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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del quitosano de insecto sobre una
poblacion de Caenorhabditis elegans desde el punto de vista de su esperanza de vida

y su pauta de puesta de huevos.

Se observé que el quitosano de insecto reduce la esperanza de vida ya que,
considerando los percentiles 75, 50, 25 y 5 de supervivencia media, se observa que la
poblacion de nematodo expuesta al quitosano posee valores de supervivencia mas
bajos en todos los casos respecto a los tratamientos control (E. coli OP50 sin

quitosano) y control acido (E. coli OP50 en medio acido acético al 1%).

Ademas, los resultados indicaron que el quitosano reduce el promedio de huevos
puestos por los nematodos presentando diferencias estadisticamente significativas (P
< 0.05) para el segundo dia de puesta de huevos desde el inicio de la actividad,

afectando asi al total de huevos puestos en dicho tratamiento.

Por lo tanto, y en vista de los resultados, se puede decir que el quitosano de insecto a
la concentracion 0.15% afecta al comportamiento del C. elegans en relacién a su
esperanza de vida y su puesta de huevos. Resultaria interesante, por tanto, considerar

concentraciones menores con objeto de evitar estos efectos indeseables.

Palabras clave: C. elegans, Modelo in vivo, Quitosano, Esperanza de vida, Puesta de

huevos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of insect chitosan on a population of
Caenorhabditis elegans from the point of view of their life expectancy and their pattern
of egg layinhg.

It was observed that insect chitosan reduced life expectancy because considering 75,
50, 25 and 5 percentiles of average survival, it was observed that the population of
nematode exposed to chitosan treatment were lower in relation to control treatment (E.

coli OP50 without chitosan) and acid control (E. coli OP50 in 1% acetic acid medium).

In addition, the results indicated that chitosan reduces the mean number of eggs laid
by the nematodes, presenting statistically significant differences (P < 0.05) for the
second day of laying eggs from the beginning of the reproductive activity of the worm,
which also turns out to be the moment of greater activity, thus affecting the total
number of eggs laid by this treatment.

Therefore, and in view of the results, it can be said that insect chitosan at 0.15%
concentration affects the behavior of C. elegans in relation to its life expectancy and
egg laying. Therefore, It would be interesting to consider lower concentrations in order

to avoid these undesirable effects.

Keywords: C. elegans, In vivo model, Chitosan, Life expectancy, Egg laying

Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos - Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (IATA - CSIC), Carrer del Catedratic Agustin Escardino

Benlloch 7, 46980 Paterna (Valencia), Espafia.



INDICE

1. INTRODUCCION

1.1 El Caenorhabditis elegans
1.2 Laquitinay el quitosano

2. OBJETIVOS

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Preparacién de medios y cultivos
3.1.1 Preparacion del cultivo de Escherichia coli OP50
3.1.2 Cultivo y mantenimiento de Caenorhabditis elegans
3.1.4 Preparacion del medio con quitosano de insecto
3.1.3 Preparacion del medio control acido

3.2 Procedimiento de trabajo
3.2.1 Manipulacién de Caenorhabditis elegans
3.2.2 Sincronizacion de Caenorhabditis elegans
3.2.3 Descripcion de los grupos de estudio
3.2.4 Estudio de la esperanza de vida

3.2.5 Estudio de la puesta de huevos

3.3 Analisis estadistico

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados del estudio de la esperanza de vida

4.2 Resultados del estudio de la puesta de huevos

5. CONCLUSIONES

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Pag. 1

Pag. 1
P4&g. 5

Pag.

Pag.

s

Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Péag.

Pag.

Pag.

7

Pag.

Pag.

Pag.
Pag.

Pag.

Pag.

Pag.
.20

Péag.

Péag.

10

11

11
11
11
12
13

13

13

13

14

14

15

15

16

16

22

23



1. INTRODUCCION

La experimentacion in vivo es importante para poder evaluar el efecto de
antimicrobianos en el intestino de animales infectados por microorganismos
patdgenos. Esta experimentacion in vivo se puede llevar a cabo mediante el uso de
cultivos celulares o a través del nematodo Caenorhabditis elegans, entre otros
modelos. La ventaja que tiene el uso del C. elegans es la sencillez de manipulacién en
el laboratorio y que los resultados se pueden obtener en un corto periodo de tiempo
debido a su rapido ciclo de vida.

1.1 El Caenorhabditis elegans

El nematodo Caenorhabditis elegans estd ampliamente extendido, se puede encontrar
en el medio ambiente y se aisla facilmente de material vegetal en descomposicion.
Fue el primer organismo eucariota multicelular en tener su genoma secuenciado. Para
poder mantenerlo en el laboratorio se utilizan placas de medio Nematode Growth
Media (NGM) con un césped de E. coli ya que su alimentacion se basa en bacterias,
aungue no se conoce si tiene preferencia por alguna especie concreta (la eleccién de
usar E. coli esta basada en pruebas empiricas), y también se pueden usar levaduras
de las cuales obtiene esteroles necesarios para su correcto desarrollo.

