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Resumen

La ubiquinona (UQ) es un lipido esencial en la mayoria de los organismos, por su
funcion como transportador de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial, con
un rol central para la fosforilacién oxidativa, y como antioxidante en las membranas. La
UQ proviene de la biosintesis y en el caso del nematodo C elegans también en
pequefas cantidades de la dieta basada en £. coli. Existen mutantes de este nematodo
en la via de biosintesis de UQ, siendo el mutante en c/k-7 el mas estudiado por ser el
Unico viable y que ademas presenta mayor longevidad respecto a la estirpe silvestre
(N2), siempre y cuando el alimento contenga una fuente de UQ. Con una dieta sin UQ

el mutante en c/k-7 no completa su desarrollo y se detiene en el estadio larvario L2.

C. elegans cuenta con otra benzoquinona particular, la rodoquinona (RQ). Permite el
funcionamiento en reversa de la succinato deshidrogenasa, es decir como fumarato
reductasa, lo cual es de gran importancia en situaciones de hipoxia, donde la UQ no
puede regenerarse. La RQ se encuentra en organismos que en alguna etapa de su vida
habitan en atmosferas con baja tensién de oxigeno. En el caso de C elegans, se ha
especulado que podria ser Util en el estadio de resistencia, dauer, y para sobrevivir en
ambientes con sulfuro o cianuro que pueden ser producidos por bacterias como
Pseudomonas spp. La biosintesis de RQ en C elegans es a través de la via de la
kinurenina, cuyo precursor es el triptéfano que también da lugar a la sintesis de novo
de NAD". La via de biosintesis de RQ comparte algunas enzimas con la biosintesis de
UQ, pero al contrario de ésta, no se ha definido cabalmente la importancia de la RQ. En
el marco de esta tesina se evaluaron los fenotipos de los mutantes nulos en la
biosintesis de UQ (c/k-71(gm30)), de RQ (kynu-1(tm4924), y el doble mutante (c/k-
T,kynu-1), en dietas con y sin UQ, con el fin de estudiar qué procesos se ven afectados
por la ausencia de estas benzoquinonas. Los resultados indican que a diferencia de los
mutantes en c/k-7, los mutantes en kynu-7 pueden vivir ain con alimento sin UQ, en
tanto el doble mutante puede reproducirse en dieta con UQ, pero exhibe fenotipos
adicionales al mutante en c/k-7 (movimientos mas lentos, mayor desincronizacion de
los estadios y progenie temprana inviable) y también sufre un arresto larvario si se
alimenta con dieta sin UQ. De forma complementaria se puso en marcha un protocolo
de respirometria en los nematodos en el equipo Seahorse XF Pro Analyzer, con
resultados preliminares que indican que el mutante en c/k-7 tiene una menor tasa de

consumo de oxigeno (OCR) que N2, el mutante en kynu-7 no exhibe diferencias
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apreciables con N2, pero el doble mutante tiene un OCR mas alto que N2, por lo que la
falta de ambas benzoquinonas genera un nuevo fenotipo, resultado, que no podemos
racionalizar sin nuevos experimentos que permitan disecar mejor el fendédmeno

observado.

Palabras clave: ubiquinona, rodoquinona, C elegans, clk-1, kynu-1, respirometria,

cadena de transporte de electrones



Introduccion

Ubiquinona: importancia y funciones

La ubiquinona, coenzima Q o UQ es una benzoquinona muy importante en la
produccion de energia, presente en los tres dominios de lo viviente, dejando en
evidencia su esencialidad en los organismos. Consta de una “cabeza” benzoquinona
redox activa y una “cola” poliisoprenoide hidrofébica, cuyo largo (nUmero de unidades
de isopreno) varia segun las especies. En Escherichia coli tiene 8 unidades (UQ8), en
Saccharomyces cerevisiae tiene 6 unidades (UQ6), en Caenorhabditis elegans es UQ9 y
en humanos, la conocida UQ10. La regién hidrofébica le concede la capacidad de
difundir libremente por las membranas, elemento clave para cumplir sus funciones.
Tiene tres estados de oxidacion: la forma reducida (ubiquinol, UQH,), la forma
intermedia (semiubiquinona, UQH+) y la forma totalmente oxidada (ubiquinona, UQ)
(Figura 1) (revisado en Wang & Hekimi, 2019). La semiubiquinona es un radical
relativamente estable, no oxidante, que puede reducir al oxigeno a superoxido (Cape et
al., 2007). La generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) son habituales en la
mitocondria y existen diversos mecanismos para evitar su dafio y la propagacion de
reacciones radicalares, como son las superoxido dismutasas (SOD), capaces de

transformar el superdxido en perdxido de hidrogeno (Turrens, 2003).
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Figura 1. Estructura quimica y estados de oxidacion de la ubiquinona. Se puede encontrar
oxidada como ubiquinona, parcialmente reducida como el radical semiubiquinona o
semiquinona y totalmente reducida como ubiquinol. Extraido de Wang & Hekimi, 2019.



La UQ tiene un rol esencial en la cadena respiratoria mitocondrial, donde actia como
transportadora de electrones desde los complejos | y Il al lll (revisado en Wang &
Hekimi, 2013), mecanismo que es acoplado a la sintesis de ATP por fosforilacién
oxidativa. Ademas, la UQ tiene diversas funciones, ya que también actia como
antioxidante en las membranas celulares, regenerando al tocoferol (vitamina E) y al
acido ascorbico (vitamina C) para prevenir la lipoperoxidacion, ayuda a regular la
relacién [NAD*]/[NADH] y media el metabolismo del sulfuro, la sintesis de pirimidinas,
la B-oxidacion de acidos grasos y la oxidacién de aminoacidos de cadena ramificada

(Bentinger et al., 2010; Desbats et al., 2015).

Su biosintesis se ha estudiado tanto en procariotas como en eucariotas. La mayoria de
las enzimas involucradas son homologas, derivadas de genes ortdlogos, apoyando el
origen ancestral comun y conservacion de dicha via a lo largo de la evolucion (Pierrel et
al, 2022). Se ha visto que su deficiencia, por mutaciones que afecten la biosintesis
(deficiencias primarias de UQ), conlleva a serios problemas de salud, que en el ser
humano y otros mamiferos son de manifestacién clinica heterogénea. Para el ser
humano, las patologias son compartidas con las de otras enfermedades mitocondriales
en donde la cadena transportadora de electrones (CTE) se ve afectada (revisado en
Desbats et al, 2015). En particular la deficiencia de UQ se encuentra asociada a
encefalopatias, retraso mental, epilepsia, fallo renal, atrofia éptica, debilidad muscular y
obesidad, entre otras. Dependiendo el gen y el grado de afectacion, algunas de estas
manifestaciones se logran revertir con un suplemento de UQ10, dado que pueden

absorberse pequefias cantidades de la dieta (revisado en Desbats et al., 2015).
Ubiquinona en la cadena respiratoria

Las cadenas respiratorias dependientes de UQ son similares entre organismos
procariotas y eucariotas, con la gran diferencia que en los primeros ocurre asociada a la
membrana plasmatica, y en los ultimos dentro de la mitocondria. Existen ademas otras
CTEs que confieren ventajas adaptativas a distintos ambientes; en particular, la CTE

dependiente de rodoquinona (RQ), en la que ahondaremos mas adelante.

La cadena respiratoria tipica consta de 4 complejos proteicos (I al IV) que generan un
gradiente electroquimico utilizado para la sintesis de ATP por la ATP sintasa, muchas
veces considerada como el complejo V (Figura 2). Estos complejos son transmembrana

y en las células eucariotas, se encuentran en la membrana mitocondrial interna



(revisado en Wang & Hekimi, 2016). En la CTE el poder reductor (en forma de NADH)
obtenido del catabolismo de nutrientes es oxidado a NAD* y los electrones son cedidos
secuencialmente a la UQ, al Citocromo c (Cit ¢) y el Ultimo término al oxigeno, a través
de los distintos complejos (I, lll y IV respectivamente). El oxigeno es el aceptor final de
electrones, que se reduce a agua. El complejo I, en tanto, recibe electrones del
succinato y los cede a la UQ, aportando electrones a la CTE. La energia de este proceso
es utilizada para el bombeo de protones al espacio intermembrana por los complejos |,
lll'y IV y genera un gradiente electroquimico que puede ser utilizado como fuerza
protdn-motriz para impulsar la sintesis de ATP por fosforilacion oxidativa (Cox &

Nelson, 2008).

Asi pues, la UQ interviene en los complejos |, Il y I (Figura 2). En el complejo | (NADH
deshidrogenasa) recibe dos electrones del NADH que los cede a la UQ, a través del
FMN y los centros ferro-sulfurados (Fe-S). En ese proceso, el NADH se oxida a NAD" y
la UQ en UQH.. Estos centros Fe-S aceptan y donan de a un electrdn, lo que lleva tanto
al FMN como a la UQ a formar radicales que pueden desencadenar la produccion de
ROS. El UQH, formado puede difundir hacia el complejo lll para donar sus electrones al
Cit c y permitir que mas H* sean bombeados. El complejo Il (succinato deshidrogenasa)
es la uUnica enzima del ciclo del acido citrico asociada a la membrana mitocondrial
interna. La actividad succinato deshidrogenasa oxida el succinato a fumarato, al tiempo
que reduce la UQ a UQH,, vinculando directamente el ciclo del acido citrico con la
cadena respiratoria con el aporte de electrones. Tiene asociado al FAD, que transfiere
electrones del succinato a la UQ, nuevamente por centros Fe-S (Cox & Nelson, 2008).
La UQ también recibe electrones de otras fuentes, como de la B-oxidacion de acidos
grasos y del catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada a través de la
flavoproteina de transferencia de electrones deshidrogenasa (ETFDH) o de forma
directa como de la dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) involucrada en la
biosintesis de pirimidinas, glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) de la glucdlisis y
gluconeogénesis, colina deshidrogenasa (CHDH) del metabolismo de la glicina y de la
sulfuro quinona oxidorreductasa (SQR), enzima esencial para la detoxificacion del
sulfuro (Figura 2) (revisado en Wang & Hekimi, 2016). Estas enzimas y complejos
enzimaticos reducen UQ a UQH, que lleva los electrones hasta el complejo I
(ubiquinona-citocromo ¢ oxidorreductasa) donde los cede, a través de grupos hemo y

centros Fe-S, al Cit ¢, un transportador de electrones proteico que en eucariotas se



encuentra en el espacio intermembrana de la mitocondria. El complejo tiene dos
cavidades, que le permiten a la UQ el libre pasaje entre las caras de la membrana
mitocondrial interna, proceso por el cual transfiere sus electrones al Cit c. En el marco
de dicho proceso, se propuso el ciclo de la UQ, en el que se necesitan 2 Cit ¢ para
oxidar una molécula de UQH,. Ocurre en dos pasos: en el primero un UQH, dona un
electron al Cit ¢ y el segundo electron a UQ, para formar UQHe y el consecuente
bombeo de H*; el segundo paso, requiere una segunda molécula de UQH, que da un
electrén a un Cit ¢ y el otro al UQH+ formado anteriormente, nuevamente con el
bombeo de H*(Cox & Nelson, 2008). El Cit ¢ reducido lleva sus electrones al complejo
IV (citocromo oxidasa); dentro de este complejo los electrones viajan por grupos hemo

y centros Fe-Cu, para ser utilizados en la reduccién de O, a H,0.

Los protones translocados al espacio intermembrana son mayoritariamente
aprovechados por la ATP sintasa, que utiliza energia del gradiente proton motriz para
la sintesis de ATP. La cadena de transporte de electrones asociada a la sintesis de ATP
se denomina fosforilacién oxidativa y es un proceso fundamental en la obtencién de
energia para la mayoria de los organismos aerébicos (Cox & Nelson, 2008). La fuerza
protdbn motriz también es utilizada para impulsar otros procesos, como por ejemplo la
rotacion del flagelo en bacterias o el cotransporte de solutos en la membrana

mitocondrial interna.
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Figura 2: Cadena transportadora de electrones mitocondrial. Los complejos I, Il y IV son

transmembrana y bombean protones al espacio intermembrana, mientras que el complejo V
utiliza la energia proton-motriz para la sintesis de ATP por fosforilacion oxidativa. La UQ tiene
un rol central en el transporte de electrones, aceptando electrones de distintas vias metabdlicas
para llevarlos al citocromo c en el complejo IV. Otras enzimas como dihidroorotato
deshidrogenasa (DHOD), colina deshidrogenasa (CHDH), glicerol 3-fosfato deshidrogenasa
(G3PDH), sulfuro quinona oxidorreductasa (SQR) y complejos multienzimaticos como la
flavoproteina de transferencia de electrones deshidrogenasa (ETFDH) entregan electrones a la
CTE a través de la UQ. Por ultimo, la CTE también se alimenta de electrones a nivel del Cit ¢, que



ademas de recibir electrones de UQH2, recibe de la sulfito oxidasa (SUOX) y ERV-1 que participa
en la formacion de disulfuros en la mitocondria.

