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Resumen 

Los platelmintos constituyen uno de los principales filos de animales invertebrados, habitan una 

amplia gama de ecosistemas y son uno de los filos más exitosos en adaptarse a la vida 

parasitaria. Los ARN pequeños no codificantes (ncARNs) han sido implicados en la regulación de 

complejas transiciones del desarrollo en especies parasitarias modelos. Estudios recientes han 

demostrado que los miARNs de los parásitos pueden liberarse al medio del huésped regulando 

la expresión de sus genes y, más aún, se han detectado en la circulación de animales infectados. 

En este trabajo estudiamos la expresión de ncARNs contenidos en vesículas extracelulares y el 

patrón de expresión de pequeños ARNs a través de los estadios intra-mamífero del ciclo de vida 

del platelminto parásito Fasciola hepatica, que junto con F. gigantica son los agentes causantes 

de la Fascioliasis, una de las enfermedades helmínticas del ganado más extendida. 

Generamos un pipeline para la predicción de genes diana putativos que informa solo los sitios 

conservados entre tres herramientas de predicción diferentes. Este pipeline se probó contra 

una base de datos curada de regiones 3´UTR de genes de F. hepatica para detectar mecanismos 

regulados. Hallamos que los genes blancos de los miARNs diferencialmente expresados entre 

estadios estaban vinculados a la regulación del desarrollo y a la invasión. Entre estos últimos, se 

destaca la posible regulación de la liberación de vesículas entre los estadios metacercaria y 

juvenil. Además, para evaluar el papel putativo de los miARNs secretados por el parásito en la 

interacción con el huésped, predijimos blancos en las regiones 3´ UTR de Homo sapiens. 

Hallamos que varias funciones relacionadas con la inmuno-respuesta y otras vías de 

señalización relevantes están enriquecidas entre los blancos de los miARNs parásitos más 

expresados, destacando que podrían ser actores relevantes para establecer y mantener la 

infección. 

A su vez, utilizando datos transcriptómicos y genómicos, analizamos, contrastamos y 

comparamos la conservación de las vías de ARN pequeños entre varias especies de vida libre 

(un grupo parafilético tradicionalmente conocido como 'turbelarios') y especies parasitarias 
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(organizadas en el clado monofilético Neodermata), para desentrañar posibles adaptaciones en 

la transición al parasitismo. Nuestros hallazgos mostraron que las vías completas de miARN y 

ARNi están presentes en todos los gusanos planos de vida libre analizados. Sorprendentemente, 

mientras que todos los "turbelarios" tienen proteínas Piwi, éstas se perdieron en los 

neodermatas parásitos. Además, dos grupos de genes Argonauta de la clase Piwi están 

presentes en todos los "turbelarios". Curiosamente, identificamos una clase Argonauta-Piwi 

divergente en gusanos planos de vida libre exclusivamente, a la que llamamos "Fliwi". 

Adicionalmente, otras proteínas clave de las vías Piwi están conservadas en "turbellarios", 

mientras que ninguna de ellas se detectó en Neodermatas. 

En conclusión, los resultados muestran evidencia de posibles adaptaciones notables en la 

transición al parasitismo, y arrojan luz sobre un mecanismo aún incipientemente estudiado, 

pero potencialmente relevante, de interacción huésped-parásito. 
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Introducción 

1. Los parásitos helmintos 

1.1. Los platelmintos: problema de salud pública 

Con 30.000 especies descriptas, y posiblemente muchas más por ser descubiertas, los 

platelmintos comprenden uno de los mayores filos de animales invertebrados. Habitando un 

vasto rango de ecosistemas, desde formas microscópicas viviendo sobre y entre los granos de 

arena hasta gusanos multicoloridos en los arrecifes de coral, las formas de vida libre están en 

todos lados, pero son raramente obvias. Por otro lado, el filo platelminto es uno de los más 

exitosos en adaptarse al parasitismo. A diferencia de lo que sucede en nematodos, entre los 

platelmintos el parasitismo obligado surgió solo una vez, en el clado de los neodermata, siendo 

todas las especies parásitos de animales, típicamente con un huésped intermedio invertebrado 

y uno definitivo vertebrado (Zarowiecki & Berriman, 2015)(Figura 1). El clado Neodermata está 

dividido en las clases: Monogenea, Cestoda y Trematoda. Tanto las tenias (clase Cestoda) como 

los Trematodos producen un impacto importante para la salud humana y del ganado.  

 

Figura 1. Árbol filogenético con la relación en el filo platelminto. Las formas de vida libre o 
‘turbelaria’ habitan ecosistemas diversos. El clado Neodermata está compuesto por parásitos 
obligados y está dividido en las clases: Monogenea, Cestoda y Trematoda. (Tomado y 
modificado de (Collins, 2017)). 
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La schistosomiasis, causada por trematodo Schistosoma, es la helmintiasis humana causada por 

platelmintos más común, siendo endémica en 70 países, y afecta a más de 190 millones de 

personas (King, 2019; Robinson & Dalton, 2009). Le siguen las trematodiasis alimentarias, 

causadas por Opisthorchis, Clonorchis, Fasciola and Paragonimus, con 75 millones de casos, y si 

bien no se tienen cifras claras sobre la prevalencia de las cestodiasis, se estima que la 

neurocisticercosis sintomática o asintomática (causada por Taenia solium) afecta a 2.56-8.30 

millones de personas a nivel mundial 

(https://www.who.int/publications/i/item/9789240032231). Las helmintiasis en general 

pertenecen al grupo de las enfermedades tropicales desatendidas (NTDs) y están directamente 

relacionadas a la pobreza. Las infecciones están ampliamente distribuidas en áreas tropicales y 

subtropicales, con un mayor número de infectados en los países en desarrollo del África 

subsahariana, las Américas y el este de Asia (Figura 2). Las NTDs causan discapacidades físicas 

severas, sufrimiento crónico y enormes pérdidas económicas, contribuyendo así a un ciclo 

arraigado de pobreza. 

 

Figura 2. Distribución mundial de las helmintiasis. Helmintiasis transmitidas por el suelo (STH), 

filariasis linfática (LF), oncocerquiasis (Oncho) y schistosomiasis (SCH). Tomado de (King, 2019). 
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1.2. El impacto económico causado por F. hepatica 

Fasciola hepatica pertenece a la clase Trematoda del phylum platelmintos y junto a F. gigantica 

producen la fasciolosis, una zoonosis de distribución mundial. Ambas especies se superponen 

en varias áreas de África y Asia, mientras que F. hepatica se distribuye predominantemente en 

áreas templadas y es el agente causante de la enfermedad en las Américas, Europa y Oceanía 

(Figura 3) (Mas-Coma et al., 2005). La fasciolosis afecta fundamentalmente al ganado 

productivo resultando en pérdidas estimadas en 3000 millones de USD anuales (Spithill et al., 

1999). En la mayoría de los países Sudamericanos la fascioliasis es un problema productivo 

relevante, siendo endémica en muchas áreas dedicadas a la cría de ganado bovino y ovino, con 

varias otras especies oficiando de reservorio (Carmona & Tort, 2017). En Uruguay, constituye 

una de las parasitosis más relevantes, con presencia en todo el territorio nacional y una 

prevalencia promedio de 33.9% en ganado bovino (da Costa et al., 2019). Según datos de la 

Auditoria de Calidad de la Cadena Cárnica de 2007-08 se pierden anualmente 6 millones de 

dólares solo a causa del decomiso de hígado. A esto se le debe sumar las pérdidas directas (por 

disminución de peso, disminución de la fertilidad, calidad de la carne, lana o leche) e indirectas 

(por los costos de tratamiento).  

A pesar de su impacto, el carácter crónico y cuasi asintomático de la enfermedad ha llevado a 

que casi no se desarrollen políticas de control ni se inviertan recursos en el desarrollo de 

nuevas terapias. A su vez, si bien la enfermedad es tratable con antihelmínticos como el 

triclabendazol, ya han sido descriptas cepas resistentes a esta droga en varios países como 

Australia, Irlanda, Reino Unido, Países Bajos, España y Uruguay (Kelley et al., 2016; Canevari et 

al., 2013). 
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Figura 3. Distribución de Fasciola spp. F. hepatica se distribuye predominantemente en áreas 

templadas mientras que F. gigantica predomina en áreas tropicales de África y Asia. Tomado y 

modificado de http://www.infectionlandscapes.org/2012/07/liver-flukes-part-2-

fascioliasis.html. 

 

1.3. Un ciclo de vida complejo que debe estar finamente regulado 

El ciclo de vida de F. hepatica comienza cuando los huevos, liberados al ambiente en las heces 

contaminadas del huésped definitivo, alcanzan un espejo de agua fresca donde se desarrollan a 

miracidios. Los miracidios liberados del huevo infectan caracoles del género Lymnea, que son el 

huésped intermediario (Figura 4). Dentro del caracol los miracidios se transforman en 

esporocistos, y estos, por amplificación asexual dan lugar a redias (una forma intermedia, que 

permanece parásita del caracol) y cercarias. Las cercarias se liberan del caracol y se enquistan 

en plantas acuáticas. Estas formas quísticas de resistencia denominadas metacercarias, son las 

que infectan al huésped definitivo al ser ingeridas junto a la vegetación (o vegetales infectados 

en el caso humano) (Keiser & Utzinger, 2005). 
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Figura 4. Ciclo de vida de F. hepatica. Tomado y modificado de (Alatoon et al., 2008). 

Una vez en el tubo digestivo del huésped definitivo diversos factores (las enzimas digestivas, las 

sales biliares, el potencial redox, el pH, la temperatura) activan a la metacercaria, que se 

desenquista a una forma juvenil (NEJ por sus siglas en ingles). Los juveniles atraviesan la pared 

duodenal y migran en la cavidad peritoneal hasta alcanzar y penetrar el hígado. Las formas 

inmaduras que migran por el parénquima hepático generan lesiones importantes que son la 

causa principal de la enfermedad aguda. El destino de esta migración son los canalículos biliares 

mayores donde el parásito madura sexualmente alcanzando el estadio adulto y genera miles de 

huevos diarios. 

Desde el punto de vista clínico, la invasión del huésped definitivo está marcada por eosinofilia, 

dolor abdominal y fiebre, además de cambios en las concentraciones de proteínas del plasma 

(albumina, globulina) e incrementos en los niveles de las enzimas hepáticas en sangre. Aparte 
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de esta forma aguda de la enfermedad, una etapa crónica, cuando el parásito está establecido 

en los ductos biliares, se caracteriza por obstrucciones intermitentes, causando síntomas que 

asemejan cólicos biliares y colecistitis (Garcia et al., 2007). 

1.4. Variación de la expresión génica a lo largo del ciclo de vida 

Durante la invasión el parásito se enfrenta a diferentes ambientes, trabajos de nuestro grupo y 

otros más recientes han demostrado que se producen cambios en la expresión génica ya en las 

primeras horas de la invasión (Cancela et al., 2008, 2010) y a lo largo de los distintos estadios 

posteriores (Cwiklinski et al., 2018). Un claro ejemplo es la expresión diferencial las catepsinas, 

que pertenecen a la familia de las cisteínproteasas similares a papaína y representan las 

proteasas más abundantes en la secreción de F. hepatica. A pesar de que dependen de solo dos 

clases de catepsinas [catepsina L (CL) y catepsina B (CB)], estas se han expandido y divergido 

formando familias multigénicas. En una publicación reciente identificamos 14 secuencias CL y 

14 secuencias CB en el genoma de F. hepatica (Choi et al., 2020, ver ANEXO II). A su vez, algunas 

de estas peptidasas se expresan preferencialmente en estadios específicos. Resumidamente, 

CL3, CL4, CB1, CB2 y CB3 se expresan altamente en metacercaria y juvenil (Figura 5).  

 

Figura 5. Regulación estadio específica de las catepsinas de F. hepatica. (Tomado y modificado 
de Gonzáles -Miguel et al., 2020) 
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Cuando el gusano inmaduro ingresa al hígado la expresión de las catepsinas mencionadas cae y 

la expresión de otras CL (principalmente CL1) aumenta ((McNulty et al., 2017), ver ANEXO II). 

Estos cambios están correlacionados con el desarrollo del parásito y con el pasaje por los 

tejidos del hospedero. Específicamente, la habilidad de CL3 para digerir colágeno o las 

propiedades bioquímicas de CB1 para resistir la inhibición por cistatinas del huésped, junto con 

el momento de mayor expresión, soportan el rol de estas peptidasas en la migración del 

parásito a través de la pared intestinal. Por lo tanto, la expresión génica a lo largo del ciclo de 

vida de F. hepatica debe estar finamente regulado para poder responder a cambios en el 

desarrollo y el ambiente. 

 

2. Los ARN pequeños (ARNpq) como reguladores generales de la transcripción 

En el silenciamiento génico mediado por ARN pequeños (ARNpq) los principales mediadores de 

la regulación de la expresión génica son ARNs de 20-30 nucleótidos de los cuales los más 

conocidos son los microARNs (miARNs), los ARN pequeños interferentes (siARNs) y los ARNs de 

unión a proteínas Piwi (piARNs). 

