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EFECTO DE LA LUZ LED AZULY LUZ UVB
EN LA SUPERVIVENCIA DE Caenorhabditis elegans

Effects of blue led and medium wave uvb light in Caenorhabditis elegans survival

Juan Pablo Cobos'®, Juan Diego Castillo'®, Marcela Gémez-Garzén™®

Resumen

Introduccion: el suefio es esencial para la salud humana y estd
influenciado por relojes circadianos internos que pueden ser ajustados
por sefales externas como la luz. El nematodo Caenorbabditis elegans
es un modelo invertebrado que muestra similitudes en los patrones
de suefio de los mamiferos. Sin embargo, la exposicién excesiva a la
luz puede afectar negativamente el suefio inducido por estrés (SIS).
Objetivo: el objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la luz azul
(LED) y UV de onda media (UVB) en la supervivencia de Caenorbabditis
elegans y comparat con el ciclo circadiano de 12 horas de exposicién a luz
blanca. Métodos: se realizé una investigacion experimental utilizando
larvas L1 de C. elegans N2 cultivadas en agar NGM con una fuente
de alimento de E. w/i OP50, y fueron sometidos a oscuridad y luz
blanca, Luz LED y Luz UVB en periodos de 12 h y 24 h. Resultados:
al finalizar el experimento se evidencié que, en las larvas expuestas
durante los periodos de 24 h, la supervivencia fue del 26 % con luz
LED y 33 % con luz UVB, mientras que las larvas que permanecieron
en oscuridad permanente la supervivencia fue de 73 %, mostrando alta
fototoxicidad. En las larvas expuestas durante los periodos de 12 h, la
supervivencia fue del 67 % con luz LED y 65 % con luz UVB, mientras
que las larvas que permanecieron en luz blanca la supervivencia fue de

* Facultad de Enfermeria. Fundacion Universitaria 59 %. Conclusiones: estos resultados nos muestran que cuanto mas
Cencias dela Salud. Semillero SIMIC. largo es el fotoperiodo de exposicioén, mds corta es la supervivencia de
C. elegans.
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Abstract

Introduction: Sleep is essential for human health,
and it is influenced by internal circadian rhythms that
can be adjusted by external cues such as light. The ne-
matode Caenorhabditis elegans is an invertebrate model
that shows similarities to mammalian-sleep patterns.
However, excessive light exposure can negatively
affect stress induced sleep (SIS). Objective: To eva-
luate the effect of blue light (LED) and medium wave
UV (UVB) on the survival of C. elgans and compare
with the circadian cycle of 12 h white light exposure.
Methods: An experiment was carried out using L1
larvae of C. elegans N2 cultured on NGM agar with a
food source of E. co/i OP50, and subjected to dark-
ness, white, LED and UVB Lights in periods of 12 h
and 24 h. Results: At the end of the experiment, an
increase in mortality due to phototoxicity was evident,
demonstrated by a lower survival rate in the larvae ex-
posed for 24 h, when compared to the larvae that re-
mained in permanent darkness, a natural condition of
the parasite. Conclusions: These results show us that
the longer the exposure photoperiod, the shorter the
survival of C. elegans.
Keywords: Caenorhabditis elegans; light; survival.

INTRODUCCION

El suefio es uno de los mistetios que ain conserva la
humanidad, y uno de los requisitos mas importantes
para los seres humanos, ya que nos permite mantener
un bienestar fisico, ocurre la correcta reparacion celu-
lar, regulacién metabdlica y la excrecion regular de las
hormonas sexuales (testosterona, progesterona, estro-
genos). Esto se da por la regulacién del ciclo circadia-
no que logra conservar nuestra edad bioldgica, miti-
gar ¢l envejecimiento prematuro, favorecer un peso
equilibrado, promover la funcién adecuada del ritmo
cardiaco y perfusion sanguinea. Diferentes investiga-
ciones han demostrado que dormir correctamente y
poder conciliar un buen suefio mejorara nuestro sis-
tema inmune para combatir distintos tipos de cancer.
Ademas, el suefio nos da muchos beneficios en la sa-
lud mental como el descanso, promueve el proceso de
aprendizaje permitiendo asimilar la informacién que
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se tuvo durante el dia, conserva la memotia, regular
las emociones y mejora las relaciones interpersonales,
reduce la ansiedad, mantiene la calma, permite estar
alertas y responder correctamente a las demandas que
nos genera el entorno.'?