Es ectotermo por lo que su temperatura corporal depende del medio en el que se
encuentren. Este modelo vivo tiene capacidad para detectar tanto estimulos fisicos
(por ejemplo, estimulos mecéanicos o térmicos), cualidad que le permite encontrar
comparfieros, comida o evitar peligros; como estimulos quimicos. Esto es posible
porque posee al menos 70 neuronas sensitivas capaces de detectar quimicos solubles
y volatiles, gases, estrés mecanico, temperatura, luz y otro tipo de sefales (Kurzchalia
2003; Corsi et al. 2015; Frézal y Félix 2015; Goodman y Sengupta 2019).
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Figura 1: Anatomia de un adulto (hermafrodita). A. Imagen DIC (Microscopia de contraste diferencial) del
C. elegans. B. Dibujo esquematico de estructuras anatomicas. Las letras con lineas representan
secciones transversales que pueden verse en la Figura 2 (Fuente: ©WormaAtlas).

Este pequefio animal se ha convertido, en los ultimos 50 afios, en uno de los modelos
animales mas utilizados en una gran cantidad de estudios in vivo que se enmarcan en
el ambito de investigaciones biol6gicas y médicas (Frézal y Félix 2015), y de hecho
"Durante el tiempo que se lleva trabajando con el nematodo se ha demostrado que es
apto para hacer descubrimientos generales sobre las células y el desarrollo biolégico"
(Corsi et al. 2015).

Tiene un sistema reproductivo particular llamado androdioecia en el que existen dos
tipos de individuos, hermafroditas (XX) y masculinos (X0). Esta situacion da lugar a
dos posibles formas de reproduccion dentro de la especie, una autofertilizacién en el
caso de individuos hermafroditas y la cria entre un macho y un hermafrodita; siendo
més comun la autofertilizacion. Ambos sexos poseen cinco cromosomas autosomales,
diploides para todos, y el cromosoma sexual o cromosoma X. Cuando la cria tiene
lugar por autofertilizacion los individuos hermafroditas producen una pequefia cantidad
de esperma, suficiente para fertilizar unos 300 huevos y de éstos surgen tan solo entre
un 0.1% y un 0.2% de machos (Frézal y Félix 2015; Corsi et a. 2015).



Pseudocoelomic cavity
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Figura 2: Esquema del plano transversal del cuerpo del nematodo, desde la cabeza a la cola. la seccién
A corresponde a la region exterior del cuerpo (tubo exterior) que esta separada de la region interior (tubo
interior) que contiene el sistema alimentario y las génadas. Las secciones B,C,D, E y F son del tubo

interior y se corresponden con las indicadas en la Figura 1 (Fuente: ©WormAtlas).

Las larvas recién nacidas tienen una longitud de 0.25 mm mientras que los gusanos
adultos tienen 1 mm, motivo por el cual es necesario el uso de lupa o microscopio para
su observacion y manipulacion.
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Figura 3: Ciclo de vida del C. elegans

Si en algin momento se acaba el alimento o hay sobrepoblacién, las larvas en estadio
L1 pueden entrar en una fase L2 alternativa llamada larva "Predauer"
fase llamada larva "dauer", la cual

y de ésta a otra
posee una cuticula especial que rodea
completamente a la larva impidiendo que se alimente ("dauer" proviene del aleméan y

significa perdurable). La cuticula que posee el nematodo en este estadio es muy
resistente a agentes quimicos y pueden sobrevivir de este modo meses hasta que las

condiciones ambientales vuelvan a ser mas favorables, momento en el cual

continuaran su desarrollo hacia el estadio L4.

Como se ha indicado anteriormente, es un potente modelo de eleccién en estudios
genéticos y estudios in vivo, ademas de poseer muchas ventajas inherentes como
modelo de estudio en biologia eucaridtica. Entre estas ventajas se incluyen su
pequefio tamafio y su bajo coste de mantenimiento lo cual conlleva un menor gasto
econdmico, su rapido ciclo de vida tardando unos 3 dias a 25°C en pasar de huevo a
gusano adulto, ser principalmente hermafroditas autofecundantes con capacidad de
poner un gran numero de huevos, su facil cultivo, poder mantenerse a corto plazo en
el laboratorio alimentandolos con E. coli en placas de NGM y soportar la congelacion a

-80°C para almacenamiento a largo plazo. Su tejido es transparente lo cual permite
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observar procesos internos, tienen un nimero invariable de células y ademas no son
peligrosos para los humanos debido a que no pueden desarrollarse a la temperatura
corporal de los mismos. Aunque otros nematodos como el Ascaris suum pueden
producir reacciones alérgicas leves, no se han documentado éstos casos con el C.
elegans.

Aun con todas las ventajas que tiene utilizar este nematodo como modelo de estudio,
ningn modelo animal es perfecto para todos los estudios y el trabajo con C. elegans
tiene algunas limitaciones ya que no posee todos los genes importantes en
vertebrados, pero si la mayoria (Corsi et al. 2015; Frézal y Félix 2015).