Otros grupos de ARN pequeños con capacidad de regular la expresión génica han sido 

identificados recientemente, como los tARN halves derivados de tARNs (Thompson & Parker, 

2009), heterochormatin small interfering RNA (hc-siARN), trans acting siRNA (ta-siARN), natural 

antisense short interfering RNA (nat-siARN), DNA damage-induced small RNA (qiARN) 

(Choudhuri, 2009) y los vault ARN (vtARN)(Frascotti et al., 2021). Aunque poco se sabe de estos 

nuevos ARN pequeños su descubrimiento plantea nuevas interrogantes sobre los sistemas de 

regulación génica en los seres vivos. 

2.1. Los miARNs pueden regular el desarrollo 

Los miARNs constituyen una clase de ARN no-codificante simple hebra de 21 a 25 nucleótidos 

de largo. Fueron inicialmente descriptos por su papel regulador en el desarrollo. Por ejemplo, el 

primer miARN descripto, lin-4, es esencial en el pasaje del estadio larvario 1 (L1) a L2 del 

nematodo Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993). En cambio, let-7, el segundo miARN en ser 
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descripto, es esencial en el pasaje del estadio L4 a adulto (Reinhart et al., 2000). 

Posteriormente, los miARNs fueron descriptos en otros organismos modelo, como Bantam y 

mir-14 en Drosophila, cuya pérdida produce letalidad, así como defectos en el desarrollo 

corporal. Estos primeros miARNs fueron descubiertos en cribados para identificar genes 

vinculados al desarrollo, debido a que su pérdida afecta dramáticamente la progresión del 

estadio larvario. Estos miARNs se expresan en muchos, si no en todos, los tejidos, y afectan 

comportamientos esenciales de las células como la división, diferenciación o muerte. En un 

segundo grupo, se encuentran miARNs como lsy-6 en C. elegans, que es expresado en una sola 

neurona sensorial y es esencial para la especificación de esa sola neurona. Análogamente, mir-

279 de Drosophila y mir-96 en el ratón también han sido implicados en contextos sensoriales 

muy específicos, como el censado de CO2 y la audición, respectivamente (revisado por (Alberti 

& Cochella, 2017)). 

En el caso de los platelmintos, la primera descripción de los miARNs se hizo en el gusano de 

vida libre Schimidtea mediterranea (Palakodeti et al., 2006). La conservación de miARNs en 

platelmintos fue confirmada en reportes posteriores que apuntaron a estudiar el rol de estos 

en la regeneración por la expresión en células madre (también llamadas neoblastos) o la 

expresión diferencial en tejidos específicos en estos organismos (Cao et al., 2020; Friedländer et 

al., 2009; González-Estévez et al., 2009; Lu et al., 2009; Sasidharan et al., 2013; H. Liu et al., 

2021). A su vez, los miARNs han sido descriptos en todas las clases de platelmintos parásitos 

(revisado por (P. Cai et al., 2016)). Durante la tesis de maestría contribuimos a este 

conocimiento estudiando la presencia de ARNpq reguladores en F. hepatica (Fontenla et al., 

2015). Puesto que existían datos muy parciales de presencia de miARNs en el estadio adulto (Xu 

et al., 2012), nos propusimos analizar su presencia en los primeros pasos de la invasión en el 

huésped definitivo. Generamos datos de ARNpqs del juvenil recientemente desenquistado que 

nos permitió expandir a 20 familias el miRNoma de F. hepatica y la descripción de 5 familias 

nuevas específicas. A su vez, aunque ampliamos el set de miARNs descriptos nos encontramos 

con que varios miARNs altamente conservados en todos los animales y otros conservados en el 

supergrupo de los Lophotrochozoa no están presentes ni en F. hepatica ni en otros platelmintos 

parásitos (Figura 6).  
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Figura 6. Conservación de familias de miARNs en platelmintos comparados con otros 
metazoarios. El set de datos de F. hepatica fue comparado con aquellos presentes en otros 
linajes y fue incluido en el dataset ‘Trematodes’. Los miARNs descriptos en el estadio juvenil se 
indican en letras rojas. Las perdidas de familias génicas se indican como bloques vacíos. 
Inferencias sobre la conservación fueron tomadas de la literatura y confirmadas por búsquedas 
en las bases de datos miRBase y mirOrtho. (tomado de Fontenla et al. 2015). 



Doctorado en Ciencias Biológicas | Santiago Fontenla 
 

17 
 

Por otro lado, el rol regulador que juegan los miARNs en el desarrollo de Fasciola spp. ha sido 

muy escasamente estudiados hasta el momento, con un único reporte reciente en la especie 

hermana F. gigantica (R. S. Hu et al., 2021).  

 

3. ARN pequeños contenidos en vesículas extracelulares 

Las vesículas extracelulares (EVs) son pequeñas vesículas cubiertas por membrana secretadas 

por prácticamente todas las células para facilitar la transferencia de carga, principalmente 

lípidos, proteínas y especies de ARN. Las EVs se pueden dividir en términos generales en dos 

categorías principales: exosomas y microvesículas. Los exosomas tienen un origen endosómico 

ya que se forman por invaginación de la membrana endosómica y miden entre 30 y 100 nm de 

diámetro; las microvesículas se generan por la brotación y la fisión hacia afuera de la 

membrana plasmática y varían entre 50 y 1000 nm (van Niel et al., 2018)(Figura 7). 

 

Figura 7. Biogénesis de las vesículas extracelulares. Las EVs se pueden dividir en exosomas y 
microvesículas. Los exosomas tienen un origen endosómico ya que se forman por invaginación 
de la membrana endosómica; las microvesículas se generan por la brotación y la fisión hacia 
afuera de la membrana plasmática. Tomado y modificado de https://www.echelon-
inc.com/exosomes-and-extracellular-vesicles-methods-and-applications/. 
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Los miARNs pueden ser liberados al medio extracelular en EVs o en complejo con proteínas 

(Ortiz-Quintero, 2016). La secreción de EV se describió inicialmente como un medio para 

eliminar compuestos innecesarios de la célula (Johnstone et al., 1987). Posteriormente, trabajos 

pioneros reportaron la carga de mRNAs y miARNs dentro de las EVs de células de mamíferos 

(Mitchell et al., 2008; Valadi et al., 2007). Casi de inmediato, se identificó el potencial de estos 

miARN circulantes en suero como biomarcadores tempranos de cáncer (Chin & Slack, 2008). 

Subsecuentemente se han ido detectando miARNs contenidos en EVs en muchos organismos, 

con evidencia creciente sobre su papel en la regulación de la expresión génica remota 

(Bayraktar et al., 2017). En helmintos, los miARNs contenidos en los EV se informaron por 

primera vez en el trematodo Dicrocoelium dendriticum (Bernal et al., 2014), seguidos pronto 

por hallazgos similares en varios nematodos y en cestodos o trematodos, incluido F. hepatica 

(revisado por Sotillo et al., 2020). 

 

4. Modulación de la expresión génica del huésped mamífero  

Actualmente se sabe que la respuesta inmune (RI) innata tiene un rol directo frente a la 

infección por helmintos. Los helmintos han desarrollado estrategias para modular la RI 

asegurando su supervivencia. Los efectos tempranos de inmunomodulación juegan un rol 

esencial en el establecimiento y desarrollo del parásito y es llevado a cabo directamente por 

moléculas secretadas por el parásito y por el huésped que activan mecanismos de reparación 

(Maizels et al., 2018).  

La primera interacción de las células T CD4 naive con antígenos específicos presentes en las 

células presentadoras de antígenos promueve su diferenciación. Dependiendo del contexto las 

células T naive se diferenciarán en los linajes Th1, Th2, Th17 o células T regulatorias (Treg). 

Cada linaje está especificado por factores de transcripción particulares y, a su vez, producen 

perfiles de citoquinas distintos (Figura 8).  
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Figura 8. Distintos linajes de las células T CD4 en respuesta a distintos agentes patógenos. Los 
helmintos inducen una respuesta de tipo Th2. El factor de transcripción GATA-3 induce la 
diferenciación en el linaje Th2 en respuesta a IL-4. Las células Th2 producen citoquinas 
específicas como IL-4, IL-5 e IL-13 (tomado y modificado de (J. Zhu & Paul, 2008)). 

Las citoquinas producidas por las células Th2 están involucradas en la respuesta a parásitos 

extracelulares como los helmintos. La respuesta Th2 también induce una respuesta protectora 

en el huésped al reducir el daño por la respuesta inmune. Esta respuesta evita, por ejemplo, 

que se genere un daño severo en respuesta a huevos de Schistosoma atrapados en la pared 

intestinal de animales infectados (Fairfax et al., 2012).  A su vez, los helmintos también 

suprimen la respuesta Th1, aumentando la susceptibilidad a otros patógenos. Esta supresión de 

la respuesta Th1 está posiblemente asociada a la predisposición a las infecciones bacterianas en 

el ganado infectado por F. hepatica (Mabbott, 2018). En la etapa crónica, los helmintos 

modulan la respuesta inmune para inducir la expansión de células regulatorias 

(mayoritariamente Treg) y suprimir la respuesta inmune Th2. De esta manera el parásito pasa a 

ser tolerado por el sistema inmune como un organismo no dañino o “comensal” (Maizels et al., 

2018). La inducción de tolerancia inmunológica está mediada entre otros por agonistas de los 

receptores de TGF-β. Esta podría, por ejemplo, ser la razón por detrás del declive en la 
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respuesta Th2 a la schistosomiasis luego del pico a las 9 semanas de infección (Dunne & Cooke, 

2005)(Figura 9). 

 

Figura 9. Respuesta inmune a lo largo de la infección por S. mansoni. Luego de la infección la 
respuesta inicial desarrolla una respuesta Th1. A medida que el gusano se desarrolla y se 
depositan los huevos, se activan las células natural killer (NKT), las células dendríticas producen 
más IL-10 y se pasa a una respuesta de tipo Th2. Posteriormente, la población de macrófagos 
alternativamente activados y células T regulatorias aumenta llegando a la tolerancia del 
sistema inmune. Tomado de (Dunne & Cooke, 2005). 

El amplio éxito de los helmintos se basa en el desarrollo de estrategias biológicas complejas que 

involucran diferentes factores a lo largo de milenios de coevolución con sus huéspedes. Si bien 



Doctorado en Ciencias Biológicas | Santiago Fontenla 
 

21 
 

los estudios iniciales se han centrado en gran medida en las proteínas, glicoproteínas y lípidos 

como posibles inmunomoduladores, el descubrimiento de los miARN secretados por el parásito 

reveló nuevos mediadores en la interacción huésped-parásito. 

 

4.1. Modulación mediada por miRNAs parasitarios contenidos en EVs 

El papel de las EVs de origen parasitario y su rol en la interacción e inmunomodulación del 

huésped han sido propuestos, tanto en patógenos intracelulares, como protozoarios parásitos, 

hasta patógenos extracelulares, como los hongos o helmintos (Coakley et al., 2015). En 

helmintos, ya desde 2012 se reportó la internalización activa de EVs de Echinostoma caproni 

por células del huésped cultivadas in vitro (Marcilla et al., 2012) y, en 2014, se describió por 

primera vez el potencial inmunomodulador de los miARNs contenidos en EVs del nematodo 

gastrointestinal Heligmosomoides polygyrus (Buck et al., 2014). La supresión de los principales 

genes blanco de H. polygyrus en el huésped, dusp1 e Il33r, conduce a la disminución de la 

respuesta inmune tipo 2, sin embargo, solo la supresión de dusp1 parece estar mediada por 

miARNs. Desde entonces otros estudios han contribuido a describir el potencial regulador de lo 

miARNs producidos por parásitos helmintos en la comunicación e inmunomodulación del 

huésped, la mayoría publicados en los últimos 3 años (ver Tabla 1; la versión completa de la 

Tabla 1 está disponible en: 

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1HuS2NYUk6IrOaCOFGSRa3yaA4iC9bkSG/edit?usp=s

haring&ouid=111873225318883238450&rtpof=true&sd=true). Sin embargo, en algunos 

reportes se analizó el efecto modulador luego del tratamiento con EVs enteros aislados del 

parásito (marcados con ‘*’ en la columna “Effect”), por lo que, es posible que otras moléculas 

además de los miARNs participen modulando la interacción con el huésped. Los genes que 

varían su expresión como resultado de la interacción directa con los miARNs parasitarios fueron 

resaltados en rojo en la columna “Gene effect”.  
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Tabla 1. Función propuesta de los miARNs secretados por helmintos durante la infección

Parásito Estadio

miRNAs

en EVs 

(s/n)

miRNAs más 

abundantes

miRNAs de 

interés
Efecto génico

Herramienta para 

predicción de blancos
Vía afectada Efecto Referencia

Trichinella 

spiralis
Muscle larvae S

miR-540-3p

miR-8325-3p

miR-1692

miR-10833

miR-2904

--

↓IL-1β

↓TNF-α

↓INF-γ

↓IL-17A

↑IL-10

↑TGF-β

↑IL-4

↑IL-13

miRanda

TargetScan

Ts-EVs disminuyen la expresión de 

citoquinas proinflamatorias

-Incrementan las citoquinas anti-

inflamatorias

Reprime la respuesta 

proinflamatoria Th1/Th17.*

Induce una respuesta Th2 y 

Treg.*

Yang et al. 

