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Efecto Neuroprotector de L. rhamnosus y L. plantarum en Caenorhabditis
elegans como modelo experimental de la Enfermedad de Alzheimer

RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa; su etiologia
no esta completamente esclarecida, se asocia con depdsitos extracelulares de
proteina B-amiloide (AB) y con ovillos neurofibrilares intracelulares de proteina Tau. La
principal manifestacién clinica es la pérdida progresiva de la memoria a corto plazo
(MCP). Entre los modelos experimentales empleados para estudiar la EA,
Caenorhabditis elegans (C. elegans) destaca por ser el primer organismo multicelular
con genoma completamente secuenciado, encontrando que alrededor del 60-80% de
los genes asociados a enfermedades en humanos tienen ortélogos en este nematodo.
En particular, las cepas transgénicas CL2006 y BR5270 han sido desarrolladas para
modelar la agregacion proteica caracteristica de EA.

El eje microbiota—intestino—cerebro (MIC) ha cobrado gran relevancia en la
comprensioén de las enfermedades neurodegenerativas. La microbiota intestinal regula
procesos neuroldgicos y metabdlicos clave que impactan en la salud cerebral. En este
contexto, el presente proyecto tuvo como objetivo evaluar el efecto de los probidticos
Lacticaseibacillus rhamnosus y Lactiplantibacillus plantarum sobre las cepas CL2006
y BR5270 de C. elegans. Los resultados revelan efectos positivos tras la
suplementacién con probidticos, incluyendo incremento en la longevidad, aumento en
la memoria y el aprendizaje asociativo, y reduccion de los agregados de proteina Tau.

En conclusion, este trabajo aporta evidencia preliminar que respalda el efecto
neuroprotector de los probidticos L. rhamnosus y L. plantarum como estrategia
preventiva y tratamiento adyuvante en enfermedades neurodegenerativas, cuya
eficacia puede explorarse inicialmente mediante el modelo C. elegans.

PALABRAS CLAVES

Enfermedad de Alzheimer, proteina (-amiloide, agregados de proteina Tau,
Caenorhabditis  elegans, neuroproteccién, eje  microbiota-intestino-cerebro,
probidticos.
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Introduccion

La enfermedad del Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia y la
enfermedad neurodegenerativa de mayor prevalencia (1), su etiologia es desconocida,
pero se relaciona con agregados en el cerebro de la proteina B-amiloide (BA)
extracelular y con formacion de ovillos neurofibrilares intracelulares de la proteina Tau.
La manifestacion clinica principal es la pérdida de la memoria inicialmente a corto
plazo que va progresando hasta afectar las funciones cognitivas y del comportamiento,
en las que se compromete: la comprension, el lenguaje, la atencion, el razonamiento
y la toma de decisiones, los sintomas de la enfermedad varian dependiendo del
estadio, ademas intervienen factores psicolégicos como la depresion y ansiedad (2).

La EA es un problema de salud publica mundial. Actualmente, hay mas de 46.8
millones de personas que padecen de esta enfermedad y se proyecta que para el 2050
esta cifra aumente a 131.5 millones (3). Ante este panorama la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) anticipa que para el 2040 estas enfermedades pasaran a ser la
segunda causa de muerte a nivel mundial. A pesar de estos prondsticos, las
estrategias preventivas y terapéuticas implementadas aun siguen siendo insuficientes
frente al rapido avance.

En Colombia, el panorama es igualmente preocupante, con un creciente nimero de
personas que padecen EA y otras demencias. Esta situacidén deja en evidencia la falta
de preparacion del sistema de salud colombiano en la promocién y prevencion de las
enfermedades neurodegenerativas como la EA, sumandose que no tienen capacidad
para costear los gastos que generan. Un estudio reciente demostré el impacto social
y economico de esta problematica al estimar los altos costos asociados con un
tratamiento adecuado estimando, ademas, los gastos de los cuidadores (4).

Desafortunadamente la Enfermedad de Alzheimer actualmente no tiene cura, aunque
si bien se dispone con algunos tratamientos que ayudan a controlar los sintomas
asociados, es necesario explorar y desarrollar nuevas estrategias preventivas para
evitar el progreso de la enfermedad hacia estadios tan avanzados, como la demencia.
Es asi como se han evaluado alternativas en multiples modelos, resaltando
Caenorhabditis elegans por ser un nematodo no parasitario de vida libre, mide
aproximadamente un 1mm de longitud, es transparente lo que permite observar sus
organos internos (boca, faringe, intestino, gébnadas) son hermafroditas y machos, los
machos tienen 383 neuronas y el C. elegans hermafrodita cuenta con 302 neuronas.
Ademas, es un modelo muy atractivo de envejecimiento y para modelar mecanismos
similares de las enfermedades neurodegenerativas en virtud de su corto ciclo de vida,
en promedio 21 dias la cepa silvestre N2. 21 dias de edad del C. elegans equivale a
80 anos de vida en el ser humano (5).

El C. elegans es el primer organismo multicelular con un genoma completamente
secuenciado. Alrededor del 60-80% de los genes que causan enfermedades en
humanos tienen ortélogos en C. elegans (6). Especificamente las cepas transgénicas
de C. elegans CL2006 y BR5270 han sido desarrolladas para modelar el mecanismo
de agregacion como ocurre en la EA. La cepa CL2006 expresa acumulacion de BA en
el musculo (7) y la cepa BR5270 es proagregadora de proteina Tau en las neuronas
del C. elegans y en el musculo faringeo (8).
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En este contexto el organismo C. elegans se propone en esta investigacion como un
modelo para explorar nuevas alternativas terapéuticas a través del eje microbiota
intestino cerebro (MIC). Esta via se define como la relacién que hay entre el intestino
que funciona como un "segundo cerebro" y el sistema nervioso entérico (SNE) debido
a sus conexiones directas con el sistema nervioso central (SNC), ha cobrado
relevancia debido a que se sugiere que la disbiosis en la microbiota contribuye como
un factor para el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas (9).

El desequilibrio en los microorganismos presentes en el intestino puede afectar
bidireccionalmente la comunicacién con el sistema nervioso, algunos de los
microorganismos presentes en el intestino tienen la capacidad de producir
neurotransmisores como el acido Gamma Aminobutirico (GABA), Serotonina y
Dopamina los cuales intervienen en el equilibrio del sistema nervioso al mantener en
orden el organismo, pero en las enfermedades neurodegenerativas hay una
disminucién significativa de la biodiversidad microbiana, pues durante el proceso de
disbiosis, las sefales del cerebro incrementan el estrés oxidativo y la inflamacion
generando como consecuencia un desbalance en el organismo.

En respuesta al desequilibrio generado en la microbiota intestinal se ha propuesto el
uso de probioticos como moduladores de la salud cerebral. Algunos Lactobacillus
tienen la capacidad de generar una regulacién sobre el sistema inmune y sobre el
sistema nervioso; por ejemplo, tienen efectos en el aumento de la produccion de
acidos grasos en el cerebro que son de gran importancia para que funcione
adecuadamente, mantenga funciones de aprendizaje, memoria y neurogénesis (10).
Especificamente, Lacticaseibacillus rhamnosus ha demostrado efectos positivos en el
aprendizaje, la memoria y la neurogénesis, mientras que Lactiplantibacillus plantarum
ha mostrado beneficios en la funcién cognitiva, la inflamacion, el estrés oxidativo y el
metabolismo, incluyendo su impacto en la EA.

En consecuencia, de todo lo anterior, este proyecto tuvo como objetivo principal
evaluar el efecto de los probidticos Lacticaseibacillus rhamnosus y Lactiplantibacillus
plantarum, sobre las cepas mutantes CL2006 y BR5270 de Caenorhabditis elegans
empleadas como modelo experimental de la Enfermedad Alzheimer. Para esta
finalidad, la metodologia consistié en la caracterizaciéon fenotipica y fisioldgica de las
cepas transgénicas, identificacion de las cepas probidticas y ensayos para evaluar sus
funciones in-vivo tales como: longevidad, motilidad, puesta de huevos, memoria,
aprendizaje y por ultimo para validar el potencial neuroprotector se analizaron los
agregados de proteina Tau en la cepa BR5270 mediante microscopia de
epifluorescencia.

La investigacion proyecta que con los hallazgos obtenidos en el modelo experimental
de la enfermedad de Alzheimer en C. elegans se conviertan en evidencia inicial para
validar el potencial de los probidticos. En un futuro se hace necesario trasladar este
efecto a modelos bioldgicos superiores, abriendo una nueva linea prometedora para
el desarrollo de una alternativa preventiva y un tratamiento adyuvante.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de los probidticos Lacticaseibacillus rhamnosus vy
Lactiplantibacillus plantarum en las cepas CL2006 y BR5270 de Caenorhabditis
elegans, empleadas como modelo experimental de la enfermedad Alzheimer.

Objetivos especificos

« Establecer las caracteristicas fenotipicas y fisiologicas de las cepas
transgénicas CL2006 y BR5270 de C. elegans.

» Verificar la viabilidad e identidad microbiolégica las cepas probioticas L.
rhamnosus y L. plantarum a partir de productos comerciales.

+ Determinar la preferencia alimentaria y memoria de aprendizaje de la cepa
BR5270 de C. elegans tras la exposicion a los probidticos.

* Analizar los cambios en los parametros fisiologicos de longevidad, motilidad y
puesta de huevos en las cepas CL2006 y BR5270 de C. elegans como
resultado de la suplementacién probidtica.

« Examinar el efecto de la suplementacién probidtica en la acumulacion de
proteina Tau en la cepa BR5270 de C. elegans con microscopia de
epifluorescencia.

1. ANTECEDENTES

La enfermedad de Alzheimer recibié su nombre actual gracias al Doctor Alois
Alzheimer quién describid por primera vez la enfermedad en 1906 (2). Aun su etiologia
no esta completamente esclarecida, se caracteriza por la pérdida neuronal que afecta
principalmente el hipocampo y la corteza cerebral. Dado que la enfermedad no tiene
cura se ha convertido en centro de investigaciones, no soélo centradas en la busqueda
de una terapia curativa, sino en la busqueda de nuevas alternativas preventivas que
eviten o retrasen la progresion a estadios tan avanzados, como la demencia.

En este escenario la busqueda de nuevas alternativas preventivas, los
microorganismos con efectos benéficos para la salud han cobrado gran interés, en el
caso de las enfermedades neurodegenerativas para evaluar su potencial
neuroprotector.

Es asi como aparece el término probidtico, que se empezé a usar por primera vez
hacia 1965 por Lilly y Stillwell fue definido como sustancias secretadas por los
microorganismos que ayudaban al crecimiento de otros, pero no fue sino afios mas
tarde, en 2002 que se empieza a describir como componentes microbianos con un
efecto benéfico para la salud (11), a raiz de ello hay algunos otros términos asociados
como el término psicobidtico un concepto aun mas reciente, se introdujo desde un
punto de vista en el cual los microorganismos provenientes del intestino cuentan con
fines benéficos especificos dirigidos al cerebro (12).

Frente a la necesidad de evaluar el potencial neuroprotector de los probidticos se han
planteado modelos experimentales accesibles y eficaces, por su parte, el organismo
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Caenorhabditis elegans, propuesto por Sydney Brenner (como una respuesta a los
problemas en el estudio de la neurobiologia y el sistema nervioso en modelos vivos y
su gran ventaja de facilidad de cultivo en el laboratorio) es un modelo ideal para este
fin. Es un modelo bien conocido que ha traido grandes aportes y descubrimientos en
la ciencia, por las investigaciones con C. elegans se han otorgado 4 premios Nobel

(5).

Esta investigacion se enfoca en el eje microbiota- intestino- cerebro, el cual ofrece una
explicacion de la fisiopatologia que ocurre en la EA. La relacidn bidireccional que existe
entre los microorganismos presentes en la microbiota intestinal (conforman un
ecosistema el microbioma) y el sistema nervioso influye directamente en la actividad
del cerebro; Sin embargo, la alteracion en esta relacion, que se conoce como disbiosis
que puede contribuir significativamente en el dafio neuronal.

Numerosas investigaciones han demostrado que la disbiosis intestinal puede
promover la agregacion de BA, neuroinflamacion y el estrés oxidativo. Estos hallazgos
han proporcionado evidencia que sustenta que bacterias consideradas probidticas
pueden llegar a mitigar los efectos neurodegenerativos. Por lo tanto, este argumento
sustenta la linea de investigacion desarrollada en la presente investigacion.

