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RESUMEN

Con la descripcién del genoma humano se demostré que una gran fracciéon
del mismo (60%) codifica para ARNs que no son transcriptos a proteinas. Nosotros
nos centramos en el estudio de los pequefios ARNs no-codificantes (sRNAs), los
cuales hoy se sabe que son capaces de regular el 40% de los genes conocidos. Si
bien los sARNs adoptan diferentes estrategias en su mecanismo de accion, su rol
central deriva en la regulacidn de la expresion génica, mediante procesos como el
silenciamiento de genes enddégenos, contencidn a la invasion de parasitos y agentes
patégenos del genoma como son transposones y virus y silenciamiento génico
mediante la modificacion de la cromatina. En la sintesis, procesamiento y funcién
de los sARNs es clave la familia de proteinas Argonautas, las cuales actian a
diferentes niveles a lo largo de la via de los sARNs. Nuestro modelo de estudio,
Trypanosoma cruzi, presenta una unica proteina Argonauta, denominada TcPIWI-
tryp, distintiva de tripanosomatidos de la cual no se conoce su funcion. Se ha
demostrado que T. cruzi carece del fendmeno de interferencia por ARN, sin
embargo nuestro grupo de trabajo reporté recientemente la presencia de sARNs
enriquecidos principalmente en pequefios fragmentos derivados de ARNs de
transferencia (mini-tRNAs) en el transcriptoma de T. cruzi. Estos ultimos han sido
vinculados en otros organismos con la regulacion de la traduccién. Con el hallazgo
de los sARNs y la proteina TcPIWI-tryp en T. cruzi surge lo que fue este trabajo,
donde se demostr6 mediante inmunoprecipitacién, una asociacién entre la
proteina TcPIWI-tryp y los sARNs presentes en este organismo. Ademads se
pretendi6 mediante secuenciado masivo realizar la caracterizacion de los SARNs
co-inmunoprecipitados, en lo cual continuamos trabajando. El entendimiento de
estos procesos nos permitird ahondar en el sentido de estas macromoléculas ya
que podriamos estar frente a nueva clase de sARNs (mini-tARN), los cuales

suponemos, surgieron al inicio de la evolucidn en este tipo de organismos.
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Introduccion

1-INTRODUCCION

1.1-ARNs no codificantes y pequeiios ARNs reguladores.

Con el advenimiento de tecnologias de secuenciado masivo a gran escala y
el desarrollo de nuevas herramientas bioinformaticas, la comunidad cientifica
cuenta con el genoma y el transcriptoma humano completo ademas de otros
organismos (plantas y animales). El andlisis de estos datos ha denotado una gran
sorpresa para quienes las analizan. Si bien los organismos presentan grandes
diferencias en su complejidad, sus genomas mostraron un nimero similar de genes
que codifican proteinas. En particular el andlisis del transcriptoma ha
proporcionado una serie de sorpresas, por ejemplo, el nimero de proteinas
resultd ser menor del esperado, por otro lado apenas el 1,8% del genoma codifica
para ARNs que seran transcriptos a proteinas (ARNs codificantes), siendo mas del
60% la porcion del genoma que codifica para ARNs que no son transcriptos a
proteinas (ARNs no codificantes, ARNnc) [3]. Estos ARNnc se han clasificado segin
el largo de sus miembros en largos ARNnc y pequeiios ARNnc o small RNAs
(sRNAs). En el presente trabajo nos concentraremos en esta ultima familia de
ARNnc, dado que en las casi dos dltimas décadas los SARNs han sido descriptos

como la principal familia de reguladores de la expresion génica [3].

El hallazgo de un mecanismo por el cual el silenciamiento génico ocurre en
repuesta a la presencia de ARN doble hebra, ha tenido un enorme impacto en la
biologia, revelando un rol insospechablemente importante. Hoy en dia son
considerados los principales reguladores de la expresion génica capaces de regular
el 40% de los genes conocidos. El rol de los sARNs fue caracterizado por primera
vez en Ceanorhabditis elegans, identificAndolos como ARNs interferentes (siARN)
[4]. Este fenbmeno también ha sido observado en diferentes tipos de eucariotas,
como en plantas, mamiferos, protozoarios, etc. Extensos estudios y analisis del
genoma y transcriptoma han involucrando a los ARNnc en procesos como el
silenciamiento de genes enddgenos [5], contencion a la invasion de parasitos y
agentes patogenos del genoma como son transposones [6] y virus [7] y

silenciamiento génico mediante la modificacion de la cromatina [8]. Si bien estos
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mecanismos actian a diferentes niveles, su rol central deriva en la regulacion de la
expresion génica.

En diferentes organismos la via por la cual se da el silenciamiento génico
por ARN, involucra diferentes proteinas y utiliza diversos mecanismos, aunque
todas operan bajo una misma estrategia. La caracteristica que distingue y define a
los pequefios ARNs (sARN) en la via del silenciamiento génico mediado por ARN, es
el tamafio limitado del fragmento de ARN, entre 19 y 30 nucleétidos (nt), y su
asociacion con proteinas de la familia Argonauta. El sARN involucrado en la via es
el que guia y da especificidad a la respuesta. Dependiendo de la naturaleza de las
proteinas asociadas y el grado de apareamiento entre el SARN y la secuencia
blanco (el ARN mensajero, ARNm), el tipo de respuesta [9]. Si el apareamiento es
casi perfecto el ARNm es clivado entre los nucleotidos 10 y 11 respecto al extremo
5" del sARN guia. Si la complementariedad es baja y principalmente a nivel del
3’UTR la interaccion resulta en la inhibicién de la traduccién. Para ambos casos el
mayor grado de complementariedad es en los nucle6tidos 2-7 respecto al extremo
5" del sARN y esta regién es la que parece ser la mdas importante para el
reconocimiento del ARNm blanco denomindndose region semilla [10]. Con
respecto a aquellos sARN que acttan a nivel del ADN estos actian sobre secuencias
complementarias del ADN e inducen modificaciones de histonas (metilaciéon) o
bien modificaciones del ADN y se vinculan a la regulacion de la transicion
eucromatina-heterocromatina [10].

Estudios sobre los perfiles de expresion de los sARNs indican que la
mayoria se encuentra bajo control de sefiales especificas dependiendo de la etapa
de desarrollo y el tejido en el que se encuentren estas células. Controles precisos y
finamente regulados son necesarios para mantener un buen funcionamiento
celular. En oposicién a esto una desregulaciéon en los mecanismos de control
mediado por los sARNs se asocia regularmente a enfermedades crénicas como el
cancer [11].

El proceso de silenciamiento por sARNs se puede dividir en tres etapas
basicas, que desarrollaremos en particular para cada sRNAs, pero que a grandes
rasgos comienza con la presencia de un fragmento de ARN doble hebra endégeno o

exdgeno que luego es procesado a pequenos fragmentos de ARN doble hebra por
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una ribonucleasa III (RNAsalll, Dicer y/o Drosha). Luego, una de las hebras del
SARN denominada hebra lider se une al complejo RISC (“RNA-induced silencing
complex”). Por ultimo, el complejo RISC guiado por el sARN hace una bisqueda de
su ARNm blanco, para unirse a él y desencadenar el fenémeno de silenciamiento

génico.

1.2-Clasificacion, biogénesis y funcion de los pequefios ARNs.

Hoy en dia se acepta la existencia de tres grandes familias de sARNs, aunque
esto ira cambiando con el advenimiento de los diferentes resultados del analisis de
transcriptomas a gran escala. En base a su mecanismo de sintesis y en funcion de
las proteinas Argonautas a las que se asocian los sARNs han sido sub-divididos
como: microARN (miARN), pequefios ARNs interferentes (siARN) y piwi
interacting RNA (piARN).
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Figura 1. Esquema comparativo de las tres vias principales de silenciamiento génico por sARNSs,
siARN, miARN y piARN [2].
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e miARNs

Los miARN son fragmentos de ARN simple hebra de aproximadamente 22
nt, son generados a partir de transcriptos endoégenos, pudiendo adoptar
estructuras secundarias caracteristicas y llevan a cabo su funcién uniéndose entre
otras, a proteinas de la subfamilia Argonauta [11]. Los miARN varian su
mecanismo de accidon dependiendo el grado de complementariedad con el ARNm
se unen tipicamente a la region 3'UTR del ARNm inhibiendo la traduccion,
promoviendo la detencion de la fase de elongacion, provocando la detencion
prematura de los ribosomas o provocando la degradacién del ARNm a nivel co-
traduccional.