2020

Adulto S

miR-51

miR-80

Tsp-miR-78

Larvae
mayoria 

libre

miR-80

let-7

Tsp-miR-41

Trichuris muris Adulto S

miR-1175-3p

miR-5360-5p

miR-81b-3p

miR-72-5p

miR-44a-3p

56 miRNAs
-1791 genes 

blanco en ratón
miRanda --

-Modulación del sistema 

inmune

-Regulación de receptores

-Regulación de la 

transcripción

Eichenberger 

et al. 2018

miR-1175-5p C1QA

miR-5361-5p

miR-81

miR-9-3p

miR-71-5p IFNGR1

miR-57-5p

miR-5358b-5p

miR-5359-5p

miR-9-5p TLR7

miR-34-5p XCR1

miR-87-3p IL-33

Brugia malayi L3 larva S

lin-4

miR-71

miR-1

miR-92

miR-50

--

↑MCP-1

↑MIP-2

↑G-CSF

↑IL-6

-- --
Activación M1 de 

macrófagos*

Zamanian et 

al. 2015

miR-100

miR-99a

miR-7

mTOR

miR-34a

miR-9
Ras

miR-31

miR-4299

miR-92a

PI3K

let-7 eIF-4E

miR-71 PDK1

Heligmosomoide

s polygyrus
Adulto S

Bantam-b

Bantam-c

miR-193

miR-10

miR-200

miR-200

let-7

miR-425

↓DUSP1

↓IL33R
--

-Señalización MAPK

-Señalización Alarmina

Supresión de respuesta 

inmune tipo 2

Buck et al. 

2014

Nippostrongylus 

brasiliensis
Adulto S

miR-81b-3p

miR-56

miR-71-5p

miR-36a-3p

miR-2a-3p

--

↓IL-1β

↓IL-6

↓INF-γ

↓IL-17a

↑IL-10

miRanda
Inflamación por vías de señalización de 

quimioquinas y citoquinas

Supresión de citoquinas pro-

inflamatorias*

Eichenberger 

et al. 2018

Ricciardi et al. 

2021

V

-- miRDB vía mTOR
Regulación a menos de la 

fosforilación por mTOR*

N
em

at
h

el
m

in
th

es

C
la

d
es

CD80

L4 larva

asu-mir-9

asu-mir-5358a

asu-mir-81a

asu-mir-100a-1

asu-mir-100a-2

SLA-DOB

lin-4-5p

IL-13

let-7-5p

CD86

Adulto

-Proliferación y activación de células T

-Producción de citoquinas y quimioquinas

Supresión de la respuesta 

inmune

Hansen et al. 

2019

Taylor et al. 

2020
III

Ascaris suum

L3 larva

S

asu-mir-100a-1

asu-mir-100a-2

asu-mir-5358a

asu-mir-71

asu-mir-5359

TargetScan

PITA

-- -- Represión de la miogénsis
I

Trichinella 

spiralis
miR-31 Myf5

asu-mir-71

asu-mir-81a

asu-mir-5358a

asu-mir-9

asu-mir-100a-1

Brugia malayi Microfilaria S



Doctorado en Ciencias Biológicas | Santiago Fontenla 
 

23 
 

 

Continuación de Tabla 1.
miR-125b 

mimics

↓Pros1

↓F11r

Bantam mimics

↓Fam212b

↓Clmp

↓Prtg

Schistosoma 

japonicum
-- S -- miR-1 mimic

↓Sfrp1

↑α-Sma

↑Col1α1

↑Col3α1

miRDB -Activación de Wnt/β-Catenin
Activación de HSCs produce 

fibrosis hepática

Wang Y. et al. 

2020

Schistosoma 

japonicum
-- N -- miR-7-5p mimic

↓SKP2

↑P27 (CDKN1B)

↓MMP9

miRDB

MR-microT

RNAhybrid

-Complejo SCF E3 ubiquitin-ligasa
Supresión de proliferación de 

células de hepatoma
Hu et al. 2019

Schistosoma 

japonicum
Huevo S -- miR-3096 mimic

↓PIK3C2A

↓p-mTOR (Ser2448)
miRDB -Señalización PIK3C2A

Supresión de proliferación de 

células de hepatoma
Lin et al. 2019

Schistosoma 

japonicum
Huevo S

miR-71a

miR-36-3p

bantam

miR-71b

miR-2162

miR-71a mimic

↓Sema4D

↓Plexin B1

↓CD72

↓α-SMA

↓Collagen I

miRanda

PITA

TargetScan

-TGF-β1/SMAD

-IL-13/STAT6

Supresión de fibrosis hepática 

por ↑ de células Treg y ↓ de 

citoquinas Th1/Th2/Th17

Wang L. et al. 

2020

Schistosoma 

mansoni
Adulto S

bantam

miR-10

miR-125

miR-10
↓MAP3K7

↓NF-kB
TargetRank Vía de señalización NF-kB Supresión de respuesta Th2

 Meningher et 

al. 2020

Schistosoma 

japonicum
Adulto S

miR-10-5p

miR-125b

miR-61

miR-2b-5p

bantam

bantam

↓Gins4

↓Tysnd1

↓Utp3

RNAhybrid

miRanda

TargetScan

-- Patogénesis hepática Zhu et al. 2016

Schistosoma 

japonicum
-- S -- miR-61 mimics

↓PGAM1

↓CD34

miRDB

RNAhybrid

MR-microT

Regulación de angiogénesis

Supresión de migración 

celular

Anti-angiogénesis

Hu et al. 2021

Schistosoma 

japonicum
Huevo S -- miR-2162

↓Tgfbr3

↑α-Sma

↑Col1α1

↑Col3α1

↑Col4α1

↑Timp1

miRDB -Activación de señalización TGF-β/SMAD Promueve fibrosis hepática He et al. 2020

Schistosoma 

mansoni
--

miR-10-P2a-5p

miR-71-P1b-5p

bantam-3p

miR-10-P2c-5p

miR-36-P1-3p

Regulación de vías WNT canónica y no-

canónica

Regulación de hematopoyesis 

y fisiología hepática

Fasciola hepatica --

miR-277-P2-3p

miR-10-P2b-5p

miR-71-P1b-5p

miR-10-P2a-5p

miR-1993-3p

-- --

Fasciola hepatica
Newly excysted 

juvenile
S -- miR-125b ↓Traf6

miRDB

TargetScan

miRanda

-Vía MAPK

-Vía TNF

-Vía NOD-like

Previene la deferenciación M1 

de macrófagos

Tran et al. 

2021

Fasciola hepatica -- N -- 26 miRNAs

23 genes 

expresados 

preferentemente 

en 6 tipos 

celulares inmunes

miRDB -Regulation of innate immune cell genes
Regulate specific antiparasitic 

immune pathways

Ricafrente et 

al. 2021

Fasciola hepatica Adulto S

miR-10-P2a

let-7-P1

miR-279

let-7-P2

let-7-P3

21 miRNAs

-3385 blancos 

génicos en 

humanos

miRanda

PITA

TargetScan

-Vías Ras, MAPK, PI3K-Akt, ErgB y Wnt

-Vía TNF

-Activación de plaquetas, vía receptora de 

células B y T

-Regulación de genes 

relacionados a la inmunidad 

del húesped

Fontenla et al. 

2022

Newly excysted 

juvenile
S

miR-125b-5p

miR-10-5p

miR-71a-5p

miR-2a-3p

miR-46-3p

-- -- --

Adulto S

miR-125a-5p

miR-1989-5p

miR-2b-1-3p

miR-2162-3p

miR-10-3p

28 miRNAs
-397 blancos en 

ARNm de vaca

miRanda

PITA

RNAhybrid

O
p

is
to

rc
h

iid
ae

Clonorchis 

sinensis
Adulto S

miR-71a-5p

bantam

miR-61-3p

miR-10-5p

let-7a-5p

let-7a-5p mimic

↓Socs1

↓Clec7a

↑TNF-α

↑IL-6

↑IL-1b

↑Nos2

↓Ym1

↓Arg1

TargetScan

miRanda

PicTar

-Vía de señalización NF-kB

-Activación M1 de macrófagos

-Induce citoquinas 

proinflamatorias

Yan et al. 2021

P
la

ty
h

el
m

in
th

es

Ovchinnikov 

et al. 2020

Fa
sc

io
lid

ae

Fasciola hepatica

-Transcripción de genes del ciclo celular 

mediados por FOXO

-Vía IL-4/IL-13

--
Herron et al. 

2022

Liu et al. 2019

S 46 miRNAs

-321 blancos 

génicos 

compartidos entre 

ganado y humano.

-11 blancos en vía 

WNT.

-44 blancos en 

sistema inmune.

PITA

TargetScan

-Señalización TNF

-Receptor Toll-like (TLR)

-Interacción citoquina-receptor

-Señalización RAP1

↑ Producción TNF-α

↑ monocito

↑ macrófagos

↑ Supervivencia parásito

Adulto S

miR-125b

miR-61

miR-277b

Bantam

miR-3505

TargetScan

miRanda

Tr
em

at
o

d
es

Sc
h

is
to

so
m

id
ae

Schistosoma 

japonicum
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Continuación de Tabla 1.
Echinococcus 

multilocularis
-- N -- miR-71 mimic

↑Ago1

↑Ago4

↓Nitric oxide (NO)

-- --
Represión de la producción 

de NO

Zheng et al. 

2016

Echinococcus 

multilocularis
Protoscoleces S

miR-71-5p

let-7-5p

miR-4989-5p

miR-10-5p

miR-4989-3p

miR-4989-3p 

mimic

↓NO

↑TNF-α

↑NF-kB

↑AP-1

↑TICAM2

↑TLR4

-- -Señalización LPS/TLR4

-Supresión en la producción 

de NO

-Activación de la inflamación

Ding et al. 

2019

Echinococcus 

multilocularis
Protoscoleces S -- miR-4989 mimic ↓UBE2N(Ubc13) --

-Señalización vía ubiquitinación

-Vía de señalización NF-kB y p38

Supresión de la señal de 

ubiquitinación
Cai et al. 2021

Taenia pisiformis Cysticercus S -- let-7-5p

↓(C/EBP)-δ

↓INOS

↓IL-12

↑IL-10

RNAhybrid

miRanda

TargetScan

-Inhibe la expresión de FT C/EBP-δ

Promueve la polarización M2 

de macrófagos y la respuesta 

inmune Th2

Wang et al. 

2021

Taenia pisiformis Cysticercus S

novel-mir-7

miR-4989

let-7-5p

novel-mir-11

novel-mir-8

--

↓INF-γ

↓iNOS

↓IL-12

↑Arg-1

↑IL-4

↑IL-6

↑IL-10

↑IL-13

RNAhybrid

miRanda

TargetScan

-Tranducción de señales

-Sistema inmune

Induce la secreción de 

citoquinas relacionadas a Th2 

en macrófagos*

Wang L-Q et 

al. 2020

Taenia 

crassiceps
S

let-7-5p

miR-61-3p

miR-190-5p

miR-219-5p

miR-4989-3p

--

Mesocestoides 

corti
S let-7-5p --

* after treatment with whole EVs

miRNA-target interaction effect

Indirect effect

P
la

ty
h

el
m

in
th

es

miRanda

-Señalización Wnt

-Señalización Cadherin

-Inflamación mediada por quimioquinas y 

citoquinas

-Señalización TGF-β

-Activación células T/B

--

C
es

to
d

es

Ta
en

iid
ae

Metacestode --
Ancarola et al. 

2017
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Para estudiar el papel regulador putativo de los miARNs contenidos en EVs de helmintos, en 

general, se ha seguido una primera estrategia de aproximación en base a predicciones in-silico, 

utilizando distintas herramientas informáticas (Tabla 1). Esto permite identificar a escala 

transcriptómica posibles sitios de unión de miARNs de origen parasitario en las regiones 3’UTR 

de los transcriptos del huésped. Estas predicciones pueden ser luego comprobadas 

experimentalmente utilizando métodos como medir la expresión génica luego del tratamiento 

con mimics de miARNs, que son moléculas diseñadas con idéntica secuencia a los miARNs 

parasitarios. De esta manera, se pudieron identificar vías de señalización relevantes como 

mTOR, MAPK, Wnt, PI3k, NF-κB, receptores tipo Toll, señalización mediada por citoquinas y 

factores de crecimiento entre otras (ver Tabla 1), que parecen estar siendo reguladas durante la 

infección por helmintos. La modulación de estas vías afecta la proliferación celular, los efectos 

patogénicos, la reparación del daño tisular y/o la respuesta inmune dependiendo del origen de 

las EVs y del tipo celular que los recibe. 

En este sentido, al igual que otras moléculas moduladoras producidas y excretadas/secretadas 

por los helmintos durante la infección, los miARNs contenidos en EVs parecen modular la 

respuesta inmune de manera distinta dependiendo del estadio, generando una respuesta 

inflamatoria Th2 en estadios larvarios, y la supresión de la respuesta inmune en el estadio 

adulto (Figura 9). Por ejemplo, las EVs producidos por el estadio larvario en el músculo de 

Trichinella spiralis (Yang et al., 2020), el cisticerco de Taenia pisiformis  (L. Wang et al., 2021; L. 

