Solución fuerte) 

• Hipoclorito de sodio (NaOCl) 5% 2 mL 

• ddH2O 2 ml 

• NaOH      1 pellet 
 
Worm Bleaching Solution (Solución suave, para cepas más vulnerables) 

 

• Hipoclorito de sodio (NaOCl) 5% 1,25 mL 

• ddH2O 1.25 ml 

• 2M NaOH  7.5 mL 
 
50 x TAE (1L de solución) 

• Tris Base  242 g 

• Ácido acético glacial  57,1 g 

• Na2EDTA-2H2O  37,2 g 

• ddH2O      c.s.p. 1L  

• Llevar a pH 8.5 

 
Buffer de lisis 2x (60 mL de solución) 
 

• KCl 1M  6 mL 

• Tris (pH 8,3)  1,2 mL 

• MgCl2 1M  300 µL 

• IGEPAL 100% (o NP40)  540 µL 

• Tween-20 100%  540 µL 

• Gelatina 1%  1,2 mL  

• Proteinasa K 20 mg/mL  600 µL  

• ddH2O    49,6 mL 

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

• Agarosa 0,25 g 

• TAE 1X 25 mL 

• Bromuro de etidio  1 µL 
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Gel de agarosa al 2% para Pads de microscopía (30 mL) 

• Agarosa 0,6 g 

• M9   30 mL 
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Protocolos específicos de ensayos 

Ensayos farmacológicos de parálisis con levamisol y aldicarb 

Los ensayos de parálisis se llevaron a cabo en placas estándar NGM con 2 mM de aldicarb (Sigma-

Aldrich) o 0,5 mM de levamisol (Alfa Aesar). Se transfirieron 25-30 gusanos L4 a cada placa y los 

animales paralizados se contaron cada 15 o 30 minutos. Cada animal fue considerado como 

paralizado cuando no respondía 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 condición. Se utilizó el área bajo la curva (ABC) de cada experimento para 

comparaciones estadísticas. 

Medición de longitud corporal (fenotipo “shrinker”) 

Las mediciones de longitud corporal se realizaron en placas estándar de agar NGM sin bacterias. 

Se transfirieron gusanos L4 y se les permitió aclimatarse durante al menos 5 minutos. Cada 

animal fue estimulado mecánicamente con un worm picker en la región anterior. Durante el 

estímulo los gusanos fueron filmados con una cámara Amscope Mu300 y la longitud corporal 

del animal se midió utilizando el software FIJI Image J. La cuantificación del acortamiento del 

cuerpo después del contacto se calculó como la disminución de la longitud corporal en relación 

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 μL de 

bacterias 24 horas antes del ensayo, y se las esparció de manera uniforme sobre toda la 

superficie del NGM. Luego, las cajas de Petri fueron incubadas a 37º C durante la noche previa 

al ensayo.  El día del experimento, se transfirieron animales L4 a las placas y se les permitió 

aclimatarse durante al menos 5 minutos. Los giros en omega fueron inducidos por un toque 

suave en la región 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 tomó contacto con la región de la cola durante 

la ejecución141. Se realizaron entre 4 y 7 ensayos independientes con aproximadamente 20 

animales para cada condición. Videos representativos disponibles en youtube: 

Giro en omega cerrado: https://youtu.be/wH1mBq6svoo (video 1) 

Giro en omega abierto: https://youtu.be/ibz3GsJeELs (video 2) 

 

https://youtu.be/wH1mBq6svoo
https://youtu.be/ibz3GsJeELs
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Optogenética 

Para la estimulación optogenética, se utilizaron adultos jóvenes (6-8 horas post L4) que expresan 

Channelrhodopsin (ChR2) en neuronas GABAérgicas (Punc-47::ChR2) o colinérgicas (Punc-

17::ChR2). El ensayo se realizó en placas conteniendo agar NGM de 6 mm sin alimento, y se dejó 

a los animales aclimatarse durante 5 minutos. Cada animal fue filmado a 15 fps utilizando una 

cámara 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 Perón, 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-MA02-U). La 

emisión de luz se logró a través de una Fuente de Colimador de LED de Alta Potencia de Mightex 

(LCS-0470–03-11). Para seguir con precisión los cambios en el cuerpo del gusano, se registró su 

área desde 5 segundos antes del estímulo de luz y de forma continua hasta 5 segundos finalizado 

el estímulo. El análisis de los cambios del tamaño corporal fue realizado de forma automática 

mediante un macro de FIJI-Image J (escrito por la Dra. Gabriela Blanco) capaz de rastrear el área 

del cuerpo en cada cuadro, aprovechando el claro contraste entre el cuerpo del gusano y el 

fondo. Para validar nuestro sistema de medición, medimos manualmente el ancho de 6-8 

animales en el punto de estimulación de luz (a los 2,5 segundos) y los comparamos con el área 

y la longitud del cuerpo. Nuestras mediciones mostraron consistentemente que, 

independientemente de si el área aumenta o disminuye (dependiendo de la activación de las 

neuronas GABAérgicas o colinérgicas), el ancho permanece en su mayoría sin cambios (Fig. 25). 

Videos representativos de la técnica disponibles en youtube: 

Estimulación optogenética GABAérgica: https://youtu.be/ZQ_SO3H1QzM (video 3) 

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

Microscopía: análisis de la expresión de SOD-3 

Los niveles de expresión de SOD-3 fueron analizados en cepas transgénicas que contienen el 

reportero transcripcional muIs84 (SOD-3::GFP). Los animales fueron sincronizados hasta el 

estadio L4 y luego paralizados mediante Azida de Sodio (0,25 M) en láminas de agarosa al 2%. 

Se utilizó un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE 2000 para la toma de imágenes. La 

intensidad de fluorescencia fue cuantificada en regiones de interés (ROIs) del mismo tamaño en 

la cabeza de cada animal utilizando el software Image J FIJI. Los resultados fueron normalizados 

al control (animales wild type sin βHB). Se analizaron aproximadamente 40-60 animales para 

cada genotipo/condición. 

https://youtu.be/ZQ_SO3H1QzM
https://youtu.be/9LYSw8fvz4Y
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Microscopía: análisis de comisuras de neuronas GABAérgicas y colinérgicas 

Animales sincronizados (L1 o L4, dependiendo el ensayo) con los reporteros fluorescentes vsIs48 

(Punc-17::GFP, neuronas colinérgicas) o ufIs34 (Punc-47::mCherry, neuronas GABAérgicas) 

fueron inmovilizados con azida de sodio (0,25 M) en láminas 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, 

ramificación anormal, truncamientos, etc., se clasificaron de manera similar a publicaciones 

previas142. Se calculó el porcentaje de animales con al menos un defecto en alguna comisura 

para cada grupo neuronal (colinérgicas o GABAérgicas). Las imágenes representativas mostradas 

en las figuras se tomaron mediante un microscopio confocal láser (ZEISS LSM 900 con AirScan II) 

con objetivos de 20× y 63×. 

Microscopía: análisis de la morfología y migración de las neuronas AIYs y HSNs.  

Animales sincronizados en el estadio L4 (para el análisis de las AIYs) o adultos jóvenes (para el 

análisis de las HSNs) con los reporteros fluorescentes Pttx-3::GFP y Ptph-1::GFP respectivamente 

fueron inmovilizados con azida de sodio (0,25 M) en láminas de agarosa al 2% y analizados con 

un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE 2000. La morfología de las neuronas AIYs se 

clasificó en tres categorías cualitativas según la extensión de los procesos de las mismas: I) 

Desarrollo completo; II) Desarrollo incompleto moderado (axones ingresan al anillo nervioso 

pero no se contactan entre sí en la línea media dorsal); y III)   Desarrollo incompleto severo 

(axones que no alcanzaron al anillo nervioso, o bien lo alcanzaron pero no realizaron el giro 

característico hacia dorsal que evidencia la localización del anillo nervioso). Por otro lado, la 

migración de las HSNs se clasificó en categorías cuantitativas utilizando el software ImageJ según 

el grado de migración, tomando como referencia el largo del cuerpo y la ubicación relativa de 

las neuronas como una proporción del mismo (≥ 0,4: migración completa; >0,2-<0,4: migración 

deficiente intermedia; ≤0,2: migración deficiente severa). 

Ensayos con DL-β-Hidroxibutirato 

Los animales fueron expuestos a 20 mM de DL-β-Hidroxibutirato (βHB) (Acros Organics) en 

placas de agar NGM sembradas con E. coli OP50. El compuesto fue diluido junto con el NGM a 

60º C durante el preparado de las placas. La exposición al mismo se realizó según lo especificado 

para cada ensayo.  

 

 



47 
 

Análisis estadístico 

Los resultados presentados en cada figura son el promedio de al menos tres experimentos 

independientes. Las barras representan la media ± el desvío estándar (SD). Generalmente, se 

empleó el análisis de varianza de una vía (ANOVA) para analizar múltiples muestras 

paramétricas, y se utilizó la prueba post hoc de Tukey para comparaciones por pares entre todos 

los grupos. Para comparaciones contra un grupo control, se utilizó la prueba post hoc de 

Dunnett. Para múltiples muestras no paramétricas, se aplicó la prueba de Kruskal-Wallis seguida 

de la prueba post hoc de Dunn, que también se utilizó para comparaciones contra el grupo 

control. En los casos donde se hicieron comparaciones entre dos condiciones independientes, 

se utilizó la prueba t para datos paramétricos, mientras que se empleó la prueba de Mann-

Whitney U para datos no paramétricos. Utilizamos el software GraphPad Prism versión 6.01 para 

realizar los análisis estadísticos. La información estadística se indica en las leyendas de las 

figuras. Para todos los ensayos, la recopilación y el análisis de datos se realizaron de manera 

ciega. Leyenda de Significación Estadística: ns p > 0.05; * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; 

**** p ≤ 0.0001. 

PCR punto final 

Esta técnica se utilizó para el genotipado de cruzas genéticas. Para la extracción de ADN, se 

utilizó un buffer de lisis con proteinasa K (Anexo I) sobre aproximadamente unos 20 animales 

adultos durante 75 minutos a 65ºC. Luego, para la amplificación del gen, se utilizaron los 

siguientes reactivos (volumen final 20 uL por reacción): 

Agua……………………………………………………………………………..… 13 uL 

Buffer 10X………………………………………....................................2 uL 

MIX dNTPS 2,5 mM (desoxirribonucleótidos)…………………….1 uL 

primer 1 sentido …………………………………………………………….…1 uL 

primer 2 antisentido ………………………………………………….……..1 uL 

ADN polimerasa termoestable (TAQ)..………………………………1 uL 

lisado…………………………………………………………………………………1 uL 

La polimerasa utilizada mayoritariamente fue la TAQ, termoestable a temperaturas de hasta 

95°C y extraída originalmente de la bacteria Thermus aquaticus. Los primers fueron diseñados 

mediante el software ApE- A Plasmid Editor v 3.0.8 y se adquirieron a través de proveedores 

comerciales. 

Programa estándar de PCR para termociclador utilizado: 

1) 93° C (desnaturalización inicial) 5’  

2) 93° C (desnaturalización) 20’’ 

3) 55° C (hibridación de primers) 30-45‘’ La temperatura depende de cada primer.  
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4) 72° C (polimerización) 1’  

5) Repetir desde el paso 2 unas 35 veces. 

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

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

 

Para revelar las bandas, se sembró el producto de amplificación en geles de agarosa para 

electroforesis al 1% y se corrió en un buffer de TAE (anexo I) a 65-70 V durante 15-20 minutos 

en un sistema de electroforesis. 
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Anexo de protocolos específicos: 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 específicamente para el presente 

trabajo fueron obtenidas mediante microinyección de ADN plasmídico con la construcción Punc-

47::daf-18cDNA (gentilmente proporcionado por la Dra. Alexandra Byrne, UMASS Medical 

School) a una concentración de 20 ng/µL en la línea germinal de mutantes dobles (daf-18 

(ok480); lin-15 (n765ts)), con el marcador de co-inyección lin-15 rescatando el plásmido pL15EK 

(a 80 ng/µl). La nomenclatura de las cepas en C. elegans incluye letras en mayúscula que se 

refieren al laboratorio donde fueron obtenidas seguidas por un número que indica el orden de 

esa cepa en el laboratorio. Luego, en letra itálica minúscula, 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) III es la cepa número 156, obtenida en el laboratorio 

de Jonathan A Hodgkin en Oxford, que contiene un alelo mutado (e156) en el gen unc-25 que 

está en el cromosoma III. Para los animales transgénicos el sufijo Is implica que el transgen está 

incorporado en el genoma (por ejemplo, vsIs48).  Las cepas utilizadas fueron: 

CB156 unc-25(e156) III  

MT6201 unc-47(n2409) III  

CB1375 daf-18(e1375) IV  

OAR144 daf-18(ok480) IV  

GR1307 daf-16(mgdf50) I  

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

OAR161 daf-18(ok480); Punc-47::daf-18  

LX929 vsIs48 (Punc-17::gfp)  

IZ629 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 muIs84 [(pAD76) Psod-3::gfp + rol-6(su1006)]  

OAR140 muIs84 [(pAD76) Psod-3::gfp + rol-6]; daf-18(ok480)  

OAR141 muIs84 [(pAD76) Psod-3::gfp + rol-6]; daf-16(mgDf50)  

OH99 mglS18[Pttx-3::gfp]  
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OAR83 daf-18(ok480); mglS18[Pttx-3::gfp]  

MT13471 [Ptph-1::gfp]  

OAR112 [Ptph-1::gfp]; daf-18(ok480)  

IZ805 [Punc-17::ChR2]  

ZM3266 [Punc-47::ChR2]  

OAR177 [Punc-17::ChR2]; daf-18(ok480)  

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(ok393)  

VC222 raga-1(ok386)  

KQ1366 rict-1(ft7) 
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Primera Sección 
Efectos de la mutación de daf-18 en 

el neurodesarrollo de C. elegans 
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Introducción 

PTEN es un importante regulador del ciclo celular 

PTEN (fosfatasa y homólogo de tensina eliminado en el cromosoma 10) es un gen supresor de 

tumores que en humanos se localiza en la región del cromosoma 10q23.3143. Este gen controla 

importantes procesos tales como la progresión del ciclo celular, la supervivencia celular, la 

traducción, la organización del citoesqueleto, el tráfico a través de membrana y el 

metabolismo37,144-148. Mutaciones en este gen se han relacionado con una variedad de tumores, 

incluidos algunos tipos de tumores cerebrales, de mama y próstata; así como también graves 

implicancias en el neurodesarrollo41 (Fig. 6).  

 

Actividad y función 

PTEN tiene una actividad fosfatasa dual, lo que significa que tiene la capacidad de remover 

fosfatos tanto en lípidos como en proteínas. La actividad lípido fosfatasa más conocida que 

posee es la de catalizar la desfosforilación del fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) en la 
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Figura 6. Frecuencia y sitios de mutaciones en el gen PTEN asociadas con cáncer y neurodesarrollo. A. Mutaciones en 

PTEN con incidencia en el desarrollo del cáncer. PTEN regula procesos como la progresión del ciclo celular y la supervivencia 

celular, claves en el desarrollo de estas patologías. Adaptado de Hopkins et. al 2014. B. Mutaciones en PTEN conocidas por 

influir en el neurodesarrollo. Adaptado de De Spenza et. al 2020. 
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membrana plasmática, antagonizando así el papel de la fosfatidil inositol-3 quinasa (PI3K) y la 

quinasa AKT/proteína quinasa B (AKT/PKB). Por otro lado, la actividad proteína-fosfatasa más 

conocida es inhibir a MAPK, que a su vez regula la señalización a través de mTOR y 

GSK3β37,41,147,149-152. Por lo tanto, la actividad de PTEN modula negativamente la cascada de 

señalización PI3K/AKT/mTOR, caracterizada por su rol en la síntesis de proteínas, el avance del 

ciclo celular y la proliferación, entre otras153,154. Existen varios mecanismos regulatorios que 

pueden reducir la afinidad de PTEN por la membrana, aumentando su localización en citoplasma 

y microtúbulos, donde tiene un rol fundamental al regular la dinámica del citoesqueleto y la 

motilidad celular. En el núcleo, PTEN interactúa con cuatro componentes diferentes de APC/C 

(Complejo Promotor de Anafase/Ciclosoma), que es una ligasa ubiquitina E3 que regula la 

degradación de muchas proteínas importantes en la vía 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 anafase147,155. En núcleo, también 

participa en la regulación del crecimiento celular156 y promueve la supervivencia celular157. La 

unión de PTEN a los centrómeros es esencial para prevenir roturas de doble cadena en el 

ADN158,159.  

Estructura y regulación 

En su forma canónica, PTEN posee un total de 403 aminoácidos. Este incluye varios dominios 

importantes37,147 (Fig. 6): 

• Un dominio de unión a PIP2 en el extremo N-terminal (PBD). 

• Un dominio fosfatasa (residuos 7-185), que contiene el bucle catalítico P-loop (residuos 

123-130). 

• Un dominio C2 (residuos 186-351), que incluye el bucle CBR3 (residuos 260-269) y es 

crucial para la unión a la membrana. 

• Una cola C-terminal (residuos 353-403), que contiene múltiples sitios de fosforilación 

que inhiben la actividad catalítica y la unión a la membrana. Esta región termina en un 

motivo de unión a PDZ, un importante dominio involucrado en la estabilidad, la 

señalización celular y la interacción con otras proteínas. 

El dominio catalítico fosfatasa contiene el motivo típico de fosfatasa de especificidad dual 

HCXXGXXRS/T. La proteína también tiene homología con Tensina y Auxilina, fundamentalmente 

en el dominio de unión a membrana C2147. Tanto la ubicación como su actividad pueden ser 

reguladas por modificaciones postraduccionales. PTEN puede ser fosforilado por diversas 

quinasas en múltiples sitios, especialmente en su cola C-terminal. Dependiendo del sitio 
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específico de fosforilación, los efectos pueden ser tanto inductores como inhibidores, e incluso 

pueden modificar la localización subcelular en algunos casos147. Un clásico ejemplo es la 

regulación por CK2, una quinasa que fosforila un clúster de residuos en el extremo C terminal, 

produciendo que PTEN sea degradado lentamente en proteosomas160. 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 común durante el crecimiento axonal, en 

el cual PTEN abandona la membrana y se une a los microtúbulos161,162. Por el contrario, señales 

inhibidoras del crecimiento inducen la desfosforilación de PTEN, y su consecuente localización 

en membrana donde promueve la despolimerización de los microtúbulos al desfosforilar PIP3163.  

La afinidad de PTEN por la membrana depende tanto del dominio C2 (dominio de unión a 

membrana) como también del dominio PBD. La fosforilación al extremo C terminal, inhibe la 

unión a membrana mediante el bloqueo competitivo de los sitios de interacción con la 

membrana de ambos dominios. Además, se conoce que con su actividad fosfatasa, PTEN puede 

autodesfosforilarse en múltiples residuos del extremo C-terminal. El nivel de fosforilación de 

este dominio es importante, por otro lado, para las interacciones de tipo proteína-proteína, así 

como también para la susceptibilidad a ser clivada por diferentes caspasas. Los distintos 

productos resultantes del clivado poseen menor actividad y estabilidad147,164. Por otro lado, 

ciertos tipos específicos de fosforilación inactivan a PTEN, tal como es el caso de varios tipos de 

cáncer caracterizados por una fosforilación en el residuo Ser-380, demostrando así que su 

inactivación no depende únicamente de mutaciones en su gen147.  

Otros tipos de modificaciones postraduccionales pueden modular la actividad de PTEN. La 

acetilación puede disminuir la actividad de PTEN si esta ocurre, por ejemplo, en los residuos de 

lisina 125 y 128 del sitio catalítico. La acetilación en otros sitios puede regular las interacciones 

de tipo proteína-proteína147. 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 núcleo, viéndose favorecida la translocación 

nuclear cuando es monoubiquitinada, sumoilizada o tiene otro tipo de interacción proteína-

proteína158,165,166.  Sin embargo, el efecto de la ubiquitinación depende de los residuos 

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

poliubiquitinación, por el contrario, suele estar más asociada con la degradación147.  

