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1. Resumen

Caenorhabditis elegans es uno de los organismos modelo ampliamente usados
debido a su versatilidad y ventajas experimentales. Ademdas, este organismo es
extremadamente sensible a diversos factores ambientales. En nuestro laboratorio se ha
demostrado que diversos estimulos ambientales pueden modificar el comportamiento de
C. elegans en cuanto a su preferencia o quimiotaxis a odorantes. Por ejemplo, la
exposicion ambiental a concentraciones altas de glucosa afecta la memoria asociativa al
benzaldehido, mientras que el ayuno induce un aumento en la preferencia al odorante 2-
Butanona. Por otro lado, en la literatura se ha reportado que la exposicién a algunas
moléculas de RNA, o la interrupcion de las vias de procesamiento de este, modifican la
conducta del gusano, no obstante, la mayoria de los resultados se han descrito con un
enfoque sobre el RNA endogeno y RNA bacteriano patdégeno. Sin embargo, no se ha
demostrado si el RNA exdgeno ambiental de origen no patdgeno, puede inducir cambios
sobre la conducta de este nematodo. En este trabajo evaluamos el efecto que tiene la
exposicion a RNA exdgeno sobre la conducta de C. elegans utilizando la preferencia a
odorantes. Nuestros resultados mostraron que la exposicion de C. elegans a RNA
exdgeno induce un aumento en la preferencia por el odorante 2-Butanona de forma
dosis-dependiente. Ademas, se requiere de los genes sid-1, sid-2 y nrde-3, las cuales
son proteinas involucradas en el transporte y procesamiento del RNA, para el
establecimiento de esta conducta. También demostramos que el Poly I:C, una molécula
sintética que asemeja al dsRNA, promueve un aumento en la preferencia por 2-
Butanona. En conjunto, nuestros resultados sugieren que el RNA exdgeno ambiental
puede inducir modificaciones sobre la conducta de C. elegans y que las moléculas

responsables de estas modificaciones posean una estructura de dsRNA.



2. Abstract

Caenorhabditis elegans is a model organism widely used due to its versatility.
Moreover, this organism is highly sensitive to multiple environmental factors. In our lab, it
has been demonstrated that several stimuli modify C. elegans behavior and its preference
or chemotaxis for odorants. For example, exposure to high glucose concentrations affects
the benzaldehyde associative memory, while long-periods of starvation induce an
increase in the preference for the odorant 2-Butanone. On the other hand, literature has
reported that exposure to RNA molecules or the interruption of any RNA processing
pathway modifies the worm’s behavior, however, most of these results have been
described focusing on endogenous RNA and bacterial RNA. Nevertheless, it has not been
demonstrated if exposure to non-pathogenic environmental exogenous RNA can induce
behavioral changes on this nematode. On this work we assessed the behavioral effect
which would have the exposure to exogenous RNA over C. elegans behavior using the
preference for odorants. Our results showed that exposure to exogenous RNA induces
an increase in preference for the odorant 2-Butanone in dose-dependent way.
Furthermore, the genes sid-1, sid-2 and nrde-3 are required, these are proteins involved
in RNA transportation and processing, for the establishment of this behavior. Also, we
demonstrated that synthetic dSRNA molecule as it is the Poly I:C promotes an increase
in preference for 2-Butanone. Overall, our results suggest that environmental exogenous
RNA can induce modifications over C. elegans behavior and the responsible molecules

of these modifications have a dsRNA structure.



3. Introduccién
3.1 C. elegans como modelo de estudio

El neméatodo Caenorhabditis elegans se ha vuelto uno de los organismos modelo
ampliamente usados debido a su versatilidad en distintos enfoques de la biologia, este
organismo es un nematodo no parasitico de vida libre que puede medir 0.25 mm como
larva recién eclosionada llegando a medir hasta 1 mm en su etapa adulta. Debido a su
tamafio y a que es transparente, es un modelo biol6gico adecuado para observarse

mediante microscopia (Corsi et al., 2015; Meneely et al., 2019).

C. elegans se alimenta de bacterias y tiene un ciclo de vida de 21 dias y un corto
ciclo reproductivo de solo 3 dias, es decir, transcurren 72 horas. desde el huevo hasta
un adulto capaz de generar descendencia, esto cuando se cultivan a 20 °C. En su etapa
adulta puede ovopositar hasta 300 huevos dentro de su ciclo reproductivo. C. elegans es
un organismo principalmente hermafrodita capaz de producir tanto ovocitos como
espermatozoides y de autofecundarse. Sin embargo, los machos surgen con una
frecuencia < 0.2 % en la poblacién, siendo las diferencias entre machos y hermafroditas
evidentes: los machos son de menor tamafo, no son capaces de producir huevos vy tal
vez la diferencia mas caracteristica es que presentan una cola en forma de abanico (Fig.
1). Desde el punto de vista metodologico, C. elegans tiene la ventaja de la
autofertilizacion de las hermafroditas lo que permite el mantenimiento de cepas
homocigotas dentro del laboratorio. (Corsi et al., 2015; Loxterkamp et al., s. f.; Meneely
et al., 2019)

Figura 1. C. elegans hermafrodita (A) y macho (B). Se observan diferencias en el tamafio y el

macho presenta una cola en forma de abanico. Modificado de: Meneely et al. (2019)



Posterior a la fecundacion in utero, la embriogénesis de C. elegans tiene una
duracién aproximada de entre 12 a 16 h a 20 °C. Una vez que el nematodo eclosiona del
huevo ovopocitado, este empieza su primer estadio larvario (L1) para posteriormente
atravesar un total de 4 etapas larvarias (L1 — L4) antes de llegar a ser adulto en
aproximadamente 40 horas (Fig. 2) (Corsi et al., 2015; Loxterkamp et al., s. f.; Meneely
et al., 2019).

En el laboratorio, C. elegans crece en placas de agar con un césped de bacteria
como alimento. Normalmente se utiliza Escherichia coli de la cepa OP50. Sin embargo,
en ausencia de alimento, el desarrollo de las etapas larvarias es detenido o arrestado
induciendo la entrada a estados hipometabdlicos capaces de resistir prolongados
periodos de inanicion (Corsi et al., 2015; Marsh & May, 2012).
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Figura 2. Ciclo de vida y desarrollo de C. elegans a 20 °C. Se muestran los 4 estadios

larvarios hasta llegar a la etapa adulta. Modificado de: Meneely et al. (2019)



Algo extremadamente notable de C elegans es que el numero de células de un
nematodo hermafrodita adulto es de exactamente de 959 células. Estas estan
distribuidas en la epidermis, musculos, sistema digestivo, sistema nervioso y sistema
reproductivo, las cuales siempre estan localizadas de la misma forma conservando asi

su funcionalidad (Corsi et al., 2015; Meneely et al., 2019).

C. elegans es el primer organismo eucarionte multicelular cuyo genoma fue
secuenciado en 1997. El genoma completo de este nematodo es de 100 Mb, distribuidos
en 5 pares de autosomas (I-V) y un par de cromosomas X (los machos s6lo poseen un
cromosoma X), con 19,981 genes codificantes (Corsi et al., 2015; Loxterkamp et al., s. f.).

Las caracteristicas descritas anteriormente y la simpleza de su mantenimiento confieren
a C. elegans la capacidad de ser un poderoso modelo biolégico para el estudio y
comprension de mecanismos moleculares en distintos fenbmenos y procesos de la
biologia. Ademas, conocer con profundidad los diversos mecanismos biolégicos de este
animal puede sentar las bases para el estudio de fenbmenos complejos en otros modelos

biologicos incluidos los mamiferos.

3.2 El sistema nervioso y la conducta de C. elegans

El sistema nervioso de un nematodo adulto hermafrodita esta compuesto por 302
neuronas distribuidas en la cabeza, el cordon ventral y la cola (Fig. 3). Las 302 neuronas
de C. elegans pertenecen a dos sistemas nerviosos independientes, 282 en un gran
sistema nervioso somatico y 20 en un pequefio sistema nervioso faringeo. En el caso del
sistema nervioso somatico, las neuronas se localizan entre la hipodermis y el masculo
de la pared corporal, mientras que las neuronas faringeas se ubican Unicamente entre
los musculos faringeos. Por otro lado, los nematodos macho poseen un sistema nervioso
mas grande con 381 neuronas, la mayoria de estas se localizan en la parte posterior del
cuerpo del gusano y sus funciones se relacionan con el apareamiento. Este sistema
nervioso ya ha sido mapeado con exactitud, haciéndolo un modelo robusto para estudios
de desarrollo y funcién neuronal, asi como analisis de conectoma (Gutiérrez Chavez
et al., 2021; Hermaphrodite - Nervous System - General Overview, s. f.; Meneely et al.,
2019).
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Figura 3. Sistema nervioso de C. elegans. Se observa una fotografia de microscopia confocal
obtenida en nuestro laboratorio de una cepa que expresa RFP (Red Fluorescent Protein)

(OH10690) en todas las neuronas de un individuo hermafrodita adulto. Gutiérrez (2021)

Se han clasificado 118 tipos de neuronas en C. elegans de acuerdo con su
topologia y patrones de conexidon sinaptica. Estas se comunican a través de 6400
sinapsis quimicas, 900 sinapsis eléctricas y 1500 uniones neuromusculares. Cada
neurona de este nematodo es nombrada a partir de 2 o 3 letras mayusculas que indican
la clase y en algunos casos un numero, el cual indica el nUmero de neurona dentro de
una clase. Si las neuronas son simétricas, estas poseen un nombre de 3 letras
mayusculas seguido de: L (izquierda), R (derecha), D (dorsal) y V (ventral) para cada

caso particular (Hermaphrodite - Nervous System - General Overview, s. f.).