En resumen, la UQ es un lipido esencial para la mayoria de los organismos, ocupando
un rol central en el transporte de electrones, al ser un nodo donde se vierten electrones
de diferentes fuentes y en ultimo término de distintas vias metabdlicas. Esto causa que
su ausencia o deficiencia genere diversos problemas. Esclarecer su biosintesis y
mecanismos en los que participa ayuda a la comprension y busqueda de tratamientos
para las patologias asociadas a la falta de UQ. La biosintesis de UQ (y su
malfuncionamiento) ejemplifica la complejidad de fenotipos que pueden involucrar
diferentes genes, de que un gen esté involucrado en diversos fenotipos y de
interacciones génicas. Para entender esta complejidad el uso de modelos animales,
puede ser clave, por la posibilidad que estos organismos ofrecen de interrogarlos
experimentalmente a nivel organismico. Entre esos, existe un organismo que a pesar de
su simpleza comparte una gran semejanza a nivel genético con los humanos: el

nematodo C elegans.
C. elegans como el organismo modelo animal mas sencillo

El nematodo Caenorhabditis elegans es un excelente modelo animal por una serie de
atributos y ventajas que se mencionan a continuacion. Es un gusano de vida libre, del
filo Nematoda, pequefo y transparente, con un ciclo de vida corto, que desde el huevo
hasta el estadio adulto demora tan solo 3 dias (Figura 3). Durante su desarrollo
atraviesa 4 estadios larvarios (L1, L2, L3 y L4) definidos por el cambio de la cuticula del
gusano. Puede tener un estado larvario alternativo, de resistencia, que ocurre bajo
condiciones de estrés como puede ser la falta de alimento en L1-L2 (Figura 3). Esta fase
es conocida como “dauer”, que significa “"duradero” en aleman. En dauer, la cuticula
cubre la boca de la larva, impidiendo la alimentacion y arrestando su crecimiento,
ademas de proporcionarle mayor proteccién al ambiente (Corsi et al., 2015). Estas
larvas pueden sobrevivir varios meses y al mejorar las condiciones ambientales, como
puede ser el aumento del alimento o humedad, reanudan su desarrollo hacia L4 (Figura
3) (Corsi et al,, 2015; Hu, 2007). En las condiciones de cultivo en laboratorio, la progenie
es numerosa (del orden de 300 huevos por gusano adulto) lo cual facilita el
mantenimiento y los estudios estadisticos. Pueden ser criopreservados a -70°C,
simplificando su almacenamiento. Fue el primer animal en ser completamente

secuenciado y es un organismo muy facil de manipular genéticamente, con
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disponibilidad de colecciones de estirpes mutantes, transgénicas y de bibliotecas de
clones interferentes de la expresion génica (The C. elegans Sequencing Consortium
1998). Es eutélico, donde el gusano adulto tiene tan solo 959 células, de las cuales se
conoce su linaje completo. Forman tejidos y érganos, en particular se destaca su

sistema nervioso, compuesto por 302 neuronas de las que se conoce las conexiones

que establecen (Corsi et al., 2015; White et al., 1986). Este sistema nervioso permite

variedad de comportamientos respondiendo a cambios de temperatura, alimento, olor
tacto e incluso algunos mas complejos como aprendizaje, memoria y comportamientos

sociales, que han sido estudiados mayoritariamente a través de mutantes donde éstos
se ven afectados (Brenner, 1974; Rankin, 2002).
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(capable of egg laying)
A \
\Jm v
8 hr/
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(150 min)
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(900-940 pm) First cleavage (40 m (approxxmate[y 30-cell)
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O
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—_—
/ ‘ sbo,
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2
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,/;\/
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Figura 3: Ciclo de vida del C elegans a 22°C. Se indican las fases del ciclo, junto con los tiempos
de desarrollo de cada fase y la longitud del gusano. Los huevos son depositados en estadio de
24-30 células, que eclosiona con 558 células en una L1. Los tiempos de desarrollo dependen de
la temperatura, cuyo rango ideal es entre 16°C y 25°C. A 20°C, las L1 en 3 dias llegan a adultos
gravidos y ponen huevos durante los préximos 2 a 3 dias. El estadio dauer es alternativo a L2-L3
ocurre bajo condiciones desfavorables, como poco alimento y permite la resistencia de esas

larvas hasta que las condiciones ambientales sean favorables. Extraido de WormAtias (Altun &
Hall, 2024).
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Tipicamente se encuentra el organismo hermafrodita que cuenta con la ventaja de la
autofecundacion. Igualmente, la especie posee dimorfismo sexual y los machos
(genéticamente haploides para el cromosoma sexual X0) ocurren en baja proporcion
(0.1%), que aumenta bajo condiciones de estrés para promover la variabilidad de las
crias. (Corsi et al,, 2015). La existencia de hermafroditas y machos conlleva la ventaja de
poder realizar cruces cuando es conveniente, pero no de rutina; en otras palabras, los

machos funcionan como vehiculo de mutaciones en los cruces con hermafroditas.

Volviendo sobre la transparencia del gusano, sus érganos y huevos pueden verse en un
microscopio de campo claro o incluso bajo una lupa. La microscopia de fluorescencia
es una técnica ampliamente aplicada en estos gusanos, ya que, ademas, es facil generar
reporteros con proteinas fluorescentes, asi como la transgénesis, por medio de
microinyeccién del constructo en la linea germinal (Boulin et al., 2006). De hecho, C
elegans fue el organismo pionero para el uso de las proteinas fluorescentes para el
estudio de procesos bioldgicos in vivo (Chalfie, 1995). Otra técnica de manipulacion
genética es el ARN de interferencia (ARNi), utilizado para generar knock-downs en
genes, lo cual resulta sencillo de manipular ya que C elegans toma el ARN de la dieta

(Timmons & Fire, 1998).

Por ultimo, y nada menor, son de cultivo y mantenimiento sencillo: se cultivan en placas
de Petri con NGM (nematode growth media) agar o en medio liquido con NGM y se
alimentan usualmente con £ coli, en particular con la cepa OP50 que tiene una
auxotrofia para uracilo, ideal para que no sobrecrezcan en el cultivo con los gusanos.
Todo esto lo hace un modelo muy solido y conveniente en diversas areas como
biologia del desarrollo, neurociencia, bioquimica, farmacologia, con el consecuente
impacto en la medicina (Corsi et al, 2015; Meneely et al., 2019). De forma mas
especifica, este organismo se ha utilizado para comprender la sintesis y funciones de la
UQ y de la benzoquinona relacionada, RQ; sobre esta lo que profundizaremos en la

siguiente seccion.
C. elegans como helminto modelo

C. elegans es un nematodo de vida libre, que comparte muchas caracteristicas con los
helmintos. Esto lo hace un excelente modelo, por ejemplo, para el estudio de la accion

de farmacos antihelminticos, simplificando los ensayos (Burns et al., 2015).
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Los helmintos son gusanos parasitos, muchos de ellos nematodos, aunque existen
helmintos pertenecientes a otros phyla. Muchos helmintos tienen parte de su ciclo de
vida en condiciones de hipoxia en el interior de sus hospederos, particularmente en el
intestino. Como organismo de vida libre, C. elegans no tiene este requerimiento, pero
en su habitat natural (materia organica en descomposicién), se enfrenta a
microorganismos patdgenos, entre los cuales algunos como Pseudomonas aeruginosa
producen cianuro que inhibe la cadena respiratoria convencional al nivel del complejo
IV (Gallagher & Manoil, 2001). C. elegans, los helmintos y otros linajes animales
adaptados a condiciones de hipoxia (por ejemplo, anélidos y bivalvos) cuentan con una
benzoquinona particularmente atil: RQ (Figura 4). Por su potencial de reduccion
estandar (E° RQ/RQH,=-63 mV) (comparado a los 43 mV de UQ/UQH,) (Erabi et al.,
1975) facilita el funcionamiento del complejo Il en reversa, es decir, reduciendo el
fumarato a succinato, ya que el potencial de reduccién fumarato/succinato es de 30
mV. El rodoquinol (RQH,) es regenerado por el NADH cuyo potencial de reduccion
NAD*/NADH es de -320 mV, a través del complejo I. Asi, con una CTE minima, que
involucra los complejos | y I, y en la que NADH cede electrones y el fumarato los
acepta, es posible regenerar el NAD*, permitiendo que continle el bombeo de H" al
espacio intermembrana por parte del complejo | (Figura 4). Como se puede deducir, en
el caso de ausencia de oxigeno o inhibicién de la CTE a nivel de los complejos Il y 1V,
se mantendra una minima sintesis de ATP, que, si bien es menor que en la respiracion,
es mayor que contar la fermentacién lactica como Unica fuente de ATP (Del Borrello et
al., 2019; Takamiya et al., 1999). A este tipo de CTE asociada a sintesis de ATP a veces se
la conoce como “respiracion anaerobia”, aunque si bien hay una CTE, en términos
estrictos es una fermentacién, ya que el aceptor final de electrones de la CTE es
sintetizado por el organismo, a traves de la via de dismutacion del malato (Muller et al.,
2012). También se ha especulado que la RQ podria ser relevante en el estadio dauver, ya
que este estadio es mas resistente a la hipoxia y se piensa que la tension de oxigeno

interna seria baja (Braeckman et al., 2008; Shen et al., 2005).
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Figura 4: Rodoquinona como benzoquinona alternativa a UQ. A) RQ contiene un amino en la
posicion 2, que lo diferencia del metoxilo presente en UQ. Puede aceptar dos electrones y
adquirir la forma reducida, rodoquinol (RQH2). B) Funcionamiento de la CTE en normoxia (con
UQ) y en hipoxia (con RQ). RQ facilita el funcionamiento del complejo Il en reversa, asi el
complejo | regenera NAD* y bombea H* al espacio intermembrana (IMS). Extraido de (Salinas et
al., 2020).

La RQ se ha encontrado en procariotas, donde su sintesis depende de la enzima RquA
que permite la transformaciéon de UQ en RQ (Campbell et al., 2019). Esta es la Unica
enzima que se ha encontrado como responsable de la biosintesis de RQ y al expresarla
de forma heterdloga en especies como £ coli que no sintetizan RQ, se ve la
transformacion de UQ a RQ (Bernert et al,, 2019). Sin embargo, en C. elegans (asi como
en el resto de los helmintos, moluscos y anélidos) el gen rquA no se ha encontrado y la
via de sintesis es distinta; es a través de la via de la kinurenina, que en C elegansy
otros organismos también se encarga de la sintesis de novo de NAD* (Roberts Buceta
et al, 2019; Salinas et al., 2020). AUn no se conocen todos los pasos de dicha via, pero
si que comparte enzimas con la via de sintesis de la UQ y recientemente se descubri6
en un trabajo realizado en nuestro laboratorio que solo los organismos que sintetizan
UQ y RQ tienen dos formas de splicing del gen cog-2, que son las que discriminan

entre los precursores de ambas benzoquinonas en su biosintesis (Tan et al., 2020).
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Biosintesis de UQ en organismos procariotas y eucariotas

La sintesis de UQ en procariotas y eucariotas tiene similitudes en cuanto a los pasos y
las enzimas que la componen; es una via muy conservada, lo que ha permitido dilucidar
la via a través de mutantes de £ coli y Saccharomyces cerevisiae en donde se han
encontrado homologias (Figura 5) (Kawamukai, 2002; Pierrel et al., 2022). En £ coli (y
en general procariotas) los genes son nombrados como wbj mientras que en S
cerevisiae (y mas en general en eucariotas) se denominan coq. El precursor es el acido
4-hidroxibenzoico (4HB), que en procariotas deriva del corismato y en eucariotas de la
tirosina, aunque en el caso de S. cerevisiae también del acido para-aminobenzoico
(PABA) (Marbois et al., 2010). Al anillo aromatico se le afiade la cola isoprenoide, que
proviene de la via del mevalonato en el caso de eucariotas. Ambos precursores son
formados en el citosol, pero la unién del anillo con la cola isoprenoide, catalizado por
COQ-2, asi como los pasos posteriores ocurren en la membrana mitocondrial interna,
donde se encuentra el complejo proteico llamado CoQ-sintoma (COQ-3-COQ-9)
(Figura 5). En el caso de £ cofj las proteinas UbiE-UbiK que conforman un metabolén
soluble, del que se conoce la funcién de la mayoria de las proteinas (Figura 5). Este
metaboldn no sélo cumple funciones cataliticas, sino que también mantiene cerca a los
sustratos y promueve la catalisis por parte de las otras proteinas del complejo. El anillo
aromatico sufre varias modificaciones: descarboxilaciones, hidroxilaciones y

metilaciones (revisado en Wang & Hekimi, 2019).
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Figura 5: Biosintesis de UQ en procariotas (£. colj en azul) y eucariotas (S. cerevisiae, en
verde). El precursor es el acido 4-hidroxibenzoico (4-HBA) que deriva del corismato en
procariotas y de la tirosina en eucariotas. El complejo soluble Ubi y el CoQ-sintoma
ilustran la organizacion de las enzimas para facilitar la catalisis. Extraido de Pierrel et al.,
2022.

La biosintesis de UQ en animales ha sido estudiada a nivel genético en C. elegans,
donde la disrupcion de genes del CoQ-sintoma puede ser letal (Gavilan et al., 2005;
Hihi et al., 2002). Para los casos de mutantes viables involucrados en la biosintesis de
UQ, es necesario estudiarlos también bajo una dieta carente de UQ, ya que la UQ
puede ser tomada del alimento y sustituir a la UQ endogena en algunas de sus
funciones (Jonassen et al, 2001). La dieta sin UQ puede ser conseguida a través de
cepas de £ coli mutantes en la biosintesis de UQ, como lo es GD1. Esta cepa es
mutante en ub/G cuyo producto cataliza las metilaciones de los grupos alcohol en C2 y
C3 (Figura 5) (Hsu et al., 1996; Meganathan, 2001). Esta cepa es incapaz de crecer en un
medio de cultivo cuya Unica fuente de carbono es el succinato (medio minimo
succinico, SMM), el cual es un sustrato no fermentable, sélo incorporado por las
bacterias a través del complejo Il de la cadena transportadora de electrones
dependiente de UQ, en donde el succinato es oxidado a fumarato. Aln con fuentes de
carbono fermentables (por ejemplo, LB agar), la cepa GD1, forma colonias de pequefio

tamafo y su crecimiento lento (Hsu et al., 1996).

Dentro de los mutantes en la biosintesis de UQ, la mayoria son inviables en
homocigosis, aun cuando el alimento consiste en £ coli OP50, productora de UQS§,
como es el caso de cog-3 (Hihi et al.,, 2002), donde los gusanos mutantes en este gen

mueren durante el desarrollo larvario. De igual manera, los mutantes en cog-7y cog-2
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sufren la interrupcion de su desarrollo en fases larvarias L1-L4 segun el gen afectado
(Gavilan et al., 2005). Dentro de los fenotipos observados se encuentra la paralisis,
pérdida de coordinacion motora, muerte de neuronas y defecto en la puesta de huevos
en el caso de hermafroditas heterocigotas (Earls et al., 2010; Wang & Hekimi, 2013).
Este panorama indica que, en términos generales, la pérdida por completo la sintesis
de UQ y/o la acumulacion de intermediarios es letal, y que la UQ de la dieta no es
suficiente para revertir este fendmeno. Una forma que se ha utilizado para estudiar la
relevancia de estos genes es interfiriendo su expresion por ARNi, donde la sintesis de
UQ no se bloquea totalmente y permite que el gusano se desarrolle (Rodriguez-
Aguilera et al.,, 2003). El Unico knock out de C. elegans que se conoce que puede vivir
sin sintetizar UQ es el mutante en c/k-7 (homdélogo de cog-7 de levadura) (Jonassen et
al, 1998, 2001). Su producto codifica para una hidroxilasa que cataliza el penultimo
paso en la biosintesis, hidroxilando en la posicién 6 del anillo (Figura 5). Este mutante
acumula al precursor DMQ9 en grandes cantidades, y ha sido ampliamente estudiado
ya que ademas de ser viable y fértil, es mas longevo (revisado en Wang & Hekimi,

2013).
El mutante en c/k-7 no sintetiza UQ, pero si RQ

El mutante en c/k-7 ha permitido estudiar las funciones de la UQ en el gusano y qué
ocurre cuando no se encuentra presente. Este gen solo afecta a la biosintesis de UQ, sin
afectar la de RQ (Jonassen et al., 2001). Se han obtenidos varios alelos distintos, por
ejemplo, el e2579 contiene una mutacion puntual que introduce un coddén de
terminacion prematuro, lo que la hace facil de revertir (Hihi et al, 2003) y no es tan
confiable como el gm30 que contiene una delecién de 591 pb, que sera el utilizado en
este trabajo. La delecién que contiene el alelo gm30 abarca la Ultima seccion de la
region codificante, afectando a 35 aminoacidos, el codon de terminacion y la region 3'-
UTR (Hihi et al,, 2003). La cepa que contiene este alelo en homocigosis es MQ130. Estos
mutantes bajo dieta de £ co/i OP50 no tienen mayores dificultades. El fenotipo mas
intrigante es el de mayor longevidad, pudiendo vivir un maximo de 46 dias, en
contraste con los 27 dias de la estirpe silvestre N2 (Wong et al., 1995). Otros fenotipos
incluyen movimientos, defecacién y el bombeo faringeo (pumping) mas lentos y
aproximadamente un tercio de la progenie respecto a N2 (Wong et al.,, 1995). De L1 a
adulto gravido, tienen un retraso en el desarrollo de aproximadamente 24 hs respecto

a N2 y se observa una leve desincronizacion durante el desarrollo. Algunos de los
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mutantes en c/k-7(gm30) tienen un desarrollo embrionario mas rapido que N2,
mientras que otros son mas lentos, sin haber una tendencia clara y la distribucién que
se obtiene no es gaussiana (Wong et al.,, 1995). Como se puede ver, este gen tiene un

fuerte rol en el reloj bioldgico del gusano, de ahi el nombre c/k-7 (Wong et al., 1995).