La sensacion de luz es fundamental para todos los
seres vivos, desde las bacterias hasta los humanos. En
el mundo moderno los dispositivos electrénicos son
las herramientas que usamos diariamente y nos pet-
mite desarrollar trabajos en nuestros empleos, leer do-
cumentos online, entretenernos en las redes sociales
para pasar tiempo, asi como comunicarnos y saber lo
que pasa hoy en dia alrededor del mundo, y un sin fin
de usos. Estos dispositivos electronicos tienen pan-
tallas con luz azul y la mayoria de las personas duran
mas de 8 horas frente a estos dispositivos, los cuales
incluyen: computaodres, teléfonos celulares, pantallas
para consola de videojuegos, entre otros dispositivos
de entretenimiento® Debido a la utilizacién prolon-
gada a estos dispositivos se han evidenciado cambios

125 asi

en el ciclo normal que provoca la falta de suefio
como afectacion de la cérnea, el cristalino y hasta la
retina provocando enfermedades como ojo seco, cata-
ratas y degeneracion macular asociada a la edad.®

Existen similitudes entre el suefio en los mamife-
ros y el nematodo Caenorbabditis elegans” Este parésito
deja de alimentarse y moverse durante una etapa de
transicion larvaria llamada letargo y como respuesta a
la exposicion de factores estresantes celulares. Estos
comportamientos se han denominado estados de sue-
flo, un suefio cronometrado por el desarrollo o letargo
(DTS) y suefio inducido por estrés (SIS). E1 DTS y el
SIS estan regulados por las mismas vias de sefializa-
cién que regulan el suefio de los mamiferos.®

El DTS es similar al suefio regulado por tempo-
rizadotes circadianos en insectos y mamiferos,” se
produce durante dos o tres horas después de cada es-
tadio larvario y se caracteriza por la inactividad, cam-
bio postural, disminucién de respuesta a estimulos y
la respuesta homeostatica a la privacién del suefio. La
alimentacion y la locomocién, que persisten a lo largo
del desarrollo del gusano, cesan durante este tipo de
sueflo, y los gusanos tienden a adoptar una postura en
forma de palo de hockey. Los gusanos son mas difici-
les de despertar durante este tiempo y la privaciéon de

DTS puede ser letal !
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EL SIS ocurre después de la exposicién a estimulos
ambientales que provoquen estrés celular como la luz

y la temperatura,''?

su duracién depende de la mag-
nitud del factor estresante y se caracteriza por un cese
de la alimentacién y de locomocién y con mayor um-
bral de excitaciéon. La alteracién del SIS produce un
aumento de la mortalidad, lo que demuestra que este
estado de sueflo tiene una funcién fisiolégica adapta-
tiva. El SIS puede ocurrir durante cualquier estado de
desarrollo.®!!

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de
laluzazul (LED) ylaluz UV de onda media (UVB) enla

supervivencia de Caenorbabditis elegans y comparar con el
ciclo circadiano de 12 h de exposicién a la luz blanca.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio experimental. El trabajo fue fi-
nanciado por la Fundacién Universitaria de Ciencias
de la Salud por la Convocatoria para el Fortalecimien-
to de Semilleros 2020 (DI-1-0630-20) y aprobado por
el Comité de ética.

CEepPas

En este estudio s utilizé la cepa N2 de Caenorbabditis
elegans tipo salvaje var Bristol, la cual fue adquirida en
Caenorhabditis Genetics Center de la Universidad de
Minnesota, USA. Adicionalmente, se utilizé la cepa
de Escherichia coli OP50, donada por la doctora Ruth
Mélida Sanchez Mora del grupo de biotecnologia y
genética de la Universidad Colegio Mayor de Cundi-
namarca, para la alimentacién del nematodo.

CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE C, ELEGANS

El mantenimiento de las cepas se realizé siguiendo
el protocolo estandarizado en el Laboratorio de Mi-
crobiologia de la FUCS y modificado del protocolo
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propuesto por el Caenorhabditis Genetics Center
(CGQO), se utilizé para esto el medio NGM en cajas
de Petri de 65 x 15 mm y como fuente de alimenta-
cién 50ul. de Escherichia coli OP50 a una concentra-
cion 1.5x10% UFC. Las cajas fueron sometidas a luz
UV por 20 min para matar la bacteria y almacenadas
a una temperatura de 2°C hasta su uso.

