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RESUMEN

El protozoario parasito Trypanosoma cruzi tiene un ciclo de vida complejo que incluye
diversas formas celulares que se alternan entre huéspedes invertebrados y mamiferos. Para
hacer frente a estos cambios 7.cruzi sufre modificaciones rapidas en la expresion génica que se
consiguen esencialmente a nivel post- transcripcional. Sin embargo, los mecanismos precisos
de esta fina regulacion aun no se han podido dilucidar completamente. En la actualidad, las
familias de los pequefios ARNs reguladores no codificantes (SARNs) es decir microARNs y
siARNs son reconocidos como actores clave en la regulacion post- transcripcional de genes en
la mayoria de los eucariotas que se han estudiado, sin embargo, 7.cruzi carece de estas vias de
sARNs canonicos. En un esfuerzo reciente de nuestro grupo de trabajo donde se tenia como
principal objetivo identificar la presencia de vias de SARNSs alternativas en 7. cruzi, se reveld
la presencia de una poblacion homogénea de sARNs derivados de ARNt maduros
(denominados tsRNAs, tRFs o mitades de ARNt) y otros ARNs no codificantes, incluyendo
derivados de ARNr, snoRNAs , CDS y regiones intergénicas. A su vez también se pudo
evidenciar la presencia de una proteina Argonauta distintiva de tripanosomatidos que con los
fragmentos derivados de ARNt son reclutados en granulos citoplasmaticos particulares en
epimastigotes de 7. cruzi. Sobre la identidad de estos granulos tan caracteristicos tampoco se
tiene gran conocimiento, pero los mismos se asemejan a reservosomas. En la presente tesis
mediante el uso de secuenciado masivo y diferentes técnicas de microscopia electronica de
transmision hemos demostrado que epimastigotes estresados secretan altos niveles de
microvesiculas al medio extracelular que contienen poblaciones selectivas de sARNs
intracelulares como carga; también mostramos que las mitades de ARNt son reclutadas en
varios organelos vesiculares que sugieren que su biogénesis es parte de rutas
endociticas/exociticas. Hemos revelado que esta carga se transfiere entre parasitos y a sus
células huéspedes susceptibles, pero no a células no sensibles, las cuales se convirtieron en
susceptibles con la incorporacion artificial del contenido de dichas microvesiculas. Ademas, las
microvesiculas secretadas por 7. cruzi estan involucradas en el ciclo de vida del parasito
induciendo la transicion hacia formas tripomastigotes metaciclicos infecciosos. Hasta donde
sabemos, esta es una de las primeras evidencias de la existencia de transferencia de material
genético a través del reino de los protistas a células de mamiferos que nos podria conducir a
replantearnos algunos conceptos basicos de la biologia huésped-patogeno.
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HIPOTESIS:

1.1 ARNSs reguladores no codificantes

1.11 OBJETIVOS GENERALES

1.12 OBJETIVOS ESPECIFICOS

En eucariotas, la sintesis de un producto
génico funcional (ARN o proteina) es un proceso
complejo compuesto por varias etapas, cada una de las
cuales esta sujeta a regulacion (Alberts 2002). El
control de la expresion génica es esencial para los
seres vivos, tanto para los organismos unicelulares
que deben cumplir ciclos de vida complejos con mas
de un hospedero, como para los organismos
pluricelulares, donde es necesario para la generacion
del patron diferencial de proteinas en los distintos
tipos celulares, momentos del ciclo celular y en
respuesta a estimulos externos.

Las células de los diferentes organismos
contienen una variedad de ARNs no codificantes
(ARNnc) que son transcriptos pero no traducidos a
proteinas. Hasta hace no mucho tiempo, los ARNnc
eran conocidos por cumplir funciones genéricas en la
célula, como lo son los ARNr y ARNt involucrados
con el mecanismo de la traduccion de ARNs
mensajeros (ARNm), los ARNs pequeiios nucleares
(snARNs) relacionados con el procesamiento del
ARNm y ARNs pequefios nucleolares (snoARNs)
involucrados con la modificacion de los ARNT.

Luego de la descripcién del genoma humano
las mejores estimaciones de genes codificantes para
proteinas dan cuenta de unos 30.000 a 40.000 genes lo
que representa aproximadamente un 1% del genoma
(Wright et al. 2001). En la pasada década con el
advenimiento de las tecnologias de secuenciado
masivo o profundo comenz6 la caracterizacién de una
familia de ARNnc que se ha descubierto no presentan
estas funciones genéricas (Eddy 2001; Carninci and
Hayashizaki 2007). Los ARNnc fueron divididos
esquematicamente en diferentes grupos de acuerdo al
tamafio reportado. En estos grupo se incluyeron los

ARNnc pequefios (SARNs) de tamafios entre 20-32 nt, por ejemplo la familia de los micro ARNs
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INTRODUCCION

(miARNs) (Bartel 2004), entre 100 a 200 nt los ARNnc comunmente encontrados como
reguladores de la traduccion en bacterias (Masse et al. 2003), con 500 nt el ARN perteneciente a
la telomerasa (Collins 2006) y los ARNnc mas largos representados por el ARN Xist de 17Kb en
humanos (Plath et al. 2002) y el ARN Air en raton de 108 Kb (Sleutels et al. 2002).

Esta familia en expansion de ARNs reguladores tienen como rol primordial la regulacion
de la expresion génica a nivel transcripcional y post-transcripcional (Nelson et al. 2003; Kim and
Nam 2006). Esta novedosa forma de regulacion de la expresion génica se ha encontrado en la
mayoria de los organismos en los que se ha buscado, por lo que se la considera una via de control
universal mas que excepcional (Lee et al. 2004; Pillai 2005; Kim and Nam 2006). Hoy es cada
vez mas evidente que las moléculas de ARN por si mismas pueden y tienen un gran repertorio
de funciones bioldgicas y en particular -como fue predicho ya hace 45 afios por Jacob y Monod -
que pueden ser ampliamente empleadas como clave en la regulacion de la expresion génica,
tanto en cis como en trans especialmente en los eucariotas (Mattick and Makunin 2006).

El descubrimiento de este nuevo mundo del ARN o como se lo ha denominado
recientemente “The RNA underworld” ha llevado a considerar nuevos cambios en la concepcion
que tenemos hasta hoy del dogma central de la Biologia Molecular. En una revision Mattick y
colaboradores intentan definir como encajarian los ARNnc en el modelo general aceptado de la
expresion génica (ADN-ARN-proteinas) (Kenzelmann et al. 2006). En el mencionado trabajo,
los autores plantean una nueva definicion del flujo de la informacidon génica, los genomas
eucariotas producirian dos salidas paralelas: las proteinas cuya actividad bioquimica
representaria una sefial analdgica, y los ARNnc que envian sefales secuencia-especificas a
manera de codificaciones digitales elaborando sefiales directas a blancos ARN o ADN
(Kenzelmann et al. 2006).

Como se menciond, los sSARNSs estan representados por moléculas de ARN de entre 20 a
32 nucleotidos. Estos sARNs tienen la capacidad de reprimir o silenciar la expresion génica a
nivel transcripcional o post-transcripcional a través de un mecanismo de reconocimiento basado
en secuencias complementarias a los mismos (RNA-guided gene silencing) (Kim 2005).
Actualmente se la considera una de las familias mas abundantes de factores reguladores de la
expresion génica capaz de regular entre el 30% al 40% de los genes codificantes para proteinas.
Los pequenos ARNs pueden desencadenar el silenciamiento actuando en los diferentes niveles
de regulacion de la expresion de un gen: formacion de la heterocromatina, re-arreglos
cromosoémicos (eliminacion de ADN), metilacion del ADN, silenciamiento meiotico mediado
por ADN no apareado, degradacion del ARNm y represion de la traduccion (Cerutti and Casas-
Mollano 2006; Chu and Rana 2007).

El rol natural propuesto para esta familia de reguladores de la expresion génica esta
basada en la regulacion fina de la expresion génica (Bartel 2004). Amplias evidencias
experimentales los vinculan con patologias complejas como el cancer y otras alteraciones del
desarrollo y la diferenciacion celular (Volinia et al. 2006).
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INTRODUCCION

Los sARNSs reguladores hoy se distribuyen en 3 familias principales:
J siARNSs (pequefios ARNs de interferencia),
. miARNSs (micro ARNs) y

o piARNs (ARN pequefios asociados a proteinas Piwi).

1.2 siARNs, miARNSs y piARNs

Los siARNSs, del inglés “small interference”, son pequefios ARNs de 21-25 nucledtidos
(nt) que se originan del procesamiento de largos transcriptos de ARN doble cadena (ARNdc)
(Kim and Nam 2006). Pueden ser codificados endogenamente, como han sido descritos en
plantas y nematodos (Kim and Nam 2006) o ex6genamente (Zamore and Haley 2005), como los
siARNs introducidos experimentalmente (transgénesis) o en forma natural a través de virus.

Esquematicamente, los siARNs son generados a partir de ARNdc precursores mas largos
los cuales son procesados por ribonucleasas de tipo III denominadas genéricamente “Dicer” para
dar lugar a fragmentos de ARNdc de 21-25 nt de largo con grupos 5’ fosfato y dos nucleotidos 3’
sobresalientes en los extremo del ARNdc (Zhang et al. 2004) los cuales son caracteristicos de la
actividad de las ribonucleasas tipo III. La cadena de ARN que funcionard como guia es cargada
por el complejo efector del silenciamiento génico, RISC (del inglés, RNA-induced silencing
complex, (Hammond et al. 2001; Liu et al. 2004). El RISC estd compuesto por varias proteinas
de las cuales hasta el momento se identificaron mas de 15 (Peters and Meister 2007). Sin
embargo, el “minimo” complejo activo, requiere solo del pequefio ARN y de las proteinas de la
familia Argonauta las cuales constituyen el componente primordial del complejo. En humanos y
Drosophila algunos subtipos de proteinas Argonauta (Ago2) poseen actividad endonucleasa de
ARN usualmente referida como “slicer” la cual es responsable de la degradacion del ARNm
blanco (Hall 2005).

El complejo RISC “cargado” con el siARN actiia como guia del complejo efector en el
reconocimiento de las regiones complementarias accesibles a nivel del ARNm blanco.
Dependiendo de la complementariedad en el apareamiento de bases puede ocurrir la degradacion
del ARNm blanco o la inhibicion de la traduccion del mismo (Kim 2005). RISC corta de forma
ATP independiente al ARNm entre las bases 10 y 11 del pequeiio siARN. La cadena del pequetio
ARN permanece asociada al RISC permitiendo realizar multiples rondas de cortes de ARNm
blancos (Filipowicz et al. 2005).

En algunos eucariotas, la formacion del ARNdc precursor requiere de proteinas ARN
polimerasas dependientes de ARN (RdRP, del inglés RNA dependent RNA polymerase)
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(Wassenegger and Krczal 2006). Las proteinas RARP generan ARNdc a partir de transcriptos
simple cadena mediante la sintesis de novo de manera independiente de cebadores (Baulcombe
2004; Wassenegger and Krczal 2006).

Los miARNSs representan evolutivamente pequefios ARNs conservados que derivaron de
productos génicos que codifican para precursores cortos de ARNdc (Kiefer 2006). Se definen
como ARNs de 20 a 25 nt que presentan estructuras secundarias particulares y baja
complementariedad con sus blancos (Lagos-Quintana et al. 2001). Se unen a sitios especificos en
el ARNm blanco y controlan la expresion génica a nivel post-transcripcional regulando la
traduccion del mensajero o su estabilidad en el citoplasma (Zamore and Haley 2005). A pesar de
que estan presentes en plantas y animales, existe poca conservacion entre genes particulares de
miARN, asi mismo, presentan diferencias tanto en la ruta de biogénesis como en el mecanismo
de accion. En su conjunto, estos datos sugieren que los mecanismos de miARNs surgieron de
manera independiente en los diferentes phyla (Cerutti and Casas-Mollano 2006).

En plantas, la mayoria de los miARNs se localizan en regiones intergénicas (Reinhart et
al. 2002), en animales, aunque puede haber excepciones, aproximadamente un 50% se localiza
en regiones intergénicas y el resto principalmente en los intrones y exones de unidades
transcripcionales (Saini et al. 2007). La mayoria contienen promotores para la polimerasa II,
pueden tener varias kilobases de largo, una 7-metilguanosina 5’ (“capeado” 5’ o 5’cap) y estdn
poliadenilados en el extremo 3’ (cola polyA) (Saini et al. 2007; Zhou et al. 2007). Algunos
miARNs forman agrupamientos o clusters para coordinar su expresion, de manera tal que el
transcripto primario (pri-miARN) contiene secuencias para diferentes miARNs (Bartel 2004).

Un esquema de la biogénesis y mecanismo de accion de miARNs se puede apreciar en la
Figura 1 en comparacion con los siARNs y los piARNs, en el nucleo el pri-miARN se pliega
en estructuras de horquilla caracteristicas, con apareamientos imperfectos, es procesado por una
endorribonucleasa de tipo III (RNAsa III), Drosha, que actiia en conjunto con proteinas de unién
a ARNdc denominadas Pasha en Drosophila y DGCRS8 en humanos (Kim 2005). Drosha corta
ambas cadenas del pri-miARN en la region mas lejana al bucle de la horquilla definiendo uno de
los extremos del miARN maduro, y dando origen al precursor de miARN (pre-miARN), también
con forma de horquilla, que generalmente tiene ~70pb (Lee et al. 2003). El pre-miARN es
transportado desde el nucleo al citoplasma por la exportina 5 (Yi et al. 2003; Lund et al. 2004).
En el citoplasma el pre-miARN es reconocido por Dicer que corta ambas cadenas del pre-
miARN en la region mas cercana al bucle de la horquilla, definiendo el segundo extremo del
miARN maduro y dando origen a un ARNdc pequefio de ~ 22 pb (Sontheimer and Carthew
2004). Una de las cadenas del miARN maduro, generalmente la que tiene menor energia en el
extremo 5’ del duplex se ensambla en el complejo efector llamado miRNP (del inglés: microRNA
ribonucleoparticle), también llamado miRISC (del inglés miRNA induced silencing complex)
(Tomari and Zamore 2005).
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El mecanismo de accion de los miARNs varia dependiendo del grado de apareamiento
del mismo con el ARNm blanco. Los miARNs de plantas se aparean de forma perfecta a sitios en
el ARNm blanco causando la degradacion del ARNm mediante un mecanismo similar al del
siARN (Zamore and Haley 2005). En plantas los sitios pueden estar en la region 3’no traducida
(3°’UTR, abreviacion que proviene del inglés, 3’ untranslated region) pero generalmente se
encuentran en los marcos de lectura abiertos (ORF, open reading frame) (Jones-Rhoades et al.
2006). También se han encontrado sitios predichos en los extremos 5'UTRs (Sunkar and Zhu
2004). En animales se aparean de forma imperfecta a sitios especificos, generalmente localizados
en las regiones 3’UTR del ARNm blanco y en multiples copias (Bartel 2004). Una de las reglas
del apareamiento entre el miARN-ARNm implica el apareamiento perfecto y continuo de una
serie de nucledtidos de la region 5°del miARN, llamada region “semilla” (Grimson et al. 2007).

Los miARNs pueden actuar a nivel de:

1) Inhibicién del inicio de la traduccion (inhibicion de la unidén del 5’cap y de los factores de
iniciacion de la traduccion).

2) Bloqueo en la fase de elongacion de la traduccion.

3) Provocando la terminacién prematura de la traduccion causando la disociacion de los
ribosomas.

4) Provocando la degradacion proteica a nivel co-traduccional.

En los ultimos afios se identificaron sitios citoplasmaticos, dindmicos y discretos, donde
se localizan ARNm traduccionalmente inactivos. Dichas estructuras fueron llamadas cuerpos de
procesamiento (cuerpos P) o cuerpos GW, por la presencia de la proteina de union al ARN,
GW 182 (Eystathioy et al. 2002). Los cuerpos P son sitios donde ocurren diversos procesos post-
transcripcionales, como remocion del cap5’, degradacion 5°-3° del ARNm, represion
traduccional y el silenciamiento mediado por miARNs (Sheth and Parker 2003; Cougot et al.
2004; Teixeira et al. 2005). Los ARNm inhibidos por miARNs se acumulan en los cuerpos P
(Pillai 2005). Existe intenso debate acerca de si la localizacion en estas estructuras es una causa o
consecuencia del silenciamiento. Ademas de localizarse en los cuerpos P, los ARNm reprimidos
por miARNSs y las proteinas argonauta pueden acumularse en granulos de estrés (Anderson and
Kedersha 2006). Los granulos de estrés solo se forman en condiciones de estrés como su nombre
lo indica, o cuando el inicio de la traduccion es inhibido, revelando que podrian tener un rol en la
regulacion de la traduccion mediada por miARNs (Leung et al. 2006). En el 2007 dos trabajos
publicados independientemente por el grupo de Goldenberg y cols en Curitiba y de Frasch y cols
en Buenos Aires identificaron en 7. cruzi estructuras del tipo cuerpo P- like por un lado (Holetz
et al. 2007) y de granulos de estrés (Cassola et al. 2007) por otro, lo que indicaria una posible
existencia de un mecanismo de sARNSs en estos parasitos aun no descrito.
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A esta clasificacion deben sumarse unos sARNs encontrados recientemente en células
germinales y precursores indiferenciados (“stem cells”) de mamiferos denominados Piwi-
interacting RNAs (piARNs) de aproximadamente 30 nt de longitud. Los mismos son expresados
durante la espermatogénesis, mayormente en las espermatidas y aparecen asociados a proteinas
Argonautas del tipo PIWI, y asociados a polisomas, lo que sugiere su potencial rol en la
regulacion a nivel transcripcional y post-transcripcional en los procesos de organogénesis y
embriogénesis (Kim 2006; Qi et al. 2006).

Son codificados por el propio genoma en agrupamientos de 1 a 100 kb, cada “cluster”
contiene entre 10 y 4500 piRNAs. Casi todos los piARNs de un mismo “cluster” tienen la misma
orientacion, lo que sugiere que los piARNs son procesados a partir de un largo precursor comun
(Kim 2006). En algunos casos se ha indicado que estos “clusters” pueden ser sintetizados a
partir de un promotor central de forma bidireccional. En Drosophila sp existe una subfamilia de
piARNs llamados rasiARNs (repeat associated siRNAs) que son sARNs implicados en la
programacion epigenética asi como en la silenciamiento de los retrotransposones en células
germinales (Kim 2006; Vagin et al. 2006; Lin 2007). Debido a su reciente identificacion todavia
no esta dilucidada su via de biogénesis asi como su mecanismo de accidn, aunque se conoce que
el procesamiento es independiente de ribonucleasas de tipo III (Dicer o Drosha) utilizados por
siARNs y miARNS.
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Figura 1. Vias de silenciamiento génico en Drosophila. Esquema comparativo de las 3 vias
principales que se conocen hasta hoy de silenciamiento génico mediado por “sARNs” : siARNS,
miARNs y piARNSs (explicadas en el texto). Tomada de (Ghildiyal and Zamore 2009).

1.3 Biogénesis. Mecanismos de accion de ARNnc (Proteinas Argonautas).

Existen 4 mecanismos conocidos a través de los cuales los “sRNAs” luego de aparearse
total o parcialmente con las secuencias de ARNm o ADN blanco reprimen o modifican la
expresion génica:

- Degradacion del ARNm mediante endonucleasas (siARNs)
- Represion de la traduccion del ARNm (miARNSs)

- Represion transcripcional por modificacion de histonas o metilacion del ADN
(“rasiARN™)
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- Eliminacion de ADN promovida por modificacion de histonas

El destino del ARNm reconocido por un sARN depende del grado de apareamiento entre
ambos, de la region del ARNm donde se produce y del tipo de proteinas asociadas en los
complejos efectores (Meister et al. 2005). Cuando el apareamiento es perfecto o casi perfecto el
resultado es la degradacion del ARNm ya sea esta a nivel de la region codificante o extremos
3’UTR, mientras que el apareamiento incompleto de bases y especialmente en el sector 3’UTR
de los ARNm su resultado es una inhibicion de la traduccion.

Los “rasiRNA” usualmente existen a nivel nuclear y actGan sobre secuencias
complementarias del ADN y no de ARNm e inducen modificaciones de histonas (metilacién) o
bien modificaciones del ADN y se vinculan a la regulacion de la transicidn eucromatina
heterocromatina (Meister et al. 2005).

Existen varias proteinas accesorias claves ya nombradas anteriormente en la biogénesis y
funcion de los distintos SARNs (Meister et al. 2005). En resumen existen 2 Ribonucleasas de tipo
IIT esenciales en su biogénesis: “Dicer” (Bernstein et al. 2001) y “Drosha” que contienen
dominios de union a ARNdh. Dicer es una enzima altamente conservada con 2 dominios N-
terminales esenciales constituidos por dominios ARN helicasa (DexH) y PAZ, es de localizacion
predominantemente citosdlica y degrada los precursores en fragmentos de 21-22 nt. Drosha en
cambio es de localizacién nuclear y actia preferencialmente sobre la maduracion de largos
precursores de miARN (pri-miARNs) de 500 a 1000 pb los cuales cliva para rendir los pre-
miARNs de 80 a 120 bp, que seran exportados al citoplasma y posteriormente procesados por
Dicer en los miARNx maduros simple hebra de ~21 nt.

Otros componentes clave son las proteinas de la familia Argonauta que son capaces de
interaccionar con los sARNs (Shi et al. 2004; Shi et al. 2004) formando diferentes complejos
efectores como RISC (Pham et al. 2004; Kim 2005), miRNP y RITSC (RNA-induced Inititation
of Transcriptional Silencing Complex) dependientes de siARNs, miARNs y rasiARNs
respectivamente. Estas proteinas reciben su nombre por la apariencia de las hojas de algunos
mutantes de Arabidopsis thaliana, las cuales se asemejan a la forma de un pequefio calamar del
género argonauta (Bohmert et al. 1998), a su vez este calamar recibe ese nombre por su
semejanza con el barco de los Argonautas, antiguos guerreros de la mitologia griega.

Las proteinas Ago tienen 3 dominios esenciales (PAZ y Piwi), el dominio PAZ reconoce
e interactia con los extremos 3° ARNdh, el dominio Piwi posee homologia estructural con
ribonucleasas tipo H y un dominio MID (“middle”) entre el dominio PAZ y Piwi (Parker et al.,
2005; Yuan et al., 2005) capaz de anclar el extremo 5’ fosfato del SARN. Se ha demostrado que
Ago 2 en humanos tiene la capacidad efectora de degradacion endonucleolitica del ARNm
blanco (“slicer”) (Liu et al. 2004; Kim 2005). Las proteinas Argonautas se han clasificado en 3
subfamilias: a) Argonauta propiamente dichas o Ago-like similares a AGO1 de Arabidopsis
thaliana, b) Piwi-like, relacionadas con las proteinas PIWI (P-element induced wimpy testis) de
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D. melanogaster (Carmell et al. 2002); y ¢) recientemente identificadas el grupo 3 especifico de
C. elegans (Yigit et al. 2006). Basados en similitud de secuencias, la familia Argonauta en
mamiferos se ha separado en 2 grupos las subfamilias Ago y PIWI (Peters and Meister 2007).
Estudios de expresion demuestran que la subfamilia argonauta esta distribuida universalmente en
todos los tejidos y participa en los complejos efectores y de procesamiento de siARNs y
miARNSs. Por el contrario las proteinas Piwi solo se expresan en células indiferenciadas o
germinales durante la embriogénesis y organogénesis (Meister et al. 2004; Girard et al. 2006).

A estas hay que sumarle otras proteinas que forman parte del ensamblaje de los
complejos y/o actian como co-factores en las actividades de procesamiento de sSARNs, y que
fueron nombradas al hablar de los cuerpos P.

Por lo detallado anteriormente se puede concluir que hasta el momento la maquinaria
responsable del silenciamiento génico ya sea mediante siARNs o miARNs es muy similar
pudiéndose reducir a tres o cuatro complejos proteicos principales y sus proteinas.

1.4 Nuevos ARNnc: mitades de ARNt y tRFs

En los ultimos afios, con el advenimiento de nuevas y mejores tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento, han surgido un niimero creciente de nuevas clases de SARNS,
diferentes a los ya bien estudiados miARNs o siARNSs, los cuales aparecen como nuevos actores
en la regulacion de la expresion génica. Uno de estos nuevos miembros que sorprendentemente
son la clase mas conservada de SARNS a lo largo de la escala evolutiva, son los sARNs derivados
de ARNt. Estos sARNs podrian representar las vias de SARNs mads primitivas que dieron origen
a las vias de silenciamiento candnicas por sARNs reportados en eucariotas superiores. Los
sARNs derivados de ARNt han generado un interés especial por el nuevo papel de las moléculas
de ARNt en vias de regulacion celular y la amplia gama de organismos en los que se han
descrito. Me gustaria destacar en esta seccion la relevancia de estos nuevos sARNs en la
regulacion de la expresion génica y su relacion con los fendmenos de interferencia de ARN. Una
lista detallada de las caracteristicas principales de esta nueva familia se resume en la Tabla 1.
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Tabla 1: Resumen de las principales caracteristicas conocidas hasta la fecha del fenomeno de
escision de ARNt en los diferentes organismos estudiados y su relacion con los mecanismos de
ARNI. Modificada de (Garcia-Silva et al. 2012).

Especificida

Relacion con

Especies d en Clivaje Nucleasa Funcion celular ARNi tipo
E. coli (Levitz et al. A Prrc
1990; Ogawa etal. | ARNt "M L »
: , Asn, Asp, Lys, arg | ColicinaES Durante Infeccion por Fago T4 N/D -
1999; ggig(;sa etal el D
, Reduccion de ARNt no cargados.
T. thermop h{Ia Progresion del ciclo celular.
(Lee and Collins Todos ARNt L o N/D -
2005 Inanicion de aminoacidos
) esenciales.
S. coelicor (Haiser . .
et al. 2008) Todos ARNt Diferenciacion celular N/D -
, Conidiogénesis. .
A. fumigatus ., - L Mitades de
(Jochl et al. 2008) Todos ARNt Regulacion negatllva de sintesis de N/D ARNt
Proteinas.
S. cerevisiae
(Thompson et al. o
2008; Thompson Todos ARNt Rnyl Stress oxidativo N/D -
and Parker 2009)
. . Enquistacion y ambientes adversos. Mitades de
G. Larlnggg(g(Lz et Todos ARNt Regulacion negativa de sintesis de N/D ARNt
ak ) Proteinas. SitRNAs
Mammalian cells Asociados a
(Thompson et al. I Condiciones de stress (oxidativo, Ago2,3vy4. Mitades de
2008; Lee et al. DICER , . . . .
2009 Yamasaki et e golpe calorico, UV diferencias en Posible ARNt
12 0’ 09 Emara et Todos ARNt a osmolaridad). funciéon como 5’tRFs
a i’ arae Regulacion negativa de sintesis de | miARNs/siAR | 3’CCA tRFs
al. ; Haussecker et RN Proteinas Ns 3’U tRFs
al. 2010; Ivanov et Otras ' '
al. 2011)
T. cruzi (Franzen | ARNt " ™P .
etal. ; Garcia-Silvg | ™" Vel Are His. N/D Stress nutricional. Mf\}c{l;s tde
etal 2011) o
Drosophila Asociados a
(Schaefer et al. Todos ARNt PIWI Condiciones de stress. PIWI -
2010)
A. Thaliana Condiciones de stress nutricional y
(Thompson et al. Todos ARNt N/D ., 0x1da't1vo. f N/D -
2008 Regulacion negativa de sintesis de
) Proteinas.
(& e (A Todos ARNt - Inhibicion de la traduccion. N/D -

etal 2009)

Por lo que se puede apreciar en la Tabla 1, los diferentes autores han clasificado a los
sARNs derivados de ARNt en dos clases diferentes: Las mitades de ARNt (en inglés: tsSRNAs
y/o tRNA halves), son aquellos que resultan del clivado a nivel del bucle del anticodon del ARNt
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maduro y por lo tanto miden entre 30-35 nts de largo, y aquellos que surgen del clivado de los
bucles D o T que resultan ser mas cortos que las mitades de ARNt de aproximadamente 20-22
nts de longitud, los denominan fragmentos derivados de ARNt o tRFs por su nombre en inglés.

° Mitades de ARNt:

Las mitades de ARNt o también llamadas fragmentos derivados de ARNt inducidos por
estrés o tiIRNAs (de tRNA derived stress-induced fragments), pueden derivar tanto de la mitad 3’
como 5’ del ARNt maduro y se encuentran en muy diversos organismos como se aprecia en la
Tabla 1. Las mismas aparecen como la via por SARNs mas conservada a lo largo de la escala
evolutiva, y frecuentemente es desencadenada por diferentes clases de estrés, nutricional,
biolégico o fisicoquimico. Este clivado desencadenado como respuesta a diferentes estimulos
causados por estrés es llevado a cabo por diferentes anticodon nucleasas. En humanos por
ejemplo puede ser llevado a cabo por la Angiogenina y en levaduras por Rnyl (Thompson et al.
2008). Estas mitades de ARNt frecuentemente provienen de transcriptos de ARNt ya procesados,
esto se deduce de que hasta el momento las mitades encontradas carecen de secuencias intronicas
y algunas presentan extremos 3° CCA que indican el procesamiento del ARNt maduro. En la
Figura 2 A se puede apreciar un esquema de las vias de biogénesis de estas mitades de ARNL.
No obstante, a pesar de que los ARNt maduros serian la fuente de los fragmentos de ARNt, no se
ha observado una disminucion significativa en los niveles de ARNt maduros celulares por lo que
implicaria que s6lo una pequefia parte del total de ARNt maduro estaria implicado en este
procesamiento (Thompson et al. 2008).

° tRFs:

Los tRFs han sido clasificados en 3 grupos, considerando la region del ARNt maduro del
cual provienen. Un grupo, los denominados 5°tRFs, incluye aquellos tRFs que derivan de la
mitad 5° del ARNt maduro o inmaduro. Otro grupo, comprende aquellos tRFs derivados de la
mitad 3’ del ARNt maduro y presentan la secuencia CCA en su extremo 3’, son los denominados
3> CCA tRFs. El tltimo grupo deriva del extremo 3’ de los ARNt inmaduros, no procesados, o
de los pre-ARNt, y se los denomina 3’ trailers o 3’U tRFs. Estos ultimos tienen como
caracteristica la presencia de un repetido de Uridinas en su extremo 3’ como consecuencia de la
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa III. Esta nomenclatura es la propuesta por
Sobala y Hutvagner (Sobala and Hutvagner 2011), para Lee y colaboradores serian tRF-5, tRF-3
y serie tRF-1 respectivamente, mientras que Haussecker y colaboradores los denominan a los 3’
CCA tRFs como Tipo I, y a los 3’ U tRFs como Tipo II (Lee et al. 2009; Haussecker et al. 2010).
En la Figura 2 B se puede observar un esquema de estas tres clases de tRFs.