Actualmente hay 21.643 miARN maduros en 168 especies
(http://www.mirbase.org/) y al menos 1/3 de los genes humanos estan regulados
directamente por estos [11].

La mayoria de los miARN son transcriptos por la polimerasa II (pol II) y los
genes de los miARN suelen ubicarse préximos unos de otros generdndose
transcriptos policistronicos, siendo probablemente esta disposicidon en el genoma,
producto de duplicaciones génicas durante la evolucion [10, 11]. De acuerdo a la
region del genoma donde se ubican estos genes se los agrupa en diferentes
categorias: miARN intronicos (presentan el mismo patrén de expresion que el gen
en el que reside), en exones de genes no codificantes y en intrones de genes no
codificantes [10]. Aproximadamente el 40% de los miARN en animales estan
localizados en regiones intrénicas mientras que el 10% se localiza en regiones
exdnicas no codificantes [11].

Los transcriptos de los miARNs forman una estructura en horquilla
caracteristica la cual es reconocida por un complejo denominado microprocesador,
compuesto por una RNasa III, “Drosha” y un cofactor de Drosha, una proteina de
unién al ARN doble hebra denominada Pasha en Drosophila y DGCR en humanos.
Drosha corta ambas cadenas del pri-miRNA en la region mas lejana al loop de la
horquilla definiendo uno de los extremos del miRNA maduro, y dando origen al
precursor de miRNA (pre-miRNA), también con forma de horquilla, que
generalmente tiene ~70pb [11]. Ademas de la via clasica de generaciéon de pre-

miARNs se ha observado en Drosophila, Caenorhabditis elegans y mamiferos una
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via de generacion alternativa dependiente de la maquinaria de Splicing para su
biogénesis, la cual genera pre-miARN derivados de intrones que adoptan la
estructura de hairpin, caracteristico de los pri-miARN. A estos pre-miARN
generados a partir de intrones se lo denomina pre-miARN/introns (mirtrons) [10].
Estudios recientes sugieren que el procesamiento de los pri-miARN es co-
transcripcional, precediendo al splicing [11]. Una vez liberado del
microprocesador el pre-miARN se une a las proteinas Exportina-5 (exp-5) para ser
exportado desde el nucleo hacia el citoplasma. La union de la exp-5 al pre-miARN
se torna importante ya que estabiliza al pre-miARN en el nucleo [11].

Como se muestra en la figura 1, en el citoplasma el pre-miARN es
interceptado por una endonucleasa RNasa Il denominada “Dicer”, responsable del
procesamiento del pre-miARN la cual genera un ARN doble hebra corto de
aproximadamente 22nt. Ademas del procesamiento del pre-miARNs, Dicer es
capaz de procesar largos fragmentos de ARN doble hebra (endégenos o exdgenos),
generando segmentos cortos de ARN duplex (small interfering RNA, siARN) [10].
Luego del procesamiento por Dicer, una de las hebras del miARN se une al
complejo miRNP (ribonucleoproteico miARN/Ago) en cuyo nucleo se encuentra la
proteina de la familia argonauta, mientras que la otra hebra es degradada [10, 12].
El complejo miRNP es el minimo complejo activo, el cual puede estar formando
parte de un complejo multiproteico denominado RISC (“complejo silenciador
inducido por ARN"). El complejo RISC, al cual actualmente se le conocen hasta 15
proteinas asociadas, va a mediar la funcién efectora de los miARN ya que va a ser
guiado por el miARN hacia el ARNm blanco[10, 12]. La hebra que interactda con la
proteina Argonauta y luego es cargada al complejo RISC se la denomina hebra guia
y la que es degradada, hebra pasajera. Lo que determina cual va a ser la hebra guia
es la estabilidad termodindmica relativa del extremo 5” de las hebras, la hebra con
menor estabilidad en su extremo 5°, es la que tipicamente sera la hebra guia
formando el miARN maduro [11].

En los ultimos afios se describieron estructuras citoplasmaticas que
presentan miARN y proteinas de unién a ARNm, las cuales fueron identificadas
como cuerpos P o GW y granulos de estrés, en diversos organismos, entre ellos T.

cruzi [13, 14].
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e SiARN

Los siARN fueron descubiertos por primera vez en plantas y en C. elegans, el
mecanismo efector de los siARN es el mismo que el de los miARN, aunque
presentan en su origen y en el inicio de su via ciertas diferencias. Los siARN
derivan de largos fragmentos de ARN doble hebra ya sea endégenos o exdgenos y
su clivaje depende de una Unica endonucleasa RNasa III, la proteina Dicer, la cual
genera fragmentos de aproximadamente 21-25nt, como se muestra en la figura 1
[11].

Los siARN pueden ser endégenos, presentes en plantas y nematodos, y
exdgenos, como los siARN introducidos experimentalmente o por virus [2].

Los fragmentos de ARN doble hebra son procesados por Dicer generando
extremos caracteristicos de ribonucleasas, con un extremo 5" fosfato y 2
nucleotidos 3" sobresalientes en los extremos del ARN doble hebra. Luego el
fragmento generado de ~ 22nt es cargado en el complejo RISC (siRISC en la via de
los siARN) mediante la interaccién con una proteina Argonauta [2, 11].

En humanos y Drosophila las proteinas Argonautas (Ago 2 en humanos),
endonucleasas de ARN, referidas como “slicer”, son responsables de la degradacién
del ARNm blanco. En este caso el sARN permanece unido al complejo RISC
permitiendo realizar multiples rondas de corte de ARNm.

En algunas eucariotas como plantas y nematodos la formacion de ARN
doble hebra requiere de proteinas ARN polimerasas dependientes de ARN (RdRP).
Las RARP generan transcriptos simple hebra mediante sintesis de novo de manera
independiente de cebadores [2].

Los siARN participan en la regulacion de expresion génica unidos a proteinas
Argonautas al igual que los miARN, sin embargo también estdn implicados en
funciones como, el silenciamiento de genes repetidos, transposones y virus como
mecanismo de defensa y dirigir el reordenamiento del genoma guiando la

metilacion del ADN [2, 11, 15].
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e piARN
Los piARN son la clase de sARNs mas recientemente descubierta, y el conocimiento
acerca de su rol biolégico y su via de sintesis se limita a investigaciones recientes.

Los piARN son fragmentos endégenos de aproximadamente 23- 29 nt, siendo
estos los mas largos de los sARNs. Los piARN también se distinguen de los miARN
y los siARN en que son procesados de manera independiente de Dicer y se unen
especificamente a la subfamilia de Argonautas, PIWI [16]. Estos sARNs derivan de
elementos gendmicos repetitivos y su principal funcién es el silenciamiento de los
elementos transponibles (TE) en la linea germinal, siendo imprescindibles para el
correcto desarrollo de las gonadas y las células madre. Asimismo recientemente se
ha reportado en murinos la presencia de un rol adicional a nivel post-
transcripcional. La presencia de los piARN esta restringida a algunos organismos
pluricelulares [16].

Para llevar a cabo su funcién los piARN se asocian con las proteinas PIWI, las
cuales forman parte del complejo RISC (piRISC), que reconoce y silencia a sus
mensajeros mediante complementariedad [16]. Diferentes organismos poseen
distinto numero de proteinas PIWI, Drosophila presenta 3, PIWI, AUB y AGO, los
murinos MILI, MIWI y MIWI2 y en humanos HILI, HIWI1, HIWI2 y HIWI3 [16].

Las secuencias de los piARN son muy variadas aunque colectivamente mapean
en unos pocos cientos de clusters, siendo el mejor estudiado el locus flamenco.