Asi como en otros organismos, la sinapsis quimica de C. elegans se lleva a cabo
mediante neurotransmisores clasicos, como monoaminas, acetilcolina, acido gamma
aminobutirico (GABA) y glutamato, estos neurotransmisores son liberados por vesiculas
de neuronas presinapticas al espacio sinaptico para unirse a receptores especificos y
excitar o inhibir neuronas postsinapticas para generar una respuesta. Por otra parte, las
uniones neuromusculares son un tipo de sinapsis quimica especializada donde la
entrada neuronal ocurre en muasculos, la principal diferencia es la lamina basal que
separa la neurona motora presinaptica del muasculo postsinaptico. Finalmente, las
sinapsis eléctricas constan de un tipo de contacto célula-célula formado por innexinas
gue forman canales de membrana intercelulares y se encuentran en todos los tipos

celulares del nematodo, participan en el desarrollo y las funciones musculares. (Hall,



2017; Hermaphrodite - Nervous System - General Overview, s. f.; Richmond, 2006; Yan
et al., 2022).

En relacion con lo anterior, podemos decir que la conducta es un reflejo de la
actividad del sistema nervioso de C. elegans y que depende de los estimulos externos
que este experimenta. Podriamos definir la conducta como la respuesta o conjunto de
respuestas frente a un estimulo y en particular C. elegans con un sistema nervioso
relativamente sencillo, puede integrar sefales ambientales y modificar su
comportamiento. Inicialmente el estudio de la conducta de C. elegans estaba limitado a
procesos como la alimentacién, movimiento y ovoposicion, sin embargo, también
experimenta un estado de letargo que consiste en periodos de inactividad los cuales
algunos autores los consideran similares a un estado de suefio (Raizen et al., 2008).
Ademas, C. elegans es capaz de responder y procesar diversos estimulos ambientales
como odorantes, el contacto, la osmolaridad y la temperatura. Debido a la sensibilidad
de estos nematodos hacia los estimulos, también se han estudiado conductas mas
complejas mediante ensayos de quimiotaxis, termotaxis, respuesta al contacto,
aprendizaje asociativo y no asociativo, etc. (Corsi et al., 2015; Hart, 2006; Hobert, 2003;
Meneely et al., 2019.).

3.3 Circuitos quimiosensores y quimiotaxis

El comportamiento de todo organismo radica en el procesamiento de las sefales
ambientales. La quimiopercepcion proporciona a los organismos informacion relevante
sobre su entorno, debido a que son capaces de reconocer moléculas tanto atractivas
como repulsivas para favorecer su supervivencia. Los sistemas quimioperceptores
interacttan directamente con las sefiales quimicas ambientales y regulan diferentes
conductas, por ejemplo, los humanos son capaces de reconocer por lo menos 10 000
olores distintos, mientras que la mayoria de los mamiferos posee mayor sensibilidad para
el reconocimiento de olores (Prasad & Reed, 1999; Yohe & Brand, 2018).

Como ya se menciond, C. elegans posee un sistema nervioso con un total de 302

neuronas, de las cuales 32 estan caracterizadas como neuronas quimiosensoras. Estas



pueden estar directa o indirectamente expuestas al ambiente a través de aperturas
generadas por células gliales (C. Bargmann, 2006).

A su vez, estas neuronas sensitivas estan repartidas en las estructuras llamadas
anfidio, fasmidio y 6rgano labial interno. Cada uno de los dos anfidios presenta 12
neuronas asociadas a quimiopercepcién, por otra parte, cada fasmidio de los dos
presentes en el nematodo cuenta con 2 neuronas quimioperceptoras. En el caso
particular del 6rgano labial interno existen 2 neuronas IL1 e IL2, de las cuales sélo la
ultima es quimioperceptora (Fig. 4). Cada neurona quimioperceptora expresa un conjunto
determinado de receptores acoplados a una proteina G, capaces de reconocer moléculas
atrayentes, repelentes o feromonas. Estas proteinas receptoras se expresan en los pares
izquierdo y derecho de las neuronas quimioperceptoras. (C. Bargmann, 2006;

Hermaphrodite - Nervous System - General Overview, s. f.; Prasad & Reed, 1999).

Neuronas IL2 yrx Neuronas del anfidio Neuronas del fasmidio
N 1 (PHA, PHB)

Anillo nervioso
Aperturas sensoriales
Aperturas sensoriales del del fasmidio

anfidio y labio interno

Figura 4. Localizacion de neuronas quimioperceptoras en C. elegans. Las neuronas
guimiosensoriales del anfidio y fasmidio generalmente pertenecen a pares bilateralmente
simétricos en los que los miembros izquierdo y derecho de cada clase son estructuralmente
similares. (Pinta, 2022; Bargman, 2006).

La quimiotaxis de C. elegans es medida al establecer un gradiente de alguna
molécula atrayente desde una fuente puntual donde se observa la acumulacion de los
nematodos en la fuente del atrayente. El atrayente puede ser soluble en agua y este se
difunde a través del medio, agar en el caso de condiciones de laboratorio, aunque
también puede ser un compuesto volatil. Generalmente, los compuestos volatiles son

detectados por C. elegans en cantidades nanomolares, mientras que los atrayentes



solubles en agua son detectados en cantidades micro y milimolares (C. Bargmann, 2006;
C. I. Bargmann et al., 1993).

Diversos compuestos volatiles organicos son atractivos para este gusano como
alcoholes, cetonas, aldehidos o compuestos aromaticos, entre otros. Interesantemente,
muchas de estas moléculas son parte del metabolismo bacteriano y seguramente el que
C. elegans los detecte es un reflejo de la adaptabilidad de este animal por su entorno y
la busqueda de comida. Por ejemplo, se ha identificado que el diacetilo es un compuesto
volatil atractivo para C. elegans que media la atraccion por la bacteria no patogénica
Lactobacillus sp. Por otra parte, Serratia marcescens libera 2-Butanona que resulta
atractivo para el gusano. Muchos compuestos volatiles que generan atraccion en C.
elegans son detectados a través de las neuronas AWC y AWA, particularmente el
odorante 2-Butanona genera atraccion a distintas concentraciones y es detectado por las
neuronas AWC, sin embargo, la exposicion prolongada a butanona disminuye la
guimiotaxis a este odorante (C. Bargmann, 2006; Worthy, Haynes, et al., 2018; Worthy,
Rojas, et al., 2018).

Es importante mencionar que diversos factores ambientales afectan la preferencia
0 quimiotaxis a un odorante, por ejemplo, la privaciéon de comida cambia la quimiotaxis
para el alcohol isoamilico, la exposicion a una temperatura de 30 °C también altera la
guimiotaxis e incluso un mismo odorante puede inducir respuestas de atraccién o
repulsion dependiendo de la concentracion (Parida et al., 2014; Shimizu et al., 2019;
Yoshida et al., 2012).

3.4 Importancia del procesamiento de RNA en C. elegans

Si bien el RNA tiene un rol fundamental para los organismos y los procesos
bioldgicos relacionados con la sintesis proteica, esta molécula puede tener ademas un
papel como regulador de la expresidn genética. Ejemplo de ello es la regulacion
postranscripcional regulada por miRNAs, los cuales son RNAs pequefios generados a
partir de sus propios genes o de intrones y que pueden degradar o interrumpir la
traduccion de un mRNA blanco (Cho et al., 2016).



En C. elegans se puede realizar un proceso de silenciamiento génico llamado RNA
de interferencia (RNAI), el cual esta bien caracterizado. Este silenciamiento génico es
inducido por RNA de doble cadena (dsRNA) que actia de forma transcripcional o
postranscipcional. EI RNAi es una herramienta muy poderosa para la investigacion
debido a sus caracteristicas, ya que este proceso es sistémico y hereditario en C. elegans
((Grishok, 2005; Whangbo & Hunter, 2008).

Inicialmente el RNAI se realizaba inyectando en la gonada dsRNA homdélogo al
gen que se queria silenciar y observar el fenotipo de la descendencia, sin embargo, se
desarrollaron técnicas que consistian en alimentar a los gusanos con bacterias que
expresaran los dsRNAs o simplemente sumergirlos en una solucién de dsRNA. A
grandes rasgos la ruta clasica de RNAI es inducida por dsRNA enddgenos o exdgenos,
el complejo Dicer se encarga de procesar los dsRNAs para formar RNAs pequefios de
interferencia (SiRNAs, por sus siglas en inglés). Posteriormente el Complejo de
Silenciamiento Inducido por RNA o RISC, por sus siglas en inglés, esta asociado al
siRNA y otras proteinas con el propdsito de reconocer un mRNA especifico y degradarlo.
A la par de este proceso, otro complejo que contiene RNA polimerasas dependientes de
RNAs (RdPRs) se encarga de la formacion de dsRNAs a partir de los siRNAs
previamente acumulados, estos dsRNAs son procesados nuevamente por el complejo
Dicer con el fin de generar mas siRNAs (Fig.5) (Grishok, 2005).