J Biogénesis de los sARNs derivados de ARNt:
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La generacion y mecanismo de accion de estas moléculas no estan todavia
completamente dilucidados. Se conoce que la generacion de estos sARNSs utiliza en algin punto
la maquinaria de maduracion de las moléculas de ARNt. Este es el caso por ejemplo para los 3°U
tRFs, los mismos son generados por una RNasa de ARNt Z (tRNasa Z) que remueve el extremo
3’ en el procesamiento de los pre-ARNt inmaduros. Este paso del procesamiento ocurre en el
nucleo, mientras que todos los tRFs estudiados se han encontrado en el citoplasma, lo cual
sugiere que después de su generacion necesitan ser exportados del ntcleo (Haussecker et al.
2010; Liao et al. 2010). Una alternativa que se ha planteado a esta idea seria la presencia de una
tRNasa Z citoplasmatica que procesara ARNt que fueron exportados prematuramente del nticleo
7. Para el caso de los 5’tRFs, su biogénesis en células de mamifero es llevada a cabo por Dicer
mediante el clivado a nivel del bucle D del ARNt maduro (Cole et al. 2009), sin embargo en
Schizosaccharomyces pombe la generacion de 5° tRFs es independiente de Dicer (Sobala and
Hutvagner 2011). Las diferencias entre la generacion y el tamano de los 5° tRFs entre estos
organismos respaldan la idea de que una proteina diferente a Dicer seria la responsable de estos
procesamientos en organismos inferiores evolutivamente como las levaduras (Sobala and
Hutvagner 2011). En el caso de los 3’ CCA tRFs, su generacion parece ser dependiente de Dicer
e involucra un corte a nivel del bucle T (Haussecker et al. 2010). Teniendo en cuenta que en su
extremo 3’ presentan la secuencia CCA, su procesamiento solo puede haber ocurrido después
que el ARNt es sometido al clivado por ambas enzimas de maduraciéon RNasa P y tRNasa Z. El
clivado por Dicer ocurre en el citoplasma y por lo tanto las moléculas de ARNt ya deben de
haber sido exportadas del ntcleo. Este transporte puede llevarse a cabo en diferentes etapas de la
maduracion del ARNt, pueden transportarse moléculas mal plegadas, plegadas pero no
aminoacetiladas, o totalmente maduras (Haussecker et al. 2010; Sobala and Hutvagner 2011). A
pesar de los reportes de la generacion dependiente de Dicer de los 3° tRFs y 5’ tRFs, Liy
colaboradores (L1 et al. 2012) analizando datos de secuenciados masivos de células salvajes y
células con la expresion de Dicer bloqueada, proponen que la generacion de tRFs puede ser
completamente independiente de Dicer. Estos resultados sugieren que la Angiogenina, la enzima
responsable de la generacion de mitades de ARNt, también podria estar involucrada en el
procesamiento de las moléculas mas cortas, los tRFs (Emara et al. 2010). En la Figura 2 C se
muestra un esquema de las vias de biogénesis de fragmentos derivados de ARNt que hasta hoy se
conocen.

Mediante el analisis de las vias de generacion de estas moléculas se desprende que las
mismas presentan muchas caracteristicas comunes con los miARNs y los siARNs. Su tamafio es
muy similar, lo que podria sugerir que la enzima involucrada en su procesamiento es la misma.
Se conoce que Dicer por ser una RNasa de clase III funciona como una regla molecular,
generando productos de una longitud bien definida (20-25 nts) (Jinek and Doudna 2009). Otro
aspecto interesante es que muchos de estos fragmentos derivados de ARNt se han encontrado
asociados a proteinas de la familia Argonauta (Cole et al. 2009; Haussecker et al. 2010; Miyoshi
et al. 2010; Tuck and Tollervey 2011). Estas evidencias podrian sugerir una implicancia de los
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tRFs y mitades de ARNt en los mecanismos de silenciamiento génico mediados por sARNS.
Algunas evidencias empiricas que avalan esta hipdtesis seran discutidas a continuacion.
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Figura 2. A. Se muestra la generacion de mitades de ARNt a partir de ARNt maduros a
través de su clivado por diferentes enzimas (Angiogenina o Rny1). B. Clasificacion de tRFs
en 3 grupos reconocidos: 3’ U tRFs, 3> CCA tRFs y 5’ tRFs. C. Esquema de las vias de
biogénesis de tRFs hasta hoy descritas: Los 3’ U tRFs pueden ser generados en el nucleo por la
tRNasa Z durante la maduracion del ARNt (1) y seguidamente exportados al citoplasma.
Alternativamente, ARnt inmaduros pueden ser exportados prematuramente del nucleo y ser
sujetos al clivado por tRNasas Z citoplasmaticas (2). En el caso de los 3> CCA tRFs y 5’ tRFs,
los mismos pueden ser generados en cualquier punto después del procesamiento del ARNt por
tRNasa Z y RNasa P, mediante la accion de Dicer y posiblemente otras proteinas, incluyendo
Angiogenina (3).

. Evidencias de mitades de ARNt y tRFs como ARNs reguladores:
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Uno de los resultados més interesantes sobre este respecto es lo que surge del anélisis de
diferentes secuenciados masivos de SARNs unidos a proteinas Dicer, donde se observa una
fraccion muy abundante de SARNs derivados de ARNt (Cole et al. 2009). En este trabajo los
autores demostraron que los ARNt pueden ser clivados a partir de un intermediario que presente
una horquilla de una manera muy similar a como son procesados los miARNs. Ademas el factor
clave para llevar a cabo este procesamiento pareceria ser Dicer. A esto se suma que estudios
recientes han descubierto también la asociacion de diversos fragmentos de ARNs no codificantes
que no son miARNSs unidos a proteinas Argonautas (Burroughs et al. 2011). Entre estos SARNs
asociados con proteinas Argonautas es posible encontrar, por ejemplo, fragmentos derivados de
snoRNAs (Ender et al. 2008) ademas de los ya nombrados ARNt, los cuales son sometidos al
clivado de su precursor de ARN luego de su asociacién con proteinas Argonautas y de la
formacion del complejo funcional RISC. Estos complejos RISCs que serian “no miARN
portadores” parecen ser capaces de regular la expresion génica de un ARNm blanco como lo
hacen los RISCs “portadores de miARNs”. De esto se puede concluir que diferentes SARNs
derivados de ARNs celulares pueden asociarse a las proteinas Dicer y Argonautas de las vias de
sARNs canonicos (miARNs y siARNs). Esta asociacion probablemente este compitiendo con los
miembros clasicos ya mencionados y en algin nivel aun no descrito pueda regular estas vias, por
ejemplo si se somete a la célula a algun tipo de estrés.

Un caso interesante es el reportado por Yeung ML y cols (Yeung et al. 2009), en el cual
demuestran que pequefias moléculas conteniendo horquillas derivadas de ARNt se asocian con
proteinas Argonauta 2 y pueden actuar como siARNs causando la degradacion de un ARNm
blanco correspondiente a una secuencia en particular del genoma de HIV. Por otro lado,
Nashimoto y cols mostraron recientemente que los ARNt de células de mamiferos pueden ser
guias de silenciamiento in vitro mediante la tRNasa Z. Estas moléculas serian capaces de clivar
un ARNm que lleve secuencias complementarias al pequefio ARNt guia que ellos denominan
sgRNA (del ingles small guide tsRNA) (Tamura et al. 2003). Los autores denominaron a este
fendémeno “TRUE gene silencing” seria un tipo de regulacion de un ARNm especifico que se
basa en las propiedades de la tRNasa Z siendo guiada por sgRNAs. En un trabajo posterior, los
mismos autores encontraron que estos sgRNAs artificiales pueden ser clasificados en cuatro tipos
diferentes: mitades 5’ derivadas de ARNt, heptdmeros de ARN, bucles de ARN y ARNs lineares
de 14 nts de largo. Con respecto a lo que nos concierne, cabe destacar que las mitades 5’
derivadas de ARNt enddgenas funcionan efectivamente como sgRNAs para la tRNasa Z in vivo
en células de mamifero (Tamura et al. 2003).

Elbarbary y colaboradores (Elbarbary et al. 2009) han usado mitades 5’ del ARNt de
Glutamico exitosamente para disminuir el nivel de un ARNm que contiene su secuencia blanco
en células de humano. Sus resultados sugieren que la tRNasa Z guiada por mitades de ARNt
puede estar implicada en las vias de sefializaciéon mediadas por p53. En otro trabajo reciente,
demostraron que estos sgRNAs son capaces de guiar a la tRNasa Z para clivar miARNs y como
consecuencia disminuir el nivel de los mismos en la célula; este puede ser uno de los primeros
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reportes de alguna molécula involucrada en la regulacion de miARNS, hasta hoy no descritas.
Los autores sugieren que estos hallazgos podrian tener relevancia por ejemplo en su uso como
terapias para enfermedades causadas por la des-regulacion de miARNSs, por ejemplo el cancer
(Takahashi et al. 2012).

En conclusion, los pequefios ARNs derivados de ARNt podrian estar actuando como
moléculas que interfieren con la maquinaria para stARNs o miARNs por un lado, y por otro lado
re-dirigiendo esta maquinaria hacia un diferente destino, por ejemplo como respuesta a
situaciones de estrés, regulando ahora un juego completamente diferente de ARNm. Esto
demostraria que la maquinaria de ARNi puede estar siendo usada por diferentes moléculas pre-
existentes en la célula para llevar a cabo diversas funciones como respuesta a variados estimulos.
En la Figura 3 se muestran las diferentes vias de generacion de estos SARNs derivados de ARNt
y su inter-cambio o comunicacion con la maquinaria de ARNi.
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Figura 3. Comunicacion entre las vias de biogénesis y efectoras de miARNs y ARNs
snoARNs, ARNt y tRFs. Se puede apreciar en la figura como estos diferentes SARNs pueden
ser procesados por Dicer u otras nucleasas (Angiogenina, RNasa P o RNasa Z por ejemplo para
ARNY) en el citoplasma en ARNdc cortos de 22-30 nts para poder ser cargados en los complejos
efectores RISCs. A partir de aqui son capaces de participar en diversos procesos que regularan
la expresion génica de ciertos genes a nivel post-transcripcional. Tomado de (Martens-Uzunova
etal. 2013).

23 | Tesis Doctorado PEDECIBA Biologia Molecular y Celular-Maria Rosa Garcia-Silva-2013



INTRODUCCION

Estos nuevos sARNs pueden ser muy diversos, presentado diferencias en su origen, en su
biogénesis, tamaio, especificidad de clivado, abundancia y en el estimulo que desencadena su
generacion. En lo que a este trabajo respecta, cabe destacar que los mismos tienen muy variadas
funciones y estarian involucrados en la regulacion de la expresion génica a diversos niveles,
algunas de las funciones conocidas para los mismos se muestran en la Figura 4. Los sARNs
derivados de ARNt pueden funcionar a) a nivel post-transcripcional o traduccional; b) en
procesos relacionados con ARNi; ¢) en la regulacion del ciclo celular y la diferenciacion y d) en
algunos casos, parecerian estar compitiendo de una manera no-especifica con la maquinaria de
ARNI y por lo tanto con la especificidad y nivel de sus blancos.

.
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stress granules ransiational arrest by
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Figura 4. Funciones conocidas para los sSARNs derivados de ARNt. Por un lado tienen la
capacidad de detener la traduccion ya sea por la formacion de un corte en el bucle del anticodon
deteniendo el proceso de elongacion o por su interaccion con los complejos efectores RISCs
actuando como siARNs. Por el otro lado, mediante la accion de diferentes nucleasas pueden
degradar un ARNm blanco actuando como guias o secuestrarlo en cuerpos de procesamiento
citoplasmaticos, modificado de (Nawrot et al. 2011).

En este punto me gustaria mencionar brevemente que ademas de los fragmentos
derivados de ARNt, los SARNs pueden ser resultado del procesamiento de otras moléculas pre-

existentes en las células como ARNr y snoARNs. Wei ef al. estudiando conjuntos de datos de

secuenciacion masiva de SARNs de cuatro muestras diferentes, dos de raton y dos de humanos,
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reportaron recientemente la existencia de una gran poblacion de SARNs derivados de ARNr
unidos a proteinas Argonauta y sus complejos. Por otra parte, algunos de los denominados
s¥rRNAs que describieron estos autores tendrian gran relevancia biologica al estar potencialmente

implicados en la progresion fisioldgica y patologica de la diabetes (Wei et al.2013).

El estudio de Wei y colaboradores es uno de los primeros que demuestra la implicancia
de los sARNs no canodnicos en el desarrollo de una patologia. Nuestro trabajo tiene como uno de
sus objetivos centrales demostrar una implicancia similar para los fragmentos derivados de ARNt

en la enfermedad de Chagas.

1.5 Evolucion de las vias mediadas por sARNSs.

El conocimiento de la diversidad de las familias de SARNSs ha crecido en los tltimos afios
a un ritmo alarmante debido principalmente a la implementacion cada vez mas frecuente del
secuenciado masivo para conocer el transcriptoma de un organismo. Es de destacar de los
ultimos cinco afos, la incorporacion de los sSARNs derivados de ARNt como un nuevo grupo de
sARNs como ya hemos mencionado. En lo que respecta a nuestro proyecto, vamos a tener en
cuenta los SARNs que tienen en comun ciertas caracteristicas como su uniéon a complejos
efectores del tipo RISC y por lo tanto la induccion de silenciamiento génico mediado por
proteinas claves de la familia Argonauta.

Aunque las vias mediadas por miARNs fueron principalmente identificadas en
metazoarios, estudios recientes (Pasquinelli et al. 2000; Allen et al. 2004; Molnar et al. 2007)
sugieren que los miARNs son un mecanismo mas antiguo de regulacion génica que pudo haber
evolucionado antes de la “multi-celularidad”. En contraste a esto las vias de los piARNs son
solo encontradas en metazoarios (Girard et al. 2006; Saito et al. 2006; Houwing et al. 2007) y
parecen haber surgido justo antes de la emergencia de la bilateralidad (Grimson et al. 2008).

Las proteinas Ago/Piwi y Dicer pueden ser seguidas hasta el ancestro comun de los
eucariotas (Cerutti and Casas-Mollano 2006). Sin embargo, esta maquinaria parece haberse
perdido completamente o bien haber sido parcialmente simplificada en algunos organismos
unicelulares como  Saccharomyces cerevisiae, T. cruzi, Leishmania major y Plasmodium
falciparum, los cuales son incapaces de utilizar ARNdc para disparar la degradacion de ARNs
blancos (Robinson and Beverley 2003; Ullu et al. 2004).

En especies que resultan “RNAIi negativas” como 7. cruzi y L. major una busqueda
gendmica para proteinas claves del mecanismo por sARNs revela la presencia de un gen
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codificante para una proteina Piwi-like que posee el caracteristico dominio Piwi pero carece de
un dominio PAZ identificable y cuyo rol biologico no se conoce (Ullu et al. 2004). Nuestro
grupo de trabajo ha estudiado con més detenimiento el gen para estas proteinas en 7. cruzi, del
cual mostraremos y discutiremos los resultados encontrados mas adelante en esta introduccion,
pero que se encuentran publicados en (Garcia Silva et al. 2010).

1.6 Trypanosoma cruzi.

Los tripanosomdtidos constituyen un grupo de protozoarios parasitos que causan
enfermedades eventualmente fatales en millones de humanos y animales a lo largo del mundo. T.
cruzi, T. brucei y L. major son responsables de la Enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis
Americana), Enfermedad del Suefio (Tripanosomiasis Africana) y la Leishmaniasis
respectivamente siendo su mayor prevalencia en los paises en vias de desarrollo (Barrett et al.
2003).

En el presente trabajo usamos como modelo a 7. cruzi, el mismo presenta un ciclo
biologico complejo que se muestra en la Figura 5. El ciclo comienza cuando el vector
invertebrado, que es un insecto hematéfago, se alimenta del huésped vertebrado e ingiere una
poblacién pleomorfica de tripomastigotes. Dentro del estomago del insecto, los parésitos se
transforman en epimastigotes y algunas formas intermedias redondeadas que son capaces de
transformarse tanto en epimastigotes cortos, los que comienzan un proceso de multiplicacion en
el intestino, 6 en epimastigotes largos que se mueven a la region mas posterior del tracto
digestivo del insecto. Aparentemente, estos epimastigotes largos, son incapaces de dividirse.

En el recto, cierta proporcion de epimastigotes, se diferencia a tripomastigotes
metaciclicos, los cuales durante la alimentacion del insecto son eliminados con las heces cerca
del sitio de la picadura. El prurito y rascado posterior del hospedador mamifero permite la
penetracion de los tripomastigotes al torrente sanguineo, desde donde son capaces de invadir las
células de varios tejidos del vertebrado (Tyler and Engman 2001; De Souza 2002; Girones et al.
2005). Una vez en la célula, la forma metaciclica se escapa de la vacuola endocitica, también
conocida como vacuola parasitbfora, y se transforman en amastigotes que se dividen
repetidamente por fision binaria. A altas densidades los amastigotes dan lugar a los
tripomastigotes a través de formas intermediarias, algunas de las cuales tienen forma de
epimastigotes. Las células que son prematuramente lisadas pueden también liberar amastigotes,
los cuales son observados en el torrente sanguineo durante la fase aguda de la infeccion. Estos
amastigotes pueden servir para propagar la infeccion dado que ellos también son capaces de
infectar células, particularmente células fagociticas, aunque por un mecanismo diferente que los
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tripomastigotes. Finalmente la mezcla de tripomastigotes y amastigotes presentes en la sangre de
un mamifero infectado sirve para completar el ciclo cuando es ingerido por un insecto vector

(Tyler and Engman 2001; Andrade and Andrews 2005).
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Figura 5. Representacion esquematica del ciclo de vida de 7. cruzi. Tomado de Centro para el
control y la prevencion de enfermedades (CDC) y descrito en el texto.

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm

A nivel microscopico las formas de los diferentes estadios del ciclo pueden ser
identificadas por la posicion relativa del kinetoplasto respecto del nucleo de la célula y la
emergencia del flagelo como se muestra en la Figura 6 y se detallan a continuacion:

A B
-

-

Tripomastigote

Amastigote

Tripomastigote

Epimastigote
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Figura 6. A. Esquema de los principales estadios del ciclo de vida de 7. cruzi. K:
kinetoplasto; CB: cuerpo basal, MO: membrana ondulante; F: Flagelo; N: Nucleo. B. Fotografias
de las distintas formas de 7. cruzi durante su ciclo de vida.

Amastigote: Estadio replicativo que se halla en el citoplasma de las células del hospedador
mamifero o en cultivo celular. Pueden infectar otras células de vertebrados y su forma es
caracteristicamente esférica u ovalada de 2.4 a 6.5 um de diametro. Algunos autores denominan
a esta forma esferomastigote, forma aflagelada, ¢ forma leishmanial (De Souza 2002). Otros
como Tyler y Engman consideran la forma esferomastigote como un estadio temprano de
diferenciacion a la forma epimastigote (Tyler and Engman 2001).En la Figura 6 se muestra una
relacion esquematica entre los diferentes estadios de 7..cruzi.

Epimastigote: Forma extracelular elongada, 20-40 x 2 pm, con el kinetoplasto localizado en la
parte anterior al nucleo. Posee un flagelo, el cual emerge por el costado del cuerpo celular y se
libera por el extremo anterior, arrastrando la membrana citoplamatica en un trayecto breve. Esta
forma es capaz de dividirse y es observada en cultivos axénicos y en el intestino del huésped
invertebrado (De Souza 2002).

Tripomastigote: Forma infectiva y no replicativa. Tiene una longitud de aproximadamente 25
pm y un didmetro de 2 pum. El kinetoplasto estd localizado posterior al nicleo, y el flagelo
emerge a partir del mismo, dando lugar a una extensa membrana ondulante. Los tripomastigotes
pueden ser observados en: (i) cultivos celulares y sangre del hospedador vertebrado, (ii) en el
intestino posterior, en las heces del huésped invertebrado, (iii) en la fase estacionaria de
crecimiento de un cultivo axénico, y (iv) en la fase liquida de un cultivo celular (De Souza
2002).

Algunos estudios mas recientes y otros no tanto, han descrito que ademas de poder
infectar a sus cé€lulas huésped la forma infectiva tripomastigote, también lo pueden lograr las
formas epimastigotes y amastigotes; con algunas diferencias en cuanto a tasa de replicacion,
diferenciacion y tiempo de liberacion de la célula. Estos estudios han demostrado que las
diferentes formas de 7. cruzi podrian invadir su célula huésped incluso con diferentes
mecanismos de invasion (Tanowitz et al. 1975; Florencio-Martinez et al. 2010). En resumen, 7.
cruzi como otros parasitos intra-celulares exhibe un amplio repertorio de estrategias que le
garantizan su invasion, establecimiento y persistencia en su célula huésped. Estas estrategias
pueden variar para ganar el control de la maquinaria celular y de los mecanismos de defensa de
su huésped.

1.7 Regulacion de la expresion génica en 7. cruzi.
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Una de las caracteristicas particulares de los tripanosomatidos es que sus genes
codificantes para proteinas no presentan intrones (ausencia de “splicing”) y los mismos se
encuentran organizados en densos grupos a nivel del ADN separados por cortas regiones
intergénicas. Estos grupos de genes se transcriben como precursores policistronicos que pueden
tener hasta 60 kb (Johnson et al. 1987). Recientemente en el 2005, los genomas de los tres
parasitos conocidos como “tritryps” fueron publicados en un nimero especial de Science (El-
Sayed et al. 2005) lo que marc6 una importante etapa en la investigacion de estos organismos.
Estos trabajos denominados “Tritryps genome” demostraron que estos pardsitos comparten
muchos elementos genéticos y bioldgicos.

Un hecho caracteristico de estos parasitos es que la mayoria sino todos los ARNm
presentan en su extremo 5’ una secuencia conocida como mini-exon o “spliced-leader”. En el
caso de 7. cruzi consta de 39 nt y es incorporado mediante una reaccion de “frans-splicing” por
la cual el ARN del mini-ex6n se adiciona al extremo 5’ de diferentes ARNm (De Lange et al.
1984). Se ha demostrado que este mini-exon es esencial para la correcta traduccion de los ARNm
(Ullu et al. 1993). Anteriormente al trans-splicing el extremo 5’ de los ARNm adquiere la
estructura CAP o caperuza (del inglés capping 5°) al igual que otros eucariotas. Los transcriptos
primarios de ARNm también sobrellevan un proceso de poliadenilacion (Hug et al. 1994). La
biosintesis de grandes moléculas policistronicas precursoras de ARNm conlleva la pregunta de
coémo regulan la expresion génica los tripanosomatidos.

Existen varias evidencias para afirmar que, a diferencia de la mayor parte de los
eucariotas, donde el principal punto de regulacion es a nivel del inicio de la transcripcion, en los
tripanosomatidos la regulacién es co- o post-transcripcional. Una vez sintetizado un ARN
policistronico, los genes para los que codifica pueden ser expresados segun el siguiente detalle:

a. con similares niveles, como las calmodulinas o tubulinas (Tschudi and Ullu 1988),

b. a muy diferentes niveles, como los genes de la glicoproteina variable de superficie VSG (Pays
et al. 1989),

c. a niveles que varian significativamente dependiendo del estadio de desarrollo del parasito,
como en el caso de la aldolasa (Vijayasarathy et al. 1990).

Estos y otros reportes indican que a diferencia de procariotas y la gran mayoria de
eucariotas los tripanosomatidos carecen de una estructurada regulacion a nivel transcripcional y
por tanto la mayoria de los genes son transcritos “constitutivamente” y disponibles para su
traducciéon en todo momento (Palenchar and Bellofatto 2006). De acuerdo a este concepto
distintas evidencias apoyan la idea de que la regulacion génica de estos pardsitos es
esencialmente a nivel post-transcripcional como : a) estabilidad o turnover de mensajeros
(Palenchar and Bellofatto 2006); b) regulacion de la movilizacion polisomal de ARNm
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traduccionalmente activos (Milone et al. 2002)o bien c) la existencia de un equilibrio dindmico
entre diferentes compartimientos citoplasmaticos denominados granulos de ARN que reclutan
moléculas para su degradacion o bien para sustraer el ARNm del “pool” traduccionalmente
activo (Anderson and Kedersha 2006).

Con respecto a este ultimo item, los granulos de ARN han sido encontrados en los
tripanosomatidos en los ultimos afios intentando caracterizar la regulacion génica de estos
organismos esencialmente post-transcripcional. En una revision reciente, Cassola A. (Cassola
2011) recopila resultados de diferentes trabajos en los que se muestra que el estrés nutricional en
T. cruzi y T. brucei induce la formacidén de grandes granulos citoplasmaticos que contienen
diferentes proteinas de union a RNA y RNA. Estos granulos parecen ser muy variados
dependiendo el estimulo que los genera, el estadio del ciclo de vida en el que se producen y las
proteinas que contienen, algunos de los cuales son compartidos con levaduras y mamiferos
(Cassola 2011). El estudio de este tipo de granulos puede ser de relevancia en cuanto a la
caracterizacion de diferentes respuestas celulares a cambios de ambiente en el ciclo biolégico o
con su relacion con el huésped, por ejemplo.

1.8 Proteinas Argonautas en tripanosomatidos: TcPIWI-tryp.

De acuerdo a lo descrito anteriormente hemos especulado en la posibilidad que gran parte
de la regulacion de la expresion génica en tripanosomatidos pudiese estar relacionada con el uso
de “sARN” reguladores. El andlisis filogenético de la presencia de componentes clave en la
biogénesis de “sARN” en los genomas de tripanosomatidos ha sido recientemente examinada a
través de genes homologos a proteinas con dominios PAZ o Piwi como Dicer, argonautas, Dicer
etc, vinculadas a la biogénesis y accion de los “sARNs” (Cerutti and Casas-Mollano 2006).

Como se puede observar en la Tabla 2, 7. brucei posee todos los componentes de la via
estando ausentes en los dos tripanosomatidos evolutivamente cercanos o “emparentados” como
L. major y T. cruzi (Cerutti and Casas-Mollano 2006). Por tanto, los genomas de 7. cruzi y L.
major no presentan genes con alta homologia para proteinas Ago o Dicer a pesar de estar
evolutivamente emparentados y dentro de una misma familia evolutiva. Esto implica que tanto L.
major como T. cruzi no tendrian la capacidad de producir “siARN” o “miARN” maduros segin
el concepto actual poniendo en duda la esencialidad de la misma para los organismos vivos.

Tabla 2: Presencia de proteinas relacionadas al procesamiento de sSARNs en protozoarios
(tomada y modificada de (Cerutti and Casas-Mollano 2006)).

Especie Estado del Genoma | Argonauta-Piwi | Dicer-like | RdRP
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Giardia intestinalis ensamblado + + +

Trypanosoma brucei | ensamblado +

Trypanosoma cruzi | completo

Leishmania major ensamblado

Estos datos tiene soporte experimental al haberse demostrado que en 7. brucei ha sido
posible inducir interferencia de ARN mediante ARNdc exdgenos y la consecuente produccion de
siARNs (Shi et al. 2004) mientras que no se ha podido inducir el fendmeno experimentalmente
en T. cruzi o L. major. Un resultado que surge de las busquedas de estas proteinas en dichos
organismos (7. cruzi y L.major) es la presencia de una proteina de aproximadamente 1000
aminodcidos con un dominio Piwi nico pero sin dominio PAZ. Esta proteina en 7. cruzi ha sido
anotada como 7. cruzi Ago- like protein 1 (TcPWI1) en el NCBI y podria constituir una proteina
homologa a la subfamilia Piwi descrita en eucariotas superiores. La funcion de esta proteina con
gran identidad entre Tripanosomatidos y con dominio Piwi es desconocida (Djikeng et al. 2004).
En T. brucei su homoélogo TbPWI1, ha sido demostrado que no es necesario para la interferencia
por ARN (Durand-Dubief and Bastin 2003). Por lo anterior, se piensa que el rol bioldgico
original de estas vias no deberia haber sido esencial en organismos unicelulares para cumplir con
su ciclo biologico y su funcién primordial podria constituir un sistema de defensa contra
“genomas parasitos” como virus y transposones (Buchon and Vaury 2006).

A pesar de su existencia en los ancestros eucariotas comunes, en ciertos organismos
unicelulares como los tripanosomatidos (a excepcion de 7. brucei) esta maquinaria de SARNs
pareceria haberse “perdido”, haberse simplificado extensivamente o evolucionado en rutas
alternativas dominadas por ARNs reguladores diferentes a los actualmente conocidos.
Alternativamente, podria representar una via ancestral y mas primitiva con componentes no
convencionales. De lo anterior surge el interés de nuestro grupo de trabajo en la posibilidad de
poder comenzar a descifrar estos posibles novedosos mecanismos, a diferentes niveles.

En mi trabajo de tesis de maestria se comenzd a estudiar este miembro de la familia
Argonauta en 7. cruzi para poder caracterizarla y conocer su funcion. Como primera
aproximacion a una posible funcion regulatoria, se estudio la clasificacion de esta proteina (y sus
homologas en tripanosomatidos) dentro de la familia Argonauta. Las proteinas Argonautas
eucariotas se clasifican en dos grupos presuntamente pardlogos: Ago-like y Piwi-like. Las
primeras participan en los mecanismos de regulacion por mARNSs, siARNs y remodelacion de la
estructura de la cromatina, y presentan una expresion ubicua, mientras que las proteinas Piwi-
like estan restringidas a la linea germinal (Meister et al. 2004) y protegen la estabilidad del
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genoma frente a elementos transponibles. Algunos linajes han perdido todos los representantes
de una u otra sub-familia, como mencioné anteriormente, pero se postula que el antecesor comun
mas reciente de todos los eucariotas poseia al menos una copia de cada gen (Cerutti and Casas-

Mollano 2006).
Curiosamente, estudios filogenéticos realizados por distintos métodos muestran que todas

las proteinas Argonauta de tripanosomatidos agrupan juntas, y por fuera de los grupos pre-
definidos Ago-like y Piwi-like, como se puede apreciar en la Figura 7. Esto demuestra que las
proteinas Argonauta de tripanosomatidos no parecen ser ni Ago-like ni Piwi-like desde un punto
de vista filogenético. Esta afirmacion es consistente ademdas con la observacion de los
aminoacidos mas conservados, y aquellos aminoacidos que definen a las subfamilias Ago-like y
Piwi-like, por lo que se decidié denominarlas TcPIWI-tryp (Garcia Silva et al. 2010).
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Figura 7. Estudios filogenéticos de las proteinas Argonauta. Se muestra como las Argonautas
de tripanosomatidos forman un grupo distinto de los dos grupos paralogos Ago-like y Piwi-like

definidos en eucariotas.
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En ese mismo trabajo pudimos verificar la expresion de dicha TcPIWI-tryp a nivel de
proteina y de ARNm durante todo el ciclo de vida de 7. cruzi y subir la secuencia completa

codificante al GenBank para la cepa Dm28c, con la cual trabajamos con el numero de acceso
HM126462.1 (Garcia Silva et al. 2010).

El esfuerzo actual de nuestro laboratorio se centra en estudiar el “interactoma” de
TcPIWI-tryp mediante  inmunoprecipitacion y ensayos de  colocalizacion  por
inmunofluorescencia, en la obtencion de la proteina recombinante para ensayos de union y
estudios estructurales y en su sobre-expresion en 7. cruzi. En conjunto estas estrategias
permitiran obtener informacion sobre lo que tal vez sea una nueva funcion hasta el momento
desconocida de las proteinas Argonauta, probablemente relacionada a los mecanismos
ancestrales desde los cuales evoluciond toda la maquinaria de silenciamiento mediada por
pequefios ARNs reguladores en eucariotas. Por ultimo, su relacion con los ARNnc descritos en
estos organismos y que detallaremos a continuacion.