El modelo C. elegans en la actualidad esta siendo usado ampliamente para evaluar el
potencial de los probioticos en EA, encontrando que el uso de psicobidticos disminuye
significativamente los agregados de BA, por ejemplo, Cogliati et al. en el afio 2020
emplearon el probidtico B. subtilis, donde encontraron como resultado que puede
retrasar el dafo neuronal y mejorar las respuestas de comportamiento de los
nematodos Wild Type (WT) adultos. Teniendo en cuenta que el mayor factor de riesgo
en la EA es el envejecimiento, se investigo el efecto antienvejecimiento del probidtico
qué actua ademas como protector en contra de la agregacion proteica caracteristica
de la EA, al detener o retrasar la paralisis en las cepas transgénicas qué acumulan la
proteina BA en el musculo respectivamente en las cepas CL1220 y GMC101 (12).

En un futuro aun no se puede determinar si el B. subtilis se puede usar para retrasar
o tratar la EA porque hay muchos otros factores que influyen en la enfermedad, como
el componente genético presente en las familias. Adicionalmente, porque la EA es una
enfermedad multifactorial en la cual intervienen diferentes vias neuronales que se ven
afectadas, aunque el probiético solo se concentra en una parte que son los agregados
de BA, su mayor poder es actuar como una herramienta antienvejecimiento,
relacionada con dos vias de senalizacidon muy bien establecidas tanto en C. elegans
como en los humanos, la restriccion dietaria y el factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1 (IGF-1) en C.elegans el homdélogo es DAF-2 y su regulador negativo es
DAF-16 homodlogo del factor de transcripcion en humanos y HSF-1 (factor de
respuesta al choque térmico) juegan un papel crucial en los genes relacionados con
el tiempo de vida.

Por otro lado, la restriccion dietaria, permite que haya una menor ingesta caldrica
aumenta la longevidad y ofrece proteccion contra la proteotoxicidad, regulado por las
vias de sefializacién qué activan o no los genes relacionados con el envejecimiento,
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en conjunto este mecanismo va a proteger en contra del estrés oxidativo, inflamacion,
infecciones microbianas y la produccion de multiples proteinas como las proteinas
chaperonas que mantienen la integridad de las proteinas que lo necesitan, pues una
de las funciones de las proteinas chaperonas es corregir un mal plegamiento de las
proteinas mal plegadas y dafadas.

Esta investigacion sustenta por qué en el presente trabajo se seleccionaron los
probidticos para ser evaluados en C. elegans como una alternativa para EA.

En la misma linea Kumar et al. en el 2022 evaluaron el potencial de una cepa aislada
de un alimento fermentado de L. plantarum, se encontré que aumentaba notablemente
la longevidad en C. elegans, acompafiado de un mejoramiento en las funciones fisicas
que actuan como biomarcadores de envejecimiento (13).

En primer lugar, Kumar et. al lograron aislar el probidético y evaluar que fuera optimo
bajo las condiciones a las que se enfrentaria en el intestino, como al pH y el acido
biliar, posteriormente al suministrar el probiotico al nematodo se encontraron con que
mejoraba el tiempo de vida del C. elegans y pudieron observar que en este proceso
de extension de vida, intervienen varias vias de senalizacion relacionadas con el
proceso de envejecimiento como p38 MAPK, DAF-2/DAF-16 que son las vias que
permiten que se extienda el tiempo de vida en los C. elegans, de igual manera que se
apreciaba en otras investigaciones con el organismo modelo C. elegans. Ademas,
fenotipicamente el nematodo mejoré su bombeo faringeo, el movimiento aumentando
el numero de ondas y disminuyendo la acumulacion de lipofuscina, lo que indica que
este probidtico mejora eficientemente la calidad de vida en la vejez en el nematodo.

Por otro lado el mismo grupo de investigacion de Kumar en el 2022 realizaron un
ensayo de preferencia alimentaria y memoria de aprendizaje en el cual se logro
concluir que la dieta afecta el comportamiento de los nematodos, desde la
alimentacion, la parte sensorial, la memoria y el aprendizaje, los nematodos no
presentan una preferencia por el probidtico respecto a la E.coli OP50, pero cuando
son entrenados y se les da previamente el probidtico adquieren una habilidad en la
cual prefieren el probidtico en vez que la E.coli OP50, lo que indica que hay una mejora
en la memoria y aprendizaje, se sugiere que es debido a la expresion de genes
relacionados con la serotonina, dando indicios de esta interaccion entre el intestino y
el SNC, aun se enfatiza en que es necesario encontrar un mecanismo que indique el
rol del eje intestino-cerebro. Estos hallazgos soportan la eleccién del uso de L.
plantarum en el presente trabajo.

El metabolismo de los acidos grasos tiene una influencia en el envejecimiento por lo
que se ha explorado su relacién con la EA, en una investigacién realizada por Labarre
et al. en el 2022, identificaron genes relacionados con el metabolismo de los acidos
grasos Y la B-oxidacién como acdh-1y kat-1 para evaluar este fenémeno en el equipo
de Labarre utilizaron al organismo modelo C. elegans, y encontraron que la paralisis
mejora principalmente con el L. rhamnosus cepa HA-119 y que cuando se combina
con la E. coli OP50 se obtiene un mejor efecto (1:3 E. coli OP50: probiético HA-119),
se encontré ademas que la via por las cuales se genera la neurodegeneracion son las
vias daf-16/FOXO, hsf-1/HSF1 y aak-2/AMPK. Sin embargo, los investigadores no
encontraron que hubiera una expresion menor de GFP lo que hace pensar que la
neuroproteccion es independiente de las vias clasicas de longevidad y respuesta al
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estrés (14).

El metabolismo de los acidos grasos interviene en los procesos fisiologicos de
longevidad y de estrés, puesto que se cree que en enfermedades como la EA y otras
enfermedades neurodegenerativas se encuentra en desequilibrio este metabolismo.
Se ha reportado que cuando se suministran los probiéticos como el L. rhamnosus se
restablece el contenido lipidico a niveles normales y la acumulacion de lipidos esta
también asociada con la -oxidacion. (15)

Este estudio permitié sustentar el uso del probidtico L. rhamnosus, debido a que la
cepa HA-114 tiene un efecto sobre modelos relacionados con neurodegeneracion
dependiente de la edad, que involucra dos vias importantes relacionada con el
metabolismo de los lipidos la B-oxidacion y los aminoacidos de cadena cerrada
(BCAA) pero aun es necesario evaluar otras cepas de la bacteria probidtica que
permitan evidenciar si estos mecanismos estan presentes y que otros intervienen.

En el mismo contexto del metabolismo de los lipidos Balaguer et al. en el 2023
encontraron que en estudios previos se habia reportado a Bifidibacterium animalis
subespecie lactis (BPL1) a través de la produccién de acido lipoteicoico una reducciéon
significativa de las grasas por la activacion en la via de sefalizacion de insulina/IGF-
1, con esta informacion adicionalmente encontraron que en C.elegans tiene efectos
muy positivos en el estrés y el comportamiento en un modelo usado para enfermedad
de Alzheimer, ademas mejora la funciones cognitivas y la proteotoxicidad en C.
elegans (15).

En combinacion de los mecanismos anteriormente descritos Stuart et al. en el 2024
evaluaron el eje MIC ya que en la actualidad para prevenir la acumulacion de la
proteina BA en el cerebro se ha explorado el eje MIC, acompafiado ademas de la dieta,
el metabolismo de los lipidos y la salud mitocondrial; a su vez, el metabolismo de los
lipidos ha mostrado que afecta la eliminacion de BA vy la fosforilacion de la proteina
Tau, la neurodegeneracion esta relacionada con la disfuncion mitocondrial (16).

Para el ensayo Balaguer et al. usaron una cepa la cual presenta paralisis, este
fendmeno en C. elegans es dependiente de la edad y la temperatura, los nematodos
se consideran que estan paralizados cuando no se pueden mover frente al estimulo
con el pick y solo pueden mover su cabeza, las dos cepas evaluadas L. rhamnosus
HA-111y B. subtilis R0O179 fueron las que mostraron mejores resultados en la paralisis;
Adicionalmente, en comparacion con la dieta con probidticos el tiempo de vida
aumentd significativamente.

La investigacién permite determinar que el metabolismo de los lipidos puede estar
mediado por las bacterias probioticas, debido a que cuando se suministran disminuye
la acumulacion de acidos grasos, pero es un area nueva en neurodegeneracion qué
aun se debe seguir explorando cémo se planted en este proyecto.

Por ultimo, los probidticos se han puesto a prueba en ensayos clinicos, como el ensayo
clinico realizado por Akhgarjand et al. en el 2022, en el cual se estudio el efecto de los
probidticos en pacientes que padecian EA, con este fin durante 12 semanas se les
suministré L. rhamnosus, Bifidobacterium longum y el placebo donde encontraron
cambios comportamentales significativos que incluian: la fluidez verbal, las actividades
diarias y la ansiedad (17).
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Como resultados mas representativos se encontré que la parte cognitiva y la actividad
fisica en el grupo que se les suministré B. longum hubo mejoria en varios aspectos
respecto a los otros dos grupos y para el caso de la ansiedad mejoré en el grupo al
que se le suministré L. rhamnosus, sin embargo, no hubo un cambio significativo en la
habilidad para realizar actividades de la vida diaria.

El ensayo clinico propone que los probiéticos son benéficos para los pacientes como
un tratamiento adyuvante y pueden llegar a mejorar la eficacia de los medicamentos
que se toman como parte del tratamiento para EA, concluyendo que detiene el avance
de la enfermedad y permite mejorar la calidad de vida de los pacientes, pero que aun
es necesario realizar mas ensayos clinicos en este campo.

Si bien en los ensayos clinicos ya se han evaluado los probi6ticos, la evidencia aun se
limita a un numero reducido de cepas. Por lo tanto, es necesario seguir investigando
para conocer los posibles efectos positivos. Actualmente, se considera de suma
importancia determinar la cepa en especifico y el tiempo éptimo de administracion para
poder establecer con certeza su eficacia.

2. MARCO REFERENCIAL
2.1Panorama general de la Enfermedad de Alzheimer

2.1.1 Epidemiologia e impacto en salud publica

La demencia constituye una crisis de salud publica de magnitud global. Segun lo
estimado por la Alzheimer’s Disease International (ADI), cerca de 55 millones de
personas viven en la actualidad con demencia en el mundo (18). Esta cifra aumenta a
un ritmo alarmante cada afo aparecen cerca de 10 millones de casos nuevos (19). En
este marco la OMS senala que la Enfermedad de Alzheimer es la principal causa de
demencia, pues se le atribuyen del 60- 70% del total de los casos (20). Esta frecuencia
extremadamente alta se traduce en términos estadisticos, en que cada 3 segundos en
el mundo alguien desarrolla demencia (21).

Existe una gran preocupacion en los paises de América Latina, debido a la rapida
progresion de la demencia en esta region. La Organizacion Panamericana de Salud
(OPS) reporté que la demencia esta avanzando rapidamente, los afectados en el 2010
eran 3,4 millones y para el 2030 se estima que sean 7,6 millones. La prevalencia mayor
se da en las mujeres con un aumento predominante del 66%. La OPS lo considera un
problema en salud publica y como respuesta adoptd el plan de accion mundial sobre
la respuesta de salud publica a la demencia 2017-2025. (21)

Particularmente en Colombia, un pais en via de desarrollo tiene una prevalencia de
1.3% a 23.6%, una gran parte de la poblacién se encuentra afectada por la mutacién
en el gen PSEN1, que se encuentra asociado como agente causante de la EA de inicio
temprano (22).

2.1.2 Fisiopatologia clasica enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad compleja multifactorial, con un
componente genético y medioambiental implicado. Suele aparecer entre los 65 y 85
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anos, la EA en edades tempranas es menos frecuente, se encuentra relacionada con
un componente genético y hereditario, los genes principalmente asociados son: APP,
PSEN1 y PSEN2, existen otras mutaciones que aumentan el riesgo de desarrollar
demencia como las mutaciones en el gen APOE, la variante APOE4 (23) mientras que
los casos de EA en edades avanzadas aparecen esporadicamente (2).

Se desconoce su etiologia, pero principalmente se relaciona con agregados de
proteina BA toxica en el sistema nervioso central como una de las causas principales
y la formacién de ovillos neurofibrilares de proteina Tau intracelulares
simultaneamente.