La via que presentan los piARN para discriminar a los elementos transponibles
de los genes que codifican proteinas normales es perfectamente regulada y
especifica, siendo la regulacién de esta via principalmente a nivel de la cromatina
[2, 16]. La via de sintesis de los piARN ha sido estudiada en Drosophila y se la
puede dividir en dos partes. La primera esta totalmente caracterizada, se da un
proceso por el cual se genera un pool de piARN primarios que marcan maultiples
TE, de manera independiente de Dicer. Luego en una segunda etapa, los piARN
primarios (sin Uridina) se unen a la PIWI y a AUB y los piARNs son amplificados en
un ciclo dependiente de proteinas argonautas con actividad endonucleasa,
denominado “piARN ping-pong”, que se activa Unicamente sobre transcriptos

derivados de ARNm derivados de elementos transponibles [2, 16].
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1.3-Proteinas claves de las vias por sARNs.

e Dicer

Dicer es una proteina que presenta su secuencia primaria relativamente
conservada, presente en casi todos los organismos eucariotas, incluidos
Schizosaccharomyces pombe, hongos, plantas y animales [17].

La variabilidad observada entre los diferentes organismos se asocia
principalmente con la presencia o ausencia del dominio PAZ, siendo los dominios
mas conservados los dos dominios cataliticos RNasa IIl [17]. Dicer ademas
presenta otros dominios cuyas funciones no son tan bien conocidas.

Organismos como las plantas y Drosophila poseen varios tipos de Dicer.
Drosophila posee dos tipos de Dicer, Dcr-1 que cliva miARNs y Dcr-2 que se
especializa en el clivaje de siARNs.

En el caso de los mamiferos y C. elegans, estos tienen una Unica Dicer que

cataliza tanto a los miARN como a los siARNSs.

e Argonautas

Las proteinas Argonautas fueron identificadas por primera vez en plantas y
nematodos y se definen por la presencia de un dominio PAZ y un dominio PIWI
[18]. Estan altamente conservadas a lo largo de la escala bioldgica y el nimero de
genes que codifica para estas proteinas en los diferentes organismos es variado.
Puede variar de un Unico gen como es el caso de S. pombe a 26 genes en C. elegans.
En humanos, estos poseen 8 genes que codifican para estas proteinas [19].

La familia de las Argonauta se divide actualmente en tres subfamilias la
subfamilia AGO-like, Piwi-like y WAGO-like. La subfamilia AGO-like, estd presente
en animales, plantas y levaduras, y estdn implicadas en mecanismos de
silenciamiento génico a nivel transcripcional y postranscripcional. La subfamilia
Piwi-like ha sido observada inicamente en animales asociada principalmente a los
piARN en células indiferenciadas o germinales durante la embriogénesis y
organogénesis. Actualmente se sabe que las proteinas de la subfamilia Piwi estan
involucradas en procesos de silenciamiento génico mediante represion de la

traduccion y silenciamiento de transposones [20, 21].
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Estudios filogenéticos de la maquinaria vinculada a las diferentes vias de los
SsARN han evidenciado que AGO/PIWI y Dicer presentan posiblemente un ancestro
comun, sin embargo existen evidencias de organismos unicelulares como S.
cervevisae, T. cruzi, L. major y P. falciparum que parecen haber perdido o
simplificado significativamente estas proteina. Estos organismos son incapaces de
utilizar ARN doble hebra para desencadenar la via de ARNi [19, 21].

Las proteinas de la familia Argonauta como ya se menciono han sido
implicadas en el silenciamiento génico tanto a nivel transcripcional como
postranscripcional. Estas se pueden unir tanto a los siARN como miARN y mediar
la represion de ARNm de manera especifica mediante la degradacién o inhibicion
de los transcriptos. En ambas vias las Argonautas forman parte del complejo RISC,
el cual es guiado por los sARNs hacia los ARNm blanco. Si existe una perfecta
complementariedad las proteinas Argonautas realizaran el clivaje del mensajero
entre los nucledtidos 10 y 11 del ARN guia. El clivaje del ARNm no es el dnico
mecanismo que presenta el complejo RISC, esta maquinaria también puede marcar
al ARNm para direccionarlo hacia cuerpos celulares (P-bodies) donde se
encuentran proteinas que participan en procesos de degradaciéon de ARN. Si bien
se ha reportado que las proteinas Argonautas también actian en el inicio de la
traduccion, la elongacion y en la degradacién de péptidos nacientes, aun no se sabe
exactamente de qué manera actuan. También se ha observado en organismos
inferiores, que las proteinas Argonautas inducen o participan en mecanismos
donde el silenciamiento génico se da a nivel del nuicleo inhibiendo la transcripciéon
mediante formacién de heterocromatina [18, 20].

Las proteinas Argonautas se caracterizan por presentar 4 dominios: N-
terminal, dominio PAZ, dominio Mid y dominio PIWI (ver figura 2).

El dominio PAZ se encuentra tanto en proteinas Argonautas como en la
proteina Dicer [19, 22]. El dominio PAZ contiene un sitio especifico de unién que se
ancla a los dos primeros nucleétidos del extremo 3° del ARN doble hebra,
productos de la RNasa IIl (Dicer y/o Drosha) [18]. La unién de PAZ a los
fragmentos cortos de ARNs doble hebra se da con baja afinidad y de forma
independiente de secuencia, siendo capaz de discriminar entre ARNs no

codificantes y ARNs que son producto de degradacion [19].
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La actividad catalitica observada en las proteinas Argonautas esta dada por
el dominio PIWI, el cual presenta una gran homologia con la proteina RNasa H (que
clivan ARN utilizando ADN como molde). El sitio activo del dominio PIWI presenta
al igual que la RNasa H dos Asp y una His adicional, las cuales interaccionan con un
ion metalico [22]. La actividad catalitica del dominio PIWI es claramente
importante debido al rol que cumplen las proteinas Argonautas en la via de los
sARNs. Pero en diversos organismos, el sitio catalitico de ciertas Argonautas, han
divergido, de manera que han perdido su actividad catalitica. En humanos, de las 8
Argonautas que presenta solamente Ago 2 posee actividad catalitica, en A. thaliana
Ago 1 y Ago 4 Unicamente han conservado esta caracteristica. La observacion de
que no todas las proteinas Argonautas poseen actividad catalitica evidencia la
participacion de estas proteinas no solo en el clivaje de ARNm blanco, sino que en
asociaciéon con otras proteinas las Argonautas, participan en diferentes partes de la
via de los sARNs sugiriendo un rol adicional. Por ejemplo en el procesamiento,
maduracion, transporte y regulacion de la estabilidad del sARNs [19].

El dominio Mid se une a los fosfatos 5’caracteristicos de los sARNs, lo que
contribuye con el anclaje del sARN a la proteina Argonauta. Ademas de la unién al
extremo 5°, el dominio Mid contiene un dominio conservado similar al motivo 7-
metilguanil (m7G) cap-binding initiation factor 4E (elF4E), el cual se une al
extremo 5°de los ARNm. Esto sugiere que tal vez la proteina Argonauta, mediante
su union al mensajero inhibe la union de este factor elF4E reprimiendo el inicio de

la traduccion [18].
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Figura 2. Izquierda: Se observa la estructura obtenida por cristalizacién de la proteina
Argonauta de P. furiosus por Song et al, en la cual se pueden apreciar las similitudes con el
modelo obtenido para TcPWI1. Derecha: Se observa estructura cristalografica de la prteina
Argonauta de P. furiosus interaccionando con un siARN y un ARNm blanco. Con verde el ARNm y
con violeta el siARN.

1.4-Trypansoma cruzi, nuestro modelo de estudio.

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) pertenece al grupo de los tripanosomatidos,
siendo este un grupo de parasitos que divergieron de manera temprana en la
evolucion [23]. T. cruzi es el responsable de la enfermedad de Chagas afectando
cerca de 8 millones de personas en América del sur. Los tripanosomatidos se
caracterizan por tener estructuras celulares Unicas entre los protozoarios. Una de
las caracteristicas es la presencia de microtubulos adosados a la membrana
citoplasmatica, conformando un citoesqueleto periférico de gran rigidez. Estos
microtubulos se localizan a lo largo de toda la membrana salvo en la zona donde
emerge el flagelo (saco flagelar). Otra estructura muy peculiar de T. cruzi y otros
tripanosomatidos es el cinetoplasto, conformado por una malla de ADN
extranuclear, el cual puede contener entre el 10 y 12% del ADN total celular. Otras
peculiaridades que presentan los tripanosomatidos es la no condensacion de la
cromatina celular durante la division celular y una extensa edicion post-
transcripcional del ARN mitocondrial [23].
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T. cruzi presenta un ciclo biolégico complejo (figura 3) que comienza
cuando el vector invertebrado, que es un insecto hematéfago, se alimenta del
huésped vertebrado e ingiere una poblacién pleomorfica de tripomastigotes.
Dentro del estémago del insecto, los parasitos se transforman en epimastigotes y
algunas formas intermedias redondeadas que son capaces de transformarse tanto
en epimastigotes cortos, los que comienzan un proceso de multiplicaciéon en el
intestino, 6 en epimastigotes largos que se mueven a la regién mas posterior del
tracto digestivo del insecto. Aparentemente, estos epimastigotes largos, son
incapaces de dividirse.