SiRNAs primarios y |
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Figura 5. Ruta clasica del RNAi. Se puede observar que los dsRNAs tanto primarios como
secundarios son procesados por proteinas Dicer para formar siRNAs. Estos se asocian al

complejo RISC para la degradacion de mRNAs o pueden asociarse a RdPRs para la sintesis de



nuevo dsRNAs, lo cual provoca la acumulacion de siRNAs y por lo tanto un efecto exacerbado

de silenciamiento.

3.4.1 RNAi ambiental y sistémico

Inducir el silenciamiento al sumergir gusanos en soluciones de dsRNA o
alimentarlos con bacteria que expresan dsRNA es conocido como RNAI ambiental, es
decir, los RNAs ambientales son internalizados desde el lumen intestinal. Posteriormente
son liberados en el pseudoceloma, el cual es una cavidad corporal llena de liquido, una
de cuyas funciones es proporcionar un medio para la sefializacién celular y transporte de
nutrientes; para finalmente ser importados al tejido blanco e iniciar la ruta RNAI
(Braukmann et al., 2017).

SID-2 es una proteina transmembranal expresada uUnicamente en células
intestinales de C. elegans y es la responsable de internalizar el dsSRNA ambiental en el
intestino mediado por transporte vesicular. Es importante aclarar que a pesar de que SID-
2 tiene un rol mas directo con el procesamiento de dsRNA debido a su ubicacion, este
no es el unico mecanismo de captura de dsRNA, ademas no se requiere de SID-2 para

el transporte intercelular de RNA (Braukmann et al., 2017; McEwan et al., 2012).

Debido a la exclusiva expresion de SID-2 en las células intestinales, esta proteina
no participa en el RNAI sistémico, es decir, la distribucién del silenciamiento a otros
tejidos. Se ha demostrado que las mutantes de sid-2 son capaces de realizar RNAI
después de inyectar dsRNA. Ademas de SID-2 existe una proteina transmembranal
llamada SID-1, cuya funcion es la captura de dsRNA. SID-1 se encuentra expresada en
todas las células del nematodo con excepcion de las neuronales. Se determind que en
mutantes de sid-1 no ocurre el silenciamiento por RNAI, asi los dsRNAs hayan sido
introducidos por inyeccion o alimentacion, lo que indica que SID-1 es esencial para la
internalizacién y distribucion sistémica de los dsRNAs (Braukmann et al., 2017; McEwan
et al., 2012).

Cabe mencionar que la respuesta de silenciamiento sistémica mediada por dsRNA
parece ser exclusiva de C. elegans y otros organismos como los mamiferos, no poseen

esta familia de transportadores de dsRNAs en sus genomas (Valdes et al., 2012).



3.4.2 Otras vias implicadas en el procesamiento de dsRNA

La mayoria de los organismos presentan por lo menos un sistema inmunitario
rudimentario para defenderse en contra de agentes patdgenos, por ejemplo, virus de
RNA. Tanto el ssRNA como el dsRNA pueden ser reconocidos por receptores de
reconocimiento de patrones, también llamados PRR’s por sus siglas en inglés. En
mamiferos uno de los PRR’s responsables del reconocimiento de dsRNA viral es el gen
inducible por acido retinoico o RIG-I. Este receptor al ser activado despliega la respuesta
inmunitaria antiviral innata al inducir la transcripcion de interferones tipo 1 y otros genes
gue participan en la respuesta antiviral. (Rehwinkel & Gack, 2020; Tatematsu et al.,
2018).

Interesantemente, C. elegans despliega un mecanismo antiviral a través del
proceso de RNAI mediante la proteina DRH-1. Inicialmente DRH-1 se identific6 como
una proteina asociada al proceso de RNAI, ya que interactuaba con RDE-4 y DCR-1, las
cuales son proteinas necesarias para el procesamiento de dsRNAs en siRNAs. Sin
embargo, se demostré que DRH-1 también es capaz de actuar independientemente para
inducir la transcripcion de genes de respuesta patégena intracelular contra el virus Orsay
debido a que actia como un PRR, ya que esta proteina presenta un dominio conservado
de RIG-I capaz de reconocer el RNA de la replicacion viral (Ashe et al., 2013; Sowa et
al., 2020).

Otra proteina relevante en el proceso de RNAi en C. elegans es NRDE-3, la cual
es una proteina Argonauta y forma parte de las rutas de RNAI, que como ya se mencioné
son de gran importancia en los mecanismos que regulan la expresion génica. En
ausencia de siRNAs NRDE-3 se encuentra localizada en el citoplasma, sin embargo,
cuando esta proteina se asocia a siRNAs generados por RdPRs, este complejo se
transloca al nucleo donde se asocia al pre-mRNA y a otras proteinas para realizar un
silenciamiento génico a través de la trimetilacion de la lisina 9 en la histona 3 (H3K9me3)
y la formacién de heterocromatina (Lewis etal.,, 2020). Adicionalmente, se ha

demostrado que la presencia de NRDE-3 es dosis-dependiente, es decir que, mientras



mas cantidad hay de esta proteina la respuesta de RNAIi es potenciada (Guang et al.,
2008).

3.4.3 Efecto del RNA en la conducta de C. elegans

Como ya mencionamos el RNA tiene un papel fundamental sobre la expresion
génica debido a que es una molécula capaz de enviar informacion compleja y precisa a
distintos blancos en C. elegans. Por lo tanto, es de esperarse gue estos cambios en el
perfil génico del nematodo tengan un efecto sobre el fenotipo y por lo tanto su conducta
(Leguie & Calixto, 2019).

Se sabe que la exposicion prolongada a odorantes puede inducir una plasticidad
conductual denominada adaptacion, esto se ve reflejado en la conducta de C. elegans
ya que la respuesta de preferencia por el odorante disminuye debido a la exposicion
prolongada a este. Juang et al. demostraron que NRDE-3 es requerida en neuronas
olfatorias AWC para promover este proceso de adaptacion, esta proteina es cargada con
siRNAs enddgenos cuyo blanco es odr-1, un gen que, al ser silenciado por estos siRNAs,
provoca el proceso de adaptacion. Estos resultados demostraron que los siRNAs
enddgenos del nematodo modifican la conducta (Colbert & Bargmann, 1997; Juang et al.,
2013).

Otro claro ejemplo del efecto del RNA sobre la conducta de C. elegans es la
aversion. Pseudomonas aeruginosa (PA14) es una bacteria que se encuentra en el
habitat natural de C. elegans, junto con otras bacterias. A pesar de la atraccion del
nematodo por esta bacteria, C. elegans aprende a evadirlas, después de que este ha
sido infectado por P. aeruginosa, sin embargo, Kaletsky et al, concluyeron que un ncRNA
(RNA no codificante) de PA14, junto con la maquinaria de RNAI del nematodo es
necesario y suficiente para inducir este efecto de aversion a esta bacteria. Este hallazgo
demuestra que basta de un ncRNA exdgeno, en este caso bacteriano, para inducir un
comportamiento aversivo, sin haber experimentado este estimulo aversivo previamente
(Kaletsky et al., 2020; Samuel et al., 2016; Zhang et al., 2005).



Sin embargo, estos cambios conductuales no son exclusivos de sncRNAs,
Fernandes et al, demostraron que C. elegans puede adquirir impronta olfatoria a
odorantes especificos cuando estos son alimentados con tRNA*2 (UGC) purificados de
gusanos que previamente adquirieron impronta olfatoria a odorantes especificos
(Fernandes De Abreu et al., 2020).

A partir de los ejemplos anteriores, podemos esperar que cualquier alteracion en
el procesamiento del RNA, ya sea enddégeno o exdgeno, podria afectar el

comportamiento de C. elegans.

4. Justificacion

Tanto nuestro laboratorio, como otros grupos, hemos observado que diversos
estimulos ambientales modifican el comportamiento de C. elegans, por ejemplo, que la
exposicion a concentraciones altas de glucosa afecta la memoria asociativa al
benzaldehido o que periodos prolongados de ayuno inducen un aumento en la

preferencia por 2-Butanona (Gutiérrez Chavez et al., 2021; Zurita Leén et al., 2022)

Por otro lado, se ha reportado que la exposicion a algunas moléculas de RNA o la
interrupcion de alguna via de procesamiento de este, modifica la conducta del gusano.
No obstante, la mayoria de los resultados se han descrito con un enfoque sobre el RNA
enddégeno y el RNA de bacterias patdégenas. En el particular caso de las bacterias
patdgenas, no es raro esperar que el RNA de las mismas, induzca cambios conductuales
en C. elegans, debido a que la estructura del RNA puede ser reconocida
extracelularmente como un patron molecular asociado a patéogenos (PAMP), lo que
promueve una respuesta inmunoldgica innata que pudiera alterar la conducta del gusano.
Sin embargo, se desconoce el efecto que causa el RNA exdgeno ambiental no patégeno

sobre la conducta de C. elegans y sobre su preferencia a los odorantes.

A partir de lo anterior, decidimos examinar el efecto conductual que tendria
sobre la preferencia de un odorante, el exponer a C. elegans a un RNA exdgeno no
patogénico de forma ambiental, en particular a un RNA de mamifero. Caracterizar este

efecto estableceria un solido precedente e incluso una nueva linea de trabajo sobre el



cambio conductual ocasionado por otro tipo de estimulos como el RNA ambiental en este

organismo.

