COMPARACION DE LAS COLORACIONES NILE-RED Y SUDAN Il PARA LIPIDOS

EN Caenorhabditis elegans

ALEJANDRA GARNICA GUZMAN
ANGELA KATERINE CASTANEDA PARRA

JENNY KATHERIN ROMERO MARTINEZ

Trabajo de grado para optar el titulo de Citohistotecnologia

Directoras

Marcela Goémez Garzoén

Jeannette Ledn Enciso

Fundacién Universitaria

de Ciencias de la Salud
FUCS

Fundacién Universitaria de Ciencias de la Salud
Facultad Citohistologia

2021



TABLA DE CONTENIDO

TABLA DE CONTENIDO .cccitiiiiiiiiieieieiiieiiieiiieeeieieiiiiimisisisisisisisisisisssisssssisissssssssssss s 2
1. INTRODUCCION...cceiirtrtreetrrerersesessssessssessssssssssssssesssssssssssessssessssesessssensssessssssessssensssessssssenses 3
2. MARCO TEORICO..uiiiriirissesisssissssissssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 4
2.1 CaenorhabditiS ElEGANS .......c.coeiiiririeeeee et 4
A W { o] T [0 3= OO SRRSO 6
2.3 Metabolismo de lipidos €N C. EleganS.........ccceevveiieriieiieeeeeete et sreens 7
2.4 Coloraciones Para lPIAOS .......c.coiririeieiiireee ettt sttt st st enes 9
3. OBUIETIVOS . criiiiiriiiiiiiiiiiiiiniiiisisisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 11
4., METODOLOGIA .eooveteceeteeetrresessessssssessssessesessssesessssessssssessssessssesssssessesesssssssssssensesesssesensssenens 12
4.1  Cultivos de CaenorhabditiS €legans ..........cccecvevieieiiiiieie e 12
4.2  Sincronizacion de cultivos de Caenorhabditis elegans.........ccccecveveeceecieccieecece e, 12
4.3 PreparaCion NIlE-REd.........cccooiiiiiiiiiieeee et 13
4.4 PreparaCion SUAAN ...ttt 13
4.5 Protocolos de coloraciones para PidosS........cccciiiiiiiieiie e 14
5  RESULTADOS ... s s s s s e s s s s s s s e s s s s s e s e s s s s e e aees 17
6.  DISCUSION Y CONCLUSION .....ocucuimimiminirininininincscncsssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssasssnsssssssns 21
7.  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccueeerrreeresseessessessessseessesssessessssssesssesssessesssessssssssssssssessesssens 24
G TR A A1 =0t 26



1. INTRODUCCION

La mayoria de los tejidos, sobre todo los de los animales, son incoloros y por ello
necesitamos tefirlos para observar sus caracteristicas morfologicas con el microscopio
optico. Esto se consigue con el uso de los colorantes, sustancias coloreadas que son
capaces de unirse de manera mas o menos especifica a estructuras del tejido
aportandoles color. Se utilizan normalmente para tefir a las células y componentes
tisulares que van a ser observados con el microscopio 6ptico y por ello, se realizan
habitualmente sobre secciones de tejido, siendo las mas utilizadas las secciones
obtenidas a partir de inclusiones en parafina u obtenidas en el criostato. Los colorantes

son los elementos principales de las tinciones generales.

Trabajamos con un parasito muy pequefio que fue aislado en la tierra de Algeria por el
zoblogo francés Emile Maupas en 1900. Su nombre Caenorhabditis elegans es una
mezcla del griego “Caeno” que significa nuevo-reciente, y “rhabditis” que significa baston
y del latin “elegans” que quiere decir elegante. Como su pronunciacién es algo

complicada lo llamaremos en forma abreviada “C. elegans” .

C. elegans posee una serie de caracteristicas que lo hacen util y exitoso como modelo
invertebrado para la investigacion biolégica, algunas de estas particularidades son: su
genoma bien caracterizado; la facilidad de mantenimiento; un cuerpo pequefio, la
posibilidad de mantener en condiciones de laboratorio con una dieta de Escherichia coli,

lo que resulta ser bastante econémico y facil; adicional a su corto ciclo de vida 3 dias 2.

