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Resumen del Proyecto (no mayor de 250 palabras )

El avance de las ciencias médicas ha permitido un aumento en la esperanza de vida media y un aumento en la
incidencia de trastornos neurodegenerativos (ND). Estudios recientes describen marcadas mejoras en el fenotipo
neuropatoldgico de modelos murinos de enfermedades ND cuando se modifica la microbiota, lo que ha dado origen
a un nuevo concepto: el eje microbiota-intestino-cerebro. Este plantea la existencia de una comunicacion
bidireccional entre el intestino y el cerebro capaz de modular la homeostasis del hospedador, y donde la microbiota
intestinal juega un rol clave. Comprender estos mecanismos a nivel sistémico resulta muy complejo en mamiferos
dada la heterogeneidad del genoma y su microbiota. Ademas, dado que la vida media de modelos murinos ronda
los 3 afios, el uso de ratones en estudios de enfermedades asociadas a la edad se torna lento y muy costoso. En
este contexto, el nematodo bacterivoro Caenorhabditis elegans ha emergido como un excelente modelo paral
estudiar las interacciones huésped-microbiota, ya que tanto el animal como su dieta bacteriana son genéticamente
manipulables. Se sabe que C.elegans es capaz de crecer y reproducirse en diferentes dietas bacterianas,
mostrando remarcables diferencias en su fisiologia, metaboloma y vida media, dependiendo de la dieta. Trabajando
con gusanos modelos de enfermedades ND realizaremos un screening entre diversas dietas bacterianas no
patogénicas, esperando encontrar alguna capaz de mejorar el estado de salud y la progresion de estos desordenes
en los animales. Posteriormente, mediante andlisis protedmico nos proponemos identificar los intermediarios
moleculares del gusano que sean responsables del fenotipo mejorador.

Plan de trabajo (resumido)

El marcado avance de las ciencias médicas ha impulsado un aumento en la esperanza de vida media, lo que trae
aparejado un aumento en la incidencia de trastornos neurodegenerativos (ND) y otras enfermedades asociadas a
la edad. La importancia de estas patologias reside en que actualmente no existen tratamientos efectivos para su
cura, por lo que es posible encontrar personas longevas con patologias muy avanzadas. Esto se traduce en un
gran gasto para el sistema sanitario, con el Ginico objetivo de paliar sintomas. Interesantemente, en los Gltimos afios
se ha visto que no solo las intervenciones farmacolégicas son capaces de mejorar estas patologias, sino que
cambios en la microbiota pueden modular la progresién de trastornos neurodegenerativos. En este sentido, estudios|
recientes describen marcadas mejoras en el fenotipo neuropatoldégico de modelos murinos de enfermedad de
IAlzheimer (EA), Parkinson (EP) y Huntington (HT), cuando se modifica la microbiota. Esto ha llevado a un profundo
entrelazamiento entre la microbiologia y la neurociencia, dando origen a un nuevo concepto: el eje microbiota-
intestino-cerebro. Este plantea la existencia de una comunicacion bidireccional entre el intestino y el cerebro capaz
de modular la homeostasis del hospedador, y destacando a la microbiota intestinal como un pilar indispensable. El
creciente interés por comprender el rol de este nuevo eje en la fisiologia de los organismos ha llevado al lanzamiento
de varios proyectos internacionales e interdisciplinarios que apuntan a caracterizar completamente la microbiota]
intestinal humana para luego poder comprender su relacion con el desarrollo y evolucion de diversas patologias.
De lo descripto se desprende que resulta imperativo comprender la influencia de la microbiota en el desarrollo v
progresion de enfermedades ND, fundamental para el desarrollo de futuras estrategias de atencion sanitaria y
desarrollo de nuevos farmacos.

Comprender estos mecanismos a nivel sistémico resulta muy complejo en mamiferos, dada la heterogeneidad del
genoma y su microbiota. En este contexto, Caenorhabditis elegans es un excelente modelo para estudiar las
interacciones huésped-microbiota, ya que tanto el animal como su dieta bacteriana son genéticamente
manipulables®. Ademas, se han validado diversos modelos de C. elegans para el estudio de enfermedades|
neurodegenerativas. Por otro lado, gran parte de la biologia basica del nematodo, incluyendo vias metabdlicas, se
encuentra altamente conservada en mamiferos.




Objetivo general: Se pretende profundizar el conocimiento sobre la relevancia de la microbiota en el desarrollo |
progresion de trastornos neurodegenerativos en el modelo C. elegans.
Objetivos especificos:

1) Aprendizaje de manejo del nematodo C. elegans. Incluye la familiarizacién con el modelo de trabajo a
usar

2) Desarrollo y optimizacién de protocolos de crecimiento bacteriano. Esto permitira que el alumno|
adquiera el correcto manejo de cultivos bacterianos y aprenda como realizar su crecimiento en las
condiciones 6ptimas.