Q. Wang et al., 2020), y el estadio juvenil de F. hepatica (Tran et al., 2021) modulan citoquinas 

y/u otros genes que participan en vías de señalización que llevan al desarrollo de una respuesta 

inmune Th2 y/o a la supresión de la respuesta Th1. En el mismo sentido, los miARNs contenidos 

en las EVs del estadio adulto de H. polygyrus (Buck et al., 2014), Nippostrongylus brasiliensis 

(Eichenberger, Ryan, et al., 2018) y S. mansoni (Meningher et al., 2020) parecen suprimir la 

respuesta pro-inflamatoria o la respuesta Th2. A su vez, evidencia experimental ha mostrado 

que miR-71a, que es abundante en las EVs de huevos de S. japonicum, puede favorecer la 

respuesta Treg, suprimiendo la fibrosis hepática (L. Wang et al., 2020). 

Por otro lado, también hay algunos reportes que describen una respuesta pro-inflamatoria 

frente a EVs o miARNs específicos (Tabla 1)(Yan et al., 2021; Zamanian et al., 2015). Si bien esto 
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puede parecer contraintuitivo, en S. japonicum se reportó que la inducción en la producción de 

TNF-α y el incremento en la población de macrófagos y monocitos asociado a los miARNs 

contenidos en EVs parece incrementar la supervivencia del parásito (J. Liu et al., 2019). Serán 

necesarios más estudios para conocer si efectos similares ocurren en otros helmintos.  

A diferencia de lo que ocurre en otros helmintos como S. japonicum, el potencial regulador de 

los miARNs de F. hepatica sobre el huésped definitivo ha sido muy escasamente estudiado, 

habiendo solo dos reportes previos basados en datos obtenidos a partir de la secuenciación de 

EVs (Ovchinnikov et al., 2020; Tran et al., 2021), y en el caso del estudio del estadio adulto solo 

una muestra fue analizada (Ovchinnikov et al., 2020). 

 

5. Las vías de generación de ARNpq 

Las vías de regulación mediadas por ARN pequeños han sido estudiadas principalmente en el 

nematodo Caenorhabditis elegans, primer organismo en que se describió la interferencia de 

ARN (ARNi) por medio de un ARN doble cadena exógeno (ARNdc) (Fire et al., 1991, 1998), y en 

el que se identificó por primera vez un miARN, lin-4 (Lee et al., 1993). 

En el año 1999 se reportan los primeros genes participantes de las vías de ARN pequeños por la 

identificación de cepas mutantes de C. elegans resistentes a la interferencia (Ketting et al., 

1999; Tabara et al., 1999). A partir de entonces, rápidamente comenzaron a identificarse 

miembros de estas vías en otros organismos tan diversos como humanos e insectos. 

En 2001, Grishok y col. (Grishok et al., 2001) identificaron el ortólogo en C. elegans de Dicer, la 

proteína central de las vías de ARNs pequeños, que fuera reportada ese mismo año en 

Drosophila (Bernstein et al., 2001), y construyen el primer modelo de las vías. En este modelo 

ya se diferencian las tres grandes vías de generación de ARN pequeños, la vía de microARNs, la 

vía de ARNi exógeno, y la vía de ARNi endógeno aún poco conocida en ese momento. En 

general, las tres vías funcionan de manera similar: un primer complejo dependiente de Dicer 

procesa el ARN precursor, y un segundo complejo formado por una proteína de la familia 
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Argonauta junto con ARNpq llamado RNA-Induced Silencing Complex o RISC, actúa como 

complejo efector o silenciador (Figura 10). 

 

Figura 10. Esquema de las vías de ARNpq. Se diferencian tres grandes vías de generación de 
ARNpq, la vía de microARNs, la vía de ARNi y la vía de ARNs endógenos. Tomado de (Grishok et 
al., 2001). 

 

5.1. Dicer es la proteína central de las vías de síntesis de ARN pequeños 

Dicer fue identificada como una ribonucleasa que funciona al inicio de la ARNi (Bernstein et al. 

2001). Pertenece a la familia de las enzimas ribonucleasas de tipo III (RNasa III), un grupo de 

enzimas que tienen especificidad por ARNdc. La familia de las RNasa III se divide en tres clases 

estructurales. Dicer pertenece a la clase III y contiene un dominio DEXH-box, un dominio ARN 

helicasa, dos dominios Ribonucleasa III, un dominio PAZ y un dominio de unión a ARNdc (DSRM 

o dsRBD) (Figura 11). 

micro ARN exoARNi endoARNi 
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Figura 11. Estructura de Dicer. Tomado de (MacRae et al., 2006). 

Las Dicer tienen un centro de procesamiento de ARN. Dentro de este centro, cada dominio 

RNasa III cliva una de las hebras del ARNdc. La dimerización intramolecular de los dominios 

RNasa III, en cooperación con los dominios de unión a ARN, PAZ y dsRBD, resultan en un centro 

de procesamiento que genera ARNdc de aproximadamente 21 nt, con un desfasaje de dos 

nucleótidos en 3’ (Jaronczyk et al., 2005). 

  

5.2. La superfamilia Argonauta 

Las proteínas Argonauta forman una superfamilia altamente conservada que se encuentran en 

diversos organismos desde archaeas a humanos (Jaronczyk et al., 2005). En algunos nematodos 

como C. elegans, la familia Argonauta está amplificada, habiéndose descripto 26 genes 

codificados en su genoma, y cumplen funciones altamente especializadas (Dalzell et al., 2011; 

Hutvagner & Simard, 2008). 

Las Argonautas contienen dos dominios funcionales, un dominio PAZ y un dominio C-terminal, 

PIWI. El dominio PAZ se une al desfasaje de 2 nucleótidos en 3’ de los ARNdc pequeños 

generados por Dicer y el dominio catalítico PIWI cliva la hebra complementaria o pasajera de 

los ARNdc pequeños (Hutvagner and Simard, 2008). Esto genera que el ARN pequeño maduro 

(siARN o miARN) que se mantiene asociado a la proteína Argonauta, y junto a otros factores 

forman el complejo efector RISC que silencia la traducción del ARNm (Figura 12)(Fischer, 2010; 

Grishok, 2005). 
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Figura 12. Formación del complejo RISC. Los ARNdc largos son procesados por Dicer generando 
ARNdc de 21 nt de largo, con un desfasaje de dos nucleótidos en el extremo 3’ de cada hebra. 
Ago se une al desfasaje de 2 nucleótidos en 3’ y cliva la hebra complementaria o pasajera. El 
ARN pequeño maduro que se mantiene asociado a la proteína Argonauta, y junto a otros 
factores forman el complejo efector RISC que silencia la traducción del ARNm. 

 

6. Las vías de ARNpq en platelmintos 

La utilidad del ARN interferente como herramienta de genómica funcional y la capacidad 

reguladora de los miARNs, despertó el interés por evaluar la completitud de las vías de ARNpq 

en distintos organismos. Este interés fue especialmente relevante en organismos no modelo, 

donde no existía información genómica para hacer silenciamiento por knockout. En estos 

organismos el knockdown por ARNi era la única herramienta para el análisis de la función 

génica. 

Dada la escasa información que había respecto a la completitud de las vías de ARNpq en 

platelmintos, durante la Maestría en Bioinformática analizamos y comparamos la conservación 

de los genes que participan en la biogénesis de los ARNpq en los genomas de 22 especies de 

platelmintos parásitos y en 2 especies de platelmintos de vida libre (clase Rhabditiphora) 

disponibles en repositorios públicos (Tabla 2). Estos resultados se plasmaron, durante el 

doctorado, en una publicación en una revista arbitrada internacional ((Fontenla et al., 2017), 

ver ANEXO I).  
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Tabla 2. Especies analizadas (tomado de Fontenla et al., 2017) 

 

 

6.1. La vía de miARNs 

Los pri-miARNs son transcriptos por la ARN polimerasa II, estos son procesados a pre-miARNs 

de 60-100 nucleótidos de largo dentro del núcleo por el complejo microprocesador formado 

por una proteína con actividad RNasa III llamada Drosha y una proteína de unión a ARN doble 

cadena (ARNdc) llamada Pasha (Figura 13). Los pre-miARNs tienen una estructura en horquilla y 

son exportados al citoplasma desde el núcleo por un canal transmembrana llamado Exp-5, en 

vertebrados y moscas, o su análogo funcional en C. elegans, Xpo-1. A continuación, los pre-

miARNs son procesados por Dicer junto con una proteína argonauta de la clase miAgo (Ago-1 

en insectos). Ago-1 separa la hebra madura de la complementaria, generando un miARN 

maduro. La hebra madura junto con Ago-1 y otros factores asociados forman el complejo 
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miRISC. Detectamos que en general la vía de generación de miARNs está conservada en todas 

las especies analizadas. 

 

 

Figura 13. Conservación de genes de la vía de generación de miARNs en platelmintos. Los pri-
miARNs son transcriptos la ARN polimerasa II y procesados en pre-miARNs por Pasha y Drosha. 
El pre-miARN es exportado al citoplasma por una proteína transmembrana Xpo1, donde es 
procesado por Dicer a ARNdc cortos. Ago remueve la hebra complementaria del miARN maduro. 
El miARN con Ago y otros factores asociados al complejo miRISC hibridaran con el ARNm blanco 
(Tomado de Fontenla et al. 2017). 

Los miARNs hibridan con los mARNs blanco reprimiendo la traducción. En los sitios donde el 

apareamiento Watson-Crick es extenso, los miARNs de metazoarios pueden inducir el clivaje 

del ARNm mediado por Ago. Sin embargo, más comúnmente, los miARNs de metazoarios se 

aparean perfectamente con su sitio blanco en la región 5’ del miARN centrados en los 

nucleótidos 2-8 llamada región ‘seed’ o ‘semilla’. Por fuera de esta región el apareamiento es 
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más laxo conduciendo a la represión de la traducción, desestabilización el ARNm o ambos 

(Figura 14)(Bartel, 2009).  

 

Figura 14. Apareamiento entre un miARN y su sitio blanco en un ARNm. Más comúnmente, los 
miARNs de metazoarios se aparean perfectamente en la región 5’ del miARN llamada región 
‘seed’ o ‘semilla’. Tomado y modificado de Fuchs Wightman et al., 2018. 

 

6.2. La vía de interferencia por ARNdc exógeno  

La vía de ARNi está conservada a lo largo de la evolución y posiblemente surgió como un 

mecanismo de defensa contra ARNdc virales u otros parásitos genéticos (Tomari & Zamore, 

2005). El mecanismo se desencadena cuando un ARNdc largo es internalizado por una proteína 

de canal transmembrana análoga a SID-1 de C. elegans (Figura 15). En C. elegans, el ARNdc es 

reconocido en el citoplasma por una proteína de unión a ARNdc llamada RDE-4 y presentado a 

Dicer para su procesamiento. RDE-4 está conservado solo en algunas especies de nematodos. 

Por lo tanto, también procuramos ortólogos del análogo funcional de RDE-4 en D. 

melanogaster, llamado R2D2. Sin embargo, no identificamos proteínas similares en 

platelmintos. De todas maneras, dado que la interferencia por ARNdc ha probado ser funcional 

en varias especies de platelmintos, es probable que una vía alternativa u otro mediador aun no 

caracterizado esté operando en estos organismos.  
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Figura 15. Conservación de los genes de la vía de interferencia por ARN exógeno en 
platelmintos. Un ARNdc exógeno es internalizado por un canal transmembrana, SID-1. En el 
citoplasma el ARNdc es reconocido por RDE4 (un ortólogo de R2D2 de Drosophila 
melanogaster), esto promueve la formación del complejo DICER que procesa el ARNdc largo en 
ARNdc de 22 nt de largo. La proteína argonauta RDE1 (homóloga a Ago2 de D. melanogaster) 
procesa el ARNdc liberando el ARN pequeño interferente maduro, que junto con otros factores 
formaran el complejo efector siRISC. (Tomado de Fontenla et al. 2017) 

Una proteína con dominio DexH-box/Helicasa (DRH-1) y una proteína Argonauta de la clase 

siAGO (llamada Ago-2 en insectos o RDE-1 en C. elegans) también forman parte de este 

complejo. Ago-2 se une a los ARN pequeños interferentes (siARNs) estabilizándolos y cliva la 

hebra complementaria o pasajera. Los siARNs maduros permanecen unidos a Ago-2 formando 

el complejo siRISC.  

XRN-1 es una exonucleasa 5’->3’ asociada a Dicer que degrada el ARNm blanco del complejo 

RISC y está conservada en platelmintos. Por el contrario, solo detectamos ortólogos de Mut-7 

en el platelminto de vida libre Macrostomum lignano, y RDE-2 no fue detectado en ninguna de 

las especies analizadas. Mut-7 y RDE-2 forman un complejo que forma parte de la ARNi en C. 

elegans cuya función es aún poco conocida. 

 



Doctorado en Ciencias Biológicas | Santiago Fontenla 
 

34 
 

6.3.  La vía de interferencia por ARNdc endógeno 

Además de las vías de miARNs y siARNs existe una vía de interferencia dependiente de ARNdc 

largos endógenos derivados de ARN antisentido de secuencias codificantes y elementos 

transponibles, que parecen regular genes expresados en la línea germinal (Figura 16). En C. 

elegans, los transcriptos primarios son procesados por el complejo ERI (o Enhancer of RNA 

Interference) formado por Dicer, DRH-3, ERI-1, ERI-3, ERI-5, ERI-6, ERI-7 y RRF-3, una ARN 

polimerasa dependiente de ARN (RdRP). Los factores ERI fueron nombrados de esta manera en 

base a resultados que indicaban que la supresión de estos genes potenciaba el efecto de la 

ARNi exógena, lo que sugirió que las vías de ARNi endógeno y exógeno compartían factores en 

común. 