5. Pregunta de investigacion

¢, Cual es el efecto que tiene la exposicién ambiental a RNA exdgeno sobre la
preferencia a odorantes en C. elegans y qué vias estan implicadas?

6. Hipotesis

La exposicion a RNA exogeno ambiental modifica la preferencia basal por el
odorante 2-Butanona de C. elegans. Este cambio conductual sera dependiente de las
vias de procesamiento de dsRNA.

7. Objetivo general

Determinar si la preferencia por el odorante 2-Butanona se modifica al exponer a
C. elegans a RNA exdgeno e identificar las vias que participan en el establecimiento de

este cambio conductual

8. Objetivos particulares

1. Definir la preferencia de C. elegans por el odorante 2-Butanona después

de la exposicién ambiental a un RNA exdgeno.

2. Determinar si la preferencia de C. elegans por el odorante 2- Butanona es

dosis-dependiente del RNA exdgeno mediante una curva dosis-respuesta.

3. En cepas mutantes, caracterizar si las vias de procesamiento de RNA en
C. elegans estan implicadas en el cambio de la preferencia al odorante 2-

Butanona posterior a la exposicion a RNA exdgeno.



4. Identificar si es posible inducir un cambio en la preferencia de C. elegans
por la 2-Butanona mediante ensayos de exposicion a un analogo sintético
de dsRNA como el Poly I:C.

9. Metodologia
9.1 Mantenimiento y cepas de C. elegans

Se utiliz6 NGM Lite (Nematode Growth Medium Lite) como medio para C. elegans,
este medio es una preparacion modificada del NGM previamente usado por Brenner en
1974, esta modificacion contiene NaCl 1.5 %, bactotriptona 4 %, KH2PO4 3 %, KoHPO4
0.5%, colesterol 8 mg/L y agar 20 %, y fue originalmente usado por Sun y Lambie en
1997. Este medio se esteriliza en autoclave, es servido en cajas Petri de 30 y 100 mmy
se deja solidificar. Las cajas con NGM Lite son inoculadas con bacteria E. coli OP50-1
cuyo proposito es ser la fuente de alimento para C. elegans. Esta bacteria fue incubada
toda la noche, en medio Luria Bertani (LB) y estreptomicina (50 pg/mL) a 37°C en
agitacion (250 rpm) (Brenner, 1974; Stiernagle, 2006; Sun & Lambie, 1997). Las cepas
de C. elegans utilizadas en este trabajo estan enlistadas en la Tabla 1. En todos los

casos, los neméatodos se mantuvieron a una temperatura de 20 °C.

Tabla 1. Cepas de C. elegans utilizadas

Cepa Genotipo Descripcion

N2 Silvestre Ailsada en Bristol, Inglaterra en
1963 por Sidney Brenner.

NL3321  sid-1 (pk3321) V Resistente a la ingesta dsRNA,

pero sensible a inyeccién de
dsRNA (Tijsterman et al., 2004)



HC271 ccls4251 1; qtls3 sid-2(qt42) IIl; mis11 IV.  Expresion de GFP en embriones
de 4 células, musculo faringeo e
intestino. Resistente a RNAI
sistétmico soOlo por ingesta.
(Winston et al., 2007)

RB2519  drh-1 (0k3495) IV Homocigoto de F1510. (The C.
elegans Deletion Mutant
Consortium, 2012)

YY158 nrde-3 (ggb6) X RNAi  nuclear  defectuoso.
(Guang et al., 2008)

9.2 Extraccion de RNA de mamifero

Se obtuvo RNA a partir de cerebros de rata donados para este estudio usando el
protocolo de extraccion con Trizol siguiendo las instrucciones del fabricante. Previo a
esto, los cerebros fueron machacados y se dejaron macerar en Trizol durante 30 minutos.

El RNA cuantificado fue alicuotado y almacenado en tubos de 200 pL a -80 °C.

9.3 Exposicion a RNA exdégeno y Poly I:.C

Se utilizaron gusanos en estadio L1, estos fueron sincronizados 16 horas antes
de comenzar el experimento, es decir la exposiciéon al RNA exdégeno o Poly I:C. El
proceso de sincronizacion consiste en someter nematodos adultos gravidos a un
tratamiento con hipoclorito e hidroxido de sodio con el fin de extraer los embriones.
Podemos reconocer a estos gusanos gravidos porgue bajo el microscopio observamos
una gran cantidad de huevos dentro del gusano. Los embriones extraidos después del
tratamiento de lisis se lavan de 6 a 8 veces con M9 y se resuspenden en el mismo buffer
con 0.1 mL. El buffer M9 contiene Na;HPO4 17 mM, KH2PO4 23 mM, NaCl 86 mM,

MgSO47H20 1 mM. Transferimos los embriones obtenidos a cajas Petri de 30 mm con



100 pL de bacteria E. coli OP50-1, procurando que estos queden distribuidos solamente
dentro del césped de bacteria.

Los embriones eclosionan para volverse larvas en estadio L1, estas fueron
expuestas al RNA exdgeno o a Poly I:C (dependiendo del tratamiento) durante 2 h. Esto
lo realizamos aproximadamente 16 h después de la sincronizacion, procurando que la
mayoria de los embriones hubieran eclosionado, asegurando asi que los gusanos estén

en un estadio larvario L1.

El RNA exo6geno o el Poly I:C debe ser cuidadosamente distribuido por todo el
césped bacteriano, procurando que este quede cubierto por la disolucion (Fig. 6). Al
finalizar el periodo de exposicién (2 h), los gusanos fueron lavados con M9 y transferidos
a cajas de 100 mm con 4.5 mL de bacteria E. coli OP50-1 durante 48 h hasta la etapa de

adulto joven para su uso en ensayos de quimiotaxis.

NaOH

aL
NaClOo
\
1 Lavar y transferir a
Adicionar cajas de 100 mm
1A I\
Sincronizacién 16 horas RNA o Poly I:.C con bacteria
e e —_— R
Embriones de Larvas L1 de 2hde
C. elegans C. elegans exposicion

Figura 6. Esquema de exposicion a RNA exégeno o Poly IC. El tiempo aproximado de
eclosion es de 16 h, por lo tanto, la exposicidn se realiza 16 h después de la sincronizacién en
larvas L1, estas se encuentran en cajas de 30 mm con 100 uL de bacteria, esto porque las larvas
estaran principalmente en el césped bacteriano, lo cual nos permite que el RNA o el Poly I:.C se
distribuya en todo el césped y la exposicion sea mas homogénea. Después de la exposicion
lavamos los gusanos con 1 mL de M9 y los transferimos a cajas de 100 mm con bacteria hasta

gue alcanzan la etapa de adulto joven (48 h).



9.4 Ensayos de quimiotaxis

Se evalud el cambio conductual de C. elegans mediante ensayos de quimiotaxis,
estos se llevan a cabo en cajas de 100 mm sin bacteria por triplicado para cada una de
las condiciones. El punto de origen es el vértice central de un tridngulo is6sceles como
se muestra en la figura 7, por otra parte, en uno de los vértices restantes se adiciona 1
uL de 2-butanona al 0.01 % o 0.1 %, mientras que en el otro vértice se afiade 1 uL de
etanol, ya que este es el vehiculo de la 2-butanona.

Para facilitar el conteo de los nemétodos, en los veértices donde estan los
odorantes, se afiade azida de sodio (NaN3), ya que esté es un compuesto anestésico, ya
gue inhibe el complejo IV de la cadena transportadora de electrones, impidiendo la
sintesis de ATP que es esencial para el movimiento (Sulston y Hodkin, 1988; Stannard y
Horecker, 1947).

Para realizar este ensayo, los gusanos deben estar en su etapa de adulto joven,
estos fueron recolectados y lavados cautelosamente con M9 para eliminar el exceso de
bacteria, se colocaron entre 100 a 300 gusanos en el punto de origen, el excedente de
M9 se seca con papel absorbente y se deja que los gusanos migren a cualquiera de los

odorantes, lo que aproximadamente tiene una duracion de 2 h (ver Fig. 7).

Figura 7. Ensayo de quimiotaxis a butanona. En cajas de 100 mm con agar, de lado izquierdo se afiade
el odorante 2-butanona, el cual estd diluido en etanol, del lado derecho se adiciona etanol (vehiculo),
ademas ambos lados tienen azida de sodio para paralizar a los gusanos una vez que migran. En el punto

de origen se colocan los gusanos cuidadosamente (Pinta, 2022).



Transcurridas 2 h, contamos los gusanos que migraron hacia la 2-butanona, al
EtOH y los que no eligieron ningln odorante, estos uUltimos forman parte del total de
gusanos. El cambio conductual se grafica en términos de Cambio Relativo, el cual es
calculado a partir del indice de Quimiotaxis (IQx) como se muestra a continuacion en las

siguientes ecuaciones:

#gusanosenbutanona — #gusanosenetanol

IndicedeQuimiotaxis(1Qx) = Frotaldegusanos

IQxdeltratamiento — IQxpromediodelcontrol

CambioRelativo =
amboftetativo |IQxpromediodelcontrol|

En conjunto con lo anterior, a mayor Cambio Relativo, mayor es la preferencia

por el odorante 2-Butanona y viceversa.