1.9 ARNnc en 7. cruzi

Como habia indicado, resulta interesante el caso de especies cuyo control
principal de la regulacion génica es a nivel co o post-transcripcional y que resultan “ARNi
negativas” como 7. cruzi. Adicionalmente, este organismo presenta una posible proteina clave
del mecanismo por sARNs que nombramos TcPIWI-tryp cuyo rol biolégico no se conoce
todavia. Por esto se eligid 7. cruzi como modelo de estudio para poder demostrar la existencia de
un sistema de generacion de ARNs reguladores de la expresion génica en organismos que no
presentan los componentes tipicos o cldsicamente conocidos. El mismo nos permitiria identificar
un mecanismo original que explique la inusual falta de regulacion a nivel transcripcional de
organismos unicelulares patdogenos para el hombre y que esté en la base de la regulacion post-
transcripcional de estos parasitos. Este trabajo se inicio con mi proyecto y tesis de maestria y
contintia como mi tesis de doctorado.

Mediante el clonado de sARNs en 7. cruzi se reportd la presencia de una poblacion
homogénea de sARNSs derivados de ARNt maduros que representan cerca del 25% del total de
pequefios ARNs clonados en epimastigotes de 7. cruzi Dm28c (Figura 8 A y B). Estudios
adicionales demostraron que la produccion de fragmentos derivados de ARNt aumenta bajo
condiciones de estrés nutricional de los pardsitos. Mas del 98% de los fragmentos derivados de
ARNt clonados provienen de las regiones 5° del ARNt Ay, y ARNtg, (Figura 8 C y D).
Resultados de Northern blot revelaron la presencia de niveles menores de las regiones 5’ y 3’
derivadas de ARNt de estos y otros precursores. Sorprendentemente estos fragmentos derivados
de ARNt se encontraron asociados a estructuras citoplasmaticas particulares de disposicion
granular que se acentlian en parasitos sometidos a estrés nutricional (Figura 8 E) (Garcia-Silva
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etal. 2010). Los sARNs derivados de ARNt encontrados en nuestro trabajo pueden ser
clasificados como mitades de ARNt seglin lo detallado anteriormente. El significado bioldgico
de estos fragmentos derivados de ARNt en 7. cruzi es hasta hoy desconocido, pero podrian
representar la unica subfamilia de pequefios ARNs con relevancia bioldgica presente en estos
parasitos unicelulares.

(a) Poblacion de “sRNAs" amplificada. (b) Distribucién funcional de los “sRNAs” clonados.
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Figura 8. Clonado de sARNSs en epimastigotes de 7. cruzi Dm28c.(a) Gel de agarosa resultado
de la electroforesis del producto amplificado usando los adaptadores especificos 5 y 3°. Se
observan las poblaciones de “sRNAs” que van de ~18 a 40nt. (b) Distribucion de los sARNs
obtenidos de la libreria en 7. cruzi. (¢) Representacion de las secuencias de mitades de ARNt
clonadas en circulos rellenos de color gris, los cortes 5° del tRNA y el nimero de veces clonados
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estan marcados por flechas y numeros respectivamente. (d)Distribucion de los diferentes tipos de
isoaceptores representados por las mitades de ARNt clonadas. (e) FISH que revela la distribucion
granular citoplasmatica de las mitades de ARN.

En el 2011, un afio después de la publicacion de nuestro trabajo, Franzen y colaboradores
(Franzen et al. 2011) revelaron el transcriptoma de SARNs de epimastigotes de 7. cruzi mediante
secuenciado masivo. Los autores encontraron al igual que en nuestros datos, que la mayor
porcidon de sARNSs presentes en 7. cruzi son mitades de ARNt. Por otro lado en su estudio las
mitades mas representadas de ARNt fueron las 3’. A las mitades de ARNt le siguen sARNs
derivados de rARNs, como en nuestro caso. Debido a la gran cantidad de secuencias estudiadas,
los autores se permiten concluir que no se identifican miARNs u otros SARNs canodnicos en el
transcriptoma de este organismo, por lo que concluyen que estas moléculas no existirian en 7.
cruzi (Franzen et al. 2011).

1.10 sARNSs circulantes y microvesiculas secretadas.

En los ultimos afios se han destacado una serie de hallazgos sobre la biologia de los
sARNSs, cuando se encontré que los mismos se encuentran circulando en el medio inter-celular,
ya sea en suero, plasma, medio o sobrenadante de cultivo celular, etc. Hoy se conoce que este
ARN liberado por las células (ARNes) es sorprendentemente estable a pesar del gran contenido
de RNasas presentes en el medio, por ejemplo en la sangre. La alta estabilidad y resistencia a la
degradacion de estas moléculas se logra principalmente por su empaquetamiento en estructuras
rodeadas de membrana (exosomas, ectosomas y cuerpos apoptoticos) o por su union a complejos
ribonucleoproteicos (Cortez et al. 2011). Los diferentes tipos de microvesiculas secretadas por
una célula se detallardn a continuacion y una figura esquematica de las mismas se puede apreciar
en la Figura 9.

Los exosomas son microvesiculas membranosas de origen endosomal que presentan un
tamafio de entre 40-100nm de didmetro, las cuales son liberadas al espacio extracelular por una
gran variedad de tipos celulares y circulan libremente en el medio (Mathivanan et al. 2010). Son
originadas por invaginaciones internas de la membrana endosomal y se acumulan en cuerpos
multivesicluares (MVBs: del inglés Multivesicular Bodies). Estas microvesiculas transportadas
por los MVBs pueden ser llevadas hacia lisosomas para su degradacion por el proteasoma o a la
membrana plasmatica. En esta ultima, los MVBs se fusionaran y liberaran su contenido al
espacio extra-celular, las vesiculas liberadas reciben el nombre de exosomas. Los exosomas una
vez liberados, pueden tener varios destinos: pueden adherirse a sus células receptoras a través de
interacciones receptor-ligando, pueden fusionarse con la membrana y pueden ser internalizadas
por la célula receptora mediante mecanismos como la endocitosis (Morelli et al. 2004;
Mathivanan et al. 2010). En el 2007, Valadi y colaboradores (Valadi et al. 2007) reportaron en
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un estudio muy interesante, que los exosomas de células de mamiferos llevan en su contenido al
menos mil ARNm, mas de cien miARNs conocidos y otros SARNs no bien caracterizados. Lo
que es mads interesante aun, es que estos ARNs secretados son completamente funcionales en las
células que los reciben, a estos ARNs se los denomino en inglés: exosomal shuttle ARNS,
esRNAs.

Los ectosomas son grandes microvesiculas membranosas que se diferencian de los
exosomas descritos anteriormente principalmente por su origen y tamafio. Los mismos pueden
medir entre 0.2 a lpum de diametro, y son liberados desde la membrana plasmatica como
invaginaciones externas de la misma (Mathivanan et al. 2010). Se ha reportado que los mismos
pueden actuar en la sefializacion y la transferencia horizontal de su contenido, el cual esta
enriquecido en ARNm y proteinas especificas (Cocucci et al. 2009). Mediante esta transferencia,
las microvesiculas pueden adquirir importancia modificando el metabolismo de sus células
receptoras, asi como su informacion genética. A las mismas se las ha encontrado involucradas en
procesos tan diferentes como la homeostasis celular de las células, en procesos fisioldgicos
normales y en patologicos (Hwang 2013).
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Figura 9: Se muestran los diferentes tipos de microvesiculas secretadas al medio extra-
celular por una célula y su biogénesis. Modificado de:
http://docs.abcam.com/pdf/general/secreted extracellular_vesicles_web.pdf.
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En los ultimos afos, se ha revelado que los miARNSs y otros ARNnc, transportados por
microvesiculas corresponden solamente a una fraccion de los miARNs circulantes. Una
representacion esquematica de las diferentes vias por las cuales puede secretarse un miARN
puede observarse en la Figura 10. Se han encontrado una gran proporcion de miARNs
circulando asociados a proteinas Argonautas, principalmente Ago2 (Arroyo et al. 2011). Por otra
parte recientemente también se ha demostrado que lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
proteinas nucleolares como Nucleofosmina son capaces de transportar un amplio espectro de
miARNs circulantes, llevandolos a sus células receptoras donde cumplirdn sus funciones
bioldgicas (Wang et al. 2010; Vickers et al. 2011). Estas observaciones conjuntamente indican
que proteinas especificas y HDL podrian estar participando en mecanismos de comunicacion
inter-celular mediante el transporte y entrega de miARNs de una célula a otra. Estos resultados
han generado todo un nuevo campo de investigacion sobre los sARNs circulantes,
principalmente para entender su funcion y poder usarlos como herramientas de diagndstico por
ejemplo.
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Figura 10. Biogénesis de miARNs acoplada a las diferentes vias de empaquetamiento y
secrecion de los mismos. Una vez que la molécula de miARN estd madura en el citoplasma
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puede ser incorporada en cualquiera de las microvesiculas o en ribonucleocomplejos, mostrados
en la figura. Modificado de (Turchinovich et al. 2012).

El estudio de estos sARNs circulantes serd de relevancia para nuestro proyecto
principalmente por el modelo de estudio con el que trabajamos. La comunicaciéon parasito-
parésito y parasito-célula huésped es un tema de relevancia cuando trabajamos en el campo de
enfermedades parasitarias. Con respecto a esto eran pocos los estudios realizados sobre
microvesiculas de secrecion al momento de comenzar con nuestro proyecto, hoy en dia ya hay
algunas publicaciones sobre microvesiculas y tripanosomatidos y algunos de sus resultados se
resumiran a continuacion. Por otro lado, con lo que respecta a los sARNSs circulantes, todavia no
existe ningun trabajo que demuestre su presencia en 7. cruzi. Nuestro trabajo seria el primero en
intentar dilucidar las poblaciones de sARNs que estdn siendo secretadas por 7. cruzi y su
relevancia bioldgica.

1.11 Microvesiculas y 7. cruzi.

Con respecto a microvesiculas y tripanosomatidos, el tema se puede rastrear hasta finales
de los anos ‘70, cuando investigadores trabajando con 7. cruzi en microscopia electronica de
transmision eran capaces de observar la presencia alrededor del cuerpo del parasito de estas
vesiculas membranosas, sin poder explicar su origen, pero indicando su posible relevancia por
ejemplo en la movilidad de anticuerpos y otras proteinas de membrana (Schmunis et al. 1980).
Pero los primeros reportes donde se asocian la secrecion de vesiculas membranosas y antigenos
de superficie, surge del grupo de Walter Colli, a principios de los’90, donde muestran
micrografias electronicas donde se observa que las microvesiculas estarian siendo liberadas a
partir de la membrana plasmatica del cuerpo del pardsito y de la zona del bolsillo flagelar
(Goncalves et al. 1991). A partir de ahi muchos estudios surgen sobre el analisis de diferentes
proteinas relevantes como antigenos que estan siendo secretadas al medio por 7. cruzi, pero no se
vuelve a hablar de vesiculas hasta el 2009 con el trabajo de Torrecilhas y colaboradores. En el
mismo los autores destacan la relevancia de las vesiculas secretadas por las formas infectivas de
T. cruzi en la respuesta inflamatoria de su huésped (Trocoli Torrecilhas et al. 2009).

En el 2012 Torrecilhas y colaboradores (Torrecilhas et al. 2012) publican una revision
donde destacan el rol de las vesiculas de secrecion como portadores de factores de virulencia en
diferentes enfermedades parasitarias causadas por protozoarios. En este trabajo proponen que las
vesiculas de secrecion podrian estar actuando como mensajeros para favorecer la invasion por el
parasito de la célula huésped. Esto podria llevarse a cabo de diferentes maneras (como se
muestra en la Figura 11), ya sea por su interaccion con moléculas de la superficie celular que
desencadenaran ciertos acontecimientos o por su internalizacion al citoplasma (Torrecilhas et al.
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2012). De cualquier forma representa un mecanismo novedoso de interaccion entre huésped-
parasito que merece ser estudiado con mas detalle. Una de las hipotesis es que 7. cruzi usa este
tipo de estrategias para liberar grandes cantidades de componentes necesarios para su adhesion e
invasion celular, asi como para evadir los mecanismos de defensa del huésped, para prepararlo
para la infeccion de nuevos parasitos (Torrecilhas et al. 2012). En resumen el estudio de este tipo
de interacciones puede ser de relevancia en el diagndstico, prondstico e inmuno-profilaxis de este
tipo de enfermedades parasitarias.
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Figura 11: Se muestra un esquema de alguno de los roles conocidos para las vesiculas
secretadas por 7. cruzi. Las mismas pueden actuar como factores de virulencia preparando al
celula huésped para la invasion parasitaria, o generando una respuesta pro-inflamatoria en la
misma que beneficie de alguna forma la progresion de la infeccion. Modificado de (Torrecilhas
et al. 2012)

A principios de este afio surgen tres trabajos que revisan nuevamente la relevancia de las
microvesiculas secretadas por protozoarios parasitos en el desarrollo de la infeccion. Por un lado
Inal y colaboradores (Inal et al. 2013) destacan la capacidad de 7. cruzi para estimular la
produccion de microvesiculas en diferentes tipos celulares como respuesta a su co-cultivo.
Siendo esta una nueva forma de ver la respuesta del huésped produciendo microvesiculas como
estimulo del parasito. Por el otro lado, Deolino y colaboradores (Deolindo et al. 2013)
desarrollan experimentos usando diferentes marcadores lipofilicos para seguir las microvesiculas
secretadas tanto por el parasito como por la célula huésped y revelan que pueden ocurrir eventos
de fusion de ambos tipos de vesiculas. Esto seria otro aspecto interesante que podria tener
importancia de la generacion de microvesiculas como respuesta al parasito en la comunicacion
inter-celular que ya veniamos mencionando. El tercer trabajo es del grupo de Igor Ameida, en el
cual realizan un andlisis protedmico de las microvesiculas secretadas y de las proteinas solubles
liberadas al medio por 7. cruzi. En el mismo, describen la existencia de dos poblaciones bien
diferenciadas por tamafio y contenido que estdn siendo secretadas por epimastigotes y
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tripomastigotes de 7. cruzi. También revelan una gran lista de proteinas secretadas solubles con
potencial rol en al patogénesis de la enfermedad (Bayer-Santos et al. 2013). Estos resultados
proveen informacion relevante del contenido proteico del secretoma de 7. cruzi y de los
diferentes componentes del mismo.

HIPOTESIS:

En el contexto desarrollado anteriormente, proponemos que los sARNs derivados de
ARNt en T. cruzi representan una via ancestral o primitiva de regulacion por SARNs con un rol
relevante en la biologia del pardsito y en la relacion con su huésped mediante sistemas de
comunicacion intercelular mediada por microvesiculas.

1.11 OBJETIVOS GENERALES

Mediante el presente proyecto se pretendid describir una nueva via de regulacion de la
expresion génica en base a estos fragmentos derivados de ARNt en el pardsito 7. cruzi.
Pretendimos identificar que tipos de proteinas interaccionan con estos fragmentos derivados de
ARNt, principalmente enfocdndonos en un miembro de la familia de proteinas Argonauta
estudiadas en nuestro laboratorio. Procuramos responder preguntas sobre la funcion o significado
biologico de estas moléculas. Esto aportaria nuevos conceptos en la regulacion de la expresion
génica en pardasitos protozoarios del hombre como 7. cruzi y en la biologia molecular en general.

A esto hay que agregar resultados preliminares de nuestro grupo de trabajo que
demuestran la posible presencia de diversas moléculas de ARN en el sobrenadante de cultivo de
T. cruzi, dentro de las cuales se ha podido identificar ARNt y fragmentos derivados de los
mismos. En el presente trabajo se busco poder caracterizar y elucidar el rol biologico de estos
fragmentos de ARNt que son secretados y que pueden tener un posible rol en la comunicacion
inter-celular en estos organismos unicelulares.
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1.12 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar el clonado y secuenciado de las poblaciones SARNs presentes en la forma
tripomastigote metaciclico de forma de poder realizar un estudio comparativo con la
forma epimastigote y ver si las mitades de ARNt son relevantes también en el estadio
infectivo.

Con respecto a la proteina TcPIWI-tryp, se pretende realizar ensayos de
inmunoprecipitacion y secuenciacion de las posibles moléculas de ARN unidas a la
misma. Se pretende llevar a cabo ensayos de sobre-expresion en 7. cruzi de la misma,
asi como su posible knock out.

Se pretende poder caracterizar los granulos citoplasmaticos formados por mitades de
ARNt mediante microscopia electronica de transmision y FISH.

Purificar la fraccion de microvesiculas secretadas al sobrenadante de cultivo de T.
cruzi. Con estas fracciones se procedid a realizar ensayos de transcriptomica para
caracterizar los posibles sSARNSs circulantes en 7. cruzi.

En colaboracion con el Dr. Wanderley de Souza de la UFRJ, se intentd caracterizar el
contenido proteico y transcriptomico de microvesiculas de las formas tripomastigotes
de T.cruzi Y y CL-Brener de manera de comparar diferentes cepas a nivel de
secretoma.

Se busca poder dilucidar un posible rol biologico para las mitades de ARNt de 7.
cruzi y para las microvesiculas secretadas y su contenido en el propio pardsito y en su
célula huésped.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Cultivo de T. cruzi Dm28c y lineas
celulares usadas.

2.2 Clonado de sARNs en metaciclicos.
2.3 Inmunoprecipitacion de TcPIWI-tryp y
Clatrina. Secuenciado masivo de SARNS co-

inmunoprecipitados con TcPIWI-tryp

2.4 Northern blot, Western blot y RT-PCR
para mitades de ARNL.

2.5 Inmunofluorescencia  y
adquisicion y analisis de imagenes.

FISH,

2.6 Marcado de parésitos y Ensayos de
transwells.

2.7 Purificacion de microvesiculas
secretadas por 7. cruzi, secuenciado masivo
de sARNSs y protedmica de su contenido.

2.8 Microscopia electronica

2.9 Ensayos de  metaciclogenesis
promovidos por microvesiculas. Uso de
Dynasore.

2.10 Ensayos de microarreglos con células
HeLa co-cultivadas con microvesiculas o
sondas para mitades de ARNt.

2.11 Transformacion de células K562 con el
contenido de microvesiculas y ensayos de
infeccion con 7. cruzi.

e Mediosy soluciones en general.

2.1 Cultivo de 7. cruzi Dm28c y lineas
celulares usadas.

Para este trabajo se usaron epimastigotes de
T. cruzi clon Dm28c (Contreras et al. 1988), los
mismos fueron cultivados a 28°C en medio axénico
“liver infusion tryptose” (LIT) suplementado con
10% de suero bovino fetal inactivado por calor
hasta fase exponencial temprana, por medio de
pasajes semanales.

obtencion de tripomastigotes
ensayos de

condiciones

Para la
metaciclicos se procedid con
metaciclogénesis  “in
quimicas definidas y previamente descriptas por

(Bonaldo et al. 1988).

vitro”  bajo

Se usaron las siguientes lineas celulares:

Linea epitelial de céancer cérvico-uterino humano
(células HeLa).

Linea epitelial de riion de mono verde (células
Vero).

Linea linfloblastica derivada de medula 6sea humana
de un paciente con Leucemia Mieloide Cronica
(células K562).

Las mismas se mantuvieron en medio RPMI
suplementado con 10% de SBF y antibidticos
(penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 mg/ml) a
37°C, 5 % CO; con pasajes cada 3 dias o realizando
cambios de medio necesarios para su mantenimiento.

2.2 Clonado de sARNs en metaciclicos.

Para el clonado de sARNs se procedid como
se describe en Pfeffer et al. (Pfeffer et al. 2003) con
algunas modificaciones y en (Garcia-Silva et al.
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2010) para epimastigotes. Se partid de una muestra de 800 pg de ARN total de parasitos extraido
con TRIzol (Invitrogen) siguiendo protocolo recomendado por el fabricante, de tripomastigotes
metaciclicos obtenidos por el método de metaciclogenesis descrito en (Contreras et al. 1988).
Los sARNs entre 18 y 32 nt fueron seleccionados y purificados en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 15%. Fueron usados marcadores moleculares de ADN para identificar las
bandas del tamafio deseado las cuales fueron cortadas siguiendo la movilidad del marcador de
ADN tefiido con Bromuro de Etidio.

Luego se procedio con la ligacion de adaptadores 5° y 3’ que contienen el sitio de
restriccion Ban I a los sSARNs purificados y su amplificaciéon por PCR, la muestra fue digerida
con Ban-I y los productos fueron concatamerizados y clonados en el vector pGEM T-easy
(Promega Corp., Buenos Aires, Argentina) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. En
la Figura 12 se muestra un esquema del protocolo seguido para el clonado.

Se realizd un “screening” por PCR de las colonias obtenidas usando los primers de
secuenciado M13. Los productos obtenidos en estas PCRs que superaban los 500nts o las
minipreparaciones de ADN plasmidico realizado con esas colonias fueron directamente
sometidos a secuenciado. El analisis de secuencias y busquedas en el BLAST fueron realizadas
usando la informacion obtenida de bases de datos del

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html),
GeneDB (http://www. genedb.org/genedb/tcruzi/index.jsp)

y TcruziDB (http://tcruzidb.org/ tcruzidby/).
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Figura 12: Esquema de clonado de sARNSs realizado en el presente trabajo. Se muestran los
diferentes pasos del protocolo partiendo del ARN total hasta el secuenciado de los clones
obtenidos. Una descripcion mas detallada del protocolo se encuentra en el texto.
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2.3 Inmunoprecipitacion de TcPIWI-tryp y Clatrina.

Secuenciado masivo de SARNs co-inmunoprecipitados con TcPIWI-tryp.

Se obtuvieron aproximadamente 1.10°

crecimiento del medio de cultivo para TcPIWI-
tryp y estresados por 48 horas en RPMI sin
SBF para Clatrina, mediante centrifugacion
(3000g durante 8 min). Fueron lisados con un
tampon hipotdnico de lisis (50 mM Tris a pH
8.0, 100 mM NacCl, 3 mM MgCI2, 0.5% NP-
40, cocktail inhibidor de proteasas (Roche)) de
manera tal que no se lisaran los nucleos ya que
nos interesaba la fraccion citoplasmatica. La
lisis de los parasitos se realizdé incubando a
estos mismos durante 2 horas a 4°C con el
buffer de lisis, en agitacion, luego se centrifugod
durante 20 min a 7000g a 4°C. La
cuantificacién proteica se utilizd el reactivo
BCA (Sigma), siguiendo el protocolo del
fabricante.

Para realizar la inmunoprecipitacion de

ambas proteinas se utilizaron esferas
magnéticas, Dynabeads M-280 Sheep anti-
Rabbit IgG y/o anti-Mouse IgG (Invitrogen).
Un esquema general del uso de estas esferas se
muestra en la Figura 13. Previo a la
incubacion con los anticuerpos especificos con
el extracto proteico se realizd
“crosslinking” entre nuestro anticuerpo y los

anticuerpos unidos a las esferas magnéticas.
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Figura 13. Esquema de
inmunoprecipitacion usando Dynabeads
(Invitrogen).

Comenzamos realizando 2 lavados con PBS 1X a 200ul de esferas magnéticas, se incubaron en

500pl de tampdn de lisis durante 10 min a temperatura ambiente. Seguidamente se incubo las
esferas en 500ul de tampdn de lisis con Syl de anticuerpo especifico, 2 horas a temperatura
ambiente en agitacion. Luego de las 2 horas se lavo las esferas con 100ul con tampén de lisis y
un lavado con PBS 1X. Posteriormente se realiz6 1 lavado con 200ul de HEPES 20mM, pH 7,5
y 20ul de Glutaraldehido 2,3% recién preparado, durante 5 min a 37°C y 1 lavado durante Smin
en HEPES 20mM pH 7,5 a temperatura ambiente, realizando estos dos ultimos pasos por
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triplicado. Consecuentemente se realizaron 2 lavados con 50ul de tampén de parada (Tris-HCI,
pH 8, 1M), Smin a temperatura ambiente cada uno. Una vez realizado el “crosslinking” se
prosiguid con la inmunoprecipitacion. Se incubd 30 pg de extracto proteico con las esferas
magnéticas overnight a 4°C. Luego la fraccion que no se unié (fraccion no unida) se guardo
como control, a continuacion las esferas se lavaron 3 veces con Iml de tampon de lisis,
guardando también estos 3 lavados como control. Por ultimo se eluyeron las proteinas con 100ul
de glicina 0,2M pH 2,5 durante 5 min en agitacion y se les ajusta el pH con 10ul de Tris-HCI
0,5M pH 9,5.

Como controles de especificidad se realizaron los mismos ensayos que con los
anticuerpos especificos usando Igs anti-Rabbit y anti-Mouse.

La extraccion de proteinas y del ARN de la fraccion unida a las esferas magnéticas
durante la inmunoprecipitacion se realizd con el reactivo TRIzol (Invitrogen). La visualizacion
de las proteinas inmunoprecipitadas y su comparacion con la fraccion no unida, los lavados y los
extractos totales se realizé mediante una electroforesis SDS-PAGE (desnaturalizante) con un gel
al 8% y posterior tincion con plata mediante la utilizacion del Kit “SilverQuest* de Invitrogen.

Se prosigui6 con la validacion del protocolo usado mediante Western Blot de las
fracciones obtenidas con los anticuerpos especificos. Se separaron las proteinas mediante
electroforesis utilizando un gel de acrilamida 8% desnaturalizante. Luego se realizd la
transferencia de las proteinas del gel hacia una membrana de nitrocelulosa (Amersham
Biosciences) mediante transferencia eléctrica durante 4 horas a 300mA. Se realiz6 el bloqueo de
la membrana, incubandola con PBS-BSA 5% a 37°C durante lhora 30min u overnight a 4°C.
Luego se realizaron 3 lavados con PBS 1X- Tween 0,1% durante 5 min cada uno en agitacion,
seguido de esto se incub6 la membrana con el anticuerpo primario, anti-TcPIWI-tryp 1/2000 o
anti-Clatrina 1/1000, en BSA 2%, Tween 0,1%, PBS 1X, durante 2 horas a temperatura
ambiente. Luego de la incubacion con el anticuerpo se lavo 3 veces la membrana con PBS-
Tween 0,1% durante 5 min cada uno y se incubd la membrana con el anticuerpo secundario anti-
conejo o anti ratébn conjugado a peroxidasa (DAKO) usado en una diluciéon 1:10.000 en PBS-
BSA 2%, Tween 0,6%. Por ultimo se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 0,6%. Una vez unido
el secundario se procedié con el revelado de la membrana utilizando el reactivo ECL (VIVO
Science), se expuso la membrana a un film (High Performance Quimioluminiscencia Film, GE),
variando el tiempo de exposicion de acuerdo a la sefial obtenida.

A partir del ARN obtenido de la extraccion con TRIzol (Invitrogen) se corrieron las
muestras en un gel de acrilamida desnaturalizante al 15%, urea 7,5M, utilizando para la corrida
buffer TBE 0,5X (Tris-Borate-EDTA). Luego se tifio el gel con SYBR-Gold (Invitrogen) para la
visualizacion del ARN. La visualizacion del ARN en el gel nos permiti6 la identificacién de una
poblaciéon de pequefios ARN (15-30nt). Dicha fraccion del gel fue cortada y eluida del gel. La
elucion del ARN se realizo incubando los cortes de gel en 2 volimenes de NaCl 0,3M overnight
a 4°C en agitacion y luego agregando al sobrenadante 3 volimenes de etanol absoluto overnight.
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Para el envio del ARN a secuenciado masivo luego de la elucion de los SARNs se resuspendid en
Etanol absoluto, NaCl 0,3M, 1ul de glicogeno y 1ul de RNasa Out (Sigma). Para realizar el
secuenciado masivo de los SARNs inmunoprecipitados se realizaron librerias de ADNc como se
muestra en la Figura 14, siguiendo protocolo recomendado para secuenciado de librerias de
sARNs en Illumina Solexa: NEBNext®Multiplex Small RNA Library Prep Set. Brevemente,
se realizo la ligacion de los adaptadores 5 y 3" a los SARNs. Una vez ligados los adaptadores
para obtener el ADNCc se realizo una retro-transcripcion y para la amplificacion de los mismos se
realizd una PCR. Para la PCR se utiliz6 primer complementarios a los extremos de los
adaptadores. Seguidamente se purificé el ADNc obtenido mediante una corrida electroforética y
por ultimo se valido la libreria midiendo la pureza de la muestra y su concentracion por Bio-
Analyzer. Una vez obtenidas las muestras se realiza la reaccion de secuenciacion en un equipo
Genome Analyzer II.

RT-PCR
Adapters

Small RNA

Adapter cDNA
Ligation Fragment

Figura 14. Esquema ilustrativo del protocolo de secuenciado masivo de
SARNSs con Illumina Solexa 1.9.

El anélisis de las secuencias obtenidas fue realizado por el Dr. Oscar Franzen del Mount
Sinai Hospital, NY, USA. Basicamente, las secuencias obtenidas fueron cortadas y limpiadas de
los adaptadores y alineadas con el genoma de 7. cruzi CL Brener usando bowtie v.2.0.0-beta6
(permitiendo el error en una base).
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2.4 Northern blot y RT-PCR para mitades de ARNt.

Para los ensayos de Northern blot para sSARNs un total de 30 pug de ARN total fue
sembrado en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 15% y corridos en 0.5x Tris-Borate-
EDTA (buffer de corrida). Antes de la transferencia los geles son tefiidos con Bromuro de Etidio
para verificar que los niveles de carga de ARN fueron iguales y que la corrida fue buena. El
ARN fue transferido electroforéticamente a membranas GeneScreen Plus (Schleicher and
Schuell, NH, USA). Después de la transferencia el ARN es fijado a la membrana por cross
linking con UV a 120 mJ y calentadas a 80 °C por 30 min. Las sondas de oligonucleétidos fueron
generadas mediante el marcado 5’ con la T4 Polynucleotide Kinase (New England Biolabs,
Beverly, MA) utilizando [**P] y-ATP (7000ci/mmol; 10 mCi/ml, ICN-biomedicals). La sonda se
purific6 de las que no incorporaron marcaciéon mediante columnas G-25 MicroSpin (Amersham
Pharmacia). Las membranas fueron pre-hibridados por 2hrs a 40°C en buffer church modificado
(Fosfato de Sodio 0.25M pH 7.2, 5% SDS, 0,5% albumina bovina, ImM EDTA). Posteriormente
se adicionaron las sondas radiactivas y se incubo por lhr a 42°C. Las membranas fueron lavadas
a 42°C 2 veces con SSC 2x, 0,1 % SDS por 20 min., 1x SSC 0,1 % SDS por 20 min. y 0,5x
SSC 0,1% SDS por 20min. Las membranas hibridadas fueron expuestas toda la noche en
peliculas de rayos X (Kodad Biomax MS X-ray films). Para la reutilizacion de las membranas,
las sondas hibridadas fueron eliminadas mediante dos lavados en agua desionizada caliente 0,1%
SDS durante 15 min y re-hibridadas hasta cuatro veces, hasta que la sefial especifica fue débil
para ser detectada.