 

Figura 16. Conservación de los genes de la vía de interferencia por ARN endógeno en 

platelmintos. El ARNnc conteniendo una región de ARNdc es transcripto en el núcleo y 

procesado en el citoplasma por el complejo ERI. Luego de unirse al ARNdc, ERI-1 remueve una 

de las hebras no apareadas creando una estructura en horquilla pasible de servir como primer 

para la síntesis de ARNdc largo por RRF-3. Dicer y DRH-3 luego clivan el ARNdc largo, y ERGO-1 

(un homólogo de Ago2) cargado con un siARN gatilla la degradación del ARN blanco. (Tomado 

de Fontenla et al. 2017) 
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En platelmintos, detectamos la presencia de homólogos de ERI-1, una enzima con actividad 

exonucleasa 3’->5’. Mientras que en platelmintos parásitos no pudimos detectar otros 

miembros del complejo ERI, si encontramos ortólogos de ERI-7 en ambas especies de vida libre 

analizadas, y genes con dominio RdRP solo en Macrostomum lignano. 

 

6.4. Biogénesis de piARNs  

En paralelo a los ARN pequeños de 21-23 nt se descubrieron otros ARN mayores de entre 26-30 

nt expresados fundamentalmente en las células de la línea germinal de la mayoría de los 

metazoarios. Estos ARNs fueron denominados piARNs, pues interactúan con Argonautas de la 

clase Piwi y parecen ser fundamentales para silenciar la expresión de elementos transponibles. 

En la línea germinal la función de los piARNs unidos a las Piwi previene la acumulación de 

cambios en el genoma en las siguientes generaciones.  

La metilasa HEN-1, implicada en la ARNi y en la vía de piARNs asociados a Argonautas (Agos) 

tipo Piwi (Montgomery et al., 2012) fue detectada únicamente en M. lignano y S. mediterranea, 

lo que es consistente con la presencia Agos tipo Piwi en los platelmintos de vida libre 

estudiados y su ausencia en los parásitos. A su vez, Vasa, otro factor clave de la vía de piARNs, 

también parece estar ausente en platelmintos parásitos (Skinner et al., 2014), lo que soporta la 

hipótesis de una pérdida evolutiva de los piARNs en los Neodermata y su conservación en 

platelmintos de vida libre. Sin embargo, esta hipótesis está fundada en el análisis de un número 

muy escaso de especies de vida libre. Por lo tanto, nos preguntamos si las vías estarán 

conservadas de la misma manera en otros clados del grupo parafilético ‘Turbelaria’. Si esto es 

así, nuestros hallazgos podrían indicar una relación directa entre la divergencia en las vías de los 

ARNpq y los mecanismos que condujeron al parasitismo de los Neodermatas. 

 



Doctorado en Ciencias Biológicas | Santiago Fontenla 
 

36 
 

Hipótesis 

En función de los antecedentes presentados es posible que los ARNpq jueguen un papel en el 

desarrollo de F. hepatica y en el contexto de la interacción huésped-parásito al ser secretados 

en vesículas extracelulares. A su vez, dada la relevancia de los ARNpq en la regulación de 

diversas funciones, la ausencia de genes de las vías de ARNpq entre los neodermata versus 

otros clados de platelmintos podría estar vinculada al parasitismo. En consecuencia, nos 

planteamos la siguiente hipótesis: los ARN pequeños deben cumplir un papel esencial en la 

regulación del desarrollo y en la interacción con el huésped, y a su vez, podrían haber 

divergencias asociadas a la conservación de las vías de síntesis de ARN pequeños que podrían 

estar involucrados en la adaptación al parasitismo en platelmintos. 
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Objetivos 

A partir de la hipótesis de trabajo nos planteamos dos objetivos generales: 

A) Analizar los perfiles de ARNpq en los estadios asociados al huésped mamífero y en 

vesículas extracelulares de F. hepatica, y estudiar su potencial regulador. 

Objetivos específicos: 

i) Identificar y comparar la expresión de miARNs entre los estadios intra-mamífero de 

F. hepatica, y entre el estadio adulto y EVs. 

ii) Identificar los genes blanco y las funciones reguladas por los miARNs 

diferencialmente expresados entre estadios de F. hepatica. 

iii) Identificar los genes blanco y las funciones reguladas en el huésped por los miARNs 

más abundantes en las EVs de F. hepatica. 

iv) Caracterizar otras especies de ARNnc menos estudiadas como los tARNs y los vault 

ARNs. 

B) Comparar la conservación de las vías de ARNpq entre platelmintos de vida libre y 

parásitos. 

Objetivos específicos: 

i) Identificar transcriptomas de buena calidad de distintas especies de platelmintos de 

vida libre disponibles en base de datos públicas. 

ii) Identificar los genes involucrados en las vías de generación ARNpq en base a 

ortología. 

iii) Inferir la relación evolutiva de familias génicas claves de las vías de ARNpq.  

iv) Estudiar la conservación de secuencia a nivel de dominios e inferir si hay selección 

positiva entre las subfamilias génicas de Argonauta. 
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Materiales y métodos 

Dado que los resultados presentados en el presente trabajo ya se han publicado en revistas 

arbitradas internacionales, los materiales y métodos están descriptos en las secciones 

correspondientes de los artículos presentados. En la siguiente sección se describe la estrategia 

seguida para abordar cada uno de los objetivos planteados. Adicionalment, en el ANEXO III se 

encuentran los programas y parámetros usados en la tesis. 
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Estrategia general 

A) Analizar los perfiles de ARNpq en los estadios intramamífero y en vesículas 

extracelulares de F. hepatica, y estudiar su potencial regulador. 
 

Se analizaron muestras correspondientes a diversos estadios de vida intra-mamífero. Las 

muestras de metacercarias dormante (MD) y activadas in vitro (MA) y gusanos adultos (AD1; 

AD2) fueron generadas por nosotros en el marco del proyecto del genoma de F. hepatica 

(estudio SRP040521). Para la obtención de estas muestras el ARN total se extrajo usando el kit 

mirVana Total Isolation (Thermo Fisher) separando las fracciones grande (>200 pb) y pequeña 

(<200 pb). Las bibliotecas se construyeron utilizando el kit NEBNext Multiplex Small RNA Library 

Prep. 

Los datos de juveniles (NEJ) fueron generados y analizados previamente por nosotros (Fontenla 

et al., 2015), y reanalizados y comparados con otros estadios en este trabajo. En este caso se 

utilizó el kit RNeasy Mini para la extracción del ARN total. Este se separó por tamaño en gel de 

poliacrilamida, seleccionando posteriormente la fracción de ARN pequeño. Se uso la 

transcriptasa reversa Superscript II (Invitrogen) e Illumina small RNA RT-Primer según 

instrucciones del fabricante para la retrotranscribir el ARN y construir las bibliotecas. 

Las muestras de EV se obtuvieron de gusanos adultos recuperados de ganado vacuno infectado 

naturalmente en un matadero local en Dungannon, Irlanda del Norte. El ARN total de estas 

muestras se aisló usando TRizol (Life Technologies). Los ARN pequeños fueron 

subsequentemente aislados usando el kit SeraMir (SystemBio). Las bibliotecas se generaron 

usando el kit TailorMix miRNA Sample Preparation Version 2 (SeqMatic LLC). La construcción de 

las bibliotecas y la secuenciación de estas muestras fueron realizadas por System Biosciences, 

USA. 

Las lecturas de secuenciación fueron procesadas en paralelo. Se removieron los adaptadores y 

se filtraron las lecturas de secuenciación eliminando aquellos de baja calidad y tamaño menor a 

18 nucleótidos. Las lecturas restantes se mapearon con Bowtie (Langmead et al., 2009) al 
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genoma de F. hepatica, permitiendo un máximo de 2 mismatches. Identificando sucesivamente 

las lecturas correspondientes a mRNA, tRNA, rRNA, snRNA y regiones repetitivas del genoma 

(es decir, transposones, regiones de baja complejidad o repetidos en tándem) (Figura 17). 

Las lecturas no asignadas a ARN funcionales se colapsaron y remapearon al genoma de F. 

hepatica. Se utilizó el pipeline de miRDeep2 (Friedländer et al., 2012) para identificar y 

cuantificar los miARN nuevos y conservados, usando miARNs depositados en miRBase v22.1 y 

otros miARNs de F. hepatica identificados previamente, pero no depositados en miRBase 

(Ricafrente et al., 2021) como set de miARNs "conocidos" (ver ANEXO III).  
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Además, la presencia de secuencias derivadas del huésped se evaluó volviendo a mapear las 

lecturas que no mapearon en el genoma de F. hepatica, al genoma de Bos taurus. 

 

Figura 17. Esquema de la estrategia seguida en el objetivo (A). 

El análisis estadístico de la expresión de miARNs se realizó con DEGUST v4.1.1 

(https://degust.erc.monash.edu/). Las muestras se agruparon por estadio; y se analizaron con 

el método Voom/Limma, con normalización a conteo por millón (CPM). Los miARN con un 

log2FoldChange ≥ 2 y una tasa de descubrimientos falsos (FDR) ≤ 0.01 fueron considerados 

como diferencialmente expresados entre estadios.  
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Se utilizaron tres algoritmos: miRanda (Betel et al., 2010), PITA (Kertesz et al., 2007) y 

TargetScan v7.0 (Agarwal et al., 2015), con opciones por defecto para predecir los blancos de 

los miARNs noveles y conservados diferencialmente expresados en una base de datos 

conteniendo 7626 regiones 3' no traducidas (3'UTR) anotadas en el ensamblaje PRJEB25283 de 

F. hepatica y 1612 3'UTR de transcriptos nuevos obtenidas de una re-predicción génica 

(Langleib et al. en preparación). Se consideraron solo aquellas predicciones coincidentes entre 

los tres algoritmos. 

Se utilizó TopGO (Alexa & Rahnenfuhrer, 2019) para identificar las ontologías génicas 

enriquecidas (GO) entre los blancos de los miARN expresados diferencialmente, los términos 

GO con P-valores inferiores o iguales a 0.01 se consideraron significativamente enriquecidos. 

Para predecir los blancos en el huésped mamífero se descargaron los 3'UTR de humanos de la 

base de datos TargetScan (http://www.targetscan.org/cgi-

bin/targetscan/data_download.vert72.cgi). Como se describió anteriormente, las predicciones 

se ejecutaron con opciones predeterminadas. Se utilizó la base de datos DAVID (Huang et al., 

2009) para identificar funciones reguladas en genes blanco, considerando solo las vías 

reguladas por dos o más miARN. Además, se utilizó InnateDB (Breuer et al., 2013) para 

identificar los genes relacionados con la inmunidad bajo regulación. 

Las lecturas que se asignaron a la base de datos de ARNt se cuantificaron y clasificaron 

mediante scripts propios. Para cada fragmento de ARNt, la secuencia con el recuento más alto 

se usó para la predicción in-silico de plegamiento y dimerización utilizando la herramienta 'Fold 

RNA Biomolecular' del paquete RNAstructure6.3 (Bellaousov et al., 2013). 

Para la identificación de vault RNAs (vtARNs) conservados en el genoma de F. hepatica se utilizó 

la región más conservada de los vtARNs identificados en Lottia gigantea y Helobdella robusta 

obtenido de la base de datos Rfam (https://rfam.xfam.org/ RF00006) para realizar una 

búsqueda por BLASTn en el genoma de F. hepatica. Los vtARNs putativos se inspeccionaron 

adicionalmente con MEME suite (Bailey et al., 2009) para confirmar la conservación de motivos 

relevantes, y RNAfold (Lorenz et al., 2011) para evaluar la presencia de la característica 
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estructura secundaria similar a un ‘mango de sartén’. A continuación, utilizamos fragrep2 

(Mosig et al., 2006) para re-inspeccionar el genoma de F. hepatica. 

B) Comparar la conservación de las vías de ARNpq entre platelmintos de vida 

libre y parásitos. 
 

Las proteínas de las vías de ARNpq de Macrostomum lignano, Schmidtea mediterranea, 

Gyrodactylus salaris, S. mansoni y E. multilocularis junto con otras especies de Neodermatas ya 

habían sido caracterizadas previamente por nosotros (Fontenla et al., 2017, ANEXO I).  

Los transcriptomas de platelmintos turbelarios no-modelo fueron publicados por Laumer et al. 

(2015). El transcriptoma del monogenea basal Eudiplozoon nipponicum fue publicado por 

(Ilgová et al., 2017). También se utilizaron los datos genómicos publicados recientemente por 

nosotros de los trematodos F. gigantica y Fasciolopsis buski ((Choi et al., 2020), ver ANEXO II), y 

los genomas de cuatro especies del género Paragonimus publicados por (Oey et al., 2018; Rosa 

et al., 2020). Todos los datos fueron descargados de repositorios públicos y/o están disponibles 

públicamente. 