1.2 La quitinay el quitosano

El quitosano es uno de los derivados de la quitina que se obtiene por desacetilacién

(DA) y al que se le atribuyen propiedades antimicrobianas y funcionales entre otras.
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Figura 4: Diagrama de los derivados de la quitina obtenidos por desacetilacion (Fuente: LV. Cristobal
2003).

La quitina (Del griego chiton o coraza), 6 2-acetamido-2-desoxy-p-D-glucano, es un
compuesto polisacarido formado por la union de cadenas de N-acetil glucosaminas
que forma microfibrillas. Se encuentra faciimente formando parte del exoesqueleto de
artrépodos tales como insectos, crustaceos o aracnidos; asi como en la pared celular
de los hongos. Este compuesto es el segundo polisacarido mas abundante en la
naturaleza, por detras de la celulosa con la que comparte una estructura similar, pero
con grupos acetamida en la posicion del segundo carbono en lugar de grupos hidroxilo
(Honarkar y Barikani 2009; Arias 2018).
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Figura 5: Estructura quimica de la unidad repetitiva de la quitina (Fuente: LV Cristobal 2003).

El quitosano, 6 2-amino-2-desoxi-B-D-glucano, es un copolimero lineal formado por
unidades de glucosamina y N-Acetl glucosamina mediante enlaces B-(1-4) que se

obtiene por DA alcalina de la quitina y es el derivado mas importante de la quitina.

Entre sus propiedades encontramos que es insoluble a pH neutro y alto, debido a su
estructura molecular y pK, (6.2 - 7.0) los cuales implican que el quitosano puede ser
protonado a pH bajo en disolucion acuosa pudiendo usar para este fin soluciones
diluidas de acido acético (1% - 3% v/v) o acido citrico (3% -4% v/v) entre otras cosas
(Wu et al. 2014).
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Figura 6: Estructura quimica de la unidad repetitiva del quitosano (Fuente: LV Cristébal 2003).

Cuando el grado de DA alcanza el 50%, el compuesto se vuelve soluble en
condiciones de pH &cido en disolucién acuosa y el quitosano obtenido mediante este
proceso puede llegar a un grado de DA de 0.95 (Honarkar y Barikani 2009). Los
policationes obtenidos por disolucibn acuosa a pH ligeramente bajo, permiten
interacciones electroestaticas fuertes con pequefias moléculas cargadas

negativamente y polianiénes; formando diversos tipos de complejos (Ding et al. 2019).

La presencia de grupos amino (NH;) explica el mayor potencial del quitosano frente a
la quitina en su uso para diferentes aplicaciones (Honarkar y Barikani 2009). Es
utilizado en una amplia cantidad de campos debido a todas sus propiedades como:
biocompatibilidad, biodegradabilidad, actividad antimicrobiana, filmogénica vy

emulsionante entre otras (Arias 2018).



Es un excipiente con baja o nula toxicidad aprobado para uso farmacéutico ya que
prolonga el tiempo de liberacion de los medicamentos en el intestino, también esta
aprobado por la US Foood and Drug Administration (FDA) para su uso en apositos y
se permite su uso como aditivo alimentario en Japoén, Italia y Finlandia. Ademas,
aungue algunos estudios en ratones presentan una dosis letal media LDsq > 16 g/Kg
de peso corporal, esta cantidad parece ser biodegradable en otros trabajos (Wu et al.
2014). Se puede utilizar en biomedicina y sus derivados solubles también estan
aprobados por la European Pharmacopoeia (42 edicion, 2002). Es bioadherible debido
a su caracter policatiénico pudiendo adherirse a epitelio o mucosas y han sido muy

estudiados como transportadores de farmacos.

Se considera biodegradable en el metabolismo animal ya que puede ser hidrolizado
por muchos enzimas, incluyendo enzimas humanos y también puede ser degradado
por bacterias de la microbiota especifica del intestino. Se ha comprobado que esta
biodegradabilidad depende del grado de DA y del peso molecular del quitosano.

La quitina se puede utilizar para fabricar recubrimientos comestibles que mejoran la
calidad y aumentan la vida atil de los alimentos pues es flexible, resistente, impide el
paso de oxigeno y diéxido de carbono. Otro campo de aplicacion dentro de la
alimentacién seria como fibra alimentaria en la composicion de alimentos funcionales
debido a que favorece el desarrollo de la microbiota intestinal y también reduce la
absorcion de compuestos lipidicos (colesterol y grasa) por formar emulsiones con los
mismos (Wu et al. 2014; Arias 2018).

Respecto al quitosano, se pueden crear hidrogeles (redes tridimensionales que se
hinchan en agua 6 soluciones acuosas) que despiertan interés como moléculas
bioactivas y en ingenieria de tejidos (Honarkar Y Barikani 2009).

Recubrimientos comestibles de quitosano preparados con acido acético pueden
funcionar bien como alternativa para la inactivacion de varias cepas de L.
monocytogenes en rdbano negro rallado. También peliculas de gelatina con quitosano,
con O sin aceites esenciales, son aptas para la presentacion de este vegetal

(Jovanovic et al. 2016).



