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1. Introduccion

Caenorhabditis elegans

Ciclo de vida

Duracion: Aprox. 3 dias a 25 °C
Estadios: Embrionario
Larvarios (4)
Dauer (Condiciones de estrés)
Adulto
Diferenciacion sexual: Macho (0.2%)
Hermafrodita
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https://www.imagenesmi.com/im%C3%Algenes/caenorhabditis-elegans-life-cycle-3b.html




Sistema nervioso

Neuronas motoras

Las neuronas de tipo D inhiben la contraccidon de los
musculos de la pared del cuerpo ventral y dorsal
durante la locomocion.

e Posee 302 neuronas de las cuales 26 son
GABAergicas.

* El neurotransmisor GABA actua principalmente en
las  sinapsis neuromusculares (alimentacidn,

locomocion y defecacidn). relaxed
dorsal
(- ) 4 ) mursscle contracted
Receptores GABAa Receptores GABAb
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los canales de los canales de GABAMNY t?l ACh M
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k j k j http://www.wormbook.org/chapters/www_gaba/gaba.htr

—— GABA = ACh

La ondulaciéon del cuerpo se da mediante Ia
contraccion de los musculos en un lado del cuerpoy la
relajacion de los musculos en el lado opuesto.

DVB D-type motor neurons RIS AVL

http://WWw.wormbook.org/chapters/wWww_gaba/gaba.ntml.
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Cepa EG1285

Nombre EG1285

glutamate gy

UNC-25
glutamic acid

UNC-30

e

homeodomain
transcription

Especie C. elegans

factor
Genotipo Lin-15B& Lin-15A(n765)oxIs12 X.

Descripcion | Expresidn de GFP en todas las neuronas GABAergicas.

Mutante Integrado por biolistica
dlasma membrane
GABA trangporter
unc-47
Cepa Gas O @
transgénica Part.Oro o
revestidas ®
EG1285 con ADN @ ®
Pantalla eesa) °
GEP C.elegans . inhibitory GABA - > excitatory GABA
Elaborado por autoras. receptor receptor
https://copro.com.ar/Pistola
_de_genes.html
UNC47 + GFP

http://www.wormbook.org/chapters/www_gaba/gaba.html




Curtiembres de San Benito

e Ubicadas en la localidad de Tunjuelito, desde hace 70 afios aproximadamente.

e Declarado como barrio mixto dada su actividad industrial y residencial generando caracteristicas urbano-
ambientales complejas

l [ Proceso industrial j l
Ribera: Limpieza y Curticion: Transformacion a Terminado: Secado y
eliminacion de pelaje cuero haciendo aplicacion de tintes

uso de metales pesados

Normatividad

Decreto 2811 de 1974

Ley 9 de 1979

Decreto 1594 de 1984

Resolucion 1074 de 1997
Resoluciones 3956 y 3957 de 2009
Resolucion 631 de 2015




2 ° A nte Ce d e nte S I Exposure to glyphosate-and/or |
Mn/Zn-ethylene-bis-
dithiocarbamate-containing
pesticides leads to degeneration of
c-aminobutyric acid and dopamine
neurons in caenorhabditis elegans.
Negga R, Stuart JA, Machen ML, Salva
J, Lizek AJ, Richardson SJ et al.

i Biological effects and

i environmental fate environmental
. toxicology and risk assessment.
:
1
1
1

. Perfil toxicolégico de los |
. sedimentos del Rio
i Magdalena usando como

Greenberg BM, Little EE, DeLonay

modelo bioldgico.
Tejada L, Jesus O.

Biological effects and
environmental fate
environmental toxicology

Aquatic toxicity testing using i
E and risk assessment.

the nematode Caenorhabditis
elegans.
Williams L, Dusenbery DB

b o o o e e =

Las industrias curtiembres y su
incidencia en la contaminacion del rio
Bogota.

Alberto AL, Sara MM, Johanna MC.

Little EE, Greenberg BM,
Delonay AJ,



3. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del agua de las curtiembres de San Benito sobre las neuronas
GABAérgicas en una cepa de Caenorhabditis elegans.

Objetivos especificos

e Caracterizar fenotipicamente la cepa transgénica EG1285 de Caenorhabditis
elegans.

* Establecer diferencias en las caracteristicas fisiologicas de la cepa antes y después
de ser tratada con la muestra de agua.

* Analizar el efecto del agua de las curtiembres de San Benito en las neuronas
GABAérgicas del nematodo.



— 4. Metodologia.

Recoleccion de la muestra de agua

Mantenimiento de las cepas

Sincronizacion

Ensayo de Supervivencia

Ensayo de Motilidad

Ensayo de Reproduccion

Ensayo de letalidad

Microscopia de fluorescencia

Analisis del agua del rio Tunjuelito




Ensayo de Supervivencia

l

Relaciona la edad y muerte de las larvas para determinar el tiempo de vida
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Ensayo de Motilidad

!

Evaluar la capacidad motora del nematodo

Sincronizacion ‘ % \
}l/

2 o) O =
, R — 2 \\ — D
e o) ) o

- Toque de cabeza

Dia 1l | S
Dia 2 |
s =

Ensayo de Reproduccion

!