SINCRONIZACION

Se usaron cajas sembradas con C. elegans con larvas
adultas fértiles, se adicioné 3ml de buffer M9 (3g KH-
2P0O4, 6g NaHPO4, 5¢ NaCl, 1 ml de MgSO4 1M), se
mezcl6 suavemente y se recolectaron los parasitos en
tubos eppendorf de 1,5ml y se centrifugé a 3000 rpm
durante 5 min. Se retiré el sobrenadante y se adiciono
1 ml de solucién bleaching (0,5 ml de agua destilada,
2,5 ml de NaOH 2M (molar) y 2 ml de NaClO 4 %)
y se agité manualmente por 4 minutos. Posteriormen-
te, se centrifugd a 3000 rpm durante 5 min, se reti-
r6 sobrenadante y se adiciond 1ml de buffer M9; se
centrifugaron a 2500 rpm por 3 min y se descarté el
sobrenadante. Finalmente, se transfirieron 50 ul del
sedimento a cajas con medio NGM para la eclosion
de los huevos en larvas L1. Las cajas se incubaron a
16°C y se revisaron diariamente hasta que las larvas
llegaron a estadio L3.

EXPERIMENTO LUZ BLANCA - OSCURIDAD

En el caso de las larvas de C. elegans expuestas a oscu-
ridad y luz blanca, se utiliz6 una limpara de escritorio
con fuente luminosa de 6 LEDS (Led Expressions Re-
ferencia 185 WH) y una potencia maxima de la fuente
luminosa de 3W, la cual produce temperaturas entre
18°C a 22°C en caja laminada de 30 cm de 4rea por
20,5 cm de alto (Fig. 1). En 10 cajas con agar NGM se
colocaron 10 larvas 1.3 bajo condicién de oscuridad
24h (control); y en 10 caja con agar NGM se coloca-
ron 10 larvas L3 expuestas por 12 h a oscuridad y 12
h a luz blanca controlado con temporizador (control).
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Figura 1. Cajas laminadas con fuentes luminosa LED y UVB.

ExposiciON DE LAs LARVAS DE C. ELEGANS A LA Lz LED
AzuL (LigHT EMiTTING DI0ODE)

Para simular la luz azul de las pantallas de los dispo-
sitivos, se utiliz6 una tira LED azul con una cantidad
de fuente luminosa de 18 LEDS (ECOLITE Model
STR800-A) la cual produce temperaturas entre 20°C y
22°C y con una potencia de 12V en caja laminada de
30 cm de atea por 20,5 cm de alto (Fig. 1). En 10 cajas
con agar NGM se colocaron 10 larvas L3 las cuales
fueron expuestas por 24 h aluz azul; y en 10 cajas con
agar NGM se colocaron 10 larvas L3 expuestas por
12 h a luz azul y 12 h de oscuridad controlado con
temporizador.

ExPosICION DE LAS LARVAS DE C. ELEGANS A LA LUZ ULTRA-
vioLeTA B (UVB)

Para la exposicion de C. elegans ala Luz UVB se utilizéd
una cinta UVB con una cantidad de fuente lumino-
sa de 18 LEDS (Supli Led Conex, 12 Voltios, 5050
SMD LED UV Ultravioleta, de alta intensidad) la cual
produjo temperaturas entre 20°C y 22°C y con una
longitud de onda de 395-405 nm en caja laminada de
30 cm de area por 20,5 cm de alto (Fig. 1). En 10 ca-
jas con agar NGM se colocaron 10 larvas L3 fueron
expuestas por 24 horas a UVB; y en otras 10 cajas
con agar NGM se colocaron 10 larvas L3 expuestas
por 12 h a UVB y 12 h de oscuridad controlado con
tempotizadot.
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ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Antes de realizar el recuento de larvas vivas o muer-
tas, se controlé la temperatura con termémetro digital
Infrarrojo (Hangzhou Qingyuan Medical Equipment
Technology Co. Ltd Model QY-EWQ-01). Se realizé
recuento de larvas vivas que respondieran al estimulo
de contacto con el pico de platino. La ausencia de mo-
vimiento de la larva se reporté como muerta. Se con-
taron las larvas censuradas, aquellas que perdieron, se
enterraron o se salieron por las paredes de la caja. Al
dia 4 se realiz6 pase de las larvas L4 vivas originales a
cajas NGM para evitar contar las nuevas larvas.

ANALIsIs EsTADisTICO

Los datos fueron registrados diariamente en una pla-
nilla y digitalizados en tablas Excel. Se realizé andlisis
estadistico con el programa STATA13. Se generaron
las curvas de supervivencia de Kaplan Meir y se rea-
liz6 la prueba estadistica de Wilcoxon. Se definié un
valor significativo con una P < 0,005).