El presente estudio uso dos tipos de coloraciones para diferenciar tipos de lipidos,
Sudam 11l y Nile-Red, con el fin de ser utilizadas en trabajos de la linea de modelos
invertebrados. Como estudiantes del semillero SIMIC presentamos el trabajo sin
resultados en la categoria Poster en el VI Encuentro Nacional de Semilleros de

Investigacion de la FUCS.



2. MARCO TEORICO

Caenorhabditis elegans es un modelo invertebrado clave para los investigadores
interesados en estudiar sistemas vivos. C. elegans es un paréasito redondo de 1 mm de
largo, es un uno de los mas populares en casi todas las areas de la biologia moderna.
Algunas de las caracteristicas que lo hacen atractivo para la biologia: es pequefio,
transparente y genéticamente manejable. A pesar de su simplicidad, C. elegans presenta
fenotipos complejos asociados con la multicelularidad: el parésito tiene células y 6rganos
diferenciados, envejece y tiene una vida util bien definida, y es capaz de aprender y

recordar 3.

Las enfermedades que afectan el metabolismo de los carbohidratos y lipidos provocan a
largo plazo problemas en 6rganos esenciales y afectan la calidad de vida. Al buscar
nuevos tratamientos para estas enfermedades se requiere contar con modelos
experimentales como Caenorhabditis elegans, modelo que permite evaluar diferentes

enfermedades gracias a la homologia de sus genes con los humanos “.

2.1 Caenorhabditis elegans

Es un parasito que hace parte del filo Nematoda, presenta un tamafio pequefio y crece
hasta 1mm de longitud, suele vivir en vegetacion que se encuentra en descomposicion y
se alimenta de microbios como las bacterias *.

La primera vez que se utilizé este nematodo fue para estudios de desarrollo y
comportamiento por Sydney Brenner en 1974, sus descubrimientos le hizo ganar el
premio nobel de fisiologia y medicina. A partir de ese momento, C. elegans ha sido
modelo para estudiar diferentes procesos biolégicos permitiendo a los investigadores de
diferentes campos entender las enfermedades humanas 2.

Su ciclo de vida consiste en 4 fases larvarias: L1, L2, L3, L4 y adultos. Cada etapa tiene
patrones especificos de division celular y diferenciacion celular (Figura 1). El desarrollo
embrionario puede producirse en 14 horas y el postembrionario en unas 43 horas. Asi
mismo, existen factores que influyen en el crecimiento del nematodo como la

temperatura, las condiciones del medio pues si hay ausencia de alimento se forma un



estadio intermedio L2d (dauer) que detiene su desarrollo dejando de alimentarse y puede
permanecer en esa condicién unos 4 meses; Si las condiciones son favorables otra vez,

la larva puede seguir con su desarrollo °.
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Figura 1 Ciclo de vida de un hermafrodita a 22 °C. Imagen tomada de WormAtlas (www. wormatlas.org)

La poblacion del parasito estd dominada por hermafroditas auto fecundados (XX) con
una rara aparicion de machos (X0), que tienen una morfologia distinta. Tiene 5 pares de
cromosomas autosémicos y un par de cromosomas sexuales. Para que se dé un
hermafrodita, el sexto par de cromosomas debe ser (XX), mientras que, si es X0, se
genera un macho. El tamafio entre ambos sexos es similar, con una estructura simétrica,
cuerpo tubular, una anatomia conformada por boca, faringe, intestino, gonadas, cuticula
de colageno, orificio bucal en el extremo anterior de la cabeza (Figura 2).