Otros procesos que determinan la función, conformación, estabilidad y ubicación de PTEN son 

las interacciones de tipo proteína-proteína. Un ejemplo clásico es la unión de p85 a PTEN, 

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

actividad fosfatasa167. Por último, PTEN puede ser reprimido por metilación en su promotor, lo 
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cual suele ser también frecuente en varios tipos de cáncer; así como también mediante varios 

micro ARN y ARN no codificantes147.  

Efectos de la pérdida de función de PTEN 

La disfunción de PTEN provoca la desregulación de la cascada de señalización 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 más mutados en la mayoría 

de los pacientes con dicha enfermedad168-170 (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 síndrome de tumor hamartomatoso PTEN (PHTS). Estos 

trastornos incluyen el síndrome de Cowden (CS), el síndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba, la 

enfermedad de Lhermitte-Duclos en adultos y los TEA asociados con macrocefalia171,172. El rol de 

este gen durante el desarrollo del SN parece ser crítico: un gran número de mutaciones han sido 

encontradas en pacientes con desórdenes neurológicos144. En los últimos años, el papel que este 

gen posee en el neurodesarrollo está fuertemente respaldado por múltiples líneas de evidencia. 

En ratones, si bien las mutaciones germinales de PTEN son letales en etapas embrionarias173, 

condiciones heterocigotas (como ocurre en humanos) permiten el desarrollo de animales que 

presentan alteraciones en el tamaño cerebral, comportamientos sociales alterados, agresión, y 

una mayor frecuencia de comportamientos repetitivos174,175. Está largamente demostrado que 

tanto ratones con mutaciones heterocigotas en PTEN como aquellos knockout condicionales de 

PTEN en grupos neuronales específicos recapitulan muchos de los síntomas asociados con el TEA 

en humanos. Estos síntomas varían según el modelo murino e incluyen macrocefalia, 

alteraciones anatómicas en cerebelo y ventrículo, hipertrofia neuronal, dendritas hipertrofiadas 

y ectópicas, tractos axonales con sinapsis aumentadas, deficiencias motoras, epilepsia, entre 

otros176-180. 

daf-18 es el homólogo de PTEN en C. elegans 

Al igual que PTEN en mamíferos, el gen homólogo daf-18 en C. elegans desempeña un papel 

crucial en la regulación de la señalización de insulina y el control del ciclo celular, regulando 

negativamente la vía de ILPs/AGE-1/AKT (vía de insulina/PI3K/AKT en mamíferos)181,182 (Fig. 7). 

Estas vías de señalización celular, así como los genes que participan en las mismas, están 

altamente conservadas en C. elegans, así como en todo el reino animal en general148,183,184. En 

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

la fosfatasa, y esta región comparte un 38% de identidad de secuencia con el dominio 
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correspondiente de PTEN humano. La región carboxilo-terminal de DAF-18 tiene niveles más 

bajos de homología de secuencia con PTEN. Por otro lado, los dominios no catalíticos de DAF-18 

y PTEN pueden desempeñar un papel regulador dependiente de la especie185. 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 

animales150,182,186. Esto permite utilizar a C. elegans como plataforma de estudio de los 

mecanismos moleculares subyacentes a las mutaciones en este gen.  

 

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

La señalización regulada por el eje AGE-1/AKT a través de DAF-16 (el único ortólogo en C. elegans 

de la familia de factores de transcripción FOXO de mamíferos) está implicada en el desarrollo de 

neuronas específicas en C. elegans. Mutaciones nulas en daf-16, así como la inhibición de la 

actividad de DAF-16 debido a una mutación en daf-18/PTEN y la activación de la señalización de 

Figura 7. Vía de señalización insulinérgica en C. elegans. Representación de la vía insulinérgica de C. elegans, 

indicando en cada caso su respectivo homólogo en mamíferos luego de la barra oblicua “/”.  Esta vía muestra un 

alto nivel de conservación a lo largo del reino animal. La misma es regulada negativamente por daf-18, homólogo 

del gen PTEN de mamíferos. 
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PI3K, causan un fenotipo de migración incompleta del par de neuronas motoras específicas de 

hermafroditas (HSNs), mientras que un aumento en la actividad de DAF-16 resultante de la 

disminución de la señalización de Insulina/IGF-1 conduce a una migración excesiva de las HSNs 

(Fig. 8). Esta migración depende de la expresión de DAF-16 en la hipodermis del animal187. Las 

HSNs están presentes únicamente en hermafroditas, mientras que en los machos sufren 

apoptosis durante el desarrollo. Las mismas se generan en la cola del embrión y luego migran 

hacia adelante a posiciones cercanas al centro del animal en ambos sexos111 (Fig. 8). Como 

función principal, las HSNs inervan los músculos de la vulva y estimulan la puesta de huevos. El 

axón de HSNR viaja en el fascículo derecho del cordón nervioso ventral, mientras que el axón de 

HSNL viaja en el lado izquierdo. El crecimiento del axón comienza durante L2 y L3, mientras que 

la formación de sinapsis tiene lugar en las etapas L3 y L4. Las células precursoras de la vulva 

guían los procesos emergentes de las HSNs ventralmente. También organizan los dos procesos 

de las HSNs para unirse al cordón nervioso ventral en dos fascículos separados e inducirlos a 

desfascicularse del cordón nervioso ventral y ramificarse en la vulva188. Los fenotipos de 

migración incompleta o excesiva de las HSNs, sin embargo, no son el único 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 función de cualquiera de estos genes produce, además, un truncamiento 

prematuro del par de interneuronas AIYs. A diferencia de las HSNs, DAF-16 actúa de manera 

autónoma para controlar el normal desarrollo de las AIYs69. Las AIYs son uno de los cuatro pares 

de interneuronas (AIAs, AIBs, AIYs y AIZs) que reciben y procesan la salida sináptica de las 

neuronas sensoriales anfídicas. Son postsinápticas a varias neuronas sensoriales olfativas y 

gustativas, como ASE, ASI, AWA, AWC y AFD, y se presume que desempeñan un papel 

integrador, procesando múltiples corrientes de información sensorial, fundamentalmente de 

estímulos térmicos y químicos58,189. Tienen un papel clave en la plasticidad conductual en 

paradigmas en los que el hambre se combina con una señal térmica o química190,191. Las mismas 

se encuentran en la región anterior del animal. El proceso de cada neurona AIY ingresa al anillo 

nervioso desde el lado ventral. Después de correr dorsalmente dentro del anillo nervioso, se 

encuentra con su pareja contralateral en la línea media dorsal y establece una unión de 

Figura 8. Neuronas HSNs en C. elegans. Esquema representativo mostrando la ubicación aproximada de las 

HSNs. Estas neuronas se generan en la cola del embrión y luego migran hacia la parte anterior, ubicándose 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. 
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hendidura con ella58,192 (Fig. 9). A partir del efecto de la pérdida de función de daf-16 y daf-18 

sobre el desarrollo específico de las HSNs y AIYs, resulta evidente el rol que dichos genes poseen 

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

en el futuro aún más neuronas afectadas.  

  

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

funcionamiento del SN 

Los desórdenes del TEA son muy complejos y diversos en cuanto a su etiología y manifestaciones 

clínicas. Sin embargo, desde hace unos años, varias hipótesis han postulado que muchas formas 

de TEA pueden estar caracterizadas por un desequilibrio entre los sistemas Excitatorios e 

Inhibitorios (E/I) en el SN193,194. En línea con esas hipótesis, múltiples líneas de evidencia 

reportaron deficiencias en el sistema GABAérgico tanto en pacientes con antecedentes 

genéticos vinculados al TEA como en modelos murinos inducidos farmacológicamente195-197. En 

muchos casos se propuso que una disminución en la actividad inhibitoria mediada por GABA 

podría llevar a un aumento de la excitación neuronal en ciertas áreas cerebrales198. Este 

fenómeno se ha asociado con características compatibles con TEA, como la hiperactividad, la 

hipersensibilidad sensorial y los patrones de comportamiento repetitivos199. Además, 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 excitación 

neuronal y una menor capacidad para modular y regular la información sensorial200. Tras toda 

esta evidencia, el modelo de desequilibrio E/I se ha postulado también como posible mecanismo 

subyacente a varios DND193,201. Si bien se han realizado estudios que demuestran un déficit E/I 

en roedores, el estudio de la transmisión sináptica en mamíferos resulta extremadamente 

complejo y requiere equipos sofisticados y costosos202. Además, poco se sabe acerca del rol de 

Figura 9. Neuronas AIYs en C. elegans. Esquema representativo de la región anterior de C. elegans mostrando 

la ubicación del par de neuronas AIYs. El crecimiento de sus neuritas comienza poco después de la aparición de 

los somas, con los conos de crecimiento extendiéndose desde el lado anterior de las células y alcanzando la línea 

media dorsal tras recorrer el anillo nervioso ubicado en el istmo. 
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la proteína PTEN en este equilibrio. Otros modelos con SN más simples, como C. elegans, 

representan una plataforma ideal para realizar una primera aproximación que permita 

identificar vías moleculares asociadas a este proceso. Al estar dichos genes altamente 

conservados, muchos de los mecanismos fundamentales de la transmisión sináptica fueron 

descubiertos en C. elegans203. 

La transmisión sináptica y el SN en C. elegans pueden ser estudiados mediante una amplia 

gama de técnicas 

En las sinapsis químicas, la exocitosis de un neurotransmisor desde la neurona presináptica 

resulta en la activación de receptores postsinápticos y, finalmente, en la excitación o inhibición 

de la célula postsináptica204. Como se mencionó anteriormente, C. elegans presenta, a nivel de 

la unión neuromuscular, tanto señalización colinérgica excitatoria como GABAérgica inhibitoria 

(Fig. 10). Durante la locomoción, los distintos segmentos del cuerpo se contraen de manera 

alternada en sentido ventral o dorsal, permitiendo el característico movimiento sinusoidal del 

animal. Esto sucede, como ya vimos previamente, ya que dentro de cada segmento la 

señalización 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 

transmisión sináptica a menudo provocan un fenotipo de locomoción. La presencia de ambos 

tipos de señalización en la unión neuromuscular, convierte a este animal en un potente modelo 

para estudiar la transmisión sináptica y el balance entre sistemas excitatorios e inhibitorios205. 

Al igual que los mamíferos, C. elegans utiliza ACh para controlar la contracción muscular. La ACh 

liberada por las neuronas motoras colinérgicas en la hendidura sináptica activa receptores 

ionotrópicos en la postsinapsis, lo que provoca la entrada de calcio en el músculo, y por lo tanto, 

la contracción (Fig. 11 A). Existen fármacos que permiten modular esta actividad, y pueden ser 

Figura 10. C. elegans presenta tanto sinapsis GABAérgicas como colinérgicas en la unión neuromuscular. 

Esquemas representativos de las sinapsis neuromusculares GABAérgicas inhibitorias (A) y colinérgicas 

excitatorias (B) con sus respectivos receptores. Ambos sistemas están presentes tanto a nivel dorsal como 

ventral, modulando las contracciones alternadas que definen el movimiento característico de C. elegans.  

A B 
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utilizados para el estudio de la transmisión sináptica y la funcionalidad de los sistemas 

excitatorios e inhibitorios. En este contexto, aldicarb y levamisol han sido los compuestos más 

usados en nematodes. El aldicarb, un compuesto químico perteneciente a la familia de los 

carbamatos, inhibe la enzima acetilcolinesterasa, que normalmente se encarga de descomponer 

la ACh en la hendidura sináptica. Al bloquear esta enzima, se produce una acumulación del 

neurotransmisor en la hendidura sináptica y una sobreestimulación continua de los receptores, 

llevando a la parálisis muscular (Fig. 11 B)206,207 . El levamisol, por otro lado, es un agonista de 

receptores colinérgicos, produciendo también hipercontracción y parálisis muscular (Fig. 11 C) 

208,209. Con ambas drogas, la parálisis se da con el transcurso del tiempo, y es dependiente de la 

concentración. Se considera que aquellos animales que tardan más 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 

responderán de igual manera ante la exposición a estos fármacos. Por ejemplo, si una cepa 

mutante presenta deficiencias en la síntesis, carga vesicular o liberación de ACh (problemas a 

nivel presináptico), liberará menor cantidad de ACh hacia la hendidura sináptica, y por lo tanto 

resultará susceptible al levamisol (ya que actúa sobre los receptores postsinápticos) pero 

resistente al aldicarb. Existen circunstancias en las que el aldicarb incluso mejora el movimiento 

de cepas con deficiencias presinápticas, ya que aumenta la concentración de ACh en la 

proximidad de los receptores. Por otro lado, mutantes con una liberación elevada de 

neurotransmisores, o bien con deficiencias en la señalización GABAérgica inhibitoria, resultan 

hipersensibles a ambos compuestos. Con respecto a animales con déficit a nivel postsináptico, 

serán resistentes a ambos compuestos. Al combinar los datos obtenidos en los ensayos de 

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 ionotrópicos en la postsinapsis. B. El aldicarb inhibe la 

acetilcolinesterasa, causando una acumulación de ACh en la hendidura sináptica y una sobreestimulación continua 

de los receptores, causando parálisis muscular. C. El levamisol, un agonista de los receptores colinérgicos, también 

induce hipercontracción y parálisis muscular por la sobreestimulación de los receptores. 
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aldicarb y levamisol, se puede estimar el origen del problema de la señalización. Si un mutante 

es resistente al aldicarb, pero no al levamisol, es probable que la proteína afectada esté 

involucrada en el funcionamiento de la presinapsis. Por el contrario, si una cepa muestra 

resistencia a ambos fármacos, 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 señalización que antagoniza este efecto, es decir, la GABAérgica inhibitoria. En 

conjunto, estos ensayos farmacológicos permiten realizar una evaluación preliminar de la 

transmisión sináptica y obtener evidencias indirectas acerca del estado general de los sistemas 

excitatorios e inhibitorios205,207,210-212. Esto es especialmente útil para realizar screenings rápidos 

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 análisis 

integral del SN. La optogenética, por ejemplo, es una técnica que utiliza la luz para controlar la 

actividad de células específicas mediante la expresión de proteínas fotosensibles, lo que facilita 

la observación de los efectos inmediatos a la activación o inhibición de neuronas específicas. 

Mediante el empleo de esta técnica, es posible investigar circuitos neuronales y la relación entre 

la actividad neuronal y el comportamiento in vivo213-215. Si bien la electrofisiología es la técnica 

de rutina utilizada para evaluar la funcionalidad neuronal en la mayoría de los animales, la 

electrofisiología en C. elegans presenta desafíos técnicos, por lo cual existen pocos laboratorios 

a nivel mundial capaces de realizar esta técnica. Además, debido a la necesidad de inmovilizar y 

disecar a los gusanos durante los registros electrofisiológicos, dificulta la correlación la actividad 

sináptica con respuestas conductuales. Por este motivo, en los casos donde la correlación de la 

actividad sináptica con el comportamiento es crucial, suelen preferirse métodos como la 

otogenética. 

Adicionalmente al estudio de la funcionalidad, es posible analizar la morfología del SN utilizando 

reporteros fluorescentes bajo promotores específicos y técnicas de microscopía. Esto permite 

correlacionar cambios funcionales con alteraciones estructurales en las sinapsis y otros 

componentes neuronales44. 

 

 

 



62 
 

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 están a menudo fuertemente vinculados a mutaciones en ciertos genes, 

como es el caso de PTEN.  Sin embargo, no está del todo claro cómo las mutaciones en este gen 

originan defectos en el neurodesarrollo, ni si están implicadas en un desequilibrio E/I. Teniendo 

en cuenta esto, nos planteamos como objetivos el estudio de los efectos de la mutación de daf-

18 (homólogo del gen PTEN) en el neurodesarrollo de C. elegans; así como también en mutantes 

para otros genes homólogos que cumplen un rol clave en la vía de señalización AGE-1/AKT, 

donde DAF-18 juega un rol crítico. Se realizaron ensayos farmacológicos, funcionales y 

morfológicos para diagnosticar el funcionamiento de estos sistemas como primer estudio 

diagnóstico de los efectos de esta mutación. La detección de fenotipos alterados en cepas 

mutantes de C. elegans ha demostrado ser útil como punto de partida para el estudio en mayor 

profundidad de los mecanismos moleculares subyacentes a enfermedades o trastornos 

ocasionados por mutaciones genéticas; así como también para la búsqueda de potenciales 

tratamientos terapéuticos. 

Objetivos específicos 

• Evaluar si existe una desregulación entre los sistemas excitatorios e inhibitorios en 

mutantes de daf-18. Para ello, nos planteamos: 

o Evaluar la sensibilidad frente a fármacos estimuladores de la señalización 

colinérgica: aldicarb y levamisol 

o Determinar el desempeño comportamental en ensayos en los que el equilibrio 

E/I juega un papel fundamental 

• Identificar fenotipos comportamentales alterados que pongan de manifiesto la 

desregulación de algún proceso fisiológico/morfológico en mutantes daf-18 

• Estudiar mediante ensayos las vías de señalización implicadas en los procesos 

afectados y potenciales relaciones epistáticas.  
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Resultados 
La alteración de la vía 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 contenían 2 mM de aldicarb o 

0.5 mM de levamisol. Se utilizaron para ello dos alelos diferentes: daf-18(e1375), cuya 

secuenciación demostró que posee una inserción de 30 pb en el exón IV (río abajo del sitio 

catalítico de actividad fosfatasa), la cual conduce a un truncamiento prematuro de la proteína; 

y daf-18(ok480), el cual posee una deleción de 956 pb que remueve la mayor parte del exón 4 y 

todo el exón 5 (Fig. 12). Mientras que el alelo e1375 ha demostrado tener actividad reducida de 

DAF-18 y se considera que representa una reducción de función, el alelo ok480 carece 

completamente de actividad y es considerado una mutante nula185,187,216-219. A modo de control, 

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

enzima ácido glutámico descarboxilasa, clave para la generación de GABA a partir de glutamato 

(Fig. 13). En estos animales, la señalización GABAérgica se encuentra completamente afectada. 

Fenotípicamente, son descoordinados en cuanto a su movimiento (con ondas corporales cortas 

y de movimiento ineficiente); no obstante, son capaces de crecer y desarrollarse 

normalmente220. Al tener afectada la señalización inhibitoria, poseen un desequilibrio 

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

efectos del aldicarb y levamisol221. En concordancia con lo reportado, los animales unc-25 

resultaron más sensibles a estos fármacos en los ensayos de parálisis (Fig. 14). Sin llegar a los 

niveles de hipersensibilidad de unc-25, se observó que tanto daf-18(e1375) como daf-18(ok480) 

Figura 12. Mutaciones en daf-18 utilizadas. Se ilustran dos mutaciones específicas en el gen: el alelo e1375, la 

cual se considera que produce una pérdida parcial de función; y el alelo ok480, considerado una mutante nula. Las 

mutaciones están indicadas en el mapa de exones, resaltando las regiones afectadas en cada una. 
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también presentaron mayor sensibilidad a estas drogas comparados con animales wild type (Fig. 

14). La mayor sensibilidad a estos fármacos colinérgicos sugiere una relación E/I aumentada221-

223. Como fue mencionado previamente, DAF-18 participa activamente de la vía AGE-1/AKT,  

A

. 
B

. 

Figura 14: Mutantes daf-18 presentan un fenotipo hipersensible a los fármacos aldicarb y levamisol. Los gráficos 

representan el porcentaje de animales paralizados en función 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 condición, con un total 

de 25 a 30 animales por cada una. El análisis estadístico fue ANOVA para evaluar las diferencias utilizando el área bajo la 

curva (ABC) (C) de cada ensayo; seguido de la prueba de Turkey como análisis post hoc.  