Para los ensayos de RT-PCR para mitades de ARNt, se fraccionaron en geles de
poli-acrilamida 15% denaturantes UREA 7.5M, 20ug de ARN obtenido después de la
inmunoprecipitacion. Se eluyeron los SARNs entre 20 y 60 nts del gel y se sometieron a
transcripcion reversa empleando el kit miScript (Qiagen) y siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Se procedi6 con la amplificacion del material usando cebadores Universales reversos
que reconocen el adaptador 3’ ligado en la transcripcion reversa y cebadores-LNA (Exiqon)
directos especificos. Los cebadores especificos-LNA (Locked Nucleic Acids), permiten el uso de
temperaturas de apareamiento manejables en las PCRs usadas corrientemente en el laboratorio.
Los cebadores especificos usados se encuentran detallados en la seccion Material
Suplementario 1: Sondas de ARN y ADN, oligonucledtidos y anticuerpos usados. La
amplificacion del material de llevo a cabo con 40 ciclos de 15’7 a 95°C y 50°” a 56°C. Los
productos de amplificacion obtenidos se visualizaron en geles poliacrilamida 15% PAGE tefiidos
con SYBRGold (Invitrogen). En todos los casos, la identidad de los productos amplificados fue
verificada mediante secuenciado.
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2.5 Inmunofluorescencia y FISH, adquisicion y analisis de imagenes.

Para los ensayos de FISH se usaron parasitos en los diferentes estadios y bajo condiciones
de stress nutricional y/o lineas celulares. Las células fueron luego fijadas con 4%
paraformaldehydo en PBS por 10 min a temperatura ambiente, se lavaron 2 veces con PBS y se
incuban en 25 mM NH4CI por 10 min. Posteriormente se adhieren a las laminas (previamente
tratadas con poly-lisina) por 20 min a temperatura ambiente y luego de realizar 2 lavados con
PBS las células fueron permeabilizadas con 0.2% Triton X-100 en PBS por 5 min. Las laminas
son bloqueadas y pre-hibridadas por 2 h a temperatura ambiente en 2% BSA, 5X Denhardt,
4xSSC y 35% formamida deionizada (Solucion de Hibridacion). La hibridacion fue hecha
durante 14 horas (overnight) en cAmara hiimeda en la presencia de 1 ng ml™ del oligonucledtido
correspondiente conjugado ya sea con isothiocianato de fluoresceina (FITC) o cyanidina (Cy3).
Cuando se indica los ensayos de FISH fueron realizados bajo condiciones de desnaturalizacion
por el calentamiento de las laminas a 75°C por 5 min previo al paso de hibridacién con la sonda
elegida. Después de la hibridacion las laminas son lavadas una vez con 2xSSC con 50% de
formamida deiononizada, una vez en 2xSSC, se incubd 10 min en 1xSSC con 1 mg ml! 4,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI), y se siguidé con dos lavados en 0,5X SSC. Las laminas
fueron montadas en 5 pl de Fluor Save Reagent (DAKO).

Para los ensayos de inmunofluorescencia indirecta con los diferentes anticuerpos los
parasitos son tratados de la misma manera que para FISH. Luego de permeabilizados las laminas
son incubadas una hora con la dilucién del anticuerpo correspondiente en PBS-BSA 5%, luego
son lavados 2 veces con PBS-tween 0,1%. Los anticuerpos conjugados con TRITC (1/1000) o
FITC (1/50) (DAKO) secundarios fueron incubados 1h con PBS-BSA 5% y lavados 2 veces con
PBS-tween 0,1% 1y 2 veces con PBS. Las laminas fueron montadas igual que para los ensayos
de FISH. Para los ensayos de inmunofluorescencia acoplada con FISH primero se realizo6 el
ensayo de FISH, luego de los lavados de la sonda las cé€lulas son fijadas nuevamente con 4%
paraformaldehydo en PBS por 10 min a temperatura ambiente, se lavaron 2 veces con PBS y son
incubadas en 25 mM NH4Cl por 10 min. Posteriormente se sigue con el ensayo de
inmunofluorescencia.

Como controles de especificidad de la sefial en los ensayos de inmunofluorescencia
indirecta, se hacen laminas en las mismas condiciones que las anteriores pero se incubd con
suero pre-inmune, otra con sélo anticuerpo secundario, otra con inmunoglobulinas de conejo y
una ultima donde se realiz6 una co-incubacion del anticuerpo especifico con exceso de proteina
recombinante.

Las laminas fueron observadas usando un microscopio de epifluorescencia Olympus IX
81 acoplado con una camara digital Hamamatsu Orca-ER  (Diagnostic Instruments) y
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microscopio confocal Leica TCS SP5 cuando se indica. Las imagenes montadas (“merged”) son
obtenidas por la imposicion de las imagenes individuales.

Para el marcado de membrana plasmatica se us6é Cell Mask Orange (Invitrogen) 1/500
incubando a 37°C por 30 minutos antes de proceder con el fijado de la muestra.

2.6 Marcado de parasitos y Ensayos con transwells.

Estos ensayos con tranwells fueron disefados para verificar la eventual transferencia del
contenido de microvesiculas de un parasito a otro o de parésitos a sus células huésped. Primero
se marcaron los parasitos de la siguiente manera: Se usaron 1.10°.ml" epimastigotes en fase
estacionaria tardia de crecimiento. Se transformaron con oligoribonucleotidos sintéticos
marcados en 5’ con Cy3 y modificados quimicamente (IDT Inc. IA, USA) para evitar su
degradacion por ribonucleasas celulares (extremos con puentes fosforothioato y ribonucleotidos
2' O-metilo). Se resuspendieron los parasitos en 0.4 mL of Hepes Buffer Solution (HBS: Hepes
21 mM, NaCl2 137 mM, KCI 5 mM, glucosa 6 mM pH 7.4) y se electroporaron en cubetas de
0.4 cm en la presencia de 100 nM de la sonda usada. Se uso un equipo de electroporacion ECM-
600 Electroporation System (BTX CA, USA). Los parasitos fueron sometidos a 2 pulsos de 450
V/ 500 pF y se dejaron en recuperacion por 24 horas en LIT 10% SBF antes de usarlos para los
experimentos. Como controles se usaron parasitos en las mismas condiciones pero no
electroporados expuestos a sonda libre en el medio de forma de excluir la posible incorporacion
natural de la sonda. Estos parasitos control fueron monitoreados hasta 24 horas sin observarse
evidencias de sefales fluorescentes detectables.

Para los ensayos de intercambio parasito-parasito se incubaron en transwells (0.4 y 1 um
de tamafio de poro HTS Transwell-24, Corning Inc.), en la camara inferior: 2.10° de
epimastigotes no marcados estresados por 48 horas en RPMI, en 1 mL de RPMI-1640; mientras
que en la camara superior: se cargaron 2.10° de epimastigotes marcados estresados por 48 horas
en RPMI, en el mismo medio.

Para los ensayos de intercambio parasito-célula huésped susceptible se incubaron en los
mismos franswells, en la camara inferior: 2.10° células Vero y/o HeLa en 1 mL del mismo
medio; y en la cdmara superior las mismas condiciones que para el ensayo parasito-parasito.

Las placas de transwell fueron incubadas a 28°C por 24 h. La transferencia de las sondas
marcadas y de su sefial fluorescente de la cdmara superior a la inferior fue monitoreada por
microscopia de epifluorescencia.
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Para los tratamientos con Cicloheximida para inhibir sintesis proteica: se incubaron 2.10°
células HeLa con 50ug/mL de cicloheximida (Sigma) por 3 horas, luego se procedi6é con ensayo
de transwell descrito anteriormente.

Para los tratamientos con Puromicina para inhibir la traduccion de proteinas: se incubaron
2.10° células HeLa con 20pug/mL de Puromicina (Sigma) por 4 horas, luego se procedié con
ensayo de transwell descrito anteriormente.

2.7 Purificacion de microvesiculas secretadas por 7. cruzi, secuenciado
masivo de sSARNs y protedomica de su contenido.

Para la purificacion de grandes cantidades de microvesiculas secretadas por 7. cruzi, para
su posterior andlisis y usos en diferentes ensayos, se procedio de la siguiente manera:

Se colect6 el sobrenadante de cultivo de 1.10"" epimastigotes de 7. cruzi mantenidos por
48 horas en medio RPMi sin SBF (100mL). Se realizo una primera centrifugacion a 2000 g por
15 min para eliminar las células remanentes. El sobrenadante de esta centrifugacion a 2000 g se
colectd y se centrifugo 2 veces a 15,000 g a 4°C por 30 min para remover los restos celulares y
grandes microvesiculas como cuerpos apoptoticos, por ejemplo. El sobrenadante de la
centrifugacion a 15,000 g se ultracentrifugd a 110,000 g 4°C por 70 min de manera de obtener en
el pellet las microvesiculas. El pellet de microvesiculas se lavdo una vez en PBS 1X y se
ultracentrifugd nuevamente a 110,000 g por 1 h.

El protocolo de purificacion de microvesiculas utilizado se evalué mediante microscopia
electronica de transmision como se indica a continuacion. La cuantificacion de microvesiculas
obtenidas se hizo mediante la determinacion de la concentracion proteica total del pellet obtenido
por el método de Bradford (Pierce).

Mediante este método se determino que la produccién de microvesiculas en cantidad
proteica usando este protocolo de purificacién era de aproximadamente 1.2 pg por 1.10"
parasitos usados.

Para la comparacion del contenido de microvesiculas secretadas por diferentes cepas de
T. cruzi se usaron microvesiculas purificadas de tripomastigotes de 7. cruzi clon CL-Brener y
cepa Y. Para ello se colectaron tripomastigotes mantenidos en cultivo mediante la infeccion en
células VERO vy se incubaron 1x10® parasitos/mL 2 horas en PBS 1X (medio de secrecion).
Posteriormente se procedid como se indica arriba para la purificacion de microvesiculas
secretadas por centrifugacion diferencial y ultracentrifugacion.
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A continuacion se extrajo el ARN total contenido en el pellet de microvesiculas obtenido
usando TRIzol (Invitrogen) y siguiendo instrucciones del fabricante. Dependiendo la muestra se
obtuvieron concentraciones que variaron entre 100-500ng/mL de ARN siguiendo el protocolo
descrito. Se procedid con la preparacion de las librerias para sSARNs de la misma manera que se
detalla en la seccion 2.3 para el inmunoprecipitado de TcPIWI-tryp. El secuenciado se realizo
usando el mismo equipo Genome Analyzer II (Illumina Inc.).

El anélisis de las secuencias se llevo a cabo por Lic. Tamara Fernandez de la Unidad de
Bioinformatica del Institut Pasteur de Montevideo y por el Dr. Oscar Franzen del Mount Sinai
Hospital, NY, USA, para las microvesiculas de tripomastigotes. Brevemente se eliminaron las
secuencias de adaptador de las lecturas usando Python y las lecturas menores a 16 nts. Las
secuencias se alinearon con el genoma 7. cruzi CL Brenner (Esmeraldo y No Esmeraldo) usando
el programa Novoalign V2.07.08 (http://www.novocraft.com). La clasificaciéon en clases
funcionales de las lecturas se realizd6 de acuerdo a las anotaciones de la base de datos
TriTrypDB.

El estudio proteémico del contenido de microvesiculas purificadas de tripomastigotes de
T. cruzi Brener e Y se realizo en la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas del Institut
Pasteur de Montevideo por el Dr. Carlos Batthyany. Brevemente, se resuspendio el pellet de la
ultracentrifugacion en 100 pul de H20 y se  tripsiniz6 con 1 pg de Tripsina, 18 horas a 37°C. Se
continuo6 con Protocolo de nLC-nSI-trampa ionica (LTQ) usado en la unidad.

2.8 Microscopia electronica.

Microscopia Electronica de Barrido:

Los parésitos a analizar son lavados dos veces con PBS 1X y fijados por 1 hora con
2.5% glutaraldheido (GA) en 0.1 M de tampoén cacodilato (pH 7.2), SmM Cloruro de Calcio y
2% de sacarosa. Las células son lavadas con el mismo tampén y adheridas a cubreobjetos
tratados previamente con 0.1% poly-L-lisina (M.W. 70,000, Sigma-Aldrich Co.). Luego se
realiza una post-fijacion por 15 min con 1% de Tretroxido de Osmio (OsO4), 0.8% ferrocianuro
de potasio y 5 mM de Cloruro de Calcio en tampon cacodilato 0.1M (pH 7.2), las células son
lavadas, deshidratadas en concentraciones crecientes de Etanol y secadas a punto critico con
CO2. Las células son adheridas a talones de microscopia electronica de barrido, cubiertas con
una capa de 20-nm-de grosor de oro y observadas en un microscopio electronico de barrido FEI
Quanta 250 a 25 kV.
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Microscopia Electronica de Transmision.

Analisis de Rutina: Las muestras (parasitos y células huésped) fueron lavadas dos veces
en PBS 1X y fijadas por 1 hora a temperatura ambiente en 2.5% glutaraldehido (GA) en 0.1 M
de tampon cacodilato (pH 7.2), SmM Cloruro de Calcio y 2% de sacarosa. Todas las muestras
fueron post-fijadas con 1% de OsO4, 0.8% ferrocianuro de potasio y 5 mM de Cloruro de Calcio
en tampoén cacodilato 0.1M (pH 7.2) por 1 h a temperatura ambiente y deshidratadas en
concentraciones graduales crecientes de acetona. Posteriormente fueron embebidas en
PolyBed812 (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA), y polimerizadas por 3 dias a 60°C. Las
secciones ultrafinas obtenidas con un ultra microtomo Leica (Nussloch, Germany) fueron tefiidas
con acetato de uranilo en citrato de sodio.

Tincion negativa para microvesiculas: Las microvesiculas purificadas mediante el
protocolo descrito anteriormente fueron adheridas a rejillas de cobre cubiertas por
formvar/carbon por 10 minutos, fijadas en 4% formaldehido en 0.1M tampon cacodilato (pH 7.2)
por 10 minutes a temperatura ambiente y lavadas en PBS. Las mismas se tifieron con 2% de
acetato de uranilo por 30 seg.

Para el inmunomarcado las rejillas con la muestra fueron bloqueadas luego de la fijacion
con 50 mM NH4CI en PBS por 5 minutos, lavadas e incubadas por 10 min en PBS, pH 7.2, 0.2%
gelatina, 0.1% azida (PGN), y permeabilizadas con 0.1% saponina en PGN por 5 min. Las
rejillas obtenidas fueron incubadas con anti-TcPIWI-tryp 1:500 o la cantidad equivalente de
IgGs de conejo como control diluidos en PGN por 30 min, lavadas en PGN e incubadas
nuevamente con anticuerpo secundario marcado con esferas de 10 nm de oro (Sigma-Aldrich
Co.) por 30 min. Las muestras fueron lavadas con PGN.

Para la hibridacion in situ; las muestras permeabilizadas fueron lavadas 2 veces con
2xSSC 50% formamida y pre-hibrididadas por 20 minutos a temperatura ambiente en 2% BSA,
5X Denhardt, 4xSSC y 35% formamida deionizada (Solucién de Hibridacion). La hibridacion
fue llevada a cabo overnight a temperatura ambiente en cdmara himeda en la presencia de 1
ng.ml-1 de sonda usada conjugada a Biotina. Al concluir con la hibridacion, las muestras fueron
lavadas 2 veces con 2xSSC 50% formamida, 1 vez con 2xSSC, 1 vez con 1xSSC, 1 vez con
0.5xSSC y 1 vez con 0.1xSSC e incubadas con ExtrAvidina-oro 20 nm (SIGMA) por 30 min.
Luego de 2 lavados con 2xSSC las muestras fueron tefiidas con 2% de acetato de uranilo por 30
seg.

Inmunomarcado y Crioultramicrotomia.

Después de la incubacion con los anticuerpos especificos y control que se describen
arriba, las muestras fueron incubadas con una dilucién 1:50 del complejo anti-Rabbit IgG—Oro
10 nm (Sigma-Aldrich Co.) en RPMI libre de SBF y lavadas en RPMI sin SBF y una vez en
PBS. Posteriormente fueron fijadas en 0.1% GA, 4% formaldehido en 0.1M tampo6n cacodilato
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de sodio suplementado con 3.7% de sacarosa y SmM CaCl2 (pH 7.2) por 60 minutos a
temperatura ambiente. Las muestras fueron luego lavadas 3 veces en PBS, infiltradas en 10% de
gelatina en 0.1M tampon cacodilato de sodio, cortadas en cubos de Imm e infiltradas en 25%
poly-vinilpirrolidona (PVP) en 2.3M de sacarosa overnight en frio. Luego de esto, las muestras
son montadas en talones de crioultramicrotomia y congelados rapidamente mediante su
inmersion en nitrégeno liquido. Las criosecciones fueron obtenidas bajo un rango de temperatura
de -70 a -90 usando un Ultracut UCT crio-ultramicrotomo (Reichert). El material fue colectado
en 2.3M de sacarosa en PBS vy transferidas a rejillas de plata recubiertas con Formvar-carbon de
400 mallas y guardadas en PBS, pH 8.0, con 3% BSA.

Para la hibridacidén in situ, las muestras fueron lavadas 2 veces con 2xSSC 50%
formamida, pre-hibridadas por 20 minutos a temperatura ambiente en solucion de hibridacion. La
hibridacion fue realizada con 1 ng.ml-1 de sonda conjugada a Cy3 en solucion de hibridacion
fresca overnight en camara huimeda a 37°C. Luego se procedio con 2 lavados en 2xSSC 50%
formamida , 2 veces en PBS e incubamos por 1 h a temperatura ambiente con anticuerpo
secundario anti-Cy3- mouse (1:100) en PBS, pH 8.0, 1.5% BSA y 0.01% Tween20. Las muestras
fueron lavadas e incubadas por 1 h a temperatura ambiente con anti-mouse IgG-gold complex 10
nm (Sigma-Aldrich Co. - 1:100 dilution) en PBS, pH 8.0, 1.5% BSA y 0.01% Tween20. Al final
se realizaron 2 lavados con PBS. Las rejillas con las muestras fueron embebidas en 3% polyvinil
alcohol-acetato de uranilo (9:1).

Todas las muestras se observaron en un microscopio electrénico de transmision FEI
Morgagni F268 (Eindhoven, The Netherlands) operando a 80 kV.

2.9 Ensayos de metaciclogénesis promovidos por microvesiculas. Uso de
Dynasore.

Para observar el posible efecto biologico de las microvesiculas en epimastigotes de 7.
cruzi, se realizaron ensayos de co-incubacion de cantidades crecientes de microvesiculas con el
mismo nimero de parésitos.

Se cultivaron epimastigotes en fase estacionaria de crecimiento (4x10° parasitos/mL) por
triplicado en placas de 12 pocillos en RPMI libre de SBF. Estos parasitos fueron expuestos a
concentraciones diferentes de microvesiculas por 4 dias. Como control se usaron parasitos en la
misma condicidn pero sin el agregado de microvesiculas exodgenas.

A las 24, 48 horas, 3 y cuatro dias se tomaron alicuotas del cultivo y se observaron al
microscopio las formas parasitarias. Al observarse un incremento en el numero de formas
metaciclicas en las muestras con microvesiculas, se realizaron conteos del nimero absoluto de
metaciclicos observados para cada tiempo y cada muestra por triplicado.

Con el objetivo de poder adjudicar el efecto observado al incremento de la incorporacion
de microvesiculas por el parasito mediante la via Clatrina-Dinamina usamos Dynasore (Sigma).
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Se prepard solucion de Dynasore (Sigma) 100mM en DMSO 1% y se usaron en los ensayos
concentraciones desde 0 a 100uM de esta solucion. Los ensayos para ver el efecto del
tratamiento de la droga se realizaron de la misma forma que los ya descritos sin adicién de
Dynasore.

2.10 Ensayos de microarreglos con células HelLa co-cultivadas con
microvesiculas secretadas por T. cruzi y/o sondas de mitades de ARNt

e Optimizacion de las condiciones de co-incubacion de las microvesiculas purificadas de
T. cruzi con sus células huésped.

Para la optimizacion de los ensayos comenzamos poniendo a punto el tiempo necesario
de incubacion de las microvesiculas con las células HeLa de forma de observar el contenido de
las primeras liberado en el citoplasma de las células receptoras. Para la determinacion de este
tiempo de incubacidn, se incubaron las células con microvesiculas purificadas de 7. cruzi por 5,
30 minutos, 2 y 24 horas. Luego de estos periodos de incubacion, se lavaron las células dos veces
con PBS y se procesaron segin protocolo de FISH para mitades de ARNt de Asp y Glu. El
resultado de la incorporacion del contenido de las microvesiculas se observo en microscopio de
epifluorescencia.

Posteriormente procedimos con la determinacion de la relacion mas adecuada
microvesiculas/ nimero de células huésped; para ello, se cultivaron 0.5x10° células HeLa en
cubre-objetos colocados en placas de 6 pocillos y se incubaron en presencia de diferentes
concentraciones de microvesiculas. Se usaron 0, 40, 80, 160, 320 y 600 ng de microvesiculas
para los diferentes ensayos. Se incubaron por 2 horas (tiempo determinado por el método
mencionado en parrafo anterior) a at 37°C y 5% CO,. Las células se sometieron a FISH como
se mencionod anteriormente. Brevemente, se lavan las células dos veces con PBS, se fijan por 10
min con 4% paraformaldehido en PBS y se incuban por 10 min en 25mM NH4CI. Luego de
algunos lavados con PBS se permeabilizan con 0.2% Triton X-100 en PBS por 5Smin, se
bloquean por 2 h en BSA 2%, 5X Denhardt, 4X SSC y 35% formamida (solucion de
hibridacién). Se deja hibridando toda la noche en cdmara himeda a 37°C con 100nM de la
sonda a utilizar conjugada a Cy3. Luego se procede con los lavados en series de SSC, estas
muestras se incubaron posteriormente con anti-Cy3 (Invitrogen) 1/1000 y se revelaron con anti-
mouse TRITC (Invitrogen) 1/500. Se procedié con su tincién con DAPI y su montaje y
observacion en microscopio de epifluorescencia.

o Transfeccion de mitades de ARNt en células HeLa.

Se transfectaron células HelLa con sondas de oligoribonucledtidos sintéticos marcados
detallados en Material Suplementario 1, para las mitades de ARNt Leu y Thr y sus
correspondientes sondas controles “shuffled” en una concentracion final de 20nM. Se usé
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Lipofectamina 2000 (Invitrogen) como agente para la transfeccion (2uL/mL en medio Opti-
MEM (Invitrogen).

Para la transfeccion, se siguid el protocolo recomendado por el fabricante para células
adherentes.

e Ensayos de microarreglos
o Preparacion de las muestras de ARN.
®» Para las células tratadas con microvesiculas:

Se incubaron células HeLa con microvesiculas secretadas por 7. cruzi por 2 horas a
37°C y 5% CO,, A continuaciéon de esta incubacion, se lavaron las células
removiendo microvesiculas remanentes y se adiciond medio RPMI nuevo. Las
células se mantuvieron en cultivo y se recolectaron muestras para la extraccion de
ARN a las 6, 24 y 72 horas luego de la incorporacion de las microvesiculas. En
paralelo se usaron células control cultivadas en medio sin microvesiculas. Cada
condicion se hizo por triplicado.

= Para células transfectadas con lipofectamina y mitades de ARNt Leuy  Thr:

Se transfectaron células HeLa con mitades del ARNt-Thr-FAM, ARNt-ThrControl-
FAM, ARNt-Leu-Cy3 y/o ARNt-LeuControl-Cy3 y se recolectaron 24 horas post-
transfeccion para la extraccion de ARN. Las células control se trataron solamente
con Lipofectamina.

Para la extraccion de ARN, las células recolectadas para cada muestra se lavaron dos
veces en PBS 1X y se incubaron en TRIzol (Invitrogen) segin las indicaciones del fabricante.
Posteriormente se procesd esta muestra con el kit Illustra RNAspin Mini Isolation kit (GE
Healthcare), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Se verificd la integridad y la
calidad del ARN obtenido en un Nano LabChip en un Bioanalyzer System 2100 (Agilent
Technologies).

Se procedid con la amplificacion y marcado del material usando el kit Quick Amp
Labeling Kit-one color (Agilent Technologies). Todas las muestras se marcaron con Cy3. El
ARN marcado y amplificado se purifico con kit RNAeasy mini kit (QIAGEN) y se analiz6 en
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) para su cuantificacion y control de
eficiencia de marcado.

A continuacion, se realizd la hibridacion y lavado de los chips usando el kit Gene
Expression Hybridization kit (Agilent Technologies) y el Gene Expression Wash Buffer kit
(Agilent Technologies) respectivamente. El escaneo y los controles de calidad primarios se
llevaron a cabo en un escaner High-Resolution C (Agilent Technologies).
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Los resultados obtenidos fueron analizados por la Lic. Florencia Cabrera-Cabrera de
nuestra Unidad, con el programa GeneSpring Multi-Omics Analysis software, version 12.1
(Agilent Technologies). Se usoé el test ANOVA (p-value < 0.05) para el analisis estadistico y se
filtraron los genes diferencialmente expresados por nivel de expresion, para el analisis de vias se
utiliz6 el programa GeneSpring o la version en linea disponible de DAVID(Huang da et al. 2009;
Huang da et al. 2009).

Para la validacion de los resultados obtenidos en los microarreglos se llevaron a cabo
ensayos de qRT-PCR. Se realiz6 transcripcion reversa de 1 pg de ARN de cada muestra obtenida
con la Transcriptasa reversa Super Script II (Invitrogen) y oligo-dT como cebador. Los
cebadores utilizados se detallan en Material Suplementario 1, para los siguientes genes de
interés: ATF3, LNX2, PRAME, DUSP6, CAXCL2 y GAPDH (para normalizacion). Los
ensayos se llevaron a cabo en un equipo Illumina Eco Real-Time PCR System usando Universal
SYBR Green Master FastStart de Roche. Se us6 ANOVA como test para determinar diferencias
significativas.

2.11 Transformacion de células K562 con el contenido de microvesiculas y
ensayos de infeccion con 7. cruzi.

Para estos ensayos se usaron microvesiculas marcadas con sondas de mitades de ARNt-
Cy3. Para ello se tomaron 1,2 ug de microvesiculas purificadas y se resuspendieron en tampon
HBS, se incubaron 10 minutos en hielo con 50 pM de sonda marcada con Cy3 (ARNt AspGUC)
de Integrated DNA Technologies (IDT). Se procedio con un pulso de 450 V, 1300 uF y 13 Q en
un equipo BTX ECM 600® (BTX CA, USA). Posteriormente se incubaron a 37°C por 2 horas o
a 4°C toda la noche para permitir su correcta recuperacion.

Las células K562 fueron transformadas artificialmente con estas microvesiculas marcadas
con Cy3 mediante electroporacion. Se usé el equipo ECM-600 Electroporation System (BTX
CA, USA) para transfectar 1.10° células en cubetas de 0.4 cm con 1.2 pg de microvesiculas
marcadas obtenidas como se detalld anteriormente. Se sometieron las células a dos pulsos de 350
V de 130 ms y se dejaron recuperar por 24 horas en RPMI-1640 con 20% SBF antes de su uso.
Como control se usaron las mismas c¢lulas electroporadas pero en medio solo sin
microvesiculas.

Luego de 24 horas se co-cultivaron las células K562 electroporadas con parésitos
estresados 48 horas en RPMI en una relacion parasito/célula de 1:20 a 37 °C en 5% CO2 en los
diferentes tiempos estudiados. La observacion de una infeccion productiva se observd por
Microscopia Electronica de Transmision y por microscopia de epifluorescencia.
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Medios y soluciones en general.

PBS 10X TBE 5X 1L
CIK 27 mM Tris-base 54gr.
KH2PO4 14.6 mM Ac. Bérico 27,5 gr.
Na2HPO4 40mM EDTA 0,5M pH:8,0 20 mL
CINa 1,37 M

Buffer de corrida geles de proteinas (5X) Coomassie blue G-250 staining
solution
Tris 125 mM 200 ml acetic acid -1800 ml H20

0.5 g Coomassie blue G-250
Glicina 1.25M

SDS 0.5%
Solucién de destaining Buffer de Transferencia (10X
Metanol : H20 : Ac Acet. Glacial Tris 250 mM
5% : 88%: 7% Glicina 1.92M

Ponceau S solution
Dissolve 0.5 g Ponceau S in 1 ml glacial acetic acid. Bring to 100 ml with water.
Prepare just before use.

Pre-Hibridizaciéon (Solucion de hibridacién):

2% BSA SSC 20X. (1Litro).

5X Denhardt

4XSSC NaCl 175g 3M.

5% dextran sulphate Citrato trisodico 2 hidrato 88g 0.3M.

35% formamide
0.5ug/ul. tRNA esperma de salmén

10U/mL RNasin

LIT (1 litro) (triptosa de infusion de higado)
Poly Lysina (sigma) hydrochloridre : Disolver 5 gr de infusién de higado, 5 gr de
10mg/mL sol STOCK (10X) enagua. triptosa, 68 ml de 1M NaCl, 5.3 ml 1M KCl, 22
Sol de trabajo: 1X aprox 15 uL por laminilla. ml de 1M HPO;Na; 10 ml 20% glucosa

FILTRAR y agregar 1 ml hemina (1gr en 50 ml
0.2M NaOH), 10% SFB (10% final), 100 pg/ml
estreptomicinay 100 U/ml penicilina.

DAPI: 1mg/mL solucién STOCK 1000X en SSC1X
Sol de trabajo: 1X aprox 20uL por laminilla.
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3. RESULTADOS

3.1 Clonado de sARNSs en metaciclicos de 7.
cruzi Dm28c.

3.2 Sobre-expresion de TcPIWI-tryp no
modifica fenotipicamente el perfil de SARNs
ni produce cambios fenotipicos en parasitos.

3.3 TcPIWI-tryp une preferentemente
fragmentos de ARNr y mitades de ARNt

3.4 Las mitades de ARNty TcPIWI-tryp estan
asociados a Clatrina y son reclutados en
reservosomas y vesiculas intracelulares.

3.5 TcPIWI-tryp y las mitades de ARNt son
intercambiadas entre parasitos mediante
microvesiculas.

3.6 Epimastigotes sometidos a stress
nutricional liberan gran nivel de
microvesiculas al medio.

3.7 El perfil de los sARNSs cargados en
microvesiculas secretadas por Trypanosoma
cruzi revela la existencia de una firma
molecular especifica para la fraccion
extracelular.

3.8 El contenido proteico y de SARNs de las
microvesiculas es diferente entre cepas de 7.
cruzi: Brener, Dm28c e Y.

3.9 Las microvesiculas secretadas por 7. cruzi
promueven la metaciclogenesis.

3.10 Los sARNs contenidos en microvesiculas
secretadas por T. cruzi son transferidos a sus
células huésped susceptibles.

3.11 La Incorporacion del contenido de MVs
secretadas por 7. cruzi en células HelLa
modifica su expresion génica.

3.12 La incorporacion del contenido de las
microvesiculas en células no-susceptibles
confiere susceptibilidad a la infeccion.

RESULTADOS

3.1 Clonado de sARNs en metaciclicos
de 7. cruzi Dm28c.

Dado que en epimastigotes de 7. cruzi la
segunda poblacion mayoritaria de SARNs son las
mitades de ARNt, nos propusimos realizar el
mismo clonado en las formas metaciclicas para
ver si en el estadio infectivo este perfil se
mantenia. Este trabajo se realizo en colaboracion
con el Instituto Carlos Chagas de Curitiba Brasil,
con el cual contamos con una historia de varias
colaboraciones. El principal motivo de la
presente colaboracion fue por la facilidad de
acceso a la cantidad de material de metaciclicos
que se necesitaba y con la que ellos cuentan.