El intestino relativamente simple de Caenorhabditis elegans cumple muchas de las
funciones complejas del tracto digestivo, el higado y los tejidos grasos de los mamiferos,
al mismo tiempo que desempefia funciones en la defensa, la inmunidad y la longevidad
de los patégenos. El intestino es responsable de la digestién y asimilacion de los
alimentos, asi como de la sintesis y el almacenamiento de macromoléculas. Ademas, el

intestino se perfila como un potente sistema experimental para estudiar fenébmenos



bioldgicos universales como el trafico vesicular, los relojes bioguimicos, las respuestas

al estrés y el envejecimiento 4.

Distal gonad

Proximal gonad

IntroFig1

Figura 2 Anatomia C. elegans. Imagen tomada de: https://www.investigacionyciencia.es/blogs/psicologia-y-
neurociencia/30/posts/de-gusanos-y-clulas-madre-entrevista-con-michalis-barkoulas-13296

Las razones por la que C. elegans se utiliza como modelo invertebrado son las
caracteristicas de cultivo econémico y facil manipulacion; su anatomia simple, con
cuerpo transparente que facilita la coloraciébn y visualizacion por medio de un
microscopio. Ademas, su genoma ha sido completamente secuenciado, llegando a la
conclusién de que posee un 60% de genes homologos con el genoma humano, lo cual

lo convierte en un excelente modelo para estudiar distintas enfermedades >°©.

2.2 Lipidos

Los lipidos son pequefias moléculas organicas que son insolubles en agua, pero son
solubles en solventes organicos. Bioquimicamente, se originan total o parcialmente a
partir de condensaciones de tioésteres a base de carbaniones (&tomo de carbono
trivalente con una carga negativa), que forman acidos grasos, que son componentes de
triacilgliceroles (TAG), fosfolipidos y esfingolipidos; o por condensacion a base de
carbocatines (atomo de carbono cargado positivamente) de unidades de isopreno,

formando derivados isoprenol incluyendo esteroles .



El metabolismo de los lipidos y carbohidratos se ha disparado en los ultimos afios debido
a los casos de obesidad humana y las epidemias de diabetes. Los lipido, las proteinas y
los carbohidratos, se adquieren en la dieta habitual de los seres vivos y se absorben en
los procesos digestivos, especialmente en el intestino, se procesan en el organismo
COMo macronutrientes precursores vitales necesarios para construir material celular para
el crecimiento y la reproduccion, aunque la sobrenutricibn conduce a una variedad de
enfermedades modernas en los seres humano &.

Ademas de ser los componentes principales de las membranas celulares, son
fundamentales para el almacenamiento de la energia y actGan como mensajeros
secundarios, entre otros. En el metabolismo lipidico, existen algunas alteraciones que
conducen a enfermedades como obesidad y diabetes tipo I, este tipo de enfermedades
son de importancia en la salud publicay pueden ser estudiadas con ayuda del nematodo.
Caenorhabditis elegans que permite estudiar el metabolismo de los lipidos porque tiene
el potencial de sintetizar miles de especies de lipidos distintas, muchas de las cuales alun

no se han caracterizado &.

2.3 Metabolismo de lipidos en C. elegans

La alimentaciéon de C. elegans depende de la accion de la faringe, un bombeo
neuromuscular que une la boca al intestino. La faringe es una bomba tubular responsable
de succionar bacterias hacia dentro del gusano, concentrandose, moviéndolas vy
transportandose hasta el intestino. Esto se logra a través de una combinacién de dos
movimientos, bombeo y peristaltismo del istmo °.

El bombeo es un ciclo de contraccidén y relajacion que aspira liquido del ambiente
circundante junto con las particulas en suspension, luego expulsa el liquido atrapando
las particulas, el musculo faringeo es capaz de bombear sin la participacion del sistema
nervioso, pero durante la alimentacién rapida normal su tiempo es controlado por dos
tipos de motoneuronas faringeas. La peristalsis del istmo, una onda en movimiento
posterior de la contraccion del musculo del istmo posterior, depende de un tercer tipo de

neurona motora ©.