En el recto, cierta proporcion de epimastigotes, se diferencia a
tripomastigotes metaciclicos, los cuales durante la alimentacién del insecto son
eliminados con las heces y la orina cerca del sitio de la picadura. El prurito y
rascado posterior del hospedador mamifero permite la penetracién de los
tripomastigotes al torrente sanguineo, desde donde son capaces de invadir las
células de varios tejidos del vertebrado [24, 25]. Una vez en la célula, la forma
metaciclica se escapa de la vacuola endocitica, también conocida como vacuola
parasitéfora, y se transforman en amastigotes que se dividen repetidamente por
fision binaria. A altas densidades los amastigotes dan lugar a tripomastigotes a
través de formas intermedias, algunas tienen forma de epimastigotes

Las células que son prematuramente lisadas pueden también liberar
amastigotes, los cuales son observados en el torrente sanguineo durante la fase
aguda de la infeccion. Estos amastigotes pueden servir para propagar la infeccion
dado que ellos también son capaces de infectar células, particularmente células
fagociticas, aunque por un mecanismo diferente que los tripomastigotes.
Finalmente la mezcla de tripomastigotes y amastigotes presentes en la sangre de
un mamifero infectado sirve para completar el ciclo cuando es ingerido por un
insecto vector [25, 26].

Las formas de los parasitos en diferentes estadios del ciclo pueden ser
identificadas por la posicion relativa del kinetoplasto respecto del nucleo de la
célula y la emergencia del flagelo y se detallan a continuacion:

Amastigote: su forma es caracteristicamente esférica u ovalada de 2.4 a 6.5

um de diametro [24].
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Epimastigote: Forma extracelular elongada, 20-40 x 2 pm, con el
kinetoplasto localizado en la parte anterior al nucleo. Posee un flagelo, el cual
emerge por el costado del cuerpo celular y se libera por el extremo anterior,
arrastrando la membrana citoplamadtica en un trayecto breve. Esta forma es capaz
de dividirse y es observada en cultivos axénicos y en el intestino del huésped
invertebrado [24].

Tripomastigote: Forma infectiva y no replicativa. Tiene una longitud de
aproximadamente 25 pm y un diametro de 2 um. El kinetoplasto esta localizado
posterior al nucleo, y el flagelo emerge a partir del mismo, dando lugar a una

extensa membrana ondulante [24].
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Figura 3. Representacién esquematica del ciclo de vida de T. cruzi, tomado de Centro para el
control y la prevencién de enfermedades (CDC).
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm

En cuanto a la regulacion de la expresion de sus genes, T. cruzi también
presenta caracteristicas que lo distinguen de otros organismos. Los genes de T.

cruzi son transcriptos de forma policistréonica por la ARN pol II (pol I transcribe
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ARNr y pol III ARNt), no poseen intrones y los pre-ARNm son procesados por
trans-splicing (Unico de tripanosomatidos, Euglena y nematodos) en el nucleo. Los
transcriptos de tripanosomdatidos no presentan secuencias sefial, sin embargo los
ARNm presentan en su extremo 5" una secuencia conocida como mini- exén o
“spliced leader” de 39 nt, los cuales se adicionan a los mensajeros por trans-
splicing, siendo esta secuencia esencial para la traduccién del mensajero, luego al
extremo 5” se le adiciona el cap 5" al igual que eucariotas superiores. A su vez la
cola poli A es adicionada también por trans-splicing ya que no existe la secuencia
sefial en el transcripto como en otros eucariotas [23]. Debido a su mecanismo de
transcripcion la regulacion de la expresidn génica en este parasito es
principalmente a nivel co- o post- transcripcional por lo que se torna un buen
modelo para el estudio de la regulacion génica a nivel post-transcripcional.

T. cruzi, L. majory S.cerevisiae entre otros, son organismos que han perdido
la maquinaria involucrada en la via de ARNs interferentes, lo que los hace ARNi
negativos. Sin embargo especificamente T. cruzi, L. major, T. brucei y T. vivax
presentan en su genoma una proteina de unos 1100 aminoacidos miembro de la
familia Argonauta, la cual tiene un Unico dominio PIWI y carece del dominio PAZ
conservado [21]. Estudios filogenéticos recientes sugieren que esta proteina
observada en tripanosomatidos surgié previo al evento de duplicacién donde se
formaron la subfamilia AGO y subfamilia PIWI en la evolucién [21]. La misma ha
sido estudiada recientemente en nuestro laboratorio donde se propuso una
clasificacion adicional que incluye a TcPIWI-tryp y TbPIWI-tryp para T. cruziy T.
brucei respectivamente [21].

Asi mismo mediante estudios de modelado bioinformatico estructural
surgié que la proteina Argonauta de T. cruzi (TcPIWI-tryp) contiene un unico
dominio PIWI bien conservado, con actividad catalitica y una estructura RNasa H
caracteristica de proteinas Argonautas. A su vez T. cruzi presenta una estructura
OB- fold (oligonucleotide/oligosacarid binding fold, utilizada para el
reconocimiento de acidos nucleicos) en la regién N-terminal, sugiriendo la
presencia de un dominio homologo al dominio PAZ de proteinas Argonautas.
Ademas de la region OB- fold, TcPIWI-tryp contiene una regién corta de polyQ en

la region N-terminal presente en las proteinas Argonautas tanto de
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trypanosomatidos como de eucariotas superiores. Esta region ha sido implicada en
la interaccidn proteina- proteina.

La proteina TcPIWI-tryp en T. cruzi se expresa en todos los estadios del
ciclo y es reclutada en patrones granulares que aun no han sido caracterizados

[21].

1.5-Nueva familia de sARNs: fragmentos derivados de ARNs de

transferencia.

Los ARN de transferencia (ARNt) representan el 15% del ARN celular. En
eucariotas los genes de ARNt son transcriptos por la ARN polimerasa IIl y los pre-
ARNt son procesados y modificados antes de ser funcionalmente maduros, con una
longitud entre 73 y 93 nucleétidos [1]. Si bien los ARNt cumplen un rol
fundamental a nivel de traduccién, mediante la incorporacién de aminoacidos al
péptido creciente, también estan involucrados en procesos como en la biosintesis
de peptidoglucanos, adicién de aminoacidos a lipidos y regulacion de la apoptosis
en mamiferos [27].

Recientemente estudios de secuenciado masivo han revelado la presencia
de fragmentos derivados de ARNt en diversos organismos, en distintas condiciones
de estrés (Tetrahymena, Drosophila, Aspergillus y lineas celulares humanas entre
otras) [28-34]. Lo llamativo de estos fragmentos fue que presentaban cierto patrén
en su clivaje (principalmente a nivel del anticodén), no mostraban intrones y
presentaban el extremo 5° modificado, caracteristica de ARNt maduros [34].
Ademas si bien estos fragmentos aparecen en condiciones de estrés no se observan
bajo cualquier tipo de estrés, mas bien bajo estrés nutricional, oxidativo y en el
desarrollo. Siendo esta repuesta otra sefial de que los fragmentos observados no
son producto de degradacion [34].