RESULTADOS

Para investigar si diferentes tipos de luz podtian afec-
tar la esperanza de vida de C. elegans, comparamos la
supervivencia de larvas de la cepa salvaje N2 en las
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siguientes condiciones: 1) oscuridad permanente con
0 h de luz blanca/ 24 h de oscuridad cada dia, o 2) luz
blanca 12 h/ 12 h oscuridad (Fig. 2a). La supervivencia
de las larvas el dia 7, en el grupo que permaneci6 24
h en oscuridad, fue del 73 %, mientras que el grupo
sometido a ciclo 12h/12 h fue del 59 %. Una razén
indirecta que explicarfan la disminucién de la supet-
vivencia de las larvas al ser expuestas a luz blanca, es
que esta luz puede provocar el calentamiento de las
placas de agar; sin embargo, esta hipétesis fue descar-
tada dado que la temperatura no sufrié alteraciones
marcadas, la cual presenté una mediana de 19,6°C. En
conjunto, estos resultados indican que la exposicion
diaria a la luz disminuye la supervivencia de C. elegans.

Dentro de la luz blanca hay un gran espectro de
longitudes de onda, incluida la luz LED de colores es-
pecificos; por consiguiente, las larvas fueron expues-
tas a luz LED azul en las siguientes condiciones: 1) luz
LED azul 24 h cada dia, 0 2) luz LED azul 12 h/ 12
h oscuridad (Figura 2b). La supervivencia de las larvas
al dia 7 en el grupo que permanecié 24 h en luz LED
azul fue del 26 %, mientras que el grupo sometido a
ciclo 12h/12 h fue del 67%, indicando que la luz LED
azul tiene efecto perjudicial en las larvas N2.

Por otro lado, C. elegans detecta la luz ultravioleta
(UV) gracias al fotorreceptor LITE-1 y a la proteina
de sefializacion TAX-2, que a intensidades de luz muy
alta no alteran el reloj circadiano,”” mientras que foto-
petiodos constantes provocan una disminucién en la
sueprvivencia.'* Las ondas cortas de la radiacién UVB
del sol en su mayor parte son interceptadas por la capa
de ozono y sobre la piel atraviesa las capas superiores
de la epidermis y la broncea con rapidez en los huma-

nos. Probamos el efecto de la luz UVB en la supervi-
vencia de C. elegans en las siguientes condiciones: 1) luz
UVB permanente 24 h cada dia, 0 2) luz UVB 12 h/
12 h oscuridad (Figura 2c). La supervivencia de las lar-
vas el dia 7 en el grupo que permanecié 24 h en UVB
fue del 33 %, mientras que el grupo sometido a ciclo
12h/12 h fue del 65 %. Estos resultados sugieren que
el fotoperiodo de 24 h de luz UVB actta directamen-
te sobre las larvas posiblemente ejerciendo un efecto
toxico en los componentes celulares durante el suefio
inducido por estrés (SIS).

En conjunto estos hallazgos indican que la luz
parece ejercer un efecto deletéreo alterando la supet-
vivencia de las larvas de C. eggans independiente del
ritmo circadiano y dependiente de la duracién y del
tipo de luz. En este estudio se realiz6 la comparacién
a la exposicién de los tres tipos de luz en periodos
12 h/ 12 h oscuridad (Figura 3a) y 24 h permanentes
(Figura 3b), y se observd que cuanto mas largo es el
fotoperiodo de exposicién, mas corta es la supervi-
vencia de C. elegans.

Se aplicé la regresion de Cox a los datos utilizando
el tipo de luz y el tiempo como variables explicativas.
El resultado se muestra en la Tabla 1. Los valores p
indican que la supervivencia entre los experimentos
de luz LED azul y luz UVB tiene significacién estadis-
tica, y existe una fuerte evidencia de que la exposicion
permanente (24 h) estd asociada con la duracién de la
supervivencia de las larvas. El analisis de riesgos pro-
porcionadas de Cox para oscuridad, luz blanca y luz
durante 12 h, sugiere que la sobrevivencia es 1,1 veces
mayor que en las otras condiciones evaluadas.

Tabla 1. Resultados del analisis de riesgo proporcionales de Cox para larvas C. elegans sometidos a luz

Variables Riesgo
Oscuridad - luz blanca 1,167
Luz LED azul 0,683
Luz UVB 0,755
12 horas 1,196
24 horas 0,664

P Intervalo de confianza (95%)
0,061 0,9931 1,3718
0,000 0,5958 0,7843
0,000 0,6592 0,8663
0,128 0,9498 1,5068
0,000 0,5529 0,7991
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Figura 3. Curvas de supervivencia de C. elegans. a) 12 horas; b) 24 horas

DISCUSION

Con el fin de estudiar la supervivencia de C. elegans
al ser expuesto a diferentes tipos de luz y periodos
de tiempo, logramos identificar que la exposiciéon a
diferentes ondas de luz y a diferentes periodos de ex-
posicién afecta negativamente la vida de este modelo
invertebrado.