Con el objetivo de caracterizar la
poblacion de sARNs de formas metaciclicas
llevamos a cabo un clonado de sARNSs similar al
realizado  previamente para epimastigotes
(Garcia-Silva et al. 2010). A primera vista,
cuando se corrio el gel de ARN total para su
fraccionamiento, el contenido que representa los
sARNs se veia mas intensamente en las formas
metaciclicas que en epimastigotes, cuando se los
compara en un gel tefiido con Bromuro de Etidio.

Mediante el andlisis de secuencias
obtuvimos que, por un lado, mientras que en los
epimastigotes las mitades de ARNt corresponden
a un 26% de la poblacién, en metaciclicos
resultaron representar mas de un 60% de los
sARNs celulares (Figura 15 A). Por otro lado,
similar a las mitades de ARNt en epimastigotes,
en metaciclicos, los largos de los fragmentos
hallados fueron de 30 a 35 nts, pero en contraste
a epimastigotes donde la mayoria correspondian
a mitades 5° del ARNt maduro, en metaciclicos
la mayoria corresponden a mitades 3° del ARNt
maduro.
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En este nuevo clonado los ARNt més representados fueron ARNt™, ARNt™, ARNt" y
ARNt™ (Figura 15 B). Cuando se estudia el tipo de corte que representan las secuencias
clonadas con mas frecuencia se observa que cerca del 80% de los clones correspondientes a
ARNt terminan en dos posiciones posteriores al anticodon, generando fragmentos de ARNt un
poco mas largos que los encontrados para epimastigotes (Figura 15 C).

A continuacion se estudio su localizacion intra-celular por medio de FISH y se observo que
similar a lo que acontecia en epimastigotes, las mitades de ARNt para Glu se distribuian
citoplasmaticamente en granulos, pero mas dispersos a lo largo de todo el cuerpo del parasito y
de menor tamano (Figura 15 D).

El enriquecimiento en mitades de ARNt en las formas tripomastigotes metaciclicos y su
mayor dispersion en granulos menores en todo el citoplasma, podria estar asociado con funciones
especificas de estas moléculas, por ejemplo en la regulacion de la expresion génica durante la
metaciclogenesis.
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Figura 15: Clonado de sARNs en metaciclicos de 7. cruzi Dm28c. A. Se observa una grafica
con la distribucion de las secuencias clonadas en las diferentes poblaciones de sSARNs expresada

58 | Tesis Doctorado PEDECIBA Biologia Molecular y Celular-Maria Rosa Garcia-Silva-2013



RESULTADOS

en porcentaje. B. Se muestra la frecuencia para cada tipo de ARNt clonado. C. Esquema de
clivado encontrado para los diferentes clones de ARNt, indicando con flechas el nucledtido
donde se realiza el corte y el porcentaje correspondiente al nimero de secuencias clonadas para
ese corte. D. FISH para revelar la localizacion sub-celular de la mitad 3° del ARNt GLU, ARNt
clonado con mas frecuencia.

3.2 Sobre-expresion de TcPIWI-tryp no modifica fenotipicamente el perfil de
SARNSs ni produce cambios fenotipicos en parasitos.

Para poder estudiar la importancia o rol bioldgico del tnico miembro de la familia
Argonauta presente en 7. cruzi, decidimos construir parasitos deficientes y sobre-expresantes en
esta proteina. Después de varios intentos fallidos de generar un parasito deficiente en TcPIWI-
tryp, mediante el uso de vectores gentilmente cedidos por el Dr. Maurilho Soares del ICC, a los
cuales les introducimos las regiones upstream y downstream del gen de TcPIWI-Tryp,
decidimos seguir con los pardsitos sobre-expresantes. Mediante la transfeccion de la region
codificante para TcPIWI-tryp en el vector de expresion pTEX, logramos conseguir parasitos que
expresaran cuatro veces por encima del nivel basal TcPIWI-tryp de parasitos salvajes (Wt) o de
parasitos transfectados con el vector vacio (Figura 16 A).

Una vez obtenidos los pardsitos sobre-expresantes de TcPIWI-tryp decidimos seguir
posibles cambios fenotipicos de estos parasitos que pudieran deberse a la sobre-expresion de
nuestra proteina. Buscamos alteraciones en la morfologia, movilidad, proliferacion,
diferenciacion y capacidad de infeccion de los parasitos transfectantes. No se observaron
cambios fenotipicos significativos en ninguno de los caracteres estudiados. El tinico cambio que
cabe destacar es que se observo un leve aumento del nimero de amastigotes por célula huésped
(Figura 16 B) cuando la infeccion se realizd con los parésitos sobre-expresantes de TcPIWI-
tryp, pero habria que repetir estos ensayos con un mayor numero de células para ver si las
diferencias son significativas.

A nivel molecular se procurd observar alguna diferencia en cuanto al perfil, o
concentracion de SARNs producidos por los parésitos Wt y los sobre-expresantes de TcPIWI-
tryp. Por un lado cuando se observa el perfil general de los sSARNs de los sobre-expresantes
comparados con los Wt se aprecia un leve aumento de los mismos en un gel de acrilamida de
ARN tefiido con SYBR-Gold (Figura 16 C). Por el otro lado cuando intentamos detectar
especificamente mediante PCR algunas mitades de ARNt (cebadores explicados y mostrados en
materiales y métodos), se observa que no hay gran diferencia entre los grupos de parasitos,
excepto para la mitad 3’ del ARNt de GLU, el cual parece haber disminuido su concentracion en
los parasitos sobre-expresantes para TcPIWI-tryp (Figura 16 D).

59 | Tesis Doctorado PEDECIBA Biologia Molecular y Celular-Maria Rosa Garcia-Silva-2013



RESULTADOS

Estos datos sugieren que la sobre-expresion de TcPIWI-tryp no genera cambios
significativos fenotipicos ni a nivel celular ni molecular. Los cambios observados fueron muy
leves, y se necesitan mas ensayos para validar su relevancia. En el futuro se deberan dedicar
mayores esfuerzos en la construccion de parasitos deficientes en TcPIWI-tryp, de forma de poder
dilucidar su importancia bioldgica en estos parasitos.

A Western blot anti-TePIW I-tryp B Infeccion comparativa de parasitos transfectados
Wit PTEX TePIW I-tryp+ pTEX::Hela TePTWI-tryp +::Hela

C Perfil de sARNs de parasitos Wty
transfectados

TePIWI-

Wi tryp +

-75ph

-Stph

D

PCR para deteccion de mitades de ARNt

Wi TcPIW I-tryp +

-35ph -
? ' Glus’ Glu3’L Glu¥3’'C Glus’ Glud’'L Glu3'C
), [ - -

-20ph ' r . '
.. r,l' t; H

Figura 16: Ensayos con los parasitos sobre-expresantes de TcPIWI-tryp obtenidos.
A. Western blot para verificar la sobre-expresion de TcPIWI-tryp, se observan extractos totales
de parasitos: salvajes, no transfectados (wt), transfectados con el vector pTEX (pTEX) y con el
vector pTEX mas el gen de TcPIWI-tryp (PIWI+). B. Infeccién comparativa de células HeLLa con
parasitos transfectantes con el vector pTEX vacio y sobre-expresantes de tcPIWI-tryp, se
muestra una célula representativa donde se observan amastigotes intracelulares. C. Gel de
poliacrilamida 15% Urea 7M tefiido con SyBr Gold donde se muestran SARN de extractos de
parasitos wt y sobre-expresantes. D. PCR para la deteccion de fragmentos derivados de ARNt en
parasitos Wt y sobre-expresantes (PIWI+).

-10ph
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3.3 TcPIWI-tryp une preferentemente fragmentos de ARNr y mitades de
ARNt

Como mencionamos anteriormente en la introduccion, la maquinaria de ARNi parece
haberse perdido o simplificado en algunos organismos eucariotas unicelulares como S.
cerevisiae, T. cruzi, L. major, y P. falciparum, los cuales son incapaces de usar ARNdc para
silenciar genes (Lye et al. 2010; Atayde et al. 2011). Sin embargo, 7. cruzi expresa una proteina
de la familia Argonauta, TcPIWI-tryp, que recuerda las Argonautas canonicas en termino de
conservacion de secuencia y de arquitectura de sus dominios, la cual venimos estudiando en el
laboratorio (Garcia Silva et al. 2010). En el presente proyecto, nos propusimos analizar la
poblacion de sARNs que carga esta proteina caracteristica de trypanosomatidos.

Mediante el protocolo de inmunoprecipitacion descrito en materiales y métodos, se pudo
obtener una fracciéon de complejos ribonucleoprotéicos que fueron reactivos especificamente
para el suero anti-TcPIWI-tryp, observandose mediante Western blot solo una banda
correspondiente a TcPIWI-tryp en la fraccion inmunoprecipitada (Figura 17 A). Obtuvimos 300
ng de sARNs que co-inmunoprecipitaron con TcPIWI-tryp cuando partimos de un extracto
celular total de 30 ug. Los mismos presentaban un perfil de bandas desde 50pb hasta 15 pb
(Figura 17 B). Posteriormente, con estos sARNs se generaron librerias para su secuenciado en
sistema Illumina en el equipo Genome Analyzer II. Como resultado del secuenciado masivo se
obtuvieron 199,570 que alinearon con el genoma de 7. cruzi de una longitud de entre 16nt y 50
nt, con una media de 29nt, y que presentan dos picos predominantes a 27 y 31 nts (Figura 17 C).
Cuando se analiza a que precursores de ARN corresponden nuestros sARNs co-
inmunoprecipitados con TcPIWI-tryp, se observa que la poblacion estudiada estd representada
principalmente por 5 clases de sRNAs, donde la mayoria derivan de ARNr (sARNr:
aproximadamente 95% de las secuencias), mARNs, ARNt, sn/snoARNs y repetidos gendmicos
(Figura 17 D).

El analisis de la distribuciéon de las secuencias por largos, reveld que los sARNs
derivados de ARNm (~2% de las secuencias) parecerian ser productos resultados de degradacion,
por su pequeio tamafio y el bajo nimero de secuencias Uinicas que se encontraron. Con respecto
a las secuencias de entre 34 y 37 nt de largo, los SARNs derivados de ARNt alcanzaron cerca del
5% de los sARNs (Figura 17 E). En resimen, TcPIWI-tryp parece unir preferentemente sARNr
y fragmentos derivados de ARNt, lo que resulta diferente de las proteinas de la familia
Argonauta previamente descritas y que mencionaremos en la discusion.
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Figura 17: Ensayo de inmunoprecipitacion de TcPIWI-tryp y sARNSs unidos a ella.

(A) Western blot de los extractos obtenidos con suero especifico para la deteccion de TcPIWI-
tryp, se muestran los resultados para el extracto control realizado con Inmunoglobulinas de
conejo y para la fraccidn inmunoprecipitada con el anticuerpo especifico. La muestra TcPIWI-
tryp muestra una clara banda inmunoreactiva del tamafio esperado ~120kDa. (B) Gel
desnaturalizante de poliacrilamida q5% Urea 7.5M donde se tifieron con SYBR-Gold la fraccion
de sARNs co-inmunoprecipitada con TcPIWI-tryp. (C) Distribucion por largos de las secuencias
de sARNs obtenidas unidas a TcPIWI-tryp. Se muestran dos picos predominantes a ~27 y
~31nts. (D) Clasificacion de las secuencias obtenidas de acuerdo a su precursor. El numero de
secuencias se indica en paréntesis, el % de sSARNs refiere a secuencias unicas. (E) Distribucion
por longitud de secuencia de los SARNs obtenidos diferenciando por precursor de ARN. Los
fragmentos derivados de ARNt muestran picos en los SARNs mas largos (~30-38nts).
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A continuacion, realizamos un andlisis con mayor profundidad de las secuencias
correspondientes a las principales poblaciones de sARNs encontradas. El estudio de las
secuencias derivadas de ARNr fue complicado, principalmente porque los genes para ARNr en el
proyecto genoma de 7. cruzi se encuentran dispersos en diferentes contigs, haciendo dificil
llevar a cabo los alineamientos. Con respecto a lo que pudimos analizar, analizamos la frecuencia
nucleotidica a lo largo de los extremos 5’ y 3’ de las secuencias encontradas, para ver la posible
preferencia de clivado de estos SARNSs. Los resultados mostraron que la frecuenciade A, T, G y
C es relativamente homogénea entre los SARNs encontrados. Sin embargo, la frecuencia para el
nucledtido Timidina se vio levemente incrementada hacia el extremo 3’ de los sARNr
secuenciados (Figura 18 A). Por otro lado, se compararon los largos de las secuencias derivadas
de las subunidades ribosomales mayor y menor, observandose un desvio pequeflo pero con
significado estadistico de las secuencias obtenidas hacia SARNs mas largos que derivan de la
subunidad ribosomal menor (Figura 18 B).

El analisis de las secuencias correspondientes a fragmentos derivados de ARNt, revelo
que la mayoria de los mismos corresponden al extremo 5’ de los ARNt maduros. Este perfil solo
cambia para los fragmentos derivados de ARNt™", ARNt"™ y ARNt"™, para los cuales todas las
secuencias obtenidas corresponden a extremos 3’ del ARNt maduro. Aproximadamente el 87%
de las secuencias para ARNt corresponden a fragmentos derivados del ARNt®™ 5°, estando
representados en menor porcentaje: ARNt'™, ARNt™, ARNt™", ARNt*P, ARNt“", ARNt"™,
ARNt™", ARNt™, ARNt*® y ARNt“Y (Figura 18 C). En la Figura 18 D se muestra un analisis
realizado para el ARNt mas frecuente, ARNt“"™. Es de notar, que en el genoma de 7. cruzi CL
Brener hay por lo menos cuatro genes para el ARNt“", y que nuestro an’alisis revel6 algin
polimorfismo dentro de estos genes, por ejemplo en la posicion 5 , 4 sSARNSs tienen una A en
lugar de una G como se describe en el genoma en esta posicion. También se puede apreciar la
preferencia de clivado para las mitades 5, mostrado con una flecha, en la region del anticodon.
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Figura 18: Analisis de las principales clases de SARNs encontradas unidas a TcPIWI-tryp.
(A) Frecuencia nucleotidica de las secuencias derivadas de ARNr, se puede apreciar una
composicion nucleotidica relativamente homogénea pero con un leve incremento de Timidinas
(T) hacia el extremo 3°. (B) Grafica de longitud de secuencias versus subunidad ribosomal
(Mayor y Menor), las secuencias relativamente mas largas parecen derivar de la subunidad
ribosomal menor (Kolmogorov-Smirnov test, p<0.05). (C) Se observan los tipos de ARNt
encontrados. Los fragmentos derivados de ARNt corresponden a ~1.3% del total de secuencias,
entre estos, el ARNt“" es el mas representado, con un 85% de lecturas. (D) Con respecto a las
secuencias correspondientes al ARNt®™, todas las lecturas correspondieron al brazo 5° del ARNt
maduro. A su vez, del andlisis para estas lecturas se revelan algunos polimorfismos para los
genes de ARNt de 7. cruzi Dm28c. Se indica con una flecha el sitio de preferencia de corte para
este ARNt en la molécula madura.
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Con el objetivo de validar estos resultados provenientes del secuenciado masivo,
realizamos PCR del producto resultante de la inmunoprecipitacion anti-TcPIWI-tryp, para
detectar especificamente alguno de los sARNs derivados de ARNt secuenciados. Mediante el
disefio de este tipo de PCRs para sARNs fuimos capaces de detectar ambas mitades 5’ y 3’
correspondiente a los ARNt Asp y Glu, los productos obtenidos fueron verificados mediante su
clonado y secuenciado (Figura 19 A). Como puede observarse, con este método fuimos capaces
de detectar las mitades 3’ para el ARNt Glu, las cuales no se encontraron en el secuenciado, esto
puede deberse a que el secuenciado no llego a saturacion, debido al bajo nimero de lecturas
obtenido, y que el método de PCR es lo suficientemente sensible como para detectarlas.

Por otro lado, realizamos ensayos de inmunolocalizacion de TcPIWI-tryp acoplados a
FISH para las mitades de ARNt de manera de poder ver si efectivamente en el parasito se
encuentran co-localizando. Como se observa en la Figura 19 B en parasitos sometidos a estrés
nutricional, donde los granulos de mitades de ARNt son mas evidentes, se puede apreciar una
co-localizacion parcial de ambas moléculas estudiadas.

A
ARNt-Asp ARNt-Glu
Mitades 5" mitades3’ mitades3’ mitades 5’
~-30bp,
B TcPIWI-tryp::mitades 5° tRNASU
DIC ARNt mitades Glu 5’ TcPIWI-tryp Merged

Figura 19: Validacion de las mitades de ARNt encontradas unidas a TcPIWI-tryp. (A)
Imagen del gel de agarosa donde se muestra el resultado de las PCRs especificas para algunas
mitades de ARNt realizadas sobre la fraccion de ARN co-inmunoprecipitada con TcPIWI-tryp.
Dicha PCR confirma la presencia de mitades de ARNt derivadas de ARNt*? y ARNt“" unidas a
TcPIWI-tryp. (B). Ensayos de inmunolocalizacion de TcPIWI-tryp acoplados a FISH para
mitades de ARNt de Glu, revelan una co-localizacién parcial subcellular en granulos
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citoplasmaticos de estas moléculas en epimastigotes de 7. cruzi Dm28c sometidos a estrés
nutricional.

En este punto del analisis me gustaria destacar un estudio reciente donde se describe que
algunos sARNs canonicos bien conocidos como piARNs y miARNs pueden ser mapeados en
genes de ARNr (Wei et al. 2013). Nosotros realizamos una busqueda similar para los SARNs
mas abundantes co-inmunoprecipitados con TcPIWI-tryp y resulté que alguno de ellos mapeaban
muy bien con algunos miARNs presentes en miRBase (http://www.mirbase.org/). Para el

analisis se tomaron siempre porcentajes de similitud mayores al 73%. Como resultado final
obtuvimos que tres de los sSARNs mas representados en nuestras secuencias son muy semejantes
al bucle de algunos miARNs maduros:

e sARNrde 7. cruzi: CTCGGGTGGAGGCCTGTAGCGATGCTGACGT:: ola-mir-221 de
Oryzias latipes.

e SARNr de 7. cruzi: AACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTT:: cme-
MIR169e de Cucumis melo 'y

e SARNr de 7. cruzi: CGCCAAGCTAATACATGAACCAACCGGATGTTCTCT:: dsi-
mir-963 de Drosophila simulans.

Cabe destacar que la region semilla de estos miARNs no mapea exactamente con estos
sARNs de T. cruzi. Estos resultados podrian estar indicando una posible via evolutiva para estos
sARNs canoénicos a partir de ARNSs estructurales presentes en la célula.

3.4 Las mitades de ARNt y TcPIWI-tryp estan asociadas a Clatrina y son
reclutados en reservosomas y vesiculas intracelulares.

En un trabajo previo, reportamos que los epimastigotes de 7. cruzi cuando son sometidos
a estrés nutricional producen una abundante poblacion de mitades de ARNt, las cuales son
reclutadas en estructuras granulares citoplasmaticas muy particulares (Garcia-Silva et al. 2010).
En el presente trabajo como primera aproximacion para caracterizar estas estructuras nos
propusimos seguir la dindmica o cinética de formacion de estas estructuras granulares mediante
FISH para las mitades 5> del ARNt**P. Como se observa en la Figura 20 al comienzo del ciclo
de vida, en el dia 1 posterior a un pasaje completo de cultivo, completando con medio nuevo y
SBF, la distribucion de la sonda estudiada es citoplasmatica difusa. Con el correr del tiempo en
cultivo y a los 6 dias del mismo, lo que se podria considerar un cultivo en fase estacionaria de
crecimiento, donde los nutrientes comienzan a escasear, comienzan a aparecer las estructuras
granulares citoplasmaticas de mitades de ARNt. Estos granulos se mantienen hasta el dia 10,
luego de someter a los parésitos a estrés nutricional durante 4 dias y cuando ya alguno ha virado
a su forma metaciclica, los granulos comienzan a disminuir de tamafio pero siguen presentes.
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Figura 20: Cinética de la formacion de granulos de mitades de ARNt en 7. cruzi. Se
observan imagenes de FISH con sonda para mitades 5’ del ARNt Asp en rojo y ADN en azul a
diferentes dias de cultivo, parasitos sometidos a estrés nutricional y metaciclicos.

Esta dindmica recuerda a lo que sucede con los reservosomas. Los reservosomas son
organelos de almacenamiento de una gran cantidad de nutrientes del medio extracelular y del
contenido intracelular que son cargados a través de vesiculas endociticas originadas en el
citéstoma del pardsito y en el bolsillo flagelar (Cunha-e-Silva et al. 2006). Como en otros
eucariotas, los tripanosomatidos presentan una maquinaria de endocitosis mediada por Clatrina,
donde la recubierta de Clatrina fue encontrada en ambos tipos de vesiculas, en vesiculas de
endocitosis temprana y en las membranas de la red del frans-Golgi (Allen et al. 2003; Correa et
al. 2007).

Con el objetivo de obtener mas conocimiento sobre la distribucion intra-celular de las
mitades de ARNt y de su eventual asociacion con vesiculas recubiertas por Clatrina, realizamos
ensayos de co-localizacion con anticuerpos especificos anti-Clatrina y TcPIWI-tryp, acoplando
el ensayo a FISH con el uso de sondas para detectar las mitades de ARNt. Los resultados
obtenidos se muestras en la Figura 21 A, se muestra una co-localizacion evidente de las mitades
de ARNt estudiadas con TcPIWI-tryp y con estructuras granulares intracelulares asociadas a
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Clatrina. Ademas de la sefial granular se pudo observar una leve sefial tanto para TcPWI-tryp
como para las mitades del ARNt™P localizada en la region anterior del cuerpo del parasito
donde se localiza el bolsillo flagelar y el citostoma.

Por otro lado, para verificar lo observado por microscopia confocal, se realizaron ensayos
de inmunoprecipitacion de Clatrina de la fraccion citosoélica usando un anticuerpo especifico para
Clatrina cedido gentilmente por el Dr. Maurilio Soares. En la Figura 21 B y 21 C se muestran
los resultados obtenidos para los ensayos realizados sobre la fraccion co-inmunoprecipitada con
Clatrina. Se puede observar que en la fraccion correspondiente a ARN se pudieron detectar
mediante RT-PCR especifica las mitades 5’y 3’ de los ARNt®™ y ARNt* (Figura 21 B). A su
vez, en la fraccion co-inmunoprecipitada correspondiente a proteinas, se pudo detectar la

presencia de TcPIWI-tryp demostrado por Western blot especifico para esta proteina (Figura 21
O).

A ToPIWI-tryp :: ARNt*P . mitades 5’
DIC Mitades 5" (Cy3) TcPIWI-tryp (FITC)

Clatrina:: ARNtAsP, ,~ mitades 5’
DIC Mitades 5’ (Cy3) Clatrina (FITC) Merged
a7 :. "‘_

TcPIWI-t
. ARNt-Asp ARNt-Glu yp
c Extracto Fraccion Fraccion
mitad5  mitad3’ mitad5*  mitad3’ cotal NoLiida  ‘IPElmming
~30pb — [
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Figura 21: Co-localizacion de mitades de ARNt y TcPIWI-Tryp con Clatrina. (A) Se
observan inmunofluorescencias acopladas a FISH para mitades 5> del ARNt* (rojo), en el panel
superior se observa co-localizacion con TcPiwi-tryp (verde) y en panel inferior con Clatrina.
(Barra de escala = 5 pm). Las graficas en la esquina inferior derecha de las imagenes
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superpuestas muestran el grado de solapamiento de las seniales verde y roja (colocalizacion se
muestra en amarillo). (B) Resultados de los ensayos de RT-PCR en la fraccion de ARN
inmunoprecipitada con Clatrina para las mitades 5> y 3’ de los ARNt*P y ARNt™ (C) Western
blot donde se muestra la deteccion de TcPIWI-tryp en la fraccidon proteica inmunoprecipitada
con Clatrina comparada con la fraccién no unida como control negativo y extracto total como
control positivo.

Como primera aproximacion para demostrar una posible participacion de TcPIWI-tryp en
vias de endocitosis mediadas por Clatrina, decidimos hacer ensayos de endocitosis con
Transferrina marcada (la cual se sabe que su ingreso a la célula es mediado por el receptor de
transferrina por medio de su incorporacion en vesiculas recubiertas por Clatrina). Una vez
realizada la incorporacion de la transferrina marcada in vivo, realizamos ensayos de
inmunolocalizacion de TcPIWI-tryp, en microscopia confocal y evidenciamos una colocalizacion
parcial de ambas moléculas en estructuras que recuerdan a los reservosomas (Figura 22 D).

Mediante el uso de microscopia electronica de transmision y por medio de hibridacion in
situ con sondas marcadas con Biotina para la deteccion de las mitades de ARNt (estreptavidina-
oro) profundizamos en la localizacion sub-celular de estas moléculas. Los resultados obtenidos
claramente demuestran que las mitades de ARNt se localizan en vesiculas intracelulares que
incluyen principalmente reservosomas y otras vesiculas dispersas en el citoplasma, regiones del
complejo del Golgi y el bolsillo flagelar (Figura 22 E-J). Estos resultados junto con el anterior
estudio de co-localizacion con transferrina estarian indicando una posible participacion de las
mitades de ARNt en las vias endo/exociticas de T cruzi.
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TcPIWI-tryp::transferrina

DIC TcPIWI-tryp-FITC Transferrina —TRITC Merged

Figura 22: Localizacion subcellular por hibridacion in situ con estravidina-oro de las
mitades de ARNt**? en epimastigotes de 7. cruzi sometidos a estrés. (D) Epimastigotes pre-
cargados con Transferrina-Alexa Fluor 594, marcando reservosomas, e incubados
posteriormente con anticuerpos TcPIWI-tryp (rojo). En la imagen superpuesta se indican con
flechas algunas vesiculas con doble marcacion. (E-H) Micrografias representativas de la
localizacion de las mitades de ARNt™? (flechas) en reservosomas (R) y en diferentes estructuras
vesiculares citoplasmaticas; (I) Imagen representativa de vesiculas marcadas en el bolsillo
flagelar (F). (J) Imagen representativa de la sonda en las cisternas del Aparato de Golgi (G).
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3.5 TcPIWI-tryp y las mitades de ARNt son intercambiadas entre parasitos
mediante microvesiculas con minimas consecuencias fenotipicas.

Como discutimos previamente, el reclutamiento de los fragmentos de ARN derivados de
ARNt y la proteina TcPIWI-tryp en vesiculas intracelulares, nos puede estar sugiriendo que estas
moléculas formarian parte de las vias endo/exociticas celulares en 7. cruzi (Allen et al. 2003;
Correa et al. 2007). Por otro lado, existen evidencias que las microvesiculas secretadas por
células de mamifero por ejemplo, llevan informacion génica y proteinas a sus células receptoras
en una novedosa forma de comunicacion celular (Camussi et al. 2010).

En el presente trabajo, nos propusimos estudiar el eventual rol de las microvesiculas
secretadas por 7. cruzi como un medio de transferencia de material bioldgico (incluyendo sSRNAs
derivados de tRNAs) entre parasitos (homotipica) y hacia células huésped. Para poder realizar
este seguimiento procedimos como se indica en materiales y métodos con ensayos en transwells.
Para ello marcamos parasitos mediante electroporacion con sondas fluorescentes (Cy3) de las
mitades de ARNt Glu y Asp. Como control se utilizé sonda libre en el medio de forma de
comprobar que los parasitos por si mismos no incorporan la sonda del medio en alguna especie
de “soaking”. La eficiencia de la electroporacion y la distribucion de la sonda fluorescente
mostraron que después de transcurridas dos horas de la incorporacion de la sonda, la misma
presenta una distribucion citoplasmatica difusa en mas del 95% de los parésitos. La distribucion
tipica granular de las mitades de ARNt se comenz6 a evidenciar luego de 24 horas de mantener a
los parésitos en condiciones de estrés y asi se mantuvo por lo menos hasta las 72 horas (Figura
23 A). Estos resultados demuestran que el marcado de los parasitos mediante electroporacion con
sondas fluorescentes de mitades de ARNt podria simular la localizacion y distribucion
intracelular de las sARNs enddgenos del parésito.

A continuacidn, se colectaron las microvesiculas secretadas por los parasitos marcados a
las 48 horas, mediante ultracentrifugaciéon. Como control, se incubaron parasitos no marcados
con el sobrenadante de esta ultracentrifugacion libre de microvesiculas, y no se observo
incorporacion de alguna sefial de fluorescencia detectable (Figura 23 B). A su vez, los parasitos
que por otro lado se incubaron con las microvesiculas incorporaron la sefial fluorescente, la cual
adopto la tipica distribucion granular observada para las mitades de ARNt en la region posterior
de los parésitos. Estos ensayos se llevaron a cabo en camaras de transwell que separaron los
parasitos sin marcar de los marcados por un filtro con un didmetro de poro de 1,0 um como se
muestra en la Figura 23 C. A las 2 horas de comenzado los ensayos de transwells ya se observo
una incorporacion de la sefial fluorescente en los parasitos no marcados de la cdmara inferior en
un patrén granular. Es de destacar, que estos ensayos se repitieron con sondas control con
diferentes secuencias, las cuales todas se comportaron de la misma manera, lo que indicaria que
el fendbmeno observado no seria secuencia especifico. Nuestros datos claramente sugieren que
por lo menos las mitades de ARNt son liberadas al medio extra-celular contenidas en
microvesiculas y son incorporadas por otros parasitos vecinos.
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Figura 23: Intercambio de mitades de ARNt entre parasitos a través de microvesiculas. (A)
Seguimiento por microscopia de epifluorescencia de controles. Izquierda: par’asitos incubados
en presencia de sonda fluorescente libre 2 horas y parasitos electroporados con sonda
fluorescente y Derecha: mismos parasitos electroporados 48 horas después donde se aprecia la
formacion de granulos fluorescentes. (B) parésitos incubados en medio depletado de
microvesiculas comparado con aquellos cultivados en medio enriquecido con microvesiculas
marcadas. (C) Ensayos con transwells, 1zquierda: se muestra el esquema usado en los ensayos y
Derecha: resultado observado al microscopio, donde la fluorescencia se observd transferirse de
la cdmara superior a la inferior a través del filtro.

Una vez puestos a puntos los ensayos de transwell y de intercambio de material génico
principalmente del enriquecimiento en mitades de ARNt estudiadas, nos propusimos poder
identificar posibles cambios fenotipicos en parasitos receptores de estas mitades de ARNt. Para
ello observamos los parésitos de la camara superior electroporados y de la inferior receptores de
la sonda a través de las microvesiculas. No se observaron cambios fenotipicos evidentes en los
parasitos de dichas cdmaras, con la excepcion de que los parésitos de la camara inferior a las 48
horas de ensayo comenzaban a afinarse pareciéndose mas a un epimastigote alargado o a un
metaciclico.
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Dado que no se observaron cambios fenotipicos evidentes pero que los parasitos
parecieran empezar a transformarse en metaciclicos, decidimos estudiar si existia algiin cambio a
nivel molecular, de expresion génica de alguna proteina de nuestro interés, por ejemplo que se
exprese diferencialmente en metaciclicos. Para ello contdbamos entre los candidatos de dos
genes con los que trabajaban laboratorios con los cuales colaboramos, TcSofl y TcGalNac2.