En cuanto a la maquinaria involucrada en el clivaje de los ARNt, se ha
reportado que en levaduras la proteina involucrada en el clivaje es una RNasa de la
familia T2 denominada Rny1, a su vez en mamiferos el clivaje de los ARNt bajo
condiciones de estrés depende de la Angiogenina, una RNasa de la familia A. Si bien
hace poco se involucra a la Angiogenina en esta via, esta proteina también

participa en la respuesta frente a la hipoxia promoviendo la angiogenesis y la
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proliferacion celular, estando esta via bien caracterizada[34, 35]. En el citoplasma
la Angiogenina se une a un inhibidor RNH1, no dejandola actuar a nivel
citoplasmatico, sin embargo estudios recientes sugieren una disociacion de RNH1 y
la Angiogenina en condiciones de estrés, promoviendo el clivaje de los ARNt por la
Angiogenina a nivel del anticodén. De los fragmentos generados, son activos los
que derivan del sector 5" del ARNt [34, 35]. Ademas se demostr6 que estos
fragmentos son activos, siendo capaces de inhibir la traduccién. Por otro lado
existen evidencias en células embrionarias de ratdn y en células de mamiferos, mas
especificamente, en HeLa, de que Dicer esta involucrada en este proceso
(mostrando una mayor sensibilidad que para los miARN), clivando los ARNt en el

D-loop, generando fragmentos de ~19nt [36].

Tabla 1. Clivaje de ARNt en diferentes organismos [1]

Conditions inducmg Produet

Species Cleavage specificity ~ Cleavage position Endomuclease Proposed functions
cleavage c ’ = length
E. coli™ stress-induced signal  (RNATE-4242  pocitions 34 and 35 colicin E3 impair protein synthesis and
RNAY isoacceptor positions 38 and 30 colicin D cause cell death

T thermophila ™ essential aa starvation  all RNAs anticodon loop region 30—33nt  unknown elimmate uncharged RNA/
signaling molecule

S. coelicolor™  cell differentiation  all tRNAs anticodon loop region 30—33nt  unknown a metabolic cue to switch

PIeg

developmental programs

A fimigatus®?  cell differentiation 3’ adjacent to the unknown downregulate protein

anticodon synthesis

Mammalian vanous stresses anticodon loopregion 35—37 ¢ anglogemn stress response

cellsPl

Teast, plant, oxidative stress near or in anticodon ~40nt unknown signal transducer or inhibit

human cells 7 loop region translation

G lamblia™*" varions stresses all tRNAs anticodon leftarm  ~46nt unknonwn downregulate global gene

eXpression

Existen varios mecanismos posibles por los cuales los fragmentos derivados
de los ARNt pueden inhibir la traduccién. Una posibilidad es que estos interactiien
con proteinas aun no identificadas formando un complejo represor. En cuanto a las
proteinas Argonautas auin no esta bien establecido el rol que cumplen en esta via
aunque se han realizado experimentos en los que se co-purificaron los SARNs con
complejos proteicos que poseen proteinas Argonautas, sugiriendo que estos
fragmentos pueden funcionar como los siARN y los miARN [34, 36].

Si bien el mecanismo de acciéon aun no es muy bien entendido, existen

evidencias experimentales de que los fragmentos derivados de ARNt juegan un
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importante rol en la regulaciéon de la expresion génica al igual que los sARNSs.
Varios estudios sugieren que en ciertos organismos el clivaje de los ARNt conlleva
una disminucién en el pool de ARNt inhibiendo la traduccién, lo que no es una
explicacion viable para todos los organismos debido a que durante el periodo de
estrés la cantidad de ARNt maduros no disminuye significativamente. Por otra
parte se han propuesto varios mecanismos por los cuales los fragmentos
derivados de ARNt inhiben la traduccién. Por un lado se propuso la formacién de
un complejo multiproteico que actia de manera similar a los sARNs, ya que se co-
purificé fragmentos de ARNt junto con proteinas Argonautas sugiriendo que estos
fragmentos pueden actuar como los miARN y los siARN. Otra posibilidad es que los
fragmentos guien el clivaje y destruccion de los ARNm mediante el reclutamiento
de enzimas [34]. Por otro lado Lee y cols. demostraron que ciertos fragmentos
derivados de ARNt (tRFs) promueven la proliferaciéon celular en diferentes lineas

celulares [37].

1.6-Hipotesis.

Como mencione anteriormente los fragmentos derivados de ARNt han sido
reportados en T. thermophila, A. fumigans, levaduras, Drosophila, humanos y
plantas reflejando un procesamiento especifico, caracteristico de ARNt y
sugiriendo un mecanismo conservado a lo largo de la escala bioldgica [28, 29, 31,
33].

La busqueda de nuevas vias de regulacion de la expresion génica y en
particular asociada a pequefios ARN se torna relevante en T. cruzi debido a que:

- presenta un complejo ciclo de vida y una gran adaptacion a diferentes ambientes
- codifica una proteina caracteristica de tripanosomatidos, homéloga a otras
proteinas Argonautas

- posee principalmente una regulacién génica a nivel post-transcipcional.

Utilizando Trypanosoma cruzi como modelo de estudio, bajo estrés
nutricional y en condiciones normales, se ha reportado en nuestro laboratorio,
mediante andlisis de secuenciado la presencia de una poblacién de sARNs
derivados de ARN de transferencia, representada principalmente por fragmentos
derivadas de mitades 5" de aproximadamente 30 nt, los cuales se restringen a un
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pequefio grupo de isoaceptores, siendo estos el resultado de un procesamiento a
nivel del anticodén o cercano a él. Estos resultados se observaron principalmente
en los parasitos que estaban bajo estrés nutricional [28].

Al mismo tiempo se ha reportado que estos fragmentos derivados de ARNt
son reclutados en granulos especificos en el citoplasma [28]. A su vez estudios
realizados con FISH sugieren una co-localizacién de los fragmentos derivados de
ARNt con la proteina “Argonauta” de T. cruzi, TcPIWI-tryp, dentro de los granulos
aun no caracterizados.

Estos antecedentes no llevd a plantearnos lo que fue el objetivo de este
trabajo, donde nos planteamos demostrar una posible vinculaciéon entre la
proteina argonauta TcPIWI-tryp de T. cruzi y la poblacion de pequefios ARNs

identificados previamente en el laboratorio.
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2-OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
En este trabajo se pretendié demostrar la asociacion de la proteina TcPIWI-
tryp a una poblacidon de pequefios ARNs no codificantes. Asimismo se pretendid

caracterizar los sARNs asociados a esta proteina mediante secuenciado masivo.
2.2 Objetivos especificos
* [nmunoprecipitacion de TcPIWI-tryp.
» Visualizacién de TcPIWI-tryp mediante tincién con plata y Western Blot.
* Obtencion de fragmentos de SARNs entre 15 y 30nt.
» (Clonado y secuenciado de los sARNs inmunoprecipitados.
» Secuenciado masivo de SARNs co-inmunoprecipitados.

= Andlisis de secuencias.
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3-MATERIALES Y METODOS

3.1- Cultivo de T. cruzi.

Para este trabajo se utilizaron parasitos epimastigotes sobrexpresantes
(sobrexpresaban la proteina TcPIWI-tryp) y wild tipe (wt) de una cepa Dm28c los
cuales fueron cultivados y expandidos a 282C en medio axénico LIT (Liver Infusion
Tryptose) suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado por calor

hasta fase exponencial temprana de crecimiento, por medio de pasajes semanales.

3.2 Lisis de parasitos y obtencion de fraccion citoplasmatica.

Se obtuvieron los parasitos del medio de cultivo mediante centrifugacion
(3000g durante 8 min). Una vez obtenidos en cultivo fueron lisados con un buffer
de lisis (ver anexo) de manera tal que no se lisaron los nucleos ya que nos
interesaba la fraccion citoplasmatica. La lisis de los parasitos se realizé incubando
a estos mismos durante 2 horas a 4°C con el buffer de lisis, en agitacion, luego se

centrifugé durante 20 min a 7000g a 4°C.

3.3 Cuantificacion proteica del extracto total.

Para la cuantificacion proteica se utilizo el reactivo BCA (sigma), siguiendo
el protocolo del fabricante. Para obtener la concentracién proteica de nuestro
extracto se realizé una curva de calibracién con BSA (seroalbiimina bovina). A su
vez en cada pocillo de la placa se sembraron 25ul de muestra en diferentes
diluciones para que caigan dentro de la curva de calibracion. Como blanco se

utilizé buffer de lisis 10mM.