Depdsitos de proteina beta amiloide (BA)

La proteina BA es un péptido corto de 4.2 kDa constituido por 40-42 aminoacidos,
cumple funciones como la sefalizacion intracelular, su produccion esta mediada por
la APP (proteina precursora de la proteina amiloide) se encuentra ampliamente
distribuida en el cerebro, se produce en las neuronas, en los vasos sanguineos, células
sanguineas y en menor proporcion en los astrocitos, es hidrolizada por la B-secretasa
extracelular y y-secretasa intracelular para finalmente poder formar la proteina. No
esta del todo claro cual es su funcion especifica en el cerebro, si se sabe que protege
las neuronas, regula las interacciones intracelulares, el crecimiento y la plasticidad
sinaptica. No es una proteina que aparezca exclusivamente en EA, porque se ha visto
asociada en otras patologias neurodegenerativas como el Parkinson.

Las mutaciones en la APP, pueden llegar a generar un aumento anormal en la sintesis
de proteina BA, puesto que se empieza a acumular en el espacio extracelular
formando estructuras ricas en hojas 3, después de formar oligdbmeros, se recombinan
en fibrillas y forman finalmente las plaquetas amiloides (24). Otras mutaciones, como
las que pueden llegar a aparecer en la regidén transmembranal se han encontrado en
pacientes en etapas tempranas de EA, especificamente residuos AB42 y AB40.

Al aumentar los niveles de BA en el cerebro, genera un proceso de neurotoxicidad. El
cerebro en condiciones adecuadas logra controlar la sintesis y eliminacion de BA,
cuando hay sintesis también ocurre en paralelo su eliminacion, sin embargo, cuando
se altera este metabolismo a nivel cerebral genera como consecuencia: plegamiento
de la proteina, agregacion y acumulacién extracelular, siendo la ultima manifestacion
y la mas grave la formacién de las placas BA.

Hiperfosforilacion de proteina Tau

Por otro lado, tenemos el sistema de microtubulos que le da sostén al cerebro y esta
conformado por proteinas del microtubulo, la de mayor abundancia es la proteina Tau,
que sufre un proceso en el cual va a aumentar su numero de grupos fosfato de 5 a 9
en pacientes con EA, esta hiperfosforilacién va a generar que no sea estable el sistema
de microtubulos en el cerebro; se cree que los agregados de BA mediante la activacion
de vias de senalizacion como P38 MAPK y BAR-PKA-JNK promueven esta
fosforilacién inadecuada (24), pero no se ha logrado establecer porque esta alteracion
en la proteina Tau genera un dafio neuronal.

Finalmente, como consecuencia se generan los ovillos neurofibrilares de proteina Tau,
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que, aunque se consideran un marcador patoldgico en pacientes con EA, no es
exclusivo también puede evidenciarse en otras enfermedades neurodegenerativas.

Alteracion en el metabolismo de los acidos grasos

Los lipidos son otros de los componentes que son esenciales para el cerebro y cuando
se encuentran desregulados se asocia con procesos neurodegenerativos. El 50% del
peso seco del cerebro esta compuesto por lipidos, su funcionalidad en el cerebro es
cumplir un papel fundamental como componente principal de las membranas, incluida
la sinapsis y la vaina de mielina, puedo servir ademas como sefial transductora que
regula un amplio rango de procesos bioldgicos (25).

El desequilibrio en el metabolismo de los lipidos se considera un factor de riesgo para
desencadenar EA; la produccién de BA ocurre en los microdominios de membrana
ricos en colesterol y esfingolipidos lo que ha lleva a la hipdtesis de que estos
componentes afectan la amelogénesis (25).

La relacion entre Tau y los lipidos es desconocida, pero se cree que esta conectada
indirectamente con el metabolismo de BA. Los astrocitos pueden ayudar a responder
esta incognita pues poseen la habilidad de regular de manera indirecta la sinapsis y
contribuir a una homeostasis de todos los iones en las células y en la EA los astrocitos
pueden contribuir a la agregacion de las proteinas, ademas la agregacion de los
astrocitos se ha encontrado dentro de los agregados de BA en el cerebro de pacientes
con EA, se cree que tienen un potencial para iniciar el proceso de neuroinflamacién
caracteristico en EA (26).

2.2 Diagnéstico y terapias actuales

2.2.1 Biomarcadores (LCR, plasma, imagenes)

La EA inicia con un estadio que se conoce como fase prodromica donde aparecen los
primeros sintomas como la pérdida progresiva de la memoria, pero aun no aparecen
sintomas tan notorios hasta que llega a estadios avanzados donde se impide realizar
actividades de la vida cotidiana. Se clasifica en leve, moderada y avanzada
dependiendo del avance y gravedad de las manifestaciones clinicas.

El diagndstico de la EA es un desafio actual, porque para su confirmaciéon en la
mayoria de los casos se diagnostica post mortem, en la actualidad se ha comenzado
a buscar otras alternativas que no solo se limiten al diagnoéstico por los sintomas y
manifestaciones clinicas, ya que se pueden ser transversales en las enfermedades
neurodegenerativas en general. Se dispone de técnicas como la deteccién de
biomarcadores en el fluido cerebroespinal y plasma, empleando biomarcadores utiles
como Tau fosforilada 181, 127, P231 y los niveles totales de Tau, ademas de otros
marcadores disponibles por métodos diagndsticos como la tomografia por emision de
positrones (TEP) y la resonancia magnética de alta resolucién (23).

2.2.2 Terapias disponibles y limitaciones

Desde una perspectiva terapéutica, las alternativas farmacoldgicas actuales se limitan
a tratar los sintomas. La mayoria de tratamientos convencionales se basan en
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Brain Stress/ Sleep

inhibidores de la acetilcolinesterasa (IAChE), los cuales actuan impidiendo la
degradacion de la acetilcolina, asi logran incrementar su disponibilidad, debido a que
en la EA este neurotransmisor se encuentra disminuido (27).

Simultdneamente se han venido desarrollando tratamientos enfocados en la
disminucién de los agregados de proteina BA y Tau, adicionalmente para
complementar este esfuerzo se han estado desarrollando estrategias no
farmacolégicas de prevencion que han demostrado ser las acciones mas
prometedoras para evitar o retrasar la progresién a estadios avanzados (28).

2.3Nuevos enfoques en investigacion

En el marco de la busqueda de nuevos blancos terapéuticos y estrategias preventivas,
se ha ampliado el enfoque mas alla de lo tradicional. Es asi como en la actualidad se
ha empezado a estudiar las funciones principales que cumplen algunos de los
microorganismos presentes en intestino, para primero identificar la accion que tienen
sobre el sistema nervioso y posteriormente evaluar cdmo una alteracion de la
composicién de la microbiota intestinal podria contribuir a la patogénesis de muchas
de las enfermedades, como es el caso de la EA.

2.3.1 Eje microbiota- intestino-cerebro (MIC)

El eje microbiota-intestino-cerebro explica el mecanismo de la EA desde una
perspectiva diferente a la clasica, se sustenta desde la relacion entre la disbiosis
intestinal y la disfuncion neuronal, varios estudios han evidenciado que una disbiosis
en el intestino puede promover agregacion de BA, neuroinflamacién y estrés oxidativo
en la patogenia de EA (29).
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Figura 1. Resumen grafico de la disbiosis en el intestino y su impacto en la patogénesis de la
enfermedad de Alzheimer (31).
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Son multiples los factores de riesgo que se encuentran asociados al desarrollo de EA
como: factores ambientales, genéticos y dietarios, pero recientemente se ha venido
asociando a los procesos que se llevan acabd en la microbiota intestinal. En personas
que padecen EA se ha encontrado que la composicion de su microbiota al compararla
con personas sanas presenta diferencias en: el numero de Bifidobacteria se encuentra
disminuido y especies de Gammaproteobacteria, Enterobacteriales vy
Enterobacteriaceae se encuentra aumentado (30,31).

2.3.2 Influencia de la microbiota intestinal en el cerebro

Los microorganismos presentes en el intestino humano se consideran benéficos ya
que tienen la capacidad de controlar muchas de las funciones del sistema en general,
como es el caso de la produccion y secrecion de algunos metabolitos que tienen
efectos especificamente en el cerebro como los neurotransmisores, que son de suma
importancia para el funcionamiento adecuado del cerebro, por ejemplo, en EA los
niveles de GABA disminuyen, hay perdida de las neuronas dopaminérgicas que
ocasionan deficiencia de la memoria y perdida de la conciencia, la Serotonina tiene
una estrecha relacion con los agregados de BA lo que en conjunto contribuye a la
fisiopatologia de EA (32).

La disbiosis aparece como consecuencia de la disminucién de los microorganismos
presentes en la microbiota, es decir no se presentan la misma cantidad de
microorganismos benéficos que ayudan a producir por ejemplo los neurotransmisores,
sino que contrariamente se aumentan algunos otros que son patdgenos y generan
funciones contrarias.

Lo que genera un impacto significativo pues se disminuyen las sustancias benéficas
en el cuerpo como los acidos grasos de cadena corta y aumentan otros componentes
como sustancias amiloides que contribuyen al desarrollo de la patologia de EA;
Ademas, impacta directamente en el avance progresivo de las funciones del cerebro
que incluye la memoria, el aprendizaje, entre otros, al no detenerse a tiempo, llega a
estadios avanzados como la demencia.

2.3.3 Rol de los acidos grasos

Algunos acidos grasos de cadena corta (AGCC) como el acetato, butirato y propionato
intervienen en la agregaciéon de proteinas como la BA y Tau en el cerebro y estos
AGCC son producidos por los microorganismos presentes en el intestino cuando hay
disbiosis intestinal.

Como es el caso de L. plantarum que cuando se combina con galactooligosacaridos
regulan la produccion del metabolito butirato que se produce en el intestino regulando
asi la expresion de proteinas proapoptoéticas y la activacion de mediadores de la
inflamacion, en algunos modelos biolégicos sus efectos se relacionan con mejora en
la neurodegeneracion y la memoria, ademas produce acidos grasos poliinsaturados
que inhiben la expresion de factores inflamatorios como la secrecién de IL-10, FNT-q,
IL-6 lo que resulta en propiedades antiinflamatorias moduladas por los acidos grasos
(33,34).
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Los acidos grasos son indispensables para que el cerebro cumpla funciones
fundamentales, la gran mayoria de estos acidos grasos son metabolitos producidos
por la microbiota intestinal, lo que indica que, si hay una alteracién puede ademas
haber una afectacion en los metabolitos qué se producen (postbidticos) y que llegan
hasta el cerebro, un desequilibrio en los diversos acidos grasos que intervienen en las
funciones del cerebro puede modular la fisiopatologia de EA (35,36).

2.4 Probidticos y psicobioticos como estrategias emergentes

2.4.1 Definicion y mecanismo de accién

En primer lugar, es necesario definir la palabra probiético que viene del griego y
significa "para la vida", los probidticos se han definido como microorganismos vivos
que tienen la capacidad de conferir un beneficio para la salud al huésped que los
consume en cantidades adecuadas; permiten mantener una homeostasis intestinal y
a su vez dependiendo de la cepa confieren beneficios en enfermedades puntuales
(37).

Una amplia variedad de microorganismos reside en el intestino, incluyendo los
géneros: Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Escherichia, Enterococcus,
Lactococcus entre otros. Se ha comprobado que algunos de estos microrganismos
tienen propiedades para secretar metabolitos con efecto directo en el SNC como los
neurotransmisores:

GABA: principal neurotransmisor inhibidor, regula el estado de animo, el
comportamiento, las funciones cognitivas y regula las emociones.

Serotonina: relacionado con el estado de animo y ayuda a cumplir algunas funciones
a nivel cognitivo.

Dopamina: regula funciones como memoria y aprendizaje

Acetilcolina: ayuda a controlar funciones cognitivas, memoria, habilidades de vida
social, cuidado personal

Otros como los acidos grasos de cadena corta y la histamina:

Acidos grasos de cadena corta: promueve la sintesis y secrecion de
neurotransmisores

Histamina: regula el suefio y conocimiento

Si bien estas propiedades demuestras la comunicacién bidireccional entre el SNC y el
SNE, en procesos de disbiosis los metabolitos anteriormente mencionados, entre otros
no se pueden seguir produciendo y a su vez se afectan las funciones que estos
regulan, en la EA se ha encontrado que la alteracion de la microbiota puede contribuir
al proceso neurodegenerativo (29,38).

En respuesta a esta alteracion se ha propuesto el uso de probidticos, prebidticos,
simbidticos y especificamente para el cerebro ha aparecido el nuevo termino de
psicobidticos, todos ellos actuan generando un balance en la microbiota intestinal y
asi mejorar la salud en general, al cambiar la diversidad microbiana empiezan a
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disminuir bacterias como Eubacterium, Allisonella'y Prevotellaceae que curiosamente
se relacionan con procesos inflamatorios y Allisonella especificamente aumenta la
produccion de histamina (38).