TcSofl, es una proteina de la subunidad menor del ARNr asociada al proteosoma, la cual
se ha descrito se encuentra regulada a nivel traduccional durante el ciclo de vida de 7. cruzi, la
misma se encuentra localizada a nivel nuclear y disminuye su expresion durante la
metaciclogenesis, pero el mecanismo de control de su expresion no ha sido completamente
dilucidado (Nardelli et al. 2007). El Dr. Bruno Dellagiovanna gentilmente nos cedié el suero
anti-TcSof1 para hacer ensayos de su expresion en parasitos que sobre-expresen nuestras mitades
de ARNt.

La glicosil transferasa TcCOGNT-2 (TcGalNac2), es la enzima responsable de la adicion
del primer residuo GIcNAc de un UDP-GIcNAc a un residuo serina o treonina para la formacion
del caliz de glicanos que cubre la superficie de 7. cruzi; recientemente se ha encontrado que la
misma se encuentra expresada diferencialmente a lo largo del ciclo de vida del parasito, y que su
sobre-expresion aumenta la infectividad de 7. cruzi (Chiribao et al. 2012). El Dr. Carlos Robello
nos cedié el suero anti-TcGalNac2 para hacer ensayos de su expresion en parasitos que sobre-
expresen nuestras mitades de ARNt, dado que el control de su expresion génica no ha sido
completamente descrito.

Se realizd un andlisis bioinformatico para la prediccion de blancos o sitios semilla de
apareamiento de nuestras mitades de ARNt**?y el ARNm con su correspondiente 3°UTR de cada
uno de los genes estudiados. Este analisis reveld que tanto el 3’UTR de TcSofl como el de
TcGalNac2 presentan regiones semillas (mayores a 7 pb) para las mitades de ARNt™P
energia libre aceptable para estas estructuras (Figura 24 A).

con una

Posteriormente se realizaron los ensayos western blot para la deteccion de TcSofl y
TcGalNac 2 en los extractos de parasitos wild type, sobre-expresantes para mitades de ARNt"
y sobre-expresantes de la sonda antisentido para estas mitades (lo que busca producir una
disminucién de dichos sARNs) a los cuales los consideramos disminuidos en estas mitades de
ARNt™P. Como control de carga se us6 GAPDH, un gen “housekeeping” que se expresa
constitutivamente en el parasito y que no presenta regiones semillas para las sondas usadas.
Como se observa en la Figura 24 B, la deteccion de las proteinas estudiadas fue dificil, dado tal
vez a la condicion de almacenamiento de los antisueros en el viaje de entrega, por ejemplo. La
interpretacion de estos resultados no fue muy fécil, pero pareciera que los dos genes estudiados
aumentaron su expresion en los parasitos donde las mitades de ARNt™? se encontraban inhibidas
por la sonda antisentido. Estos ensayos siguen siendo puestos a punto y los resultados contintan
en proceso de analisis.
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Figura 24: Estudio de blancos predichos para las mitades 5’ARNt*®. (A). Prediccion
bioinformatica con la herramienta en linea IntaRNA (http://rna.informatik.uni-
freiburg.de:8080/v1/IntaRNA.jsp) de las posibles regiones semilla par las mitades de ARNt en el
3> UTR del ARNm de los genes de interés. (B). Western blot para la validacion de los genes
estudiados como posibles blancos de las mitades de ARNt**P y para un gen control (TcGAPDH)
en las diferentes muestras: Sense: Parasitos transfectados con sondas de mitades 5’ ARNtASp;
Antisense: Parésitos transfectados con sondas antisentido de mitades 5° ARNt*P; Wt: parasitos

sin transfectar, control.
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3.6 Epimastigotes sometidos a stress nutricional producen gran nivel de
microvesiculas que liberan al medio.

Como mencionamos anteriormente y se reportd en (Garcia-Silva et al. 2010), el estrés
nutricional es una de las condiciones optimas donde se inducen la mayor proporcion de
fragmentos derivados de ARNt y la formacion de granulos de ARN. Este estrés se puede
reproducir incubando los parésitos en medio RPMI libre o con 1% de SBF por varios dias. Por
otro lado, este tipo de estrés nutricional ha sido reconocido como un factor importante que
promueve la transformacion hacia formas metaciclicas en T cruzi (Hernandez et al. 2012).

Por lo anterior, decidimos poner a punto un protocolo de purificacién de microvesiculas
en un medio definido y sin SBF, donde la produccion de las mismas sea considerable y que los
parasitos sobrevivan. Como se muestra en la Figura 25 A, lo primero que observamos al dejar
incubando por 72 Hrs los parasitos en RPMI sin SBF, fue un leve incremento a través de los dias
de las formas metaciclicas, por lo que lo llamaremos a este medio: medio de diferenciacion. Por
medio de este estrés se obtienen al cabo de 3 dias cerca de un 30% de tripomastigotes
metaciclicos en el cultivo. Posteriormente verificamos que estos parasitos que sufren este estrés
y transformacion son viables e infectivos, lo cual se puede apreciar en la Figura 25 B, donde se
observan parésitos obtenidos luego de 2 dias de diferenciacion infectando células HeLa. A partir
de este momento, este serd el protocolo usado tanto para la obtencion de microvesiculas como
para la observacion al microscopio de la formacion de granulos de fragmentos de ARNt.
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Figura 25: Puesta a punto del medio de diferenciacion y de produccion de microvesiculas.
(A). se observa la transformacion a formas metaciclicas que sufren los epimastigotes de 7. cruzi
al ser cultivados en condiciones de estrés nutricional, en el medio de diferenciacion; comparado
con un cultivo normal en medio LIT y con un cultivo envejecido, en fase estacionaria (B).
Observacion al microscopio de los parésitos obtenidos con este protocolo, y verificacion de su
viabilidad y capacidad de infeccion en células HeLa.
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Para verificar si los parasitos estresados por 48 horas en medio de diferenciacion (Ee48)
efectivamente secretan al medio microvesiculas que contengan fragmentos derivados de ARNt y
TcPIWI-tryp al medio, realizamos ensayos de microscopia electronica de transmision y de
barrido de estos parasitos Ee48. Como se observa en la Figura 26 A y B, se eligieron como
representantes de las imagenes de barrido observadas un parasito epimastigote estresado y otro
metaciclicos, en los cuales se observan una gran cantidad de microvesiculas a lo largo de todo el
cuerpo parasitario. A primera impresion pareciera que la forma epimastigote estresada presenta
mayor cantidad de microvesiculas adheridas a su cuerpo que la forma metaciclica.

En las Figuras 26 C-F se muestran los resultados de los cortes de estos parasitos
observados en microscopia electronica de transmision. Las imagenes revelaron la presencia de
microvesiculas que estan siendo liberadas a lo largo de todo el cuerpo celular, del bolsillo
flagelar y del extremo posterior del parasito (Figuras 26 C-D). En la Figura 26 E se muestra
como algunas veces las microvesiculas adheridas el lado exterior a la membrana plasmatica del
parasito tienen el mismo tamafio que aquellas que se pueden observar dentro de los reservosomas
(marcada con asterisco). Otra importante observacion es que en este caso, el reservosoma
muestra una region que pareciera estar tocando la membrana plasmatica, entre los microtubulos
sub-pediculares, lo que podria sugerir que a este nivel podrian estar ocurriendo fenémenos de
fusion de membranas. En la Figura 26 F se observa el bolsillo flagelar, como parecieran estar
desprendiéndose del mismo una gran cantidad de microvesiculas que pudieran estar liberandose
al medio.
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5mm

Figura 26: Parasitos sometidos a estrés nutricional producen gran cantidad de
microvesiculas que liberan al medio. (A-B). Microscopia Electronica de Barrido de parasitos
Ee48 sin diferenciar y diferenciado, alrededor de los cuales se observan microvesiculas. (C-F).
Microscopia Electronica de Transmision, cortes de parasitos ee48 mostrando las diferentes
localizaciones donde se encuentran microvesiculas, a lo largo de la membrana plasmatica,
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citostoma, reservosomas y bolsillo flagelar. (F, flagelo; K, kinetoplasto; R, reservosoma; N,
Nucleo).

Por otro lado, decidimos realizar ensayos de microscopia electronica de transmision para
verificar nuestro protocolo de purificacion de microvesiculas de este medio de diferenciacion
detallado en materiales y métodos. Como se observa en la Figura 27, se pudo determinar que el
protocolo era eficiente para la purificacion de microvesiculas de secrecion en 7. cruzi. Se
observaron microvesiculas de diametro heterogéneo que se encuentran entre 20 y 200 nm de
diametro. Estos resultados son similares a los que se ha reportado para microvesiculas de
secrecion de células de mamifero, tanto in vitro como in vivo, donde la heterogeneidad se debe a
sus  diferentes origenes (Camussi et al. 2010; Mathivanan et al. 2010).

Figura 27: Verificacion por microscopia electronica de transmision de la fraccion
purificada de microvesiculas secretadas por 7. cruzi. Se observa una gran heterogeneidad en
tamafos que van desde 20-200nm de didmetro. Se muestra una ampliacion de una seccioén para
ver claramente la continuidad de la bicapa electron-densa que rodea las microvesiculas
purificadas.
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3.7 El perfil de los sARNs cargados en microvesiculas secretadas por
Trypanosoma cruzi revela la existencia de una firma molecular especifica para
la fraccion extracelular.

Con el objetivo de conocer el perfil completo de sSARNs contenido en las microvesiculas
secretadas, realizamos una extraccion de ARN de dichas microvesiculas para su posterior
andlisis. Como primera observacion se revela que el ARN contenido en microvesiculas se
encuentra enriquecido en ARNs pequefios cuando se lo compara con el ARN intracelular.
Posteriormente decidimos realizar un secuenciado masivo de una libreria de ADNc de entre 18-
60 nts del ARN contenido en dichas microvesiculas (Figura 28 A).

El analisis de las secuencias se llevo a cabo en la Unidad de Bioinformatica del
Institut Pasteur de Montevideo. Las bibliotecas de ADNc de sARNs intracelular versus
extracelular se prepararon a partir de las muestras de los correspondientes sARNs obtenidos
utilizando el kit de preparacion de muestras de v1.5 de illumina Inc y secuenciado en una
plataforma Genome Analyzer II platform (Illumina Inc.). La secuenciacion dio lugar a un total
de 11.851.968 y 4.413.742 de lecturas para los esRNAs y fracciones intracelulares,
respectivamente (Figura 28 B). Los datos de secuenciado se alinearon por separado con cada
uno de los haplotipos de 7. cruzi CL Brener (no- Esmeraldo y Esmeraldo ) y con una base de
contigs sin asignar. Este andlisis dio lugar a un total de 10.107.119 lecturas (85 %) y 2.385.885
lecturas (54 %) de alineado lee las MVs y fracciones intracelulares respectivamente. Al comparar
el rango de longitud y el tamafio de las secuencias se observo una distribucién bimodal, con
picos en la mediana de ~ 18-22 nt y ~ 34 nt. Proporciones similares de alineado se observaron
para las fracciones intracelulares y microvesicular (~ 60 %) asignados a una sola ubicacion en el
genoma de referencia (“single mappers”’) en la Figura 28 B.

En la Figura 1 del Material Suplementario 3 se observa la distribucion del total de
secuencias alineadas compartidas o especificas para cada haplotipo de 7. cruzi. Un analisis
grafico revela una distribucion muy similar de las lecturas entre los genomas Esmeraldo y no
Esmeraldo, mientras que el perfil de la distribucion de los " sin asignar " fue significativamente
diferente con un patron de distribucion mas difuso. Si se consideran solamente las secuencias
que se alinean de manera Gnica con los genomas Esmeraldo y no Esmeraldo, ~ 90 % de los
sARNs contenidos en microvesiculas extracelulares derivan de ARNr ( srRNAs ) y de
transferencia ( tsRNAs ) con 45,5 % para cada uno (Figura 2 Material Suplementario 3) . Las
lecturas restante derivan de secuencias codificantes (4,7 %), snoRNAs (1,3 %), ARNsn (0,07 %)
y a regiones no asignadas del genoma (2,9 %). La categorizacion funcional de su contraparte
intracelular es similar con los niveles mas altos también para stfRNAs y tsRNAs que representan
58,3 %y 31,3 %, respectivamente.

Sin embargo, un andlisis mas detallado de las diferentes categorias reveld diferencias
significativas entre microvesiculas y compartimentos intracelulares. Como se representa en la
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Figura 2 del Material Suplementario 3, la longitud media y la distribucion del largo de
tsRNAs revelaron la existencia de una poblacioén casi exclusiva de tsSRNA contenida en las
microvesiculas con una longitud media de 34 nt, mientras que los tsRNAs intracelulares
aparecieron distribuidos en al menos dos poblaciones principales con tamafos que van desde 19
a 23 nt y 30 a 37 nt (longitud media de 22 y 34 nt respectivamente). Por lo tanto, los tsSRNAs
intracelulares correspondientes a una longitud media de 22 nt fueron especificamente excluidos
de las microvesiculas.

Caracteristicas de las secuencias de sARNs encontrados en la fraccidn intracelular versus microvesicular.
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Figura 28: Caracterizacion de los pequefios ARNs contenidos en microvesiculas secretadas
por T. cruzi versus fraccion intracelular. (A). Gel desnaturalizante de poliacrilamida 15%
tenido con SYBRGold para la deteccion del ARN purificado de las microvesiculas obtenidas.
(B). Representacion grafica de la distribucion del largo de las secuencias vs el numero de
lecturas encontradas como secuencias Unicas. (C). Categorizacion de las lecturas encontradas de
acuerdo a las diferentes clases gendmicas.
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Un andlisis detallado de los precursores de ARNt y el brazo del cual derivaron estos
fragmentos reflejaron grandes diferencias cuali-cuantitativa entre las dos fracciones estudiadas
(Tablas 1 y 2 Material Suplementario 3). Por ejemplo, cinco principales precursores de ARNt
generaron mas del 95 % de tsRNAs (Leu , Thr , Glu , Arg Gly y Val ) en la fraccion
microvesicular. Por otro lado, un andlisis comparativo entre fracciones reveld que los niveles de
tsRNAs Thr se observaron exclusivamente en las microvesiculas mientras que tsSRNAs Leu y
Arg estaban presentes en la poblacion intracelular de 34 nt en niveles mas o menos similares,
sin diferencias significativas en la proporcion de derivados 5' 'y 3'. A pesar de que los
fragmentos derivados de Glu, Gly y Val son también abundantes en la fraccion intracelular,
solo se observan como fragmentos mas cortos de 20-22 nt de longitud . Por lo tanto, los tsSRNAs
contenidos en microvesiculas difieren de los intracelulares por lo menos en una de las siguientes
propiedades: tamafio, precursores de ARNt mas abundantes y la relacion de fragmentos
generados a partir de las mitades 5'y /o 3.

La distribucién del tamano de srRNAs también fue diferente cuando se comparan los dos
compartimentos (Figura 2 Material Suplementario 3). Los srRNAs intracelulares mostraron
tres poblaciones principales representadas por picos a los 19, 29 y 36 nt , mientras que en las
microvesiculas no se observa claramente la poblacion de 29 nt, sin embargo, la poblacién de 19
nt mostrd una mayor densidad de fragmentos. Un andlisis detallado de estas secuencias ( Figura
3 Material Suplementario 3) reveldé que tanto sTRNAs microvesiculares como intracelulares
derivan de una region discreta similar a partir de diferentes genes de ARNr y no parecen ser
consecuencia de degradacion inespecifica. Sorprendentemente, el patrén de srRNAs
microvesiculares incluye fragmentos ausentes desde el compartimiento intracelular y fragmentos
similares, pero con diferencias pronunciadas en su abundancia relativa en comparacion con los
intracelulares (Figura 3B Material Suplementario 3). Estos datos sugieren que los srRNAs
presentes en las vesiculas extracelulares no son productos de degradacion al azar sino que se
seleccionan activamente por un mecanismo que aun es desconocido. De hecho, algunos srRNAs
que estaban ausentes en la fraccion intracelular eran muy abundantes en la fraccion de
microvesiculas.

Como se representa en la Figura 2 Material Suplementario 3, los fragmentos derivados
de snoRNA representaron el 1,3 % y 2 % para microvesiculas y fraccidon intracelular,
respectivamente. La distribucion del tamafio de lecturas revela diferencias entre los dos
compartimentos (Figura 4 Material Suplementario 3). Las secuencias derivadas de snoRNA
en microvesiculas presentaron tres poblaciones principales con picos de 26 , 28 y 34 nt en
contraste con los de la fraccion intracelular con dos poblaciones que tienen picos de 33 y 35 nt .
Sorprendentemente, un analisis conjunto reveld que > 99 % de las secuencias en microvesiculas
derivan de  snoRNA de la subfamilia H /ACA mientras que la mayoria de los fragmentos
intracelulares derivan de la subfamilia C/D. Para el caso de las secuencias derivadas de CDS,
contrariamente a lo esperado para productos de degradacion, se observd que la mayoria de las
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lecturas derivan de regiones discretas de varios CDS con una densidad relativamente alta
(Figura 5 Material Suplementario 3).

A partir de todo este analisis es de destacar en lo que concierne a fragmentos derivados
de ARNt que estan siendo secretados, que aproximadamente el 90% de las lecturas de ~33 nt
correspondian a estos fragmentos derivados de ARNt. A su vez, dentro de estos, mas del 90%
derivan de un grupo restringido de 6 ARNt: Leu, Thr, Glu, Gly y Arg (Figura 29 A). Este grupo
es diferente al encontrado para el clonado y secuenciado masivo realizado anteriormente para la
fraccion intracelular, donde predominaban los fragmentos derivados de Asp y Glu. Estos datos
podrian estar indicando que estas moléculas estan siendo activamente incorporadas en las
microvesiculas de secrecion en un proceso controlado més que por un mecanismo al azar o no-
especifico.

Por la heterogeneidad presentada en esta purificacion de microvesiculas secretadas por 7.
cruzi, nos intereso determinar si nuestras mitades de ARNt estaban presente en algun tipo
particular de microvesiculas, por ejemplo en las menores de 100nm. Para ello realizamos
ensayos de hibridacién e inmunodeteccion con oro de mitades de ARNt de Asp y Glu y de
TcPIWI-tryp. En la Figura 29 B se muestran los resultados para estos ensayos donde pudimos
confirmar que tanto las mitades 5° de ARNt como TcPIWi-tryp estan siendo incorporadas en las
microvesiculas secretadas por 7. cruzi con un diametro menor a 100nm.

Por otro lado con este mismo objetivo realizamos ensayos de Northern blot para detectar
mitades de ARNt de Asp, His, Ala y Gly. Como se observa en la Figura 29 C, pudimos detectar
la presencia de todas las mitades de ARNt estudiadas tanto en microvesiculas como en la
fraccion de ARN intracelular. Los resultados obtenidos por Northern blot revelan lo observado
en el secuenciado y en los perfiles de ARN de microvesiculas. En la Figura 29 C se puede
apreciar que el patron de bandas que aparecen en las diferentes fracciones para un mismo
fragmento de ARNt es variable. A su vez, las mitades de ARNt se encontraron en mayor
concentracion contenidas en las microvesiculas. Para el caso de mitades 3’ derivadas del ARNt
Gly, por ejemplo, casi no se observa sefial en la fraccion intracelular, observandose una banda
clara para la fraccion correspondiente a microvesiculas. Al igual que lo mencionado para los
diferentes tipos de ARNt encontrados en la fraccion intracelular versus microvesiculas, esto
indicaria que por algiin mecanismo las mitades de ARNt que se producen intracelularmente en el
citoplasma son incorporadas activa y especificamente en las microvesiculas para su secrecion al
medio extracelular.
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A Tipos de ARNt secuenciados
contenidos en
Microvesiculas:

CJtRNA-Leu
O tRNA-Thr
CItRNA-Glu
EtRNA-Gly
mtRNA-Arg
W tRNA-Val
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B Microscopia Electronica de Transmision-hibridacion Extra-Gold para ARNt contenidos en Microvesiculas
Mitades 5" ARNt & Mitades 5’ ARNt s  Mitades 5’ ARNt & + Mitades 5’ ARNt AP
200nm . .I_
C Northern blot para ARNt contenidos en Microvesiculas comparados con la fraccidn intracelular.
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Figura 29: Estudio de la presencia de fragmentos derivados de ARNt y TcPIWI-tryp en
microvesiculas secretadas por 7. cruzi. (A). Distribucioén de las secuencias encontradas para
ARNTL entre los diferentes tipos de ARNt. (B). Validacion por hibridacion e inmunodeteccion con
oro en microscopia electronica de transmision de la presencia en las microvesiculas de las
mitades de ARNt estudiadas y de TcPIWI-tryp. (C). Ensayos de Northern blot para la validacion
de mitades de ARNt encontradas en microvesiculas. Se observan resultados obtenidos para las
diferentes sondas usadas en dos fracciones diferentes: Intra: Intracelular y MVs: Microvesiculas
secretadas por 7. cruzi.
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3.8 El contenido proteico y de sARNs de las microvesiculas es diferente entre
cepas de 7. cruzi: Brener, Dm28ce Y.

La variabilidad en el espectro de diferentes cepas y tipos de 7. cruzi ha dificultado su
clasificacion y nomenclatura en el correr de los afios. Diferentes esfuerzos se han hecho para
poder encontrar marcadores taxonomicos que se relacionen con las diferencias en Ia
manifestacion clinica de la enfermedad y de la distribucion geografica de dichos parasitos, por
ejemplo. Una tltima version de un intento de clasificacion se encuentra en (Zingales et al.
2009).

En el presente trabajo realizamos ensayos protedmicos y transcriptomicos de pequefios
ARNSs contenidos en microvesiculas secretadas por diferentes cepas de 7. cruzi. Estos ensayos se
realizaron con el fin de detectar si las diferencias fenotipicas que se observan entre estas cepas,
principalmente en cuanto a su capacidad de infeccion y su virulencia podrian reflejarse de alguna
manera en el contenido de microvesiculas secretadas por el estadio infectivo de las mismas. Se
eligieron tres representantes de algunos de los diferentes tipos de 7. cruzi que se reconocen
actualmente: 7. cruzi cepa Y (Tipo II), T. cruzi clone CL-Brener (TipoVI) y T. cruzi clon Dm28¢c
(Tipo I) (Zingales et al. 2009).

Comenzamos realizando estudios proteémicos y transcriptomicos de SARNs de muestras
de microvesiculas secretadas por tripomastigotes de 7. cruzi del clon CL-Brener y cepa Y; los
resultados del clon Dm28c que se usaron para la comparacion proteica fueron los publicados por
Almeida IC et al, 2013(Bayer-Santos et al. 2013), para el transcriptoma los hallados en nuestro
trabajo para epimastigotes estresados. Este trabajo se realizo en colaboracién con el laboratorio
del Dr. Wanderley de Souza y la Dra. Thais Souto-Padron de la Universidad Federal de Rio de
Janeiro (UFRJ), para la purificacion de tripomastigotes de las diferentes cepas. Los ensayos de
protedmica se llevaron a cabo en la Unidad de Bioquima y Protedmica Analiticas (UByPA) del
Institut Pasteur de Montevideo, por el Dr. Carlos Bathyany.

Los resultados del andlisis protedbmico obtenido para las microvesiculas de
tripomastigotes de las diferentes cepas de 7. cruzi se muestran en la Figura 30. Para simplificar
el andlisis decidimos comparar los resultados encontrados al nivel de la distribucion de
categorias funcionales de las proteinas identificadas. Como se observa en el analisis
comparativo, no se aprecian diferencias significativas entre las categorias funcionales de las
proteinas contenidas en microvesiculas de tripomastigotes de 7. cruzi de las cepas CL-Brener,
Dm28c e Y. Siendo para ambas cepas las vias mas representadas las que corresponden a union a
acidos nucleicos y metabolismo de aminodcidos y proteinas. A nivel de proteinas un analisis
preliminar de la lista obtenida por UByPA tampoco revelo diferencias significativas entre
muestras. Las lista de este andlisis se encuentra en Material Suplementario 1.
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Estos resultados indicarian que el contenido proteico de las microvesiculas secretadas por
las diferentes cepas de T.cruzi es muy similar, no pudiéndose explicar “a priori” las diferencias
observadas dentro de esta especie por diferencias en estos elementos.

Categorias Funcionales de las proteinas identificadas en las microvesiculas secretadas por diferentes cepas de
tripomastigotes de T. cruzi

. ; i
MVsTripoY MVsTripoCLB MVsTripoDm28c

3%

B Metabolismo de aminoacidos y proteinas M Citoesqueleto

M Proteolisis M Transportadores

B Metabolismo de Carbohidratos M Interaccion parasito-celula huesped

M Seiializacion B Metabolismo de Lipidos

1 Trafico y fusion de membrana M Proteina de shock termico y chaperonas
M Union a acidos nucleicos 1 Transcripcion y sintesis de proteinas

1 Oxidoreduccion 1 Otras

Figura 30: Comparacion de categorias funcionales en las cuales se clasifican las proteinas
contenidas en microvesiculas secretadas por tripomastigotes de diferentes cepas de 7. cruzi.
Una lista preliminar de las proteinas con las cuales se realizacion la categorizacion para CL-
Brener e Y se encuentra en Material Suplementario 1. Los analisis se hicieron en base a literatura
y su anotacion en Blast2GO. * Para Dm28c¢ se usaron los resultados mostrados en Almeida IC et
al, 2013(Bayer-Santos et al. 2013).
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Al analisis proteomico del contenido de microvesiculas le siguieron ensayos de
transcriptoma para caracterizar las poblaciones de sARNs presentes en las microvesiculas
secreteadas por las diferentes cepas. Para esto realizamos extraccion de sARNs del pellet de
microvesiculas con TRIzol y observamos el perfil de las muestras obtenidas para los ARN
extracelular secretados (ARNes) obtenidos para las cepas CL-Brener e Y. Como se observa en la
Figura 31 A, la corrida obtenida en el Bioanalyzer fue similar para ambas muestras, revelando
un enriquecimiento en sSARNSs similar a lo observado para el ARN contenido en microvesiculas
de Dm28c y detallado anteriormente.

El secuenciado masivo de estas muestras revelo que las poblaciones de ARN contenidas
en dichas microvesiculas varian entre muestras. Como se aprecia en la Figura 31 B, cuando se
realiza un andlisis de las poblaciones de sARNs presentes diferenciadas por longitud de
secuencia se observé que los perfiles entre cepas son levemente diferentes. Para los fragmentos
derivados de ARNm no se observan diferencias, presentando para ambas muestras un perfil
similar a lo que se espera como resultado de degradacién por ribonucleasas. Por otro lado la
distribucion correspondiente a fragmentos derivados de ARNr y ARNt parece ser diferente entre
cepas. CL-Brener presenta un perfil de fragmentos derivados de ARNr sin picos pronunciados, lo
que refleja una distribucion similar a la de degradacion, sin embargo para los fragmentos
derivados de ARNt se observo un pico de clivado especifico en la regiéon de ~27nts. En el caso
de Y, tanto los fragmentos derivados de ARNr como de ARNt presentan picos caracteristicos de
clivados especificos. Siendo para los fragmentos derivados de ARNr entre ~25-27nts y para los
derivados de ARNt dos picos uno correspondiente a secuencias mas cortas de ~25-27nts y otro
correspondiente a secuencias mas largas de ~33nts.

A continuacion se analizaron en detalle la carga correspondiente en las microvesiculas
para cada tipo de ARN y se observo que la composicion de ARN es similar entre cepas no asi la
abundancia relativa de cada clase genémica de sARNs contenidos en las mismas. Como se
observa en la Figura 31 C, los ARNes presentes en microvesiculas de la cepa Y se integran
principalmente por fragmentos derivados de ARNr, para CL-Brener es casi 50% para fragmentos
de ARNm y de ARNr y para Dm28c es un panorama similar 50-50% pero en este caso para
fragmentos derivados de ARNt y ARNTr.

Como conclusion general de estos andlisis se puede contemplar que a nivel del contenido
de microvesiculas secretadas por diferentes cepas de 7. cruzi, se observan diferencias en el
contenido génico de sARNs presente en las microvesiculas secretadas pero no asi en la carga
proteica de las mismas. Mdas estudios deben realizarse para poder concluir si estas diferencias
observadas a nivel transcriptomico del secretoma tienen algin impacto en las diferencias
fenotipicas observadas entre las cepas estudiadas.
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A Corrida en el Bioanalyzer de B Poblaciones de small ARNes secuenciados por longitud de
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Categorizacion de acuerdo a las diferentes clases gendmicas de los small ARNs encontrados en las microvesiculas
secretadas por diferentes cepas de tripomastigotes de T. cruzi.

ARNesY ARNesB ARNesDmM28c*
2% 3%

1%

B ARNmM M repetidos = ARNr B sn/snoRNA = ARNt

Figura 31: Analisis transcriptomico del contenido de sARNs presente en microvesiculas
secretadas por tripomastigotes de diferentes cepas de 7. cruzi. (A). Perfil obtenido por el
Bioanalyzer de las diferentes muestras de ARNes a secuenciar. (B). Distribucion de las
secuencias obtenidas segin longitud de las secuencias y clase funcional. (C). Categorizacion en
clases gendmicas de las secuencias contenidas en las microvesiculas. * Resultados de Dm28¢
mas detallados en secciones anteriores de este texto.
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3.9 Las microvesiculas secretadas por 7. cruzi promueven la metaciclogénesis.

Como hemos mencionado previamente, pareciera que la generacion de fragmentos
derivados de ARNt y la formacion y tamafio de granulos citoplasmaticos donde son reclutados
fueran dos fendémenos que se incrementan cuando se somete a estrés nutricional a epimastigotes
de T. cruzi. Este tipo de estrés nutricional como indicamos previamente también, es considerado
un estimulo relevante para la progresion del ciclo de vida del parasito, el cual de alguna forma
censa este estado cuando atraviesa el tracto digestivo del insecto vector. Estos estimulos
producen en el parésito una serie de cambios que lo llevaran a su diferenciaciéon a la forma
tripomastigote metaciclico. En este punto, nos planteamos la hipotesis que las microvesiculas
secretadas por el parasito en el medio de diferenciacion podrian estar implicadas en este proceso
de metaciclogénesis.