3.4 Crosslinking e inmunoprecipitacion.

Para realizar la inmunoprecipitaciéon se utilizaron esferas magnéticas,
Dynabeads M-280 Sheep anti-Rabbit IgG (invitrogen). Previo a la incubacion del
anticuerpo anti-TcPIWI-tryp con el extracto proteico se realizd un crosslinking
entre nuestro anticuerpo y los anticuerpos anti-conejo unido a las esferas
magnéticas. Comenzamos realizando 2 lavados con PBS 1X a 200ul de esferas

magnéticas. Luego se incubd las bolitas en 500ul de buffer de dilucién (ver anexo)
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durante 10 min a temperatura ambiente.
Seguidamente se incubo las esferas en 500ul de
buffer de dilucién con 5pl de anticuerpo anti-
TcPIWI-tryp (producido en el laboratorio), 2 horas
a temperatura ambiente en agitacion. Luego de las 2
horas se lavo las esferas con 100ul con buffer de
dilucion y se hizo un lavado con PBS 1X
Posteriormente se realiz6 1 lavado con 200ul de
HEPES 20mM, pH 7,5 y 20ul de Glutaraldehido

2,3% recién preparado, durante 5 min a 37¢C y 1

&=

l Add sample with primary Ig

[

o
Ig purification/
/
X Immunaprecipitation
\ after crosslinking

\
Reuse Purelg |
eluted |

o
Mild emio/

I'e

Denaturing elution

Reuse

lavado durante 5min en HEPES 20mM pH 7,5 a
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temperatura ambiente, realizando estos dos ultimos

pasos por triplicado. Consecuentemente se

realizaron 2 lavados con 50ul de buffer de parada

Figura 5. Esquema estratégico de

(Tris-HCI, pH 8, 1M), 5min a temperatura ambiente : S5
la inmunoprecipitacion.

cada uno. Una vez realizado el crosslinking se

prosiguié con la inmunoprecipitacion. Se incubo 1ml de extracto proteico
(previamente extraido, ver punto 3.2) con las esferas magnéticas overnight a 4°C.
Luego la fracciéon que no se unid (fraccion no unida) se guardo como control, a
continuacion las esferas se lavaron 3 veces con 1ml de buffer de lisis, guardando
también estos 3 lavados como control. Por dltimo se eluyeron las proteinas con
100pul de glicina 0,2M pH 2,5 durante 5 min en agitacion y se les ajusta el pH con
10pl de Tris-HCI 0,5M pH 9,5.

3.5 Extraccion de proteinas y ARN del extracto inmunoprecipitado.

Se realizd la extraccidon de proteinas y del ARN de la fraccion unida a las
esferas magnéticas durante la inmunoprecipitacion con el reactivo TRIzol
(invitrogen), con un protocolo adaptado a pequefios ARNs (ver anexo). Una vez
obtenidas las proteinas y el ARN se procedi6o a realizar ensayos que nos
permitieran visualizar y analizar tanto la proteina TcPIWI-tryp como los ARN

asociados a ella, pudiendo inferir en algtn tipo de vinculo entre ellos.
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3.6 Visualizacion de proteinas por tincién con plata.

Para la visualizacion de las proteinas inmunoprecipitadas y su comparaciéon
con la fraccién no unida, los lavados y los extractos totales se realizé una
electroforesis SDS-PAGE (desnaturalizante) con un gel al 8%, en un buffer de
corrida 1X, realizando la corrida a 25maA.

La tincion se realizo con plata mediante la utilizacion del Kit “SilverQuest”

de invitrogen.

3.7 Western Blot.

Para realizar el Western Blot (WB) se tuvo la precauciéon de sembrar no
menos de 30ug de proteina por pocillo debido a que durante la transferencia y los
lavados se pierde proteina afectando la sensibilidad de la técnica. Se comenz6
separando las proteinas mediante electroforesis utilizando un gel de acrilamida
8% desnaturalizante. Luego se realiz6 la transferencia de las proteinas del gel
hacia una membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences) mediante
transferencia eléctrica durante 4 horas a 300mA. Para la verificaciéon de una buena
transferencia y un buen estado de las proteinas se realiz6 una tincion momentanea
de la membrana de nitrocelulosa con rojo Ponceau. Luego se realiz6 el bloqueo de
la membrana, incubandola con PBS-BSA 5% a 372C durante lhora 30min u
overnight a 49C. Luego se realizaron 3 lavados con PBS 1X- Tween 0,1% durante 5
min cada uno en agitacién, seguido de esto se incub6 la membrana con el
anticuerpo primario, anti-TcPIWI-tryp 1/2000 (hecho en conejo, sintetizado en el
laboratorio), en BSA 2%, Tween 0,1%, PBS 1X, durante 2 horas a temperatura
ambiente. Luego de la incubacién con el anticuerpo se lavo 3 veces la membrana
con PBS-Tween 0,1% durante 5 min cada uno y se incubé la membrana con el
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa (DAKO) usado en una
dilucién 1:10.000 en PBS-BSA 2%, Tween 0,6%. Por ultimo se realizaron 3 lavados
con PBS-Tween 0,6%. Una vez unido el secundario se procedio a la revelacion de la
membrana utilizando el reactivo ECL (VIVO Science), se expuso la membrana a un
film (High performance chemiluminescence film, GE), variando el tiempo de

exposicion de acuerdo a la sefial obtenida o la cantidad de proteina sembrada.
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3.8 Visualizacion de ARN y obtencion del mismo para secuenciado.

A partir del ARN obtenido de la extracciéon con TRIzol se corrieron las
muestras en un gel de acrilamida desnaturalizante al 15%, urea 7,5M, utilizando
para la corrida buffer TBE 0,5X (Tris-Borate-EDTA). Luego se tifio el gel con Sybr-
gold (Invitrogen) para la visualizacién del ARN. La visualizaciéon del ARN en el gel
nos permitid la identificacion de una poblacién de pequefios ARN (15-30nt). Dicha
fraccion del gel fue cortada y posteriormente se eluy6 el ARN del gel. La elucion del
ARN se realiz6 incubando los cortes de gel en 2 volimenes de NaCl 0,3M overnight
a 4°C en agitacion y luego agregando al sobrenadante 3 volumenes de etanol
absoluto overnight o mas a -802C.

3.9 Clonado de sARNs inmunoprecipitados.

Para el clonado de “sRNAs” se procedi6 como se describe en [38] con
algunas modificaciones, partiendo de una muestra de 300 pug de ARN total. Los
“sRNAs” entre 18 y 32 nt fueron eluidos a partir de un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 15% en urea 7.5 M. El fragmento de gel conteniendo dichos
fragmentos fue seleccionado de acuerdo a la movilidad relativa de marcadores
moleculares de ADN teflidos con bromuro de etidio. Luego de la ligacién de
adaptadores 5’ y 3’ que contienen el sitio de restriccion Ban I, los “sRNAs” fueron
amplificados por PCR con cebadores comunes a los adaptadores y posteriormente
digeridos enzimaticamente con Ban-I. Los productos amplificados fueron
concatamerizados y clonados en el vector pGEM T-easy (Promega Corp., Buenos
Aires, Argentina) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Luego de la
transformacion de bacterias competentes (E. coli, cepa DH5a), se realizo el
tamizaje de colonias positivas por PCR de las mismas, selecciondndose aquellas
colonias cuyo inserto super6 las 500 bp. Las minipreparaciones de ADN plasmidico
realizadas con esas colonias fueron directamente sometidos a secuenciado. El
analisis de secuencias y busquedas en el BLAST fueron realizadas usando la
informacion obtenida de bases de datos del GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html), = GeneDB  (http://www.

genedb.org/ genedb/tcruzi/index.jsp) 'y  TcruziDB  (http://tcruzidb.org/
tcruzidb/).
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3.10 Preparacion de muestras para el envio a secuenciado masivo.
Para el envio del ARN a secuenciado masivo luego de la elucién de los
sARNs se resuspendié en Etanol absoluto, NaCl 0,3M, 1ul de glicégeno y 1ul de

RNasa out.

3.11 Secuenciado masivo Illumina solexa.

EEE

—>
RT-PCR
Adaptadores E E H H
SARN H
Fragmentos
Ligar adaptadores de ADNCc.