Determinar el numero de larvas a las cuales
da origen durante su ciclo de vida
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Microscopia de fluorescencia

!

Cuantificar fluorescencia de las neuronas GABAergias del nematodo.

Preparacion de Inmovilizacion de Observacion al Cuantificacion
P —> —> microscopioy —> por medio de
agarosa nematodos (3) .

fotografiar Image)

Analisis del rio Tunjuelito

Muestra

. i L1
pres.erva(,ja.con —>  Cadena de frio — éﬁHIdr0|ab —
acido nitrico B

Cuantificacion de
Cromo

Analisis estadistico 7 GraphPad

A

Log-rank test
T-student test

Prism 8 Regresion lineal




5. Resultados y Discusion

Los estadios de la cepa N2 y EG1285 no presentan diferencias

Huevé S Observacion
© microscopica
M de estadios
{ L,Z_ larvarios cepa
) L1 N2. Tomadas
por autoras.
£ L3
A S

Observacion microscopica de estadios

larvarios cepa EG1285. Tomada por autoras. Vista lateral de

Larva en estadio
L4 de C. elegans

en microscopio
Parada y cols. 2017 de fluorescencia.
Caracterizacion fenotipica de N2 Neuronas
GABAérgicas

marcadas con
GFP.




Las cepas N2 y EG1285 no presentan diferencias en las caracteristicas fisiologicas

Mimero de Larvas / Nematodo

230

200 1

130

100 1

wh
=

=

Ensayo de reproduccion

NS

Caracterizacion fisioldgica de las cepas N2 y EG1285 de C elegans,
ensayo de reproduccion. El valor de p=0.6323 demostrd que no hay
significancia estadistica en la comparacion. Se realizo la prueba T
student.

Parada y cols. 2017
Caracterizacion fisiologica de N2




El agua del rio Tunjuelito a la altura de las curtiembres no genera dosis letal en la
cepa EG1285 de C. elegans

% Letalidad

Dosis - Respuesta
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172
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* La grafica refleja una tendencia a pesar de
que C. elegans fue sometido a diversas
concentraciones.

* El pH obtenido en el lugar de muestreo no
afecta el desarrollo del nematodo.

Datos obtenidos en el lugar de muestreo

Muestra pH Conductividad

01 6.888 213uS/cm

Curva de dosis respuesta para la cepa EG1285 sometida a
tratamiento en diversas diluciones.

Temperatura

15°C

Williams y cols. 1990
Determinaron la dosis letal 50 en la cepa
salvaje de C. elegans con dicromato de
potasio.




La cepa EG1285 sometida a tratamiento difiere de la cepa control

Numero de Larvas / Nematodo

N
2
S

N
o
T

150-

100+

0
T

Ensayo de Reproduccion

kkk

Ensayo de reproduccion en la cepa de C elegans EG1285 en
tratamiento. El valor de p=0.0001 demostré que hay
diferencias estadisticamente significativa en la comparacion.

Harada y cols. en 2007
Evaluar la capacidad reproductiva de los nematodos de
la cepa silvestre expuestos a CdCl2 y CuSO4,
evidenciando la disminucion en el niumero de la
progenie

o




La muestra de agua del rio Tunjuelito

contiene trazas de Cromo.
150005

Muestra Concentraciéon mg/L Valor Limite Maximo

01 0,024 0.50

10000~ Valor obtenido de la concentracion de Cromo. Se
muestra el resultado de la muestra de agua
correspondiendo la al efluente del rio. .

(Unidad)

=000+

dkirdr

Resolucion 631 de 2015
Esta Resolucion es de obligatorio
cumplimiento para todas aquellas personas
i] - r gue desarrollen actividades industriales,
,.bq;'-‘ AP comerciales o de servicios y que en
‘;:5:"‘ o desarrollo de las mismas generen aguas
& residuales, las cuales seran vertidas en

Intensidad de Fluorescencia

cuerpos de agua superficial o a alguna red
Cuantificacion de la fluorescencia. Con promedio de los de alcantarillado publico.
resultados equivalente a 10.775 URF para la cepa
control y 3.175 URF para la cepa tratada.




6. Conclusiones

Los nematodos de las cepas EG1285 y N2 de C. elegans no presentan diferencias en
cuanto a estadios larvarios y caracteristicas fisioldogicas como supervivencia, motilidad y

reproduccion.

El plasmido insertado en la cepa EG1285 que actua como gen reportero mediante GFP
no genera ninguna alteracion sobre las caracteristicas fisioldgicas del nematodo en
comparacion con la cepa salvaje.

\ 4

Las caracteristicas fisiolégicas de los nematodos de la cepa EG1285 se ven afectadas tras
ser sometidos a tratamiento con agua del rio Tunjuelito, razén por la cual se sugiere que
hay induccién de dafio neuronal mediada por los componentes del agua.

\ 4

La GFP expresada en las neuronas GABAérgicas se reduce a niveles considerables en
nematodos expuestos a la muestra de agua, lo que explica la alteracién motora
evidenciada por las larvas de la cepa EG1285.
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