9.5 Electroforesis en gel de agarosa

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa a partir del protocolo “Bleach Gel”,
el cual es una variacion del protocolo convencional de electroforesis en gel de agarosa,
cuya principal diferencia es el uso de cloro comercial, esto con el fin de inhibir RNasas y
evitar la degradacion del RNA. La preparacion del gel se observa en la Tabla 2.
Posteriormente observamos el gel en un transiluminador para determinar la integridad
del RNA extraido como se indica en el protocolo de electroforesis de RNA de Evrogen

Technologies



Tabla 2. Protocolo de electroforesis en gel de agarosa “Bleach Gel” (Modificado de:
Aranda et al. (2012))

Preparacion de “Bleach Gel”

1. Anadir agarosa al buffer TAE 1x para obtener una concentracion final de 1 % m/V

2. Anadir cloro comercial hasta obtener una concentracion final de 1 % V/V, incubar por 5 min a
temperatura ambiente y agitar ocasionalmente

3. Calentar la suspension para disolver la agarosa
4. Dejar enfriar y adicionar 6 puL de Gel Green, para la tincién de los acidos nucleicos.

5. Servir en el molde del gel y dejar que solidifique y colocar en la camara de electroforesis,
esta debe estar llena con buffer TAE 1x

Cargay corrida de muestras de RNA
6. Cargar las muestras de RNA previamente mezcladas con buffer de carga

7. Correr a 100 V durante aproximadamente 35 min

9.6 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron graficados y analizados con GraphPad Prism 7. Para
comprobar la significancia, se realizo t de Student, considerando p < 0.05 como prueba

estadisticamente significativa.

10. Resultados
10.1 Integridad del RNA exdégeno

Para evaluar el efecto de RNA exdgeno sobre la conducta en C. elegans,
decidimos utilizar RNA de mamifero, en particular de cerebro de rata que se encontraba
almacenado en EtOH previo a su purificacion y cuantificacion. El primer paso fue evaluar
la integridad de dos lotes distintos de RNA total extraidos en distintas fechas, esto con el
objetivo de definir si este RNA era adecuado y confiable para su uso durante los
experimentos de exposicién, sin embargo, solo utilizamos un lote para los experimentos

de exposicion.



Para corroborar la integridad del RNA de cerebro de rata, este se corrié en un gel
de agarosa (Figura 8). En los carriles A y B observamos bandas caracteristicas de los
RNAs ribosomales (rRNA 28s y 18s) y los mensajeros (mRNA), lo cual nos indica que la
integridad del RNA es adecuada para realizar ensayos de exposicion a RNA exdgeno.
Para corroborar la integridad y pureza de nuestras muestras de RNA, uno de nuestros
controles fue usar durante el ensayo de exposicion a RNA exdgeno un tratamiento con
DNasa I, estos fueron cargados en los carriles C y D donde podemos apreciar que el
RNA no es afectado por este tratamiento ya que observamos las bandas de rRNA, asi
como la distribucién de mRNA a lo largo de los carriles (Fig. 8). El dltimo de los controles
fue cargado en los carriles E y F, este consistia en tratar el RNA total con RNasa A,
donde observamos que no hay ninguna sefial, por lo tanto, el tratamiento con RNasa fue
efectivo (Fig. 8). Lo anterior corrobora la presencia de RNA e indica que la integridad
del RNA extraido no fue comprometida y puede ser utilizado para posteriores

ensayos de exposicién en C. elegans.

Figura 8. Integridad del RNA exdgeno. RNA total fue extraido con la técnica de Trizol a partir
de cerebro de rata y 2 pg fueron corridos en un gel de agarosa al 1 %. Los carriles A (Lote 1) y
B (Lote 2) fueron cargados con RNA de dos muestras distintas donde podemos observar las dos

bandas caracteristicas de las subunidades 28s y 18s de rRNA, asi como RNA mensajeros



(mRNA) a lo largo de los carriles. Los carriles C(Lote 1) y D (Lote 2) fueron cargados después de
un tratamiento de 1 h con DNasa I, de igual forma podemos apreciar ambas bandas de las
subunidades de rRNA y mRNA. Finalmente, en los carriles E (Lote 1) y F (Lote 2) no apreciamos
ninguna banda debido a que el RNA recibi6 un tratamiento con RNasa A de 1 h previo a cargarlo
en el gel. El gel fue tefiido con GelGreen. Lote 1 (A260/A280 = 2.03) y Lote 2 (A260/A280 =2.01),
la relacién de absorbancia 260/280 de ambos lotes indican que el RNA extraido tiene buena

pureza.

10.2 La exposicién ambiental a RNA exdgeno induce un aumento en la preferencia
al odorante 2-Butanona en C. elegans

Una vez que corroboramos que el RNA que extrajimos tiene una integridad
adecuada para su uso, procedimos a evaluar si el exponer a C. elegans a este RNA
exdgeno tenia consecuencias en su comportamiento. Para esto expusimos a C. elegans
en etapa larvaria L1 a RNA (Figura 9A) y realizamos ensayos de quimiotaxis la
preferencia al odorante 2-Butanona. Como ya mencionamos, en C. elegans diversos
estimulos ambientales pueden inducir cambios en la preferencia a los odorantes (Parida
et al., 2014; Shimizu et al., 2019; Yoshida et al., 2012).

Nuestros resultados mostraron que la preferencia al odorante 2-Butanona
aumenta de forma significativa después de haber expuesto a los gusanos al RNA
exdégeno en comparacion con los que no fueron expuestos a este (Fig. 9B). Para
corroborar si podemos atribuirle al RNA este aumento en la preferencia por la 2-
Butanona, realizamos dos tratamientos distintos al RNA: una fraccion fue tratada con
DNasa | y otra con RNasa A. Observamos que el aumento en la preferencia a la 2-
Butanona a una concentracion de 0.1 y 0.01% se mantiene en la condicién con DNasa
de forma significativa, sin embargo, este aumento no se presenta al tratar el RNA con
RNasa (Fig.9B). Por lo tanto, podemos concluir que el cambio en la preferencia al

odorante 2-Butanona es inducido por la exposicion al RNA exégeno.
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Figura 9. Cambio en la preferencia al odorante 2-Butanona. A: Esquema de exposicidn a
RNA exdégeno. B: Evaluacion de quimiotaxis por el odorante 2-butanona. Los ensayos de
guimiotaxis a 2-Butanona se realizaron simultdneamente para las cuatro condiciones de
exposicion a RNA exdgeno en la cepa silvestre N2. Los tratamientos con DNasa y RNasa se
incubaron durante 2 horas a 37 °C previo a la exposicién. Cada punto representa un ensayo de
guimiotaxis con N =3, a su vez cada N cuenta con 2 a 3 réplicas cada una con por lo menos 100
animales. La prueba estadistica realizada fue t de Student donde comparamos cada tratamiento

con el control de 0 pug. Se considera que hubo diferencias significativas entre dos condiciones si

p < 0.05 (*).



10.3 El aumento en la preferencia al odorante 2-Butanona depende de la cantidad
de RNA exb6geno

Después de comprobar que el RNA exdgeno induce un aumento en la preferencia
de 2-Butanona, procedimos a determinar si este aumento en la preferencia es

dependiente de la cantidad de RNA, es decir, si es un efecto dosis-dependiente.

Para esto realizamos la exposicion a RNA exégeno ambiental en C. elegans a
distintas concentraciones donde observamos un ligero aumento en la preferencia al
odorante 2-Butanona cuando los gusanos son expuestos a cantidades de 0.1y 1 ug de
RNA, sin embargo, este aumento no es significativo (p = 0.0977 y p = 0.1379
respectivamente) (Fig. 10). Por otra parte, cuando exponemos a los nematodos a
cantidades mas altas de RNA, como lo son 10 y 100 pg, la preferencia a la 2-Butanona
aumenta de forma significativa, mostrando incluso un pico mas alto de respuesta para la
cantidad de 10 ug de RNA exogeno (Fig. 10). A su vez podemos observar una tendencia
directamente proporcional entre la cantidad de RNA contra el aumento en la preferencia

por el odorante, sin embargo, esta tendencia se pierde en 100 ug (Fig. 10).

De este experimento concluimos que el cambio en la preferencia por la 2-
Butanona es dependiente de la cantidad de RNA exdgeno a la que C. elegans es
expuesto. Ademas, determinamos que la cantidad idénea de RNA para futuros
experimentos es de 10 pg, ya que representa el pico mas alto de respuesta y podemos

realizar multiples experimentos con menor cantidad de RNA.
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Figura 10. El cambio en la preferencia por la 2-Butanona es dosis-dependiente al RNA
exdgeno. Expusimos a los nematodos en etapa L1 durante 2 h a distintas cantidades de RNA,
todas resuspendidas hasta un volumen final de 20 uL. Realizamos los ensayos de quimiotaxis a
2-Butanona simultaneamente en una cepa silvestre N2. Cada punto representa un ensayo de
guimiotaxis con N =3, a su vez cada N cuenta con 2 a 3 réplicas cada una con por lo menos 100
animales. Realizamos una t de Student como prueba estadistica, donde comparamos cada
tratamiento con el control de 0 ug, Se considera que hubo diferencias significativas entre dos

condiciones si p < 0.05 (*).