Previo a analizar la conservación de las vías de ARNpq en los datos transcriptomicos, se estudió 

la calidad de los datos con BUSCO. En base a esto, se seleccionaron siete ensamblajes que 

abarcaran razonablemente la diversidad del clado Turbelaria. Se utilizó TransDecoder para 

definir los marcos abierto de lectura (ORF) y traducir los transcritos (Figura 18)(ver ANEXO III). 
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Figura 18. Estrategia seguida en el objetivo B. (*) Datos generados por (Laumer et al., 2015) y 
por (Ilgová et al., 2017), respectivamente. (#) Genomas de F. gigantica y F. buski generados por 
(Choi et al., 2020); genomas de Paragonimus generados por (Oey et al., 2018; Rosa et al., 2020). 

Siguiendo un esquema similar al utilizado previamente (Fontenla et al., 2017), se aplicó una 

estrategia de BLASTp recíproco para identificar los genes vinculados a las vías de ARNpq en los 

transcriptomas traducidos y en los genomas publicados recientemente. El BLASTp directo se 

realizó usando como ‘carnada’ los genes de las vías de ARNpq identificadas en platelmintos, y 

genes particulares de C. elegans y Drosophila melanogaster no detectados en nuestro análisis 
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previo.  A su vez, se comprobó la homología funcional de las proteínas putativas detectadas 

mediante predicciones de dominios proteicos por HMMScan. 

Para evitar sobreestimar el número de genes en los datos transcriptómicos o reportar 

duplicaciones genómicas enteras como duplicaciones génicas (como ocurre en el genoma 

tetraploide de M. lignano), se agruparon las secuencias con una similaridad mayor al 90%. 

MAFFT con opción de alineamiento local e información estructural fue usado para generar los 

alineamientos de secuencias. PhyML fue usado para construir los árboles filogenéticos de 

familias génicas claves en las vías de biogénesis de ARNpq.  

Previamente habíamos reportado la ausencia de Argonautas de la clase Piwi en Neodermatas y 

la aparición de un cluster de genes de la familia Argonauta específico de platelmintos, 

denominado ‘FL-Agos’ por nosotros, que presentaban amplificaciones independientes en las 

especies parásitas (Fontenla et al., 2017). Estos resultados obtenidos en nuestro set extendido 

de especies eran, a su vez, coincidentes con resultados publicados por otros grupos en sets más 

reducidos (Skinner et al., 2014; Zheng, 2012). Sospechando que podía estar ocurriendo un 

fenómeno de diversificación en la familia de las Argonautas, decidimos estudiar la conservación 

de secuencia a nivel de dominios proteicos e inferir si había selección positiva entre las 

subfamilias génicas de Argonauta de platelmintos.  
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Resultados 

Los resultados correspondientes a las distintas secciones indicadas en Objetivos y Estrategia 

General, ya han sido publicados en revistas arbitradas internacionales, por lo que se incluyen 

estas publicaciones en las sub-secciones correspondientes. 

 

A. Rol de los ARN pequeños en el desarrollo de Fasciola hepatica y en la interacción con 

el huésped 
 

 

ARTICULO: Rol de los ARN pequeños de Fasciola hepatica en la interacción con el huésped 

mamífero. 

Santiago Fontenla, Mauricio Langleib, Eduardo de la Torre Escudero, María Fernanda 

Domínguez, Mark W. Robinson, José Tort. 

Frontiers Cellular and Infection Microbiology (2022), doi: 10.3389/fcimb.2021.812141 

 

En este trabajo, presentamos los resultados que responden al objetivo (A): Analizar los perfiles 

de ARNpq en los estadios asociados al huésped mamífero y en vesículas extracelulares de F. 

hepatica, estudiando su potencial regulador. 

Hallamos que los perfiles de expresión de miARNs de los estadios intramamífero muestran 

importantes variaciones, a pesar de que hay un set de miARNs que es altamente expresado en 

todos los estadios. En base al pipeline de predicción de interacción 3’UTR-miARNs, detectamos 

funciones relevantes vinculadas al desarrollo y otras que podrían ser relevantes en el proceso 

invasivo entre los blancos de los miARNs diferencialmente expresados entre estadios de F. 

hepatica. A su vez, entre los blancos génicos en el huésped de los miARNs más abundantes en 

EVs de F. hepatica, hallamos varias funciones relacionadas con la modulación o respuesta 

inmune. 
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Adicionalmente, detectamos fragmentos derivados del procesamiento de tARNs en todos los 

estadios del desarrollo analizados, y documentamos la presencia de fragmentos largos noveles 

de tARNs enriquecidos en vesículas. También, confirmamos la presencia de al menos 5 vtARNs 

putativos, que son expresados en los estadios estudiados y están enriquecidos en vesículas. 
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B. Conservación de las vías de ARN pequeños entre platelmintos de vida libre y parásitos 
 

ARTICULO: Perdidos y encontrados: las vías de Piwi y Argonauta en gusanos planos 

Santiago Fontenla, Gabriel Rinaldi, José Tort. 

Frontiers Cellular and Infection Microbiology 11 (2021), doi: 10.3389/fcimb.2021.653695 

 

En este trabajo, presentamos los resultados que responden al objetivo (B): Comparar la 

conservación de las vías de ARNpq entre platelmintos de vida libre y parásitos. Para esto 

analizamos la conservación de las vías de ARNpq entre varias especies del grupo parafilético 

tradicionalmente conocido como ‘turbelarios’ y especies parásitas (organizadas en el clado 

monofilético Neodermata) para desentrañar posibles adaptaciones durante la transición al 

parasitismo. Nuestros hallazgos muestran que las vías de miARNs e ARNi están presentes en 

todas las especies de vida libre analizadas. A su vez, mientras que todos los ‘turbelarios’ tienen 

proteínas Piwi, estas se perdieron en todos los Neodermatas. Inclusive, identificamos dos 

clusters de genes Piwi en ‘turbelarios’, uno de ellos notoriamente divergente, que 

denominamos ‘Fliwi’. Adicionalmente, otros factores clave de la vía Piwi, como Vasa o Zucchini, 

también están conservados en todos los ‘turbelarios’ pero ausentes en Neodermatas. 

Además, confirmamos que las Argonautas platelminto-especifica denominada ‘FL-Ago’ está 

conservada ancestralmente en los todos platelmintos pero está expandida solo en especies 

parásitas. 

A nivel de la secuencia proteica, hallamos menor conservación entre las FL-Agos respecto a 

otras subfamilias de las Argonautas, sugiriendo que podrían haber sufrido una mayor presión 

evolutiva. 
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Discusión General 

 

Dado que los resultados ya fueron discutidos en detalle las secciones correspondientes de los 

artículos presentados, aquí solo se discutirán algunos aspectos generales. 

 

A. Rol de los ARN pequeños en el desarrollo de Fasciola hepatica y en la interacción con 

el huésped 

En este estudio analizamos la presencia de diversas poblaciones de ARNpq a lo largo de 

distintos estadios de vida de F. hepatica, y aquellos presentes en EVs del estadio adulto. Si bien 

las muestras se obtuvieron y fueron secuenciadas en tiempos diferentes, aquellas 

pertenecientes a estadios similares tendieron a agruparse en el análisis multidimensional 

(Figura S1 del manuscrito presentado en Resultados A), lo que sugiere que representan 

poblaciones consistentemente encontradas en esos estadios. A su vez, los conteos fueron 

normalizados para tener en consideración diferencias en la profundidad de la secuenciación. En 

nuestros datos identificamos un set complejo de ARNpq, compuesto por miARNs, fragmentos 

de tARNs y vtARNs. 

Entre los miARNs diferencialmente expresados entre estadios, nuestras predicciones in-silico 

sugieren roles relevantes en el desarrollo y posiblemente en el proceso de invasión parasitario. 

Si bien es necesaria validación experimental, los roles reguladores de los miARNs son bien 

conocidos (Bushati & Cohen, 2007). Entre estas se destaca la regulación de la formación y 

liberación de vesículas durante la invasión del huésped, dado que la secreción de EVs durante la 

invasión parece ser un proceso finamente regulado (Hanna et al., 2019; Sánchez-López et al., 

2020) (ver Figura 3B y Figura S6A del manuscrito presentado en Resultados A). Los cambios en 

la expresión de los miARNs durante la invasión podrían, al menos en parte, estar controlando la 

liberación de vesículas preformadas. 
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Curiosamente, otro análisis en estadios similares a los analizados por nosotros, pero con una 

estrategia diferente, publicado con posterioridad a la publicación de nuestros datos, reportó 

que los miARNs de F. hepatica pueden ser reguladores de vías metabólicas y de señalización, y 

también podrían estar regulando procesos vinculados a la invasión (Herron et al., 2022). En este 

caso, por la regulación de la secreción de proteasas, factores vinculados a la adquisición de 

nutrientes, componentes individuales de exosomas entre otros.  

A su vez, los miARNs más abundantes en las EVs correspondieron a familias conservadas 

posiblemente dirigidas a regular vías de señalización e inmunomodulación del huésped (Figura 

5, Tabla S6 y S7 del manuscrito presentado en Resultados A). En concordancia con nuestros 

resultados, Herron y col. (Herron et al., 2022) también reportaron la regulación de vías de 

señalización, como FOXO, o genes vinculados a la respuesta inmune, como IL-4 e IL-13, entre los 

blancos génicos en el huésped de los miARNs contenidos en EVs de F. hepatica. Curiosamente, 

esta parece ser una estrategia común en los helmintos, con un número creciente de reportes 

describiendo la absorción de miARN derivados de parásitos por parte de las células huésped, y 

evidencia in vitro de disminución en la expresión de genes del huésped asociados con la 

respuesta inmune (Arora et al., 2017)(Tabla 1). La modulación Th2 es un tema común en la 

evasión inmune de parásitos (Coakley et al., 2016). Resulta interesante que los miembros de la 

familia miR-10, bantam y let-7 vinculados a la modulación de esta respuesta se encuentran 

consistentemente entre los miARN más abundantes en las EVs secretados por trematodos 

adultos (Tabla S5 del manuscrito presentado en Resultados A), lo que sugiere que su 

enriquecimiento no se produce por casualidad y, por lo tanto, constituyen elementos centrales 

en la modulación de la respuesta del huésped. 

Los fragmentos derivados de tRNA (tRDF) han sido relacionados con la regulación de diversos 

procesos que incluyen la traducción, la proliferación, la apoptosis, la formación de gránulos de 

estrés, la estabilización del ARNm, la expresión de transposones, la biogénesis de los ribosomas 

y la herencia de rasgos adquiridos (Tosar & Cayota, 2020). En este trabajo, detectamos una 

población sesgada de tRDFs en todas las etapas analizadas y describimos una nueva clase de 

fragmento de ARNt, producido por la escisión en el T-loop particularmente abundante en la 

fracción EV (Figura 6B y S7 del manuscrito presentado en Resultados A). Los fragmentos de 
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ARNt más abundantes de la fracción EV pueden formar estructuras homodiméricas estables 

que podrían explicar su mayor estabilidad. 

Las funciones de los tRDFs son aún poco conocidas en los platelmintos, sin embargo, 

recientemente se informó que pueden estar involucrados en la regeneración de las planarias 

(Cao et al., 2020). De todas maneras, las funciones de estos fragmentos en la regulación de F. 

hepatica y/o en la interacción con el huésped son especulativas y requieren validación 

adicional. 

Las ribonucleoproteínas vault son partículas grandes y huecas en forma de barril que se 

encuentran en el citoplasma de muchas células eucariotas. Aunque todavía se sabe poco sobre 

su función, parecen estar involucradas en funciones reguladoras clave que incluyen la 

autofagia, la apoptosis y la modulación de la expresión génica (revisado por Frascotti et al., 

2021). 

Nuestro enfoque basado en una búsqueda por homología laxa seguido de una curación manual 

exhaustiva fue clave para detectar vtARNs putativos en el genoma F. hepatica (Figura 8 y S9, y 

Tabla S9 del manuscrito presentado en Resultados A).  Aunque se desconoce el papel funcional 

de los vtRNA de F. hepatica, su empaquetamiento selectivo en EVs de trematodos sugiere que 

podrían participar en las interacciones huésped-parásito. 

B. Comparación de las vías de ARNpq entre platelmintos de vida libre y parásitos. 

A principio de este siglo se develo un inesperado ‘mundo de ARN’, que ha adicionado nuevas 

capas de regulación a los sistemas biológicos, en muchos casos poco comprendidos aun hoy en 

día, especialmente en organismos no modelo. Estas actividades regulatorias son mediadas por 

un número creciente de clases de ARNs no codificantes. En el caso de los piARNs, estos son 

necesarios para silenciar elementos transponibles en las células de la línea germinal y mantener 

la estabilidad cromosómica. Previamente mostramos que proteínas claves involucradas en las 

vías de ARNpq están conservadas en los clados mayoritarios de platelmintos (Fontenla et al., 

2017); sin embargo, detectamos evidentes diferencias entre clados, particularmente la 

completa ausencia de los genes de la vía Piwi en Neodermatas. 
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Si bien las proteínas de clase Ago de miARN se conservan en todos los platelmintos, una familia 

específica de platelmintos que llamamos FLAgos (Fontenla et al., 2017), mostró amplificaciones 

génicas independientes en trematodos y cestodos. Este grupo podría haberse originado a partir 

de una clase Ago de siARN altamente divergente, que se amplificó y diversificó rápidamente. 