C

. 
ABC Wild Type unc-25 daf-18(ok480) daf-18(e1375)

Promedio 10359 14600 12707 12673

DE 745,9 1086 1139 1415

Promedio 13801 20431 17750 17335

DE 917,7 804,4 1128 1603

Aldicarb

Levamisol
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Figura 13. Genes implicados en la síntesis y carga vesicular de GABA en C. elegans. La mutación en genes 

claves como unc-25 (clave para la síntesis de GABA) o unc-47 (necesario para su carga vesicular) resultan 

en fenotipos severamente descoordinados. 
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siendo el principal modulador negativo de la misma. Se ha demostrado ampliamente que una 

reducción en la actividad de DAF-18 exacerba esta vía, lo que incrementa el nivel de 

fosforilación e impide la translocación nuclear de DAF-16224,225 (Fig. 7). Para evaluar el efecto río 

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 deleción de 20193 pb y una pequeña inserción de 

13 pb, resultando en una mutante nula con pérdida total de función225. Al igual que los mutantes 

daf-18, los mutantes nulos de daf-16 resultaron hipersensibles a las drogas colinérgicas en 

nuestros ensayos farmacológicos (Fig. 15). Para evaluar si la hipersensibilidad de daf-18 depende 

enteramente de daf-16, realizamos la doble cruza daf-18(ok480);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 señalización neuromuscular al actuar en la misma vía (Fig. 15). Además de daf-16 y 

daf-18, evaluamos la sensibilidad a los efectos paralizantes de aldicarb y levamisol en mutantes 

nulos de otros genes de la vía 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 vía en general, 

mientras que mutaciones en daf-18 y daf-16 aumentan la actividad de la misma. Como prueba 

de concepto, decidimos evaluar una mutación que produce una ganancia de función en el gen 

Figura 15: daf-18 y daf-16 afectan la señalización neuromuscular al actuar en la misma vía. Los gráficos 

representan el porcentaje de animales paralizados en función 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 condición, 

con un total de 25 a 30 animales por cada una. Se utilizó ANOVA para evaluar las diferencias analizando el área 

bajo la curva (ABC) (C) de cada ensayo; seguido de la prueba de Turkey como análisis post hoc. 
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ABC Wild Type unc-25 daf-18 daf-16 daf-18;daf-16

Promedio 9524 15710 12910 13350 12950

DE 1270 2072 583,4 1753 1060

Promedio 12847 20058 18132 15942 16570

DE 1617 663 1552 1729 1111
Levamisol

Aldicarb
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pdk-1(mg142) la cual aumenta la actividad de la vía en general226,227. En estos ensayos, 

observamos una hipersensibilidad a los fármacos 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 hiperfosforilación e 

inactivación de DAF-16 (Fig. 7), estos resultados respaldan la hipótesis de que la baja actividad 

de DAF-16 conduce al fenotipo hipersensible, independientemente el lugar donde la vía se 

encuentre afectada. No obstante, esta vía es más compleja e involucra varias quinasas que 

modulan un cross-talk con la vía de TOR, ampliamente vinculada con el neurodesarrollo37,228,229. 

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

dilucidar su posible contribución en este fenotipo. 

La vía de TOR no influye en los fenotipos farmacológicos de daf-18 y daf-16 en C. elegans 

La vía de mTOR está involucrada en el crecimiento y la síntesis de proteínas, y es necesaria para 

la proliferación celular153. Como vimos previamente, esta vía 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 función 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 

Figura 16:  El aumento de actividad de la vía AGE-1/AKT aumenta la sensibilidad a aldicarb y levamisol.  Los 

gráficos representan el porcentaje de animales paralizados en función 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 vía no 

generan un cambio en la sensibilidad a estos fármacos, la mutación pdk-1 (gf), la cual genera un aumento en la 

señalización de la vía, otorga una hipersensibilidad al efecto de los mismos. Al menos tres experimentos 

independientes fueron realizados para cada condición, con un total de 25 a 30 animales por cada una. Se utilizó 

ANOVA para evaluar las diferencias analizando el área bajo la curva (ABC) (C) de cada ensayo; seguido de la prueba 

de Dunnet como análisis post hoc. 
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. ABC Wild Type unc-25 age-1 pdk-1 (lf) pdk-1 (gf) akt-1 akt-2

Promedio 9980 17445 9752 14144 10730 8647 8390

DE 102,5 338,6 603,5 574,8 1886 1254 1872

Promedio 11000 16300 11621 14565 11647 10847 10037

DE 240,2 454,3 566,4 95,21 1726 2260 1374

Aldicarb

Levamisol
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ni los animales con pérdida del componente esencial TORC1 raga-1/RagA ni los animales con 

pérdida de función en el componente esencial TORC2 rict-1/Rictor mostraron alteraciones 

significativas en la sensibilidad a los fármacos colinérgicos en comparación con animales wild 

type (Fig. 17). Esto sugiere que la vía de TOR no está involucrada en los mecanismos moleculares 

que llevan a los fenotipos farmacológicos aquí observados para daf-18 y daf-16.  

Estos ensayos farmacológicos, 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 

están vinculados con otros fenotipos evidentes, como es el caso de unc-25. A diferencia de estos 

últimos, no observamos defectos notorios en la locomoción 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 podrían pasar desapercibidos bajo simple observación. 

Esto nos motivó a evaluar otros aspectos específicos de la locomoción en la que un desequilibrio 

E/I puede generar un impacto, como ya ha sido demostrado previamente. 

 

 

A B 

Figura 17:  La hipersensibilidad a aldicarb y levamisol en mutantes de la vía AGE-1/AKT es independiente 

de la vía de TOR.  Los gráficos representan el porcentaje de animales paralizados en función 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 vía de TOR. Al menos tres 

experimentos independientes fueron realizados para cada condición, con un total de 25 a 30 animales por 

cada una. Se utilizó ANOVA para evaluar las diferencias analizando el área bajo la curva (ABC) (C) de cada 

ensayo; seguido de la prueba de Dunnet como análisis post hoc. 

C ABC Wild Type rict-1 raga-1

Promedio 9718 8964 10794

DE 2512 1787 2749

Promedio 11368 13230 9813

DE 1379 829,8 3560

Aldicarb

Levamisol
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Mutantes daf-18 exhiben fenotipos característicos de deficiencias en la señalización 

GABAérgica ante estímulos mecanosensoriales 

El estímulo físico en la región anterior del cuerpo provoca en C. elegans una típica reacción de 

huida, la cual resulta vital para poder escapar de predadores. Este comportamiento puede poner 

de manifiesto fenotipos que en otras circunstancias podrían no ser advertidos. Esta respuesta 

puede ser fácilmente inducida en el laboratorio mediante un toque suave en la región anterior 

con un pelo o cualquier elemento sutil en la región anterior, y comienza con una contracción 

bilateral de los músculos de la pared corporal que inicia una locomoción en reversa. Durante 

este fenómeno, es imprescindible que exista una fina coordinación entre los músculos que se 

Figura 18: Animales daf-18 y daf-16 exhiben un acortamiento excesivo tras el estímulo mecánico. A. La primera 

fase de la respuesta de escape puede ser artificialmente inducida en el laboratorio mediante el estímulo 

mecánico en la región anterior del animal. En animales con deficiencias en la señalización GABAérgica, como 

unc-25, se observa un acortamiento característico (fenotipo shrinker). B. Se ilustran los resultados del 

acortamiento del cuerpo tras la estimulación mecánica en la región 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 actúan en la misma vía afectando la señalización neuromuscular. Se contabilizó 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 realizó un análisis de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post hoc de Dunn para 

comparaciones múltiples. 

A 

B 
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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 

señalización GABAérgica eficiente, como es el caso de las mutantes en unc-25, la mayor parte 

de los músculos se contraen, produciendo el acortamiento del largo del cuerpo (fenotipo 

shrinker230, 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 señal GABAérgica, decidimos 

evaluar este comportamiento. Para ello, estimulamos a los animales de forma mecánica en la 

región anterior, utilizando un pelo para garantizar que el toque sea suave y no produzca un daño 

o una reacción exagerada. Este comportamiento fue grabado y posteriormente analizado con el 

software FIJI Image J. Observamos que, luego de la estimulación mecánica en mutantes daf-18, 

se produce una sutil reducción del largo del cuerpo en estos animales (4,3 ± 3,7%). Esta 

reducción no es tan evidente como el fenotipo shrinker de unc-25 (10,8 ± 4,6%), pero resultó ser 

estadísticamente 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 aún más la idea de que ambos genes 

actúan en la misma vía afectando la señalización neuromuscular. El escape hacia atrás ante un 

estímulo mecánico, sin embargo, es solamente el primer paso de un comportamiento más 

complejo que también decidimos estudiar, ya que involucra movimientos adicionales en los 

cuales el correcto equilibrio entre los sistemas E/I resulta crítico.  
Mutantes daf-18 y daf-16 exhiben una respuesta de escape deficiente ante estímulos 

mecanosensoriales 

En la naturaleza, es muy común que la presencia de depredadores, sustancias tóxicas, 

temperaturas nocivas o cualquier otra amenaza, dispare un comportamiento característico en 

C. elegans: la respuesta de escape63. Durante la locomoción normal, el animal se desplaza hacia 

adelante, pudiendo detectar mediante sus órganos 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 estímulo. Sin embargo, luego 

de un breve lapso, el animal realiza un giro agudo para reorientar su cuerpo en dirección opuesta 

a la potencial amenaza, retomando la locomoción segura hacia adelante. Durante este giro, 

denominado “giro en omega” (por la característica forma del cuerpo durante la ejecución), el 

cuerpo del animal se arquea tanto que la cabeza llega a tomar contacto con la cola (Fig. 19, video 

1, https://youtu.be/wH1mBq6svoo). Por medio de esta maniobra, el ángulo de escape logrado 

https://youtu.be/wH1mBq6svoo
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por la mayoría de los animales se acerca a los 180º, es decir, se movilizan hacia una dirección 

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 interacción entre 

neuronas comando, interneuronas, motoneuronas y células musculares de una manera 

finamente sincronizada. Este comportamiento característico ha sido utilizado como plataforma 

de estudio para la comprensión de la conectividad y funcionalidad sináptica en estos animales. 

En estos estudios, se determinó que la fase inicial es comenzada por la liberación del 

neurotransmisor tiramina (homólogo de la noradrenalina en mamíferos) liberada por las 

neuronas RIM y RIC. La tiramina coordina temporalmente las diferentes fases de la respuesta de 

escape a través de la activación sináptica del receptor ionotrópico de acción rápida, LGC-55, y la 

activación extra sináptica del receptor metabotrópico de acción lenta, SER-2. Este último, a su 

vez, conduce a la ejecución, unos segundos después, del giro en omega. Las neuronas que 

poseen estos receptores metabotrópicos son aquellas que hacen contacto con los músculos 

ventrales del animal. La contracción de los músculos ventrales es desencadenada por las 

neuronas motoras colinérgicas (neuronas VA y VB) que hacen sinapsis en los músculos ventrales, 

las cuales también estimulan a neuronas GABAérgicas (DD) que inducen la relajación de los 

músculos dorsales141. En conjunto, estas características convierten a C. elegans en una 

plataforma potente para el análisis de la señalización neuromuscular: si la contracción ventral o 

la relajación 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 ángulo de escape menor, lo cual es probable que disminuya las 

probabilidades reales de los animales para un escape eficiente (Fig. 19, video 2, 

Figura 19: Esquema de la respuesta de escape de C. elegans tras un estímulo mecánico. El esquema ilustra 

la correcta ejecución de un giro en omega (arriba a la derecha, giro en omega “cerrado”) con un ángulo de 

escape cercano a los 180º, y una ejecución deficiente (abajo a la derecha, giro en omega “abierto”) con un 

ángulo de escape menor.  



71 
 

https://youtu.be/ibz3GsJeELs). El protagonismo de las motoneuronas en este giro puede 

evidenciarse, por ejemplo, mediante la ablación de las motoneuronas GABAérgicas dorsales: 

estos animales no relajan de forma adecuada la región dorsal, lo cual disminuye notoriamente 

el ángulo del giro en omega141.  

Esta respuesta de escape puede ser inducida artificialmente en el laboratorio mediante la 

estimulación mecánica en la región anterior, exactamente de la misma manera que realizamos 

el ensayo anterior. Decidimos entonces utilizar este comportamiento como plataforma para la 

evaluación funcional del sistema neuromuscular, realizando una clasificación cualitativa de este 

comportamiento. Consideramos las siguientes situaciones:  

a) Si la cabeza toma contacto con la región de la cola, el giro es efectivo y el ángulo 

cercano a los 180º (giro en omega “completo” o “cerrado”). 

b) Si la cabeza no toma contacto con la cola, el giro es insuficiente y el ángulo de 

escape es menor a 180º (giro en omega “incompleto” o “abierto”).  

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

neuromuscular, evaluamos la eficacia del giro en omega en mutantes daf-18 y daf-16. De forma 

Figura 20: Mutantes daf-18 y daf-16 exhiben una reducción significativa en el porcentaje de giros en omega 

cerrados. Cuantificación de la proporción giros en omega cerrados tras estimulación mecánica en la región 

anterior. La pérdida de daf-18, al igual que la pérdida de daf-16, resulta en una disminución significativa en el 

número 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 condición, con 20 a 25 animales por genotipo en cada ensayo. Los datos se representan 

como media ± DE. Se realizó un ANOVA de una vía, y la prueba post hoc de Tukey para comparaciones múltiples. 
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similar a resultados ya reportados141, encontramos que el 93,2 ± 7,2% de los animales wild type 

realizaron giros en omega cerrados ante la estimulación en la región anterior (Fig. 20). Cuando 

realizamos este ensayo con mutantes daf-18, observamos que solamente el 54,2 ± 17,8% exhibe 

el contacto típico 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 disminución en la 

proporción de giros en omega cerrados (51,6 ± 16,5% y 44,4 ± 19,4% respectivamente), 

mostrando una vez más que la inactivación DAF-16 podría ser la principal responsable de los 

defectos observados ante la pérdida de función de daf-18. Tanto estos resultados, así como 

también el acortamiento longitudinal del cuerpo ante el estímulo físico, van en el mismo sentido 

que los obtenidos en los ensayos de farmacología, 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 específicamente durante el 

giro en omega. No obstante, como explicamos anteriormente, se trata de un comportamiento 

complejo que involucra músculos, grupos diferenciados de neuronas, y otros procesos 

fisiológicos; por lo que resulta indispensable identificar de forma precisa si alguno de estos 

sistemas se encuentra particularmente afectado. En este sentido, las técnicas de 

electrofisiología han sido históricamente las herramientas más elegidas para este tipo de 

estudios. Sin embargo, como se mencionó previamente, esta técnica, además de compleja, 

involucra la disección del animal, por lo que no es posible evaluar comportamientos o 

movimientos. Por otro lado, la estimulación por optogenética en C. elegans ha sido validada y 

ampliamente utilizada en este modelo para caracterizar el funcionamiento neuronal en varios 

estudios231-235. Decidimos, entonces, utilizar esta técnica para estudiar el funcionamiento 

neuromuscular de una forma más específica. 

La estimulación optogenética selectiva en mutantes daf-18 y daf-16 muestra signos de una 

deficiencia en la señalización GABAérgica inhibitoria 

Para evaluar la funcionalidad de ambos sistemas y obtener información del posible estado del 

balance E/I, decidimos realizar un ensayo más robusto estimulando específicamente las 

neuronas GABAérgicas y colinérgicas mediante optogenética. La optogenética implica el uso de 

la luz para controlar con precisión la activación de neuronas específicas, en las cuales se expresa 

para tal fin un canal iónico que se activa por luz llamado Channelrhodopsin-2 (ChR2). Extraído 

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 iónico causa una despolarización, activando la neurona en la que se está 



73 
 

expresando y, subsecuentemente, las neuronas o músculos conectados dentro de su red 

neuronal233 (Fig. 21). La expresión de ChR2 en neuronas motoras GABAérgicas mediante el 

promotor unc-47 (ortólogo del transportador vesicular de GABA, Fig. 13) permite activar de 

forma masiva a todas las neuronas GABAérgicas, provocando la relajación muscular generalizada 

cuando estos animales son expuestos a la luz azul. Esta parálisis flácida conlleva al aumento 

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

Figura 21: Uso de Channelrhodopsin para la activación neuronal mediante optogenética. Ilustración del 
uso de Channelrhodopsin (ChR2) para la activación 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.  

Figura 22: La estimulación optogenética de las motoneuronas permite tener una medida de su funcionalidad. 

La estimulación GABAérgica provoca una relajación generalizada que aumenta la longitud del cuerpo (A), mientras 

que la estimulación en motoneuronas colinérgicas genera una contracción masiva que lleva a una disminución del 

largo corporal (B). La medición del cambio de longitud corporal puede brindar información acerca de la 

funcionalidad de las motoneuronas en cepas mutantes.  

A B 
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funcionalidad del sistema GABAérgico236 (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(ok480) 

y daf-16(mgDf50). En estos ensayos, encontramos que la elongación del animal después de la 

activación específica 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). 

Específicamente, 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 

fue de 2,1 ± 1,2% y 1,8 ± 1,1% respectivamente. Una vez más, esto sugiere una posible falla en 

el sistema GABAérgico. A continuación, activamos recíprocamente 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 activación masiva del 

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

consecuentemente un acortamiento del cuerpo236 (Fig. 22 B, video 4, 

https://youtu.be/9LYSw8fvz4Y). Llamativamente, encontramos que la exposición a la luz y 

subsiguiente activación colinérgica en mutantes daf-18 y daf-16 causó una hiper contracción 

comparado con animales wild type (Fig. 24). Mientras que los animales wild type se contraen un 

Figura 23: La estimulación de ChR2 en motoneuronas GABAérgicas induce un menor aumento del área corporal 

en mutantes daf-18 y daf-16. Resultados de la estimulación GABAérgica por optogenética en animales expresando 

ChR2 en motoneuronas GABAérgicas durante y después de un pulso de luz de 460 nm de 5 segundos. Izquierda: 

Variación del área corporal relativa en función del tiempo. La media del área durante los primeros 125 cuadros (0-

5 s) estableció una línea base para comparar los cambios inducidos por la luz. Derecha: Cuantificación del área bajo 

la curva para comparar los cambios inducidos por la luz entre diferentes cepas. Las mediciones del área 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 realizó un ANOVA 

de una vía, y la prueba post hoc de Tukey para comparaciones múltiples. 

https://youtu.be/ZQ_SO3H1QzM
https://youtu.be/9LYSw8fvz4Y
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5,7 ± 1,6%; la disminución corporal de daf-18 y daf-16 fue de 7,7 ± 2,8% y 7,6 ± 2,8% 

respectivamente. Dado que la activación de las neuronas motoras colinérgicas no solo activa los 

músculos, sino que también estimula las neuronas GABAérgicas para relajar la pared muscular 

opuesta, resulta lógico pensar que un déficit GABAérgico en daf-18 y daf-16 podría conducir al 

mayor acortamiento del cuerpo en estas mutantes tras la activación colinérgica. Este déficit 

podría ser consecuencia de fallos en diferentes etapas de la señalización GABAérgica.  

Dado que para cuantificar estos experimentos generamos un macro de FIJI que permite medir 

el área del gusano en diferentes momentos, necesitábamos realizar experimentos que validen 

que los cambios en el área 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 estimulación 

lumínica tanto el ancho como la longitud de varios animales y comparamos estas mediciones 

con las áreas correspondientes obtenidas a partir del análisis automatizado (ver Materiales y 

Métodos). El ancho de los animales se mantuvo relativamente constante, evidencia de que las 

alteraciones en el área corporal se deben principalmente a cambios en la longitud del animal 

(Fig. 25). 

Figura 24: La estimulación de ChR2 en motoneuronas colinérgicas induce una hipercontracción en daf-18 y daf-

16. Resultados de la estimulación colinérgica por optogenética en animales expresando ChR2 en motoneuronas 

colinérgicas durante y después de un pulso de luz de 460 nm de 5 segundos. Izquierda: Variación del área 

corporal relativa en función del tiempo. La media del área durante los primeros 125 cuadros (0-5 s) estableció 

una línea base para comparar los cambios inducidos por la luz. Derecha: Cuantificación del área bajo la curva 

para comparar los cambios inducidos por la luz entre diferentes cepas. Las mediciones del área 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 realizó un 

ANOVA de una vía, y la prueba post hoc de Tukey para comparaciones múltiples. 
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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 liberación de GABA desde las 

neuronas GABAérgicas (presinapsis) como una disfunción en los receptores GABAérgicos en el 

músculo (postsinapsis) podrían resultar en el mismo fenotipo. Nos propusimos entonces 

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

Mutaciones en daf-18 y daf-16 repercuten en alteraciones morfológicas 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 morfológicas en los procesos neuronales69,180,187. 