Aunque el mutante c/k-7(gm30) es incapaz de sintetizar UQ, durante mucho tiempo no
se habia reparado en que el gusano podia tomar UQ de la dieta. Esto gener6 dudas del
rol de CLK-1 en la sintesis de UQ (Felkai et al., 1999). Con el fin de estudiar al gusano
sin UQ, se utilizaron cepas mutantes de £ coli que no sintetizan UQ, como la
anteriormente mencionada, GD1. Asi es como se vio que el mutante en c/k-7(gm30) no
puede continuar su desarrollo si no obtiene ningun tipo de UQ, deteniendose en L2
(Jonassen et al., 2001), demostrando finalmente el rol de CLK-1 en la biosintesis de UQ.
En un trabajo se menciona que, alimentados con GD1, los gusanos eventualmente
retoman su desarrollo hacia adultos estériles, luego de una semana (Burgess et al.,
2003). Durante L2 los gusanos N2, aumentan considerablemente la concentracién de
UQ por lo que parece haber un mayor requerimiento de UQ en esta etapa del
desarrollo, siendo coherente con el arresto observado en L2 (Jonassen et al., 2002),
pero la causa de este aumento se desconoce. La incorporacion de UQ8 de £ coliy UQ
en forma de suplemento en las mitocondrias de C. elegans ha sido reportada (Jonassen
et al, 2002; Saiki et al., 2008), funcionando como rescate de la interrupcion del
desarrollo, ademas de ver que el largo de la cadena de la UQ es importante, ya que en
el caso de UQ7 no es tan bien aceptada, dando lugar a malformacién en las gonadas,
huevos inviables e infertilidad en general (Jonassen et al., 2003). Esto prueba el rol de la
dieta en el gusano. Por otro lado, se pueden realizar cambios a dieta sin UQ,
posteriores a L2 para no sufrir el arresto en el desarrollo. Si el pasaje a dieta sin UQ es
luego de L4, el desarrollo continla de forma normal y los adultos pueden vivir en una

dieta sin UQ sin fenotipos adicionales (Jonassen et al., 2001).

Al estudiar otros mutantes en la via de biosintesis de UQ y ver que no eran viables
(Gavilan et al., 2005), se estudid la posible funcion del precursor que acumulan los
mutantes en c/k-7. Este precursor fue propiamente identificado como DMQ9 en el
trabajo de Miyadera et al., 2001, pero ya habia sido observado en Jonassen et al., 2001.
Segun se ha visto, DMQ9 puede tomar algunas de las funciones de la UQ, siendo
complejo su papel en la CTE, donde actua como transportador de electrones entre el

complejo II-1ll, pero como inhibidor o competidor entre el complejo I-1ll (Yang et al.,
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2011). Esto puede deberse a diferencias en la especificidad de los sitios activos de los
diferentes complejos (Yang et al, 2011). El hecho de que los mutantes en c/k-7
sobrevivan, mientras que otros mutantes en la biosintesis no, apunta a que DMQ9 no
es toxica y se ha propuesto que es esencial en estos mutantes, sustituyendo en algunos
roles a la UQ y permitiendo que el mutante sobreviva junto con la UQ dietaria, cosa
que no ocurre en los otros mutantes de la via de la UQ (Jonassen et al,, 2002). La RQ
tampoco se consideré que pudiera contribuir a la viabilidad del mutante en c/k-7y es
un detalle no menor, ya que este mutante no tiene la biosintesis de RQ afectada, pero
los gusanos interferidos con otros genes cog (cog-1, cog-2y cog-3) tienen afectada la
biosintesis de las dos benzoquinonas. De hecho, cuando se comenzé a estudiar, se
creyé que DMQ9 era un precursor comun a ambas benzoquinonas (Roberts Buceta et
al, 2019). En el mutante en c/-7, la RQ se encuentra en mayor concentracion y se
especula si es de utilidad para compensar la falta de UQ enddgena (Jonassen et al.,
2001). Su contribucion ain no ha sido estudiada. Es de interés estudiar cobmo es la
respiracion en el mutante en c/k-7, ver si logran respirar como lo hacen los N2, al

contar con UQ8 y DMQ9 o sélo con DMQ9, en el caso de dieta sin UQS8.
Biointesis de RQ en C. elegans

La via de biosintesis de RQ en animales fue un enigma no resuelto por décadas y
todavia no dilucidado por completo, aunque se realizaron importantes avances en los
Ultimos afios. En simultaneo, nuestro grupo y el de Andy Fraser (Del Borrello et al.,
2019; Roberts Buceta et al., 2019) demostraron que en C elegansla RQ no deriva de la
UQ como en las bacterias, sino que el sustituyente amino del anillo aromatico proviene
de la via de la kinurenina, via catabdlica del triptéfano, también involucrada en la
sintesis de NAD* de novo (Figura 6). La delecion del gen kynu-7 que codifica para una
kinureninasa elimina por completo la biosintesis de RQ, pero no afecta a la de UQ.
KYNU-1 cataliza la transformacién de L-kinurenina a acido antranilico y la de 3-hidroxi-

L-kinurenina a acido 3-hidroxiantranilico, siendo estas arilaminas las precursoras de RQ.
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Figura 6: Via de la kinurenina comienza en el triptéfano que da lugar a los precursores
de la via de biosintesis de RQ y NAD" de novo. A partir del acido 3-hidroxiantranilico
(3HAA) las vias de biosintesis se separan. Extraido de (Roberts Buceta et al., 2019).

Mas adelante, las enzimas de la biosintesis de ambas benzoquinonas son compartidas,
como es el caso de los genes cog-3, cog-5y cog-6 que de ser interferidos en su
expresion se ven afectados los niveles de ambas benzoquinonas (RQ y UQ) (Roberts
Buceta et al, 2019). El punto interesante se encuentra en el gen cog-2 mas
especificamente en el exén 6, donde C elegans cuenta con 2 variantes de splicing: 2a 'y
2e (Tan et al,, 2020). COQ-2a toma como sustrato al acido 4-hidroxibenzoico (4HB) y
cataliza la adicion de la cola isoprenoide, precursor de la UQ. Por otro lado, COQ-2e,
reconoce al acido 4-hidroxiantranilico (4HA) como sustrato, dando lugar a la sintesis de
RQ. Al generar mutantes en estos exones por separado se ve cdmo se produce solo UQ
en Acog-2e, mientras que Acog-2a produce muy poca UQ y mas RQ (Figura 7) (Tan et
al, 2020). Es importante aclarar que, aunque existen mutantes para cog-2ay coqg-2e
consisten en la delecion de un Unico exdén, que se podrian revertir mas facilmente que
los mutantes nulos de c/k-7y kynu-7 o que mantienen una minima sintesis de las
benzoquinonas, por lo que para la tesina se opt6é por el mutante en c/k-7(gm30) para

UQy el mutante en kynu-1(tm4924) para RQ.
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Figura 7: Las isoformas de COQ-2 reconocen los precursores de las benzoquinonas y catalizan el
agregado de la cola hidrofébica. COQ-2a reconoce al acido 4-hidroxibenzoico (4HB) que dara
lugar a UQ. COQ-2e toma como sustrato al acido 3-hidroxiantranilico (3HA) para permitir la
sintesis de RQ. Extraido de (Tan et al., 2020).

El mutante en kynu-7 no sintetiza RQ

Con el fin de estudiar la influencia de la RQ, se cuenta con el mutante en kynu-7, que
afecta la via de la kinurenina. El alelo tm4924 tiene una delecidén de 521 pb con una
insercién de 19 pb, lo cual afecta 3 exones del gen y se generd en el marco de un
proyecto donde se busca generar knock-outs para todos los genes del C elegans
(Barstead et al., 2012). La cepa que contiene este alelo en homocigosis es OW454. Este
mutante no puede sintetizar RQ9, y tampoco sintetiza NAD* de novo, asi que los
fenotipos que se observen también pueden ser a causa de la deficiencia en NAD. No
hay una descriptiva exhaustiva del mutante en general; en el articulo de (McReynolds et
al, 2017) se reporta una menor progenie en el mutante, comparado con N2 que se
revierte cuando se suplementa con acido quinolinico, metabolito que no participa de la
biosintesis de RQ, pero si en la de NAD*, por lo que RQ9 no tendria un rol en la
disminucion de la progenie. Seria interesante estudiar la respiracion de los mutantes en
kynu-1(tm4924), al no tener RQ podria plantearse que la cadena respiratoria solo con
UQ puede funcionar a pleno. La existencia de las dos benzoquinonas abre
interrogantes en relacién con cuales funciones de la UQ pueden ser cubiertas por la RQ

y en qué condiciones la RQ se vuelve esencial.
El doble mutante en c/k-7y kynu-7 vive

Una nueva posibilidad aparecioé cuando se logro obtener el doble mutante para c/k-7y

kynu-T1 cruzando las estirpes que portan los alelos gm30y tm4924 respectivamente,
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ambos en homocigosis. Curiosamente, este mutante que no sintetiza ni UQ ni RQ,
sobrevive y completa su ciclo de vida con la dieta con OP50 (contiene UQ), pero se
abre la interrogante de como la deficiencia de ambas quinonas afecta el desarrollo y la
progenie al ser alimentados con GD1 (que no sintetiza UQ) y de como se vera afectada

su respiracion. De este mutante no se ha estudiado nada aun.
Rol de la dieta

Hasta ahora se ha hablado del rol de la dieta en los mutantes, pero se reporta que en el
caso de N2, la dieta de GD1 aumenta la longevidad en dicha cepa (Saiki et al., 2008),
algo no asociado directamente a la UQ, sino al estado en que se encuentran estas

bacterias, que podria facilitar la digestion por parte del gusano.

El rol de UQ de la dieta en los mutantes en la via de biosintesis de estas quinonas no es
trivial, ya que permite que el mutante c/k-7(gm30) y el doble mutante c/k-
1(gm30); kynu-1(tm4924) se desarrollen y sean fértiles. Para estudiar los fenotipos y la
necesidad de la UQ en el desarrollo se realizaron cambios de dieta en distintos estadios
larvarios. Si bien del mutante en c/k-7 hay extensa literatura, y por lo tanto funciona
como un control, del mutante en kynu-7y del doble mutante c/k-7,kynu-7 se conoce

realmente muy poco.
Ensayos de respirometria en Seahorse

Las respirometrias permiten estudiar el consumo de oxigeno de las células u
organismos enteros en el caso de C elegans, en el tiempo. Dado que hay pocos
estudios sobre respirometria en C. elegans usando Seahorse, al tiempo que esta ténica
no estaba puesta a punto en el laboratorio previo al inicio de esta Tesina, entendimos

pertinente incluir aqui una breve introduccion metodoldgica sobre estos ensayos.

La pendiente obtenida, normalizada por el numero de células (en nuestro caso de
gusanos) es el OCR (oxygen consumption rate). Este ensayo permite observar las
diferencias en la respiracion de los distintos mutantes respecto a N2, lo que ayudara a
entender el rol de la UQ y RQ, asi como de la UQ bacteriana en el metabolismo de los
gusanos en condiciones aerdbicas. Se utilizara el equipo Seahorse XF Pro Analyzer, que
funciona con placas de 96 pocillos, sobre el cual se coloca un cartucho que contiene
sensores individuales que funcionan con guenching de fluoréforos que son sensibles a

O, o H*. Para medir, el cartucho desciende y se forma una microcamara entre el pocillo
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y el sensor. El cartucho, ademas del sensor, contiene 4 puertos por pocillo, que
permiten cargar sustancias para ser inyectadas en el transcurso de los experimentos
(Figura 8). En este caso seran distintos compuestos para obtener paradmetros
adicionales; por ejemplo, el uso de azida de sodio, que inhibe la CTE, para obtener el
consumo de oxigeno no mitocondrial (Dranka et al., 2011). El sensor también cuenta
con la capacidad de medir la tasa de acidificacidon extracelular (ECAR) que es util para
entender los procesos metabolicos que ocurren, como puede ser la produccién de
acido lactico en procesos de fermentacion. Al utilizar el organismo completo, es dificil
lograr cambios en el pH de la del medio y asociarlos con vias metabdlicas especificas

del organismo, como la via glicolitica (Koopman et al., 2016).
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Figura 8: Esquema de la placa con sus respectivos puertos. Modificado de How to Run an Assay
| Agilent.

Este kit esta disefiado para su uso con cultivos celulares, donde las células son capaces
de adherirse a los pocillos, cosa que no ocurre con los gusanos que nadan en el medio
liquido por lo que se necesita adaptar el protocolo para su funcionamiento en C
elegans. Al momento existen otros métodos para medir el consumo de oxigeno en los
nematodos, como el tradicional electrodo de Clark, donde la ventaja que ofrece el
Seahorse no es menor; el electrodo de Clark requiere al menos 2000 gusanos por
medida, mientras que el Seahorse funciona bien en un rango de 5 a 25 gusanos por
pocillo, y el formato en placa de 96 permite realizar réplicas y ensayar distintas

condiciones simultaneamente en un mismo ensayo. (Koopman et al., 2016).
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Dentro de los compuestos usualmente utilizados en respirometrias se encuentran: I)
oligomicina como inhibidor de la ATP sintasa, en la subunidad FO, Il) FCCP como
desacoplante de la CTE, lo que permite el retorno de protones a la matriz mitocondrial
sin pasar por la ATP sintasa y lll) rotenona y antimicina A que son inhibidores de los
complejos | y Ill respectivamente y funcionan como inhibidores completos de la
respiracion. Para (. elegans se ha visto que tanto oligomicina como
rotenona/antimicina A no funcionan en el gusano ya que no logran penetrar la cuticula
de este. Para ello se toma como alternativa a la oligomicina al DCCD y en lugar de
rotenona/antimicina A se utiliza azida de sodio (Koopman et al., 2016; Luz, Smith, et al.,
2015). EI DCCD inhibe tanto la subunidad FO como la F1, pero carece de la especificidad
de la oligomicina, ya que también puede inhibir otras ATPasas que acoplan la hidrélisis
de ATP al pasaje de protones en contra del gradiente electroquimico (Luz, Smith, et al.,
2015). La concentracién de DCCD aun no se encuentra optimizada y ademas se ha visto
que causa interferencias con el FCCP, por lo que no se pueden utilizar en conjunto (Luz,
Rooney, et al,, 2015). La azida de sodio inhibe en particular el complejo IV de la cadena

respiratoria mitocondrial, por lo que impide la reduccién de oxigeno a agua.