Estos cambios son predecesores de los ajustes metabolicos encaminados a favorecer la
conservacion y eficiencia energética que tienen lugar en mamiferos sometidos a
restriccidn calorica. Por esta razén, C. elegans constituye un buen modelo para estudios
relacionados con estrés oxidativo, metabolismo calorico y longevidad, particularmente
Gtil en estudios sobre envejecimiento.

En 2013, Zang y col. construyeron una base de datos que contenia 471 genes de lipidos
del genoma de C. elegans y asignaron la mayoria de los genes de lipidos a 16 rutas
metabdlicas de lipidos diferentes que se integraron en una red. Mas del 70% de los genes
de lipidos de C. elegans tienen ortélogos humanos, con 237 de los 471 genes de lipidos
de C. elegans conservados en humanos, ratones, ratas y Drosophila. Encontraron que
71 genes estan relacionados especificamente con enfermedades metabdlicas humanas.
Ademas, se utilizo interferencia mediada por ARN (ARNI) para interrumpir la expresion
de 356 de 471 genes de lipidos con clones de ARNi disponibles. Concluyeron que 21
genes afectan fuertemente el almacenamiento, el desarrollo, la reproducciéon y otros
fenotipos visibles de grasa, 6 de los cuales no han estado implicados previamente en la
regulacion del metabolismo de las grasas y otros fenotipos °.

El metabolismo de los lipidos en C. elegans esta regulado en respuesta a factores
ambientales, como la temperatura y la disponibilidad de alimentos, asi como por el
estado fisioldgico, incluido el desarrollo, la reproduccién y el envejecimiento. La
acumulacion de grasa se altera dependiendo de la cepa bacteriana utilizada en cultivo,
la disponibilidad de alimentos, temperatura, hierro y varios tratamientos dietéticos, tales
como la administracion de suplementos de extractos derivados de plantas °.

Las vias metabdlicas del metabolismo de lipidos y carbohidratos estan bien conservadas
en todo el reino animal. C. elegans también posee vias que son raras en los animales,
pero comunes en las plantas, como la capacidad de sintetizar acidos grasos
poliinsaturados en ausencia de &acidos grasos esenciales en la dieta y la sintesis de
maradolipidos para protegerlos de la desecacién. Como en otros animales, las vias del
metabolismo de los lipidos y los carbohidratos convergen, porque los animales tienen
una capacidad limitada para almacenar carbohidratos de la dieta y, por lo tanto, los
carbonos de los carbohidratos de la dieta se convierten en acetil-CoA, donde pueden

desviarse hacia la sintesis de &cidos grasos ”.



Los &cidos grasos acumulados pueden ser visualizados por microscopia optica y

electrénica en C. elegans?®.

2.4 Coloraciones para lipidos

Los lipidos no se colorean facilmente, ya que la mayoria de los colorantes son
polares. Existen una serie de colorantes especificos para los lipidos, como el Sudan
lll, el Sudan IV, Nile-Red, rojo aceite O y el Sudan Negro B, que tienen utilidad

para técnicas microscoépicas citoldgicas, histolégicas y anatomopatoldgicas 2.

Sudan IV (C24H20N40) es un diazo colorante soluble en grasas. Se utilizar para la
tincion de los lipidos, triglicéridos y lipoproteinas en secciones parafinadas. La
tincion es una técnica bioquimica importante, que ofrece la capacidad de calificar
visualmente la presencia del compuesto graso de interés sin aislarlo. No reacciona
con hidratos de carbono o proteinas. En presencia de un lipido o grasa, el Sudan

IV cambiara su color a rojo.

Sudan Ill, este se utiliza para identificar grasas mediante la tincién de triglicéridos
y otros tipos de lipidos. Es un colorante que no presenta afinidad por estructuras
acidas o basicas y es insoluble en agua. Al ser de color rojo, tifie las grasas de
color rojo anaranjado. También, se emplea para detectar las cadenas de
hidrocarburos de los lipidos. Es no polar y forma interacciones hidrofobicas con las

cadenas de hidrocarburos de los lipidos.