Dado que nuestros resultados sugieren perturbaciones en la transmisión neuromuscular, pero 

no definen dónde están los defectos (neuronas, músculos o ambos), decidimos explorar la 

morfología de las neuronas motoras. Como vimos previamente, un total de 113 de las 302 

neuronas de C. elegans pertenecen a la categoría de motoneuronas, y controlan 

comportamientos de movimiento tanto en medio sólido (arrastre) como el líquido (movimiento 

de natación); así como también la motilidad de los sistemas alimentario y reproductor. De estas 

113 neuronas, unas 75 inervan a 79 músculos de la pared corporal posterior a la cabeza, entre 

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

pertenecen a ocho clases distintas (AS, DA, DB, DD, VA, VB, VC y VD). Las motoneuronas de tipo 

Figura 25: El ancho del cuerpo se mantiene constante tras la estimulación optogenética en motoneuronas 

GABAérgicas y colinérgicas. El gráfico muestra los resultados de la medición manual del ancho y la longitud del 

cuerpo de seis animales (seleccionados al azar) a los 2,5 segundos de estimulación lumínica en motoneuronas 

GABAérgicas (izquierda) y colinérgicas (derecha). Los datos se presentan como media ± DE. Se utilizó un ANOVA 

de una vía, seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparaciones múltiples, 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 estimulación. 
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A y B (VA, VB, DA, DB y AS) son colinérgicas y excitatorias. Las motoneuronas de tipo D (VD y DD) 

son GABAérgicas inhibitorias y estrictamente postsinápticas a otras motoneuronas. Las 

motoneuronas VC expresan varios neurotransmisores y estimulan principalmente a músculos 

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 músculos ventrales, mientras que las clases DA, DB, DD y AS envían 

comisuras hacia el lado dorsal para inervar los músculos dorsales58,137.  Debido a que en estas 

comisuras no existe prácticamente solapamiento, resultan un blanco ideal para el estudio de 

defectos en el desarrollo o mantenimiento de los procesos neuronales142,237, por lo que 

decidimos focalizar nuestro análisis en las mismas. Para el estudio de las comisuras en 

motoneuronas GABAérgicas, empleamos animales que expresan el fluoróforo mCherry bajo el 

control del promotor del gen unc-47, el cual como ya vimos antes, se expresa únicamente 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), envían comisuras circunferencialmente por el 

lado derecho del cuerpo del animal. Las dos neuronas que envían comisuras por el lado izquierdo 

son DD1 y VD2 en la región anterior (Fig. 26). Para evaluar la morfología 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 morfología en L4 y adultos jóvenes de 

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

morfológicos como de orientación espacial. Algunas de las aberraciones observadas incluyen 

defectos de guiado, ramificaciones ectópicas, 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 morfología 

Figura 26. Mapeo canónico de las motoneuronas GABAérgicas en C. elegans. Esquema representativo de la 

posición de comisuras pertenecientes a motoneuronas tipo D en vista lateral (arriba) y ventral (abajo). Las 

motoneuronas tipo D poseen su soma en el cordón nervioso ventral (CNV), y todas envían comisuras hacia el 

cordón nervioso dorsal (CND) por el lado derecho excepto DD1 y VD2, las cuales lo hacen por el lado izquierdo. 
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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% y 85,7 ± 12,1% respectivamente) (Fig. 27 C). Como ya mencionamos antes, existe cada vez 

más evidencia que respalda el hecho de que PTEN está involucrado en procesos de desarrollo, y 

que mutaciones en este gen serían las responsables de defectos en distintas poblaciones 

neuronales en mamíferos. Más aún, como ya comentamos, se ha reportado que mutaciones en 

daf-18 producen defectos en las neuronas AIYs y HSNs de C. elegans. Habiendo encontrado 

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

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 

Figura 27. Animales daf-18 muestran defectos morfológicos en las motoneuronas GABAérgicas. A. Imágenes 

representativas de animales wild type expresando mCherry en las motoneuronas GABAérgicas, en vistas lateral y 

ventral. En vista ventral, se puede apreciar que la mayoría de las comisuras viajan por el lado derecho del cuerpo del 

animal. B. Imágenes representativas de defectos en las comisuras observados en mutantes daf-18 (flechas). C. 

Cuantificación de defectos en el sistema GABAérgico. Se realizaron al menos tres ensayos independientes para cada 

condición, utilizando aproximadamente 20-25 animales por genotipo/ensayo. Cada barra representa la media ± DE. 

Se utilizaron ANOVA de una vía, y la prueba de comparaciones múltiples de Tukey para el análisis estadístico.  

A 

B C 
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las neuronas colinérgicas al estar acoplado su gen a unc-17, gen que codifica para una proteína 

que funciona como transportador vesicular de ACh. Más 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 

morfología. Según el mapeo canónico de las mismas, de las DA, solamente la DA2 corre por el 

lado derecho (DA7 y DA8 están en espejo en la región de la cola, una por cada lado). En cuanto 

a las DB; DB1, DB3, DB6 y DB7 envían comisuras por el lado derecho, mientras que DB2, DB4 y 

DB5 lo hacen por el izquierdo. Por último, todas las AS envían comisuras por el lado derecho del 

animal. Si bien la visibilidad de todas las comisuras no siempre es clara debido a las limitaciones 

técnicas y la variabilidad en la expresión del transgén136, en la mayoría de los animales es posible 

observar gran parte de las comisuras si se utilizan objetivos con más poder de resolución. 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 comparó 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 

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

funcionalidad (lo cual parece evidente), podría esperarse un desequilibrio entre los sistemas E/I 

Figura 28. Las mutaciones en daf-18 no afectan la morfología de las motoneuronas colinérgicas excitatorias. 

Izquierda. Imágenes representativas de animales que expresan GFP en las neuronas colinérgicas. En los recuadros 

se pueden apreciar las comisuras con mayor resolución. Derecha. Cuantificación de defectos. Se realizaron al 

menos cuatro ensayos independientes para cada condición, con aproximadamente 20 animales por 

genotipo/ensayo. Cada barra representa la media ± DE. La significancia estadística entre las cepas se determinó 

mediante la prueba t de Student a dos colas. 
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como el expuesto en los experimentos farmacológicos y de comportamiento descriptos 

previamente. Un detalle importante en este punto es el origen de estos defectos, ya que los 

mecanismos subyacentes a fenómenos degenerativos y de desarrollo deficiente pueden diferir 

enormemente. Al observar estas neuronas en estadios como L4 y adultos jóvenes podríamos 

estar ignorando la posibilidad de que se trate de un fenómeno de neurodegeneración acelerada. 

Es por ello que decidimos analizar la morfología en estadios del desarrollo aún más tempranos. 

En este punto, es importante recordar que las motoneuronas VD se desarrollan más tarde que 

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

Las aberraciones en motoneuronas GABAérgicas están presentes tanto en las neuronas DD 

como en las VD 

Existen dos clases de motoneuronas GABAérgicas tipo D que participan en la señalización 

neuromuscular inhibitoria. Como vimos previamente, las VD son las encargadas de relajar a los 

músculos de la región ventral; mientras que las DD hacen sinapsis sobre los músculos 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, específicamente en el estadio 

L1 tardío238. Es por esto que un animal en el estadio L1 temprano tendrá únicamente las 6 

motoneuronas DD. Más aún, las motoneuronas DD reciben sinapsis diádicas de neuronas 

motoras excitatorias de la cuerda ventral junto con músculos de la pared corporal. El patrón 

inicial de sinapsis de las neuronas DD es presináptico e inhibitorio para los músculos de la pared 

corporal ventral, mientras que son postsinápticas a las neuronas que activan los músculos de la 

pared corporal dorsal. Durante la etapa tardía de L1, después del nacimiento de las neuronas 

motoras VD, las neuronas DD cambian su patrón sináptico de tal manera que sus ramas dorsales 

se vuelven presinápticas e inhibitorias para los músculos de la pared corporal dorsal, mientras 

que sus ramas ventrales se vuelven postsinápticas a las neuronas excitatorias que hacen sinapsis 

en los músculos de la pared corporal ventral238-240. Las motoneuronas VD, por su parte, no llevan 

a cabo un remodelado como las DD; y tienen un crecimiento postembrionario desde su 

nacimiento (L1 tardío) hasta el estadio L2; con un crecimiento significativo en la transición L1-

L2238. Al presentar patrones de desarrollo tan diferentes, surge la incógnita de si los defectos 

observados por la pérdida de daf-18 y daf-16 afectarán de igual modo a ambos tipos de 

neuronas, o solamente afectarán a una sola clase. La presencia de las aberraciones morfológicas 

en estadios tempranos puede, por otra parte, brindarnos información acerca del tipo de 

fenómeno (degenerativo o de desarrollo) subyacente a estas mutaciones. Para abordar este 

interrogante, decidimos examinar la morfología de las motoneuronas de animales en dos 

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

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

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 más probable que dichos defectos en realidad sean producto de fenómenos del 

desarrollo deficiente más que el resultado de algún proceso neurodegenerativo.  

Para poder responder a la incógnita de si las neuronas afectadas son únicamente las DDs, 

analizamos nuevamente animales adultos, en los cuales, basados en la posición 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). 

Fig. 29. Los defectos en las motoneuronas GABAérgicas están presentes en estadios tempranos del desarrollo. A. Imagen 

representativa de un animal wild type en estadio L1 temprano (1 h posteclosión) expresando mCherry en neuronas GABAérgicas. En 

esta etapa larval, solo se observan las seis motoneuronas GABAérgicas de tipo DD. B. Ejemplos de defectos morfológicos presentes en 

motoneuronas tipo DD encontrados en animales daf-18 en el estadio L1 temprano. C. Cuantificación de defectos encontrados en larvas 

L1 de animales wild type y daf-18. D. Cuantificación de los defectos observados en varias etapas del desarrollo de animales daf-18: 0,5-

1 h posteclosión (larva L1 temprana), 5-6 h posteclosión (larva L1 intermedia) y etapa L4 (32-36 h posteclosión). Se realizaron tres 

ensayos independientes para cada condición, con aproximadamente 30 animales por condición/ensayo. Los resultados se presentan 

como media ± DE. Se utilizó un ANOVA de una vía, seguido de la prueba post hoc de Tukey. E. Cuantificación del número de errores 

por animal en larvas L1 y L4 de animales daf-18. La significancia estadística se determinó mediante la prueba de Mann-Whitney. 

A 

B 

E 
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Como las VDs aparecen más 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) así como 

también en el número de defectos por animal en el estadio L4 (1,78 ± 1,2%) en comparación con 

los defectos encontrados en estadios larvales más 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 morfología del sistema colinérgico.  

Figura 30. Los defectos morfológicos de daf-18 se encuentran tanto en neuronas GABAérgicas DD como en las VD. Imágenes 

representativas de los defectos morfológicos observados sobre las motoneuronas GABAérgicas. Arriba: Representación esquemática 

de la ubicación de las comisuras pertenecientes a los dos tipos de neuronas GABAérgicas en vistas lateral y ventral. Adaptado de Gujar 

et. al, 2017.  Abajo: Imágenes representativas de animales wild-type y daf-18 en vista lateral (izquierda) y ventral (derecha). La 

evaluación detallada reveló defectos tanto en las neuronas DD como en las VD. Para el análisis, las tres comisuras anteriores (VD1, 

DD1 y VD2) no se consideraron debido a la dificultad para identificarlas.  
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DAF-18 actúa de forma autónoma para regular el desarrollo de motoneuronas GABAérgicas 

Quizás una de las cuestiones más intrigantes sobre las consecuencias morfológicas 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 múltiples procesos por su rol 

protagónico en la importante vía AGE-1/AKT. Como ya vimos, se trata de un gen que regula 

importantes cascadas y procesos celulares. Resulta enigmático cómo la disfunción de un gen 

puede afectar selectivamente sobre algunos tipos de células, sin aparentemente afectar a otras. 

En relación con esto, nos preguntamos si el desarrollo adecuado de las neuronas GABAérgicas 

depende directamente de la actividad autónoma de DAF-18 en estas neuronas, o bien si es 

necesaria su expresión en otros tejidos.  Por lo tanto, decidimos generar un transgénico que 

expresa daf-18 únicamente en neuronas GABAérgicas. Para hacer este rescate, se realizó un 

constructo donde se posicionó al ADNc de daf-18 bajo el control del promotor Punc-47. A 

continuación, analizamos la morfología neuronal cruzando dicha cepa con el reportero 

Figura 31. El rescate neuronal de daf-18 en neuronas GABAérgicas disminuye la incidencia de defectos 

morfológicos, y mejora la ejecución de giros en omega. Evaluación de fenotipos en animales que expresan daf-18 

únicamente en neuronas GABAérgicas bajo el promotor unc-47. A. Cuantificación de defectos en comisuras de 

motoneuronas GABAérgicas. B. Cuantificación de giros en omega cerrados. En ambos casos se observa que la 

expresión de daf-18 específicamente en motoneuronas GABAérgicas disminuye la cantidad de defectos 

morfológicos 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 análisis estadístico, se realizó un ANOVA 

de una vía seguido de una prueba de comparaciones múltiples de Tukey en ambos casos. 
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fluorescente, y observamos una notoria disminución 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 demostró ser eficiente para 

mejorar el rendimiento en los ensayos de respuesta de escape, mostrando un aumento 

significativo en el número 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 actúa de manera 

autónoma en las neuronas motoras GABAérgicas para regular su desarrollo, y que la menor 

incidencia de errores impactaría positivamente en la habilidad de ejecutar giros en omega 

cerrados. 
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Discusión 

El gen PTEN fue descubierto en el año 1997152, y desde entonces se ha ido esclareciendo su papel 

en diversas vías celulares, destacando su función crítica en la regulación del ciclo celular y su 

asociación con la aparición de tumores. Ya han pasado más de 25 años desde entonces, y nuestra 

comprensión del papel protagónico de este gen en la fisiología celular y la salud continúa en 

expansión. En la actualidad, se sabe que disrupciones en PTEN pueden tener consecuencias 

directas sobre el neurodesarrollo, y ha sido fuertemente vinculado con la aparición de TEA. En 

esta primera sección, mediante el uso del nematode C. elegans como modelo de estudio, 

abordamos los fenómenos asociados a la pérdida de función de este gen, fundamentalmente 

sobre el SN y sus consecuencias funcionales. Hemos visto que la vía de PI3K/AKT/FOXO está 

altamente conservada en estos animales, siendo daf-18 el homólogo de PTEN en gusanos, y daf-

16 el homólogo de FOXO, una familia importantísima de factores de transcripción. Como una 

primera aproximación, realizamos ensayos con los fármacos estimulantes del sistema 

colinérgico aldicarb y levamisol, compuestos que han sido validados para el estudio de fallas a 

nivel de la transmisión pre y postsináptica. 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 señalización colinérgico excitatorio, o bien 

con una deficiencia en el sistema GABAérgico inhibitorio, ya que la actividad de este último se 

opone y limita a la estimulación colinérgica. En una situación 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 podrían estar vinculadas con una disrupción en el equilibrio E/I. Si este es el caso, 

está claro que dicha disrupción 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. 

Además, no pudimos observar fenotipos evidentes en el movimiento de estos animales, sino 

hasta que estudiamos comportamientos más complejos como la respuesta de escape, donde los 

sistemas E/I juegan un rol crítico. 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 

estimulación mecánica en la región anterior, así como también una menor proporción 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 más específica mediante optogenética, estimulamos ambos 

grupos neuronales y pudimos observar que la activación de neuronas GABAérgicas, tanto en 

animales daf-18 como daf-16, resultó en un alargamiento del cuerpo de menor magnitud a la 

observada en animales wild type. Por otro lado, la estimulación neuronal colinérgica en estos 

mutantes produjo una contracción exagerada del cuerpo frente a animales wild type. Estos 

resultados son consistentes con los obtenidos en los ensayos de respuesta de escape y 

farmacológicos, y dan indicios de posibles alteraciones en el equilibrio entre los sistemas E/I. 

Relativo a esto, al evaluar el estado morfológico de las motoneuronas mediante reporteros 

fluorescentes, pudimos comprobar que tanto mutantes daf-18 como daf-16 presentan defectos 

morfológicos en comisuras de neuronas tipo D pertenecientes al sistema GABAérgico, pero no 

así defectos evidentes en comisuras del sistema colinérgico. Estas aberraciones son visibles ya 

en el primer estadio larval L1, y son rescatadas por la expresión específica 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 epistáticas entre ambos genes y la vía principal en la que participan, esto parece 

indicar que la vía de señalización comprometida es la de AGE-1/AKT/DAF-16, la cual 

negativamente regulada por la actividad de DAF-18, que evita la fosforilación de DAF-16. Cuando 

está hiperfosforilado, DAF-16 se mantiene fuera del núcleo, y por lo tanto es incapaz de 

favorecer la transcripción de sus genes diana. La actividad de DAF-18 disminuye la actividad de 

la vía al disminuir la cantidad de PIP3 mediante su desfosforilación, generando PIP2241. En 

principio, estos resultados pueden parecer llamativos ya que las mutaciones en PTEN han sido 

vinculadas en mamíferos con defectos en el neurodesarrollo por comprometer a la vía de mTOR. 

Sin embargo, cuando evaluamos a los componentes homólogos clave de estas vías, como raga-

1/RagA (componente esencial TORC1) y rict-1/Rictor (componente esencial TORC2) no 

observamos alteraciones significativas en la sensibilidad a los fármacos colinérgicos en estos 

animales. Estos resultados, además, no son tan sorprendentes si se tiene en cuenta que ya ha 

sido demostrado, en C. elegans, que el factor de transcripción DAF-16 regula autonómicamente 

el desarrollo neuronal de las interneuronas AIYs69 así como de manera no autónoma la migración 
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de las HSNs187 por mecanismos independientes a la vía de CeTOR. Por lo tanto, parece ser que 

este factor de transcripción juega un rol protagónico en el desarrollo del SN en estos animales.  