Otro campo en el que tiene aplicacion es el de la agricultura. La quitina promueve el
crecimiento y desarrollo vegetal cuando se aplica a cultivos, entre otros motivos por el
aporte de nitrégeno al ir degradandose. También aumenta la actividad fotosintética,
acelera la floracién y mejora la germinacion.

Resulta interesante su aplicacion en el tratamiento de aguas pues el quitosano
presenta una gran capacidad coagulante y esta propiedad tiene utilidad en la
eliminacion de sélidos suspendidos, primer paso en el tratamiento de aguas
residuales, dando como resultado la recuperacion de un 90% del total de soélidos
solubles. También se estd empleando en la fabricacion de filtros por su actividad
antimicrobiana. Gracias a los grupos amino libres puede formar enlaces covalentes
con contaminantes quimicos e iones metalicos (Plomo, Cobre, Cadmio, Mercurio...)
(Larez 2003; Arias 2018).

Tanto la quitina como el quitosano se han investigado como antimicrobianos contra
muchos organismos (algas, bacterias, hongos y levaduras). Los primeros datos que
describen la actividad antimicrobiana de la quitina y el quitosano aparecen en la
década de 1980-1990 (Goy et al. 2009).

El caracter policationico es el que le da al quitosano una actividad antimicrobiana muy
potente frente a bacterias, mohos y levaduras. Ello es debido a que interactta con las
membranas celulares impidiendo su correcto funcionamiento, es capaz de inhibir la
actividad de algunas enzimas y podria impedir la sintesis de proteinas si llegara a
unirse al material genético del microorganismo.

La accién antimicrobiana depende de factores ambientales como el pH o la
temperatura entre otros, no solo porque Unicamente se disuelve a pH &cido si no
porque la molécula se convierte en un policatién cuando el pH se encuentra por debajo
del pKa de la molécula. Concretamente, sus capacidades antibacteriana y antifingica
son mayores cuanto menor sea el pH y mayor sea la temperatura. En cuanto al grado
de DA y peso molecular, el efecto bactericida es mayor cuanto mayor sean ambos
teniendo una mayor influencia el peso molecular que el grado de DA (Honarkar y
Barikani 2009; Kong et al. 2010; Arias 2018).

El modo de actuacion del quitosano como antimicrobiano se explica porque provoca
cambios en la permeabilidad celular, a causa de la interaccién entre los grupos amino
del quitosano y la carga electronegativa en la superficie celular, lo cual permite que se

liberen proteinas y electrolitos intracelulares. Estos cambios en la permeabilidad
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celular vienen dados, principalmente, por tres métodos de interaccion entre el
polication y lipidos cargados negativamente de la membrana celular. Por una parte,
puede haber uniones de superficie simples debido a atraccion entre cargas opuestas y
por otra parte esté la interaccion de cargas sumada a la penetracion del polimero en la
bicapa lipidica que causa expansion. El tercer método consiste en la ruptura de la
membrana celular a causa de la unién del quitosano con los lipidos que la forman con
la posible formacion de micelas. Adicionalmente, posee una gran capacidad quelante
para varios iones metalicos (Niquel, Zinc, Cobre, Hierro, Magnesio y Cobre entre
otros), los cuales ayudan a estabilizar la membrana celular de microorganismos cosa
que puede estar implicada en su mecanismo de accién (Kong et al. 2010; Jovanovic et
al. 2016).

Entre las bacterias sobre las que se ha investigado el efecto antimicrobiano podemos
encontrar algunas como Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium o Staphylococcus aureus (Arias 2018).

Aplicado s6lo o combinado con aceite esencial de orégano puede extender la vida util
de filetes de pollo envasados en atmadsfera protectora de 6 dias a 14 dias, enriquecido
con aceites esenciales puede prevenir la aparicibn de mohos grises en fresas. La
aplicacion de recubrimientos con quitosano puede reducir el nimero de patégenos en
salami entre 1 y 3 unidades logaritmicas. Las pruebas sensoriales revelaron que la
aceptacion de vegetales frescos rallados depende del aceite esencial utilizado para
crear la pelicula siendo, por ejemplo, las muestras preparadas con aceite esencial de
tomillo inaceptables para el consumidor pasados tres dias, aunque es el que mayor
efecto antimicrobiano poseia frente a bacterias. Como alternativa, el aceite esencial de
menta junto con el quitosano tiene un buen poder antimicrobiano y teniendo un
impacto aceptable en el sabor y aroma (Jovanovic et al. 2016).

Por otra parte, se encontr6 que la fuerza iénica en el medio puede modificar el efecto
antimicrobiano y, con la adicion de 0.05 mol/L de magnesio, provocar que el

porcentaje de inhibicion descienda mucho (Kong et al. 2010).