En la actualidad el mercado de los probidticos ha venido en ascenso generando que
se comercialicen de todo tipo de bacterias para ser consumidas como suplementos
prometiendo beneficios generalizados, pero no se conoce del todo cédmo es el proceso
por el cual actuan en el cuerpo e individualizado segun la patologia.

2.4.2 Uso de probiodticos y psicobiéticos en EA

En el caso especifico de la EA en la actualidad se busca diluir el mecanismo por el
cual los probidticos tienen la capacidad de modular la comunicacion del eje MIC y asi
poder determinar su potencial para generar neuroproteccion y modificar el curso de la
enfermedad, ya sean estrategias preventivas o tratamientos que ayuden a ralentizar
la progresion de la enfermedad.

Dentro del grupo de probidticos surge un subgrupo de especial interés: los
psicobioticos, que son definidos como bacterias simbidticas ya que van a estar
acompanas ademas de prebidticos, que ofrecen multiples ventajas a nivel cerebral en
respuesta al dafio neuropsiquiatrico generado en enfermedades neurodegenerativas
como la EA (39).

Sus efectos se pueden dividir en tres tipos: los que tienen efectos psicolégicos o
cognitivos y emocionales, por su impacto el eje hipotalamo- hipofisario- adrenal (HPA)
y por su respuesta al estrés glucocorticoide y la inflamacién (39).

Como anteriormente se menciond los &acidos grasos de cadena corta, los
neurotransmisores y las citoquinas juegan un papel muy importante en la regulacion
del eje MIC, debido a que estos metabolitos pueden traspasar la barrera epitelial y
llegar hasta la circulacion, en dénde interactuan con el nervio vago, esta interaccion
envia sefales al cerebro.

La importancia de los microorganismos presentes en el intestino radica en que ayudan
a modular la funcién del cerebro a través del eje cerebro- intestino, lo que conlleva a
una hemostasia adecuada en el intestino, que modifica la produccién y sintesis de
neurotransmisores para la activacion y regulaciéon inmune, ademas moduladas por el
cortisol que permite mantener integra la barrera intestinal.

2.4.3 Evidencia en modelos animales y clinicos

Se han evaluado multiples probiéticos, entre los que se encuentran los Lactobacillus
un género con varias especies y en las que se ha encontrado que no todas tienen el
mismo efecto sobre la EA. En un estudio realizado en el modelo biolégico
Caenorhabditis elegans en el que evaluaron distintos probidticos (L. paracasei, L.
rhamnosus, L. reuteri, L. salivarius) sobre cepas relacionadas con Alzheimer
encontraron que el mejor efecto era generado por L. paracasei, pero L. rhamnosus
también mostré cambios positivos (40).

Incluso en estudios clinicos L. plantarum que es considerado un probidtico
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antiinflamatorio se ha encontrado que mejora la atencion y la fluidez verbal, por medio
del metabolismo de los acidos grasos. La produccién de acidos grasos de cadena
corta por los microorganismos presentes en el intestino se ha visto influenciada con la
activacion de los receptores acoplados a proteina G (GPCRs) y otros metabolitos son
producidos como GABA y el acido butirico principalmente por las bacterias
Bifidobacterium y Lactobacillus (41).

Se han logrado realizar estudios clinicos (39) en la materia fecal de los pacientes que
la padecen, en los cuales se ha logrado evidenciar que hay aumento de algunos
microorganismos considerados que no actuan de manera positiva en la composicion
de la microbiota y disminucion de algunos otros microorganismos que ocasionan la
disbiosis, por ejemplo cuando se suministra a pacientes con EA probioticos de
diferentes especies de los géneros principales para que haya un aumento significativo
de Lactobacillus y Bifidobacterium. Tienen la capacidad de producir neurotransmisores
y neuromoduladores como acetilcolina, GABA, norepinefrina, serotonina, dopamina, y
funciones especificas al reducir el estrés oxidativo y la inflamacién en EA, pero aun es
necesario realizar mas estudios para evidenciar su eficacia y seguridad.

2.4.4 Probiodticos especificos evaluados para EA

Especificamente el uso de Lacticaseibacillus rhamnosus vy Lactiplantibacillus
plantarum se proponen para ser evaluados en esta investigacion porque aunque han
sido estudiados por sus posibles efectos positivos en la salud, poseen propiedades
que ayudan a regular funciones en el sistema nervioso central, incluso en la EA aun
se deben seguir considerando el impacto que pueden llegar a tener individualmente y
en conjunto, para asi implementarlos en un futuro como alternativa preventiva y
posiblemente tratamiento adyuvante (37,42—44).

Los probiéticos mas usados actualmente son los pertenecientes al género
Lactobacillus y Bifidobacterium debido a que son reconocidos por la FDA como GRAS
(Generales reconocido como seguro) al conocer un poco mas de su seguridad para
su consumo, son los cuales mas se comercializan y se integran a los productos (11).

Los efectos positivos que generan los probidticos en gran medida son por los
bioproductos que producen qué se conocen con el nombre de postbidticos, como lo
son AGCC, enzimas, proteinas vitaminas, entre otros, que permite que el ambiente
intestinal esté en optimas condiciones.

Los postbioticos se puede definen como "después de la vida" (11) son componentes
celulares microbianos que son resultado de la accién durante todo el proceso
probidtico realizado en el intestino por los microorganismos, actian como una segundo
proceso que se lleva en paralelo y finalmente ocasiona que influya en los procesos a
nivel cerebral, como el caso de algunas especies de Lactobacillus y Escherichia
controlan y organizan las sefiales neuronales en el hipocampo que afectan el proceso
cognitivo.

Los postbiodticos derivados de L. rhamnosus y L. plantarum tienen control sobre la
inflamacion a corto y largo plazo al estimular la produccion de citoquinas
antiinflamatorias por los macréfagos y en el cerebro por la produccion de metabolitos
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necesarios para el cerebro (45).

Tabla 1. Efecto de los probidticos L. rhamnosus y L. plantarum

Efecto de los
probiéticos

Lacticaseibacillus
rhamnosus

Lactiplantibacillus
plantarum

Modelo Caenorhabditis elegans

Se han reportado efectos
sobre modelos
relacionados con
neurodegeneracion
dependiente de la edad
(46)

Mejora en la parélisis
cuando se suministra
junté a la E. coli 0P50 (47)
Aumento en la longevidad
(44)

Intervienen en la
preferencia alimentaria,
prefieren el probidtico
sobre la dieta normal (13)
Mejora en la memoria y el
aprendizaje (40)
Aumento en la
longevidad(48)

Modelo Clinico (humanos con EA)

Considerado como
psicobiético (30)

Reconocido por la FDA como
GRAS (37)

Regulacion eje MIC, a través
de la produccién de citoquinas

y neurotransmisores
(acetilcolina, GABA,
norepinefrina,  serotonina,
dopamina) (35)

Reduccidn del estrés
oxidativo (17)

Cambios comportamentales
(fluidez verbal, actividades
diarias y ansiedad) (17)

Probiético antiinflamatorio
Reconocido por la FDA como
GRAS (37)

Considerado como
psicobiético (30)

Regulacién eje MIC, a través
de la produccion de citoquinas

y neurotransmisores
(acetilcolina, GABA,
norepinefrina, serotoning,
dopamina) (35)

Mejora la atencién y la fluidez
verbal, por medio del
metabolismo de los &cidos
grasos (43)
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2.5 Modelo experimental Caenorhabditis elegans para el estudio de la
Enfermedad de Alzheimer

2.5.1 Generalidades del C. elegans

Caenorhabditis elegans es un modelo no parasitario de vida libre que se encuentra en
el suelo de alrededor del mundo, mide aproximadamente 1mm de longitud cuando son
adultos. Su nombre es una mezcla de griego: Caeno que significa “reciente”, rhabditis
que se refiere a “redondo como” y del latin elegans de “elegante” (49); son
hermafroditas en su gran mayoria, aunque también se encuentran machos; tiene un
numero invariable de células somaticas, lo que permite que se generen nematodos
completamente idénticos para ser investigados (5).

Tienen un ciclo de vida corto y rapido como se observa en la Figura 2, el proceso de
embriogénesis tarda aproximadamente 16 horas a una temperatura de 20 °C,
eclosiona convirtiéndose en el primer estadio larvario L1, al consumir alimento
continuan creciendo pasando de L1-L4, entre una etapa y otra tardan
aproximadamente 12h, cada etapa termina con un periodo corto de tiempo que se
denomina letargo, mientras se forma una nueva cuticula de colageno, al finalizar el
periodo de letargo, los nematodos alcanzan el estadio L4, momento en que se
consideran adultos jovenes con la capacidad de reproducirse, producen su progenie
durante 2 a 3 dias, finalmente pueden vivir unas semanas mas antes de que lleguen
a su periodo de senescencia.

Adulto
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Figura 2. Ciclo de vida Caenorhabditis elegans. Esquema con fotografias de cada uno de los
estadios larvarios de C. elegans desde la embriogénesis, L1, L2, L3, L4 y adulto. Basado en el
WormBook (5)
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2.5.2 Cepas transgénicas relevantes

En la evidente necesidad de evaluar los efectos de los probidticos y la relacion
intestino-microbiota cerebro, C. elegans es un excelente modelo biolégico ya que es
un modelo muy bien establecido de genética y envejecimiento, es facil y econdémico
de mantener en el laboratorio. Se encuentra completamente secuenciado, cuenta con
302 neuronas, del 60-80% de los genes que causan enfermedades en humanos tienen
ortdlogos en C. elegans, como es el caso de la agregacion proteica en humanos que
padecen EA que ocurre de forma similar en las cepas CL2006 y BR5270 que se
observan en la Figura 3 (6,50).

2.5.3 Cepa transgénica CL2006

Los genes APP, APLP1y APLPZ2 son genes asociados a la EA en humanos, cuentan
con genes ortélogos en C. elegans apl-1 (45) y se expresan en las diferentes cepas
transgénicas, como es el caso de CL2006 que tiene genotipo dvis2 [pCL12(unc-
54/human Abeta peptide 1-42 minigene) + rol-6(su1006)] esta mutacion se refleja en
agregados de proteina BA expresados en el musculo lo que causa paralisis del
movimiento y puesta de huevos defectuosa.

2.5.4 Construccioén de la cepa CL2006

La cepa CL2006 fue construida en 1995, en la Universidad de Denver Colorado por
Christopher D. Link (7), en primer lugar fue necesario construir genes quiméricos con
regiones codificantes derivadas de clones de ADNc humano y secuencias reguladoras
por la expresion del vector pPD30.38 que contiene el promotor unc-54 que produce
una expresion geénica de alto nivel especifica del musculo, para ensamblar el
constructo del B-péptido se incorpord un fragmento de 189pb que codifica para la
version 42-aminoacidos del B-péptido, para asi poder producir el constructo del
minigen unc-54/ B-(1-42) pCL12.

Para construir la transtiretina, que actué como control se usé un fragmento de 142pb
de transtiretina humana a partir también de un clon y se insertd en el vector, asi se
generd la construccion de unc-54/ transtiretina pCL10, ademas se genero un
constructo analogo pCL13 con una sustitucién de Threo a Ala, esta alteracion también
se encuentra en algunos casos de neuropatologia amiloide familiar.

La microinyeccidn gonadal se empled para construir los nematodos transgénicos,
usando el plasmido pRF4, este plasmido contiene una mutante del gen del colageno
[rol-6(su1006)] que genera el fenotipo dominante “Roller” los nematodos producidos
de esta manera mantienen la inyeccién de ADN extracromosomal. Posteriormente
para evaluar que efectivamente estuviera la expresion de los depdsitos de BA en el
musculo, las cepas fueron tefiidas con tioflavina S, se encontraron depdsitos en las
cepas que contenian el constructo del minigen unc-54/ B-(1-42) pero no en las cepas
control WT o las cepas que tenian unc-54/ transtiretina.
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2.5.5 Cepa transgénica BR5270

Por otro lado, la cepa BR5270 tiene como genotipo byls161 [rab-3p::F3(delta)K280 +
myo-2p::mCherry] tiene una sobreexpresion del fragmento F3 proagregador de la
proteina Tau humana Pan-neuronal + marcador en el musculo faringeo.