Recientemente, en ratones adultos, se ha postulado que las proteínas FOXO regulan la 

morfogénesis neuronal a través del mantenimiento del flujo de autofagia durante la 

neurogénesis adulta242,243. Por otro lado, utilizando Drosophila melanogaster, se propuso que la 

vía Toll-6/FOXO está implicada en la regulación de la dinámica de los microtúbulos en el 

neurodesarrollo y la plasticidad sináptica244. La familia de factores de transcripción 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 autónomo en el desarrollo, ya que el rescate neuronal de daf-18 revirtió los defectos 

morfológicos observados a nivel de las comisuras. Si bien es esperable que la sola expresión de 

daf-16 en las motoneuronas GABAérgicas también revierta este fenotipo en un background daf-

16 nulo, sería interesante realizar este rescate para confirmar de manera más robusta la 

exclusividad de esta vía en esta afección. Por otro lado, solamente observamos un rescate 

parcial en el número de giros en omega cerrados en los ensayos de respuesta de escape. Hay 

varios puntos que podrían explicar estas diferencias. En principio, los rescates genéticos a 

menudo suelen presentar diferencias en la expresión del gen cuando se lo compara con la 

expresión en un animal wild type, lo cual puede estar relacionado en parte al promotor 

utilizado245-247. Incluso es posible que la transcripción 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 ejecución 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 población neuronal no sea suficiente para revertir el fenotipo. Por último, podría 

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 podrían existir defectos en otras 

regiones del SN que pasen desapercibidos. Por este motivo, sería interesante, a futuro, evaluar 

la morfología de neuronas individuales de ambos grupos neuronales utilizando reporteros 

específicos, en lugar de reporteros que se expresan en toda una misma población, para evitar el 

sesgo producto del solapamiento neuronal. Otro aspecto importante que merece análisis, es si 

los defectos observados tienen relevancia funcional. Si bien existe una clarísima correlación, un 

estudio más específico sobre neuronas individuales y/o músculos podría 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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podría tener consecuencias que van más allá de las aberraciones morfológicas en neuronas, por 

lo que no es posible descartar que los fenotipos observados se deban a otros fenómenos 

(receptores postsinápticos, musculatura, etc.). Sin embargo, si bien una correlación no establece 

una relación 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 estímulo y la capacidad de efectuar giros en 

omega; los fenotipos observados en los ensayos de optogenética son independientes de las 

neuronas presinápticas a las motoras (neuronas mecanosensoriales, comando e interneuronas), 

ya que en esta técnica estimulamos directamente las motoneuronas. En este punto, restará 

dilucidar puntualmente la funcionalidad de las neuronas con aberraciones morfológicas y el tipo 

de falla que resulte de las mismas en las células postsinápticas. 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 acción y potenciales postsinápticos, para lo cual se 

deberá recurrir a técnicas de electrofisiología. 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 cuáles son los procesos específicamente 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 sináptica y las consecuencias comportamentales; 

es necesario aclarar que ambas técnicas (optogenética y electrofisiología) son más bien 

complementarias y ofrecen soluciones que pueden ser explotadas para un análisis robusto de 

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

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/I en mamíferos. 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 así, ya que, si estos animales 

tuvieran una deficiencia en el sistema colinérgico, se esperaría que sean resistentes al aldicarb 

y levamisol. En relación con esto, la hipersensibilidad observada a estos fármacos se podría 

explicar en principio por una posible afección del sistema GABAérgico. Una segunda posibilidad, 

es que ambos sistemas se encuentren afectados, pero el GABAérgico en mayor magnitud. Por 

último, aunque menos probable, un aumento o ganancia de función de la actividad excitatoria 

también podría ser compatible con algunos de los resultados obtenidos. Un ejemplo de esto, es 

el sistema que regula la liberación de ACh desde el cordón ventral, en el cual participan RIC-8, 



89 
 

EGL-30 y EGL-8. Estas proteínas participan en la producción de DAG como segundo mensajero, 

el cual estimula la liberación de ACh. Si bien no son las más frecuentes, existen mutaciones que 

originan una ganancia de función en distintos componentes de este sistema, produciendo una 

liberación aumentada del neurotransmisor. Estos animales son hipersensibles a aldicarb y 

levamisol, y a menudo adquieren fenotipos hiperactivos, así como también un aumento en la 

puesta de huevos248. En este contexto, no 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 

estarían comprometiendo exclusivamente al sistema GABAérgico producto de una menor 

actividad del factor de transcripción DAF-16. Esta hipótesis parece ser la más probable, 

especialmente si se tiene en cuenta que las aberraciones morfológicas encontradas en el sistema 

GABAérgico se correlacionan con los fenotipos defectuosos en comportamientos sobre los 

cuales este sistema tiene un rol crítico.  

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. Además, a diferencia de unc-25, tampoco 

observamos una locomoción descoordinada en estas mutantes. En este sentido, hay que tener 

en cuenta que el desplazamiento efectivo durante la locomoción se produce mediante la 

propagación de ondas corporales alternadas, producto de la contracción muscular inducida por 

actividad colinérgica y la relajación 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 disminución 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 ineficiente220. Por lo tanto, en animales con deficiencias leves en GABA, 

sería razonable que no se detecten fenotipos a simple vista. Sería interesante a futuro evaluar 

con más detalle los movimientos de estos animales mediante el análisis del ángulo de las 

curvaturas o la longitud de onda durante la locomoción normal para verificar si existen 

diferencias en daf-18 y daf-16 con animales wild type. Más allá de esto, los resultados de los 

otros experimentos también avalan la idea de la afección leve en el sistema GABAérgico. En 
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comportamientos donde la fina coordinación y el correcto funcionamiento de los sistemas E/I 

es importante, por ejemplo, ante un estímulo mecánico en la región anterior, también notamos 

diferencias sutiles. Como vimos, tras el estímulo mecánico, los animales wild type se mueven 

eficazmente hacia atrás gracias a la fina coordinación de los sistemas E/I que modulan la 

contracción muscular alternada en los distintos segmentos. Sin embargo, mutantes severos 

como unc-25 manifiestan un fenotipo shrinker (acortamiento abrupto del cuerpo), producto de 

una contracción muscular excesiva. Si bien el acortamiento observado tras la estimulación 

mecánica en mutantes daf-18 y daf-16 es significativamente diferente al wild type, es mínimo 

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

Otro de los interrogantes que intentamos abordar, relativo a los defectos morfológicos 

observados en las motoneuronas GABAérgicas, es si se trata de defectos del neurodesarrollo, o 

si en cambio se trata de una afección 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 lógico pensar que en un período de desarrollo tan temprano hubo poco tiempo para que 

ocurran fenómenos degenerativos, esta posibilidad no puede ser descartada por completo si se 

tiene en cuenta que DAF-18 y/o DAF-16 podrían tener un rol específico de mantenimiento en 

estas neuronas. Sin embargo, si tenemos en cuenta las características de los defectos 

morfológicos observados, parece ser poco probable que los mismos provengan de fenómenos 

de neurodegeneración. Si bien no podemos negar la posibilidad que procesos 

neurodegenerativos conduzcan a aberraciones morfológicas como ramificaciones, existen 

ciertos defectos de guiado ectópico o de ubicación 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 difícilmente puedan haber surgido por fenómenos de 

neurodegeneración. Más aún, como fue mencionado previamente, se ha establecido y 

comprobado que la pérdida de daf-18 y daf-16 compromete la morfología de las neuronas AIYs 

y HSNs, afectando específicamente el desarrollo de las mismas, y no por medio de procesos 

degenerativos69,187. 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 fenómeno de neurodesarrollo), y que existen 

múltiples líneas de evidencia que sugieren que desbalances E/I podrían ser un mecanismo 

común 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 fármacos 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 morfológicos en motoneuronas GABAérgicas, observados también en 

estadios etarios tempranos, parecen originarse por defectos del neurodesarrollo más 

que por fenómenos neurodegenerativos. 

➢ Estos defectos morfológicos parecen ser específicos 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 reducción de la 

actividad del factor de transcripción 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 Sección 

Modulación cetogénica del 

neurodesarrollo GABAérgico 
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Introducción 
Cuando se trata de trastornos tan complejos como el TEA, existen muchos factores que pueden 

contribuir a su aparición, tanto genéticos como ambientales. La búsqueda de tratamientos para 

este tipo de trastornos es un campo en constante investigación, en donde C. elegans puede 

cumplir también un rol fundamental para su avance. Como ya vimos en la sección anterior, las 

alteraciones en la señalización de la vía AGE-1/AKT producto de mutaciones en los genes daf-18 

y daf-16 están íntimamente relacionadas con la afectación de procesos de desarrollo de 

neuronas pertenecientes al sistema GABAérgico. Estas alteraciones podrían comprometer el 

balance entre excitación e inhibición, afectando variados procesos biológicos. En humanos, se 

postula que muchos casos de TEA, así como otros desórdenes del SN, podrían presentar un 

desbalance entre ambos sistemas, en donde la señalización excitatoria predomina sobre la 

inhibitoria. Uno de los mayores interrogantes en este aspecto es si es posible realizar 

intervenciones que restablezcan dicho balance. En relación con esto, los resultados obtenidos 

previamente ponen en evidencia la posibilidad de utilizar a mutantes daf-18 y daf-16 como 

plataforma para la evaluación 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 mamíferos, C. elegans puede representar una herramienta para 

la evaluación rápida de fármacos e intervenciones dietarias en búsqueda de alternativas 

terapéuticas. 

Perspectivas terapéuticas de los TEA 

Cuando se habla de TEA, es fundamental comprender que comúnmente están presentes 

síntomas centrales distintivos, pero además también pueden presentarse otros trastornos a 

modo de comorbilidades. Como ya vimos anteriormente, los síntomas centrales distintivos 

incluyen dificultades en la comunicación e interacción social, así como patrones de 

comportamiento repetitivos y restringidos. Desafortunadamente, no se disponen a la fecha 

medicamentos aprobados para tratar los síntomas 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, utilizándose fármacos fundamentalmente para el 

tratamiento de comorbilidades en caso de presentarse21,249,250. Entre los medicamentos 

disponibles se incluyen antipsicóticos, antidepresivos y estabilizadores de humor; sin embargo, 

es frecuente que los síntomas del TEA y las afecciones relacionadas a menudo persistan de 

manera refractaria. Como perspectivas a futuro, es de esperar que los tratamientos se hagan 

más personalizados conforme avanza nuestra comprensión de la heterogeneidad de los TEA. 



95 
 

Como en muchos casos se sabe que existen mutaciones involucradas en la patogénesis de este 

trastorno, muchas líneas de investigación apuntan al desarrollo de terapias centradas en el 

tratamiento de los mecanismos celulares alterados por las mismas21. Otras estrategias más 

innovadoras, como la terapia génica, aún están en sus primeras etapas de desarrollo251. 

Actualmente, las estrategias más utilizadas para el tratamiento del TEA incluyen enfoques 

conductuales, farmacológicos e intervenciones alimentarias.  

Tratamientos conductuales 

A la fecha, existen numerosas estrategias que surgieron como variaciones de la estrategia 

denominada “Método Lovaas de Análisis de Conducta Aplicada” (también conocido como 

“Entrenamiento de Ensayo Discreto”, DTT)252-254. Este método se basa en la intervención 

conductual intensiva, altamente estructurada y a largo plazo, y fue diseñado para niños 

pequeños. Se realiza de manera individual y tiene un sólido respaldo empírico, 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 niños mayores, adolescentes y adultos, 

siendo el alcance del mismo en estos últimos más limitado21. 

Tratamientos farmacológicos 

Aproximadamente un 70% de los pacientes con TEA presentan, además de los síntomas 

centrales, otras condiciones coexistentes, como el trastorno por déficit de atención e 

hiperactividad (TDAH), irritabilidad, agresión, problemas de estado de ánimo, ansiedad, entre 

otros255-257. Se estima que dos tercios de estos pacientes son medicados con fármacos para tratar 

estos síntomas21,256. El uso de fármacos depende en gran medida de las características 

individuales de cada paciente, ya que existen diversos perfiles de TEA para los cuales pueden ser 

necesarios medicamentos específicos. Algunos estudios demostraron, por ejemplo, que en 

ciertos casos puede existir una desregulación de los niveles de serotonina. Los niveles alterados 

de serotonina están vinculados a menudo a varios síntomas, como ansiedad y comportamientos 

repetitivos. En algunos de estos pacientes, a menudo se han utilizado inhibidores de la 

recaptación de serotonina y noradrenalina, y antidepresivos tricíclicos como medicamentos258. 

La sertralina es un fármaco que es habitualmente utilizado para estos casos, incluso en 

poblaciones etarias para las que no fueron diseñados21,259,260. Otros medicamentos que han 

demostrado utilidad para el tratamiento de síntomas como irritabilidad, y en menor medida 

para comportamientos repetitivos, son los antipsicóticos atípicos risperidona y aripiprazol; los 

cuales tienen afinidad sobre receptores de dopamina, serotonina, histamina y alfa-
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adrenérgicos261-264. Los antipsicóticos convencionales, como el haloperidol, al presentar mayor 

riesgo de efectos colaterales, se suelen reservar para casos severos y refractarios a esta nueva 

clase de antipsicóticos21,265,266. Por otro lado, debido a que un gran porcentaje de niños con TEA 

padecen además trastorno de déficit de atención 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 aprendizaje267. 

Con menor respaldo de efectividad, los agonistas alfa-2-adrenérgicos también son utilizados 

para tratar el déficit de atención e hiperactividad en los casos en los que los estimulantes no 

sean efectivos o sus efectos secundarios resulten inaceptables268,269.  

Dietas y suplementos dietarios como terapias para el TEA 

Las estrategias alimentarias utilizadas para mejorar síntomas del TEA varían desde suplementos 

puntuales hasta dietas complejas. Algunas estrategias involucran alimentos con características 

antioxidantes. El sulforafano, por ejemplo, que puede ser encontrado en verduras crucíferas, 

actúa como antioxidante, antiinflamatorio y protector mitocondrial. El mismo puede penetrar 

la barrera hematoencefálica, e induce el factor de transcripción Nrf2, estimulando la expresión 

de genes antioxidantes270. Algunos estudios mostraron que la suplementación de este 

compuesto produce mejoras significativas en síntomas de déficit de atención e hiperactividad. 

Otros antioxidantes, como ácidos grasos omega-3, también se han estudiado con resultados 

controversiales21. En este dinámico escenario terapéutico, se destaca un interés en constante 

crecimiento hacia enfoques alimentarios innovadores, siendo las dietas cetogénicas (DCs) un 

destacado ejemplo. Las DCs son regímenes alimentarios que implican una ingesta muy baja de 

carbohidratos, moderada en proteínas y alta en grasas. El objetivo es inducir un estado 

metabólico llamado cetosis, en el cual se metabolizan grasas para la obtención de energía 

debido a la falta de carbohidratos. Este proceso da lugar a la producción de cuerpos cetónicos 

(CCs), moléculas con funciones energéticas y de señalización que sirven como reemplazo de la 

glucosa en células y tejidos271,272. 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 convencionales273-277. En los últimos tiempos, 

además, ha existido un creciente interés en el potencial de estas dietas por su impacto en la 

mejora de la comunicación 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 divergentes278,279. Más aún, los mecanismos 

moleculares por los cuales estas dietas podrían representar un beneficio se desconocen. En los 

últimos años, se han propuesto algunas teorías que podrían sentar las bases para comprender 
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los beneficios de esta intervención alimentaria en distintas patologías. Una de las claves podría 

recaer sobre los CCs. 

El rol de los cuerpos cetónicos en la restricción calórica 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 restricción calórica en el aumento de la esperanza de vida280-283. Los beneficios de la 

restricción calórica (sin déficit nutricional) han sido evidenciados con marcadores de edad, y 

múltiples líneas de evidencia indican que brindarían una disminución de los factores de riesgo 

relativos a la patofisiología de la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, cáncer y 

desórdenes neurológicos281,284-288. La evidencia del potencial beneficio de la restricción calórica 

se puso de manifiesto incluso hasta en levaduras, en las que se demostró que este régimen 

aumenta el tiempo de vida cronológico de estos hongos289.   

Si bien no existe un consenso generalizado, la extensión de la longevidad parece estar 

relacionada con una disminución de la señalización a través de la vía de la insulina/receptor del 

factor de crecimiento similar a la insulina (IIS), vía altamente conservada en todo el reino animal. 

Como ya vimos, la reducción de IIS disminuye la producción de fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato 

(PIP3), lo que lleva a una reducción en la actividad de las quinasas PI3K y AKT y una disminución 

en la fosforilación del factor de transcripción FOXO. Como resultado, este factor de transcripción 

permanece en el núcleo, aumentando la transcripción de cientos de genes. Entre ellos, se 

destacan varios genes que codifican para enzimas antioxidantes, como superóxido dismutasa 2, 

catalasa, glutatión peroxidasa, etc280,290. En C. elegans, el descubrimiento del gen que codifica 

para el receptor de insulina daf-2 demostró que la pérdida del mismo duplica la esperanza de 

vida de estos mutantes, poniendo de manifiesto la importancia de esta vía de señalización en el 

aumento de la longevidad. Varios autores han propuesto que los beneficios de la restricción 

calórica podrían deberse, al menos en parte, al aumento de los niveles de CCs280,290-292.  

Los CCs son moléculas pequeñas derivadas de lípidos que proporcionan energía a los tejidos 

cuando hay escasez de glucosa, como en casos de restricción alimentaria o DC. En estos 

escenarios, después de que se agotan las reservas de glucógeno muscular y hepático, los ácidos 

grasos se movilizan desde los adipocitos y se transportan al hígado para su conversión en CCs: 

acetoacetato, β-Hidroxibutirato (βHB) y acetona, siendo el βHB el más abundante en el estado 

de cetosis. Estos CCs se distribuyen a través de la circulación sanguínea a tejidos 

metabólicamente activos, como el músculo o el cerebro, donde se metabolizan para producir 

ATP290,292,293.  
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Metabolismo y funciones energéticas del β-Hidroxibutirato 

El β-Hidroxibutirato (βHB) se ha identificado como un pequeño compuesto derivado de lípidos 

que actúa como portador de energía del hígado a los tejidos periféricos cuando los niveles de 

glucosa son insuficientes para cubrir las necesidades energéticas del cuerpo, como durante el 

ejercicio prolongado, la inanición o la ausencia de carbohidratos en la dieta. En humanos, la 

concentración sérica de βHB 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 

1 a 2 mM después de 2 días de ayuno y de 6 a 8 mM con inanición prolongada. Los niveles séricos 

de βHB 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 patológicas, como la 

cetoacidosis diabética, los cuerpos cetónicos pueden superar los 20 mM294. 

Como se mencionó previamente, el βHB se produce en el hígado, principalmente a partir de la 

descomposición catabólica de los ácidos grasos, y se utiliza como fuente de energía alternativa 

para el resto del cuerpo cuando los niveles de glucosa no alcanzan para cubrir las demandas 

metabólicas de los tejidos y órganos. Esto es especialmente importante en el cerebro, donde 

solo ocurre una cantidad muy limitada de beta-oxidación de ácidos grasos. En las mitocondrias 

Figura 32. Esquema del metabolismo del βHB. La imagen ilustra el mecanismo general por el cual el βHB llega 

hasta la célula y es metabolizado en la mitocondria. De igual manera, los precursores del βHB pueden viajar por 

el torrente sanguíneo e ingresar a las células. 
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de las células que utilizan el βHB, el mismo se cataboliza a acetoacetato por la β-Hidroxibutirato 

Deshidrogenasa 1 (BDH1). La reacción está vinculada a la reducción de NAD a NADH, el cual se 

dirige al complejo I 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 β-Hidroxibutirato ha sido descrito como un 

compuesto mimético de la restricción calórica295. Sus niveles aumentan en el plasma durante la 

misma; y cuando se administra exógenamente, conduce a la disminución de los niveles de estrés 

oxidativo. Esto ha despertado un creciente atractivo en el potencial terapéutico de este 

compuesto. 

El β-Hidroxibutirato es un potente regulador epigenético 

Tradicionalmente conocido por su papel como fuente alternativa de energía, el βHB ha emergido 

recientemente como un importante regulador epigenético. La epigenética es un concepto 

relativo a los cambios en la expresión génica que no implican alteraciones en la secuencia del 

ADN, y abarca modificaciones tales como la metilación de citosinas, modificación de histonas, 

etc. Estas modificaciones pueden ser influenciadas por factores ambientales y metabólicos296-

298. Una de las formas en que el βHB regula la epigenética es a través de la inhibición de las 

histonas desacetilasas (HDACs)299,300. Las HDACs son enzimas que eliminan grupos acetilo de las 

histonas y de otras proteínas no histonas tales como NF-κB, TP53, MYC y MYOD1, entre otros. 

Si las histonas se encuentran más acetiladas, la cromatina presenta una estructura más laxa, lo 

que generalmente resulta en una mayor transcripción génica301 (Fig. 33 A). El βHB ha 

demostrado ser un potente inhibidor de las HDACs de clase I y IIa, facilitando la transcripción de 

genes asociados con la supervivencia celular, la resistencia al estrés y la longevidad290,299,300 (Fig. 

33 B). Llamativamente, uno de los genes que son reprimidos por la actividad de las HDACs es el 

gen FOXO3a, lo cual repercute en una menor transcripción de enzimas de las vías 

antioxidantes302,303. Por otro lado, se demostró también que el βHB posee al menos 44 sitios 

específicos de unión a residuos de lisina en las histonas, produciendo así una regulación 

epigenética similar a la acetilación. Este tipo de interacción fue denominada β-

Hidroxibutirilación, y aumenta bajo condiciones de hambreado y DC en roedores304 (Fig. 33 C). 

La β-Hidroxibutirilación de las histonas tiene varias consecuencias importantes. En primer lugar, 

esta modificación epigenética puede aumentar la accesibilidad de la cromatina de igual manera 

que lo hace al inhibir a las HDACs, facilitando aún más la transcripción de genes que están 

implicados en la resistencia al estrés, la supervivencia celular y la longevidad. Sin embargo, esta 

modificación epigenética es aún más compleja, ya que los diferentes sitios de unión del βHB a 

las histonas pueden tener diversas consecuencias en la modulación de la transcripción génica. 
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De esta manera, el βHB cumpliría una doble función en contextos de restricción dietaria, 

reemplazando a la glucosa como metabolito energético, y conectando ampliamente el entorno 

exterior con la regulación epigenética y la función celular.  