3) Screening de bacterias no patogénicas capaces de mejorar el estado de salud de nematodos
modelos de enfermedades neurodegenerativas. Se propone alimentar gusanos salvajes (control) v
gusanos modelo de enfermedad de Parkinson, con 6 dietas bacterianas diferentes. Luego se evaluaran
diversos parametros fisioldgicos de los animales (locomocién, agregados proteicos, vida media, entre
otros), a fin de determinar si alguna dieta es capaz de mejorar la progresién de la patologia y/o el estado
de salud del animal

IAsi, mediante estudios de comportamiento, técnicas genéticas, biologia molecular, microbiologia y microscopia, se
propone identificar una dieta bacteriana capaz de mejorar la progresion de enfermedades ND en C. elegans, para
en una etapa posterior poder determinar el metabolito responsable mediante estudios de protedmica.

Descripcion de las Actividades arealizar :

Cultivo de C. elegans: Se utilizaran técnicas estandar ya largamente utilizadas en el laboratorio. Los gusanos|
seran mantenidos a 20°C en placas de NGM (Nematode Growth Medium) sembradas con 100 ul de cultivo de las
diferentes bacterias. Se utilizardn gusanos WT (salvajes) y gusanos modelos de enfermedad de Parkinson (cepa
NL5901), que posee agregados de alfa synucleina musculares marcados con proteina fluorescente amarilla. Los
mismo seran transferidos constantemente a capsulas con bacteria, a fin de que no se queden sin comida. Para ello,
los gusanos se toman con un pick de platino y se transfieren de capsula, trabajando en la cercania de un mechero.
Cultivos bacterianos: Se tomard una anzada de glicerol stocks de cada bacteria de interés y se realizara un
aislamiento en solido en placas de LB. Se incubara durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente se tomaran algunas
colonias de dicho cultivo so6lido y seran transferidas a Erlenmeyer con 30 ml de LB liquido. El cultivo se incubard|
toda la noche a 37°C, asegurandose que el crecimiento bacteriano alcance la fase estacionaria. Al dia siguiente se
medira la absorbancia del cultivo, se hara la dilucién correspondiente y se volvera a crecer hasta que alcance la|
fase exponencial, concentrandolas hasta un OD=1.

[Algunos de los ensayos a realizar con los nematodos alimentados con las diferentes dietas bacterianas
son:

a. Movilidad de C. elegans en medio so6lido: Para ello se utilizara el Multi Worm Tracker, lo que nos permitirg
cuantificar el comportamiento de decenas de gusanos en simultaneo. Esto facilitara un screening inicial rapido,
econdmico y a gran escala, aspecto crucial en las fases iniciales de este proyecto. Para ello se transfieren 20|
gusanos a placas medianas y se monitorea su movimiento durante 20 minutos. Posteriormente se realiza el analisis
de los datos para obtener la velocidad, el &ngulo de giro, etc.

b. Locomocién (medio liquido): se propone estudiar el nimero de curvaturas por minuto a lo largo del tiempo
(adulto dia 1 y 4). De esta forma se evaluara su movimiento en una situacion forzada. Para ello se transfiere 1
gusano a cada well de una placa multiwell (10 gusanos por condicion) que posee 100 ul de buffer M9 por well. Se
dejan aclimatar los animales por 2 minutos y luego se cuenta el nimero de curvaturas que hace cada animal durante
30 segundos. Luego se expresa por minuto

c. Agregados proteicos: se estudiara la progresibn de agregados caracteristicos de enfermedades
neurodegenerativas. Para ello 20-30 gusanos seran inmovilizados en agarosa 2% con levamisol 10 mM, y
observados e bajo microscopia de epifluorescencia o confocal, obteniéndose fotos. Las imagenes seran analizadas
con el software Image J-FIJI a fin de contar el niUmero de agregados/intensidad de fluorescencia.

d. Tiempo de desarrollo: Se evaluara la tasa de desarrollo en los gusanos alimentados con las bacterias de interés.
Esto permitird comprender el tiempo que cada cepa permanece en determinados estadios evolutivos. Para ello se
colocaran 10-15 gravidos de cada condicion, individualmente, en placas de NGM. Durante toda la vida del animal
se contara diariamente la clase de movimiento que presentan.

e. Reproductividad: Se propone evaluar el tamafio de la descendencia. Para ello se transferiran individualmente,
10 gusanos L4 de cada condicion en placas nuevas (seran transferidos de placa cada dia). Se contara la
descendencia generada en cada placa y se obtendra la total por sumatoria.

Cuatrimestre: Segundo

Cupo de alumnos: 1

Carga horaria semanal: 3 horas




Modalidad de Evaluacion:
e Entrega de un informe con formato de trabajo cientifico
e  Exposicion Oral: Se realizara en presencia de todos los alumnos de la materia y los profesores
respectivos y al menos un integrante de la CCB (hasta 15 minutos)