La azida de sodio es un inhibidor muy importante en el ensayo ya que permite obtener
el consumo de oxigeno residual, no mitocondrial. Este valor debe ser restado al resto
para quedarse solo con el consumo de oxigeno utilizado para la respiracion,
denominado respiracion basal. Es el consumo de oxigeno normal del gusano y se
espera que permanezca constante durante el ensayo (Figura 9). El OCR obtenido del
DCCD, si bien no es tan especifico como la oligomicina, es una medida de la
permeabilidad de la membrana a los protones, que se denomina escape de protones
(proton leak) y permite calcular el estrictamente OCR ligado a la produccion de ATP. Al
ahadir FCCP, se elimina el gradiente de protones, facilitando el bombeo de protones y,
en consecuencia, el funcionamiento de la ETC y por lo tanto el OCR, son maximos. La
diferencia con el OCR basal es denominada como capacidad de reserva, que es una
medida de la capacidad de las células de aumentar su OCR (Koopman et al., 2016). En
una investigacion realizada en cardiomiocitos de raton, se ha reportado que la
capacidad de reserva es particularmente relevante para mantener el funcionamiento

celular durante condiciones de estrés (Sansbury et al., 2011).

El equipo inyecta automaticamente el contenido de los puertos segun sea indicado y

repite ciclos de mezcla, espera y medida que son asignados previamente en cantidad y
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tiempos de cada paso. La ventaja es que a cada pocillo se le pueden inyectar hasta 4

soluciones de forma secuencial, pudiendo obtener una curva como la mostrada en la

Figura 9.
1 DCCD FCCP Azida
=)
E Capacidad
Q de reserva
=
o
o
O
O . .
Respiracion
basal
protones
Consumo de oxigeno no mitocondrial

Tiempo (min)

Figura 9: Esquema tipico del perfil obtenido de la respirometria. Comienza con la respiracién
basal la cual requiere del OCR de la azida para calcularlo. Con la inyeccién de DCCD se puede
estimar el consumo de oxigeno ligado a la produccion de ATP, restdndolo al OCR basal, asi
como el escape o leak de protones al restar el OCR de la azida; la respiracion maxima y la
capacidad de reserva (al restar el OCR basal) se estiman del FCCP. El consumo de oxigeno no
mitocondrial se obtiene de la inyeccién de azida de sodio.

Dentro de las variables a definir para el protocolo se encuentran: I) la cantidad de
gusanos a utilizar, Il) el estadio de los gusanos (L4 o adultos), Ill) la concentracidn de los
inhibidores y desacoplante a usar y IV) el programa (cantidad de ciclos y tiempos de
mezcla, espera y medida). Es especialmente importante ajustar dichas variables para
que durante la medida el oxigeno no sea consumido por completo y que durante la
mezcla pueda ser repuesto en su totalidad. La cantidad de gusanos puede oscilar segun
Koopman et al., 2016, entre 2 y 25 gusanos. Una menor cantidad de gusanos facilita el
conteo de estos a la hora de normalizar los resultados, mientras que con una mayor
cantidad de gusanos se corre el riesgo de consumir todo el oxigeno. Al mismo tiempo,
si una estirpe presenta un menor OCR de lo esperado, tener pocos gusanos puede

arrojar resultados en el limite de deteccion.
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La respirometria es una técnica muy potente que ayuda a entender cdmo esta
funcionando la cadena respiratoria en las distintas estirpes. Por otra parte, cabe
destacar que aporta una componente de novedad, ya que es una técnica nueva para el
laboratorio y que aun no es utilizada en forma amplia en la investigaciéon con C

elegans.
Definicion y alcance de la tesina

Es importante sefialar que se abre un espectro de posibles experimentos que exceden
los objetivos de esta tesina, al disponer de mutantes de C. elegans en la biosintesis de
UQ y RQ, en ambas y alimento con o sin UQ (dado por OP50 y GD1 respectivamente),
ademas de que la cantidad de UQ tomada por el mutante en c/k-7y el doble mutante
clk-T;kynu-1 define su desarrollo, afadiendo entonces, la variable de concentracién de

UQ en los distintos estadios del desarrollo.

De forma adicional e innovadora se optimizd6 un protocolo de respirometria en
Seahorse para C. elegans, lo que permitid obtener una primera aproximacion a cdmo es
la respiracion en N2 y los mutantes de interés, dejando nuevas interrogantes para

continuar la investigacion.

Objetivos

Objetivo general: contribuir a la comprensién de las funciones de UQ y RQ en C

elegans.

Objetivos especificos: estudiar la influencia de la UQ de la dieta basada en £. colien el
desarrollo de diferentes estirpes de C. elegans, en particular de una que no sintetiza
ubiquinona (mutante en c/k-7(gm30), una que no sintetiza rodoquinona (mutante en
kynu-1tm4924)) y la estirpe portadora de ambas mutaciones c/k-7(gm30);kynu-
1(tm4924). Se utiliza N2 (Bristol) como cepa silvestre. También se propone realizar una
puesta a punto inicial de Seahorse para C. elegans e incursionar en las respirometrias

para las estirpes mencionadas, tomando como referencia a la estirpe N2.
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Materiales y métodos

Las cepas de C elegans N2 Bristol (WT), MQ130 y OW454 fueron obtenidas del
Caenorhabditis Genomics Center (CGC) (Tabla 1). El doble mutante c/k-7(gm30);kynu-
1(tm4924), PHX7099, fue obtenido por cruce de las cepas MQ130 y OW454 realizado
de forma comercial en Suny Biotech, China (Tabla 1). El alimento de los nematodos, £
coli OP50 también se obtuvo del CGC, mientras que la cepa GD1 fue provista por
Catherine Clarke (Departamento de Quimica y Bioquimica, Universidad de California)
(Tabla 2). El constructo del plasmido pALO(ub/G), asi como la transformacion y
seleccién de las colonias, fue realizada en el laboratorio de Biologia de Gusanos del

Institut Pasteur Montevideo por Mariel Fontes (Tabla 2).
A continuacion, se resumen las cepas de £ coliy C elegans utilizadas.

Tabla 1. Estirpes de C elegans utilizadas

Estirpe Genotipo Descripcién

N2 WT Variante Bristol
MQ130 clk-1(gm30) No sintetiza UQ
OW454 kynu-1(tm4924) No sintetiza RQ ni

NAD* de novo

PHX7099 clk-71gm30)/kynu-  No sintetiza UQ ni
1(tm4924) RQ ni NAD* de
novo
Tabla 2. Cepas de £ coli utilizadas
Cepa Genotipo Fenotipo
OP50 ura WT
GD1 ubiG No sintetiza UQ, no
crece en SMM
GD1-pALO Plasmido con ubiG Recupera sintesis de

Cultivos de E. coli
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La bacteria £ coli es el alimento de C. elegans. Las mismas se cultivan en LB (10 g
triptona, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl, H,0 csp. 1L) a 37°C durante 24 hs para
OP50 y GD1::pALO o al menos 48 hs para GD1.

En medio LB se inocula una colonia de una placa de LB agar con ansa. Se incuba a 37°C
durante 24 hs para OP50 y GD1::pALO o al menos 48 hs para GD1 que presenta un
crecimiento mas lento. Las 3 cepas se mantienen estriadas en placas de LB agar (LB con

15 g/L agar) en heladera.
Prueba en Medio Minimo de Succinico (SMM)

La cepa GD1 crece mas lento y sus colonias son mas pequefias que OP50, por lo que es
muy facil que los cultivos se contaminen. Para estar seguros de trabajar con GD1, se
estria en SMM agar (11.3 g/L de sales M9, 0.05 g/L CaCl2, 8 mg/L FeClI3, 0.5 g/L
succinato, 15 g/L agar, 1 mL/L de solucion de minerales traza (Trace Metal Mix A5 with
Co, Sigma) y se incuba a 37°C, en principio por 48 hs y luego algunos dias mas. No se
debe ver crecimiento ya que GD1 no puede utilizar el succinato como fuente de

energia. De observarse crecimiento implicaria contaminacion del medio.
Cultivo de C. elegans

Los nematodos se cultivan en placas de Petri con nematode growth media (NGM) agar
(3 g/L NaCl, 2,5 g/L peptona, 17 g/L agar, 5 ug/L colesterol, 1 mM MgSO,, 1 mM CaCl,
y 25 mM buffer fosfato pH 6) que contienen un césped de £ coli que puede ser de
OP50, GD1 o GD1:pALO(vbiG). OP50 tiene una auxotrofia para uracilo que sirve para
evitar el sobrecrecimiento en la placa de NGM agar. GD1 contiene una delecion en el
gen ubiG que le impide la biosintesis de UQ. Como GD1 no contiene la auxotrofia para
uracilo, en los primeros experimentos se utilizé GD1 con el plasmido pALO(ubiG) que

restaura la sintesis de UQ a modo de control Unicamente de la falta de UQ.

Las placas de Petri utilizadas pueden ser de 5 cm o 9 cm, donde la diferencia es la
cantidad maxima de gusanos que pueden crecer sin ser hambreados. Las pequefias se
utilizan para cantidades de hasta 1000 gusanos, mientras que las grandes pueden

contener entre 4000 y 5000 gusanos.

Los gusanos se mantienen en incubador habitualmente a 20°C donde las larvas L1
tardan 3 dias en llegar a adultos para la estirpe N2 (silvestre) y puede haber variaciones

entre las cepas. En particular, en lo que concierne a este trabajo, el mutante en c/k-7
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demora un dia mas en llegar a adultos, en tanto el mutante c/k-7,kynu-7tarda 4 dias en
llegar a adultos, con tendencia a desincronizarse (se tienen L4 y adultos gravidos); el
mutante en kynu-7 demora aproximadamente 3 dias como N2. La temperatura de
cultivo puede variar entre 16°C y 25°C para retardar o acelerar su crecimiento,
respectivamente. Esto no afecta el desarrollo de los gusanos, excepto en el caso del

mutante c/k-7;kynu-17ya que se vuelven estériles a 16°C.

La manipulacién de los gusanos puede darse por recogida con M9 (3 g KH,PO,; 6 g
Na,HPO, 5 g NaCl; 1 mL 1 M MgSO,; H,O csp. 1 L), centrifugacion y pipeteo a otra
placa o por medio de la pica, para una manipulacién de forma individual o en
pequefas cantidades. Esta herramienta consiste en un alambre de platino que se utiliza
a modo de pala. Generalmente se une a una pipeta Pasteur de vidrio que hace de ansa.
Para mantener las cepas, se cortan trozos del NGM agar con una espatula y se coloca

en una placa nueva.
Sincronizacion de los nematodos

La sincronizacion se hace mediante bl/eaching. Es una mezcla con hipoclorito de sodio
(1%) e hidroxido de sodio (1 M) que provoca la lisis de los gusanos de todos los
estadios. Los adultos gravidos al desintegrarse liberan los huevos que tienen en su
interior, cuya cascara los protege del dafio por un periodo breve de exposicion. Al
observar la ruptura de los gusanos en una lupa, centrifugar 1" 1200 g, remover el
sobrenadante y completar con agua para realizar dos lavados centrifugando 2" 1200 g.
El pellet que contiene a los huevos se resuspende en aproximadamente 10 mL de M9,
se coloca en matraz y se incuba con agitacién a 205 RPM 24 hs a 20°C o hasta 72 hs a
16°C. Luego se toman unos microlitros para contar las L1 en la lupa. Asi se puede
estimar la cantidad total obtenida y poder distribuir las larvas adecuadamente en las

placas de NGM agar.
Cambio de dieta

Los C elegans de las distintas cepas fueron cambiados de dieta con UQ (OP50) a dieta
sin UQ (GD1) a distintos tiempos de su desarrollo. Las L1 provenientes de bleaching se
colocaron en placas de NGM con OP50. Al comienzo, para el mutante en c/k-7 se
realiz6 una purga, procedimiento que consiste en un lavado para eliminar toda la £ coli
que se encuentre en el gusano y su intestino. Se colocan en M9 y se mezclan

mecanicamente durante 2 hs, luego se centrifuga para remover el sobrenadante. En los
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siguientes cambios de dieta se vio que este procedimiento no cambiaba los resultados,
por lo que se optd por 3 lavados con M9 por centrifugacion. También se realizaron
cambios de placa por pica. El primero tiene la ventaja de tomar una gran cantidad de
gusanos y ser rapida. La pica es buena para pocos gusanos, pero tiene la desventaja de

ser mas lento, arrastre de contaminacion, o dafio a los gusanos.
Conteo de progenie

El conteo de progenie se realizé en las cepas N2 y el mutante en kynu-7. Las larvas
provenientes de bleaching se colocaron en placas de NGM agar con su respectiva dieta
(OP50 o GD1). Al llegar a L4, se transfieren con pica unas pocas larvas (entre 3y 9) a
placas nuevas. Al dia siguiente, o cuando comience la puesta de huevos, se transfieren
a placas nuevas y se cuentan los huevos con un contador mecanico. El cambio de placa

se repite hasta que cesa la puesta de huevos.
Obtencion de ADN gendmico

Se prepara el buffer de lisis (Tris pH 8.2 10 mM, KCI 50 mM, MgCl,-6H,0 2.5 mM, Triton
X-100 0.45%, Tween 0.45%, gelatina 0.01%) con proteinasa K 1 mg/mL (Qiagen). Se
toman 20 pL para 25 gusanos adultos. Dejar a -80°C al menos 15'. Se lleva al

termociclador donde se corre el siguiente programa:

Temperatura Tiempo
65°C 60 min
90°C 15 min
4°C 15 min

La solucién resultante contiene ADN gendmico que se puede almacenar a -20°C hasta

Su uso.
PCR

Se utilizé la ADN polimerasa Thermo Phusion High Fidelity, cuya procesividad es de 30
s/kb y se realiza a 72°C. Se siguieron las indicaciones del fabricante para la preparacion

de la mezcla para un volumen de 25 L. Se utiliza 1 yL de la extraccion de ADN.

clk-1
Cebador directo: 5'-TGTCGGTTCAGCACTTCTAGG-3’

Cebador reverso: 5'-AAAGTAATGCGATTCCCCCA-3’
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Fragmentos esperados:

N2: 981 pb

gm30: 391 pb

Programa en termociclador:

Desnaturalizacion
inicial
Desnaturalizacion
Hibridacion
Extension

Extension final

kynu-1

98°C30s

98°C10s

60°C 20 s

72°C25s
72°C 10 min

Cebador directo: 5'-TTTCCGATAGTGATGCGCTG-3'

Cebador reverso: 5'-GCACATCCGCGTTTAACAAG-3'

Fragmentos esperados:

N2: 1930 pb

tm4924: 1428 pb

Programa en termociclador:

Desnaturalizacion inicial
Desnaturalizacion
Hibridacion
Extension

Extension final

Electroforesis en agarosa

98°C30s
98°C10s
64°C 20 s
72°C60 s
72°C 10 min

1 ciclo

30 ciclos

1 ciclo

1 ciclo

30 ciclos

1 ciclo

Se realiza en agarosa 1%, de la cual se preparan 25 mL en buffer TAE 1X (buffer Tris-

acetato 4 mM M, EDTA 1 mM, pH 8). Mientras se encuentra tibio se agrega BrEt 1

pg/ulL de BrEt. Se utilizé el buffer de carga “loading dye 6X” de New England Biolabs. El

gel se corre a 100 mV durante 30 min y se revela bajo lampara UV.
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Respirometria en Seahorse

El protocolo disefiado se basd principalmente en el trabajo de Koopman et al.,, 2016,
optimizado para N2 en el equipo Seahorse XF 96 de Agilent, al que se le aplicaron
modificaciones de acuerdo con comunicaciones personales con Joel Meyer (Levine
Science Research Center, Universidad Duke, Carolina del Norte) segun nuestros
resultados. Para el uso de DCCD utilizamos las recomendaciones vistas en Luz et al.,
2015y Luz, Rooney, et al., 2015. El equipo utilizado fue el Seahorse XF Pro Analyzer de
Agilent.