La mutacion en el proagregador AK280 se ha encontrado que media la toxicidad de la
proteina Tau y sus respectivas mutaciones antiagregacion en 1277P y I1308P, porque
esta sustitucion previene la formacion de estructuras de hojas B y sobreagregacion.
La cepa usé puntualmente el fragmento de Tau F3AK280, actuia como un agente
nucledtido que acelera la toxicidad al promover la agregacion, generando que cuando
los nematodos estan en un estadio larvario L4, adultos jovenes se manifieste un
movimiento incordiando, defectos en los axones como gaps y varicosidades en las
neuronas motoras y un transporte de axones anormal en la mitocondria.

2.5.6 Cepa transgénica BR5271

Mientras que la cepa antiagregacion de genotipo byls162 [rab-3p::F3(delta)K280
[1277P 1380P + myo-2p::mCherry] causa un fenotipo leve con niveles reducidos de
anormalidades morfologicas.

2.5.7 Construccion de la cepa BR5270 y BR5271

Para la creacion de ambas lineas tanto BR5270 como B5271 fue necesario integrar
versiones del fragmento amiloidogénico F3AK280 de la proteina Tau humana del
promotor rab-3, para conseguir una expresion pan-neuronal y para el caso del control
antiagregante se hizo un sustitucidn de prolina 1277P y I308P que actua rompiendo las
hojas B y previniendo la agregacion. Se integré mediante backcrossed a nematodos
N2 WT 10 veces cada una, las cepas llevan integrados los genes proagregadores
F3DK280 byls161 y byls193 que tienen un fenotipo mas pronunciado que las cepas
antiagregadoras F3DK280-PP transgenes byls162 y byls194, asi es como la cepa
proagregante se nombrd con el transgén byls161, es decir la cepa BR5270 vy la
antiagregante con el transgén byls162, es decir la BR5271, ambas cepas mostraron
un fenotipo similar y niveles comparables, el anillo nervioso tiene mayores agregados
en la cepa proagregante respecto a la antiagregante.

Ventaja de usar C. elegans respecto a otros modelos

La ventaja de usar estos modelos transgénicos de C. elegans radica para el caso de
CL2006 su fenotipo tipo Roller permite evidenciar cambios morfolégicos facilmente en
la cepa y al usar un modelo transgénico de Tau se elimina la interferencia de Tau
enddgena, debido a que el unico homdlogo en Tau en el nematodo es PTL-1 pero se
expresa en baja concentracion en las neuronas, ademas en ambos casos el analisis
de los agregados de proteinas se esta realizando in-vivo lo que con otros modelos no
ocurre (8,51).
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Figura 3. Caenorhabditis elegans. Fotografia de las cepas transgénicas y su respectivo control
A. Cepa N2. B. Cepa transgénica CL2006. C Cepa transgénica BR5270. D. Cepa BR5271. E.
Fluorescencia en las neuronas y faringe cepa BR5270. F. Fluorescencia en las neuronas y faringe cepa
BR5271. Las fotografias (A-D) se tomaron con el estereoscopio Leica Zoom 2000, las fotografias (E-F)
se tomaron con el microscopio de epifluorescencia Zeiss.

2.6Vias de senalizacion relevantes en EA y MIC

2.6.1 DAF-16/ FOXO, SNK-1 y HSF-1

Se han desarrollado multiples estudios que buscan entender un poco mas alla por qué
algunos microorganismos mejoran el tiempo de vida en los modelos que se usan para
evaluar enfermedades neurodegenerativas, principalmente la EA ya que el mayor
factor de riesgo para su desarrollo es el envejecimiento. Es asi como en un estudio
(44) aislaron a L. rhamnosus de leche materna y lo convierten en un probiético que se
conoce como el Probio-M9 y que es muy usado por todos sus beneficios en la salud,
al suministrarselo a C. elegans se encontré mejora el tiempo de vida y mas alla de
esto, se logré identificar que interviene en las vias de sefalizacion, en especial regula
p38 y daf-2 independiente de daf-16 pero dependiente de skn-1.

Por otro lado, la ingesta de Probio-M9 modula el sistema inmune al activar PMK-1y
SNK-1 los cuales tiene un papel especifico en la resistencia al estrés, SNK-1 es
regulado por DAF-2, cuando hay una activacion de SNK-1 por la dieta con probio-M9
mejora notablemente el tiempo de vida de C. elegans.

Para el caso del L. plantarum, también intervienen vias similares (13) en un estudio
realizado en C. elegans se midio el potencial del Lactobacillus plantarum, mediante la
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gRT-PCR se logro evidenciar la expresion de los genes relacionados con las vias p38
MAPK y DAF-2/DAF-16, encontraron que la expresion de genes DAF-16/ DAF-2 no
cambid significativamente respecto a dieta normal, que es el alimento con E.coli OP50,
pero la expresion de genes relacionados con P38 MAPK como sek-1, nys-1 y pmk-1
estaban aumentados en los nematodos qué fueron alimentados con el probidtico L.
plantarum; también se encontré una regulacion de los genes que codifican para
sustratos y enzimas del metabolismo de las grasas como fat-5, fat-6 y fat-7 al
suministrar el probiético disminuye notablemente la expresion de fat-5 y fat-7.

3. DISENO METODOLOGICO

3.1Universo, poblacién, muestra

Tabla 2. Universo, Poblacion, muestra

Universo

Poblacion Muestra

Nematodo
Caenorhabditis elegans

Nematodos de las | Niumero de
cepas N2, CL2006,

BR5271 y BR5270

por réplica, triplicado)

nematodos
utilizados por ensayo (5-30

3.2 Hipétesis, variables, indicadores

Tabla 3. Hipotesis

Hipotesis

Hipétesis (H)

La suplementacién con los probioticos L. rhamnosus
y L. plantarum ejercen un efecto positivo en C.
elegans, que se manifiesta en una mejora de la
longevidad, puesta de huevos y motilidad, asi como
una atenuacion de la agregacion de la proteina Tau y
un incremento en la memoria de aprendizaje.

Hipétesis nula (Hy)

La suplementacién con los probiéticos L. rhamnosus
y L. plantarum no genera un cambio significativo en
la longevidad, puesta de huevos, motilidad, asi como
la agregacion de la proteina Tau, ni en la memoria de
aprendizaje en C. elegans.

Hipotesis alternativa (H,)

Los probidticos L. rhamnosus y L. plantarum
modifican parametros fisiologicos en C. elegans,
longevidad, puesta de huevos, motilidad, memoria de
aprendizaje y agregacion de proteina Tau.

Tabla 4. Variables e indicadores

Variables independientes

Variables dependientes Indicadores

Longevidad Promedio de vida
Puesta de huevos Numero de huevos
Probidticos: Motilidad Numero de ondas en
Lacticaseibacillus 30seg
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rhamnosus 'y Preferencia alimentaria indice de preferencia para
Lactiplantibacillus cada dieta
plantarum Memoria de aprendizaje Numeros de nematodos
ingenuos y entrenados
Agregacién de proteina Intensidad de
Tau fluorescencia

3.3 Técnicas y procedimientos

La presente investigacion adoptd un disefio predominantemente de tipo cuantitativo,
con un alcance de estudio exploratorio y correlacional. ElI enfoque exploratorio se
justifica al evaluar los probidticos en un nuevo contexto patolégico, mientras que el
alcance correlacional busca establecer la relacion entre la suplementacion probidtica
y lo parametros fisiolégicos evaluados.

El diseio metodolégico es de tipo experimental, usando el modelo bioldgico
invertebrado Caenorhabditis elegans para comprobar la hipdtesis de investigacion.
Finalmente, los datos recolectados son sometidos a analisis estadistico inferencial
para evaluar el efecto y la significancia de los resultados obtenidos.

3.3.1 Adquisicién de las cepas

Las cepas de C. elegans: N2, CL2006, BR5270, BR5271 y la E. coli OP50 fueron
adquiridas del Caenorhabditis Genomic Center (CGC) de la Universidad de Minnesota,
USA. Las cepas probiodticas fueron aisladas a partir de probidticos comerciales de la
marca Swanson, USA.

3.3.2 Mantenimiento y crecimiento de C. elegans

Los nematodos se mantuvieron en condiciones controladas a 20°C en el medio NGM
(Nematode Growth Medium) este medio se preparé a partir de agar, NaCl, peptona y
se enriquecié con CaCl2, MgSOs y colesterol (Anexo 1). La alimentacién de los
nematodos se garantizé mediante la inoculacion de la bacteria E. coli OP50 en forma
de botdn en la superficie del medio de cultivo donde posteriormente son dispuestos
los nematodos. (Anexo 2)

3.3.3 Identificacion microbioldgica de las cepas probiéticas

Para el aislamiento y verificacién microbiolégica de los probidticos comerciales tanto
L. plantarumy L. rhamnosus, el contenido del liofilizado que tiene una presentacion en
forma de capsulas se resuspendié en agua peptonada para el enriquecimiento y la
activacion metabdlica de las cepas. Posteriormente, las bacterias fueron cultivadas en
el medio MRS (De Man, Rogosa, Sharpe) un medio selectivo que permite el desarrollo
de la mayoria de Lactobacillus. La confirmacion del género y la pureza de las cepas
se realiz6 mediante la tincion de Gram, asi como pruebas bioquimicas de catalasa y
oxidasa. (Anexo 3)

3.3.4 Sincronizacién

La sincronizacion de los nematodos se realizé6 mediante lavados con una solucién de
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lisis conocida como Bleaching, seguida de ciclos de centrifugacion y lavados se
eliminan los adultos, aislando unicamente los huevos por presentar resistencia a la
solucion.

Los huevos quedan listos para disponerse en un nuevo medio NGM con E. coli OP50
o suplementado con la dieta probidtica (Anexo 4). Posteriormente los huevos
eclosionan y transcurre todo su ciclo de vida: embriogénesis, L1, L2, L3, L4 (adultos
jovenes) y finalmente el estadio adulto, nematodos gravidos que tienen la capacidad
de poner huevos; el estadio L4 marca el inicio de todos los ensayos, que permite
asegurar un corte homogéneo de edad para los ensayos.

3.3.5 Ensayos fisiolégicos

Para los ensayos fisioldgicos se realizé el cambio de E. coli OP50 que es la bacteria
que consumen normalmente los nematodos por las cepas probidticas una vez
realizada la sincronizacion, los huevos qué se obtienen son dispuestos sobre el medio
NGM sembrado con los probidticos. Los ensayos realizados fueron:

Ensayo de longevidad

El ensayo de longevidad consiste en medir el promedio de supervivencia de los
nematodos, bajo cada una de las condiciones, con este fin se transfieren 10
nematodos en el estadio L4 a un medio NGM que contuviera la dieta respectiva (E.
coli OP50 control y probidticos grupo de estudio).

Se hacen pases diariamente durante los primeros 6 dias que en promedio dura el ciclo
reproductivo de C. elegans, y posteriormente cada dos dias, hasta que muera el ultimo
nematodo, que marca el fin del ensayo.

La supervivencia se evalud aplicando un estimulo con un pelo de ceja en la nariz y
cabeza del nematodo, se consideré muerto cuando no exhibié un movimiento faringeo
ni respuesta alguna frente al estimulo fisico.

Ensayo de motilidad

El ensayo de motilidad permite evaluar la capacidad de movimiento sinuosidad
caracteristico de las cepas control N2 WT, BR5271 cepa de referencia y la cepa
experimental BR5270.

Para el procedimiento, se dispusieron 10 nematodos de cada uno de los grupos en un
medio NGM sin fuente de alimento. Con el fin de eliminar los residuos de comida
adheridos al cuerpo se agrego6 una gota de buffer M9 y se dejoé secar en la cabina de
flujo.

Se registrd el numero de ondulaciones que realiza cada nematodo durante un periodo
de 30 segundos. Una ondulaciéon se define como un cambio de direccién de la cabeza
con respecto a linea media del cuerpo del nematodo (52).

Ensayo de puesta de huevos

El objetivo del ensayo de puesta de huevos es evaluar el efecto de los probidticos en
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la tasa de ovoposicidén en un periodo de tiempo especifico en su ciclo reproductivo.

Para el procedimiento, se transfirieron 10 nematodos individualmente en estadio L4
(tienen la capacidad de poner huevos) a pocillos de una placa de 24 pocillos. Cada
pocillo contiene medio de cultivo liquido con la suspension bacteriana de la dieta
correspondiente.

Seguidamente, se registrdé el numero de huevos depositados por cada nematodo en
intervalos de tiempo: a los 30 minutos, 1 hora y finalmente a las 2 horas.