Para poder aproximarnos a resolver esta pregunta expusimos epimastigotes de 7. cruzi a
niveles crecientes de microvesiculas purificadas de Ee48 y se contd el nimero de formas
tripomastigotes metaciclicos que aparecian en cultivo. Se intento incrementar los niveles de
microvesiculas unas 5 a 10 veces los niveles de cultivo normales. Como se observa en la Figura
32 A con el correr de los dias el nivel de formas metaciclicas que aparecieron se correlacionaron
con el nivel o concentracion de microvesiculas adicionadas al medio de cultivo. En estas
condiciones experimentales, luego de 4 dias y a la mayor concentracion de microvesiculas
utilizada se incremento en 2-3 veces el nivel de metaciclicos en cultivo comparado con el ensayo
control sin adicién de microvesiculas, y una imagen representativa de la poblacion de parasitos
obtenida se muestra en la Figura 32 B.
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Figura 32: La adicion exdgena de microvesiculas secretadas por 7. cruzi incrementa la
metaciclogenesis en cultivos normales. (A). Epimastigotes de 7. cruzi en fase estacionaria
fueron cultivados en medio RPMI sin SBF por 4 dias mientras fueron expuestos a niveles
crecientes de microvesiculas purificadas de Ee48 (expresadas como pg de proteinas). Los
resultados mostrados son el numero total de formas metaciclicas por mL obtenidas en los
diferentes tiempos. (B) Imagenes de microscopia Optica de campo claro mostrando los parasitos
obtenidos al cabo del cuarto dia de ensayo, donde se observan epimastigotes muy alargados y
metaciclicos en la muestra con microvesiculas comparando con el control.

A continuacién intentamos determinar alguno de los factores que pudieran estar
involucrados en este proceso de incorporacion del contenido de microvesiculas en el parasito.
Nos propusimos principalmente establecer si Clatrina, podria ser uno de estos factores, dado que
por un lado ya la habiamos encontrado anteriormente relacionada con las mitades de ARNt y con
TcPIWI-tryp y por el otro; es un elemento clave en la endocitosis mediada por microvesiculas
como ya hemos mencionado.

Para poder abordar esta pregunta decidimos utilizar Dynasore, que es un inhibidor de
GTPasas cuya blanco celular es Dinamina, y por lo tanto bloquea la endocitosis mediada por
Dinamina. La Dinamina es la responsable de formar una espiral alrededor del cuello que se
forma cuando una microvesicula es invaginada en la membrana plasmatica. La misma “aprieta”
este cuello mediante la hidrélisis de GTP, haciendo que la microvesicula se libere de la
membrana. Por lo tanto indirectamente estariamos inhibiendo la endocitosis de microvesiculas
cubiertas por Clatrina (Figura 33 A). La relaciéon de Dynasore y 7. cruzi ha sido estudiada
anteriormente, los autores de este trabajo determinaron la importancia de Dinamina en la entrada
del parasito en la célula huésped (Barrias et al. 2010).
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Para llevar a cabo nuestros ensayos primero decidimos determinar y poner a punto si
existia una concentracién de Dynasore a la cual se inhibia, o se modificaba de alguna manera la
secrecion de microvesiculas en 7. cruzi. Como se muestra en la Figura 33 B, al incubar el
mismo numero de parasitos en dosis crecientes de Dynasore, la produccion de microvesiculas se
vi6 disminuida en un rango entre 1,5 uM y 12,5 uM, viéndose posteriormente aumentada a
mayores concentraciones de inhibidor. Estos ensayos se realizaron midiendo cantidad de
proteinas en el pellet de purificacion de microvesiculas del sobrenadante de -cultivo.
Paralelamente se observaron la produccién de granulos de mitades de ARNt por FISH en los
parésitos y no se observaron grandes cambios en los mismos.

Con respecto a como afecta la inhibicion mediada por Dynasore la metaciclogenesis,
decidimos contar el porcentaje de formas metaciclicas que aparecian en los diferentes cultivos
expuestos a las dosis crecientes de Dynasore, a las 24 y 48 horas. El resultado de estos conteos se
muestra en la Figura 33 C, donde se puede observar que en el rango de droga donde la
produccion de microvesiculas se vio disminuida la metaciclogenesis también, aumentando en los
rangos donde la produccion de microvesiculas también aumentaba. Pero a grandes rasgos, las
diferencias observadas no resultaron significativas, por lo que se deberia seguir con estos
experimentos, para ver la real implicancia de la Dinamina en estos fenémenos.
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Figura 33: Efecto de Dynasore en la metaciclogenesis de 7. cruzi. (A). Se muestra un esquema
del nivel al que actia Dynasore, inhibiendo la Dinamina y evitando al invaginacion de las
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microvesiculas desde la membrana plasmatica (modificado de www.endocytosis.org). (B).
Cuantificacion de la produccion de microvesiculas en pug/mL vs concentracion de Dynasore
usada. (C). Conteo del porcentaje de formas metaciclicas que aparecen en cultivo a las 24 y 48
Hrs de expuestos a concentraciones crecientes de Dynasore (rangos usados 0-200uM en
diluciones seriadas)

3.10 Los pequeiios ARNs contenidos en microvesiculas secretadas por 7. cruzi
son transferidos a sus células huésped susceptibles.

Equivalente a los ensayos realizados para analizar si el contenido de microvesiculas era
transferido entre parasitos, se realizaron experimentos de transwells para analizar en este caso la
transferencia de material entre parasitos y su célula huésped. Se usé el esquema mostrado en la
Figura 34 A, donde en la cdmara superior se encuentran pardsitos marcados con sonda
fluorescente que secretan microvesiculas marcadas al medio que atravesaran el filtro y pasaran a
la camara inferior donde se encuentran las células de mamifero a ser evaluadas (HeLa y Vero).
En la Figura 34 B se observa el control, donde las células fueron cultivadas con sonda marcada
libre de microvesiculas y no se observa la incorporacion de la misma en las condiciones
empleadas para estos ensayos. Por otro lado, sorprendentemente, cuando se co-incuban los
parasitos, marcados con las células HeLa y/o Vero, las mismas muestran una clara incorporacion
de la sefial fluorescente cuando se las observa, adoptando dicha sefial una distribucion
perinuclear y citoplasmatica clara (Figura 34 C). Estos ensayos demuestran que el contenido de
microvesiculas secretadas por 7. cruzi estd siendo transferido ademas de entre parésitos, desde
parasitos a su célula huésped.
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A Esquemadel ensayoparasito: PB Control: célulasincubadas con sondalibre sin
célulahuésped parasitos
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Figura 34: Intercambio de mitades de ARNt a través de microvesiculas de parasitos a su
célula huésped. (A) Esquema de transwell utilizado para los ensayos. Se sigui6 la sefial de
fluorescencia en la camara inferior. (B). Control: células incubadas en presencia de sonda
fluorescente libre, donde no se observa incorporacion de la sefial. (C) Resultados de los Ensayos
con transwells del esquema usado observado al microscopio, donde la fluorescencia se observod
transferirse de la cdmara superior a la inferior a través del filtro.

Como habiamos mencionado anteriormente, ambos elementos estudiados: mitades de
ARNt y TcPIWI-tryp se encuentran contenidos en las microvesiculas secretadas por 7. cruzi, por
lo que una vez demostrada la transferencia de las mitades de ARNt entre parasitos y c€lulas nos
preguntamos si TcPIWI-tryp se comportaba de la misma manera. Para responder esta pregunta
co-cultivamos microvesiculas marcadas de T.cruzi con células HelLa y como control de
transferencia de material seguimos las mitades de ARNt. En la Figura 35 A se muestra
nuevamente el control con sonda libre que no es incorporada por la célula.

En la Figura 35 B se puede apreciar en el panel superior la deteccion de la proteina
TcPIWI-tryp en la célula huésped, lo que estaria indicando su incorporacion mediada por
microvesiculas en un mecanismo similar al de los pequefios ARNs. Pero estaba la posibilidad de
que la deteccion de TcPIWI-tryp en la célula receptora podria ser consecuencia de su
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incorporacion como proteina o de la posible incorporacion del ARNm de TcPIWI-tryp y de su
posterior traduccion a proteina por la célula huésped. Para determinar que estaba ocurriendo
realmente pre-tratamos las células receptoras con cicloheximida, la cual inhibe la sintesis de
proteinas y observamos que la sefial fluorescente para TcPIWI-tryp seguia apareciendo en las
células huésped (Figura 35 B panel inferior). A su vez, demostramos la ausencia del ARNm de
TcPIWI-tryp en las células receptoras mediante FISH (Figura 35 C). Todo esto valida la
hipdtesis de que es efectivamente la proteina TcPIWI-tryp la que estd siendo transferida a la
célula huésped a través de microvesiculas secretadas por 7. cruzi.
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Control: células HeLA + sonda ' o
fluorescentelibre N
i 10um
DIC ARNt mitad 5* (Cy3) IFL: TcPIWI-tryp (FITC) Merged+DAPI
B -
células HeLA + parasitos ; .
marcados en  camara
superior L
{ 10pm
Loy, '
células HeLA + parasitos SR - -.. %
marcados en  cimara =5 2
superior+ cicloheximida =5 > ~3
m;m :
C DIC ARNt mitad §’ (Cy3) ARNm TcPIWI-ryp (FITC) Merged+DAPI

L R
A G
células HeLA + parasi G, =
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Figura 35: TcPIWI-tryp contenida en las microvesiculas secretadas por 7. cruzi es
transferida a sus células huésped. (A). Control para descartar la incorporacion de sonda libre
por la celula huésped en las condiciones estudiadas. (B). Panel superior: Visualizacion de la
sonda fluorescente de mitades 5> de ARNt**” como control de transferencia de material, acoplada

a la deteccion de TcPIWI-tryp por inmunofluorescencia. Panel Inferior: mismo experimento pero
con células pre-tratadas con cicloheximida donde se sigue observando la presencia de TcPIWI-
tryp. (C). Ensayo de FISH para la deteccion del ARNm de TcPIWI-tryp en la célula huésped,
donde no se observa sefial para la misma.
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3.11 La Incorporacion del contenido de microvesiculas secretadas por 7. cruzi
en células HeLLa modifica su expresion génica.

Anteriormente en nuestro trabajo, y trabajos de otros autores también han demostrado,
que la incorporacion del contenido de las microvesiculas por otros parasitos por ejemplo, lleva al
desencadenamiento de transiciones en el ciclo de vida; y por sus células huésped a un incremento
en la susceptibilidad a la infeccion por el parasito (Deolindo et al. 2013; Inal et al. 2013). Estas
evidencias, junto con resultados que mostraremos posteriormente en esta tesis con células no
susceptibles a la infeccion por 7. cruzi, proveen soporte a la posible nocion de que las
microvesiculas secretadas por 7. cruzi podrian estar preparando a su célula huésped para su
futura invasion. Por todo esto, nos propusimos estudiar el efecto a nivel de la expresion génica
que podria tener la incorporacion de las microvesiculas de 7. cruzi y de algunos elementos
especificos como los fragmentos derivados de ARNt Thr y Leu presentes en su contenido, en su
célula huésped.

Para llevar a cabo este objetivo, comenzamos con la optimizacion de las condiciones de
trabajo. Como primera aproximacion verificamos la muestra obtenida de microvesiculas del
protocolo de centrifugacion diferencial y ultracentrifugacion por microscopia electronica de
transmision (Figura 36 A). Donde se observa que estamos trabajando con una fraccion pura y
heterogénea de microvesiculas secretadas por 7. cruzi. A continuacion, probamos diferentes
tiempos de incubacion de las microvesiculas con su célula huésped (5, 30 minutos, 2 y 24 horas)
siguiendo la incorporacion del contenido por FISH para mitades 5’ ARNt®™, Decidimos que el
tiempo Optimo de incorporacion eran 2 horas (Figura 36 B). Posteriormente, intentamos
determinar la mejor relacion microvesiculas/célula huésped, por lo que incubamos el mismo
nimero de células HeLa con concentraciones crecientes de microvesiculas (desde 0 a  600ng).
Determinamos que el tratamiento con 160ng de microvesiculas por 2 horas es suficiente para la
incorporacion del contenido de las mismas por células HeLa (Figura 36 C).
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Figura 36. Optimizacion de las condiciones de trabajo para la incorporacion de
microvesiculas secretadas por 7. cruzi por células HeLa. (A). Se muestran micrografias de
microscopia electronica de transmision representativas para verificar el material obtenido en el

e, . , . i Glu
protocolo de purificacion de microvesiculas. (B). FISH para mitades 5° ARNt  para el
monitoreo de la incorporacion a diferentes tiempos de las microvesiculas por las células Hela.

Glu
(C ). FISH para mitades 5° del ARNt  monitoreando la incorporacion de diferentes
concentraciones de microvesiculas por células HeLa.

Una vez puestas a punto las condiciones Optimas de trabajo procedimos con el analisis
de los posibles cambios transcriptomicos en las células HeLa que incorporaron el contenido de
microvesiculas secretadas por 7. cruzi. El perfil de expresion de las células HeLa tratadas se
analiz6 usando la plataforma de microarreglos de Agilent, para tres puntos temporales diferentes
(6, 24 y 72 horas) luego de la interaccion con las microvesiculas. Luego del analisis estadistico,
se observo que 5580 genes se expresaron diferencialmente en al menos uno de los tres puntos
analizados con respecto al control (p-value < 0.05). De estos, 743 presentaron un cambio en sus
niveles de expresion >3 y 605 genes mostraron un cambio de >3 a las 6 hrs de la incorporacion
de microvesiculas. Este naumero se reduce con el tiempo, siendo 351 y 49 a las 24 y 72 hrs
(Tabla 2).
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Tabla 2: Tabla mostrando el nimero de genes diferencialmente expresados en los
diferentes tiempos estudiados comparado con el control de células sin tratar con microvesiculas.

Numero de Genes expresados diferencialmente luego de la Incorporacion de MVs de T. cruzi
en los diferentes tiempos comparando con Control {OHrs)

Total 6Hrs 24Hrs 72Hrs
e g foeal (FC=3) (FC23) (FC=3) (FC23)
Numero de
Genes 5580 743 605 351 a9
modificados

Un perfil detallado de la tendencia de cambios en la expresion génica de las células HeLa
en el tiempo puede verse en la Figura 37 A. Se muestran dos grupos de genes, los aumentados y
los disminuidos por separado. De estos se desprende que la mayor porcion de cambios ocurre a
las 6 y 24 horas después de la incubacion, mientras que a las 72 horas post-tratamiento la
mayoria de los ARNm celulares estudiados vuelven a su estado normal, del control. Un anélisis
por agrupamiento da soporte a esta tendencia. En la Figura 37 B se puede apreciar como se
agrupan el control y los genes a las 72 horas por un lado, y las muestras para 6 y 24 horas por
otro.

Estos resultados parecen indicar que las microvesiculas secretadas por 7. cruzi
desencadenan cambios importantes en la expresion génica de su huésped, los cuales son mas
pronunciados en tiempos cortos después de la interaccion, y que retornan a la normalidad luego
de las 24 horas. Esto podria estar relacionado con los fendmenos necesarios para la entrada del
parasito a la célula y no tanto con el mantenimiento de la infeccion, por ejemplo.

Un anélisis de las vias celulares en las cuales intervienen estos genes modificados revelo
que las microvesiculas secretadas por 7. cruzi inducen un amplio cambio en la remodelacion
del citoesqueleto del huésped, en la matriz extracelular y en la respuesta inmune del mismo.
Algunas de estas vias son de particular interés por su relevancia en la interaccion huésped-
parasito. La concrecion de mdas experimentos en el futuro seran necesarios para validar la
relevancia de cada gen implicado en esta interaccion y que modifica su expresion como respuesta
a las sefales liberadas en las microvesiculas de secrecion de 7. cruzi.
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A Perfil de genes sobre-expresados y disminuidos en B Agrupamiento de los genes modificados a diferentes
células HelLa después de la incorporacion del contenido tiempos en Hela luego dela Incorporacion de | contenido
de MVs secretadas por T. cruzi de MVs secretadas por T. cruzi
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Figura 37: Perfil de los cambios en el transcriptoma de células HeLa luego de la
incorporacion de microvesiculas secretadas por 7. cruzi. (A). Panel Superior: Perfil de los
genes que aumentaron su expresion luego de la incorporacién de microvesiculas secretadas por
T. cruzi en el tiempo. Panel Inferior: Perfil de los genes que disminuyeron su expresion luego de
la incorporacién de microvesiculas secretadas por 7. cruzi en el tiempo. (B). Andlisis de
agrupamiento de los genes en células HelLa que modificaron su expresion luego de la
incorporacion de microvesiculas secretadas por 7. cruzi en el tiempo. El rango de colores indica
los niveles de expresion, desde rojo para genes disminuidos hasta verde para aumentados; con un

Tiempaos de Incubacion

cambio mayor o igual a tres veces.

Dado que recientemente reportamos que las microvesiculas de 7. cruzi transportaban gran
cantidad de fragmentos derivados de ARNt, entre otros elementos; decidimos revelar cuanto del
cambio observado se debia a dos de los principales fragmentos de ARNt hallados en las
microvesiculas (derivados de Thr y Leu). Para evaluar su efecto potencial en las células
huésped, se transfectaron con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) células HeLa con ribo-sondas
sintéticas resistentes marcadas con fluorescencia para las mitades de ARNt™, ARNt™ y sus
correspondientes sondas controles “shuffled”, que presentan la misma composicion nucleotidica,
pero con diferente secuencia. Se realizaron ensayos de microarreglos para el ARN purificado a
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las 24 horas luego de la transfeccion. El andlisis de estos microarreglos revel6 que las mitades de
ARNt"™" no modifican significativamente la expresion génica de las células HeLa. Sin embargo,
las mitades de ARNt™ modifican significativamente 12 genes con un p-valor < 0.01, y un
cambio en el nivel de expresion > 2). Al comparar este resultado con la lista de genes
modificados a las 24 horas post-incorporacion del contenido total de microvesiculas,
determinamos que 5 (ATF3, LNX2, PRAME, CXCL2 y DUSP6) de los 12 genes modificados
por las mitades de ARNt™ se encuentran también modificados por las microvesiculas (Tabla 5).

Tabla 5: Lista de Genes modificados en células HeL.a luego de 24 horas de la incorporacion del
contenido de microvesiculas secretadas por 7. cruzi. En gris se muestran los genes que también
se modificaron luego de 24 horas de la incorporacién de mitades de ARNt™,

Gen Nombre Nivel de cambio Nivel de Cambio
(C vs stRNA-Thr) (Cvs MVs)
SURF4 Surfeit 4 2,1 -
MGC16075 Hypothetical protein MGC16075 2,2 -
COTL1 Coactosin-like 1 {Dictyostelium) 2,3 -
NCOR1 Nuclear receptor co-repressor 1 2,3 -
LNX2 Ligand of numb-protein X 2 2,3 1,5
PRAME Preferentially expressed antigen in melanoma 2,3 2,0
ATF3 Activating transcription factor 3 3,3 1,2
CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 3,4 -
NR4A1 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 3,5 -
CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 3,7 3,2
DUSP6 Dual specificity phosphatase 6 4,1 3,0
EGR2 Early growth response 2 4,2 -

En el capitulo de discusion haremos una breve resefia de las caracteristicas de estos genes
y de su posible relevancia en la interaccion huésped-parasito, que es a lo que apuntan determinar
nuestros ensayos.
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A continuacidn realizamos analisis bioinformaticos para la determinacion de posibles
regiones “semilla” de apareamiento de las mitades de ARNt™ en los ARNm hallados
modificados en las células HeLa receptoras (ATF3, LNX2, PRAME, CXCL2 y DUSP6). El
analisis revelo que dichos genes poseen regiones factibles de ser blanco para el sSARN estudiado
(Figura 38). Estos analisis necesitan validacion in vitro, principalmente con genes reporteros,
pero podrian estar indicando que estos genes son blancos directos para las mitades de ARNt Thr,

Bioinformatic prediction of putative targets for stRNAT™"

546 pan— 270 279
LNX2 ek >
CXCL2 T —
S'-AAG...GUACU UCAUA. ..UAA-3"' R -
GCCACUG
Thr CGGUGAC
StRNA™ D i R StRNA™" 3 cceec. . .CAG-5"
3 26 34 26
1580
UAU CGGARG GCA-
GARCCUUC  GACC
stRNAT A liylss L) mRNA Energy Position Position
~ GUGAC C\.CCL- CUUGGGGG \.-GG‘ R ~ (kcallmol) StRNA mRNA
3'-ccG c AG AGGCAG-5'
LNX2 -9,152 27-33 2792-2798
32 &
ATF3 113 129 PRAME -9,983 7-31 1552-1579
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CC COCCACE CCEUE ATF3 11,6 1-15 114-128
stRNA™" .
GG GGGCUGG GGCAG CXCL2 -11,746 27-34 271-278
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15 . DUSP6 -11,807 5-33 159-188
L 1
34 4

Figura 38. Prediccion Bioinformatica de sitios blancos posibles para las mitades de
ARNt™ en los ARNm estudiados. Se utilizd la herramienta en linea IntaRNA v 1.2.5:
http://rna.informatik.uni-freiburg.de:8080/v1/IntaRNA.ijsp, se predijeron las interacciones
posibles entre 2 moleculas, SARN Thr y los ARNm ( ATF3, LNX2, PRAME, CXCL2 y
DUSP6); que se habian encontrado modificados luego de la incorporacion de microvesiculas de
T. cruzi asi como también luego de la sobre-expresion del citado SARN en células HelLa. Las
figuras muestran los lugares de apareamiento y la tabla, las caracteristicas de los mismos.
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3.12 La incorporacion del contenido de las microvesiculas en células no-
susceptibles confiere susceptibilidad a la infeccion.

Con el objetivo de conocer el posible rol biologico de la transferencia de material
genético y proteinas desde el parasito a través de microvesiculas a células de mamifero,
realizamos una serie de ensayos usando como modelo células K562 (linea celular de
Eritroleucemia derivada de un paciente con Leucemia Mieloide Crénica en una crisis blastica),
que se conoce es resistente a la infeccion por 7. cruzi (Ruiz et al. 1998; Magdesian et al. 2001).
A diferencia de lo que ocurre con células susceptibles, las células K562 co-cultivadas en
presencia de microvesiculas marcadas secretadas por 7. cruzi no incorporan espontineamente el
contenido de dichas microvesiculas. Como se observa en la Figura 39 A, cuando se realizan
estos ensayos las microvesiculas permanecen adheridas a la membrana plasmatica, marcada con
Cell Mask.

Estos resultados nos llevaron a especular con la posibilidad de que tal vez la fusion de las
microvesiculas del parésito y la liberacion de su contenido en la célula huésped sea un evento
necesario para llevar a cabo una futura infeccion productiva por 7. cruzi. Por lo que a
continuacion seguimos con una serie de ensayos donde se evaluaria la susceptibilidad a la
infeccion en células resistente tratadas mediante electrofusion del contenido de microvesiculas y
células no tratadas. Para esto usamos como control células K562 electroporadas solo con medio,
y células k562 electroporadas con el contenido de microvesiculas marcadas y observamos la
incorporacion de sefial en las mismas. Luego de 24 Hrs de la electroporacion como era esperable,
solo las electroporadas con microvesiculas marcadas mostraban sefial de incorporacion del
material contenido en dichas microvesiculas (Figura 39 B).

Posteriormente entonces, desafiamos a la infeccidn por 7. cruzi a ambas poblaciones
celulares de K562. Cuando se realizo la incubacion con pardsitos metaciclicos, inicamente la
poblacion transformada con el contenido de microvesiculas de 7. cruzi mostro caracteristicas de
haber sido efectivamente infectadas. Observandose en el medio de cultivo y adheridas a las
células formas que parecen ser amastigotes (Figura 39 C). Cabe destacar en este punto, que las
células K562 son células en suspension con muy poco citoplasma, por lo tanto es dificil realizar
por un lado los ensayos de infeccidon, porque no es facil de lavar post-infeccion los parésitos
remanentes que no entraron a la célula, y por otro lado, por el tamafio citoplasméatico no es facil
que se sustente una infeccion muy grande, por lo que sospechamos que lo que estamos
observando es la ruptura abrupta de las células infectadas y la liberacion temprana de formas
replicativas al medio.
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Figura 39. Evaluando por Microscopia de Epifluorescencia cambios en la susceptibilidad a
la infeccion por 7. cruzi de células K562 tratadas y sin tratar con microvesiculas. (A). Co-
cultivo de microvesiculas marcadas con sonda para mitades de ARNt Asp-Cy3 y células K562
por 24 Hrs y posterior tincion de membrana plasmatica con CellMask OrangeTM (Invitrogren).
(B) Experimentos controles mostrando en el panel superior la ausencia de sefial de incorporacion
de sonda marcada por K562 y en el panel inferior, la efectiva incorporacion del contenido de
microvesiculas por su electroporacion en dichas células. (C). Infeccion por 7. cruzi de las células
tratadas y no tratadas con microvesiculas luego de 3 dias de infeccion.
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Para poder superar las dificultades anteriormente mencionadas de trabajar con este tipo
de células, decidimos realizar ensayos de Microscopia Electronica de Transmision para verificar
lo que estdbamos observando por Microscopia de Fluorescencia. Para ello usamos las mismas
células tratadas y no tratadas, y las desafiamos por 12 horas a su infeccion por 7. cruzi, fijamos
el material y procedimos al preparado de las muestras para su observacion. Los resultados de
estos ensayos revelaron que aunque las células K562 controles sin tratar eran capaces de
interaccionar con los parasitos, los mismos permanecen adheridos a su superficie, y no son
capaces de penetrar al citoplasma y comenzar la infeccion (Figura 40 A).

En cambio, cuando la interaccion de los parasitos es con las células que han incorporado
artificialmente el contenido de las microvesiculas de 7. cruzi, los parasitos son capaces de
adherirse a la célula huésped y de penetrar a la misma. Por lo que efectivamente se observan
formas parasitarias en el citoplasma celular (Figura 40 B-D). Por medio de estos resultados
pudimos comprobar que efectivamente 7. cruzi es capaz de invadir células K562 cuando las
mismas han incorporado previamente el contenido de microvesiculas secretadas por estos
parasitos. Por lo que nuestros ensayos sugieren que la fusion de microvesiculas liberadas por 7.
cruzi podria ser un paso relevante y necesario en el proceso de infeccion parasitaria.
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Figura 40: Monitoreo de la infeccion por 7. cruzi de células K562 tratadas y control. (A). Se
muestran micrografias representativas de células K562 control interaccionando con 7. cruzi. (B-
D). Células K562 tratadas con microvesiculas e infectadas por 7. cruzi donde se observan formas
parasitarias entrando y dentro de la célula huésped, con flechas se marca lo que asemeja la
membrana de la vacuola parasitéfora en wuna ampliacion de la imagen C.
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4. Discusion

4.1 Impacto esperado de los
resultados y perspectivas.

Abreviaturas.

Uno de los hitos mas relevantes de los
ultimos anos de la biologia molecular es el
surgimiento de los pequefios ARNs reguladores no
codificantes como elementos claves en la regulacion
génica. A su vez, también se ha demostrado que la
familia de enzimas RNasas tipo III y de proteinas del
tipo Argonauta-Piwi son esenciales para la
biogénesis y el cumplimiento de las funciones
efectoras de estos SARNs. Ademas, la distribucion
taxondmica de la maquinaria asociada a los sARNs
en todos los supergrupos eucariotas estudiados
(Cerutti and Casas-Mollano 2006; Hutvagner and
Simard 2008) asi como la demostracion directa del
fenomeno de ARNi en la mayoria de estos
organismos, sugiere que estos componentes se
encontraban presentes en el ancestro comun a todos
los eucariotas. Sin embargo, como hemos
mencionado en la introduccidon ciertos organismos
unicelulares como S. cerevisiae 'y algunos
protozoarios parasitos tales como 7. cruzi y L. major
parecen haber perdido independientemente sus genes
para proteinas de la familia Argonauta junto con la
maquinaria entera para ARNi. Esto nos ha llevado a
la intrigante pregunta sobre la indispensabilidad o no
de las vias mediadas por sARNs en el ciclo de vida
de ciertos organismos.

Previamente en mi tesis de Maestria,
especulando sobre la posible existencia de vias
regulatorias mediadas por sARNs alternativas a las
canonicas ya conocidas, se comenz6 por un lado
estudiando el Unico miembro de la familia de las
proteinas Argonautas presente en el genoma de T.
cruzi. Mostramos que TcPWI-tryp se expresaba en
todo el ciclo de vida del parasito citoplasmaticamente
y que podria presentar un dominio PAZ divergente
no reportado hasta entonces (Garcia Silva et al.
2010). Por otro lado, construimos y analizamos una
libreria de ADNc de epimastigotes de 7. cruzi donde
revelamos la presencia de una poblacién homogénea
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de sARNs representada por mitades derivadas de una clase restringida a ciertos isoaceptores de
ARNt con ~30 nts de longitud, la cual era mas abundante en situaciones de estrés nutricional. A
su vez ensayos sobre localizacion celular mediante FISH de estas mitades de ARNt mostraron
que las mismas se reclutaban en estructuras granulares citoplasmaticas particulares especificas
que no se correspondian en su totalidad con los organelos caracteristicos ya descritos para 7.
cruzi (Garcia-Silva et al. 2010).

Como hemos mencionado en la introduccion, en la pasada década, ademas de las clases
de sARNs no codificantes candnicas muchos trabajos recientes también han revelado la
ocurrencia de estos fragmentos derivados de ARNt los cuales parecen ser especificamente
procesados y mantenidos en plantas, hongos y animales, y no parecen ser productos de
degradacion al azar de los ARNt maduros (Huttenhofer et al. 2001; Yuan et al. 2003; Jochl et al.
2008; Kawaji et al. 2008; Li et al. 2008; Thompson et al. 2008). Como se informo, el clivaje de
ARNt aparecid6 como una via altamente conservada de procariotas a eucariotas superiores, a
menudo desencadenada por estrés nutricional, biologico o fisico (Lee and Collins 2005; Haiser et
al. 2008; Jochl et al. 2008; Kawaji et al. 2008; Li et al. 2008; Zhang et al. 2009). A pesar de que
su relevancia biologica no ha sido completamente elucidada, evidencia experimental reciente
sugiere que pequefios ARNs derivados de ARNt emergieron como una via evolutivamente
conservada con un papel putativo en la regulacion de la expresion génica bajo ciertas presiones
de supervivencia (Elbarbary et al. 2009; Haussecker et al. 2010). Estos productos de ARNt
inducidos por estrés pueden ser de 30-40 nt de longitud (tsRNAs) y més cortos de ~ 20-30 nt de
longitud y derivan de las mitades 5 'o 3' del ARNt maduro (tRFs) (Lee et al. 2009).

Sin embargo, la funcidén y significado bioldgico de estos fragmentos derivados de ARNt
permanece sin ser elucidada. Recientemente en una revision recopilamos los resultados que hasta
hoy se han encontrado que apoyan la idea del potencial rol en el silenciamiento génico de ciertos
genes y de la importancia biologica de estos fragmentos derivados de ARNt en enfermedades
infecciosas, especialmente como biomarcadores y posibles nuevos elementos terapéuticos, ver
Material Suplementario 5: (Garcia-Silva et al. 2012; Garcia-Silva et al. 2013).