Por otro lado, mientras que los Neodermatas parásitos carecen de proteínas tipo Piwi, estas se 

amplificaron en platelmintos de vida libre, incluyendo la clase canónica Piwi 2, y un nuevo 

grupo, los FLiwis, específicos de Rhabditophora de vida libre (Figuras 2 y 4 del manuscrito 

presentado en Resultados B). Al igual que en FLAgos, dado que faltan los homólogos de la clase 

Piwi1, es posible que el grupo Fliwi represente una clase piwi1 de rápida evolución que divergió 

dentro de los platelmintos.  

A su vez, las proteínas FLAgo mostraron una menor conservación de secuencia, debido a una 

mayor tasa de sustitución, una característica generalmente asociada con la adquisición de 

funciones noveles. Mostramos evidencia de selección diversificadora sitio-específica 

principalmente en FLAgos en comparación con otros grupos de Argonauta (Figura 5 del 

manuscrito presentado en Resultados B). Dada el sesgo evolutivo de las FLAgos (no 

conservados en el huésped) creemos que podrían ser blancos para el desarrollo de nuevos 

medicamentos o vacunas. Fármacos anti-Ago ya se han propuesto en modelos in silico (Schmidt 

et al., 2013). 

Entre los genes de la familia Dicer, reportamos el acortamiento de Dcr-2 en todos los 

trematodos analizados con una posterior duplicación (Dcr-3) en los FBT (Figura 6 del manuscrito 

presentado en Resultados B), posiblemente como consecuencia de reorganizaciones genómicas 

por la acumulación de TEs (Klein & O’Neill, 2018). Queda por confirmar si las Dcr 2/3 más cortos 

son funcionales o representan pseudogenes. La detección de proteínas Dcr-2 en G. applanata y 

M. fusca con estructuras muy similares a las de los trematodos, puede indicar que la 

reorganización genómica detectada en los trematodos pudo haber ocurrido más de una vez 

durante la evolución de los platelmintos. Sin embargo, dada la fragmentación de los 

transcriptomas de ‘turbelarios’, se necesitan más datos genómicos para verificar estas 

observaciones. 
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Vasa es parte de la biogénesis de los piRNA y se encuentra diferencialmente conservada entre 

‘turbelarios’ y neodermatas (Skinner et al., 2014). Al igual que la ausencia de Piwi, la ausencia 

de Vasa en Neodermatas resulta desconcertante. Piwi y Vasa son ampliamente conocidos entre 

los biólogos del desarrollo como marcadores de la línea germinal. Incluso se encontró que Vasa 

se expresa en la línea germinal de metazoos de ramificación temprana como el clado ctenófora, 

lo que sugiere un papel central en el desarrollo de todos los metazoos (Alié et al., 2011; 

Mochizuki et al., 2001; Rebscher et al., 2007). Se ha propuesto que los genes Vasa surgieron por 

duplicación de un gen ancestral relacionado con PL-10 antes de la aparición en las esponjas, 

pero después de la separación de hongos y plantas (Mochizuki et al., 2001). Nuestros datos 

sugieren que una segunda duplicación de PL-10 tuvo lugar en un ancestro temprano de los 

platelmintos que produjo una familia específica de genes relacionados con PL-10 en 

platelmintos (Figura 7 del manuscrito presentado en Resultados B). Todavía se desconoce por 

qué la pérdida de Vasa fue favorecida evolutivamente en los neodermatas; sin embargo, la 

expresión en la línea germinal y el papel en la gametogénesis de PL-10 específico de 

platelmintos ha sido reportado en los neodermatas (Ohashi et al., 2007). De igual forma, se ha 

reportado que los genes vasa-like, es decir, PL-10, se expresan en células de ovario, testículo y 

huevo de S. mansoni y S. japonicum (S. He et al., 2018; Skinner et al., 2012, 2020).  

En el mismo sentido, comprobamos que otros genes de la vía Piwi también están ausentes en 

Neodermatas pero conservados en todos los ‘turbelarios’. La ausencia de proteínas de la vía 

piwi en especies parásitas parece ser una tendencia constante. Asimismo, se ha reportado la 

ausencia de Piwi en todos los clados de nematodos, excepto en el clado V, que contiene la 

especie modelo C. elegans, y algunos parásitos animales como Haemonchus contortus y 

Pristionchus pacificus (Sarkies et al., 2015). Otras proteínas de la vía piwi también están 

ausentes en nematodos que no pertenece al clado V, lo que confirma la ausencia de una vía 

funcional. Además, la vía piwi también se encontró ausente en los genomas de los ácaros del 

polvo y la sarna (Mondal et al., 2018). Tanto en los trematodos como en los nematodos y en los 

ácaros, existe evidencia de que mecanismos alternativos relacionados con el siARN están 

involucrados en el control de los TEs (P. Cai et al., 2012; Protasio et al., 2020). La amplificación 

de genes asociados con las principales vías de ARNpq en platelmintos parásitos sugiere una 
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adaptación similar de funciones. Dado que se reconoce que los TEs contribuyen a la innovación 

genómica, así como a la inestabilidad genómica en una amplia variedad de especies (Klein & 

O’Neill, 2018), es tentador especular que la pérdida de la vía Piwi podría estar asociada con una 

rápida reorganización genómica que ha llevado a adoptar una forma de vida parasitaria. 
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Conclusiones y Perspectivas 

Hemos analizado los perfiles de expresión del complemento de ARNs pequeños en tres estadios 

intra-mamífero del ciclo de vida y en las vesículas extracelulares del estadio adulto de F. 

hepatica. Detectamos perfiles de miARNs que varían significativamente su expresión y, a casi 30 

años de la primera descripción del rol de miARNs en la regulación del desarrollo de C. elegans, 

realizamos la primera descripción in-silico de la función putativa de los miARNs en los estadios 

invasivos de F. hepatica. A su vez, hallamos que los miARNs pueden ser relevantes no solo en la 

regulación de procesos vinculados al desarrollo, sino que también pueden estar regulando 

mecanismos directamente vinculados a la invasión. En el mismo sentido, describimos las vías 

centrales de señalización y las vinculadas a la respuesta inmune del huésped que podrían estar 

siendo reguladas por los miARNs parasitarios contenidos en EVs. Este puntapié inicial será de 

gran valor en ensayos experimentales que pretendan abordar el estudio de miARNs clave tanto 

para el desarrollo o el proceso de invasión, como en la regulación de blancos génicos en el 

huésped. 

Por otro lado, trabajos recientes han propuesto el potencial uso de los miARNs circulantes 

como biomarcadores no invasivos en sangre. A su vez, se han detectado miRNAs libres 

circulantes en la sangre de huéspedes infectados con varias especies de nematodos y 

platelmintos (Mu et al., 2021). Es posible que los miARN más abundantes en EVs sean 

detectables en la circulación de animales infectados con F. hepatica. Si este es el caso, se 

podrían desarrollar nuevos mecanismos para el diagnóstico de la enfermedad. 

Estudiamos las poblaciones de fragmentos de ARNt en todas las etapas analizadas, y 

describimos una nueva clase de fragmento de ARNt particularmente abundante en la fracción 

extravesicular. A su vez, inferimos por predicciones in-silico que los fragmentos de ARNt más 

abundantes de la fracción EV podrían estar formando estructuras homodiméricas estables, 

futuros ensayos posiblemente mediante tratamiento con exonucleasas podrán corroborar esta 

observación. Del mismo modo, será relevante corroborar si estas estructuras resistentes a la 
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degradación se encuentran en la fracción libre, no asociada a EVs, como ha sido descripto en 

humanos (Tosar et al., 2018). 

Realizamos la primera descripción de vtARNs en Neodermatas, el método utilizado en nuestro 

trabajo podrá ser utilizada para caracterizaciones similares en otros platelmintos. Si bien las 

moléculas vault son aún poco conocidas pueden ser potencialmente relevante dado las 

múltiples funciones regulatorias en las que están involucradas en organismos modelo (Frascotti 

et al., 2021). A su vez dada su abundancia en EVs, será relevante estudiar el rol que pueden 

estar jugando en la interacción con el huésped. 

Por otro lado, brindamos fuerte evidencia bioinformática sobre la presencia y ausencia de 

proteínas clave involucradas en las vías de ARNpq en platelmintos de vida libre de divergencia 

temprana, lo que sugiere que la regulación por miARNs, el silenciamiento mediado por piARN y 

ARNi son mecanismos regulatorios ancestrales en platelmintos. Además, las diferencias 

observadas en especies parasitarias que evolucionaron más recientemente sugieren 

fuertemente que los mecanismos mediados por ARN pequeños podrían haber sido también 

relevantes durante la transición al parasitismo. 

La ausencia total de los mediadores de la vía piwi en todos los trematodos y cestodos sugiere 

una pérdida temprana en un ancestro de los neodermatas. Esta única pérdida podría haber 

tenido consecuencias evolutivas dramáticas, ya que los elementos transponibles podrían haber 

impulsado la inestabilidad del genoma que condujo a transformaciones bioquímicas, 

morfológicas y funcionales, por ejemplo, el origen de la neodermis (Caira & Littlewood, 2013), y 

cambios similares que favorecieron la adaptación a un nuevo estilo de vida. En esta línea 

altamente especulativa, es tentador pensar que la posterior amplificación independiente de 

FLAgos y Belle/PL10 en trematodos y cestodos podría haber resultado de una adaptación a 

estos cambios, ya sea para el control de los transposones y/o para generar nuevos mecanismos 

reguladores mediados por ARN pequeños no codificantes. 

Se pueden considerar diferentes enfoques experimentales para probar esta hipótesis. 

Herramientas genómicas funcionales probadas en platelmintos como ARNi (Dell’Oca et al., 

2014), transgénesis (Rinaldi et al., 2012; Suttiprapa et al., 2016), edición del genoma mediante 
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CRISPR-Cas9 (Ittiprasert et al., 2019; Lok et al., 2017; Sankaranarayanan et al., 2020) u ensayos 

de inmunoprecipitación (Free et al., 2009) podrían usarse para definir la función de los factores 

informados aquí y/o para detectar otros nuevos. 

En todo caso, se necesitan más enfoques experimentales para comprender las funciones de 

todas las clases de ARN pequeños detectados; su presencia combinada en las EVs sugiere una 

acción concertada en la interacción y modulación de las respuestas del huésped, que merece 

ser investigada. A su vez, la presente descripción de las vías de ARNpq, junto con nuestro 

informe anterior (Fontenla et al., 2017), describen características novedosas de la biología y la 

evolución que son exclusivas de platelmintos, lo que implica que hay sutiles mecanismos 

involucrados en las vías de ARNpq de los platelmintos que son diferentes a los descritos en 

organismos modelo como mamíferos, C. elegans o D. melanogaster.  

En conclusión, si bien queda mucho terreno por investigar nuestros resultados aportan nuevas 

perspectivas en campos aun insipientemente estudiados que podrían redundar en el diseño de 

nuevos mecanismos de control y tratamiento de enfermedades negligenciadas pero con un 

impacto enorme para el desarrollo humano. 
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ANEXO I 

Parte de los resultados obtenidos durante la maestría en bioinformática fueron publicados en el 

periodo del doctorado, y se incluyen aquí como anexo. 

• Conservation and Diversification of Small RNA Pathways within Flatworms. 

Fontenla, Santiago, Gabriel Rinaldi, Pablo Smircich, and Jose F. Tort. 

BMC Evolutionary Biology 17 (2017), 215. 

 

Dado el escaso conocimiento que había sobre los factores involucrados en las vías de ARNpq en 

platelmintos al momento de redactar este artículo, nos propusimos analizar su conservación en 

24 especies de platelmintos con ensamblaje genómico disponible, la mayoría de ellas especies 

parásitas. Para ello empleamos factores de las vías de ARNpq que han sido bien caracterizados 

en la especie modelo C. elegans, para realizar búsquedas bioinformáticas en las bases de datos 

de platelmintos. 

Entre nuestros resultados hallamos una familia de Argonauta especifica de platelmintos (que 

denominamos FL-Agos), que presentó amplificaciones independientes en los diferentes linajes y 

la pérdida de la familia Ago Piwi en todos los neodermata analizados. Detectamos una 

duplicación de Dicer en todos los platelmintos, con diferencias estructurales de Dicer-2 entre 

trematodos, cestodos y platelmintos de vida libre. A su vez, describimos por primera vez, la 

presencia de homólogos de un factor clave del complejo miRISC, GW182 en platelmintos.  

Creemos que estos hallazgos contribuyeron a reflejar innovaciones específicas de la evolución 

de los platelmintos presumiblemente asociadas a mecanismos noveles de regulación de la 

expresión génica mediada por vías de ARNpq, que difieren con lo que ha sido descripto 

clásicamente en organismos modelo. 
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ANEXO II 

Durante el transcurso de la tesis colabore activamente con otros proyectos en curso del grupo, 

los que resultaron en la publicación de 4 artículos que se incluyen como anexos. 

 

• Genomes of Fasciola hepatica from the Americas Reveal Colonization with Neorickettsia 

Endobacteria Related to the Agents of Potomac Horse and Human Sennetsu Fevers. 

McNulty, Samantha N., Jose F. Tort, Gabriel Rinaldi, Kerstin Fischer, Bruce A. Rosa, Pablo 
Smircich, Santiago Fontenla, Young-Jun Choi, Rahul Tyagi, Kymberlie Hallsworth-Pepin, 
Victoria H. Mann, Lakshmi Kammili, Patricia S. Latham, Nicolas Dell’Oca, Fernanda 
Dominguez, Carlos Carmona, Peter U. Fischer, Paul J. Brindley, and Makedonka Mitreva.  