Las larvas obtenidas por bleaching se colocaron en placas de NGM agar con OP50,
donde se dejan crecer hasta L4 o adulto, segun el experimento. En esta puesta a punto

inicial no se realizaron respirometrias de gusanos alimentados con GD1.

El dia previo al ensayo se lleva a cabo la hidratacion del sensor, con 200 pL por pocillo
de XF Calibrant. La hidratacion se realiza a 37°C, segun recomienda el fabricante.
También se prepara, previo a la corrida, el software con los grupos de estudio y el
programa a seguir: inyecciones, ciclos, tiempos de mezcla (2 min), espera (3 min) y
medida (3 min). Para DCCD se realizaron 11 ciclos, para FCCP 7 u 8 ciclos (0 4+7 en el
caso de dos inyecciones) y 4 ciclos para azida. El disefio de la placa contiene siempre a
N2 como referencia, con al menos 5 réplicas por condicidn. Las condiciones utilizadas

fueron: sin farmacos; con FCCP y azida; con DCCD.

El dia del ensayo se pipetean los inhibidores y el desacoplante a usar (10X) en sus
respectivos puertos. Para DCCD se utilizd 80 uM, para FCCP se probaron las
concentraciones 20 pM y 40 pM, siendo 20 uM la elegida. De azida se utiliz6 80 mM.
Mientras ocurre la calibracion del sensor, se lavan dos veces con M9 los gusanos a
utilizar, por centrifugacion 1 min a 1100 g. Se calcula el volumen necesario para
sembrar la cantidad deseada en la placa. Los tips se lavan previamente con M9 + 0.05%
(vol/vol) de Tritén X-100 para evitar que los gusanos se adhieran a estos. Se siembran
aproximadamente 20 gusanos por pocillo y luego se larga la corrida a temperatura
ambiente. Previamente se probaron las cantidades de 5, 10, 15, 25 y 40 gusanos. Al
final del experimento, los gusanos son contados bajo lupa para luego normalizar el

OCR por gusano.
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Como todos los pocillos deben ser ocupados, los que no se desean utilizar se llenan
con M9. Los puertos de los grupos que no llevan inhibidores también deben ser

cargados con M9.
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Resultados

E. coli GD1 no crece en Medio Minimo Succinico

El Medio Minimo Succinico (SMM) contiene succinato como Unica fuente de carbono.
El mismo es incorporado por las bacterias a través de la ETC dependiente de UQ, en
donde el succinato es oxidado a fumarato. En el caso de GD1, el succinato no puede ser
utilizado y, por lo tanto, no hay crecimiento en este medio. £ co/i OP50 si puede crecer
en SMM por sintetizar UQ. Este ensayo permite distinguir entre las cepas y es utilizado

como control.

Ademas de las cepas mencionadas, también se cuenta con GD1:pALO(ubiG), que
recupera la sintesis de UQ, trabajo realizado en el laboratorio por Mariel Fontes. Estas
bacterias crecen en SMM vy se utilizan como control porque OP50 contiene una
auxotrofia en uracilo (ura) que no se encuentra en GD1, por lo que no es una

comparacién solo por UQ.

Se estriaron placas de SMM agar y LB agar para las 2 cepas y se incubaron a 37°C. Para
GD1, la incubacion fue de 48 hs en LB agar y de al menos 72 hs en SMM. Para el resto

de las cepas, la incubacion fue de 24 hs (Figura 10).

Como se observa en la Figura 10, se verifica que GD1 crece en LB agar (Figura 10a),
pero no crece en SMM agar (Figura 10b). Para GD1 en SMM agar la placa se dejo 3 dias
mas, a fin de corroborar que no presentara un crecimiento muy lento, pero no fue el
caso, como era esperado. En contraste con GD1, GD1 rescatada con el plasmido
pALO(ubiG) crece tanto en LB agar (Figura 10c) como en SMM agar (Figura 10d). Como
GD1 no tiene UQ, en LB agar (Figura 10a) crece mas lentamente y en colonias mas
pequefas que la rescatada, y de hecho también mas lentamente que OP50, la £ coli

que es el alimento de los gusanos.
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Figura 10: £ co/iGD1 (no sintetiza UQ) y GD1::pALO(ub/G) (recupera sintesis de UQ) en LB agary
SMM agar. (a) £ coliGD1 en LB agar. Fotografia tomada luego de incubar 48 hs a 37°C. Muestra
un crecimiento lento y con colonias pequefas. (b) £ co/iGD1 en SMM agar. Fotografia tomada
luego de incubar 48 hs a 37°C. No muestra crecimiento. Tampoco se ve crecimiento en los 3
dias posteriores. (c) £ coli GD1-pALO(ubiG) en LB agar. Fotografia tomada luego de incubar 24
hs a 37°C. Muestra un gran crecimiento comparado con GD1y OP50. (d) £ co/i GD1-pALO(ubiG)
en SMM agar. Fotografia tomada luego de incubar 24 hs a 37°C. Muestra crecimiento, pero es
menor que en LB agar.

El mutante en c/k-7(qm30) muestra interrupcién del desarrollo en

dieta sin UQ y retraso en el crecimiento

Se comenzd trabajando con el mutante en c/k-7(gm30), utilizando la cepa MQ130, ya
que se encuentra bien caracterizada y es un buen punto de partida para verificar
concordancias con la literatura, asi como para familiarizarse con las técnicas de trabajo
en C elegans del laboratorio. Esta es la estirpe que no sintetiza nada de UQ (pero si

RQ) y en su lugar acumula al precursor DMQO.

El primer paso consistié en realizar la PCR para amplificar el gen c/k-7y correr el gel

correspondiente para visualizar las bandas de peso molecular esperado para este
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mutante y para N2 (control, silvestre). Este mutante presenta una delecién de 591 pb
con respecto a N2 (Figura 11). La extraccién de ADN se realizd por digestion enzimatica
con proteinasa K de gusanos adultos. Los cebadores utilizados se marcan en violeta en
el esquema de la Figura 11. El revelado se hizo en gel de agarosa 1% con bromuro de
etidio y se utilizé6 Gen Ruler Tkb Plus como marcador de peso molecular (MPM). El gel
obtenido se muestra en la Figura 12. El fragmento esperado para el gen c/k-7 en el
alelo gm30 es de 391 pb y la banda obtenida se encuentra alrededor de 400 pb,
mientras que para N2 el fragmento esperado es de 981 pb y la banda obtenida se
encuentra por debajo de 1000 pb. Esto verifica la delecion de un fragmento de este

gen en la cepa MQ130 en la regidon que se encuentra entre los cebadores utilizados.

- 7000] 12501 |15oo| 17501

Delecion (gm30)

Figura 11: Esquema del genoma de C elegans en la zona del gen c/k-7y la respectiva delecion
en el alelo gm30, presente en la estirpe MQ130. Se sefialan ademas la posicion de los cebadores
usados para la PCR.
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Figura 12: Gel de agarosa 1% para la PCR del gen c/k-7(gm30) en MQ130 y N2, revelado con
BrEt bajo luz UV. El fragmento esperado para MQ130 es de 391 pb mientras que para N2 es de
981 pb. El marcador de peso molecular (MPM) utilizado fue Gen Ruler 1kb Plus.

Luego de comprobar que se esta trabajando con las estirpes correctas, se procedio a
estudiar la influencia de la UQ de la dieta en el desarrollo. Para ello se sembraron L1
del mutante en c/k-7y de la estripe silvestre (N2) en placas de NGM agar previamente
sembradas con un “césped” de £ co/iGD1 u OP50 como alimento de C elegans. Las L1
se obtienen de bleaching de adultos gravidos alimentados en OP50. Los huevos se
mantienen 24 hs a 20°C en M9 con Mg** para que eclosionen y sincronizar las L1 al
mantenerlas hambreadas. Las fotografias mostradas en la Figura 13 fueron tomadas
luego de 48hs desde que se sembraron las L1 en las placas de NGM agar, tiempo en el

que los N2 llegan, desde L1, a adulto joven en OP50 a 20°C.

La principal diferencia reside en que los mutantes en c/k-7(gm30) alimentados con GD1
(Figura 13a), se detienen en lo que se presume es L2, como fue visto en Jonassen et al.,
2001, aunque también existe la posibilidad de que luego de una semana desde L1,
algunas larvas retoman su desarrollo hacia adultos, pero son estériles (Burgess et al.,

2003). A fines practicos se habla de una interrupcién. Los N2 no sufren este fendmeno,
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debido a la presencia de la UQ endogena (Figura 13d). Los mutantes en c/k-7
detenidos en L2 no se veian igual una L2 silvestre o incluso L2 mutante en c/k-7 en
medio con UQ. Dentro de las observaciones, se destaca un movimiento mas lento, con
tendencias a enrollarse en vez de mostrar el caracteristico movimiento como onda
sinusoide. Al estar descrito que los mutantes en c/k-7(gm30) alimentados con GD1
podrian avanzar hasta adulto estéril luego de varios dias, los dejamos 10 dias en GD1,
notando que s6lo una minoria de los gusanos lograba crecer mas alla de L4, mientras
que otros pocos alcanzaban el tamafio de L4, pero sin la formacidn caracteristica de la
vulva. Esto podria reflejar una mayor dosis de UQ materna presente en el huevo o que
estos gusanos se hayan alimentado de una zona contaminada (con alimento con UQ)
no detectable a la lupa. Tanto en GD1::pALO (Figura 13b) como en OP50 (Figura 13c) no
hay detenimiento del desarrollo en los mutantes en c/k-7, lo que permite suponer que
la UQ exdgena cubre las necesidades de los gusanos para su desarrollo. Si se constato
que los mutantes en c/k-7 alimentados con OP50 demoran aproximadamente un dia
mas que N2 en llegar a adulto con ese alimento. Al no notar diferencias entre alimentar
con OP50 y GD1::pALO, a efectos de este trabajo la dieta con UQ siempre sera dada por
OP50.

A excepcion del mutante en c/k-7(gm30) alimentado con GD1, en las otras condiciones
todos los C. elegans mutantes en c/k-7(gm30) llegan a adultos fértiles. Esto indica que
s6lo con RQ no es suficiente para el desarrollo de los gusanos. La UQ es esencial y
puede ser adquirida de la dieta, siendo en este caso, suficiente para completar
exitosamente el ciclo de vida. Los mutantes en c/k-7(gm30) muestran, como era
reportado en la bibliografia, un ligero retraso en su desarrollo, que llega a ser de

aproximadamente 24 hs de L1 a adulto con respecto a N2.
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Figura 13: Mutante en clk-1(gm30) y estirpe silvestre en placas de NGM agar con E. coli GD1,
GD1-pALO u OP50 como alimento. Fotografias tomadas pasadas 48 hs en la correspondiente
dieta. (a) Mutante en c/k-7 en GD1. Permanecen en L2. (b) Mutante en c/k-7 en GD1:pALO y (c)
Mutantes en c/k-7 en OP50 llegan a L4 sin problemas. (d) N2 en GD1, (e) N2 en GD1-pALO y (f)
N2 en OP50 no muestran diferencias en el desarrollo, entrando joven adulto.

En cuanto a la progenie, se sabe que es menor para el mutante en c/k-7(gm30).
Ademas de lo visto en Wong et al, 1995, se realizé la progenie en un laboratorio
comercial (Suny Biotech, China), donde se vio que la progenie del mutante en c/k-7 es,
en promedio, de 130 huevos, mientras que para N2 es de 263 huevos presentado una
diferencia considerable. En dicho experimento se contaron los huevos de 5 adultos
durante 8 dias, con 3 réplicas. También se observo el retraso en el desarrollo de los
mutantes en c/k-7, ya que en el dia 1 de conteo de huevos de N2, los mutantes en c/k-7
no ponen huevos. En cuanto a la viabilidad, todos los huevos eclosionan, no hay
letalidad en los embriones. En los mutantes en c/k-7 se observa una interrupcion del
desarrollo menor al 2% para un n>150, esto significa que no todas las larvas llegan a

adultos, fendbmeno que no se observa en N2.

Dado que los mutantes en c/k-7 no logran llegar a adultos en dieta sin UQ, se optd por
un cambio de dieta de OP50 a GD1 cuando llegaron a L4 (Figura 14). Previo al cambio
de dieta se realizd una purga de 2 hs para eliminar de los restos de UQ y bacterias

presentes en el intestino de las larvas. La misma consiste en un lavado en M9 con ciclos
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de agitacion. Se realiz6 un control, cambiando los nematodos de la placa con OP50 a
otra (con OP50), también con purga para estandarizar la influencia de dicha
manipulacién. Las fotografias fueron tomadas pasados 4 dias de sembradas las L1y 6
dias después de L1 (Figura 14). Se observa que al llevarlos a dieta sin UQ luego de L4
los gusanos completan su desarrollo y son fértiles (Figura 14a y b) y no hay diferencias
con el control (Figura 14c y d). A su vez, los huevos eclosionan (son viables) como se
puede observar en dichas figuras. Esto es consistente con lo reportado en Jonassen et
al., 2001. En sintesis, el cambio de dieta con UQ a dieta sin UQ desde L4 no parece

tener efecto en el desarrollo y la progenie de los mutantes en c/k-7.