Preferencia alimentaria y memoria de aprendizaje

Para evaluar la preferencia alimentaria se adaptd el protocolo previamente descrito
por Kim e (53), para su procedimiento se dispusieron 30 nematodos en el estadio L4
en el centro de un medio NGM sin fuente de alimento. Previamente los medios se
inocularon con 25 pL de suspension bacteriana a una misma distancia del centro, en
un extremo con los probidticos y en el otro extremo con la E. coli OP50.

Pasadas 4 horas de exposicion se contd el numero de nematodos sobre cada dieta.
El grado de preferencia de los nematodos por una dieta en particular se determina
mediante el calculo del Indice de eleccion (Choice Index):

No. de gusanos sobre probidticos — No. gusanos sobre la E. coli OP50

Choice index (CI) = Total de gusanos

(CI) = —1.0 preferencia completa por E.coli OP50
(CI) = + 1.0 preferencia completa por los probidticos

(CI) = 0.0 preferencia igual por E.coli OP50 y Probidticos

El protocolo para el ensayo de memoria de aprendizaje fue tomado y adaptado a partir
de otras metodologias previamente descritas (40,54), consta de dos fases: una fase
de entrenamiento de los nematodos y otra etapa de prueba.

Memoria asociativa a corto plazo (MCP): Los nematodos en estadio L4 se deben lavar
tres veces con buffer M9 para eliminar cualquier rastro de comida. Seguidamente, se
realizé una fase de entrenamiento, con esta finalidad se dispusieron en un medio
sembrado masivamente con los probidticos y se dejan expuestos por una hora.

Posteriormente, los nematodos ahora entrenados se lavaron nuevamente y se
transfirieron a un medio sembrado a igual distancia con los probioticos y la E. coli
OP50. Transcurridas 4 horas, se contd el numero de nematodos en cada una de las
dietas y calcular el CI para poder hallar el indice de memoria.

Memoria asociativa a largo plazo (MLP): Para evaluar el efecto que tienen los
probidticos en la memoria asociativa a largo plazo (MLP) se repitieron los pasos
anteriormente descritos, pero con nematodos que desde L1 (recién eclosionado)
fueron alimentados continuamente con la dieta probidtica. El resultado se determiné
mediante el calculo del indice de memoria:

Memory Index (MI) = CI entrenadas — CI ingenuas

CI entrenadas: Cambio de dieta con los probidticos
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Cl ingenuas: Dieta normal con E. coli OP50
3.3.6 Determinacioén de los agregados de proteina Tau

La determinacién de los agregados de proteina Tau se realizé observando la expresion
de la proteina mCherry de las cepas BR5270 (experimental) y BR5271 (control de
expresion).

Las fotos deben tomarse en la cabeza (neuronas dopaminérgicas) y la faringe del
nematodo, en el cual se presenta la agregacion proteica de Tau, ya que el cuerpo
puede presentar autofluorescencia que interfiere con la cuantificacion.

Para el procedimiento los nematodos se transfirieron a laminas portaobjetos sobre un
césped de agarosa al 2%. Para visualizar la fluorescencia se empled el microscopio
de fluorescencia Zeiss y su software asociado, se tomaron 5 fotografias por grupo bajo
los mismos parametros de exposicion.

Finalmente. se analizo la intensidad de fluorescencia de forma cuantitativa mediante
el Software Image J/ Fiji, USA (55), que permite calcular el grado de agregacién de la
proteina en cada condicion evaluada.

3.3.7 Analisis estadistico

La variabilidad de los datos se midié y se reportoé teniendo en cuenta la media * el
error estandar de la media (SEM). Todos los ensayos se realizaron
independientemente por triplicado, empleando entre 5 a 30 nematodos por réplica, de
acuerdo al ensayo.

Los analisis estadisticos se realizaron usando el Software SigmaPlot versién 11.0 (San
José CA, USA). Para comparar las medidas, se evalua la diferencia entre el grupo
control y los grupos tratados con los probidticos, se uso el analisis de varianza de una
via (ANOVA) y en los casos donde hubo significancia se aplico la prueba post-hoc de
Tukey para realizar las comparaciones multiples. En el caso de comparar solo el
control frente a un grupo de estudio se utilizé el t-test de Student.

Para la supervivencia, se analiz6 la diferencia de la longevidad mediante el método de
Kaplan-Meier y la significancia estadistica entre los grupos se determiné usando la
prueba de Log-Rank test. En todos los analisis, los tratamientos se consideraron con
diferencia significativa si el valor de probabilidad obtenido era inferior a 0,050 (p
<0,050).

4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas fenotipicas y fisiolégicas de las cepas transgénicas
CL2006 y BR5270 de C. elegans

Posterior al cultivo y mantenimiento de las cepas transgénicas y cepas control del C.
elegans, se observaron las caracteristicas fisiolégicas y fenotipicas de los nematodos.
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Figura 4. Sincronizacién. En las fotografias se evidencia el resultado posterior a la sincronizacién
A. Huevos. B. Larva L1 recién eclosionada. Las fotografias fueron tomadas con el estereoscopio
Leica Zoom 2000 a mayor aumento.

El proceso de sincronizacion fue exitoso, inicialmente, se observaron huevos ovalados
(Fig. 4A), que eclosionaron en el estadio larvario L1 (Fig.4B), sin evidenciar estructuras
anatémicas diferenciales en su interior.

El tiempo promedio de desarrollo fue de 12 horas para alcanzar el estadio L2 y las
transiciones entre el estadio L3 y estadio L4 se observaron después de 8 horas para
cada estadio respectivamente. La diferencia entre el estadio L3 y L4 se confirma por
el aumento de tamafio, el desarrollo gonadal y la observacién del aparato reproductor
del nematodo, momento que marcé el inicio de todos los ensayos.

Los huevos que eclosionan sobre medios NGM suplementados con la dieta probidtica
presentan un tiempo de eclosion ligeramente mayor en comparacion con el grupo
control, lo que sugiere un retraso en el inicio del desarrollo larvario. Este fenbmeno
puede estar asociado con un incremento en la longevidad, dado que los procesos de
desarrollo inician mas tarde.

La cepa transgénica CL2006 al sobreexpresar BA se caracteriza por un fenotipo
distintivo frente a la N2 cepa control. Mientras la cepa N2 WT se caracteriza por un
movimiento sinusoidal y una respuesta adecuada a los estimulos de toque de cabeza
y nariz con el pick. La CL2006 presentd una alteracidén progresiva de la motilidad de
acuerdo al avance de la edad, manifestada como un movimiento en tipo Rolling. Esta
alteracion fenotipica se correlaciond con una respuesta deficiente a los estimulos,
como se observa en la Fig. 5A
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Al suministrar la dieta probiotica, se observo un retraso significativo en la aparicion del
fenotipo Rolling y una mejora en la capacidad de respuesta frente a los estimulos
externos (Fig. 5B), lo que indica una recuperacion parcial en la motilidad y una
atenuacion de la progresion de la neurodegeneracion en los nematodos tratados.
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Figura 5. Caracteristicas fenotipicas cepa CL2006. En las fotografias se evidencia el fenotipo
transgénico de la cepa CL2006. A. Fenotipo tipo Rolling por los agregados de proteina 1-42 A

en el musculo. B. Fenotipo de la cepa CL2006 después del cambio de dieta con probidticos. Las
fotografias se tomaron con el estereoscopio Leica Zoom 2000 a mayor aumento.

La cepa transgénica CL2006 presentd una tasa de ovoposicion inferior en
comparacién a la cepa control N2 WT. Esto puede deberse a un fendmeno llamado
bagging que consiste en una retencidén de huevos dentro del nematodo que ocasiona
que eclosionen dentro.

Por otro lado, no se evidenciaron diferencias fenotipicas notorias en la motilidad entre
la cepa BR5270 y su cepa control BR5271, ya que ambas cepas mostraron
caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas similares durante el desarrollo y la etapa
adulta, sin embargo, al someter los nematodos en medio liquido, presentan un
movimiento nadatorio defectuoso, no puede realizar las ondas tipo C adecuadamente.

4.2ldentificacion microbiolégica de las cepas probiéticas

Tras la activacion metabdlica en agua peptonada, el cultivo de las cepas probidticas
en el medio MRS vy transcurridas 72 horas a 37 °C se obtuvo como resultado el
crecimiento de colonias caracteristicas del género Lactobacillus (Fig.6).

Lacticaseibacillus rhamnosus: se caracterizd por presentar colonias grandes, con una
textura cremosa y un aspecto blanquecino brillante (Fig.6A).

Lactiplantibacillus plantarum: se caracterizd por formar colonias mas pequefias,
puntiformes, ligeramente amarillas (Fig. 6B).

La identificacion y pureza se logré comprobar mediante el analisis microscépico y las
pruebas bioquimicas. Al observar la tincién de Gram se logran apreciar Bacilos Gram
positivos dispuestos en forma aislada o en cadenas con extremos redondeados,
mientras que las pruebas de oxidasa y catalasa arrojan un resultado negativo. Estos
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resultados son consistentes y distintivos del género Lactobacillus.

Figura 6. Identificacion microbiolégica cepas probidticas. En las fotografias se evidencia el
crecimiento de las colonias caracteristicas de los probioticos. A. Colonias en agar MRS Lactobacillus
rhamnosus. B. Colonias en agar MRS Lactobacillus plantarum.

4.3 Preferencia alimentaria y memoria de aprendizaje

La evaluacion de la preferencia alimentaria en la cepa BR5270 de C. elegans reveld
diferencias significativas entre los grupos, exhibié un comportamiento en el cual no
tiene preferencia alimentaria exclusiva para cada una de las dietas de acuerdo al CI.
Los nematodos que no fueron entrenados, es decir los ingenuos muestran una
preferencia por la dieta control (E. coli OP50). En contraste, los nematodos entrenados
desde L1 exhibieron una preferencia por los probiéticos, o que indica un cambio en la
preferencia alimentaria asociado al entrenamiento que recibieron (Fig. 7A).

El indice de memoria de aprendizaje (MI) de los nematodos esta relacionado con el
tiempo que estan expuestos a la suplementacion dietaria. Se observé un aumento
significativo en el grupo de nematodos que fue alimentado con los probiéticos desde
L1, en comparacion con los nematodos ingenuos (Fig. 7B). Por el contrario, el Ml de
los nematodos entrenados desde el estadio L4 por un periodo corto no registrd
diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo ingenuo (Fig. 7C).
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Estos resultados sugieren que el Ml de los nematodos que son entrenados desde L1,
se relacionan con la MLP, mientras que los nematodos que son entrenados desde L4,
tienen que ver con la MCP, lo que indica que el indice de memoria y aprendizaje con
la suplementaciéon probidtica aumenta en especial hay mejoria en la MLP, debido a
que e(I:MI de las entrenadas desde L1 es mayor al Ml de las ingenuas (Fig. 7D).
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Figura 7. Preferencia alimentaria y memoria de aprendizaje. Resumen del Cl (Choice Index) e MI
(Memory Inddex) A. Representacion grafica del ensayo con nematodos entrenados desde L1 B. Cl y Ml
cambio de dieta se da desde L1. C. Cl y Ml cambio de dieta se da desde L4. D. Ml memoria a largo y corto
plazo. Los ensayos se realizaron con un n= 30 por triplicado, para el analisis estadistico se realizé el test
de Tukey y t-test en el caso de dos grupos. ** P=<0,050 y ns= no significativo mediante Sigma Plot versién

11.0.
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Promedio de vida (en dias)

4.4 Efecto de los probiéticos en la Longevidad

Se obtuvo como resultado en el ensayo de longevidad un cambio significativo en el
tiempo de vida del nematodo C. elegans cuando se da el tratamiento con probiéticos
en comparacion a la dieta control con E. coli OP50.

Respectivamente la cepa transgénica CL2006 mostro un tiempo de vida inferior (11
dias), en comparacion al control cepa N2 (25 dias). Al suministrar la nueva dieta
probidtica (L. rhamnosus + L. plantarum) el tiempo de vida aumento significativamente
(22 dias) como se observa en la Fig.8A. Hubo una mejora del 94% con respecto al
control como se resume en la Tabla 5.