El quitosano tiene ciertas ventajas frente a los desinfectantes utilizados normalmente
debido a su gran espectro de actividad. Actia méas rapido sobre hongos que sobre
bacterias y su efecto contra organismos tifoideos es comparable a los antibiéticos

usados en la practica clinica (Goy et al. 2009).



Se pueden observar algunas diferencias en la accién antimicrobiana en bacterias
Gram positivas y Gram negativas posiblemente debidas a las diferencias entre la parte
exterior de las mismas.

La membrana exterior de las bacterias Gram negativas les confiere una superficie
hidréfila. El nacleo de los lipopolisacéridos (LPS) esta formado por moléculas con
grupos aniénicos (fosfato y carboxilo) que contribuyen a la estabilidad de la membrana
mediante interacciones electrostaticas con cationes divalentes. Remover éstos
cationes por quelacién resulta en una desestabilizacion de la membrana del
microorganismo.

La pared celular de las bacterias Gram positivas contiene peptidoglicano (PG) y acido
teicoico (AT). ElI AT es un polimero policationico que atraviesa la pared para
comunicarse con una capa de PG o se ancla en la membrana citoplasmatica, los
grupos aniones son responsables de que el AT estabilice la pared celular y también es
crucial para la correcta funcién de algunos enzimas de membrana. La funcion del AT
en las bacterias Gram positivas seria comparable a los de los LPS en las Gram

negativas (Kong et al. 2010).

Sin embargo no se conoce con precision el efecto que puede tener el quitosano sobre
animales vivos. Es importante disponer de esta informacion antes de abarcar estudios

en los que se pretende evaluar el efecto antimicrobiano en organismos infectados.

2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo de investigacion es el de estudiar los efectos del quitosano
sobre una poblacion del nematodo Caenorhabditis elegans, registrando tanto los datos
de esperanza de vida como los datos de puesta de huevos del mismo, como paso
previo al estudio del efecto de dicho antimicrobiano sobre microorganismos patégenos

en el nematodo infectado.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Preparacion de medios y cultivos

3.1.1 Preparacién del cultivo de Escherichia coli OP50

Para el adecuado mantenimiento del C. elegans durante la realizacién del estudio, se
procedio a inocular 500 mL de medio LB (Luria Bernati) (Scharlab Chemie, Barcelona,
Espafa) con un vial de E. coli OP50 con 5 mL del mismo medio de cultivo. El medio
inoculado se incubd en un bafio de agitacion (Ultronic Orbital C 6001173, J. P.
SELECTA S.A.) a 37°C durante 14 horas tras lo que se dividieron los 500 mL en tubos
Falcon estériles de 50 mL. Estos tubos fueron centrifugados a 4.000 rpm y 4°C durante
5 minutos (Centrifuga Beckman Avanti J - 25) y los pellets obtenidos se conservaron a
-80°C después de eliminar sobrenadantes. Para reactivar cada Falcon, el pellet se
resuspendié en 5 mL de medio LB con el fin de obtener una concentracion aproximada
de 10® UFC. Posteriormente, las placas de alimentacion del nematodo se sembraran

con esta resuspension de E. coli OP50.

3.1.2 Cultivo y mantenimiento de Caenorhabditis elegans

Para el desarrollo del nematodo se utilizé6 el medio Nematode Growth Media (NGM)
que fue preparado con 975 mL de agua destilada, 17 g de agar bacteriolégico
(Scharlab Chemie, Barcelona, Espafia), 3 g de cloruro sbdico (Scharlau Chemie,
Barcelona, Belgium) y 2.5 g de peptona (Peptona bacteriolégica, Conda, Espafia). Al
medio autoclavado y atemperado se le afiadieron 1 mL de cloruro de calcio (1M), 1 mL
de sulfato de magnesio (1M) (Magnesium Sulfate, 99% extra puro, Acrés Organics,
Belgium), 1 mL de colesterol de colesterol al 0.5% (Colesterol 95% estabilizado, Acros
Organics, Belgium) preparado en etanol al 96% a partir de etanol absoluto (Etanol
absoluto, Scharlau, Barcelona, Espafa). Previamente, la disolucién de colesterol al
0.5% se esterilizd por filtracién utilizando un filtro de 0.45 um y 1 mL fue vertido
lentamente para evitar su precipitacion.

Adicionalmente, se afiadieron 25 mL de una solucién tampon (1M) elaborada con 60
mL de solucion de KH,PO, (Di-hidrogeno fosfato potésico, MerckkgaA, Alemania)
ajustada a pH 6 con la cantidad suficiente de K,HPO, (Fosfato potésico di-basico,

Panreact, Espafia).
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Una vez preparado el medio, se homogeneiz6 y se vertié en placas Petri de 5 cm un
volumen de 4 mL con el fin de obtener una capa de agar lo mas fina posible para
facilitar el trabajo posterior con el nematodo. Ademas, también se verti6 medio en
placas de 9 cm que sirvieron para el mantenimiento del nematodo. Todas las placas se
sembraron en superficie para poder obtener un césped de E. coli OP50, se incubaron
a 37°C (Estufa Memmert, Schwabach, Alemania) toda la noche y se almacenaron a
4°C.