Cambio de dieta de OP50 a GD1en L4

(@)
Control en OP50: cambio de placa en L4

(€ (d)

Figura 14: Mutantes en c/k-7 luego del cambio de dieta de GD1 a OP50 en L4. Los mutantes en
clk-1 fueron crecidos hasta L4 en NGM agar con OP50 y pasados a placas con GD1 u OP50 con
previa purga de 2 hs. (a) y (c) corresponden a fotografias tomadas 24 hs luego del cambio de
dieta, donde ya se observan huevos y L1. (b) y (d) corresponden a fotografias tomadas 48 hs
luego del cambio de placa. No se observan diferencias entre GD1 y OP50, por lo que la dieta sin
UQ luego de L4 no influye en lo que resta del desarrollo ni en la fertilidad.
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Se propuso entonces, realizar el cambio de dieta de OP50 a GD1 a distintos tiempos
desde L1, eligiendo 20 hs y 25 hs por contener, tedricamente, la transicion de L1 a L2.
Esta etapa es clave en el desarrollo en cuanto a la demanda de UQ como se explica en
la introduccién (Jonassen et al., 2002). Se tomé registro fotografico en los 2, 3 y 6 dias
posteriores al estadio L1 (Figura 15). Lo observado en el pasaje a 20 hs y 25 hs es que
los gusanos llegan a tamafo adulto al mismo tiempo que los que se encuentran en
OP50, pero no se ven gravidos, incluso dias después de haber alcanzado el estadio
adulto (Figura 15a-f), a diferencia del control en OP50 (Figura 15g-i), en donde hay
huevos y L1. Este ensayo fue repetido con un cambio de dieta de OP50 a GD1 (y su
respectivo control en OP50) a las 25 hs y nuevamente el resultado fue el mismo:
mutantes en c/k-7 de tamafo adulto que no ponen huevos (Figura 16). En ambos
experimentos los gusanos se dejaron varios dias mas, para corroborar que no fuera un
retraso y pusieran huevos mas tarde. Sin embargo, en ningin momento llegaron a

estar gravidos.
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Cambio de dieta de OP50 a GD1 a las 20 hs

(a
Cambio de dieta de OP50 a GD1 a las 25 hs

(d)
Control en OP50: cambio de placa a las 20 hs

(i)

Figura 15: Cambio de dieta de OP50 a GD1 de mutantes en c/k-7 a las 20 hs y 25 hs desde
sembradas las L1y control en OP50, donde los mutantes en c/k-7 fueron cambiados de placa a
las 20 hs. (a), (b) y (c) corresponden al cambio de OP50 a GD1 a las 20 hs, con fotografias
tomadas 24 hs, 48 hs y 5 dias luego del cambio, respectivamente. Luego de 5 dias se observan
gusanos de tamafo adulto, pero no ponen huevos ni estan gravidos. (d), (e) y (f) corresponden
al cambio de OP50 a GD1 a las 25 hs, con fotografias tomadas 24 hs, 48 hs y 5 dias luego del
cambio, respectivamente. Al igual que con el cambio a las 20 hs, estos gusanos no han puesto
huevos. (g), (h) e (i) corresponden al control, pasando los gusanos de OP50 a OP50 a las 20 hs,
con fotografias tomadas 24 hs, 48 hs y 5 dias luego del cambio, respectivamente.
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Cambio de dieta de OP50 a GD1 a las 25 hs

(d)

Figura 16: Cambio de dieta de OP50 a GD1 de mutantes en c/k-7 a las 25 hs desde sembradas
las L1 y control en OP50, donde los mutantes en c/k-7 fueron cambiados de placa a las 25 hs.
(@), (b) y (c) corresponden al cambio de OP50 a GD1 a las 25 hs, con fotografias tomadas 3 dias,
4 dias y 5 dias luego del cambio, respectivamente. Luego de 5 dias se observan gusanos de
tamafo adulto, pero no ponen huevos ni estan gravidos. (d), (e) y (f) corresponden al control,
pasando los gusanos de OP50 a OP50 a las 25 hs, con fotografias tomadas 3 dias, 4 dias y 5 dias
luego del cambio, respectivamente.

Al sembrar los mutantes en c/k-7 en GD1, desde L1 sélo llegan a L2, lo que podria estar
dado por el efecto materno, que es la UQ proporcionada por el hermafrodita en el
huevo. En la Figura 14 se ve que el cambio de dieta en L4 es suficiente para que
pongan huevos y también se ve que esas larvas también llegan al menos a L2. Se
desconoce si estos huevos llegan a obtener algo de UQ residual que provenga de la
dieta, pero seria razonable, dado lo visto al realizar cambios de dieta entre L1 y L2

(Figura 15 y Figura 16).

Lo observado es concordante con otros trabajos en la materia. Es importante destacar
que, si bien la falta de UQ es lo que en principio le da mayor longevidad al gusano, no
se debe olvidar que requiere de la misma para su desarrollo y reproduccion. Con lo
realizado no es posible deducir si la RQ esta cumpliendo algun rol, ni la importancia del

precursor acumulado, DMQJ9, en las condiciones estudiadas.

El mutante en kynu-17(tm4924) no tiene afectado el desarrollo
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El siguiente objetivo fue estudiar como se comporta el mutante que no sintetiza RQ
(pero si UQ), con la estirpe OW454, que contiene la mutacion en kynu-1(tm4924).
Recordando la introduccion, esta mutacion afecta la via de la kinurenina, encargada de
la sintesis de NAD" de novo 'y precursores de RQ. Sin RQ se ve afectada la vida del

gusano en ambientes con toxinas que afecten la CTE como cianuro o sulfuro.

Al igual que con el mutante en c/k-7(gm30), el primer paso fue verificar que se esté
trabajando con la estirpe correcta, por medio de PCR. El gen amplificado fue kynu-7
que en el mutante en kynu-17(tm4924) el tamano esperado es de 1428 pb, mientras que
para N2 es de 1930 pb. El esquema del gen con la delecion y los cebadores utilizados
para la PCR se muestran en la Figura 17. El gel de agarosa 1% se muestra en la Figura
18. En la seccion de materiales y métodos se detallan los procedimientos. La banda
correspondiente al mutante en kynu-7(tm4924) se encuentra cercana a 1500 pb, de
menor tamafo que el fragmento amplificado de N2, alrededor de 2000 pb, ambos

concordantes con lo calculado.

500! 1000 1500! 2000
]

Delecion + insercion (tm4924)

Figura 17: Esquema del genoma de C elegans en la zona del gen kynu-17y la respectiva delecion
en el alelo tm4924, presente en la estirpe OW454. Se sefialan ademas la posicion de los
cebadores usados para la PCR.
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Figura 18: Gel agarosa 1% para la PCR de kynu-7en OW454 y N2, revelado con BrEt bajo luz UV.
El fragmento esperado para OW454 es de 1428 pb mientras que para N2 es de 1930 pb. El
marcador de peso molecular (MPM) utilizado fue Gen Ruler 1kb Plus.

De la misma forma que para el mutante en c/k-7, primero se sembraron L1 del mutante
en kynu-7 en NGM agar con GD1 u OP50 como alimento. En estos gusanos no se
observa arresto en el desarrollo. La UQ enddgena cubre las necesidades y la RQ parece
pasar a un segundo plano, donde no es indispensable. En donde puede haber una
diferencia, es en la progenie de los gusanos. Se realizd el conteo de progenie del
mutante en kynu-7(tm4924) y N2 tanto en GD1 como en OP50, picando gusanos
adultos en grupos de 3 a placas de NGM agar con la respectiva dieta y picando dia a
dia a placas nuevas (Tabla 3). La progenie obtenida para el mutante en kynu-7 es
ligeramente menor a la de N2 con ambos alimentos (reduccién de 12% en OP50 y
reduccion de 28% en GD1), si bien la diferencia es mas marcada con la dieta de GD1. Es
interesante notar que con la dieta de GD1, en comparacion con OP50, se ve afectada la
progenie del mutante en kynu-7, pero no la de N2. Aunque los resultados no son
suficientes para aplicar un test estadistico, en el trabajo de McReynolds et al., 2017
realizado sobre el mutante en kynu-7(tm4924) y N2, alimentados con OP50 obtienen la
misma tendencia, de disminucién de la progenie, aunque mas marcada (una
disminucion cercana al 25% en la progenie del mutante en kynu-7). Esta disminucién se

revierte al suplementar con acido quinolinico, un precursor exclusivo de la via de
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sintesis de novo del NAD". Puede decirse que, si hay un efecto en la progenie, la RQ no
es la responsable directa de dicha diferencia. También se cuenta con ensayos hechos
en un laboratorio comercial (Suny Biotech, China), donde se analizé la progenie del
mutante en kynu-1(tm4924) y N2 en OP50 (Tabla 4) de la misma forma que para el
mutante en c/k-7(gm30). La diferencia en la progenie de ambas estirpes nuevamente
muestra una tendencia similar a la de nuestro trabajo, en este caso con diferencias
menos marcadas, una disminucién de 4% respecto a N2.

Tabla 3. Conteo de progenie para el mutante en kynu-7(tm4924) y N2 en dietas de £ coli sin

UQ (GD1) o con UQ (OP50). Se realizaron duplicados por cada experimento. Se indica el
nimero de gusanos cuya progenie se contd en cada experimento.

kynu-1tm4924) N2
GD1 OP50 GD1 OP50
Gusanos—

i J 3 4 3 7 7 9 6 9
7 74 - 57 - 42 37 32 51
2 76 120 79 107 182 149 133 99
3 20 79 59 73 62 84 63 79
4 0 30 48 16 O 0 35 12

Toral 169 229 243 197 286 210 263 241

Tabla 4. Progenie de 5 C elegans mutantes en kynu-1(tm4924) y 5 N2 contados durante 8 dias.
Realizado por laboratorio comercial (Suny Biotech, China). El promedio por gusano de N2 es
ligeramente mayor que para el mutante en kynu-1.

i Progenie de 5 mutantes progenie de 5 N2
en kynu-1tm4924)

7 107 70 107 183 180 96
2 558 516 470 735 691 @ 683
3 457 501 377 306 283 | 380
4 168 162 205 107 136 110
5 8 17 4 13 6 16
6 3 1 2 3 7 3
7 0 0 0 1 0 2
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Aunque puede no ser intuitivo, tanto los mutantes en kynu-7 como los N2 alimentados
con GD1 se adelantarian unas pocas horas en la puesta de huevos, finalizando la puesta
de huevos aproximadamente un dia antes que los alimentados con OP50, como se
puede observar en la Tabla 3. Para N2 alimentado con GD1 se ha visto también un
aumento en su longevidad, respecto a N2 alimentados con OP50 (Saiki et al., 2008).
Este resultado no necesariamente es por la UQ per se sino por las condiciones en que
se encuentra esta cepa bacteriana, en relaciéon con que es mas débil y su metabolismo
es distinto a las OP50, lo que podria facilitar la digestion en el gusano, aunque esto no
explica directamente la mayor longevidad (Saiki et al., 2008). La dieta de GD1 resultaria
en un beneficio para el C elegans que sintetiza UQ. Seria interesante estudiar qué

ocurre con la dieta de GD1::pALO.

La puesta de huevos de ambas estirpes en GD1 requiere una caracterizacion mas fina
para poder asegurar que se adelanta unas horas respecto a la dieta de OP50, asi como
también establecer si la diferencia en la progenie de ambas estirpes y entre dietas es

significativa bajo nuestras condiciones de trabajo.

El doble mutante c/k-7,kynu-7 se desempefa peor que los mutantes

por separado

Habiendo estudiado las estirpes sin UQ y sin RQ por separado, ahora se toma el doble
mutante c/k-7(gm30);kynu-1(tm4924): la estirpe nombrada como PHX7099, para ver

qué ocurre al no tener UQ ni RQ segun la dieta con o sin UQ.

En este caso se requiere confirmar por PCR la delecién en ambos genes (c/k-7y kynu-
7), donde los tamafios esperados son 391 pb para c/k-7(gm30) y 981 pb para c/k-7 de
N2 y 1428 pb para kynu-7(tm4924) y 1930 pb para N2. Los geles de agarosa 1%
correspondientes se muestran en la Figura 19. Las bandas obtenidas son acordes a los
fragmentos esperados y también a los resultados de los mutantes por separado,

mostrados en Figura 12 y Figura 18.
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N2 Ck-Tgm30);
kynu-1tm4924)

(b)

Figura 19: Gel agarosa 1% para la PCR de c/k-7 (a) PCR de kynu-7 (b) en el doble mutante c/k-
1(gm30);kynu-1(tm4924)) y N2 y. Revelado con BrEt bajo luz UV. El marcador de peso molecular
(MPM) utilizado es Gene Ruler 1kb Plus.

Las L1 provenientes de bleaching se colocaron en placas de NGM agar con GD1 u OP50
como alimento (Figura 20). Alimentados con OP50 se observa un desarrollo completo,
pero mas lento, con unas horas de retraso respecto al mutante en c/k-7 (Figura 20d-f).
También son mas fragiles, dificultando la manipulacion con pica y mas sensibles a los
reactivos utilizados en el bleaching. Ademas, se observa una rapida pérdida de
sincronizacion que se obtiene mediante dicha técnica. Otra observacion es que los
primeros huevos no son viables, tienen forma anémala y no eclosionan. Por el aspecto
que presentan es probable que no se encuentren fecundados. Algo similar se ha
observado en el mutante en rad-8mni83) (Hartman & Herman, 1982), cuya mutacion
causa una baja importante en la sintesis de ambas benzoquinonas, aunque no es nula
(datos no publicados de nuestro laboratorio). En GD1 se espera que al menos ocurra la
detencion del desarrollo en L2 como ocurria con los mutantes en c/k-7y la incognita es
si la falta de RQ vuelve la supervivencia o el desarrollo mas dificil. Lo observado (Figura
20a-c) es que ademas de la interrupcion del desarrollo, los gusanos se veian mas
afectados que el mutante en c/k-7(gm30). Tenian movimientos muy lentos y se
encontraban la mayor parte del tiempo quietos o “enrollados”, lo cual no suele ser

buen signo de salud.
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Dieta de GD1

(@) (b) (©

Dieta de OP50

(d) (e) ()

Figura 20: Mutantes en c/k-7,kynu-7 en placas de NGM agar con £ coli GD1 u OP50 como
alimento. (a) y (d) son fotografias tomadas 24 hs luego de sembradas las L1. (b) y (e) son
fotografias tomadas 48 hs luego de sembradas las L1. (c) y (f) son fotografias tomadas 72 hs
luego de sembradas las L1. En GD1 las larvas se ven enfermas y no avanzan de L2. En OP50
contintan su desarrollo, pero es mas lento que el de N2 e incluso que el mutante en c/k-7.

Se repitid el ensayo y se tomaron fotografias luego de 6 dias desde sembradas las L1,
en donde para la dieta de GD1 (Figura 21a y b) se vio el crecimiento de algunas de las
larvas comparable al tamafio en el estadio L3-L4, pero no se observa desarrollo de la
vulva. Luego de 4 dias mas, no se constatdé mas crecimiento. Como se puede ver en
OP50 (Figura 21c y d), al dia 6 desde L1, el mutante en c/k-7,kynu-7 se encuentra en

plena puesta de huevos, con algunas L1y L2 de huevos ya eclosionados.
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Dieta de GD1

() (b)
Dieta de OP50 (control)

(0)

Figura 21: Mutante en c/k-T7,kynu-1 en placas de NGM agar con E. coli GD1 u OP50 como

alimento. (a) y (d) son fotografias tomadas 48 hs luego de sembradas las L1. (b) y (c) son

fotografias tomadas 6 dias luego de sembradas las L1.