Caenorbabditis elegans abunda en todos los continen-
tes, en zonas templadas humedas ricas en microorga-
nismos, especialmente en materia vegetal en descom-
posicion, y son expuestos constantemente a diferentes
tipos de luz."” Su prevalencia en los nichos ecoldgicos
se ve afectada por varios factores bibticos, como la
presencia de otras especies de nematodos, la hume-
dad y la lluvia.'® El ambiente artificial del laborato-
rio consiste en placas de agar complementadas con la
cepa bacteriana Escherichia coli OP50 para alimentar la
cepas de C. elegans. Esta cepa tiene gran capacidad de
adaptacion a las condiciones del laboratorio, incluida
la constante oscuridad de las incubadoras y los cortos
periodos de luz fluorescente blanca al realizar siem-
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bras, experimentos y lecturas bajo la luz de los este-
reoscopios.

Para probar si la luz blanca del laboratorio es foto-
toxica, comparamos el fotoperiodo de 12 h con el de
oscuridad de 24 h, y se observé una disminucién en
la supervivencia debido a que este tipo de luz provoca
estrés oxidativo, Miranda-Vizuete y col. proponen que
la radiacién luminosa del rango visible transporta sufi-
ciente energfa para provocar reacciones fotoquimicas,
que en presencia de oxigeno inducen la generaciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS); es asi como el
envejecimiento es una consecuencia de la acumula-
cién progresiva del dafio oxidativo causado por ROS
generados durante la vida de cualquier organismo."”

Dado que la luz blanca tiene un espectro de lon-
gitudes de ondas, probamos la luz LED azul (470 £
30 nm). En humanos este tipo de luz durante el dia
nos despierta y estimula; pero la exposicidon excesiva
a esta luz proveniente de las pantallas de televisores,
teléfonos celulares o computadores en la noche pue-
de actuar como disparador de insomnio. Mientras que
la luz visible sincroniza el reloj biolégico humano en
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los nicleos supraquiasmaticos del hipotdlamo con el
ciclo solar de 24 horas, las longitudes de onda cortas,
percibidas como color azul, son el agente sincroniza-
dor mas potente del sistema circadiano que mantiene
sincronizados internamente la mayoria de los ritmos
biolégicos y psicolégicos.'™” En C. elegans el suefio in-
ducido por estrés (SIS) se afecta directamente por la
exposicién prolongada a la luz LED azul, es asi como
nuestros resultados mostraron una reduccién de la su-
pervivencia de las larvas de C. elegans. E1 SIS se carac-
teriza por un cese de la alimentacién y la locomocion
de las larvas; por consiguiente, se ha demostrados que
la alteracién del SIS produce un aumento de la mor-
talidad, mostrando que este estado de suefio tiene una
funcion fisioldgica adaptativa.® C. elegans puede detec-
tar y responder a la luz de longitud de onda corta,
incluida la luz azul, utilizando las proteinas LITE-1
y GUR-3, que son similares a los quimiorreceptores
gustativos de los insectos® y tienen efectos sobte la
fototaxis, provocando bajas tasas de alimentacién y
muerte temprana de los pardsitos.”® Adicionalmente,
la luz puede generar peréxido de hidrégeno que in-
hibe de manera similar la alimentacion de las larvas.?!

Por otro lado, C. elegans detecta la luz UV a través
del fotorreceptor LITE-1 y la proteina de sefializacién
TAX-2, y como respuesta desencadenan un compot-
tamiento de escape con disminucién del bombeo fa-
ringeo, indispensable para la alimentacién.” LITE-1
absorbe directamente la luz UVA y UVB con un alto
coeficiente de fotoabsorcién, lo que indica que LITE-
1 es altamente eficiente en la captura de fotones, por
lo que Gong y col. han planteado su uso como un
aditivo organico de protectores solares para proteger
la piel contra los dafiinos rayos UV de la luz solar.
Aunque se demostrd que LITE-1 y TAX-2 transmiten
informacién luminosa al reloj circadiano al utilizar ce-
pas mutantes para estos genes; sin embargo, De Ma-
galhaes y col. probaron que la supervivencia no esta
mediada por las vias de fotorreceptores y tampoco
afectan el ciclo circadiano.”

En general, los datos obtenidos en este estudio
revelan que los diferentes tipos de luz son téxicos y
cuanto mas largo es el periodo de luz, mas corta es la
supervivencia de C. elegans; datos que deben ser teni-
dos en cuenta cuando se realicen modelos de experi-
mentacién en el laboratorio con este nematodo, para
que no se vean afectadas las vatiables a analizar.
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