Nile-Red es una coloracioén lipofilica, es decir, que tiene afinidad por los lipidos
donde se acumula en los glébulos lipidicos y los colorea de rojo. Esta coloracion
puede utilizarse en células vivas. Es utilizado para tefir lipidos neutros como los
triglicéridos o ésteres de colesterol ya que cuenta con un color fuerte. El Nile-Red
tine de amarillo las gotitas de lipidos intracelulares. En la mayoria de los solventes
polares, el Red-Nile no emitira fluorescencia; sin embargo, cuando se encuentra en
un ambiente rico en lipidos, puede ser intensamente fluorescente, con colores que
varian desde el rojo intenso hasta una fuerte emision de oro amarillo. Tiene una

maxima excitacion y emision de 450-500 nm.



Oil Red O se utiliza para la detecciéon de grasas neutras o granulos de polietileno,
es un colorante lipéfilo que, debido a su comportamiento de solucion, difunde hacia

los lipidos del tejido.
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3. OBJETIVOS

GENERAL

Seleccionar la mejor coloracién para lipidos en Caenorhabditis elegans entre las

coloraciones Sudan Il y Nile-Red.

ESPECIFICOS

1. Determinar protocolo para las coloraciones Sudan Ill y Nile-Red en larvas de C.

elegans.

2. Establecer diferencias entre las coloraciones Sudan Il y Nile-red al colorear

lipidos en larvas de C. elegans.

11



4. METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio descriptivo experimental, no aleatorio. Se entiende como
experimental al estudio donde como investigadoras designamos el factor a estudiar, en
este caso las coloraciones Sudan Il y Nile-Red para poder distinguir los lipidos en el

Caenorhabditis elegans.

4.1 Cultivos de Caenorhabditis elegans

Se utilizd la cepa N2 de Caenorhabditis elegans adquirida en Caenorhabditis Genetics
Center de la Universidad de Minnesota, USA. Y se alimento con la cepa Escherichia coli
OP50 donada por Grupo de Biotecnologia y Genética, Universidad Colegio Mayor de

Cundinamarca.

Para el mantenimiento y crecimiento de los cultivos, en cajas de Petri de 60 x 15 mm se
colocaron 10 ml de medio NGM. Las placas se llevaron a 4 ° C hasta su uso. Dos dias
antes del uso, las placas se llevan a temperatura ambiente y se colocé 50 ul de cultivo
liquido de la bacteria E. coli OP50 en el centro de las placas y se dejo crecer durante
24H a 37°C. Se revis6 bajo microscopio la caja original con C. elegans, y se marcé de
donde hacer los cortes con cuchilla estéril. El sector cortado se colocé sobre una placa
NGM + E. coli OP50 y se verifico al microscopio que los parasitos se movian en busca

de E. coli OP50. Se incubaron a temperatura ambiente.

4.2 Sincronizacién de cultivos de Caenorhabditis elegans

1. Se lavo la pipeta con alcohol y después con agua.

2. Se colocaron 7 ml de H20 en cada caja crecida con C. elegans. Luego, se empezo6
a mover suavemente la caja y se recogio el liquido con pipeta en el tubo de 15ml.
Repetir el paso.

3. Se centrifug6 el tubo 1200 rpm por 1 min.

4. Se descart6 el liquido y dejo solo 1 ml. Se re suspendio y se adicion6 13ml de H20

y se centrifugo.

12



5. Se dejo 3,5mly se re suspendio.

6. Se adicion6 0,5 ml KOH 5 My 1ml NaOCI.
7.
8
9

Se tap6 y mezcl6 fuerte durante 6 min para liberar los huevos de los parasitos

. Se adicion6 H20 hasta 15 ml, mezclé y centrifugd 1200rpm por 2 min.

. Se dej6é 1 mly se mezcld. Luego, se centrifugd sin adicionar nada

10. Se retir6 el liquido hasta dejar solo el botén de huevos

11. Se adiciono con la pipeta automatica y la punta recortada 4 ml de Buffer M9

12.Se mezcld suave con la pipeta, subiendo y bajando el liquido, para mezclar los

huevos.