Por otro lado, la cepa BR5270 tuvo también una reduccion en el tiempo de vida (16
dias) en comparacion con su control antiagregante la cepa BR5271 (25 dias) similar
al tiempo alcanzado por la cepa N2 WT. Al suministrar la dieta probidtica el tiempo de
vida de la cepa BR5270 incremento (20 dias) como se observa en la Fig.8B. La
supervivencia de la cepa BR5270 aumenta un 26% como se refleja en la Tabla 5.
Las comparaciones detalladas entre todas las cepas se plasman en la Fig. 8C, ademas
de la curva de supervivencia Fig. 9
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Figura 8. Ensayo de longevidad. Resumen del promedio de vida de las cepas transgénicas y su
respectivo control. A. Longevidad de la cepa N2 como control y la cepa CL2006 dieta normal con E. coli
OP50 y cambio de dieta con probiéticos. B. Longevidad de la cepa BR5271 control y la cepa BR5270 dieta
normal con E. coli OP50 y cambio de dieta con probioéticos. C. Comparacion en simultaneo del tiempo de
vida de las diferentes cepas. Los ensayos se realizaron con un n= 10 por triplicado, para el analisis

estadistico se realiz6 test de Tukey. ** P=<0,050 y *** P= <0.001 mediante Sigma Plot versién 11.0.
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Tabla 5. Resumen promedio en dias ensayo de longevidad

Promedio en

Control

Control
26,52

% Respecto % Respecto
a la dieta

L] — dias al control
| N2 E.coli 25 Control ---
CL2006 E.coli 11,33 -54,68
L BR5271 E.coli 25,67 Control ---
BR5270 E.coli 16,33 -36,38
L.rahmnosus +
BR5270 L plantarum 20,66 -19,51
10 3 — — N2+Ecoli
| | CL2006 + E.coli
: : ——— CL2006 + Probiéticos
— — BR5271 + E.coli
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Figura 9. Supervivencia. Resumen del promedio de vida de las cepas transgénicas y su respectivo
control. Los ensayos se realizaron por triplicado, para el analisis estadistico se realizé una curva de
Kaplan-Meier mediante Sigma Plot version 11.0.
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4.5 Analisis de motilidad

La motilidad en C. elegans se caracteriza por tener un movimiento sinusoidal como se
logra apreciar en la cepa N2 WT (Fig. 10A) se considera que una ondulacion ocurre
cuando hay un cambio completo en la direccion de la cabeza. La cepa N2 realiza 28
ondulaciones en promedio durante un periodo de 30 segundos.

Para el caso de la cepa BR5270 y su control BR5271 no presentan diferencias
estadisticamente significativas en la motilidad respecto a la cepa N2 WT. La cepa
BR5270 logra realizar en promedio 26 ondulaciones en 30 segundos, mientras que el
control, la cepa BR5271 realiza en promedio 29 ondulaciones en el mismo periodo.

Es importante resaltar que la suplementacion probidtica no genero cambios
significativos en el numero de ondulaciones de las cepas estudiadas. Lo anterior
sugiere que los probiodticos evaluados no tienen un efecto relevante en la motilidad de
las cepas BR5270 y BR5271 bajo las condiciones experimentales empleadas en el
ensayo (Fig. 10B).
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Figura 10. Motilidad. A. Grafica que describe una ondulacién. B. Numero de ondulaciones en 30
segundos. Se evalud el movimiento sinusoidal que tienen las cepas N2, BR5271 y BR5270. Los ensayos
se realizaron con un n= 10 por triplicado, para el analisis estadistico se realiz6 el test de Tukey. ns= no
significativo mediante Sigma Plot versién 11.0.
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4.6 Evaluacidén de la tasa de ovoposicion

Al ser hermafrodita C. elegans tiene la capacidad de poner una gran cantidad de
huevos durante su periodo reproductivo que inicia al llegar al estadio L4 y puede durar
de 6 a 8 dias. La tasa de ovoposicion fue evaluada en un corto periodo de tiempo en
el estadio L4. Se observd una disminucion en el numero de huevos depositados por
las cepas transgénicas respecto al control, aunque esta diferencia no es
estadisticamente significativa.

Respecto al tratamiento, al suministrar la dieta de probidticos no vario notablemente
la tasa de oviposicion en las cepas transgénicas. Lo anterior sugiere que los
probidticos evaluados no ejercen un efecto relevante sobre la tasa de oviposicién en
las condiciones del ensayo (Fig.11).
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Figura 11. Puesta de huevos. Numero de huevos que pueden poner los nematodos transcurridas 2
horas. Para evaluar constantemente la puesta de huevos de los nematodos, se conté cado 30 min,
durante 2 horas la capacidad de poner huevos. Los ensayos se realizaron con un n= 10 por triplicado
para el analisis estadistico se realizé el test de Tukey. ns= no significativo mediante Sigma Plot version
11.0.

4.7 Agregacion de proteina Tau

La cepa BR5270 permito visualizar los agregados la proteina Tau marcados mediante
la proteina fluorescente mCherry en las neuronas dopaminérgicas y el musculo
faringeo. Es un ensayo que se debe realizar de manera in-vivo para que expresen la
fluorescencia de lo contrario no se lograria observar, Al evidenciar estos agregados
bajo el microscopio de fluorescencia se observé inicialmente una reduccion visible en
la intensidad de fluorescencia en BR5270 tratado la dieta probidtica, la cual fue
confirmada mediante el analisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia con el
software ImageJ/ Fiji, mostrando una disminucion significativa de los agregados de
Tau con respecto al control como se ilustra en la Fig.12.
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Figura 12. Agregados de proteina Tau. Representacion grafica y estadistica de la intensidad de
fluorescencia emitida por los agregados de proteina Tau en la cepa BR5270 y su control BR5271.
A. Fotografia que permite ver por fluorescencia la proteina Tau en las neuronas dopaminérgicas y
el muasculo faringeo. B. Intensidad de fluorescencia de la cepa BR5270 y el control BR5271. Las
fotografias se tomaron usando el microscopio de fluorescencia Zeiss y la intensidad de fluorescencia
se realiz6 teniendo en cuenta el area y la fluorescencia mediante el Software Image J/ Fiji. Los
ensayos se realizaron con un n= 5, para el analisis estadistico se realizé el test de Tukey, se
considerd significativo *** P= <0.001 mediante Sigma Plot version 11.0.

5. DISCUSION

La busqueda de estrategias preventivas es cada vez mas necesaria para el manejo
de las enfermedades neurodegenerativas como la EA. Las opciones terapéuticas
actuales se limitan al control sintomatico. Uno de los mayores desafios es detener el
dafio ocasionado a nivel neuronal como consecuencia de la agregacién proteica, con
el fin de evitar la progresion a estadios tan avanzados como la demencia dénde es
irreversible el dano.

La fisiopatologia de la EA no solo esta limitada al dafo generado por la agregacion
proteica, sino que es una enfermedad multifactorial en la que intervienen factores
genéticos, ambientales, dietéticos y metabdlicos. La proteina BA y Tau han sido
blancos terapéuticos (1-3) pero han tenido un éxito limitado, lo que hace necesario
redireccionar los blancos terapéuticos ya sean como tratamiento adyuvante o
estrategia preventiva.

En este contexto, el eje MIC resalta como una alternativa para comprender los
mecanismos que vinculan la salud intestinal con la funcién cerebral. Especificamente,
la microbiota intestinal juega un papel clave en la regulacién de los procesos llevados
a cabo en el cerebro, lo que convierte a los probidticos en una nueva linea de
investigacion para la modulacion y prevencion de la neurodegeneracion (9,10,29,33).
En el presente estudio se logré evaluar el efecto de los probiodticos L. rhamnosus'y L.
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plantarum en un organismo vivo C. elegans en cepas mutantes, CL2006 y BR5270
que modelan la agregacion proteica de BA y Tau, uno de los mecanismos implicados
en la fisiopatologia de EA.

Estudios previos respaldan el uso de los probidticos como una estrategia para
tratamiento adyuvante y/o preventiva para EA, es el caso del estudio realizado por
Stuart et al. en el afio 2024 quiénes reportaron que los probidticos, especificamente L.
rhamnosus y B. subtilis ejercen un efecto benéfico en las cepas de C. elegans que
expresan proteina BA en el musculo, principalmente ejercen un efecto positivo a nivel
de envejecimiento y paralisis.

Estos hallazgos se correlacionan con los resultados obtenidos en el presente estudio,
en el cual la cepa CL2006 aumento significativamente su longevidad con la dieta
probidtica, ademas se evidencio fenotipicamente una disminucion de la paralisis, varia
en la combinacion de la dieta puesto que en el presente ensayo se evaluo L.
rhamnosus combinado con L. plantarum (46).

La longevidad de C. elegans segun lo reportado en diferentes ensayos (56) se
encuentra entre (6 + 24 dias). En este estudio CL2006 alimentada con una dieta de E.
coli OP50 vivieron en promedio 11 dias, mientras que con la dieta probiética su tiempo
de vida aumenté a 22 dias. Lo que concuerda con lo reportado en la literatura, este
fendmeno esta directamente relacionado con el envejecimiento, al igual que sucede
en humanos a medida que avanza el ciclo de vida del C. elegans aumenta la
agregacion de proteina BA, lo que afecta negativamente al nematodo, llevandolo
finalmente a la muerte en menos tiempo respecto a la cepa control N2 WT. El aumento
de la longevidad respalda el efecto protector reportado.

Este proceso observado en el modelo es analogo a la patologia en los humanos, al
envejecer los mecanismos de control en el cerebro pueden fallar con mayor facilidad.
Aunque no esta del todo esclarecido los factores desencadenantes, se sabe que esta
deficiencia genera acumulacion proteica como la formacion de placas de proteina BA
y a medida que progresa es cada vez mayor el dafio neuronal, contribuyendo a la
sintomatologia y a la progresion de estadios avanzados como la demencia por
Alzheimer.

Para el caso de la longevidad de la cepa BR5270 proagregadora de proteina Tau, los
resultados concuerdan con lo reportado en la literatura el promedio de vida fue de 12
+ 21 dias (56). Lo que se correlaciona con este estudio, el promedio de vida observado
fue de 16 dias, mientras que la cepa control BR5271 segun la literatura viven en
promedio 19 + 25 dias, para la presente investigacion vivio 25 dias.

Al igual que ocurre en el caso de la proteina BA, la proteina Tau se acumula a lo largo
del ciclo de vida del nematodo, generando mayor dafo que acorta su supervivencia
con respecto a su cepa control BR52721. Sin embargo, la reduccién en la longevidad
es menos notoria debido a que el modelo Tau tiene un efecto fisiologico menos
drastico en la supervivencia en comparacion al proceso generado por BA en el
organismo.

Los resultados obtenidos en el ensayo de longevidad comprueban la hipotesis de que
la suplementacion probidtica prolonga el tiempo de vida de los nematodos usados
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como modelo experimental de la enfermedad de Alzheimer.

La cepa CL2006 aumenté significativamente su tiempo de vida al suministrar una dieta
combinada con probidticos, lo cual esta directamente relacionado con una disminucion
del fenotipo tipo Rolling caracteristico del dafio muscular inducido por BA. Este
hallazgo es de gran relevancia, dado que en el modelo C. elegans la progresion de la
enfermedad es dependiente al envejecimiento, del mismo modo que ocurre en
humanos (56,57).

Respecto a lo observado en la longevidad al suministrar la dieta probidtica se ve una
mejora en la supervivencia de ambas cepas respalda los efectos positivos de los
probidticos L. rhamnosus y L. plantarum sobre el envejecimiento y la memoria en un
modelo experimental de la Enfermedad de Alzheimer.

Con respecto al ensayo de motilidad, la cepa control N2 WT, segun un protocolo
estandarizado a 20 segundos en promedio realiza 18 ondulaciones en restriccion
dietaria (52) lo que concuerda con lo encontrado en el presente ensayo 28
ondulaciones en 30 segundos, aunque difiere el tiempo de analisis.

Los ensayos de motilidad y puesta de huevos respectivamente concuerdan con la
literatura, se reporta que para las cepas transgénicas CL2006 y BR5270 hay una
disminucién en la puesta de huevos y alteracion en la motilidad (5,18).

La dieta probidtica no interfirié con las variables de tasa de oviposicion y motilidad de
los nematodos. Se confirmé puesto que no se evidencio un cambio estadisticamente
significativo en los parametros fisioldégicos con respecto a los grupos control.

De acuerdo al estudio realizado por Kumar et al en el 2022 de preferencia alimentaria
y memoria de aprendizaje demostraron que la dieta afecta el comportamiento de los
nematodos, desde la alimentacion, la parte sensorial, la memoria y el aprendizaje, los
nematodos no presentaron una preferencia del probidtico respecto a la E. coli OP50
(13). A la misma conclusion se llego en esta investigacion los nematodos ingenuos no
presentan preferencia por una u otra dieta.