Para que el volumen de resuspension utilizada en la obtencion del césped de E. coli
OP50 contuviera la misma concentracion, se utilizé la medida de la absorbancia
(Espectrofotometro Lan Optics, Labolan) y una férmula empirica obtenida de
investigaciones anteriores de modo que se pudo ajustar el volumen necesario para
inocular cada placa de 5 cm con la misma concentracion bacteriana.

Para calcular el volumen necesario a utilizar en las placas de 9 cm se realizé el ajuste

teniendo en cuenta la diferencia de diametros.

0,3 (nm) * 30 (uL) = absorbancia = V(ulL)

Los nematodos fueron transferidos cada 48 horas a placas nuevas de NGM con E. coli
OP50 de modo que se mantuvieran las condiciones Optimas para el estudio y se

incubaron a 20°C consiguiendo asi mantener a la poblacion de C. elegans sana.

3.1.4 Preparacion del medio con guitosano de insecto

Se prepard una disolucién al 1% de acido acético a partir de acido acético glacial al
96% (v/v) (acido acético 96% v/v Scharlau Chemie, Barcelona, Espafia). Durante dos
dias se mantuvo en agitacion una mezcla de 1% quitosano de insecto procedente de
Tenebrio molitor (MealFood Europe S.L., Dofinos de Salamanca, Salamanca)
(QUITOSANO/CHITOSAN (C 4 H 11 O 4 N) n (pureza 85-95%) en 100 ml de una
disolucién 1% de acido acético. Una vez disuelto el compuesto, se filtr6 mediante
filtros de 0,45 pum de didmetro de poro (Millipore Millex-HV, Hydrophilic, PVDF 0.45
um) y se calculé el volumen necesario para conseguir una concentracion de 0.15%
(p/v) de quitosano de insecto en 1% de &cido acético glacial a afadir en cada placa de
NGM con césped de E. coli OP50 destinada al tratamiento, suponiendo una absorcién
en placa de 1 mm de espesor y didmetro de placa de 5 cm. Dichas placas se
conservaron a 4°C después de dejar secar completamente la capa extendida de

quitosano en &cido acético sobre ellas, dentro de la cabina de flujo laminar.
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3.1.3 Preparacion del medio de control acido

Debido a que el quitosano se disuelve en &cido, es necesario realizar un control acido
de modo que se pueda comprobar si los efectos observados en la esperanza de vida y
puesta de huevos del C. elegans son debidos a la accion del quitosano o son sélo
debidas a la accion del &cido acético, en el caso de que tenga algun efecto.

Como en la preparacion de medio con quitosano de insecto se prepard una disolucion
al 1% de &cido acético a partir de acido acético glacial al 96% (v/v) (acido acético 96%
v/v, Scharlau Chemie, Barcelona, Espafia), se afiadié a cada placa (5 cm de diametro)
el mismo volumen de disolucion al 1% de acido acético que se afiadié a las placas del
tratamiento con quitosano (suponiendo una absorcion en placa de 1 mm de espesor).
Después del secado de la capa extendida de acido sobre las placas de NGM con

césped de E. coli OP50, las placas se conservaron a 4°C.

3.2 Procedimiento de trabajo

3.2.1 Manipulacién de Caenorhabditis elegans

La manipulacion del C. elegans se llevd a cabo en ambiente estéril, cerca de un
mechero Bunshen, utilizando un hilo de siembra flameado y con la ayuda de un

microscopio estereoscopico binocular (XTX - 3C, Comecta S.A, Abrera, Barcelona).

3.2.2 Sincronizacion de Caenorhabditis elegans

En la realizacion del estudio era necesario disponer de poblaciones de adultos jévenes
y, con este fin se parte de placas de gusanos alimentados en medio NGM con césped
de E. coli OP50. Cada semana se cultivaron 20 gusanos C. elegans adultos jovenes
en placas de NGM con E. coli OP50, de 9 cm de didmetro y se incubaron toda la
noche a 20°C con el fin de que en este tiempo se produjera una puesta de huevos. Al
dia siguiente se retiraron los 20 gusanos dejando asi en las placas los huevos y larvas
tras lo que se volvid a incubar a 20°C durante 28 horas. Pasado este tiempo se

dispone de gusanos adultos jovenes para iniciar los estudios.
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3.2.3 Descripcion de los grupos de estudio

Para la realizacion de este experimental se trabajé con tres grupos de estudios

distintos los cuales consistian en:

Abreviatura del grupo de estudio Descripcién del grupo de estudio

EC Nematodos alimentados con E. coli OP50 en
placas de NGM

AC Nematodos alimentados con E. coli OP50 en

placas de NGM con acido acético al 1%

ICH Nematodos alimentados con E. coli OP50 en
placas de NGM con quitosano al 0.15%
disuelto en acido acético al 1%

Tabla 1. Grupos de estudio evaluados.