13. Se adiciond todo el liquido a la superficie de un agar LB limpio (sin E. coli), mezclar

la caja para que se dispersen los huevos, revisar al microscopio.

14.Se dejo toda la noche a 20°C. Se lavé con M9 y se transfiere a otra placa con E.

coli OP50. Las larvas recibiran el nombre de N2.

15. También se realizé transferencia de huevos a placas de NGM enriquecidas con

Glucosa y sembradas con E. coli OP50. Las larvas recibirAn el nombre de

N2+glucosa.

4.3 Preparacion Nile-Red

Se prepar6 100ml de solucién de stock

1. Se midié 100 ml de isopropanol y se paso al vaso precipitado.

2. Se pes6 0.5 g de Nile Blue Ay se agreg6 al isopropanol.

3.

4. Se marc6 el frasco con el nombre de la preparacion y la fecha del dia en el que

Se mezcld y se envaso en un frasco ambar.

se preparo.

4.4 Preparaciéon Sudan llI

Para la solucién de trabajo se preparé 50 ml 1

1.

2.

Se midioé con la probeta 50 ml de alcohol etilico de 70° y se pasé al vaso de
precipitado.
Se peso 0,5 g de Sudéan Il 'y se agreg6 al vaso con el alcohol.

13



3. Se calent6 en la plancha hasta que se disolucion del Sudan lll.

4. Se dej6 enfriar la solucion y se filtro.

5. Se anot6 en el frasco con un rotulador permanente el nombre del producto y la

fecha de preparacion.

4.5 Protocolos de coloraciones para lipidos

Al llegar al estadio larvario de L4, aproximadamente 6 dias, se tomaron larvas N2 y

N2+Glucosa para realizar cada coloracion. Realizamos una revision de articulos y tesis

en que han empleado estas coloraciones para C. elegans y llegamos a los siguientes

protocolos 10:12-15;

NILE-RED

1.
2.

Se lavaron los parasitos PBS 1000 micro/L. Y centrifugé 4000 rpm
Se descart6 el sobrenadante.
FIJACION

Se adicion6 600 uL isopropanol. Y se agité 30 min.

4. Se centrifugd 4000 rpm 1 min.

5. Se lavaron los parasitos PBS 1000 uL. Y se centrifugd a 4000 rpm.

COLORACION

Luego, se adicion6 600 uL Nile red. Y se agité 1 hora cubierto con papel
metalico.

Se lavaron los paréasitos PBS 1000 micro. Y nuevamente se centrifugd a
40000 rpm.

8. Se observo bajo fluorescencia a 450 nm.

9. Fotogréfico.

14



SUDAN Il

Se lavaron los parasitos PBS 1000 puL. Y se centrifugé a 4000rpm
Se descart6 sobrenadante.
FIJACION

Se adicion0 600 uL de isopropanol y se agité 30 min.

4. Se centrifugd 4000rpm por 1 min.

5. Se lavaron los parasitos PBS 1000 pL. Y se centrifugd a 4000rpm.

COLORACION

Se adicion6 600 pL Sudan Ill. Se agité 1 hora cubierto con papel metalico.
Nuevamente, se lavaron los parasitos PBS 1000 uL. Y se centrifugaron a
4000rpm.

Campo claro

9. Fotogréfico.
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5 RESULTADOS

Se realizaron los cultivo y mantenimientos de C. elegans cepa N2 en medio NGM
+ E. coli OP50 (Figura 4) y de C. elegans cepa N2 en medio NGM enriquecido con
glucosa + E. coli OP50

Figura 4 Crecimiento de C. elegans cepa N2 en agar NGM + E. coli OP50.