10.4 La exposicién a RNA exdgeno requiere de SID-1, SID-2 y NRDE-3 para el

aumento en la preferencia a 2-Butanona

Una vez que optimizamos la cantidad de RNA exdgeno adecuado para los
siguientes experimentos, nuestro siguiente objetivo fue determinar si vias de
procesamiento de RNA estan involucradas en el aumento de la preferencia por la 2-
Butanona. Nuestros candidatos fueron proteinas involucradas en el proceso de RNAI.

Inicialmente seleccionamos a los transportadores SID-1 y SID-2, que como ya



describimos, participan en la distribucién sistémica y captura intestinal del dsRNA
respectivamente. También evaluamos a DRH-1 que ademds de estar implicada en el
RNAI, es capaz de reconocer RNA de replicacion viral de forma citosélica. Por ultimo,
investigamos la participacion de NRDE-3, una proteina argonauta cuya funcion mas

destacada es translocarse al nucleo para el silenciamiento génico.

Nuestros experimentos demostraron que tanto SID-1 como SID-2 son necesarios
para que ocurra un aumento en la preferencia por la 2-Butanona posterior a la exposicion
a RNA ya que cepas mutantes de estas dos proteinas, NL3321 (sid-1) y HC271 (sid-2),
no presentan aumento en la preferencia por la 2-Butanona después de la exposicion al
RNA exdgeno. Estos resultados sugieren que se requiere de ambas proteinas para que
ocurra este aumento en la quimiotaxis a 2-Butanona mediada por RNA exdgeno (Fig.
11). Por otra parte, observamos que la cepa mutante de DRH-1, RB2519 (drh-1), si
presenta un aumento significativo en la preferencia por la 2-Butanona, esto indica que,
al menos en nuestras condiciones experimentales, no es necesario DRH-1 para que
ocurra un cambio en la preferencia por el odorante 2-Butanona después de una
exposicion al RNA exogeno (Fig. 11). Finalmente, la cepa carente de la proteina
argonauta NRDE-3 (YY158), no presenta un aumento en la preferencia por 2-Butanona
post-exposicion al RNA, evidenciando asi que esta proteina también es indispensable

para que ocurra este cambio en la preferencia por el odorante 2-Butanona (Fig. 11).

De los resultados anteriores podemos concluir que maultiples vias del
procesamiento del RNA estan implicadas en el aumento de la preferencia por 2-
Butanona, especificamente SID-1, SID-2 y NRDE-3; sin embargo, es importante
precisar que otras vias podrian estar involucradas en este cambio de la preferencia a

odorantes mediada por RNA exdgeno.
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Figura 11. El aumento en la preferencia por 2-Butanona esta mediado por multiples vias
del procesamiento del RNA. Empleamos la cepa silvestre N2 y cuatro cepas mutantes de
distintas vias del procesamiento del RNA: NL3321 (sid-1), HC271 (sid-2), RB2519 (drh-1) y
YY158 (nrde-3). Todas las cepas cuentan con un control que no fue expuesto al RNA, mientras
gue los tratamientos fueron realizados con 10 yg de RNA exdgeno resuspendido en un volumen
final de 20 uL durante 2 h. Se llevaron a cabo ensayos de quimiotaxis simultaneos al odorante 2-
Butanona para las 5 cepas. Cada punto representa un ensayo de quimiotaxis con N =3 con por
lo menos 100 individuos. A su vez cada N cuenta con 2 a 3 réplicas, realizamos una t de Student
como prueba estadistica, donde comparamos cada tratamiento con el control de 0 ug. Se

considera gue hubo diferencias significativas entre dos condiciones si p < 0.05 (*).

10.5 La exposicion a Poly I:C induce un aumento en la preferencia al odorante 2-

Butanona en C. elegans

Es relevante mencionar que los Receptores tipo Toll o TLRs por sus siglas en
inglés, forman parte de los Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs). Estos
receptores son proteinas integrales de membrana encargados del reconocimiento de

patrones moleculares asociados a patdgenos o PAMPs. En C. elegans se sabe poco



sobre estos receptores, sin embargo, se ha demostrado que TOL-1 es requerido para
prevenir una infeccion bacteriana por Salmonella enterica en la faringe, a su vez se ha
comprobado que se requiere de TOL-1 en neuronas BAG para inducir una conducta de
aversion a Serratia marcescens (Brandt & Ringstad, 2015; Crespo-Lessmann et al.,
2010; Tenor & Aballay, 2008).

Con base en lo anterior y los resultados obtenidos, nos planteamos como objetivo
determinar si el cambio en la preferencia a 2-Butanona es mediado por secuencias
especificas de RNA o si es por un reconocimiento estructural. Para esto empleamos
acido poliinosinico:policitidilico, mejor conocido como Poly I:C. Este es un polimero
sintético de &cido inosinico y acido citidilico, capaz de formar una estructura similar a un
dsRNA mediante puentes de hidrégeno. El Poly I:C actia como ligando de los receptores
TLR-3 de mamiferos, es usado como adyuvante en vacunas y tratamientos antitumorales
(Chen et al., 2020; Ngoi et al., 2008).

Nuestros resultados al exponer a nematodos a Poly I:C mostraron que hay un
aumento significativo en la preferencia por la 2-Butanona cuando los gusanos son
expuestos a 10 y 100 pg de este compuesto (Fig. 12). De igual forma podemos
observar una tendencia directamente proporcional entre la cantidad de Poly I:C y
el Cambio Relativo, o sea la preferencia por el odorante (Fig. 12), lo cual nos indica

gue larespuesta es dosis-dependiente de la exposicion a este compuesto.
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Figura 12. El Poly I:C puede promover un aumento en la preferencia por la 2-Butanona.
Expusimos la cepa silvestre N2 de C. elegans a distintas concentraciones de Poly I.C
resuspendido en agua con un volumen final de 20 pyL durante 2 h. Los ensayos de quimiotaxis
realizados fueron simultdneos. Cada punto representa un ensayo de quimiotaxis con N =3, cada
uno con entre 100 y 300 individuos. A su vez cada N cuenta con 2 a 3 réplicas. Realizamos una
t de Student como prueba estadistica, donde comparamos cada tratamiento con el control de 0

Mg. Se considera que hubo diferencias significativas entre dos condiciones si p < 0.05 (*).

11. Discusioén

Las decisiones conductuales de los organismos se basan en la transmision de la
informacion del ambiente a través de sistemas sensoriales, esto les permite a los
organismos sobrevivir y adaptarse a su entorno, por ejemplo, la interaccién entre
organismos, la busqueda de alimento e incluso el reconocimiento y evasién de

depredadores o patdgenos.

En particular el nematodo C. elegans es capaz de censar una gran cantidad de
estimulos ambientales para establecer respuestas diversas que abarcan desde el

reconocimiento y preferencia por algunos odorantes hasta la aversion de niveles bajos o



altos de oxigeno. En particular los cambios conductuales demuestran la capacidad de
adaptacion que posee C. elegans para adaptarse a su ecosistema y asegurar su
supervivencia, por ejemplo, la exposicion a concentraciones altas de glucosa afecta la
memoria asociativa al benzaldehido y periodos prolongados de ayuno inducen un
aumento en la preferencia por 2-Butanona ( Gutiérrez Chavez et al., 2021; Zurita Ledn
et al., 2022).

Otros de los estimulos reportados (Tatematsu et al., 2018) involucran al RNA,
molécula intermediaria en la transferencia de informacién genética de DNA a proteina y
gue posee funciones regulatorias, como regulacion postranscripcional. Su estructura
puede ser reconocida extracelularmente como un patrén molecular asociado a

patogenos (PAMPSs), lo que promueve una respuesta inmunolégica innata.

Sin embargo, se sabe poco sobre el efecto que tiene el RNA exdgeno ambiental
no necesariamente patdgeno, sobre la conducta de C. elegans. En este trabajo
demostramos que la exposicion a un RNA exd0geno ambiental, en particular el
proveniente de tejido de mamifero, puede inducir cambios en la preferencia a odorantes

en C. elegans.

11.1 Consideraciones de nuestro protocolo de exposicion a RNA exdgeno

ambiental

Antes de discutir sobre las consideraciones de nuestro protocolo, es importante
recordar que la electroforesis en gel de agarosa que realizamos indica que la integridad
del RNA extraido fue adecuada para su uso durante los experimentos, ademas el
tratamiento con DNasa nos permitié descartar contaminacion con DNA gendémico y
finalmente el tratamiento con RNasa fue totalmente efectivo. Adicionalmente, se us6 un
lote Unico de RNA durante los experimentos de exposicion a este; los puntos
anteriormente mencionados indicarian que los cambios conductuales observados
después de la realizacién de nuestro protocolo son totalmente atribuibles a la exposiciéon

a RNA exdgeno.



Disefiamos nuestro protocolo de exposicion a RNA partiendo del protocolo
realizado por Kaletsky et. al, el cual consiste en afiadir pequefas cantidades de bacteria
en distintas areas de la caja Petri formando pequefios céspedes bacterianos, a cada
pequefio césped de alimento se le aflade 240 ug de RNA bacteriano (Kaletsky et al.,
2020). En nuestro caso optimizamos el protocolo reduciendo el area de exposicion a un
solo pequefio césped bacteriano, lo cual nos permite realizar mas réplicas y mas
condiciones de tratamiento. Otro de nuestros propadsitos fue asegurar que todos o por lo
menos la gran mayoria de nematodos ya hubieran eclosionado, ademéas de que estos
estuvieran expuestos al RNA durante su desarrollo, sin embargo, redujimos el tiempo de
exposicion a 2 h para minimizar la degradacioén del RNA. Es importante destacar que el
establecimiento de este protocolo de exposicion representa una importante aportacion

dentro del laboratorio para futuros proyectos.