3.2.4 Estudio de la esperanza de vida

En esta parte de la investigacion se estudiaron un total de 750 gusanos, colocando 10
gusanos en cada placa de NGM (5 cm de didmetro) con E. coli OP50 (grupo control),
E. coli OP50 con acido acético al 1% 6 E. coli OP50 con 0.15% de quitosano de
insecto en acido acético al 1% y se incubaron en estufa a 20°C. Cada 48 horas se
comprobé y anoté cuantos gusanos murieron, cuantos contaban como censurados y
aguéllos que seguian vivos se pasaron a placas nuevas del tratamiento
correspondiente con el fin de renovar el alimento, asi como de evitar la sobrepoblacion
en el medio. Este proceso se prolongd hasta que todos los gusanos colocados

inicialmente en cada placa murieron.
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3.2.5 Estudio de la puesta de huevos

En esta parte del experimental se cultivd un gusano por placa de tratamiento y se
incubaron a 20°C durante 48 horas. Pasado éste tiempo, los gusanos se traspasaron a
placas nuevas de su tratamiento correspondiente con el fin de renovar el alimento y
gue los nuevos gusanos nacidos en este tiempo no llegasen a poner nuevos huevos.
Simultdneamente al traspaso, se realiz6 el conteo tanto de huevos como de larvas
todas procedentes del gusano inicial que fue colocado en la placa de cultivo. En el
caso de los gusanos muertos, se realizé también el recuento de huevos y larvas tras lo

que se finaliz6é su seguimiento. Se estudiaron un total de 250 gusanos.

3.3 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos a lo largo del tiempo fueron analizados estadisticamente

utilizando el programa Statgraphics Centurion XV.

Para el estudio de la esperanza de vida se utiliz6 el método Kaplan - Meier sobre el
total de nematodos con el cual se obtuvo la probabilidad de supervivencia y la funcién
de riesgo acumulado para cada tratamiento, asi como los percentiles 75, 50, 25 y 5 de
supervivencia de cada tratamiento. Para la puesta de huevos se hizo un estudio del
andlisis de la varianza (ANOVA) de modo que se pudieran detectar diferencias

estadisticamente significativas entre las medias de los tres tratamientos empleados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Esperanza de vida

La figura 7 muestra las curvas de supervivencia para el C. elegans alimentado en
distintos medios. Como se puede apreciar, la tasa de muerte por unidad de tiempo en
los nematodos alimentados en un medio que contenia quitosano es mayor que en el

control sin quitosano y en el control que contenia acido acético al 1%.
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Figura 7: Curva de supervivencia del C. elegans para cada uno de los tratamientos.
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La funcién estimada de supervivencia (figura 8) analiza la fraccion de supervivientes

de las poblaciones estudiadas a lo largo del tiempo.
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Figura 8: Funcién estimada de supervivencia del C. elegans para cada uno de los tratamientos.

En la figura 8 se puede observar que los distintos tratamientos presentan
probabilidades de supervivencia diferentes para los distintos intervalos de dias. Los
valores de probabilidad de supervivencia coinciden con los dias de muerte
presentados en la figura 8 (probabilidad=0 para ICH en el dia 18, probabilidad=0 para
EC en el dia 25 y probabilidad=0 para AC en el dia 25).

De la figura 9 se puede deducir que el riesgo acumulado de muerte también es
ligeramente distinto entre tratamientos, produciéndose un gran aumento en la tasa de
mortalidad hacia el final de la vida del nematodo (situacion normal al estudiar una
poblacion viva), pero sucediendo este aumento en distinto dia para cada tratamiento.
El méximo riesgo ocurre el dia 16 para el tratamiento ICH y el dia 23 para los
tratamientos de EC y AC por lo que parece existir un mayor riesgo de muerte en

presencia de quitosano.
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Figura 9. Funcion estimada de riesgo acumulado del C. elegans para cada uno de los tratamientos.

Una vez llevado a cabo el andlisis de Kaplan Meyer, se obtuvieron los percentiles de
supervivencia de C. elegans (Tabla 2) para cada uno de los ensayos de alimentacion
del nematodo. Estos percentiles se calculan teniendo en cuenta los nematodos que
sobreviven en cada tratamiento de modo que, por ejemplo, el percentil 75 indica el
namero de dias que habran sobrevivido el 75% de los nematodos estudiados, o dicho

de otro modo habran muerto el 25% de los mismos.

Para cualquier percentil, se observa que el nimero de dias que sobreviven un
determinado porcentaje de gusanos, es siempre menor para aquellos expuestos a
quitosano. Por ejemplo, en el caso del percentil 50, la tabla 2 muestra que en el
tratamiento control (tratamiento EC) la mitad de los nematodos consiguieron sobrevivir
8.92 + 3.54 dias; en el tratamiento control con &cido (tratamiento AC) 11.02 + 1.97

dias, mientras que en el tratamiento con quitosano la cifra fue de 6.71 + 3.30 dias.
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Tabla 2. Valores de medias de los percentiles de supervivencia, para cada tratamiento, con sus

desviaciones estandar.