Figura 6. Esquema ilustrativo del protocolo de secuenciado masivo
de sARNs con [llumina solexa 1.9.

Para realizar el secuenciado masivo de los sARNs inmunoprecipitados, las
muestras fueron enviadas a Suecia, a la Universidad de Lund. Como se muestra en
la figura 6, para realizar el secuenciado se realiz6 la construcciéon de una libreria de
ADNc (ADN copia). Las muestras fueron resuspendidas como mencione en el punto
3.9 y enviadas a Suecia, luego para la obtencién de la libreria se realiz6 la ligacién
de los adaptadores 5" y 3" a los sARNs. Una vez ligados los adaptadores para
obtener el ADNc se realiz6 una retro-transcripcién y para la amplificaciéon de los
mismos se realizé una PCR. Para la PCR se utilizé6 primer complementarios a los
extremos de los adaptadores. Seguidamente se purificé el ADNc obtenido mediante
una corrida electroforética y por ultimo se valido la libreria midiendo la pureza de
la muestra y su concentracidon. Una vez obtenidas las muestras se realiza reaccion

de secuenciacion.
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4-RESULTADOS

4.1 Gel tefiido con plata.

Partiendo de una concentracion proteica de 150 pg en nuestro extracto
proteico se realizd la inmunoprecipitaciéon. Una vez realizada la misma (ver
procedimiento en 3.4) y obtenida la fraccién proteica de la extracciéon con TRIzol
(ver anexo) a partir de la fraccion unida a los anticuerpos durante la
inmunoprecipitacién, se corrieron las muestras (fraccién unida y fraccién no
unida) en un gel desnaturalizante al 8% y se realiz6 una tincién con plata (figura
7). Como era esperado se observd la presencia de proteina alrededor de 110kDa ya
que la proteina inmunoprecipitada, TcPIWI-tryp, pesa aproximadamente 110kDa.
Si bien observamos la presencia de proteina con ese peso molecular no podemos
afirmar que TcPIWI-tryp esta presente mediante tincién con plata, aunque nos
sirve como evidencia del estado de las proteinas inmunoprecipitadas y lo tomamos
como una seflal de que posiblemente nuestra proteina pueda haber
inmunoprecipitado. A su vez se observé la presencia de otras proteinas que co-
inmunoprecipitaron con la proteina TcPIWI-tryp (figura 7).

Pensando en que si identificamos estas proteinas co-inmunopreciptadas
contribuiriamos al entendimiento del mecanismo de accién de TcPIWI-tryp,
algunas de las proteinas fueron eluidas del gel y enviadas al espectrometro de
masa para su identificacion. Se logro identificar a una “heat shock protein” de 100

kDa de T. cruzi (figura 8).
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-250

-130

-100

-55

Figura 7. Gel SDS-PAGE 8%, tincién con plata.
NU: Fraccién que no se unié al anticuerpo en la

inmunoprecipitacion. U: Fraccion
inmunoprecipitada. MPM: Marcador de peso
molecular.

700 Rorfector Spac 1 MCmBCmNFO.TRS = 425, T60T]

Peptide 1: 100KDa -
heat shock protein 85
[Trypanosoma cruzi strain

" CL Brener]

[T wik e

Figura 8. Espectro obtenido del espectrémetro de masa de proteinas co-
inmunoprecipitadas con TcPIWI-tryp. Proteina heat shock de T. cruzi de
100 kDa.

4.2 Western Blot de extractos totales e inmunoprecipitacion.
Para verificar que la proteina Argonauta estaba en nuestro extracto proteico

y que ademas era efectivamente inmunoprecipitada se realizé un WB anti-TcPIWI-
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tryp. Lo primero que observamos fue que la proteina estaba siendo sobre
expresada en los parasitos sobrexpresantes (figura 9a), debido a que observamos
una mayor sefial en los parasitos sobrexpresantes.

Por otro lado se realizé el WB de la fraccién inmunoprecipitada donde
ademas utilizamos como control la fraccién no unida de la inmunoprecipitacion
(figura 9b). Lo que observamos en este WB fue que efectivamente la proteina fue
inmunoprecipitada, observandose una banda de aproximadamente 110 kDa

Unicamente en la fracciéon unida.

wt  Pw+ NU U
b)

-250-

-130-

-100-

Figura 9. Western blot anti TcPIWI-tryp. a) WB extractos
totales de parasitos wild type y sobrexpresantes b) WB
de la inmunoprecipitacion.

4.3 Visualizacion y obtencion de la poblacion de sARNs.

Una vez verificada la inmunoprecipitacién de la proteina TcPIWI-tryp
mediante WB se procedié a la visualizacién del ARN co-inmunoprecipitado,
extraido con TRIzol. E1 ARN extraido se corrié en un gel desnaturalizante al 15% y
como control también se sembré el ARN de la fraccion no unida de la
inmunoprecipitacion (figura 10a). Lo que observamos fue la presencia, en la
fraccion unida, de una poblacion de sARNs entre 20-35nt. Este resultado muestra
una asociacion entre la proteina Argonauta de T. cruzi y los sARNs ya que esta

poblacion de sARNs observada no esta presente en la fraccidon no unida.
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Por otro lado con la idea de verificar la relacion entre el aumento de la
proteina argonauta y los sARNSs, se extrajo el ARN de extractos totales de parasitos
epimastigotes wild type y de los sobrexpresantes y se los corri6 en un gel de
acrilamida desnaturalizante al 15% (figura 10b). Pudiendo verificar también que

un aumento de la proteina conlleva un aumento en la produccién de sARNs.

NU U wt Pw+
a) @ b)

"

-35-

-20-
-15-

-10-

Figura 10. Gel de ARN desnaturalizante al 15%. a) Inmunoprecipitacién,
NU: fraccién no unida, U: fraccién inmunoprecipitada. b) wt: extracto total
de wild type, Pw+: extracto total de sobrexpresantes.
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4.4 Clonado de sARNs inmunoprecipitados.

En el clonado de sARNs inmunoprecipitados de epimastigotes
sobrexpresantes, se generaron 50 clones (ver protocolo en materiales y métodos).
Los clones obtenidos fueron secuenciados y analizados, elimindndose las

secuencias menores a 18nt, obteniendo 28 secuencias de sARNs (Tabla 2).

Tabla 2. . SARNSs clonados en la libreria de cDNA de tamafios ~20-40 nt de epimastigotes sobrexpresantes de T. cruzi.

CLONID SECUENCIA nts BLAST
A2.1 cgatgtcggctcttectaacctagegecgea 31 |rRNA
A2.2 gacagggaacgtgagctggg 20 [ rRNA
B3 cgccagcatagtggttagtatacccgec 28 | tRNA Asp GTC (ver MINUS)
B4 cgcgagagatcgeggnttengtccccgeccgtegt 35| tRNA Val (ver MINUS)
B9 cacccactgacagggaacgtgag 23 [ rRNA
cggatctgagggttgcaggttcgtgtcctgecgggateg
B9.2 |cc 39-41 | tRNA Arg
D7 ttcaaccgcgaattccagctagtcageca 29 | NONE
G4 ctctgtagtatagtggttagtatacccgec 30| tRNA Asp GTC dado vuelta o tRNA GLU 5'
F1 ctcggtagtatagtggttagtatacccge 29 | tRNA Asp GTC dado vuelta o tRNA GLU 5'
G5.2 ctcggtagtatagtggtaagtatacccgec 30 | tRNA Asp GTC dado vuelta
E7.2 ggaacccggggtgttgtactctc 23 |55 RNA
B7.2 ctcggtagtatagtggtaagtatacccgc 29 [ Trna Asp GTC
D9 ntctgtagtatagtggttagtatacccgec 30 | tRNA Asp GTC
E8.2 gcegecccagcecaaactccccatetggeag 30 | rRNA
E10 ctctgtagtatagtggttagtatacccgec 30 | tRNA Asp GTC
F6.1 cggactgegcac 12 | none
F8.1 tgggagaggtcccgggttcatttceeggetggge 34 | tRNA Pro
F8.3 ccggtgtggtatagtggttagaacaggceggce 31| tRNA Glu CTC
F10 tccggtaccgggaatcgaacccggatcttetggg 34 | tRNA GIUTTC
Open Reading Frame Tcruzi_16514-1-1-246
F10.2 accggcececgeggecccteegec 22 | from Tcruzi_16514.
F10.3 |tggctgactagctggaattcgeggttaaa 29 [ none
F10.4 |gcgggtatactaaccactatactaccga 28 | tRNA Asp GTC
E12.1 acaaggccagcgatcct 17 | NO HITS en genoma
E12.2 | cagttgcgcagcctgaatggegaatggacgegecc 35| ]Tc00.1047053508693.199 |
D2.1 gcegeeccagcecaaactccccatctggeag 30 | rRNA
D2.1 tgccttegetgtagttegtcetg 22 | NO HITS
D3 ctcngtantatantggttannatacccgec 30 | NONE
H1 ccagaagatccgggttcgattcccggtaccgga 33 | tRNA Val
H5 ccgataaccctggttcgngtccaggtgggagtge 34 |tRNA GIn
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Analizando las secuencias obtenidas del clonado se observd en el grafico 1,
un enriquecimiento de los fragmentos derivados de ARNt representando el 55,6%.
A su vez examinando mdas detenidamente las secuencias que derivaban de ARNt
(grafico 2), observamos que estos fragmentos no se distribuian uniformemente
entre todos los isoaceptores sino que el de Aspartico estaba mdas representado