Al microscopio se reviso la presencia y movimiento de las larvas en las cajas de agar, se

observaron los parésitos en el agar NGM y NGM+Glucosa (figura 5)

(.\.,'
o S

Figura 5 Larvas bajo 40X de C elegans cépa N2 A.enagar NGM. B. en agar NGM + glucosa

17



Se realiz6 la sincronizacion de C. elegans y se obtuvieron larvas y se revisaron
en solucion salina para comparar el crecimiento en medio NGM y NGM+Glucosa

(Figura 6) para realizar las coloraciones Sudam Il y Nile-Red (figura 7)

Figura 6 C. elegans cepa N2 en solucion salina 20X. A. Crecida en agar NGM+Glucosa con E. coli OP50.
B. Crecida en agar NGM con E. coli OP50

Figura 7 Procedimiento de las coloraciones para lipidos. A. Fijacion de larvas. B. Lavado de larvas por centrifugacion. C.
Resuspencion de larvas por vortex. D. Adicion de colorante Sudam lll. E. Adicion de colorante Nile-Red. F Incubacion con
colorantes protegidos de la luz.

Se realizo registro fotografico para coloracion Sudam lll, bajo campo claro, observando

zonas de color naranja intenso, correspondiente a lipidos acumulados (figura 8 y 9)

18



Figura 8 Caenorhabditis elegans con colorante Suddn Ill a 20X. A. Larva crecida en agar NGM y E. coli OP50 B. Larva crecida en
agar NGM * Glucosa y E. coli OP50

Figura 9 Caenorhabditis elegans con colorante Suddn Ill. A Larva crecida en agar NGM * Glucosa y E. coli OP50 a 20X
B. Larva crecida en agar NGM * Glucosa y E. coli OP50 A 40X
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Se realiz6 registro fotogréfico para coloracion Nile-Red, los lipidos acumulados se

observaron de un color amarillo intenso (figura 10y 11)

Figura 10 Caenorhabditis elegans con colorante Nile-Red a 20X. A. Larva crecida en agar NGM y E. coli OP50 B. Larva crecida en
agar NGM * Glucosa y E. coli OP50

Figura 11 Caenorhabditis elegans con colorante Suddn Ill. A Larva crecida en agar NGM * Glucosa y E. coli OP50 a 40X B. Larva
crecida en agar NGM * Glucosa y E. coli OP50 A 20X
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6. DISCUSION Y CONCLUSION

En este estudio, se utilizo el nematodo Caenorhabditis elegans para identificar lipidos en
su cuerpo bajo coloracion de Sudam Il y Nile-Red. De acuerdo a la clasificacion de las
coloraciones, utilizamos dos colorantes Indiferentes, que se caracterizan por no formar
sales y al ser insolubles en las grasas se pueden usar para demostrar su presencia en

células y tejidos, ya que tifien en forma selectiva a los lipidos &.

Debido a la ausencia de tejido adiposo en C. elegans, el almacenamiento de lipidos se
lleva a cabo en el intestino que a su vez ejerce funciones del higado, en las células
intestinales y en los organelos relacionados a lisosomas °. Nosotros observamos por la
coloracion de Nile-Red la mayor acumulacion de lipidos en la zona del intestino (Figura
12)

Figura 12 Ubicacion de los sitios de acumulacion de lipidos bajo coloracion de Nile-Red
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Identificamos con la coloracion Nile-Red que los lugares con mayor acumulacién de
lipidos fueron la faringe y el intestino de C. elegans (figura 11 y 12), al observar un

acumulo de color amarillo.

Bajo coloracion de Sudam lll, las gotas de lipidos citoplasméaticos o de los depdsitos de
grasa como de las membranas de fosfolipidos, se observan mucho méas grandes que

algunos organelos celulares (Figura 9B).

Bajo coloracion de Nile-Red, se identificaron reservas de lipidos neutros coexistentes y
granulos autoflorecientes en Caenorhabditis elegans (Figura 10B). Estos granulos
intestinales se han relacionado con lisosomas (LRO) cuya expresién aumenta con el

envejecimiento y estrés oxidativo .