PLoS Genetics 13 (2017), e1006537. 

Este trabajo se realizó como parte de un vínculo de colaboración que mantiene nuestro 

grupo con el grupo de la Dra. Mitreva en la Universidad de Washington (Missouri, USA), 

para secuenciar y analizar genomas de FBT. Desde Uruguay aportamos muestras y 

participamos en el análisis de uno de los genomas de referencia de F. hepatica. Entre los 

hallazgos principales, describimos diversas adaptaciones como la expansión de familias 

génicas relevantes en el proceso de invasión y la reducción o pérdida de vías metabólicas 

que podrían estar vinculadas a la adquisición del modo de vida parasitario. Sin embargo, 

nuestro análisis de genómica comparada indico que F. hepatica y otros FBT parecen ser 

menos restringidos metabólicamente que schistosomas y cestodos. 

A su vez, detectamos una endobacteria asociada a los aislados de F. hepatica de Uruguay y 

Oregon, USA. La endobacteria detectada está cercanamente emparentada al género 

Neorickettsia, agente etiológico de la fiebre Sennetsu en humanos y de Potomac en 

caballos. Esta fue la primera descripción de interacción trans-reinos asociada a F. hepatica, y 

podría tener implicancias biológicas, evolutivas y etiopatogénicas en ambos organismos. 
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• Adaptive Radiation of the Flukes of the Family Fasciolidae Inferred from Genome-Wide 
Comparisons of Key Species 

Choi, Young-Jun, Santiago Fontenla, Peter U. Fischer, Thanh Hoa Le, Alicia Costábile, David 
Blair, Paul J. Brindley, Jose F. Tort, Miguel M. Cabada, and Makedonka Mitreva.  

Molecular Biology and Evolution 37 (2020), 84–99. 

Continuando con el vínculo de colaboración con el grupo de la Dra. Mitreva, publicamos los 

ensamblajes de los genomas de F. gigantica y Fasciolopsis buski, y realizamos un análisis de 

genómica comparada entre gusanos de la familia Fasciolidae: F. hepatica, F. gigantica y F. 

buski. Entre los resultados más relevantes reportamos la expansión del tamaño de los 

genomas en Fasciola respecto a otros trematodos. Estas expansiones genómicas no 

mostraron estar asociadas a un aumento en el número de genes, pero si a un aumento en el 

tamaño de los mismos y ocurrieron, sobre todo, por la acumulación de elementos 

transponibles y secuencias repetidas. Esta acumulación mostro ser linaje-especifica con la 

expansión preferencial de familias de TEs particulares entre los Fasciolidae. Detectamos 

expansiones diferenciales de familias génicas como Cistein-Catepsin proteasas, proteínas de 

unión a ácidos grasos, proteínas disulfide-isomerasas y chaperonas moleculares, que 

resaltan la importancia de las proteínas excretadas-secretadas para los gusanos hepáticos, y 

que parecen estar vinculadas a los mecanismos de invasión y/o al medio ambiente del 

órgano parasitado en el huésped definitivo por cada especie. 

Analizamos los tiempos evolutivos de ramificación de los distintos linajes e inferimos que 

podrían asociados a rápidos eventos de cambio ecológico o climático. Este estudio ha 

proporcionado nuevos conocimientos sobre la evolución del genoma de estos importantes 

patógenos, y ha generado recursos genómicos que permitirán el desarrollo de mejores 

herramientas diagnóstico y nuevos fármacos. 
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• Pleiotropic Alterations in Gene Expression in Latin American Fasciola Hepatica Isolates with 

Different Susceptibility to Drugs. 

Radio, Santiago, Santiago Fontenla, Victoria Solana, Anna C. Matos Salim, Flávio Marcos 

Gomes Araújo, Pedro Ortiz, Cristian Hoban, Estefan Miranda, Valeria Gayo, Fabiano 

Sviatopolk-Mirsky Pais, Hugo Solana, Guilherme Oliveira, Pablo Smircich, and José F. Tort.  

Parasites & Vectors 11 (2018), 56. 

Este trabajo fue realizado en el marco de un proyecto CABBIO, e involucro a grupos de 

Argentina, Brasil, Perú, México y Uruguay. En este estudio apuntamos a la caracterización 

del transcriptoma de dos aislados Sudamericanos resistentes a drogas para conocer los 

mecanismos moleculares putativos subyacentes a la resistencia. Se estudiaron tres aislados, 

la cepa Cajamarca aislada de Perú, resistente a triclabendazol y albendazol, y el aislado 

Rubino de Uruguay, resistente a albendazol pero sensible a triclabendazol, que fueron 

comparadas con una cepa completamente sensible a ambas drogas (aislado de Cenapa, 

Mexico). Entre los resultados más destacados está la identificación de variaciones en la 

expresión de proteínas del citoesqueleto, la adenilato ciclasa, entre otros lo cual es 

consistente con los blancos putativos reportados del triclabendazol y con posibles métodos 

de detoxificación. 

Estos resultados pusieron énfasis en el valor de las aproximaciones transcriptómicas para 

proveer de nuevas visiones apuntadas a mejorar el entendimiento de los modos de acción y 

los mecanismos de resistencia a las drogas, y serán de valor para el desarrollo de nuevas 

estrategias de tratamiento.  
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• Compositional Analysis of Flatworm Genomes Shows Strong Codon Usage Biases Across All 
Classes. 

Lamolle, Guillermo, Santiago Fontenla, Gastón Rijo, Jose F. Tort, and Pablo Smircich.  

Frontiers in Genetics 10 (2019), 771. 

Este trabajo fue parte de un esfuerzo realizado por bioinformáticos nacionales. Hicimos un 

análisis comparativo en base a los genomas de 22 especies representativas de los 

principales clados y estilos de vida del filo Platelmintos. Seleccionamos un conjunto de 700 

genes ortólogos conservados en todas las especies, midiendo los cambios en el contenido 

de GC, el uso de codones y aminoácidos en posiciones ortólogas. Los valores de GC en la 3er 

posición del codón abarcó un amplio rango, lo que permitió discriminar dos grupos 

diferentes entre los turbelarios, cestodos y trematodos, respectivamente. A su vez, un 

agrupamiento jerárquico por uso de codones difirió notablemente del árbol filogenético. 

Además, detectamos un sesgo en el uso de codones sinónimos que fue más dramático en 

genomas extremadamente pobres o ricos en GC, es decir, los esquistosomas pobres en GC 

prefirieron usar codones sinónimos terminados en AT, mientras que M. lignano rico en GC 

mostró la conducta contraria. Curiosamente, estos sesgos afectaron el uso de aminoácidos, 

con el uso preferencial de aminoácidos codificados por codones siguiendo la tendencia del 

contenido de GC. Estos están asociados con sustituciones no sinónimas en posiciones 

ortólogas. El análisis detallado de los cambios sinónimos y no sinónimos proporcionó 

evidencia de un mecanismo de dos golpes en el que tanto las fuerzas de mutación como las 

de selección parecen impulsar las diversas estrategias de codificación de los platelmintos.  
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ANEXO III 

 Softwares, paquetes y parámetros utilizados durante el Objetivo I  

# Adapter trimming and quality control 

trim_galore -q 20 --length 18 --fastqc infile.fq > outfile.fq 

  

#Collapse reads 

  

collapse_reads.pl reads.fa > collapsed_reads.fa 

  

# Mapping 

  

bowtie -q -v 2 -S -p 10 index infile.fq outfile.sam --al aligned_reads.fa 

  

# Identification and quantification of miRNAs 

  

bwa_sam_converter.pl -i mapped_reads.sam -a mapped_reads.arf 

  

miRDeep2.pl collapsed_reads.fa genome.fa mapped_reads.arf species_mature.fa 

other_mature.fa species_precursor.fa -s species_star.fa> report.log 

  

## miRNA target predictions 

  

#TargetScan 

  

perl targetscan_70.pl miR_seeds.txt 3UTR_sequences.txt outfile 

  

#PITA 

  

perl pita_prediction.pl -utr 3UTR_sequences.fa -mir miR_mature.fa -prefix string 

  

#Miranda 

  

miranda miR_mature.fa 3UTR_sequences.fa -out outfile 

  

#Script for comparison of target predictions 

  

#!/usr/bin/python 

  

fm = open("miranda_targets_list", 'r') 
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fp = open("pita_targets_list", 'r') 

fg = open("tscan_targets_list", 'r') 

  

fc = open("output", 'w') 

  

a = list() 

b = list() 

d = list() 

e = list() 

  

for line in fm: 

    line=line.strip("\n") 

    a.append(line) 

  

for line in fp: 

    line=line.strip("\n") 

    b.append(line) 

  

for line in fg: 

    line=line.strip("\n") 

    d.append(line) 

  

def compare_intersect(x, y): 

    return set(x).intersection(y) 

  

c_set=compare_intersect(a,b) 

c=list(c_set) 

  

e_set=compare_intersect(c,d) 

e=list(e_set) 

  

print(e, end="", file=fc) 

  

fm.close() 

fp.close() 

fg.close() 

fc.close() 

  

#GO enrichment was performed in R 

  

library(topGO) 

  

# gene IDs and background annotation 
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file_background <- "GO_background.txt" 

Nodes <- 20 # number of processes to show 

Ontology <- "GOs" 

  

# Create temp file 

data <- read.csv(file_background, sep = "\t", header = TRUE, row.names = 

NULL)[,(c('query', Ontology))] 

file_temp <- paste0(file_background,"2") 

write.table(data, file = file_temp, sep = "\t", quote = FALSE, col.names = FALSE, 

row.names = FALSE) 

  

# Get background annotation 

GOesByID <- readMappings(file = file_temp) 

bg_genes <- names(GOesByID) 

  

# Get gene IDs for the enrichment 

file <- "targets.txt" #ID of targeted genes 

tg <- read.csv(file, header=F)$V1 

  

# Compare genes vs bg_genes 

compared_genes <- factor(as.integer(bg_genes %in% tg)) 

names(compared_genes) <- bg_genes 

  

# Create topGO object 

GO_BP_data <- new("topGOdata", ontology = "BP", allGenes = compared_genes, 

                   annot = annFUN.gene2GO, gene2GO = GOesByID) 

GO_MF_data <- new("topGOdata", ontology = "MF", allGenes = compared_genes, 

                   annot = annFUN.gene2GO, gene2GO = GOesByID) 

  

GO_CC_data <- new("topGOdata", ontology = "CC", allGenes = compared_genes, 

                   annot = annFUN.gene2GO, gene2GO = GOesByID) 

  

#### Run Fisher test #### 

result_BP_Fisher <- runTest(GO_BP_data, algorithm = "classic", statistic = "fisher") 

  

result_MF_Fisher <- runTest(GO_MF_data, algorithm = "classic", statistic = "fisher") 

  

result_CC_Fisher <- runTest(GO_CC_data, algorithm = "classic", statistic = "fisher") 

# Create and print table with enrichment result 

  

all_BP_Res <- GenTable(GO_BP_data, classicFisher = result_BP_Fisher, topNodes = Nodes) 

#optionally numChar=1000 prevents trimming of GO descriptions 
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all_BP_Res$classicFisher <- as.numeric(all_BP_Res$classicFisher) 

all_BP_Res <- all_BP_Res[all_BP_Res$classicFisher<0.01,] 

all_BP_Res <- all_BP_Res[,c("GO.ID","Term","classicFisher")] 

all_BP_Res 

 

Softwares, paquetes y parámetros utilizados durante el Objetivo II 

# Evaluación de la calidad de los ensamblajes 

 

busco -c 10 -i input.fa -o busco_output -l metazoa_odb10 -m tran 

 

# Predicción de ORFs 

 

TransDecoder.LongOrfs -t input 

 

# Búsqueda por BLAST 

 

blastall -p blastp -b 1 -e 0.00001 -i input -d database -m 8 > output 

 

# Predicción de dominios funcionales 

 

 hmmscan --domE 0.001 --tblout tblout_seq --domtblout tblout_dom --pfamtblout pfamformat_out -

-cpu 20 Pfam-A.hmm input 

 

# Agrupamiento de secuencias 

 

cd-hit -c 0.9 -i input -o output 

 

# Alineamiento de secuencias 

 

mafft --thread 4 --threadtb 5 --threadit 0 --reorder --dash --originalseqonly --maxiterate 2 -

-retree 1 --localpair input > output 

 

# Conversión de formato fasta a phylip 

 

t_coffee -convert -infile=input.fas -outfile=output.phy -output=phylip 

 

# Construcción de árboles filogenéticos 

 

phyml -i input.phy -d aa -b -4 -m model --no_memory_check –quiet 

 

# Construcción de matrices con conteo de residuos en cada posición del alineamiento 
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library("seqinr") 

 

input=read.alignment(file = "input.fas", "fasta") 

 

matriz <-as.matrix(input) #Convierte los alineamientos a una matriz de secuencias/posicion 

 

perfil<-consensus(matriz,method = c("profile")) #Genera una tabla posicion/frecuencia de aa 

 

perfil<-perfil[-c(1),] #saco la primera linea que tiene la frencuencia de los "-" del 

alineamiento 

 

write.table(perfil, file="output.csv",sep=";",dec =",") #Exporta una salida tabular 