 

El β-Hidroxibutirato como potencial agente terapéutico 

Como fue mencionado hasta ahora, existe creciente evidencia de que los CCs podrían ser los 

responsables de los beneficios observados en la restricción calórica, lo cual ha despertado gran 

interés en las DCs. Se postula que estas dietas podrían brindar beneficios similares a la 

restricción calórica, sin la necesidad de importantes ventanas de ayuno305,306. Este enfoque es 

particularmente interesante debido a que es factible implementar este tipo de dietas en 

pacientes con TEA. Sin embargo, su implementación 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 restricción calórica y de las DCs280,295. Más aún, varias líneas de evidencia sugieren que el 

βHB puede aumentar la actividad de las proteínas FOXO, aumentando la expresión de genes río 

abajo305,307,308. En conjunto, estas características han situado al βHB como uno de los posibles 

Figura 33. El β-Hidroxibutirato es un potente regulador epigenético. En situaciones de ingesta calórica normal, 

la actividad de la vía PI3K/AKT culmina en la fosforilación del factor de trascripción FOXO3a, el cual es 

degradado por ubiquitinación en proteosomas (A). Bajo restricción calórica, el βHB inhibe a las histonas 

desacetilasas clase 1 y 2 (B); y, alternativamente, se une a residuos específicos de lisina en las histonas (C). 

Cualquiera de las últimas dos situaciones, no mutuamente excluyentes, facilitan la expresión de genes 

citoprotectores y anti oxidativos río abajo. La inactividad de la vía PI3K/AKT, además, permite la translocación 

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

A B C 
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responsables de los beneficios de estas estrategias nutricionales280,290,305. Este metabolito ha 

sido objeto de investigación en varios modelos animales. Los beneficios observados en C. 

elegans van desde aumentos en la resistencia al estrés, termotolerancia, tiempo de vida, así 

como también disminución de agregados proteotóxicos en modelos de Parkinson y Alzheimer290. 

El potencial de este CC en la regulación de la vía 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 vía se encuentra desregulada, administrándolo de forma exógena, y evitando así la necesidad 

de implementar complejas dietas. 
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Objetivos 
Diversas hipótesis postulan que el metabolito βHB, característico de las DCs y la restricción 

dietaria, es capaz de inducir la actividad del factor de transcripción FOXO280,292. Este factor de 

transcripción 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 

sección previa, DAF-16 (homólogo de FOXO en C. elegans) resulta fundamental para el 

neurodesarrollo, en particular de las neuronas del sistema GABAérgico, las HSNs y las 

interneuronas AIYs. La falta de actividad de PTEN afecta negativamente a la actividad de FOXO 

debido a que es el principal modulador negativo de la vía de PI3K/AKT, que lo mantiene inactivo 

cuando es activada. La modulación 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 sección, se exploró la potencialidad del βHB en la mejora en los defectos 

comportamentales y morfológicos que previamente describimos en mutantes daf-18. Si el βHB 

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 así una posible intervención terapéutica para mejorar los defectos asociados con la 

disfunción de este gen. 

Objetivos específicos 

• Evaluar los efectos de la administración exógena del βHB, y particularmente, su 

potencial para aumentar la actividad del factor de transcripción DAF-16. 

• Evaluar el efecto de la suplementación de βHB sobre fenotipos alterados descubiertos 

en mutantes de daf-18 y daf-16, a saber: 

o Hipersensibilidad a fármacos estimuladores de la señalización colinérgica: 

aldicarb y levamisol. 

o Deficiencias durante la respuesta de escape disparada por estímulos mecánicos 

en región anterior (acortamiento excesivo inicial y giros en omega). 

o Morfología alterada en las comisuras de las motoneuronas GABAérgicas, HSNs 

y AIYs. 

o Respuesta deficiente ante la estimulación optogenética de los sistemas 

GABAérgico y colinérgico. 
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Resultados 

El βHB aumenta la expresión de SOD-3 en C. elegans 

Uno de los mecanismos propuestos para los efectos previamente reportados del βHB en C. 

elegans es el aumento de la actividad del factor de transcripción DAF-16. Dicha actividad puede 

ser evidenciada evaluando los niveles de expresión de sus genes diana, como lo es el gen que 

codifica para la enzima superóxido dismutasa SOD-3290. Por ello, decidimos llevar a cabo esta 

Figura 34. La exposición a βHB induce la expresión de sod-3 en mutantes daf-18, pero no en daf-16. Se evaluó la 

expresión de SOD-3 mediante fluorescencia en animales L4 control y expuestos a βHB (20mM) durante todo el 

desarrollo. A. Imágenes representativas de la fluorescencia. B. Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de 

cada animal relativizada a la condición 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 estadística entre animales 

control y tratados de cada cepa se determinó mediante la prueba de Mann-Whitney. 

A 

B 

Fluorescencia relativa Wild Type Wild Type + βHB daf-18 daf-18 + βHB daf-16 daf-16 + βHB daf-18;daf-16 daf-18;daf-16  + βHB

Promedio 1 0,9831 0,6697 0,8127 0,6799 0,753 0,6901 0,665

DE 0,3108 0,2935 0,2525 0,3543 0,3033 0,3411 0,215 0,2327
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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 βHB en las mismas. La 

exposición a βHB fue realizada mediante la incorporación 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 microscopía. Posteriormente, analizamos los niveles de fluorescencia con el 

software FIJI Image J. Como era esperado, notamos que tanto los mutantes daf-18, así 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 exposición a βHB aumenta 

la expresión 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 exposición a βHB parece ser dependiente de DAF-16, 

lo que respalda el hecho de que este compuesto podría estar elevando la actividad de este factor 

de transcripción. Llamativamente, no observamos un aumento de la expresión de SOD-3 en 

animales wild type. Esto podría deberse a la alta expresión de esta proteína en condiciones 

basales, lo cual podría inducir mecanismos regulatorios que limiten la capacidad del βHB para 

aumentar aún más sus niveles. En base a estos resultados, decidimos evaluar la capacidad del 

βHB para mitigar los defectos de daf-18 en aquellos ensayos en los que estos mutantes 

presentaron fenotipos deficientes. 

El βHB 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 farmacológicos como comportamentales, así como también anomalías en la 

morfología neuronal. Más aún, estos fenotipos parecen ser el resultado de una menor actividad 

del factor de transcripción DAF-16. Ya que el βHB parecería 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 farmacología y de respuesta de escape utilizando 

únicamente animales daf-18 y wild type expuestos durante todo su desarrollo a βHB. En estos 

experimentos, encontramos que la suplementación exógena de βHB 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). Más aún, el βHB también fue capaz de rescatar el 

fenotipo de acortamiento excesivo tras el estímulo mecánico en la región anterior durante la 
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primera fase de la respuesta de escape, lo cual refuerza la idea de que este cuerpo cetónico es 

capaz de revertir algunos fenotipos asociados a la pérdida de daf-18 (Fig. 35 B).  

  

 

 

Figura 35. La suplementación con βHB mejora déficits en mutantes daf-18. Los animales fueron expuestos a 

βHB (20 mM) durante todo el desarrollo (desde embrión hasta adultos jóvenes/L4) para evaluar un subconjunto 

de fenotipos seleccionados. A. Porcentaje de animales paralizados en función del tiempo tras el contacto inicial 

con agonistas colinérgicos. Se realizaron al menos cuatro experimentos independientes para cada condición, 

utilizando aproximadamente 20-25 animales por genotipo/ensayo. El análisis estadístico fue la prueba t de 

Student para comparar animales tratados y no tratados con βHB, utilizando el área bajo la curva (ABC) de cada 

ensayo. B. Medición de la longitud corporal en respuesta al estímulo mecánico anterior. Se realizaron tres 

experimentos independientes, con 30-40 animales por genotipo/ensayo distribuidos en tres experimentos 

independientes. Se utilizó la prueba t de Student para comparar animales tratados y no tratados con βHB.  

ABC Wild Type Wild Type + βHB daf-18 daf-18 + βHB

Promedio 8932 8528 11454 9655

DE 1638 763,9 1109 898,8

Promedio 13731 14000 16843 14077

DE 1283 1420 572,8 1615

Aldicarb

Levamisol

A  

 

B 

% Acortamiento Wild Type Wild Type + βHB daf-18 daf-18 + βHB

Promedio 1,03 1,63 3,56 1,73

DE 3,67 3,6 3,59 2,73
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El βHB actúa a través de la modulación positiva de DAF-16 

Tras validar el potencial del βHB para aminorar los fenotipos observados en animales daf-18, 

decidimos profundizar nuestro estudio, evaluando el efecto de la exposición de este compuesto 

tanto en animales daf-18 como también daf-16 para determinar si el factor de transcripción 

DAF-16 tiene un rol protagónico en el mecanismo de acción del mismo. Como demostramos en 

experimentos previos, la estimulación optogenética sobre el sistema de señalización 

Figura 36. El βHB mejora la respuesta motora de animales daf-18 ante estímulos optogenéticos selectivos sobre las 

motoneuronas GABAérgicas y colinérgicas. Resultados de la estimulación 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 βHB 20 mM durante todo el desarrollo. En cada gráfico se muestra la variación del área 

corporal relativa en función del tiempo (izquierda) y la cuantificación del área bajo la curva (media ± DE) para comparar los cambios 

inducidos por la luz entre diferentes cepas (derecha). Los cambios pueden expresarse en función del porcentaje de la variación en 

la longitud corporal (C). La exposición a βHB revirtió los defectos en mutantes daf-18, pero no en mutantes daf-16, indicando que 

βHB actúa a través de la modulación del factor de transcripción 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 estadística se 

determinó mediante la prueba t de Student. 

A 

B 

C % Wild Type Wild Type + βHB daf-18 daf-18 + βHB daf-16 daf-16 + βHB

Elongación 

(Estimulación 

GABAérgica)

3 2,3 1,8 2,8 2 1,5

DE 1,5 1,7 1,4 1,4 1,5 1,1

Acortamiento 

(estimulación 

Colinérgica)

5,2 5,9 6,5 5,2 6,5 6,2

DE 1,5 1,4 2,2 2,2 2,6 2,1



107 
 

GABAérgico induce la relajación general del cuerpo con el consecuente aumento de su longitud, 

mientras que la estimulación sobre el sistema colinérgico produce una contracción súbita que 

resulta en la disminución momentánea 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 

estimulación GABAérgica y una contracción exagerada ante estimulación selectiva del sistema 

colinérgico. Al repetir estos ensayos incubando previamente a estos animales con βHB, 

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 hipótesis de que el mecanismo de 

acción del βHB podría ser explicado, tal como fue sugerido, a través del aumento de la actividad 

del factor de transcripción DAF-16.  

En el mismo sentido, encontramos que únicamente los mutantes daf-18 tratados con este 

compuesto mostraron un aumento significativo en la proporción de giros en omega cerrados 

durante la respuesta de escape en comparación con la condición no tratada (Fig. 37). Si bien esta 

mejora es sutil y parcial, resulta notorio que la exposición a βHB no mejoró el desempeño de 

animales daf-16. Más aún, la doble mutante daf-18;daf-16 tampoco mejoró su desempeño en 

este ensayo, resultado que ratifica que este compuesto estaría actuando a través de la 

modulación del factor de transcripción DAF-16 (Fig. 37). 

Figura 37. El βHB aumenta la proporción de giros en omega cerrados de mutantes daf-18 durante la respuesta 

de escape. Cuantificación de giros en omega cerrados sobre el total de giros durante la respuesta de escape en 

animales L4 control y expuestos a βHB 20 mM durante todo el desarrollo. Se realizaron al menos ocho ensayos 

independientes para cada condición, utilizando aproximadamente 20 animales por genotipo/ensayo. Los 

resultados se presentan como media ± DE. Para la comparación estadística entre animales tratados y sus 

controles se utilizó la prueba t de Student. 
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Giro en omega cerrado 

% Giro en omega cerrado Wild Type Wild Type + βHB daf-18 daf-18 + βHB daf-16 daf-16 + βHB daf-18;daf-16 daf-18;daf-16  + βHB

Promedio 73,49 76,73 55,81 65,75 47,38 52,59 47,6 49,71

DE 14,29 13,55 13,17 11,06 19,34 18,99 13,88 15,12
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Animales tratados con βHB presentan una menor incidencia de defectos morfológicos en 

motoneuronas GABAérgicas  

En virtud de la correlación que encontramos previamente entre los resultados de los ensayos 

farmacológicos, comportamentales, y la morfología neuronal; el siguiente paso lógico 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 βHB durante todo el desarrollo, encontramos una considerable reducción 

de defectos en mutantes daf-18 (Fig. 38). De manera consistente con los resultados observados 

para los ensayos comportamentales, la exposición a βHB no redujo los defectos en neuronas 

GABAérgicas en mutantes daf-16 ni en la doble mutante daf-18;daf-16. En conjunto, estos 

resultados respaldan la hipótesis de que el βHB tendría el potencial de mejorar los defectos 

asociados a la pérdida de daf-18, a través de la modulación positiva del factor de transcripción 

DAF-16. En este sentido, vale la pena recordar que las motoneuronas GABAérgicas no son las 

únicas que presentan aberraciones morfológicas 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 submigración tras la 

pérdida de daf-18187; y 2) AIYs, un par de interneuronas que en estos mutantes detienen 

Figura 38. El βHB reduce los defectos de las comisuras GABAérgicas en mutantes daf-18 de manera dependiente 

de DAF-16. Cuantificación de defectos en las comisuras en neuronas GABAérgicas en animales L4 control y 

expuestos a βHB 20 mM durante todo el desarrollo. Se realizaron tres ensayos independientes para cada 

condición, utilizando aproximadamente 20 animales por genotipo/ensayo. Los resultados se presentan como 

media ± DE. La significancia estadística se determinó mediante la prueba t de Student. 

% Animales con defectos Wild Type Wild Type + βHB daf-18 daf-18 + βHB daf-16 daf-16 + βHB daf-18;daf-16 daf-18;daf-16  + βHB

Promedio 13,1 14,57 75,56 40 88,33 86,67 85 78,33

DE 2,705 13,49 12,62 8,66 12,58 10,41 5 7,638
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prematuramente su desarrollo quedando “truncas”69. En base a esto, nos preguntamos 

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

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

mecanismos específicos 

Para evaluar si el βHB es capaz de compensar los defectos ocasionados por la pérdida de función 

de daf-18 en las neuronas AIYs y HSNs, realizamos las cruzas genéticas daf-

18(ok480);mglS18[Pttx-3::GFP] (mutante nulo daf-18 con un reportero fluorescente en 

interneuronas AIYs) y daf-18(ok480);[Ptph-1::GFP] (mutante nulo daf-18 con reportero 

fluorescente en neuronas HSNs). En línea con lo reportado en la bibliografía, pudimos corroborar 

que la pérdida de daf-18 produce un truncamiento prematuro de las interneuronas AIYs en el 

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

Figura 39. La pérdida de daf-18 compromete el normal desarrollo de las neuronas AIYs y HSNs. A. Animales 

daf-18(ok480);mglS18[Pttx-3::GFP] expresando GFP en interneuronas AIYs. Las figuras de los cuadros inferiores 

muestran una representación esquemática de la imagen para facilitar la visualización, indicando con líneas de 

puntos el axón que está en un plano más profundo. Mutantes daf-18 muestran un truncamiento prematuro de 

los axones en el 100% de los casos (flechas blancas). B. Animales daf-18(ok480);[Ptph-1::GFP] expresando GFP 

en neuronas serotoninérgicas. Las ilustraciones de los cuadros inferiores representan esquemáticamente la 

ubicación de los somas correspondientes a las imágenes originales. Mutantes daf-18 presentan distintos grados 

de submigración en al menos una o ambas neuronas HSNs en un gran porcentaje de los casos (flechas blancas). 

Wild Type daf-18 
A 

AIYs 

Wild Type daf-18 
B HSNs 
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HSNs en un gran porcentaje de los animales (Fig. 39 B). A continuación, incubamos animales con 

βHB durante todo el desarrollo, para evaluar la morfología bajo microscopio. La evaluación de 

las AIYs se realizó en el estadio L4, mientras que las HSNs se evaluaron en estadio adulto joven 

para una mejor visualización de las mismas. Llamativamente, la incubación con βHB no mostró 

tener eficacia para evitar o revertir estos fenotipos morfológicos en las HSNs ni en las 

Figura 40. El βHB no previene los defectos de las neuronas AIYs y HSNs en animales daf-18. A.  Los procesos de 

las AIYs se visualizaron en animales L4 que expresan GFP en neuronas AIYs (Pttx-3b::GFP).  Izquierda: Esquema 

de la morfología y criterios para la clasificación del nivel de truncamiento (ver materiales y métodos). Rosa: 

Normal. Celeste: intermedio. Amarillo: severo. Derecha: Cuantificación de los defectos en animales control o 

bajo exposición a βHB (20 mM). B. Se visualizaron las HSNs en animales que expresan GFP en neuronas 

serotoninérgicas (Ptph-1::GFP). Izquierda: Esquema de la ruta migratoria de una HSN durante la embriogénesis 

y la posición normal aproximada del soma (círculo verde) en un animal adulto joven. Se ilustra solo una de las 

dos HSNs bilaterales. La clasificación se basa en la ubicación del soma en relación con la longitud del cuerpo, 

expresada como una proporción: púrpura claro (≥ 0.4, migración completa), púrpura intermedio (>0.2-<0.4, 

migración deficiente intermedia), púrpura oscuro (≤0.2, migración deficiente severa). Derecha: Cuantificación 

del porcentaje de animales con diferentes posiciones de migración (se consideró la neurona que menos migró 

en cada animal). Se analizaron adultos jóvenes control y bajo exposición a βHB (20 mM). Las barras representan 

los valores medios de al menos tres experimentos independientes.  

AIYs 

HSNs 
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interneuronas AIYs (Fig. 40 A y B), indicando que los procesos biológicos que gobiernan el 

desarrollo y/o mantenimiento de las mismas podría 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 βHB en prevenir o revertir estos 

fenotipos parece ser selectiva y específica de motoneuronas GABAérgicas.  

El βHB podría prevenir los defectos de daf-18 al actuar en una ventana crítica del desarrollo  

En los experimentos anteriores, se expuso a los animales a βHB durante todo el desarrollo, desde 

las etapas embrionarias hasta la etapa larvaria L4 o adulto joven, estadios donde se realizaron 

los ensayos. Este período de exposición 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 diferenciación 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 período crítico durante el desarrollo en el que se 

requiere la acción de βHB para prevenir defectos en las mismas. Para responder a este 

interrogante, realizamos tres ventanas de exposición 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 exposición 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 exposición incluyó la parte final de la etapa L1, 

toda la etapa L2 y la mayoría de la etapa L3 (L1-L3). La tercera ventana abarcó la parte final de 

la etapa L3, toda la etapa L4 y las primeras 6-7 horas de la etapa adulta (L3-AJ). Además, también 

incluimos un grupo que nuevamente estuvo expuesto desde huevo hasta 6-7 horas de la etapa 

adulta. Esta última ventana de exposición, al ser similar a la utilizada en los ensayos anteriores 

(H-L4), la denominamos H-L4/AJ. Los animales cuyo período de exposición finalizó antes del 

momento de ser evaluados, fueron transferidos a placas sin βHB para que continúen 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 exposición a βHB durante el desarrollo temprano (H-L1) resultó suficiente para 

aumentar la performance de los mutantes daf-18, mientras que las exposiciones al compuesto 

durante etapas juveniles posteriores (L1-L3 o L3-AJ), no fueron capaces de mejorar la respuesta 

de escape de estos animales (Fig. 41 B). Nuevamente, la exposición durante todo el desarrollo 

(H-L4/AJ) mostró tener el potencial de aumentar el porcentaje de giros en omega. En este 

contexto, decidimos evaluar la ventana de exposición más temprana (H-L1) y su efecto sobre la 

morfología de las motoneuronas GABAérgicas afectadas en estos mutantes. La exposición 
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durante el desarrollo temprano de los animales a βHB (H-L1) fue suficiente para reducir los 

defectos morfológicos observados en las motoneuronas GABAérgicas de animales daf-18, de 

igual manera que la exposición más larga (H-L4/AJ) (Fig. 41 C).  