El intestino de C. elegans tiene varias clases de "granulos” o vesiculas morfologica y
funcionalmente distintas. Una clase de granulos grandes son autoflorecentes y
birrefringentes; Si es &cido, las manchas se podran observar con Nile-Red asi como los
principales depdsitos de grasa que estan contenidos en compartimentos subcelulares
independientes del compartimento. Las principales reservas de grasa animal toman
principalmente la forma de triglicéridos y se utilizan durante los periodos de privacion de

alimentos 13,

En los triglicéridos (un lipido neutro), el Nile-Red tiene un maximo de excitacién de
aproximadamente 515 nm (verde) y un maximo de emision de aproximadamente 585 nm
(amarillo anaranjado). En contraste, en los fosfolipidos (lipidos polares) tiene un maximo
de excitacion de aproximadamente 554 nm (verde) y un maximo de emision de
aproximadamente 638 nm (rojo) 1°. Nosotros observamos que cepas de C. elegans N2
gue Unicamente se alimentaron de E. coli OP50 no generaron reservas de lipidos, a
diferencia de las larvas que se suplemento con Glucosa, de acuerdo al color podemos
concluir que acumularon triglicéridos. Desafortunadamente no realizamos registro

fotografico a 554nm, por lo cual no sabemos si habia reservas tipo fosfolipidos.

La acumulacién de lipidos se ha relacionado con la longevidad en diferentes organismos

modelo y en humanos donde hay una mayor activacion de la lipolisis y autofagia en los
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almacenes lipidicos que podrian prolongar su esperanza de vida °. Nosotros trabajamos
Unicamente adultos jovenes, lo que no nos permitio determinar la longevidad de nuestras

larvas.

Teniendo en cuenta esto resultados, concluimos que las dos coloraciones identifican
lipidos. Las dos coloraciones son faciles de realizar, requiriendo el mismo tiempo para

Su ejecucion.

Sudan Il por sus caracteristicas colorea fosfolipidos los cuales se observaron de color
naranja; Nile-Red coloreo los triglicéridos de color amarillo de acuerdo a la longitud de

onda empleada.

Cabe resaltar que ambas coloraciones fueron exitosas para la visualizacion de lipidos,
pero creemos conveniente realizar mas ensayos para establecer cual sera la coloracion

mas Uutil.

Finalmente queremos agradecer a nuestras tutoras, las profesoras Marcela Gémez y
Jeannette Leodn. Al estudiante Sebastian Cufifio de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca por el entrenamiento y ayuda en el mantenimiento de C. elegans. Al
Instituto de Ciencias Basicas por permitirnos hacer parte de este trabajo y utilizar todos

los equipos.
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8. ANEXO 1

e PREPARACION DE BUFFER M9
Para 1L de agua destilada, se:

Agregé 1 mL de MgSO4.

Luego, se agreg6 3 g de KH2PO4.
Mas, 6 g de Na2HPOA4.

Y, por ultimo, se agregd 5 g de NaCl.

a > wnNPE

Se agito hasta ver disuelto los compuestos y autoclavar.

e PREPARACION DE SOLUCION "BLEACHING" O DE BLANQUEAMIENTO

Esta solucion se utiliza en el primer estadio del C.elegans y su principio radica en
que los huevos se incuben en un medio sin alimento para acelerar la eclosion del

parasito impidiendo un desarrollo posterior.

Esta solucién debe realizarse antes de su uso puesto que la lejia pierde potencia

durante cierto tiempo, esto por su fotosensibilidad.

recipe #1 recipe #2 recipe #3 {Eflpa_#p racipe #5
wiater (ml) 275 is 05 05 1.5
godium hydroxide (mil) | 1.25 (1M) 0.5 (5M) 2.5 (1M) 2.5 (2M) 2.5 (1M)
sodium hypochlorite ~ |1 1 1 2 1
4% (mi)
total (mil) 5 5 4 5 5

Para preparar 30mL, se:

1. Se agreg6 3 mL de agua destilada.
2. Mas 15 mL de NaOH al 2M.( Para preparar 10 ml, se pesan 0.8g de NaOH sdlido)

3. Luego, se agrego 12 mL de Hipoclorito de sodio al 4% o 5%.
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