Una alternativa a este protocolo pudo haber sido el “soaking”, este es un método
para inducir RNAI al sumergir a los nematodos en una solucién de dsRNA, sin embargo,
consideramos que esta metodologia no seria adecuada para nuestros objetivos, ya que
los resultados de nuestro laboratorio demostraron que sumergir a los gusanos en una
solucion salina durante largos periodos de tiempo afecta la conducta de los nematodos
y el aprendizaje (Gutiérrez et al. En preparacion). Si bien nuestros objetivos no estan
relacionados con el aprendizaje, este no deja de formar parte de la conducta por lo que
el sumergir a los gusanos durante 2 h en una solucion de RNA podria interferir con la
preferencia por 2-Butanona como un efecto cruzado o resultado del ayuno (Conte et al.,
2015; Laranijeiro et al., 2019).

11.2 Consideraciones de la quimiotaxis y efecto conductual por exposicion a

RNA ex6geno ambiental

Medimos la preferencia por el odorante 2-Butanona en la cepa N2 de C. elegans
después de una exposicion de 2 h a RNA exdgeno durante la etapa larvaria L1. Este
cambio conductual fue evaluado mediante ensayos de quimiotaxis y posteriormente
graficado en términos de Cambio Relativo, sustituyendo el indice de Quimiotaxis que es

comunmente usado en este tipo de graficas, donde a mayor Cambio Relativo mayor es



la preferencia por 2-Butanona; el principal motivo de cambiar el indice de Quimiotaxis
por el de Cambio Relativo es amortiguar la variabilidad de respuesta entre réplicas y
entre cada N, estableciendo una linea basal de respuesta por el odorante mas
homogénea y que los cambios conductuales se puedan observar de forma més clara. La
variabilidad de respuesta entre cada N y réplicas se debe a la sensibilidad del nematodo
por el ambiente, ya sea fluctuaciones de temperatura, humedad y olores; ademas
observamos que después de cierto tiempo de cultivo en el laboratorio, la preferencia
basal de los gusanos por la 2-Butanona aumenta. Sospechamos que esto se debe a la
manipulacion constante de este organismo y al ambiente, que como ya mencionamos,
modifica la conducta. Incluso graficando los resultados en términos de Cambio Relativo,
hay algunos puntos que presentan dispersion dentro de las gréficas (Fig. 8 y 9), lo cual
se explica por lo mencionado sobre la variabilidad. A pesar de la variabilidad dentro de
los experimentos, observamos cambios estadisticamente significativos en la preferencia

por la 2-Butanona después de la exposicion a RNA exdgeno.

Recordemos que nuestro protocolo de exposicion esta basado en el trabajo
realizado por Kaletsky et. al, asi mismo la cantidad de RNA exdgeno que decidimos
utilizar fue la misma cantidad de sRNAs bacterianos que utilizaron para el efecto de
aversion a PA14, es decir 100 pg (Kaletsky et al., 2020). Observamos que el efecto que
induce la exposicidon a RNA exdgeno es un claro aumento en la preferencia por la 2-
Butanona, por otra parte, cuando realizamos un tratamiento con RNasa a nuestro RNA,
el cambio en la preferencia por este odorante desaparece y como control adicional y para
descartar algun posible efecto asociado a DNA como consecuencia de una posible
contaminacién en nuestra alicuota de RNA, realizamos un tratamiento de DNasa y
observamos que el aumento de la preferencia por 2-Butanona prevalecié. Estos
resultados no solo resaltan la capacidad de C. elegans para reconocer el RNA exdgeno,
sino la universalidad del RNA como molécula para interactuar y modificar la conducta de
este organismo a pesar de no estar presente en el mismo ambiente. Lo mas
sorprendente, es que en nuestro protocolo la exposicion a RNA solo ocurre en un periodo
de 2h en nematodos en etapa larvaria L1, y el cambio conductual que genera esta
exposicidon a RNA exdgeno prevalece hasta la adultez del nematodo a pesar del corto

periodo de exposicién en una etapa temprana de desarrollo, este fendmeno habla de la



gran capacidad que tiene este organismo para establecer una respuesta contra RNA
exdgeno no patdégeno. Otro punto importante de este aumento en la preferencia por la 2-
Butanona, es que solo esta ocurriendo cuando el animal es expuesto al RNA integro de
mamifero, es decir, que los ribonucleétidos formados por el tratamiento con RNasa, por

si mismos no inducen un aumento en la preferencia por el odorante.

11.3 El RNA exdgeno ambiental induce un aumento en la preferencia al odorante

2-Butanona de forma dosis-dependiente

Para evaluar si el aumento en la preferencia por 2-Butanona es dosis-dependiente
de la cantidad de RNA exdégeno a la que son expuestos los gusanos durante el
experimento-realizamos una curva dosis-respuesta con distintas cantidades de RNA, de
igual manera realizamos ensayos de quimiotaxis para posteriormente graficar los
resultados en términos de Cambio Relativo. Nuestras especulaciones fueron ciertas ya
gue a pesar de observar una relacion directamente proporcional entre la preferencia por
2-Butanona y la cantidad de RNA exdgeno, obtuvimos un pico de mayor respuesta
cuando los gusanos son expuestos a 10 ug de RNA. Por lo tanto, esta es nuestra
cantidad optima de RNA exdgeno para observar una mayor respuesta en la preferencia

por 2-Butanona.

Es relevante preguntarnos por qué con la cantidad mas alta de RNA exégeno (100
ug) a pesar de observar un aumento estadisticamente significativo en la preferencia por
el odorante, la respuesta es menor a la observada en comparacion con 10 ug de RNA.
Si bien este aumento en la preferencia por 2-Butanona ocurre a 100 ug, este efecto
parece ser ligeramente contrarrestado por un fendmeno que desconocemos y que esta
ligado a esta cantidad de RNA, sin embargo, no ha sido descrito. Creemos que esta
respuesta puede ser debido a que los receptores que censan el RNA se saturan y esto
podria generar un efecto compensatorio en la preferencia por el odorante, o simplemente
gue debido a la exposicion a cantidades mas altas de RNA exdgeno, podriamos observar

un incremento en la aversion por 2-Butanona.



11.4 Multiples vias de RNAI estan involucradas en el aumento de la preferencia
por el odorante 2-Butanona

Mediante el uso de cepas mutantes que carecen de proteinas que participan en el
proceso de RNAI y procesamiento del RNA, determinamos algunas de las vias que son
indispensables para que ocurra el aumento en la preferencia por 2-Butanona después
de la exposicion a RNA exégeno (Fig. 11).

Los resultados de las cepas de gusanos con mutaciones en sid-1 y sid-2 indican
gue no hay cambios en la preferencia por el odorante después de la exposicion a RNA.
De este resultado podemos interpretar que el RNA exdgeno ingresa a las células a través
del transportador intestinal SID-2 y se distribuye a otros tejidos a través de SID-1, incluso
podriamos inferir que el tipo de RNA involucrado en el aumento de la preferencia por 2-
Butanona es dsRNA, debido a que se ha demostrado que SID-2 se encuentra
Unicamente en la membrana de células intestinales y permite la captura y acumulacion
de dsRNAs mayores a 25 pb provenientes del lumen intestinal. Sin embargo, también se
sabe que SID-2 puede internalizar ssRNAs cuando estos forman estructuras tipo dsRNA
(McEwan et al., 2012). En relacidon con lo anterior, se ha descrito que los dsRNAs
internalizados son retenidos en estructuras citoplasmicas, manteniéndose inaccesibles
para la maquinaria de RNAI, donde a través de SID-1 son transportados al citosol y/o al
pseudoceloma. Adicionalmente, se ha demostrado que SID-1 transporta
especificamente dsRNAs (McEwan et al., 2012; Shih & Hunter, 2011). Por lo tanto,
podemos concluir que después de la captura del RNA exdgeno via SID-2, este podria
ser transportado a otros tejidos a través de SID-1, sin embargo, existe la posibilidad de
gue SID-1 esté transportando dsRNAs enddgenos generados como respuesta a la

exposicion al RNA exdgeno.

Otro de nuestros resultados obtenidos fue mediante el uso de la cepa mutante de
nrde-3, Esta proteina aparentemente esta implicada en el aumento de la preferencia por
2-Butanona después de la exposicibn a RNA exdgeno. Se ha demostrado que en
ausencia de siRNAs NRDE-3 se encuentra de forma citosélica, sin embargo, esta se
transloca al nicleo cuando se asocia con siRNAs generados a partir de RNA Polimerasas

dependientes de RNA (RdPR), ademas en el nicleo se asocia a otras proteinas e impide



la transcripcién de la RNA Polimerasa Il, evitando asi la elongacion del mRNA (Guang
etal., 2008; Zhuang etal.,, 2013). Nuestro resultado sugiere que hay SiRNAs
amplificandose para el establecimiento conductual, que es el aumento en la preferencia
por 2-Butanona, sin embargo, desconocemos si estos siRNAs provienen directamente
del RNA de mamifero o si son parte de una cascada de sefializacion rio abajo como
consecuencia de la captura del RNA exdgeno.