Se procedié con el cambio de dieta a OP50 a las 24 hs y 48 hs (Figura 22). El cambio de
dieta a las 24 hs (Figura 22a y b), da lugar al crecimiento de las larvas, pero a diferencia
del mutante en c/k-7, el doble mutante c/k-7,kynu-7 no llega a tamafo adulto. Esas 24
hs en presencia de UQ ya son significativas, pero no suficientes para el desarrollo del
gusano adulto. El cambio de dieta de OP50 a GD1 a las 48 hs (Figura 22c y d) si alcanza
para completar el desarrollo a adulto y como se puede ver en la Figura 22d estan
gravidos y hay huevos en la placa, pero incluso luego de algunos dias no eclosionan.
Los huevos presentan forma andmala, similares a los que se ven al comienzo cuando
esta estirpe es alimentada en OP50 y una mayor transparencia, si se compara con el
control en OP50 (Figura 22g y h). En OP50 se muestra que a las 48 hs las larvas son
mas grandes que en aquellas con cambio de dieta de OP50 a GD1 a las 24 hs. A los 6
dias desde sembradas las L1, se encuentran gravidos y con presencia de L1

provenientes de huevos que ya eclosionaron (Figura 22h).
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Cambio de dieta de OP50 a GD1 a las 24 hs

(a) (b)

Cambio de dieta de OP50 a GD1 a las 48 hs

() (d)

Control en OP50

(e)

Figura 22: Cambio de dieta de OP50 a GD1 del doble mutante c/k-7.kynu-1. (@) y (b)
corresponden al cambio de OP50 a GD1 a las 24 hs desde sembradas las L1, con fotografias
tomadas 24 hs y 5 dias luego del cambio, respectivamente. (c) y (d) corresponden al cambio de
OP50 a GD1 a las 48 hs de sembradas las L1, con fotografias tomadas 2 hs previas al cambio de
dieta (aun en OP50) y 4 dias luego del cambio de dieta. En (d) se ven huevos, pero no L1. Estos
huevos no eclosionan. (e) y (f) corresponden al control en dieta de OP50, con fotografias
tomadas a las 48 hs desde sembradas las L1y 6 dias luego de sembradas.

En suma, esta estirpe doble mutante es distinta a los mutantes simples por separado,
con mas dificultades que el mutante en c/k-7, que se puede ver en OP50 por
movimientos ralentizados y anémalos, un retraso mayor en el desarrollo y los primeros
huevos que no eclosionan a L1. Con el cambio de dieta, donde 24 hs en OP50 ya no es
suficiente para llegar a adulto, como ocurria con el mutante en c/k-7. En el mutante en

clk-7 nunca se observaron huevos que no eclosionen, si en el mutante en c/k-7,kynu-1,
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donde ocurre durante las primeras horas si la dieta es de OP50 y en el caso del cambio

de dieta de OP50 a GD1 a las 48 hs es para todos los huevos.

Con esto puede decirse que, aunque en el mutante en kynu-7, la falta de NAD* de novo
y RQ no parece afectar en el desarrollo y que en el mutante en c/k-7 la RQ no era
suficiente para contrarrestar la falta de UQ, con el doble mutante la falta de ambas
benzoquinonas afecta mas al gusano que la falta de UQ solamente (y, l6gicamente, de
RQ solamente). Nuevamente, dado el rol de kynu-7, no podemos distinguir si es por la

falta de NAD" de novo o por la ausencia RQ.

Esto da lugar a la aplicacion de las respirometrias en C. elegans. Estudiar el consumo de
oxigeno de los mutantes de interés, con respecto a N2, puede dar indicios de como es
su CTE. Se espera que tanto en el mutante en c/k-7 como en el mutante en c/k-7,kynu-1
la CTE se vea severamente afectada y, por lo tanto, su respiracion sea distinta a la de

N2.
Respirometrias en Seahorse

La puesta a punto consistid en establecer la cantidad de gusanos a utilizar, definir entre
L4 o adulto, asi como los farmacos y la concentracion a utilizar. Las respirometrias en
Seahorse aun requieren ajustes, en cuanto a la concentraciéon de farmacos y lograr
obtener réplicas consistentes. No obstante, el protocolo utilizado, asi como el disefio
de las placas es suficiente para obtener un panorama general, inicial, sobre algunas

caracteristicas de la respiracion en las cepas de interés.

Todos los nematodos se cultivaron en placas de NGM agar con OP50 como dieta, en
condiciones normales (aerobiosis a 20°C). En esta primera aproximacion se dejoé a un
lado la influencia de la dieta sin UQ en la respiracion, dado que el mutante en c/k-7y el
mutante en c/k-T7,kynu-1 requieren UQ para alcanzar el estadio adulto lo que significa
un cambio de dieta desde OP50 a GD1 posterior a L2, lo que aumenta la complejidad

del experimento.

Los nematodos se recogieron de la placa de NGM con M9, se lavaron por
centrifugacion para eliminar la bacteria del medio y del interior animal. Este proceso
funciona como la purga, permitiendo quitar la mayor parte de £ coli del medio y del
interior de los gusanos. No es necesario eliminar por completo la bacteria, ya que se ha

visto que no afecta significativamente las medidas de OCR (Koopman et al., 2016).
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Puesta a punto con N2

Comenzando con N2, la cepa silvestre, se probaron las cantidades aproximadas de 5,
10, 15, 25 y 40 gusanos adultos por pocillo (Figura 23), asi como también 20 y 30 L4,
con 5 réplicas de cada densidad de gusanos. En la primera placa, donde se utilizaron
solo adultos, el conteo de los gusanos no fue preciso y se subestimé la cantidad
presente. Igualmente, los mejores resultados se obtuvieron con 15y 25 nematodos por
pocillo, teniendo en cuenta en primer lugar, los datos primarios, donde la presién de
oxigeno se recupera al maximo con cada ciclo y las pendientes tienen buen ajuste lineal
(Figura 23a). En segundo lugar, se consider6 la variabilidad entre las réplicas, que son
muy similares entre si y con menos desvio estandar, que, por ejemplo, con 5 gusanos
por pocillo (Figura 23b). En el tiempo en que se realizo el experimento, el OCR basal se
mantuvo estable en todas las densidades de gusanos. Esto es muy positivo, dado que
el equipo no posee sistemas de enfriamiento y la temperatura sube considerablemente
durante el ensayo, comenzando en 25°C y pudiendo alcanzar hasta 29°C, condiciones
suboptimas para los gusanos. Para las siguientes placas se eligid un ndmero de 20
gusanos por pocillo, ya que no se colocan exactamente 20 gusanos, sino que, al ser por
dilucion, en algunos pocillos habra menos mientras que en otros habra mas. Elegir un
punto medio en la cantidad a sembrar permite que todos los pocillos contengan una

cantidad de gusanos que esté en el rango lineal de OCR.

En cuanto a los estadios, las diferencias no son significativas entre adultos y L4. El
consenso fue realizar todas las respirometrias con gusanos adultos por la facilidad de
sincronizar los gusanos de distintas cepas a este estadio; los adultos se distinguen
claramente bajo la lupa y para las estirpes que tienden a desincronizarse, tener algunas

L4 mezcladas no afectan el ensayo.
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Figura 23: Respirometrias sin farmacos para distintas cantidades de N2 adultos. (a) Datos
primarios de la respirometria, para las cantidades de 5, 15, 25 y 40 N2. Excepto para 5 gusanos,
de las demas cantidades se obtienen buenas pendientes. (b) OCR obtenido de las pendientes de
(@) normalizado por cantidad de gusanos.

Optimizacion de la concentracién de desacoplante e inhibidores del

complejo IV y la ATP sintasa

Con el objetivo de ver la accion de los farmacos, se probaron en una primera instancia

dos concentraciones para cada una en N2: las concentraciones recomendadas en
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(Koopman et al,, 2016) para FCCP y azida y (Luz, Smith, et al., 2015) para DCCD vy el

doble de lo recomendado (Figura 24).

Para FCCP inicialmente se ensayaron 10 uM y 20 uM, siendo esta ultima la que dio
mayor aumento del OCR (Figura 24b). Es importante observar los datos primarios
también, ya que, si el OCR es muy alto, se consumird todo el oxigeno en el pocillo,
como se observa en la Figura 24a al colocar 40 gusanos por pocillo y la pendiente
obtenida no es representativa del OCR real. Luego se probd con dos inyecciones de las
concentraciones 10 uM, 20 uM y 40 uM para verificar si la concentracion en la primera
inyeccion era suficiente para alcanzar el maximo OCR (Figura 25). Para la concentracion
de 10 uM el OCR sigue aumentando luego de la segunda inyeccion, indicando que se
necesita una mayor concentracién de FCCP. Con 20 uM el OCR se mantiene estable al
momento de la segunda inyeccién, mientras que para 40 uM se ve un aumento al
principio, que alcanza valores de OCR similares al promedio cuando se utiliza 20 uM.
Este aumento decae rapidamente y no se aprecia cambio durante la segunda inyeccion.
La concentracidon intermedia, de 20 uM es la mas consistente y se utilizd para el resto
de los ensayos, ademas de que segun la literatura consultada se utilizan
concentraciones en el rango de 10 uM a 25 pM. Sin embargo, este valor da lugar a un

mejor ajuste, entre 20 uM y 40 pM.

De azida, se utiliz6 40 mM y 80 mM (Figura 24) y se continué con 80 mM para asegurar

su funcionamiento con cualquier cantidad de nematodos.

Para DCCD, al principio, se inyect6 al comienzo de los grupos que también llevaban
FCCP y azida, con las concentraciones de 20 uM y 40 uM (Figura 24). Cabe consignar
que el uso de DCCD sélo se encuentra reportado en Luz, Smith, et al, 2015. Al no
observar efecto del DCCD (y a consejo del grupo de Joel Meyer) se opté por aumentar
la concentracién a 80 uM (Figura 26). Alli si se vio su accion y se confirmd la
interferencia que tiene con el FCCP (mencionada en Luz, Smith, et al.,, 2015), donde el
efecto del FCCP no se observa si es adicionado luego del DCCD (Figura 26a). Entonces,
en los futuros disefios de la placa, el DCCD se inyecta al final en un grupo que solo
lleva dicho inhibidor. La desventaja es que requiere de al menos 15 ciclos para
visualizar una disminucién en el OCR, prolongando el experimento unas 3 hs mas, lo

que en algunas estirpes causa un notorio descenso del OCR basal.
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Figura 24: Respirometrias de N2 adultos con DCCD, FCCP y azida. (a) Datos primarios de la
respirometrias para 15, 25 y 40 N2, en donde se inyecté como concentracién final 20 uM DCCD,
10 uM FCCP y 40 mM azida. El FCCP aumenta el consumo de oxigeno y con 40 N2 por pocillo
las pendientes se desvian. (b) OCR/gusano en el tiempo para 20 N2 por pocillo, con 20 uM
DCCD, 10 uM FCCP y 40 mM Azida (rojo) y 40 uM DCCD, 20 uM FCCP y 80 mM azida (negro).
Las concentraciones utilizadas de DCCD no son suficientes para apreciar el efecto del inhibidor.
Para FCCP se requiere una mejor optimizacion, pero 20 uM da mejor resultado que 10 puM. La

azida funciona bien en las dos concentraciones utilizadas.
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Figura 25: OCR/gusano en el tiempo para 20 N2 por pocillo con dos inyecciones de FCCP de
concentraciéon 10 uM, 20 pM o 40 pM, y N2 sin farmacos (rojo). Con 10 uM se requiere una
segunda inyeccion para alcanza el maximo OCR. Con 20 pM el OCR forma una meseta, que
permite estimar el OCR méaximo. 40 puM genera una respuesta inmediata que decae
rapidamente.
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Figura 26: DCCD interfiere con el FCCP. (a) OCR/gusano en el tiempo para 20 N2 por pocillo,
donde se inyecta 80 uM DCCD, 20 uM FCCP y 80 mM azida; y sin fadrmacos (rojo). Luego del
DCCD, no se observa el aumento del OCR por accién del FCCP. (b) OCR/gusano en el tiempo
para 20 N2 por pocillo, donde se inyecta 20 pM FCCP y 80 mM azida; y sin farmacos (rojo). El
efecto del FCCP se aprecia correctamente cuando no se inyecta DCCD antes.

Respirometrias en las distintas estirpes mutantes

Se llevaron a cabo las respriometrias en las 4 estirpes de interés, con 20 gusanos
adultos. Se inyect6 azida para poder calcular el OCR basal, que es el OCR que se
corresponde con el consumo mitocondrial, ya que el consumo en presencia de azida

corresponde al OCR no mitocondrial.

Para comenzar con los mutantes, en el que no sintetiza UQ, mutante en c/k-7(gm30), se

esperaba que su OCR fuera mas bajo que el de N2, ya que el DMQ9 no cubre por
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completo a la UQ y estaria inhibiendo el complejo |, ademas de que la UQ8 de la dieta
probablemente no se encuentre en la misma cantidad que la enddgena en N2 y la cola
isoprenoide es de diferente largo a la UQ del gusano. Un menor OCR en mutantes en
clk-1(e2579y gm30) ya habia sido reportado en un par de estudios (Braeckman et al.,
1999; Van Raamsdonk et al., 2010). Como se ve en la Figura 27a, el OCR es mas bajo
que el de N2. Con esto se puede suponer que su CTE se encuentra afectada por la falta

de UQ del gusano.

El mutante que no sintetiza RQ, kynu-1(tm4924), si tiene UQ enddgena. No existen
estudios en relacion a como respiran estos gusanos, pero no se esperaban diferencias
importantes con N2, ya que no hay funcién reportada de la RQ en normoxia. Este
parece ser el caso, ya que los OCR basales son similares para el mutante en kynu-7y
N2 (Figura 27b). En el mutante en kynu-7 se observa una tendencia al descenso del

OCR basal con el paso de los ciclos.

Por el lado del doble mutante, c/k-7,kynu-7, se esperaba algo similar al mutante en c/k-
7, incluso un menor OCR, dado lo observado anteriormente con el cambio de dieta. Sin
embargo, ocurri6 lo contrario: el OCR del mutante en clk-Tkynu-71 es
considerablemente mayor que el de N2 (Figura 27c). Luego de los 100 minutos el OCR
del mutante en c/k-7,kynu-7 comienza a disminuir, similar a lo que ocurria con el

mutante en c/k-7.

Dado que no se esperaba que el mutante en c/k-7;kynu-7 tuviera un OCR mas alto que
el de N2, se repiti6 el experimento, con una PCR previa para confirmar que,
efectivamente, se trate del mutante correcto. Nuevamente los resultados fueron los
mismos, el OCR se mantiene mas alto que el de N2 y también disminuye con el nimero

de ciclos (Figura 27d).

Cabe consignar que en este trabajo se reporta siempre el OCR por gusano porque en
principio es un dato sin error (se cuentan todos los gusanos de cada pocillo al final del
experimento) y resulta conveniente. Sin embargo, puede pasar que las diferencias entre
las estirpes hagan mas conveniente una normalizacion por concentracion de proteina
en el pocillo (por ejemplo, N2 es un gusano mas grande que el mutante en c/k-7(gm30)
y normalizar por el nUmero de gusanos podria no ser 6ptimo), lo cual es descrito Luz,
Smith, et al.,, 2015, pero lo dejan a criterio del investigador. Hay literatura al respecto

para el caso de otro mutante en c/k-7(e2579), en donde postulan que efectivamente, es
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mejor normalizar por concentracion de proteinas y en este caso las diferencias en el

OCR respecto a N2 no son significativas (Braeckman et al., 2002).
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Figura 27: OCR basal para las estirpes de interés. (a) mutante en c/k-7(gm30), (b) mutante en
kynu-1(tm4924), (c) y (d) mutante en c/lk-1(gm30);kynu-1(tm4924). Todas llevan como referencia
a N2, la estirpe salvaje, ya que se realizaron en placas distintas. La respirometria del mutante en
clk-T;,kynu-17 se realizé por duplicado para confirmar la tendencia.