No obstante, los resultados confirman que cuando reciben el entrenamiento, modifican
la preferencia, los nematodos entrenados desde L1 con los probiéticos se acumulan

mayormente en la dieta con probidticos, demostrando que adquieren una habilidad en
la memoria asociativa.

El ensayo de memoria y aprendizaje comprueba la hipotesis de que los probidticos
ejercen un efecto positivo sobre la memoria asociativa y el aprendizaje de los
nematodos. Este resultado se evidencio en el aumento del indice de memoria de los
nematodos entrenados desde L1 respecto al indice de memoria de los nematodos
ingenuos. El periodo prolongado de exposicion permitio evaluar la memoria asociativa
a largo plazo, mostrando una mejora significativa en la misma, mientras que la
memoria asociativa a corto plazo no mostré cambios significativos.

En contraste a lo observado en este modelo, en humanos la MCP es la que se ve
mayormente afectada en estadios iniciales de la Enfermedad de Alzheimer. En un
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estudio realizado por Della et al. donde se comparo a pacientes que tenian EA y otras
demencias no relacionadas con EA, encontré que la afecciéon en la MCP es un
indicador temprano y exclusivo de pacientes con EA (58).

La memoria asociativa y el aprendizaje en humanos esta relacionado con la
conformacién de MLP. Lo que puede compararse con lo que sucede en C. elegans 'y
explica el hecho de que los nematodos adquieran la habilidad de preferir la dieta
probidtica sobre la dieta con E. coli OP50. Con estos hallazgos sobre el fortalecimiento
de la memoria asociativa en C. elegans, ofrece una via experimental para explorar la
neuroproteccion.

Finalmente, los agregados de proteina Tau disminuyeron tras la suplementacion de la
dieta probidtica en cabeza del nematodo, donde se encuentran las neuronas
dopaminérgicas y la faringe (59).

La reduccion cuantitativa de los agregados de Tau comprueba la hipotesis de que los
probidticos tienen la capacidad de disminuir los agregados de proteina Tau en la cepa
BR5270. Este hallazgo sugiere el potencial mecanismo de neuroproteccion, el cual
podria llegar a retrasar los dafos ocasionados a nivel neuronal asociado a la
agregacion.

Es importante contrastar este hallazgo con otros estudios como el estudio realizado
por Labarre et al 2022 en el cual reportaron que al suministrar los probiéticos hubo una
reduccion en la expresion de GFP, lo que sugiere que en su modelo la neuroproteccion
fue independiente de las vias clasicas de longevidad y respuesta al estrés.

Esto difiere con los resultados del presente estudio, donde si hubo una disminucién
significativa de los agregados de Tau marcados con mCherry en la cepa BR5270, lo
que indica una intervencion en estos mecanismos de longevidad y se relaciona con la
neuroproteccion (47).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion permiten concluir de manera
preliminar que los probidticos ejercen un efecto neuroprotector positivo sobre la
agregacion proteica en C. elegans como modelo experimental asociado a la EA. En
un futuro estos hallazgos validan el potencial de los probidticos como una alternativa
preventiva y tratamiento adyuvante que se puede seguir estudiando en pacientes con
EA. Adicionalmente, se hace necesario explorar a mayor profundidad los mecanismos
involucrados, tales como las proteinas, moléculas y vias de sefalizacién qué permiten
que haya un efecto protector en C. elegans evaluando diferentes concentraciones de
cada uno de los probidticos.

6. CONCLUSIONES

e Las cepas transgénicas CL2006 y BR5270 presentan alteraciones fisiolégicas
y fenotipicas significas respecto a las cepas control N2 y BR5271, se presentan
diferencias en: la motilidad CL2006 presenta paralisis progresiva por la
expresion fenotipo Rolling, BR5270 un movimiento nadatorio tipo C defectuoso;
La tasa de oviposicidn se ve alterada por un fenémeno de bagging lo que
disminuye significativamente la puesta de huevos y un ciclo de vida corto.
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La cepa BR5270 no demostrd una preferencia alimentaria exclusiva por alguna
de las dietas, pero se observd que los nematodos ingenuos se acumularon
mayormente en la E. coli OP50 mientras que los nematodos entrenados se
acumularon sobre los probidticos.

Los probidticos ejercen un efecto positivo sobre el aprendizaje y la memoria en
la cepa BR5270, cuando se suministra la dieta probidtica desde edades
tempranas (L1) mejora el aprendizaje asociativo significativamente, lo que
sugiere a su vez una mejora en la memoria a largo plazo.

La esperanza de vida aumentd notablemente en ambas cepas (CL2006 y
BR5270) lo que indica que los probiéticos estan implicados en la modulacion
del envejecimiento y pueden llegar a generar un efecto protector a lo largo del
ciclo de vida del nematodo.

El efecto Rolling de la cepa CL2006 disminuye y aumenta la respuesta a
estimulos tras la suplementacion con la dieta probidtica.

La agregacion de proteina Tau en el musculo faringeo y las neuronas
dopaminérgicas de la cepa BR5270 disminuy¢ al observar menor intensidad de
fluorescencia.

Los probidticos representan una alternativa prometedora en un futuro para la
prevencion y/o tratamiento adyuvante de enfermedades neurodegenerativas
como la EA, debido a que en C. elegans se obtuvieron resultados positivos en
cepas asociadas a la EA principalmente a nivel de memoria de aprendizaje y
neuroproteccion.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Preparacion de medio NGM (Nematode Growth Medium)
Para preparar 1L de NGM se necesita:

3.4 3gde NaCl

3.5 17gde Agar

3.6 2,59 de peptona

3.7 25 ml de Buffer KPO4 1M
Posteriormente enriquecer con:

3.8 1mL MgSO4 1M

3.9 1 mL de CaCl2

3.10 1 mL de colesterol
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Preparacion medio NGM

Anexo 2: Mantenimiento E. coli OP50

La E. coli OP50 se mantiene en viales del caldo de enriquecimiento Luria Bertani (LB)
congelados a -80 °C, se realiza toda la cadena de frio para su descongelamiento, pasa
a -20 °C, a temperatura de nevera y por ultimo a temperatura ambiente, para activar
su metabolismo se puede disponer en un caldo nuevo e incubar o directamente
sembrar en un medio MacConkey e incubar 37°C durante 72 horas.

Mantenimiento E. coli OP50. Enriquecimiento en caldo LB a 37°C en agitacion constante,
crecimiento en medio MacConkey
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Aislamiento en agua
peptonada
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Tincion de Gram

Prueba de catalasa y
oxidasa

3

Realizar tincion de
Gram para evidenciar
morfologia

Anexo 3: Identificacion microbiolédgica de las cepas probioéticas

Se adquieren probiéticos comerciales
de L. plantarumy L.rhamnosus

L J

La capsula contiene el probiotico
liofilizado

L

Agregar el polvo del interior de la
capsula en agua peptonada

L

Incubar a 37 °C x 24h evidenciar
la turbidez

h

3

Sembrar en medio MRS, incubar
a 37 °C x 24h evidenciar colonias
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Anexo 4: Sincronizacion

Buffer M9 Pellet

C=TI NN CNEMER

Cloro 5% (ml) 1,9 15,2

NaOH 2M (ml) 2,5 5 75 10 20

H20 (ml) 0,6 12 18 24 48

]

y H20

Huevos sincronizados

Estrategias de comunicacion

Para dar a conocer el proyecto se ha expuesto por medio de poster y presentaciones
orales en congresos a nivel nacional e internacional, entre ellos la participacion en
RedColsi en el afio 2022 en la ciudad de Medellin, Colombia posteriormente en el Il
Latioamerican Worm Meting en Valparaiso, Chile y al Expo Science Internacional en
Puebla, México para el 2023 y participacion en el 2024 en un verano de investigacion

Sincroniizacién

Lavar placas con nematodos
gravidos con 3mL de Buffer M9 x
omin

!

Poner el producto lavado en
eppendorf 1,5-2 ml

!

Centrifugar 4000 rpm x 3 min
para recuperar el pellet

!

Contiene Cloro al 5%, NaOH 2M -

Agregar 1ml de solucién de
Bleaching (hipoclorito/ NaOH)
agitar por 4 min con la mano

Retirar sobrenadante y agregar
Buffer M9 repetir x 3 vcs

{

Los huevos suspendidos se
colocan sobre cajas de NGM +
E. coli OP50

cientifica que permitié enriquecer el proyecto de grado.




XXV ENCUENTRO NACIONALY
XIX ENCUENTRO INTERNACIONAL DE

SEMILLEROS

DE INVESTIGACION

FUNDACION REDCOLSI

LA FUNDACION RED COLOMBIANA DE SEMILLEROS DE INVESTIGACION RedCOLSI Del 12 al 15 de octubre de 2022

Hace constar que,

JENNIFER LORENA LOZADA LEMUS

Con numero de identificacion 1011320702

Participé en calidad de PONENTE

Con el proyecto  EFECTO DE UN PROBIOTICO EN UN MODELO TRANSGENICO DE C.
ELEGANS COMO POSIBLE TRATAMIENTO PARA ENFERMEDADES
AUTOINMUNES COMO LA ARTRITIS REUMATOIDE.

Hrilby? T a J4
LUZ MERWHER GALEANO MARTHA LUCIA MONSALVE PERDOMO /ANIEL RVAJAL TA ES

Coordinadora Nacional de RedCOLSI Secretaria Nacional de RedCOLSI Coordinador Nodo Antioquia RedCOLSI
ORGANIZA — ANFITRIONES ALIANZA
qi i 0 INTERNACIONAL.
A 2t :;'-&-@. 2 r—-‘- ” T S UNIVERSIDAD . U"‘Vﬂsldad ‘,-—.,(j
A\ ) Q‘%?ua IUD'g'ta' = -lumu\f““ HOMHIAN EAm “ de Medellin W
- = 1 L —_— serre , .

e

3 Latin American Worm Meeting: Abstract Acceptance
Dear Colleague, Jennifer Lorena Lozada Lemus

We are pleased to announce that your abstract for the 3" Latin American Worm
Meeting has been accepted. In the next few days, we will notify you if your abstract will
correspond to the poster section or if it will be selected for oral communication.

See you soon in Valparaiso,
Diego Rayes

On behalf of the organizing committee
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"EMBO
S

Certificate of
participation

This is to confirm that

Jennifer Lozada

attended the hybrid EMBO Workshop
Third Latin Amenican C. clegans mecting
from 13 — 19 March 2023 in Valparaiso, Chile

Heidelberg, Genmany
21 March 2023

é,;%

Gerlind Wallon, PhD
EMBO Deputy Director
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PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL PARA
EL FORTALECIMIENTO DE LA INVESTIGACION

Y EL POSGRADO DEL PACIFICO

A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE

Me permito hacer CONSTAR que la C. Jennifer Lorena Lozada Lemus, estudiante de la
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, realizd la Estancia Presencial del XXIX
Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnologica del Pacifico, en el periodo del 17 de junio
al 2 de agosio de 2024, colaborando en &l proyecto "EFECTO DEL EXTRACTO OBTENIDO
A PARTIR DE LA LEGUMINOSA MUCUNA PRURIENS EN EL NEMATODO
CAENORHABDITIS ELEGANS®, asesorada por la Dra. Gabriela Camargo Hemandez,
investigadora de la Universidad de Guadalajara.

Se extiende la presente para los fines legales a que haya lugar, el dia 5 de agosto de 2024,
en la Ciudad de Tepic, Nayarit; México.

ATENTIAMENTE D_...-E“:'\N
“POR UNA CU CIENTIFICA™ 4 ™\
/ R\
| %)
\ ) /4
MTRO. CARLOS HUM 0 JIMENEZ GONZALEZ,, = ,,.,,..lf-
COORD! GENERAL COORDINACION GENERAL

COORDINAOON GEMERAL
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Verano de la Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica
del Pacifico 2024

—

El Programa Interinstitucional para ol Fortalecimiento de la Investigacion
_ == — y &l Posgrado del Paclfico, a traves de la Universidad Autdnoma de Nayarit
otorga el presente

Reconocimiento

a: Jennifer Lorena Lozada Lemus

Por su destacada participacién como ponente en el Congreso
Internacional Virtual del XXIX Verano de la Investigacion Cientifica y
Tecnolégica del Pacifico, realizado del 25 al 27 de septiembre de 2024

Nayarit, México

“Por i Nuestro a o Universal” *Por una cuggura klentica”

/\{om. Gk =
Dra. Norma Lilkana Gafvan Meza

Preswenta del Honorable Consejo Cenen
Rectosa de ta Unversidad Autonoma de Nayarit

nr-