Para esclarecer aún más el momento crítico en el cual el βHB tiene su efecto, repetimos este 

experimento con dos nuevas ventanas temporales de exposición, una para cada grupo de 

animales. El primer grupo fue expuesto desde huevo hasta la eclosión de los mismos, finalizando 

la exposición en el estadio L1 temprano. Este grupo de animales fue analizado bajo microscopio 

Figura 41. La exposición durante el desarrollo temprano a βHB es suficiente para reducir los defectos del 

sistema GABAérgico en animales daf-18. A. Los animales fueron expuestos a βHB durante períodos de 18 

horas en diferentes etapas del desarrollo: i) H-L1, la cual cubrió el desarrollo embrionario ex utero (~ 9 h) y 

las primeras 8-9 h de la etapa L1; ii) L1-L3, la cual cubrió la última 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 abarcó la última 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 exposición durante 

todo el desarrollo. B. Cuantificación de giros en omega cerrados en daf-18. C. Cuantificación de defectos en 

las comisuras GABAérgicas. Se realizaron cuatro y seis ensayos independientes para cada condición en B y 

C, respectivamente; utilizando aproximadamente 20-25 animales por genotipo/ensayo. Los resultados se 

presentan como media ± DE. Se realizó un ANOVA de una vía seguida de una prueba post hoc de Tukey para 

las comparaciones múltiples. 

A 

C

 

B

 

% Giro en omega cerrado Control H-L1 L1-L3 L3-AJ H-L4/AJ

Promedio 48,61 66,6 55,4 45,49 71,58

DE 3,672 5,77 1,953 2,237 12,05

% Animales con defectos Control H-L1 H-L4/AJ

Promedio 70,22 48,69 42,36

DE 14,37 9,921 14,96
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tanto en el estadio L1 (donde solamente las DD están presentes) como también en el estadio L4. 

Para el segundo grupo, repetimos a modo de control el tiempo de exposición de 18 horas 

comenzando la exposición desde la puesta de los huevos, para ser luego analizados en el estadio 

L4 (Fig. 42). Llamativamente, la exposición breve de 9 horas durante la cual se da el desarrollo 

embrionario ex utero, no fue capaz de mitigar los defectos morfológicos, probablemente por la 

impermeabilidad del huevo al βHB. Debido a que nuevamente observamos mejoras en animales 

expuestos durante 18 horas al βHB, parece probable que el βHB actúe en etapas muy tempranas 

del desarrollo en el estadio L1 reduciendo los defectos morfológicos del sistema GABAérgico 

producto de la pérdida de daf-18.  

 

 

 

Figura 42. El βHB no previene los defectos de neuronas GABAérgicas cuando se suministra exclusivamente durante el 

desarrollo embrionario ex utero. A. Diseño experimental. Los animales fueron expuestos a βHB en dos ventanas 

temporales distintas: i) desde la puesta del huevo hasta la eclosión (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 únicamente en el estadio L4. B. Comparación de defectos morfológicos 

entre los animales expuestos 9 horas, y aquellos expuestos durante 18 horas. Se realizaron tres ensayos independientes 

por condición, utilizando aproximadamente 20-25 animales por genotipo/ensayo. Los resultados se presentan como 

media ± DE. Se utilizó una prueba t de Student para el análisis estadístico. 

A B 

% Animales con defectos Control (L1) βHB 9h (L1) Control (L4) βHB 9h (L4) Control (L4) βHB 18h (L4)

Promedio 27,26 26,19 72,98 71,88 73,69 42,86

DE 4,291 3,595 11,26 3,303 1,031 2,857



114 
 

Discusión 
La búsqueda de tratamientos para los desórdenes del neurodesarrollo, y particularmente el TEA, 

está en constante desarrollo y evolución. Aunque aún no existe un tratamiento definitivo para 

el TEA, se han realizado avances significativos en la comprensión de este trastorno que han 

ayudado a desarrollar algunos abordajes terapéuticos. En esta sección, realizamos un abordaje 

general a diferentes tipos de tratamientos utilizados en la actualidad. Tanto este tipo de 

trastornos, así 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, farmacológicos y dietarios. Los abordajes 

comportamentales, apuntan a una mejora en la calidad de vida de los individuos afectados por 

TEA y sus familias, mediante un abordaje intensivo educacional y de entrenamiento de aspectos 

básicos del aprendizaje, en los cuales se busca mejorar al máximo posible las habilidades sociales 

y educacionales de estos individuos. Las estrategias farmacológicas, por su parte, abarcan el uso 

de fármacos con efectividad comprobada para el tratamiento de síntomas 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. Además, este enfoque apunta a mejorar ciertos aspectos de la 

sintomatología de las comorbilidades, sin resolver el origen del problema ni atacar a los síntomas 

centrales del TEA21. Por otro lado, las estrategias dietarias han demostrado ser prometedoras 

en ciertos tipos de trastornos. Entre las más 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 otorgarían beneficios, ni tampoco el perfil de 

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

En esta sección, hemos optado por una intervención dietaria basada en el metabolito βHB como 

objetivo de estudio debido a la gran cantidad de evidencia que respalda su potencial beneficio 

clínico. Este compuesto, que se genera de manera endógena bajo condiciones de restricción 

calórica y dietas libres de carbohidratos, es uno de los candidatos que permitirían explicar los 

mecanismos benéficos de estos regímenes alimentarios. Aparte de sus funciones energéticas, 

se ha demostrado que el βHB participa en mecanismos de señalización celular y epigenéticos, y 

que administrado de forma exógena es capaz de aumentar la actividad del factor de 
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transcripción FOXO en mamíferos. Esta característica convierte al βHB en un candidato 

prometedor para una estrategia terapéutica destinada a contrarrestar la baja actividad de FOXO 

producto de mutaciones en PTEN. En la primera sección, 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 función o la baja actividad del factor de transcripción DAF-16. Por 

este motivo, los animales daf-18 resultan un modelo interesante para poner a prueba la 

capacidad del βHB de aminorar los fenotipos defectuosos asociados a esta mutación. Por lo 

tanto, en esta sección, nos propusimos evaluar la capacidad del βHB para prevenir o revertir 

estos fenotipos. En mutantes daf-18, observamos que la exposición a este compuesto aumenta 

la expresión de SOD-3, una proteína diana de DAF-16, lo que permite evidenciar el aumento de 

la actividad de este factor de transcripción290,309,310. Más aún, en mutantes daf-16, el compuesto 

no mostró un aumento en la expresión de SOD-3, indicando que este efecto del βHB depende 

efectivamente de la actividad de DAF-16. En un análisis inicial, observamos que animales daf-18 

incubados con βHB mostraron un acortamiento similar al de animales wild type en la respuesta 

de escape ante un estímulo mecánico, y perdieron la hipersensibilidad a los fármacos 

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 βHB rescata los fenotipos de sobrealargamiento e hipercontracción tras la 

estimulación optogenética en los sistemas GABAérgico y colinérgico, respectivamente. Sin 

embargo, estos efectos no fueron observados en mutantes daf-16. La incubación con βHB 

también logró aumentar el porcentaje de giros en omega cerrados durante la respuesta de 

escape tras estimulación mecánica en daf-18, pero no así en mutantes daf-16. Por otro lado, 

uno de los resultados más impactantes que obtuvimos fue la reducción significativa de los 

defectos morfológicos de las motoneuronas GABAérgicas de mutantes daf-18 tras la incubación 

con βHB. En relación con esto, comprobamos que una breve exposición al βHB durante el 

desarrollo temprano fue suficiente para revertir estos defectos morfológicos, así como también 

para mejorar la ejecución 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, resultó incapaz de prevenir o revertir los defectos 

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

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

discutido en la sección anterior, daf-18 y daf-16 se caracterizan por una serie de defectos que 
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se evidencian en experimentos farmacológicos y comportamentales usualmente utilizados 

como screenings rápidos para detectar animales con posibles desbalances entre los sistemas de 

excitación e inhibición. Estos fenotipos, a su vez, se correlacionan fuertemente con aquellos 

observados en los ensayos de optogenética, y más aún con los defectos morfológicos 

observados en las motoneuronas GABAérgicas. Si existe un vínculo real entre estos defectos 

morfológicos y el resto de los fenotipos comportamentales, parecería lógico hipotetizar que el 

βHB podría estar aminorando los defectos comportamentales al disminuir la cantidad de 

aberraciones morfológicas en el sistema GABAérgico. Resultará entonces fundamental 

profundizar nuestro conocimiento sobre el probable vínculo entre estas aberraciones 

neuronales y el resto de los fenotipos comportamentales para poder entender si los beneficios 

resultantes por la administración de βHB se deben al mejoramiento general de la señalización 

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 ningún caso logró 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 transcripción DAF-16 es clave en el mecanismo molecular por el cual el βHB está 

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 

βHB estaría aumentando la actividad del mismo. El βHB ha sido extensamente estudiado en C. 

elegans en el contexto de envejecimiento. Se ha demostrado que la suplementación del mismo 

ha logrado extender el tiempo de vida, mejorar la resistencia al estrés oxidativo y térmico, y 

promover la expresión de genes citoprotectores, además de regular el metabolismo y la 

homeostasis en estos nematodes290. Uno de los mecanismos más estudiados del βHB es su 

capacidad de modular la expresión génica mediante epigenética. Como fue mencionado 

previamente, el βHB es un potente inhibidor de las histonas desacetilasas HDAC1 y HDAC2 en 

mamíferos, lo que genera el aumento de los niveles de acetilación en diversas regiones 

cromosómicas. La acetilación de histonas generalmente está asociada con la activación de la 

transcripción génica por alteración de la estructura de la cromatina. Cuando las histonas están 

acetiladas, su carga eléctrica se neutraliza, lo que reduce la atracción entre las histonas y el ADN. 

Esto hace que la cromatina se desenrolle más fácilmente, exponiendo así las regiones de ADN 

que contienen los genes para la transcripción. Como resultado, los factores de transcripción y 

las enzimas involucradas en este proceso tienen un mejor acceso al ADN, lo que facilita y 

aumenta la transcripción de los genes. Como fue mencionado previamente, se ha demostrado 

en mamíferos que el aumento de la acetilación por βHB promueve el aumento de los niveles de 
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FOXO3a; así como también otros genes antioxidantes y citoprotectores.  Es muy importante 

destacar, además, que HDAC1 y HDAC2 juegan un papel importante como reguladores del 

desarrollo neuronal. Durante el desarrollo del SN, estas HDACs participan en la regulación de la 

expresión génica y la plasticidad sináptica. Eliminar HDAC1 o HDAC2 individualmente en 

modelos animales puede tener efectos moderados en el desarrollo neuronal, pero la eliminación 

de ambos HDACs conduce a defectos más graves en la neurogénesis, la supervivencia celular y 

la función sináptica311,312. De manera similar a lo que ocurre en mamíferos, en C. elegans, el βHB 

inhibe las HDACs de clase I, aumentando la actividad de DAF-16290. Por lo tanto, es posible que 

este aumento de actividad de DAF-16 por la inhibición de HDACs mediada por βHB esté 

compensando la merma en la actividad del mismo producida por la hiperactivación de la vía 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 vía AGE-1/AKT, la cual culmina en la fosforilación 

de DAF-16, su ubiquitinación y posterior degradación). 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 inhibición de las HDACs por parte del βHB abre un abanico 

de preguntas que merecen tratamiento a futuro. Como se ha visto en mamíferos, las HDACs 

revisten una enorme importancia en el desarrollo y la supervivencia neuronal. En principio, el 

hecho de que la inhibición de las mismas promueva el aumento de expresión de muchos genes 

río abajo abriría 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 βHB sobre mutantes daf-16. Por otro lado, como también vimos previamente, el βHB 

se destaca por tener un rol particular en la señalización celular, especialmente si se considera el 

fenómeno de la β-Hidroxibutirilación, otro mecanismo conocido por el cual el βHB modula la 

regulación epigenética en la cual el βHB se une directamente a distintos residuos de lisina para 

regular la expresión génica304. Si bien tanto la inhibición de las HDACs (y por lo tanto el aumento 

de acetilación) como la β-Hidroxibutirilación de histonas son mecanismos compatibles uno con 

el otro y no excluyentes, esto diferencia al βHB de otros inhibidores de HDACs como el ácido 

valproico, por lo cual sería interesante evaluar el efecto que otros inhibidores de HDACs podrían 

tener sobre mutantes daf-18. Esto podría aportar evidencias acerca de cuál de los dos 

fenómenos epigenéticos (inhibición de HDACs o β-Hidroxibutirilación) es más determinante en 

este contexto, si es que alguno reviste más importancia. En este sentido, es importante destacar 

que la β-Hidroxibutirilación puede ocurrir en muchos sitios específicos, variando sus efectos en 

consecuencia. Por este motivo, esta marca epigenética debe ser diferenciada de otras como la 

acetilación y la metilación. Un ejemplo de ello es la marca H3K9bβHB, la cual aumenta la 
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expresión de genes relacionados con la respuesta al hambreado. En contraste, otras marcas 

epigenéticas asociadas con el aumento de la expresión genética, como lo son H3K9ac y 

H3K4me3, aumentan la expresión de distintos grupos de genes de los que se estimulan con 

H3K9bβHB304. 

Se ha propuesto, por otro lado, diversos mecanismos por los cuales el βHB podría estar 

modulando de forma directa la actividad de la vía de señalización insulinérgica290,295. En 

mamíferos, la administración de βHB reduce la señalización de la insulina en el músculo313. En 

ratas, por ejemplo, se ha demostrado que la administración de βHB reduce la fosforilación y la 

actividad de AKT río abajo del receptor de insulina314,315. En C. elegans, la inhibición de AKT-1 

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

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

Sería válido, por otro lado, pensar que la inhibición de las HDACs podría aumentar la actividad 

del factor de transcripción SKN-1, homólogo al Nrf-2 en mamíferos, un factor de transcripción 

que regula la respuesta al estrés oxidativo y el mantenimiento de la homeostasis celular. Este 

factor de transcripción disminuye la expresión de péptidos similares a insulina tales como DAF-

28 e INS-29, los cuales podrían disminuir la actividad general del receptor de insulina DAF-2, 

mientras que la disminución de esta vía podría a su vez disminuir la fosforilación de DAF-16, 

aumentando su actividad316. Más aún, la extensión del tiempo de vida en C. elegans por la 

suplementación de βHB depende tanto de DAF-16 como de SKN-1290. Dado que Nrf2 en 

mamíferos promueve la expresión de genes que codifican para proteínas antioxidantes y de 

reparación en respuesta a condiciones adversas317, podría pensarse que SKN-1 también esté 

involucrado en el mecanismo de acción del βHB en el contexto del presente trabajo. Sin 

embargo, tal como mencionamos previamente, no observamos beneficios parciales tras la 

suplementación de βHB en mutantes daf-16, por lo cual parece poco probable que SKN-1 tenga 

un rol independiente a DAF-16 en la regulación de los procesos que determinan los fenotipos 

observados.  

Desde otra perspectiva, se ha propuesto que los mecanismos subyacentes a los beneficios del 

βHB podrían deberse al metabolismo del mismo. La suplementación con βHB podría aumentar 

algunos intermediarios específicos del ciclo del ácido cítrico (ciclo de Krebs). Algunos de estos 

intermediarios, como el fumarato, malato y oxalacetato, aumentan la transcripción nuclear de 

DAF-16318,319. Por otro lado, también se ha demostrado que el metabolito alfa-ketoglutarato 

alarga la vida en C. elegans por mecanismos dependientes de la vía de TOR320. Sin embargo, al 

igual que con SKN-1, al no observar beneficios parciales del βHB sobre mutantes daf-16, 
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únicamente las vías que conectan a TOR con DAF-16 podrían respaldar este mecanismo, al 

menos en el contexto de los fenotipos observados en el presente trabajo. Restará profundizar 

en el efecto del aumento de los otros intermediarios del ciclo de Krebs tras la suplementación 

de βHB, aunque en principio, parece ser que la modulación epigenética es un mecanismo que 

podría explicar los beneficios de este metabolito de forma más robusta. 

Por último, aunque menos estudiado, es posible también que el βHB produzca cambios en el 

splicing alternativo de distintos genes, lo cual se podría dar por cambios en la velocidad de 

transcripción del ADN. La acción inhibidora sobre las HDACs puede favorecer la acetilación, 

generando una cromatina más laxa, mientras que la β-Hidroxibutirilación puede generar una 

gran diversidad de marcas sobre las histonas304. En conjunto, estas marcas epigenéticas pueden 

alterar la velocidad de elongación de la Polimerasa II, lo cual tiene un impacto directo en los 

mecanismos que regulan el splicing sobre las distintas clases de exones321-325. A modo de 

ejemplo, se ha utilizado ácido valproico, trichostatina A, y otros HDACs como complementos 

para favorecer la inclusión del exón E7 del gen SMN2, un gen afectado en la atrofia muscular 

espinal, evidenciando así el rol protagónico de los HDACs en los mecanismos regulatorios del 

splicing326. Sería interesante, por lo tanto, estudiar si existen cambios en el proceso de splicing 

tras la administración del βHB para determinar si este influye en variantes de transcripción que 

puedan explicar sus beneficios. 

Otro aspecto interesante relativo al potencial terapéutico que posee el βHB es el momento 

crítico 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 βHB puede corregir los defectos 

fenotípicos únicamente cuando se administra durante una ventana crítica del desarrollo 

temprano. La falta de efectos significativos al administrarlo más tarde sugiere que las mejoras 

están probablemente relacionadas con la capacidad del βHB en corregir o evitar procesos 

deficientes relativos al desarrollo. De no ser así, se esperaría que el mismo sea capaz de brindar 

beneficios independientemente del momento en el que es suministrado. Estos resultados 

refuerzan la hipótesis, planteada en la sección previa, de que los fenotipos observados podrían 

ser el resultado de procesos de desarrollo deficiente y no de procesos degenerativos; así como 

también muestran que el potencial terapéutico del βHB es fundamentalmente de tipo 

preventivo. 

Una de las mayores incógnitas que surgen de los resultados obtenidos, es el efecto específico 

que el βHB 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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AIYs. 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.  

Aunque comprender el mecanismo detrás de la acción de βHB requerirá estudios adicionales, 

nuestros resultados demuestran que este cuerpo cetónico modula positivamente a DAF-16 

durante el desarrollo neuronal. El siguiente paso lógico sería evaluar la expresión genética río 

abajo para determinar el o los genes que están implicados en estos fenómenos.  
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Conclusiones parciales 

➢ El βHB incrementa la expresión del factor de transcripción DAF-16. 

➢ La incubación prolongada con βHB durante el desarrollo mejora los fenotipos deficientes 

de mutantes de daf-18, reduciendo la hipersensibilidad a estimulantes colinérgicos, y 

respuestas erráticas en la respuesta de escape y ante estímulos optogenéticos. 

➢ El βHB reduce defectos morfológicos en las comisuras de motoneuronas tipo D 

GABAérgicas. 

➢ Una breve exposición al βHB durante el desarrollo temprano es suficiente para observar 

mejoras tanto a nivel morfológico como comportamental. 

➢ Los efectos del βHB no se observan en mutantes de daf-16 ni en la doble mutante daf-

18;daf-16, sugiriendo que el βHB actúa a través de la modulación de DAF-16. 