Percentil 75 50 25 5
Media de dias 5.32 8.92 12.12 16.71
SD 3.94 3.85 2.73 1.57
Percentil 75 50 25 5
Media de dias 8.12 11.02 15.36 20.16
SD 2.30 1.97 1.83 1.81
Percentil 75 50 25 5
Media de dias 3.84 6.71 9.49 13.95
SD 2.30 3.30 3.97 2.85

Esto implica que, por algin motivo, el quitosano tiene un efecto negativo en la
supervivencia del nematodo a lo largo de su vida, de tal manera que la esperanza de
vida disminuye respecto al tratamiento EC y al tratamiento AC, hecho que se refleja

también en la figura 8 como se indicé anteriormente.
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4.2 Puesta de huevos

En el andlisis de la puesta de huevos se observé que el segundo y cuarto dia de
tratamiento fueron los dias con mayor actividad en la puesta de huevos, siendo el
segundo dia en el que mayor tasa de puesta de huevos se observa para el total de la
poblacion (250 nematodos). Para el tratamiento control EC, el promedio por gusano es
de 148.61 + 54.34 huevos. Para el tratamiento AC es de 116.52 + 35.03, mientras que
para el tratamiento ICH es de 16.86 + 6.62. A partir del cuarto dia de estudio del C.
elegans, la cantidad huevos puesta disminuye significativamente respecto al dia 2 en
todos los grupos de estudio.
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Figura 10: Puesta de huevos por gusano en dias 2 y 4 de estudio, por grupo de tratamiento.

Los resultados obtenidos en el analisis ANOVA ponen de manifiesto el hecho de que
hay una diferencia estadisticamente significativa entre grupos, con un 95.0% de
confianza, en la media de huevos por gusano al segundo dia de estudio ya que el P-
valor es menor a 0.05 en este tiempo (figura 10). El andlisis de rangos multiples
resultante indica que hay diferencias significativas entre todos los grupos estudiados.
No obstante, el cuarto dia se observa la misma pauta en cuanto a la puesta de
huevos, aunque no existen diferencias significativas entre los grupos estudiados.

Esto implica que tanto el &cido acético al 1% como el quitosano de insecto al
0.15%(p/v) (1500 mg/L) disuelto en acido acético al 1% tienen un efecto de reduccion

del promedio de huevos puestos por nematodo respecto al grupo control.
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No hay trabajos publicados en los que se haya estudiado el efecto del quitosano de

insecto sobre la esperanza de vida y la pauta de puesta de huevos de C. elegans.

No obstante hay estudios in vitro usando cultivos celulares donde se vio que el
quitosano puede disminuir la viabilidad celular entre un 5% y un 10% con una dosis de
100 pg/mL (Zubareva et al. 2017). Segun diversos autores, el quitosano puede
penetrar en las células, afectando a la membrana celular, lo que explicaria esta
disminuciéon de la viabilidad. La mayoria de modelos estudiados presentaron una
concentracion inhibitoria media (ICsp) aproximada entre 0.2 - 2.0 mg/mL (Matica et al.
2017).

Del mismo modo, se encuentran en la bibliografia estudios in vivo que indican que, en
funcién de la concentracién de quitosano estudiada, el efecto sobre un organismo vivo
puede ser diferente. Hu et al. (2011) expusieron los embriones de pez cebra durante
96 h a nanoparticulas de quitosano de distintos tamafios, observandose a
concentraciones de 20 mg/L un efecto significativo en la reduccién del nimero de
huevos eclosionados y a altas concentraciones (30 mg/L) efectos téxicos que
condujeron a la muerte de los embriones. También se encontraron signos de
malformacién en el grupo de supervivientes del tratamiento con una dosis de 5 mg/L.

En nuestro caso, el C. elegans se expuso a una concentracion del 1500 mg/L (6 1.5
mg/mL) , por lo tanto, es plausible que dicha concentracion afecte a la esperanza de

vida del nematodo.
No obstante existe descrito algin estudio en humanos a los que se les suministré una
dosis oral de hasta 6,75 g/dia/Kg de quitosano y en el que no se encontraron signos

clinicos relevantes (Garcia-Fuentes et al. 2005).

En definitiva, dado el tamafio tan pequefio del nematodo, convendria estudiar dosis

mas pequefias de quitosano.
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5. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados, la adicion de acido acético a la concentracién necesaria
para que se produzca la solubilizacién del quitosano, no afecta a la esperanza de vida
de C. elegans. En cuanto a la puesta de huevos, si que se produce una ligera
disminucion del nimero total de huevos puestos al segundo dia de estudio.

El quitosano reduce la esperanza de vida y la puesta de huevos en el nematodo de

forma significativa.

Como conclusién general, a la vista de los resultados, seria conveniente hacer mas
estudios con distintas concentraciones de quitosano para poder establecer la mas
adecuada con objeto de llevar a cabo estudios posteriores tendentes a ver el posible
efecto del quitosano en el tracto digestivo del nematodo infectado por un

microorganismo patégeno.
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