En particular para el mutante en c/k-T7,kynu-17, el uso de farmacos que intervengan en la
cadena respiratoria mitocondrial es de especial interés. Como se observa en la Figura
28b, el FCCP no tiene efecto sobre el OCR, como si la CTE del gusano ya estuviera
funcionando al maximo y no tiene capacidad de reserva. Una explicacién posible es que
exista un gradiente de potencial muy bajo entre la matriz mitocondrial y el espacio
intermembrana, por lo que el desacoplante no tenga efecto. El OCR basal es mas alto
por la misma razon: si el gradiente de potencial es muy bajo, el transporte de
electrones es facilitado y se requiere un elevado funcionamiento de la cadena
respiratoria para lograr la sintesis de ATP. Esto podria ser efecto de la desregulacion
que sufra el nematodo debido a la falta de benzoquinonas, pero el mecanismo de
funcionamiento de su CTE es dificil de explicar. Sabemos que la cadena respiratoria esta

afectada por la falta de UQ9 y RQ. Las Unicas benzoquinonas presentes son DMQ9 y
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UQ8. Respecto a DMQ9, no permitiria el transporte de electrones I-Ill, pero si el
transporte II-1ll. UQ8 estaria en baja proporcion y se desconoce si pudiera funcionar en
el transporte I-1ll y cbmo compite con DMQ9. Sin embargo, la accion del DCCD (Figura
28a) permite confirmar que los electrones llegan al complejo IV, en donde se reduce el

oxigeno. La interrogante es quién le esta aportando estos electrones al citocromo c.
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Figura 28: OCR por gusano en el tiempo para el mutante en c/k-7,kynu-7(a) y (b) y N2 (c) y (d).
Se utilizaron los inhibidores DCCD 80 uM, FCCP 20 uM y azida 80 mM. El mutante en c/k-7; kynu-
7 responde correctamente a DCCD, pero no asi a FCCP.

Discusion

La UQ, a pesar de ser muy estudiada en diversos organismos, todavia engloba muchas
preguntas. En C elegans se sabe que es fundamental para su desarrollo, donde los
mutantes en la biosintesis de UQ no son viables, a excepcién del mutante en c/k-7, que
debido al intermediario que acumula, DMQ9 junto con la UQ8 de £. coli, completa su
desarrollo y es fértil. La UQ de la dieta pasa a un papel central en el desarrollo; su
ausencia provoca la interrupcién del desarrollo en las larvas y la deficiencia provoca
infertilidad (Jonassen et al, 2001). El alcance que tiene la DMQ9 es desconocido,
aunque los estudios en el tema sugieren que puede transportar electrones desde el

complejo Il al lll, pero no asi del | al lll de la CTE mitocondrial (Yang et al., 2011). Es

60



importante mencionar que c/k-7 es el Unico gen “coq” que afecta a la biosintesis de
UQ, pero no la de RQ. Asi pues, la viabilidad del mutante en c/k-7 podria explicarse por
el papel no solo de la DMQ9 junto con la UQ8 de £ cofj sino de estas dos y la RQ. La
RQ, benzoquinona que permite el funcionamiento del complejo Il como fumarato
reductasa, ha sido poco estudiada y muchas veces apartada de la discusion (Takamiya
et al., 1999). No hay informacion sobre si puede transportar electrones hacia los otros
complejos. Aunque su accion sea relevante en hipoxia, también se encuentra presente
de forma constitutiva en normoxia, y se sabe poco de su funcién. Hasta ahora solo se
ha descrito que es esencial en la respuesta al cianuro y sulfuro. Esto podria ser
relevante en la respuesta a microorganismos patdégenos productores de estos
metabolitos (Lautens et al., 2021; Romanelli-Cedrez et al., 2024). Por ultimo, los efectos

de la UQ de la dieta no han sido estudiados en nematodos que no sinteticen RQ.

En esta tesina se estudio el rol de la UQ dietaria en un mutante que no sintetiza UQ, un
mutante que no sintetiza RQ y el doble mutante que no sintetiza UQ ni RQ, a través de
la alimentacion con £ coli con UQ (OP50) y £ coli sin UQ (GD1). Para ayudar a
comprender el metabolismo en los mutantes de C. elegans se realiz6 una puesta a
punto de las respirometrias en Seahorse. Cabe mencionar que hay muy pocos estudios
que hayan utilizado respirometria de organismo entero en C elegans, y de éstas son
escasos Yy recientes los ejemplos que utilizan Seahorse, en tanto en nuestro laboratorio

no se habia implementado antes esta metodologia.

La UQ de la dieta es esencial en el mutante en c/k-7(gm30) y el doble

mutante c/k-71(gm30); kynu-1(tm4924)

El estudio de la influencia de la UQ de la dieta fue un comienzo muy positivo, donde
todo lo visto en el mutante en c/k-7 es acorde a la bibliografia. Respecto al mutante en
kynu-T la falta de UQ en la dieta no genera dificultades y por lo tanto la RQ no es
esencial para el nematodo en normoxia, en las condiciones estandares en las que
usualmente se cultiva el organismo. Respecto a hipoxia hay algunos resultados
preliminares realizados en nuestro laboratorio, donde el mutante en kynu-1(tm4924) se
recupera igual que N2 de la falta de oxigeno; no asi cuando la atmosfera incluye sulfuro
o cianuro, donde la RQ pasa a un papel esencial. El doble mutante muestra que la RQ (y
la biosintesis de novo de NAD*, que también esta afectada en este mutante) si son

importantes, ya que los fenotipos observados son mas severos que en el mutante en
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clk-1(gm30); los movimientos son muy lentos y desincronizados, y requieren mas horas
en dieta con UQ para poder llegar a adultos fértiles. En este sentido, dilucidar si la
contribucion al fenotipo mas severo del doble mutante es por la biosintesis de RQ o
NAD* es importante. Esto se podria lograr estudiando un doble mutante en haao-7y
clk-7 que no afecta la biosintesis de RQ, pero si de NAD", o el doble mutante cogZ2-ey

clk-7 que no afecta la biosintesis de NAD* pero si la de RQ.

Las respirometrias en Seahorse aportaron una nueva perspectiva

respecto al doble mutante c/k-7/kynu-1

Las respirometrias, aunque con dificultades para su interpretacion, muestran la
complejidad de las rutas metabdlicas y sus interacciones y regulacién, y dan pie a la
aplicacion de esta técnica en futuras investigaciones con C elegans. En esta tesina se
realizaron ensayos que podemos considerar iniciales. Se continuara con la optimizacion
en la estirpe silvestre, N2, para asegurar la consistencia entre las réplicas y hallar la
concentracién 6ptima de los farmacos utilizados. Es importante destacar la sensibilidad
de los nematodos (y organismos en general), ya que leves variaciones en las
condiciones de medida, como pueden ser el tiempo que pasen sin alimento o la mayor
temperatura a la que son sometidos durante el ensayo, pueden afectar
significativamente el perfil metabodlico (Van Voorhies, 2002). Mantener las condiciones
uniformes es esencial al momento de comparar los resultados. En particular respecto al
factor temperatura, se esta trabajando para termostatizar la temperatura en la sala
donde se encuentra el equipo y asi evitar superar los 25°C durante las corridas. De los
inhibidores, el FCCP es el que requiere un ajuste mas fino y se propone realizar 3
inyecciones con FCCP con una mayor variedad de concentraciones en el rango de 10
MM a 40 pM finales. Asimismo, es importante definir los criterios de normalizacion del
OCR, ya que se ha visto que, al comparar distintas cepas, la cantidad de gusanos puede
no ser la mejor opcién para tomar como referencia, pero tampoco se puede asegurar
que la normalizacion por proteinas totales sea mejor (Braeckman et al, 2002; Van
Voorhies, 2002). Por ultimo, se encuentra presente la idea de aprovechar los datos de
ECAR que permite medir el Seahorse. Para ello es necesario realizar las medidas en un
medio no tamponado (el M9 contiene un buffer fosfato), lo que requiere poner a punto
el experimento bajo esas condiciones primero, y luego analizar los datos para ver si el
cambio en el pH es notorio dado que trabajamos con el organismo entero en un breve

periodo de tiempo.

62



Mas alld de los ajustes metodoldgicos, un disefio experimental mas amplio, que
escapaba al alcance de la tesina, puede arrojar luz para comprender mejor los
fendmenos observados. En este sentido se planea realizar las respirometrias con C
elegans alimentados con GD1, para continuar la descriptiva realizada en la tesina. Esto
es posible realizarlo en adultos que han sido cambiados de dieta de OP50 a GD1, luego
de 48 hs desde sembradas las L1. Sin estas 48 hs iniciales en OP50 las cepas mutantes

en c/k-7 no alcanzan el estadio adulto.

Sin dudas, el resultado mas llamativo concierne a las respirometrias del doble mutante,
cuyo OCR basal es mas alto que el de N2. Dado que el OCR del mutante en c/k-7 es
menor que en N2, algo similar podria ser esperado para el doble mutante; que podria
explicarse con la falta de UQ endogena y que el DMQ9 no puede actuar en la CTE de la
misma manera que la UQ. Sin embargo, la explicacion puede ser mas compleja y de
dificil racionalizacion con los resultados obtenidos al momento. Recientemente en
nuestro laboratorio, Rosina Comas identificd por bioinformatica a rad-8 como un nuevo
gen que afecta la biosintesis de UQ y RQ. Este mutante sintetiza muy poca UQ (menos
del 10% que N2) y muy poca RQ (menos del 2% que N2). Interesantemente, estudios
previos de actividades enzimaticas en este mutante indican resultados también dificiles
de reconciliar con los de las actividades enzimaticas del mutante en c/k-7. En efecto, en
el mutante en c/k-7 no hay pasaje de electrones entre el complejo | y Ill, pero si entre el
Il'y Ill, en tanto en el mutante en rad-8, la transferencia de electrones entre el complejo
[I'y Il esta inhibida, pero no entre los complejos | y 1l (Fujii et al., 2011). Asi pues, la
deficiencia de ambas quinonas afecta de forma diferente que la ausencia de UQ.
Volviendo al doble mutante utilizado en este trabajo, claramente, la desregulacion
metabdlica que implica para el organismo la combinacion de la falta de UQ, RQ y NAD*
lo sitia en la necesidad aumentar su consumo de oxigeno. La complejidad que se
presenta no permite realizar afirmaciones respecto a la interpretacion de los resultados
y excede en largo los objetivos del trabajo de la tesina. A continuacién, plantemos
algunos experimentos que permitirian ayudar a racionalizar los resultados observados,

mas alla de la previa y necesaria repeticion de los experimentos presentados.
Perspectivas

Una de las formas de abordar la problematica, es a través de las respirometrias de

nematodos alimentados con GD1, para eliminar toda influencia de la UQ8. Otra forma
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de comenzar a disecar el fendmeno sera mediante el uso del mutante en cog-2e que
sintetiza una infima cantidad de RQ, y permite eliminar la variable de la falta de NAD*
de novo presente en el mutante en kynu-7. El mutante en haao-7 también podria
aportar elementos, ya que sélo tiene afectada la biosintesis de NAD* de novo, pero no
la de RQ. Por otra parte, el helminto Mesocestoides corti; que posee grandes
cantidades de RQ (aproximadamente 98%) y muy poca UQ (Comas-Ghierra et al., 2023).
Este helminto no cuenta con las vias de sintesis de novo de NAD" ni la via del glioxilato,
por lo que representa un modelo mas sencillo para hacer respirometrias y podria
ayudar a comprender el rol de la RQ en la cadena respiratoria. Si bien ya esta
confirmado que el mutante en c/k-7 no sintetiza UQ y que el mutante en kynu-7 no
sintetiza RQ, no se realizd la cuantificacion de benzoquinonas en el doble mutante c/k-
T,kynu-1. Dada la falta de ambas benzoquinonas la fisiologia de la membrana
mitocondrial interna podria verse afectada. Asimismo, mas espacio teorico en dicha
membrana podria ser aprovechado por UQ8 y/o DMQ9. Por otro lado, la regulacién de
biosintesis podria funcionar de otra forma, afectando la produccién de, por ejemplo,
DMQ9. Mas llamativamente, aunque no es posible descartarlo, podria ser la produccién
de alguna de las benzoquinonas por otra via no manifiesta en los mutantes simples. La
determinacion de benzoquinonas por HPLC-MS recientemente se puso a punto en

CEINBIO por el Dr. Mauricio Mastrogiovanni.

Respecto al doble mutante c/k-7,kynu-7, recientemente se obtuvo el ensayo de
longevidad, que fue encargado a Suny Biotech, revelé una duracién de vida (/ifespan)
de 34 dias, mayor que la reportada para el mutante en c/k-7(gm30) de 22 dias. Sin
embargo, el maximo /ifespan es mayor en el mutante en c/k-7, con 46 contra los 41 del
mutante en c/k-7,kynu-1. En el mutante en c/k-7, muchas de las explicaciones
propuestas sobre su mayor longevidad se relacionan con una baja en el metabolismo y
la menor produccion de ROS. El mutante en c/k-7,kynu-7 muestra fenotipos de
movimiento y desarrollo como el mutante en c/k-7, pero su OCR basal es maximo, lo

que, considerando esta hipodtesis, deberia tener una menor longevidad.

Finalmente, el doble mutante constituye un modelo de longevidad no deseada, en la
que la vida se alarga completamente disociada de un funcionamiento normal. En
efecto, su metabolismo parece desregulado y no se desarrolla ni envejece bien: pone
huevos inviables y tiene dificultades importantes de movimiento, que incluso le

dificultan desplazarse hacia el alimento.
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Conclusiones

Se logré estudiar la influencia de la dieta en la cepa salvaje, N2 y los mutantes en la via
de biosintesis de UQ y/o RQ. Para el mutante en c/k-7, los resultados obtenidos son
concordantes con la bibliografia consultada; se vio el arresto si las L1 son alimentadas
con dieta sin UQ, que unas 20 a 24 hs con OP50 son suficientes para que se desarrollen
en adultos, pero son estériles, el retraso en el crecimiento de aproximadamente un dia
con respecto a N2. Para el mutante en kynu-7, la dieta sin UQ no es un problema. La
Unica observacion es que tiene una menor progenie respecto a N2 y, de acuerdo con la
bibliografia, seria debida a la falta de NAD". El doble mutante muestra los fenotipos de
clk-1, pero en mayor intensidad, muestra que la falta de RQ junto con UQ genera mas

problemas.

Las respirometrias son de gran utilidad y el protocolo utilizado funciona
adecuadamente, aunque requiere de algunos ajustes para que sea confiable.
Permitieron una primera aproximacion al estudio de la respiracién en las distintas
cepas, que mostraron diferencias entre si y con respecto a N2, lo que abre nuevos

caminos en la linea de investigacion.
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