(53%) y derivaban principalmente de la region 5” del ARNt.

0,0

60,0

50,0

40,0

30,0

20,0

10,0

55.6%

Arg GIn
7% 7%

18.5% 18.5% Pro
7%

7.4%

tRNA rRNA EST NOHIT

Grafico 1. Distribucién de los clones de DNAc obtenidos de  Grafico 2. Distribucion de los diferentes tipos
la libreria de “sRNAs” inmunoprecipitados en T. cruzi. de isoaceptores representados por los “mini-

tRNAs” clonados.

4.5 Secuenciado masivo.

Primero que nada quiero destacar que el analisis y la interpretacion de los
datos del secuenciado masivo se realizd con la ayuda de la unidad de
bioinformatica del Instituto Pasteur (Lic. Alvaro Pena).

El andlisis general de los resultados obtenidos en el secuenciado masivo se
muestra en la tabla 3, donde se obtuvo un total de 29.966.209 de reads con un

largo promedio de las secuencias de 61nty un 45% de GC.
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40
38
36
34
32
30
28
26
24
22
20
18
16
14
12

o N N « Y x|

Medida Valores

File type Conventional base calls
Encoding Sanger/Illumina 1.9
Total reads 29966209
Sequence length 61 nt
%GC 45

Tabla 3. Andlisis general de datos obtenidos a partir del

secuenciado masivo.

Grafico 3. Calidad de los reads por base.
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Grafico 4. Composicion nucleotidica por base.
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Grafico 5. Contenido en GC por read.
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Con los 29.966.209 reads obtenidos en el secuenciado se realiz6 un filtrado

de los mismos con la idea de simplificar la interpretacion de los datos obtenidos.

Se comenz6 separando las secuencias sobrerrepresentadas (primer y no
Hits), obteniendo 24.049.383 reads. Luego este set se lo filtro por calidad, donde
los reads deben tener al menos un 65% de sus bases con un valor de calidad al
menos superior a 20. Aqui se eliminé el 8% de los reads los cuales representaron

2.096.425 reads.

A su vez se realizd6 con los 21.952.958 reads restantes una siguiente
filtracion donde se filtro los artefactos de secuenciacién donde se eliminaron reads
que tuviesen todas sus bases idénticas o todas idénticas menos 1, 2 o 3 bases. De

este filtrado se obtuvieron 21.952.016 reads.

Luego se eliminaron los adaptadores en los reads que estén presentes
exigiendo un largo minimo de 15 pb. De esta forma se eliminan 3.197.571 reads

por quedar demasiado cortos y 20145 reads que s6lo presentan adaptadores.
De esta forma se obtuvieron 18.734.300 reads finales.

Una vez filtrados y ordenados los reads fueron mapeados contra el genoma
de T.cruzi Esmeraldo, No Esmeraldo y No asignado. De los 18.734.300 reads,
mapearon contra el genoma el 58% de los reads, siendo un total de 10.770.942
reads. A su vez el algoritmo utilizado para realizar el blast fue bowtie permitiendo
un solo mismatch, es decir que no que no haya mas de una base desapareada por

read.

El 28% de los reads (5.227.555) mapearon de manera tnica y el 30% de los
reads (5.543.387) mapearon en multiples loci. Dentro de los reads que mapearon
en multiples loci se descartaron aquellos reads que mapeaban en mas de 20 sitios.
Estos representaron 223.510 reads. Por lo tanto se cuenta con un set de datos

finales que mapean en maultiples loci de 5.319.877.

Se realiz6 una tabla segun el producto para el cual codifica la secuencia

genomica en la que mapean los reads (Tabla 4).
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ARNm

ARNr

ARNt

ARNsn

Ambiguos

No feature

995600 |3654427 |37929 2540 1947 535112
110828 4867128 |22651 15490 24 303756
0 5130698 |0 0 0 0

Tabla 4. Secuencias gendémicas en la que mapean los reads. UNI-NUmero de reads que mapean de
manera unica. MULTI- reads que mapean en multiples loci. OVER- reads sobre-representados
separados inicialmente. Ambiguos, son aquellos reads que mapearon al mismo tiempo y los no
feature, son reads que mapearon en regiones intergénicas.

A su vez se realiz6 una tabla con los porcentajes relativos (Tabla 5).

ARNt ARNSsn

Ambiguo No feature

19,05 69,91 0,73 0,05 0,04 10,24
2,08 91,49 0,43 0,29 0 571
0 100 0 0 0 0
7,06 87,08 0,39 0,12 0,01 5,35

Tabla 5. Porcentajes relativos al total de reads que mapearon para cada categoria.

En la tabla 5 se observé un alto porcentaje de reads que corresponden a
ARNr representando el 87% de la secuenciacién, ademdas se observé un bajo
porcentaje de ARNt (0,39%) siendo esto una sorpresa ya que de acuerdo a trabajos

previos en el laboratorio se espera observar un mayor porcentaje de ARNt.

Observado esto se procedié con la evaluacion de los largos de los reads con

respecto a cada una de las categorias.
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Grafico 6. Representacion grafica del nimero
de reads que mapean para ARNt, en funcién
del largo de los mismos.
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Grafico 8. Representacion grafica del nimero de
reads que mapean para ARNm, en funcién del
largo de los mismos.
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Grafico 9. Representacion grafica del niimero
de reads que mapean para ARNsn, en funcién
del largo de los mismos.
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A diferencia de lo que esperabamos los reads que mapean con ARNt (que
son pocos) presentan un largo sesgado hacia fragmentos cortos, se puede ver un

pico mucho mas corto (aprox 3000 reads) en los 31-32 pb.

En el caso de los que mapean con ARNT, que representan casi la totalidad de
los reads secuenciados, presentan cuatro picos en su distribuciéon presentando un

pico mayoritario en 35-36 pb.

En cuanto a los reads que mapean con ARNm se puede observar la caida
gradual en la representatividad de los largos de los reads a medida que se aumenta
en tamafio, lo que nos podria dar la pauta de un efecto de degradaciéon y/o

defectos en la secuenciacion.

Con respecto al aspecto bioinformatico, se podria decir que al permitir solo
un mismatch podriamos estar perdiendo algunas secuencias que presenten bases
modificadas en mas de una base como podria suceder en el caso de algunos tRNAs.
Sin embargo, si cambiaramos la exigencia de mismatch a una menor también

incrementaria la cantidad de reads que corresponderian con rRNA.
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5- DISCUSION Y CONCLUSION

Hace casi ya dos décadas los sSARNs han emergido como piezas claves en la
regulacion de la expresion génica. Hoy en dia la desregulacion de vias asociadas a
ellos no solo se los relaciona a enfermedades como el cancer sino también a

afecciones de tipo sistémica donde los SARNs juegan un rol central.

Si bien en los comienzos se pens6é en un mecanismo de regulacién
sofisticado y restringido a ciertos organismos hoy en dia se ha demostrado que
esta via de regulacién d