➢ El βHB no previene defectos en la migración de las HSNs ni en el desarrollo de 

interneuronas AIYs, indicativo de una acción selectiva específica. 
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Discusión general y 
perspectivas futuras 

A lo largo de este trabajo, hemos discutido brevemente las principales características 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 la 

actualidad, y particularmente hicimos foco en una estrategia dietaria basada en el metabolito 

βHB, 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 según la base de datos de SFARI), así como 

también para el estudio de los efectos que el βHB posee sobre estos mutantes. Hemos expuesto 

robusta evidencia acerca del rol crítico 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 

morfológicas de las motoneuronas GABAérgicas, las cuales se manifiestan junto con otra serie 

de fenotipos y podrían ser la causa de los mismos. Estos fenotipos incluyen hipersensibilidad a 

fármacos estimulantes del sistema colinérgico, déficits en la ejecución de comportamientos que 

requieren una fina coordinación entre los sistemas de señalización inhibitoria y excitatoria hacia 

los músculos durante la respuesta de escape, y respuestas musculares erráticas ante el estímulo 

optogenético específico sobre los sistemas GABAérgicos y colinérgicos. Mediante ensayos 

genéticos y análisis epistáticos, determinamos que los defectos en el desarrollo GABAérgico de 

los animales daf-18 se deben a la reducción de la actividad del ortólogo de FOXO, DAF-16. En 

efecto, DAF-16 se encuentra río debajo de DAF-18 en la vía de señalización insulinérgica AGE-

1/AKT, y pudimos observar, en mutantes de daf-16, fenotipos similares a los encontrados en 

mutantes daf-18. Por último, pudimos observar que la exposición al CC βHB 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; así como también sobre el potencial terapéutico del βHB. A continuación, 

ampliaremos la discusión de algunas de las aristas más 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 líneas de investigación. 
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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 vínculo 

que existe entre los defectos morfológicos en neuronas GABAérgicas y el resto de los fenotipos. 

Como ya hemos discutido en la primera sección, los resultados de los experimentos sugieren 

fuertemente que los distintos fenotipos observados podrían ser la consecuencia de los defectos 

morfológicos presentes en las motoneuronas GABAérgicas. No obstante, a pesar de la fuerte 

correlación entre los mismos, no disponemos de evidencia directa para aseverar una relación 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. Más aún, nuestros ensayos iniciales de farmacología en los que detectamos 

hipersensibilidad en estos mutantes, son pruebas utilizadas a menudo como screenings rápidos 

para detectar disrupciones en este equilibrio. Sin embargo, es fundamental destacar una vez 

más la importancia de realizar otro tipo de ensayos tales como electrofisiología para determinar 

inequívocamente esta situación. Esta técnica ha demostrado ser efectiva para el análisis 

funcional de uniones neuromusculares individuales212,327,328. Más aún, la exploración de las 

respuestas neuronales y musculares en distintas células del animal podría indicar si este 

desbalance es específico para ciertas regiones del sistema neuromuscular, o bien una situación 

generalizada. Adicionalmente, sería conveniente extender este análisis también al estudio de las 

terminales postsinápticas musculares, así como también a la funcionalidad y anatomía de estas 

células en búsqueda 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 podrían aportar datos fundamentales 

para la comprensión de las implicancias funcionales de las aberraciones morfológicas 

GABAérgicas, y brindar pistas adicionales para comprender cómo las mismas podrían 

desencadenar los fenotipos de locomoción. 

Mutantes daf-18 y daf-16 como plataformas para el estudio del equilibrio E/I 

A raíz 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 clínicos que han estudiado el efecto de fármacos para 

restaurar la actividad GABAérgica21,196,329. En el contexto particular de C. elegans, donde 

mutaciones en los genes daf-18 y daf-16 podrían estar afectando al equilibrio E/I mediante 

aberraciones morfológicas y funcionales en motoneuronas GABAérgicas, sería interesante 

evaluar el potencial de las distintas estrategias disponibles para reestablecer el balance entre 
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ambos sistemas de señalización en el caso de que se confirme este escenario. Es posible 

encontrar varios ejemplos de fármacos bajo activa investigación por su potencial de reestablecer 

el equilibrio E/I. La Bumetanida, por ejemplo, es un diurético aprobado inicialmente para aliviar 

la retención de líquidos en personas con enfermedades cardíacas, hepáticas o renales, y se ha 

utilizado para tratar la hipertensión arterial. El fármaco normalizaría los niveles de iones de 

cloruro en el cerebro, un desequilibrio que repercute en una deficiente acción inhibitoria 

GABAérgica, inhibiendo específicamente el cotransportador NKCC1 y modulando los niveles 

intracelulares de cloruro. De esta manera, restauraría el gradiente electroquímico necesario 

para la acción inhibitoria de GABA330. A pesar de que no posee cerebro ni riñones, C. elegans 

posee homólogos de transportadores iónicos clave, y utiliza sistemas iónicos fundamentales 

similares, por lo que resulta razonable explorar si la bumetanida tiene efectos similares en este 

modelo. El Arbaclofeno, un agonista del receptor metabotrópico GABAB, es otro ejemplo de 

fármaco 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 así a corregir los desequilibrios en la neurotransmisión que se observan en personas 

con TEA. El Canabidiol (CBD), un compuesto no psicotrópico de la marihuana, también ha sido 

investigado en este contexto. Aunque el CBD no actúa directamente como un agonista o 

antagonista del receptor GABA, puede influir en la neurotransmisión GABAérgica a través de la 

modulación indirecta de los receptores de endocannabinoides, también presentes en C. 

elegans331-333. Estos son solo algunos ejemplos del enorme abanico de medicamentos bajo 

estudio. Sin embargo, la eficacia de este tipo de estrategias dependerá, 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 morfológicas sean la causa de un desequilibrio E/I, podríamos anticipar que el 

abordaje terapéutico será complejo y probablemente más limitado que en otros casos donde la 

conectividad sináptica no se encuentre afectada. En este punto, por otra parte, merece la pena 

recordar además que el βHB es efectivo para la prevención 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 síntomas 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 está presente. La presencia 

de fenotipos específicos 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 biológico simplificado. 
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Análisis funcional de las mutaciones humanas de PTEN en C. elegans 

A raíz del enorme vínculo entre mutaciones de PTEN y el desarrollo de TEA en humanos, y las 

aberraciones morfológicas de motoneuronas GABAérgicas producto de mutaciones en daf-18 

en C. elegans, es evidente cuestionar si las mutaciones que ocurren realmente en humanos 

podrían 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 pequeñas inserciones/deleciones que alteran de manera específica la 

función de la proteína, muchas veces sin eliminar completamente su actividad. Estas mutaciones 

pueden afectar dominios funcionales clave, como el dominio fosfatasa o los sitios de interacción 

con otras proteínas, lo que da lugar a alteraciones en vías de señalización críticas, como la de 

PI3K/AKT144,334-336. 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, así como también para explorar cómo las mutaciones específicas 

influyen en el desarrollo neuronal y la funcionalidad de las motoneuronas GABAérgicas en un 

sistema simplificado y altamente manipulable. De encontrar aberraciones morfológicas con las 

variantes humanas, este sistema podría ganar aún más robustez para el estudio de TEA. Como 

vimos, daf-18 tiene un gran porcentaje de homología con PTEN, por lo que es posible realizar 

sustituciones en daf-18 similares a la que ocurren en PTEN. Más aún, 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 incierto218. 

Aspectos distintivos de las motoneuronas colinérgicas 

Otro aspecto enigmático 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 relación 

con esto, sería conveniente realizar estudios adicionales de microscopía 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 únicamente 

en las motoneuronas GABAérgicas, podríamos esperar que existan características distintivas en 

el desarrollo de estas células que las diferencien de otras neuronas. En este sentido, como ya 

mencionamos, existen procesos específicos de reorganización neuronal durante el desarrollo 

larval en este grupo de neuronas. Tras la eclosión 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 músculos ventrales del animal. Más 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 músculos ventrales y extiende una 

conexión hacia el cordón nervioso dorsal para recibir señales de las neuronas colinérgicas DA y 

DB337-339. Avanzada la etapa L1, y hasta finales de la etapa L2, las sinapsis ventrales preexistentes 

se eliminan; la salida de las señales se desplaza hacia los músculos dorsales, y la entrada es 

proporcionada por las neuronas motoras colinérgicas VA y VB en el cordón nervioso ventral337-

340. Durante esta organización, la morfología de las comisuras no sufre cambios más allá de los 

propios del escalado por durante el crecimiento. Dado que las comisuras son defectuosas ya en 

la etapa temprana L1 (antes de la reorganización), podemos inferir que este déficit específico en 

el neurodesarrollo de las motoneuronas GABAérgicas no es consecuencia de una reorganización 

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 remodelación sináptica338-340. Si bien los eventos de reorganización 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, 

ortólogo de ITGA6 (subunidad alfa 6 de integrina en humanos), las que afectan notoriamente la 

morfología de las comisuras GABAérgicas sin afectar a las colinérgicas237. En relación con esto, 

al igual que con mutaciones en PTEN, se ha relacionado la presencia de mutaciones en las 

integrinas neuronales con defectos en el neurodesarrollo en mamíferos341. Es interesante 

destacar que la vía de señalización PI3K/AKT/FOXO y la señalización de integrinas están 

interrelacionadas342. Esta observación 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 expresión y/o función de las integrinas. En el mismo sentido, las mutaciones 

en eel-1 (ortólogo 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 expresión en ambos tipos 

neuronales343,344. Las consecuencias fenotípicas 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 podría ser 
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relevante para la comprensión de los TEA y otros trastornos, proporcionando valiosa 

información 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 

información mecanística subyacente a los defectos morfológicos provocados por la pérdida de 

daf-18, en particular la actividad autónoma de DAF-16. Esto es llamativo, ya que los defectos en 

el SN de mutantes en PTEN muchas veces guardan relación con la hiperactivación de la vía 

mTOR176,228,345. Por ejemplo, las migraciones aberrantes y neuronas ectópicas observadas en 

modelos murinos condicionales para PTEN pueden ser prevenidas mediante el uso de 

inhibidores de mTORC1 como rapamicina346,347.  La vía de mTOR desempeña un papel 

fundamental en el crecimiento, la proliferación y la migración de todas las células; por lo tanto, 

se considera esencial para el desarrollo de un organismo. La pérdida total de componentes clave 

de la vía es letal durante el desarrollo embrionario en mamíferos348. Sin embargo, además de su 

papel en la modulación de mTOR para regular el crecimiento del axón, PTEN desempeña un 

papel directo e independiente de mTOR en la regulación del crecimiento, ramificación y colapso 

axonal al modular los niveles de PIP3. El axón necesita, para crecer, una acumulación de PIP3 en 

el cono de crecimiento, lo cual se logra mediante el secuestro de PTEN lejos de la membrana 

mediante su fosforilación. De forma inversa, inhibidores del crecimiento como algunas 

semaforinas reclutan PTEN en su conformación activa al sitio de crecimiento162,349. 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 CK2α previniendo la inactivación de PTEN163. Sin embargo, a pesar de los múltiples 

mecanismos vinculados o no con la vía 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 disminución de la actividad de DAF-16 en las neuronas afectadas. Este factor 

de transcripción parece tener roles críticos en el desarrollo del SN, y cada vez se documenta más 

evidencia al respecto. Por ejemplo, en roedores, la disminución de la actividad de FOXO durante 

el desarrollo temprano reproduce características neuropatológicas similares a aquellas 

encontradas en pacientes con TEA, como un aumento en el tamaño del cerebro y el grosor 

cortical350,351. FOXO posee un rol autónomo en el crecimiento axonal de neuronas granulares 

cerebelosas en ratas352. Más aún, se ha determinado que la actividad autónoma de DAF-16 en 

las neuronas motoras GABAérgicas de C. elegans es clave para el crecimiento axonal durante la 

regeneración353. Nuestros experimentos de rescate sugieren fuertemente que la vía AGE-1/DAF-

18/AKT-1 modula el desarrollo de las neuronas motoras GABAérgicas al actuar autónomamente 
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en estas células. En el mismo sentido, como ya hemos mencionado previamente, la actividad 

autónoma de DAF-16 coordina el crecimiento axonal en las interneuronas AIYs69, mientras que 

la actividad en la hipodermis modula la migración neuronal de las HSNs en C. elegans187. 

Nuestros hallazgos resaltan el papel crucial de DAF-16 en el neurodesarrollo, y la necesidad de 

determinar la mecánica molecular subyacente. En este sentido, una posible conexión entre 

FOXO y el neurodesarrollo podría 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 morfológicos243. En C. elegans, se ha 

demostrado que una actividad reducida de DAF-16 regula negativamente la autofagia354. Por 

otro lado, la reducción de FOXO induce un aumento de la apoptosis neuronal durante el 

desarrollo embrionario en peces cebra (Danio rerio)355. En este contexto, cada vez hay más 

evidencia que respalda la idea de una conexión entre la señalización anormal de la autofagia, la 

apoptosis y los defectos en el neurodesarrollo356,357. Otro mecanismo potencial podría involucrar 

a la quinasa activadora de p21 (PAK1), un gen target río abajo de FOXO que también modula el 

neurodesarrollo187,358. La pérdida de PAK1 en ratones suprime selectivamente la señalización 

GABAérgica359. Dado que nuestros experimentos sugieren la participación de DAF-16 en 

desarrollo de las células GABAérgicas, es posible que PAK-1 desempeñe un papel importante en 

la morfogénesis GABAérgica al actuar autónomamente en estas neuronas motoras. En este 

punto, es importante aclarar que no se ha reportado la expresión de PAK-1 en motoneuronas 

GABAérgicas de animales L4 según la base de datos Cengen 

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

expresión transitoria en estas células durante las etapas larvales tempranas.  

Resulta evidente, de todo esto, que la vía PI3K/AKT/FOXO desempeña roles fundamentales en 

el neurodesarrollo, y aún queda un extenso camino por recorrer para desentrañar los 

mecanismos moleculares que la misma regula. Profundizar en estos procesos no solo ampliará 

nuestra comprensión básica del neurodesarrollo, sino que también podrá ofrecer nuevas 

estrategias terapéuticas para abordar trastornos relacionados. 

Aplicaciones terapéuticas del βHB 

Otros asuntos que resultan interesantes para explorar en mayor profundidad a futuro, son 

aquellos relativos al potencial terapéutico del βHB. Múltiples líneas de evidencia que involucran 

varios modelos animales, desde C. elegans hasta mamíferos, sugieren que existe un período 

sensible, generalmente temprano en el desarrollo, donde las intervenciones farmacológicas o 

genéticas son más efectivas para mitigar las consecuencias de los defectos del neurodesarrollo9. 

https://cengen.shinyapps.io/CengenApp/
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Sin embargo, también existe evidencia reciente que muestra que ciertos defectos del 

neurodesarrollo pueden mejorar con intervenciones durante la edad adulta360. Nuestros 

resultados demuestran que el βHB puede rescatar los fenotipos defectuosos de animales daf-18 

solo cuando la exposición ocurre durante un período crítico temprano. La eficacia limitada del 

βHB en etapas posteriores del desarrollo, sumado al hecho de que la exposición de por vida a 

este cuerpo cetónico 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 podrían 

encontrarse presentes antes de que el βHB entre en contacto con el animal podría explicar la 

incapacidad del mismo en prevenir una gran parte de las alteraciones detectadas. Relativo a 

esto, uno de los resultados más llamativos fue la incapacidad del βHB de prevenir los defectos 

encontrados en las neuronas como las AIYs y las HSNs, las cuales también son afectadas por la 

pérdida de daf-18 y la consecuente disminución de actividad de DAF-16. En el caso de las AIYs, 

este fenómeno podría tener una explicación en la cutícula del huevo, la cual es permeable a 

agua y oxígeno e impermeable a la mayoría de los metabolitos. El desarrollo de las interneuronas 

AIYs es estereotipado y ocurre en etapas embrionarias muy tempranas. Los somas de las AIYs se 

hacen visibles alrededor de 360 minutos después de la fertilización, y el crecimiento de las 

neuritas comienza aproximadamente 50 minutos más tarde, con el cono de crecimiento 

extendiéndose desde el lado anterior de la célula. El crecimiento de las neuritas continúa hasta 

que alcanzan la línea media dorsal, concluyendo alrededor de los 490 minutos post fertilización. 

Posteriormente, las neuritas AIYs continúan creciendo en tamaño, alcanzando una longitud final 

de aproximadamente 13 μm entre los 550 y 840 minutos después de la fertilización, escalando 

acorde al crecimiento del animal69. Si los defectos en estas neuronas se producen antes de que 

el βHB tenga contacto efectivo con el embrión, resulta lógico 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 eclosión del huevo. Específicamente, 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 cordón 

nervioso ventral (procesos PVP y PVQ). Las células precursoras de la vulva guían los procesos 

emergentes de las HSNs ventralmente. También organizan los dos procesos de las HSNs para 

que se unan al cordón nervioso ventral en dos fascículos separados e inducen su desfasciculación 

del cordón nervioso ventral y su ramificación en la vulva188. Sería 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 podría explicar la incapacidad del βHB 

en prevenir estos defectos. 
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Por otro lado, es importante destacar que el βHB fue capaz de prevenir algunos de los fenotipos 

de los mutantes daf-18 solamente de forma parcial, sin lograr una reversión total. En este punto, 

si la baja permeabilidad de la cutícula del huevo está obstaculizando el contacto del βHB con el 

embrión, es interesante mencionar que se conocen mutaciones que aumentan la permeabilidad 

de los huevos al afectar genes con roles críticos en el desarrollo de sus diferentes capas. La 

mutación perm-1, por ejemplo, se caracteriza por generar una alta permeabilidad sin afectar 

significativamente el desarrollo del animal361,362. Animales perm-1 y otros mutantes se utilizan a 

menudo para investigar la introducción de diferentes compuestos temprano en el desarrollo363. 

Sería interesante explorar la capacidad de penetración del βHB en estas cepas, y evaluar a su 

vez el potencial de prevenir más defectos en las poblaciones neuronales afectadas por la pérdida 

de daf-18.  

Por último, es altamente probable, como mencionamos anteriormente, que el βHB esté 

cambiando la expresión de muchos genes río debajo de daf-16. Por lo tanto, sería oportuno 

analizar a futuro el perfil de expresión génica en neuronas GABAérgicas de animales daf-18 tras 

la administración de βHB 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 anomalías conductuales 

en individuos con TEA. Aunque los mecanismos exactos que subyacen a los efectos clínicos de 

las DCs no se comprenden completamente, se ha correlacionado su eficacia con un aumento en 

la señalización de GABA364-366. En este punto, no obstante, vale la pena recordar que estas dietas 

pueden conducir a estados fisiológicos complejos, con numerosos componentes activos, y que 

el βHB es solo uno de ellos. Por lo tanto, no es nuestra intención postular al βHB 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 suplementación 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 biológicos generales, para el estudio de distintas 

enfermedades, y para realizar investigaciones preliminares en búsqueda 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, podría existir la posibilidad 

de obtener dichos beneficios mediante la suplementación directa de βHB sin la necesidad de 

implementar dietas complejas. Por lo tanto, es fundamental explorar en mayor profundidad los 

cambios metabólicos 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 pequeño porcentaje. Entender las consecuencias subyacentes a estas mutaciones 

puede, no obstante, representar avances significativos para la comprensión de los TEA, ya que 

diversos mecanismos podrían ser comunes o convergentes entre las distintas etiologías. Dado 

que la vía de PI3K/AKT está altamente conservada en los animales, este estudio proporciona 

información universalmente relevante sobre cómo las alteraciones en esta vía conducen a 

defectos del neurodesarrollo y los mecanismos subyacentes a los efectos positivos de las DCs en 

estos trastornos. 
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Conclusión general 
En la presente tesis, hemos realizado un abordaje básico 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 mutación del gen daf-18 (homólogo de PTEN) 

produce defectos comportamentales y de morfología 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 

transcripción DAF-16 (homólogo de FOXO de mamíferos). En este aspecto, hemos abordado la 

temática de las DCs como potencial herramienta terapéutica. Una de las características 

subyacentes a esta y otras estrategias alimentarias es la producción de CCs, entre los cuales el 

más importante en abundancia es el βHB. 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 suplementación del CC βHB en C. elegans, observando que 

el mismo es capaz de atenuar los fenotipos asociados a la pérdida de función de daf-18. El 

compuesto es eficaz en aminorar parcialmente algunos defectos que dicha mutación origina 

durante el desarrollo temprano de una manera dependiente de DAF-16 (Fig. 43). La 

suplementación tardía del βHB no resulta en beneficios evidentes. Este estudio representa un 

Figura 43. Resumen gráfico 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 serán necesarios para el desarrollo de terapias efectivas, tanto para el TEA como 

también para otros DND. 
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