A diferencia de los resultados anteriores, la cepa mutante de drh-1, indica que no
es indispensable la proteina DRH-1 para que ocurra el aumento en la preferencia por el
odorante. Sabemos que la proteina DRH-1 es una proteina homologa de RIG-I y
promueve la defensa antiviral contra el virus de Orsay, a través de mecanismos de RNAI
(Guo et al., 2013; Sowa et al., 2020). Esto concuerda con nuestros resultados, ya que el
origen de nuestro RNA no es viral, aunque esperabamos observar cierta participacion de
DRH-1, ya que el RNA de mamifero al ser un RNA desconocido por C. elegans podria
promover el despliegue de mecanismos involucrados en la respuesta inmunologica
innata, sin embargo, esto no ocurre y DRH-1 parece estar exclusivamente ligado a la

respuesta antiviral.

Es importante mencionar que el RNA de mamifero que obtuvimos, contiene todo
tipo de RNAs, tales como RNA ribosomal, mRNAs, tRNAs, ncRNAs, etc. Nuestros
resultados sugieren que el tipo de RNA responsable del aumento en la preferencia por
2-Butanona es de tipo dsRNA, sin embargo, no podemos atribuirle el aumento en la
preferencia Unicamente a este RNA sin evidencias mas solidas como puede ser el
aislamiento y exposicion a dsRNA debido a que como ya mencioné, se ha demostrado
en el reciente trabajo de Fernandes De Abreu et al. que el tRNA de Alanina tiene un
papel importante en la regulacion de la quimioatraccién. En este trabajo observaron que
los gusanos adquieren impronta olfatoria después de ser alimentados con tRNAs de
alanina de gusanos que si adquirieron impronta olfatoria. La impronta olfatoria es el
proceso por el cual un animal expuesto a sefiales olfatorias durante un intervalo de
tiempo definido adquiere una memoria permanente por esas sefiales. (Fernandes De
Abreu et al., 2020; Remy & Hobert, 2005).



Estos resultados demuestran lo involucrado que esté el proceso de RNAI con lo
gue parece ser una respuesta inmunitaria innata y como esto se ve reflejado en el cambio
conductual de C. elegans a través de la preferencia por el odorante 2-Butanona, Foster
et al. demostraron que OLRN-1, que es una proteina involucrada en programar la
expresion de receptores de odorantes en neuronas AWC, regula la respuesta
inmunolégica en intestino (Foster et al., 2020), por lo cual seria pertinente conocer su
participacion en el aumento de la preferencia por 2-Butanona después de la exposicion
a RNA exdgeno, ya que este odorante es detectado en neuronas AWC.

11.5 Efecto de la estructura del dsRNA en la preferencia por 2-Butanona

Finalmente, nuestro Uultimo resultado indica que la exposicion al acido
poliinosinico:policitidilico o Poly I:C en una cepa silvestre de C. elegans también induce
un aumento en la preferencia por la 2-Butanona. Adicionalmente, caracterizamos que
hay una relacion directamente proporcional entre la cantidad de Poly I:C a la que los
gusanos fueron expuestos y la preferencia por 2-Butanona, lo cual indica que la
preferencia por este odorante es un efecto dosis-dependiente de Poly I:C, como ocurre

con el RNA exdégeno

Recordemos que el Poly I:C es un dsRNA sintético que actua como ligando de los
receptores TLR-3 en mamiferos y es empleado como adyuvante en vacunas y
tratamientos antitumorales (Chen et al., 2020; Ngoi et al., 2008). Sin embargo, C. elegans
no expresa TLR-3, sino TOL-1 que es un homdlogo de los TLRs de mamiferos.
Podriamos inferir que TOL-1 es necesario para el establecimiento conductual en el
aumento de la preferencia por el odorante después de la exposicion a Poly I:C, sin
embargo, nuestros resultados no nos permiten aseverar esto con certeza, por lo tanto,
consideramos que es pertinente realizar experimentos de exposicion a Poly I:C en
mutantes tol-1 para confirmar si el Poly I:C actia de forma dependiente o independiente
de la via de TOL-1 al promover un aumento en la preferencia por el odorante. Por otra
parte, se ha descrito que TOL-1 participa en el establecimiento de la conducta de
aversion contra patdgenos y para una adecuada inmunidad innata contra algunas
bacterias Gram-negativo (Brandt & Ringstad, 2015; Tenor & Aballay, 2008).



Como ya mencionamos el Poly I:C asemeja la estructura de un dsRNA, por lo
tanto, creemos que el aumento de la preferencia por 2-Butanona se debe a la propia
estructura de este compuesto y no a una secuencia especifica, lo cual estaria mas
asociado a una respuesta inmunitaria innata. Ademas, esto nos hace pensar que el RNA
exdgeno responsable de la modificacion en la preferencia por el odorante es de tipo
dsRNA, sin embargo, no descartamos la posibilidad de que exista una secuencia
especifica dentro del RNA de mamifero que esté involucrada en este cambio conductual.

Finalmente, los antecedentes expuestos en esta tesis en conjunto con nuestros
resultados indican que el RNA exdgeno ambiental no patégeno contribuye en gran
medida a la modificacion conductual de C. elegans, lo cual nos parece algo sorprendente,
debido a que constantemente los organismos (incluyendo a C. elegans), estan expuestos
a RNA ambiental y esto nos orilla a pensar que el RNA regula la conducta y sus
modificaciones. Adicionalmente, este fendmeno podria estar involucrado en la respuesta
inmunitaria innata, por ejemplo, diversos estudios en humanos demostraron que la
exposicion experimental a la endotoxina LPS (lipopolisacarido) provoca un incremento
en la sensacion de soledad, a diferencia de esto, se ha reportado que el tratamiento con
LPS en humanos, provoca a los participantes un mayor deseo de conexion social ( Devlin
et al., 2021). Es importante mencionar que esta toxina actiua sobre receptores TLR-4,
ocasionando un incremento de interleucinas y citocinas proinflamatorias tanto de forma
periférica como central en regiones cerebrales especificas. En resumen, los
antecedentes ya mencionados indican que ademas de lo compleja que es la conducta,
esta puede cambiar en diversas direcciones y que estos cambios conductuales son
cruciales para una respuesta Optima contra la enfermedad (Kopec etal., 2019). En
relacion con lo anterior, podriamos hipotetizar que el RNA patdgeno puede estar
involucrado en los cambios conductuales ocasionados por la respuesta inmunitaria
innata, que al ser reconocido por TLRs, se despliega una cascada de sefalizacion innata
contra el patdégeno que podria conducir a una modificacién conductual, sin embargo, esto

no ha sido demostrado.



12. Conclusiones

1. La preferencia de C. elegans por el odorante 2-Butanona aumenta después de

la exposicion ambiental a RNA exdgeno.

2. La preferencia de C. elegans por el odorante 2- Butanona es dependiente de
la cantidad de RNA exdgeno durante la exposicion.

3. Las proteinas SID-1, SID-2 y NRDE-3 son indispensables para el
establecimiento de la preferencia al odorante 2-Butanona en C. elegans

después de la exposicion a RNA exégeno.

4. La exposiciéon al compuesto Poly I:C induce un aumento en la preferencia de

C. elegans por la 2-Butanona.
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14. Perspectivas

A pesar de haber evaluado la preferencia en diversas cepas mutantes asociadas
al proceso de RNAI, consideramos que seria interesante realizar lo mismo usando otras
cepas involucradas ya sea en el procesamiento del RNA, factores de transcripcion,
conducta, etc. Ademas, consideramos importante realizar ensayos de exposicion a Poly
I:C en las cepas mutantes que usamos para este trabajo y considerar algunos otros
candidatos que pudieran estar involucrados en este cambio conductual. En relacion con

lo anterior, consideramos que es importante realizar un screening genético de novo, esto




nos da mayor alcance para identificar las vias involucradas en el establecimiento de la
conducta de interés, al generar mutaciones aleatorias puntuales por sustitucion de

nucleétidos usando como mutageno metanosulfonato de etilo.

Es relevante también identificar con certeza qué tipo de RNA es el responsable
del aumento en la preferencia por 2-Butanona, hasta ahora consideramos que la fraccion
de dsRNAs podria ser la responsable de nuestro efecto de interés, sin embargo, no
podemos descartar otros tipos de RNA. Si lograramos identificar qué tipo de RNA esta
involucrado en la respuesta de preferencia, podriamos pensar que hay una secuencia

especifica de RNA detras de este mecanismo.

Otro aspecto importante para evaluar es conocer si este cambio conductual ocurre
unicamente en la etapa larvaria L1 o si puede establecerse en otras etapas de desarrollo
de C. elegans. Adicionalmente nos gustaria saber si el RNA también modifica la
preferencia a otros odorantes como puede ser el benzaldehido, octanol, alcohol
isoamilico, etc. Es relevante mencionar que empleariamos el protocolo de exposicion

gue desarrollamos para evaluar la preferencia a estos odorantes.

Finalmente, en este trabajo utilizamos solo RNA de mamifero como fuente de RNA
exdgeno, pero seria relevante evaluar si RNA purificado de C. elegans induce el mismo
cambio conductual a 2-butanona, otros odorantes u otras conductas. Incluso seria
relevante evaluar si RNA purificado de nematodos donde ya se establecié un cambio

conductual inducen conductas distintas en los nematodos expuestos.
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