Por esto, nos propusimos como primer objetivo en colaboracion con el ICC de Curitiba
realizar una busqueda mediante clonado de estos fragmentos derivados de ARNt en el estadio
infectivo de 7. cruzi. Como describimos en resultados, la poblacion de sARNs en metaciclicos
esta constituida principalmente por fragmentos derivados de ARNt (63.1%), en una proporcion
significativamente mayor que la reportada anteriormente por nuestro grupo para epimastigotes
(25%) (Garcia-Silva et al. 2010). Esta alta frecuencia es sorprendente, pero en cierta medida
esperada, como se ha mencionado la escision de ARNt es un proceso conservado en las células
bajo diferentes tipos de estrés, no simplemente para inducir la degradacion de ARNt, sino para
generar nuevas especies de ARN que jueguen una funcién biologica tnica (Li et al. 2008;
Thompson et al. 2008; Lee et al. 2009; Pederson 2010). Las formas tripomastigotes metaciclicos
son el producto de la diferenciacion de epimastigotes promovidos por un estimulo de estrés, a
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través de un proceso llamado metaciclogénesis (Ferreira et al. 2008). La metaciclogénesis se
inicia mediante la exposicion y el mantenimiento de los epimastigotes al estrés (principalmente
nutricional) y es fundamental para generar la fase infecciosa del parasito, en la cual se silencia la
expresion de varios genes, los parasitos en esta fase no son capaces de proliferar pero si de
sobrevivir a los cambios ambientales extremos como cuando son transmitidos desde las heces de
insectos a los mamiferos.

Sorprendentemente, no solo los fragmentos derivados de ARNt aparecen enriquecidos en
metaciclicos, su composicion y estructura fueron completamente alteradas. Mientras que mas de
90% de todos los fragmentos secuenciados de ARNt en epimastigotes derivan de Glu
(CUC/UUC) y de Asp (GUC), los fragmentos de ARNt con mayor frecuencia clonados a partir
de metaciclicos derivan de Glu (UUC: 34 % ), Thr (AGU: ~ 15 %) , y Val (CAC:~ 13 %). Este
porcentaje de la mayoria de los fragmentos clonados en este estudio no se corresponde con el
namero de copia de estos genes de ARNt ni con el uso de codones, segun el estudio de Horn et
al (Horn 2008). Aunque no sabemos el significado de estos cambios, los fragmentos derivados
de ARNt™ también son predominantes en los seres humanos y se han relacionado a la
regulacion de un ARNm especifico (Elbarbary et al. 2009).

En cuanto a la especificidad del clivado, en contraste con las mitades 5' de ARNt
identificadas en epimastigotes antes, la escision en metaciclicos se produjo predominantemente
en el bucle anticodon hacia el T - C del brazo del ARNt , generando fragmentos de ~ 33 nt de
mitades 3' de ARNt. El estrés ambiental o nutricional necesario para el proceso de
metaciclogénesis podria haber activado endonucleasas especificas, responsables de la biogénesis
de mitades 3 ' en lugar de los fragmentos 5' producidos en epimastigotes. Por lo tanto, se podria
inferir que los fragmentos de ARNt se acumulan debido a la tensiéon ambiental asociada a una
reduccion en la tasa metabolica de los epimastigotes. La presencia en los fragmentos 3' de
extremos CCA en casi el 35 % de los fragmentos es significativa, esto sugiere que los ARNt que
se han procesado ya estaban maduros, lo que resulta en fragmentos resistentes a la digestion por
exonucleasas debido a sus extremos 3' protegidos (Deutscher 2006). En mamiferos, se ha
propuesto la existencia de dos clases de fragmentos derivados de ARNH, el tipo I dependientes
del procesado por Dicer, que se incorporan en proteinas Argonautas, tienen capacidad de
silenciamiento y estan esencialmente restringidos al citoplasma. Por otro lado, fragmentos
derivados de ARNt de tipo II, se generan por RNaseZ y por la RNA polimerasa III dejando un
tramo de uracilos en el extremo 3' (Elbarbary et al. 2009). Por lo tanto, los datos presentados
aqui nos permiten confirmar que en 7. cruzi se producen al menos uno de estos dos tipos de
fragmentos derivados de ARNt.

Ensayos de FISH tanto para mitades 3' como 5' de ARNt, nos permitieron definir que
estos fragmentos se encuentran dispersos por todo el citoplasma de metaciclicos, en estructuras
no muy definidas. En contraste con la localizacion granular y posterior bien particular de las
mitades de ARNt en epimastigotes, los cuales parecian presentar una co-localizacion parcial con
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reservosomas (Garcia-Silva et al. 2010). Estos nuevos resultados demuestran que las mitades de
ARNt pueden cambiar drasticamente su localizacion durante la metaciclogénesis. Este cambio
podria tener relacion con la ausencia de reservosomas que se ha observado en las forma
metaciclicas (Figueiredo et al. 2004). Tal cambio sugiere posibles diferentes funciones para estas
moléculas en las distintas etapas del parasito. Esta distribucion se asemeja con la localizacion
citoplasma para el tipo II de fragmentos derivados de ARNt descritos anteriormente.

En el trabajo que publicamos en Reifur ef al (Reifur et al. 2012), se excluye la posible
participacion de estas moléculas en la maquinaria de traduccion activa, ya que no se detectaron
asociadas a polisomas o ribosomas. En conclusion de estos resultados, se logrd caracterizar la
composicion de la poblacion de pequenios ARNs en metaciclicos de 7. cruzi. Se observo un
cambio importante en la cantidad de fragmentos derivados de ARNt, pasando de 26% en
epimastigotes al 62,6% de todos los SARNs en metaciclicos. Curiosamente, las mitades de 5' de
ARNt que se encuentran en epimastigotes no se encuentran en metaciclicos, en su mayoria se
procesan derivados de la mitad 3'. Los mecanismos o moléculas que favorecen la escision
especifica de estos ARNt son desconocidos, sin embargo, es probable que esta via sea inducida
por el estrés nutricional necesario para la diferenciacion del parésito. Nada se conoce acerca de
su funcion en tripanosomatidos excepto que cambian su localizacion cuando la célula estd bajo
tension durante el proceso de diferenciacion para generar la forma infecciosa. Dado que en T.
cruzi existen varios mecanismos alternativos para el control post-transcripcional de la expresion
génica, es probable que tal vez los fragmentos derivados de ARNt estén disponibles con el
proposito de ser usados en el control de la misma. Los resultados presentados en la
correspondiente seccion de la presente tesis son parte de una publicacion de 2012 ver: (Reifur et
al. 2012).

A continuacidén, nos planteamos que una comprension mas completa de los sARNs
unidos a proteinas del tipo Argonauta en estos organismos deficientes de las vias de ARNJ,
posiblemente podria proporcionar algunos conocimientos sobre los mecanismos de regulacion de
la expresion génica independientes de ARNi. En principio la sobre-expresion de TcPIWI-tryp no
reveld cambios fenotipicos cuantificables en los parasitos sobre-expresantes. Con respecto a este
punto se intentaron realizar ensayos de knock out del gen pero no se lograron. En el futuro se
pondran mas esfuerzos en continuar con esta estrategia. Por otro lado, el analisis de estos SARNs
podria revelar un papel funcional de estos potenciales reguladores, que a su vez podria arrojar luz
sobre la biologia de este parasito, sobre su complejo ciclo de vida y su patogénesis. El
secuenciado de sARNs co-inmunoprecipitados con TcPIWI-tryp, revel6 una distribucion de
longitud de sARNSs similar a la encontrada en Drosophila, donde se ha descrito que la poblacion
principal de sARNs unidos a PIWI es de 26 nts de largo. No obstante, esta biblioteca fue
realizada para secuencias de 22 a 29 nts, por lo que no pudimos comparar directamente la
segunda poblacion mas grande de 30 nts halladas en TcPIWI-tryp (Brennecke et al. 2007). Sin
embargo, nuestros resultados también son comparables con los reportados por Couvillion et al

108 | Tesis Doctorado PEDECIBA Biologia Molecular y Celular-Maria Rosa Garcia-Silva-2013



DISCUSION

(Couvillion et al. 2010), donde PIWI Twil2 en Tetrahymena une predominantemente dos
poblaciones de SARNs una de 23 nts y otra de 30 nts.

Mientras se preparaba esta tesis, varios estudios aparecieron disponibles en relacion con
sARNSs unidos a proteinas Argonauta en Drosophila, Tetrahymena, humanos, raton, Schistosoma
Jjaponicum, y plantas (Brennecke et al. 2007; Couvillion et al. 2010; Burroughs et al. 2011; Cai et
al. 2012; Couvillion et al. 2012; Loss-Morais et al. 2013; Wei et al. 2013) . Nuestros datos
difieren de los reportados para las proteinas Argonauta en Droshophila, Tetrahymena, humanos,
raton, y plantas, debido principalmente a la ausencia de SARNs canonicos en 7. cruzi, como
hemos sefialado anteriormente. Nuestros resultados indican que TcPIWI-tryp lleva un repertorio
diferente de sSARNs en comparacion con proteinas Argonautas canonica de eucariotas superiores.
Estos resultados podian llevarnos a considerar la posible existencia de vias diferentes o antiguas
de sARNs en organismos ARNi-negativos. En este contexto, se puede especular que los
organismos con genomas reducidos podrian emplear moléculas pre-existentes como precursores
para generar sSARNs con funciones potencialmente reguladoras, que no estan bien dilucidados en
la actualidad. Estos resultados forman parte de una comunicacion corta enviada a Gene en 2013
(Garcia-Silva et al, 2013).

Paralelamente a esto nos propusimos caracterizar las estructuras granulares
citoplasmaticas en las cuales se reclutan activamente estos fragmentos derivados de ARNt y
reportados en (Garcia-Silva et al. 2010), lo cual nos podria sugerir los tipos de procesos
bioldgicos en los cuales estan involucradas estas moléculas. Ensayos de co-localizacion por
microscopia confocal revelaron que una proporcion significativa de las mitades de ARNt co-
localiza con Clatrina, lo que sugiere que podrian estar asociadas a vesiculas intracelulares o
compartimentos membranosos. Clatrina es una proteina de andamiaje encontrada en diferentes
tipos de vesiculas en la mayoria de las células eucariotas. La misma juega un papel importante en
la membrana plasmatica en la endocitosis mediada por receptor cuando se asocia con diferentes
moléculas adaptadoras (Ungewickell and Hinrichsen 2007).

A este respecto, la presencia de un sistema de invaginaciones de vesiculas membranosas
mediada por Clatrina se demostrd recientemente en 7. cruzi, el cual se ha visto juega un papel
fundamental en las vias endocitica y exocitica (Correa et al. 2007). Las vesiculas revestidas de
Clatrina también pueden formarse a partir de otros compartimentos membranosos tales como
membranas de origen endosomal (Raiborg et al. 2001), la red trans-Golgi (Deborde et al. 2008) y
vesiculas de la membrana plasmatica (Keyel et al. 2004). Sin embargo, ya que la generacion de
vesiculas mediada por Clatrina es un proceso transitorio donde la misma se desensambla
rapidamente permitiendo reciclarse, no podemos excluir que su co-localizacion con las mitades
de ARNt y TcPIWI-tryp pueda ser la consecuencia de un reclutamiento no especifico en
organelos de almacenamiento como los reservosomas (Soares 1999).

Para esto, un andlisis mas detallado por microscopia electronica de transmision
hibridacion in situ con oro-Estreptavidina y la tincion inmunoespecifica para TcPIWI-tryp
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mostro que las mitades de ARNt y TcPIWI-tryp se incluyen en varios organelos delimitados por
membranas, principalmente reservosomes, estructuras vesiculares que se asemejan a membranas
del Golgi y otras vesiculas intracelulares distribuidas a lo largo el cuerpo de la célula. En
conjunto, estos datos sugieren que la biogénesis de estos fragmentos de ARNt podria ser parte de
rutas endociticas / exociticas en 7. cruzi. Los protozoos de la familia Trypanosomatidae tienen
una actividad endocitica muy polarizada que se produce exclusivamente en el bolsillo flagelar y
las regiones del citostoma (de Souza et al. 2009). El citostoma es una estructura especializada
formada por la invaginacion de una region bien definida de la superficie del protozoo situado en
la region anterior y cerca de la bolsa flagelar. Las vesiculas formadas en el bolsillo flagelar o el
citostoma son parte de una red endocitica vesicular-tubular ramificada que compone los
endosomas temprano. Las vesiculas cargadas por esta ruta proporcionan nutrientes a los
organelos de almacenamiento de 7. cruzi, los reservosomas (de Souza et al. 1978; Porto-Carreiro
et al. 2000; Cunha-e-Silva et al. 2006).

Los reservosomas son grandes compartimentos presentes en la region post-nuclear de las
formas epimastigotes de pardsitos que pertenecen al género Trypanosoma, subgénero
Schizotrypanum, descritos inicialmente como cuerpos multivesiculares (de Souza et al. 1978).
Deben su nombre a que almacenan macromoléculas ingeridas por el parasito a través de procesos
de endocitosis (Soares 1999) y han sido reportados como compartimentos endosomales tardios
en epimastigotes de 7. cruzi (Cunha-e-Silva et al. 2006). Ademads, estudios sobre la biogénesis
de los reservosomas revelaron que vesiculas originadas a partir del complejo de Golgi pueden
fusionarse con los mismos formando parte de la via endocitica. En efecto, Cruzipaina, una
proteasa importante sintetizada por 7. cruzi, se desprende de las cisternas del Golgi y se recluta
principalmente en los reservosomas (Souto-Padron et al. 1990). El hecho de que proteinas como
Cruzipaina asi como los sARNs se observen simultineamente en reservosomas que desprenden
vesiculas sugiere fuertemente la idea de que los mismos podrian ser organelos con funciones
exociticas (Aparicio et al. 2004). Hoy en dia se acepta que los reservosomas no constituyen una
poblacion uniforme, de hecho, podria haber diferentes reservosomas por ejemplo de
almacenamiento, reciclaje o con las funciones tipicas de lisosoma (Cunha-e-Silva et al. 20006).

Tomado en cuenta estas evidencias experimentales nos planteamos la hipotesis de que la
acumulacion de la proteina TcPIWI-tryp y de fragmentos derivados de ARNt en reservosomas
podria ser resultado de dos vias diferentes: una que representa la contribucion de las
microvesiculas a través de su captacion de vias endocitica (origen exdgeno) y otra que
representan la contribucion de las microvesiculas de la red trans-Golgi de la propia célula (origen
endogeno). Las vias endocitica /exocitica implicadas en la captacion de microvesiculas
secretadas por 7. cruzi son actualmente desconocidas. La evidencia experimental presentada aqui
y en los informes anteriores de nuestro laboratorio (Garcia-Silva et al. 2010) indicarian que una
fraccion importante de mitades derivadas de ARNt son reclutadas en reservosomas a través de
complejas redes vesiculares.
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La localizacion reportada para los fragmentos derivados de ARNt y proteinas asociadas a
estos compartimientos sub-celulares nos sugiridé su posible participacion en una via endocitica
formada por pequefias vesiculas que contienen estas moléculas como carga, entre otras
biomoléculas. Ademads, la presencia de estas moléculas en vesiculas que subyacen a la membrana
plasmatica o incluidas en vesiculas secretadas también sugiere su implicacion en vias exociticas.
En efecto, hemos podido demostrar que epimastigotes sometidos a estrés nutricional secretaban
pequefias vesiculas que van de 20 a 200 nm de didmetro que se desprenden de todo lo largo del
cuerpo parasitario y flagelo; y que las mismas incluyen fragmentos derivados de ARNt y la
proteina Argonauta TcPIWI-tryp como carga. Todo esto se realizO mediante microscopia
electronica de transmision y de barrido.

Con el objetivo de estudiar y caracterizar el contenido de estas microvesiculas pusimos a
punto un protocolo de purificacion de las mimas que se basa en la incubacion de epimastigotes
en un medio nutricional pobre, de manera de inducir un estrés que generd una transformacion de
~25% de la poblacion a formas metaciclicas. Luego se procedio con la purificacion de la fraccion
de microvesiculas liberadas al medio como se detalla en materiales y métodos. Con el fin de
conocer el espectro total de pequefios ARNs incluidos en las microvesiculas hemos realizado
una secuenciacion masiva de SARNs purificados de las microvesiculas. Nuestros datos revelaron
que las poblaciones de pequefios ARNs derivados de ARNr y ARNt contribuyen igualmente con
mas del 90% de los sARNs cargados en las microvesiculas. Por otro lado, es de destacar que ~
90% de los fragmentos derivados de ARNt provienen de un grupo restringido de precursores de
ARNt incluyendo tRNA™, tRNA™, tRNAM (RNA®Y, y tRNA™E que representa
aproximadamente la mitad de los SARNs incluidos en microvesiculas secretadas. A su vez, ~
56% de estos fragmentos deriva del brazo 3 'del ARNt precursor maduro.

Los resultados de los secuenciados masivos comparativos de la fraccion intracelular
versus microvesicular reflejaron que podria existir un patron molecular especifico de SARNs que
estan siendo secretados por 7. cruzi contenidos en microvesiculas al medio extracelular. Para
llegar a estas conclusiones debimos analizar en profundidad las caracteristicas de las bibliotecas
de sARNs obtenidas para ambas fracciones. Nos gustaria puntualizar con respecto a esto que
como se describid en resultados hay muchas lecturas que no alinearon con los genomas de T.
cruzi, por ejemplo en la muestra intracelular, muchas lecturas pueden asignarse a otros
tripanosomatidos incluyendo 7. brucei y Leishmania.

El andlisis de la fraccion de SARNSs no alineado en la fraccion intracelular revel6 que mas
del 70% de las secuencias alinean con trypanosomatidos (brucei, leishmania, etc) lo que sugiere
que probablemente esto pueda estar asociado a un ensamblado mas completo de estos genomas y
también las diferencias gendmicas de la cepa Dm28c con la referencia clon CL Brenner. Por otro
lado, pudimos determinar que por ellos mismos, los SARNs derivados de ARNt y ARNr
representan mas del 90 % de los esARNs y reflejan una "firma extracelular " especifica. Esto
puede ser de gran utilidad en futuras aplicaciones biotecnologicas por ejemplo en el diagnostico
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precoz de la enfermedad determinando la presencia de estos SARNs en el suero de pacientes. A
su vez, los sSARNs derivados de snoRNAs , CDS y snARN también contribuyen a definir un
perfil extracelular especifico. Lo que nos lleva a especular que contrario a lo que se podria
pensar de que el material liberado en microvesiculas es una representacion del contenido
citosolico que esta siendo secretado al medio de forma inespecifica tal vez en forma de desecho,
la poblacion de SARNs que esta siendo liberada en microvesiculas es especifica y debe estar
asociada a un mecanismo activo de seleccion de estas moléculas para su liberacion al medio.
Mas estudios deben realizarse en diferentes condiciones y con diferentes cepas de 7. cruzi para
verificar que las firmas moleculares extracelulares se mantengan especificas bajo los diferentes
contextos estudiados.

Estos resultados difieren con los reportados por el clonado intracelular realizado en mi
tesis de maestria y por el del realizado en metaciclicos, donde encontrabamos que los fragmentos
derivados de ARNt representan alrededor del 25% de los pequefios ARN intracelulares y mas de
90% de ellos derivan de la mitad 5’ Asp y Glu (Garcia-Silva et al. 2010). Recientemente, Franzen
et al. (Franzen et al. 2011) reportaron el transcriptoma de sARNSs intracelular del clon CL -
Brener el cual es cuali - y cuantitativamente diferente de la que se informd para el clon Dm28c.
Sin embargo, no podemos dilucidar si estas diferencias son la consecuencia de los perfiles
especificos de la especie o que reflejan las diferencias inducidas por el estrés nutricional en
comparacion con las condiciones de crecimiento normales del estudio de Franzen et al (Franzen
etal. 2011).

Los resultados hallados para las microvesiculas podrian indicar que los fragmentos de
ARNt incluidos en las mismas se enriquecen no s6lo cuantitativamente, sino cualitativamente
diferente a su contraparte intracelular, lo cual sugiere un proceso de reclutamiento selectivo mas
que de un proceso de secrecion al azar de una fraccion representativa del contenido
citoplasmatico. Estos datos se pueden comparar con resultados previos que indican que ademas
de miARN y ARNm, otros SARNs también se incluyen en microvesiculas y se secretan al medio
por diferentes células. En los ultimos afios, varios estudios han sugerido que los fragmentos
derivados de ARNt podrian actuar como moléculas efectoras para regular la expresion génica
global, como hemos mencionado anteriormente (Garcia-Silva et al. 2012). Es tentador especular
que al igual que la reprogramacion epigenética mediada por microvesiculas de las células a
través de exosomas o ectosomas mediante la transferencia de ARNm y miARNs como un nuevo
mecanismo de intercambio genético entre las células, estos fragmentos derivados de ARNt
podrian también desempefiar un papel fundamental en la comunicacion célula a célula en 7. cruzi
(Valadi et al. 2007; Camussi et al. 2011).

Sorprendentemente ensayos de transwells con parasitos marcados con sondas trazadoras
derivadas de ARNt dejaron en evidencia que las mitades de ARNt son internalizadas por los
parasitos vecinos que se encuentran en el mismo medio. La secrecion de microvesiculas por
tripomastigotes de 7. cruzi de 20-80 nm fue inicialmente reportada por Gongalves et al
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(Goncalves et al. 1991) en lo que ellos consideraron representaba un mecanismo fisiolégico para
entregar antigenos de superficie al medio extracelular. Evidencias experimentales mas recientes
sugieren que las microvesiculas secretadas por 7. cruzi juegan un papel clave en la patogénesis
de la enfermedad de Chagas mediante el aumento de parasitismo tisular y la induccion de
respuestas inflamatorias fuertes (Trocoli Torrecilhas et al. 2009; Torrecilhas et al. 2012).

En general, nuestros datos sugieren fuertemente que la produccion de microvesiculas por
T. cruzi representa una parte integral de una via endo/ exocitica involucrada en la comunicacion
de célula a célula, donde los fragmentos derivados de ARNt y TcPIWI-tryp son al menos una de
varias moléculas implicadas. Otras proteinas y glicoconjugados también se han encontrado que
forman parte de estas microvesiculas secretadas, incluyendo miembros de la familia
gp85/transialidasas, proteasas como Cruzipaina, proteinas del citoesqueleto, proteinas de
superficie asociadas a mucina y una variedad de otras proteinas con funciones conocidas y
desconocidas (Frasch 2000; Aparicio et al. 2004; Tribulatti et al. 2005). A principios de este afio
se publico un analisis protedmico de las dos grandes fracciones de microvesiculas extracelulares
secretadas por 7. cruzi que reveld la presencia de mas de 300 proteinas que pertenecen a
diferentes vias relevantes, incluidas el trafico y fusion de membranas, interaccion huésped-
parasito, sefalizacion y metabolismo entre otras (Bayer-Santos et al. 2013).

El trabajo de Almeida IC ef al (Bayer-Santos et al. 2013) de protedmica del contenido
de microvesiculas de la cepa en la cual nos encontrdbamos trabajando, se publicé antes de
nosotros terminar nuestro propio analisis, por lo que nos propusimos entonces, en colaboracion
con el laboratorio del Dr. Wanderley de Souza en la UFRJ estudiar que ocurre en otras cepas de
T. cruzi. Es un fendomeno conocido la gran variabilidad en el espectro de diferentes cepas y tipos
de T. cruzi, lo cual como mencionamos en resultados, ha dificultado su clasificacion y
nomenclatura con el correr de los afios. Por esto, varios esfuerzos se han destinado a poder
encontrar marcadores taxonomicos de dichos parésitos. Una ultima version de un intento de
clasificacion se encuentra en (Zingales et al. 2009).

En el presente trabajo realizamos ensayos protedmicos y transcriptomicos de pequefios
ARNSs contenidos en microvesiculas secretadas por diferentes cepas de 7. cruzi. Pusimos especial
énfasis en intentar detectar si las diferencias que se observan entre estas cepas, principalmente en
cuanto a su capacidad de infeccion y su virulencia podrian reflejarse de alguna manera en el
contenido de microvesiculas secretadas por el estadio infectivo de las mismas. Se eligieron tres
representantes de algunos de los diferentes tipos de 7. cruzi que se reconocen actualmente: 7.
cruzi cepa Y (Tipo II), T. cruzi clone CL-Brener (TipoVI) y T. cruzi clon Dm28c (Tipo I)
(Zingales et al. 2009).

Los resultados del andlisis proteémico obtenido, a nivel de la distribucion de categorias
funcionales de las proteinas identificadas, para las microvesiculas de tripomastigotes de las
diferentes cepas de 7. cruzi, no reveld diferencias significativas entre dichas categorias entre
cepas. Estos resultados indicarian que el contenido proteico de las microvesiculas secretadas por
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las diferentes cepas de T.cruzi es muy similar, no pudiéndose explicar “a priori” las diferencias
observadas dentro de esta especie por diferencias en estos constituyentes. Esto podria estar
indicando que la secrecion de proteinas contenidas en microvesiculas y las vias en las cuales
estas participan es un fendémeno conservado evolutivamente entre las diferentes cepas. El mismo
pudo haber surgido antes de la diferenciacion de los tipos en los cuales se subdividen hoy
T.cruzi.

Al andlisis proteémico del contenido de microvesiculas le siguieron ensayos de
transcriptomica de sARNs para caracterizar las poblaciones presentes en las microvesiculas
secreteadas por las diferentes cepas. El secuenciado masivo de estas muestras reveld que las
poblaciones de ARN contenidas en dichas microvesiculas varian entre muestras. El analisis de
las poblaciones de sARNs presentes por longitud de secuencia mostrd que los perfiles entre
cepas son levemente diferentes. Para los fragmentos derivados de ARNm no se observaron
diferencias, presentando para ambas muestras un perfil similar a lo que se espera como resultado
de degradacion por ribonucleasas. Por otro lado la distribucion correspondiente a fragmentos
derivados de ARNr y ARNt si parece ser diferente entre cepas. CL-Brener presenta un perfil de
fragmentos derivados de ARNr sin picos pronunciados, lo que refleja una distribucion similar a
la de degradacion, sin embargo para los fragmentos derivados de ARNt se observo un pico de
clivado especifico en la region de ~27nts. En el caso de Y, tanto los fragmentos derivados de
ARNr como de ARNt presentan picos caracteristicos de clivados especificos. Siendo para los
fragmentos derivados de ARNr entre ~25-27nts y para los derivados de ARNt dos picos uno
correspondiente a secuencias mas cortas de ~25-27nts y otro correspondiente a secuencias mas
largas de ~33nts.

El andlisis para cada tipo de ARN reveld que la composicion de ARN de las
microvesiculas es similar entre cepas no asi la abundancia relativa de cada clase genomica de
sARNs contenidos en las mismas. Las microvesiculas de la cepa Y se integran principalmente
por fragmentos derivados de ARNr; sin embargo, para CL-Brener es casi 50% para fragmentos
de ARNm y de ARNr y para Dm28c es un panorama similar 50-50% pero en este caso para
fragmentos derivados de ARNt y ARNr. Como primera conclusion, estos andlisis se
demostraron que efectivamente el perfil de carga de sARNs presente en microvesiculas de
diferentes cepas es ligeramente diferente. Esto podria estar induciendo tanto en la poblacion de
parasitos que las recibe como en su huésped diferentes sefales que podrian o no responder a
diferentes fenotipos observados para estas cepas. Mas estudios deben realizarse para poder
verificar estas hipdtesis, nuestros resultados hasta ahora son solamente descriptivos y servirian
para la caracterizacion del secretoma diferencial entre cepas de 7. cruzi, lo cual hasta ahora no ha
sido estudiado.

Como conclusion final de estos ensayos, se podria afirmar que a nivel del contenido de
microvesiculas secretadas por diferentes cepas de 7. cruzi, se observan diferencias en el
contenido génico de sARNs presente en las microvesiculas secretadas pero no asi en la carga
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proteica de las mismas. Esto podria indicar una evolucion mas tardia con especializacion
diferente de las vias mediadas por SARNs secretadas para diferentes cepas de 7. cruzi debido tal
vez a las diferentes presiones ambientales que sufren estos parasitos.

Como hemos mencionado anteriormente en esta tesis, actualmente se acepta que los
exosomas y microvesiculas mayores (ectosomas) sirven como medio de entrega de informacion
genética y proteinas entre células y que juegan un papel fundamental en la comunicacion de
célula a célula (Cocucci et al. 2009; Camussi et al. 2010). En un elegante estudio, Valadi et al.
(Valadi et al. 2007) reportaron que los exosomas de diferentes células de mamifero llevan al
menos 1.300 ARNm y mas de 120 miARNs conocidos y otros sARNs no caracterizados.
Curiosamente, estos ARNm exosomales y miARNs son completamente funcional en las células
receptoras. Como hemos mencionado en nuestro trabajo, mediante el uso de ribo-sondas
sintéticas derivadas de ARNt de Glu y Asp como moléculas trazadoras marcadas hemos podido
demostrar que tanto los fragmentos derivados de ARNt como TcPIWI-tryp son transferidos
contenidos en microvesiculas de manera eficiente entre parasitos. Hemos hallado evidencias
experimentales que sugieren fuertemente que las microvesiculas facilitan o promueven la
metaciclogénesis. Estos resultados sugieren que estas microvesiculas y su carga representan una
via de comunicacion intercelular de entrega de '"mensajes moleculares" para otras células
destinadas a inducir respuestas coordinadas para hacer frente a las condiciones ambientales
adversas y asegurando asi la supervivencia del parasito a través de la aparicion de las formas
infectivas.

De acuerdo con esta idea, se reportd recientemente que en las células tanto fagociticas
como no fagociticas, el proceso de entrada de 7. cruzi en la célula huésped es drasticamente
disminuida cuando las células anfitrionas son tratadas con Dynasore, un potente inhibidor de la
endocitosis Dinamina-dependiente a nivel de membrana plasmatica (Barrias et al. 2010) y cuya
actividad se describid en la seccion de resultados. En nuestro trabajo probamos el efecto de la
droga Dynasore en la secrecidon/endocitosis de microvesiculas de 7. cruzi midiendo la
produccion de microvesiculas de los pardsitos sometidos a dicha droga por un lado, y por el otro,
observando y contabilizando las formas metaciclicas que aparecen en el medio luego de los
tratamientos. Nuestros resultados demostraron que en un rango de concentracion menor a 25uM
Dynasore actiia en 7. cruzi disminuyendo la produccién de microvesiculas por los parasitos por
un lado, y por el otro en esa misma ventana de concentraciones de droga también se observaron
menos formas metaciclicas en el cultivo. A concentraciones mayores de droga los efectos no son
tan claros, esto podria deberse a que se esta disparando algiin otro mecanismo de respuesta a
estrés que interfiere con lo que queremos cuantificar. De cualquier forma, estos resultados
preliminares nos permiten discutir en primera instancia que Dinamina y Clatrina podrian ser dos
elementos involucrados en la secrecion y endocitosis de este tipo de microvesiculas estudiadas
en 7. cruzi, y que efectivamente la disminucion de la produccion de estas microvesiculas afecta
la metaciclogénesis (disminuyéndola) de este parasito.
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Una vez detectado un cambio fenotipico (aumento de metaciclogenesis) causado por las
microvesiculas al ser engullidas por otros parasitos, nos propusimos poder determinar si existian
algunos genes candidatos responsables para este cambio. Para ello elegimos estudiar dos genes
con los que trabajaban laboratorios con los cuales colaboramos, TcSofl y TcGalNac2. Como
mencionamos en resultados, TcSofl, es una proteina asociada al proteosoma, la cual se ha
descrito se encuentra regulada a nivel traduccional durante el ciclo de vida de 7. cruzi, y
disminuye su expresion durante la metaciclogenesis, pero el mecanismo de control de su
expresion no ha sido completamente dilucidado (Nardelli et al. 2007). Por otro lado,
TcGalNac2, es una glicosil transferasa responsable de la formacion del caliz de glicanos que
cubre la superficie de 7. cruzi; la misma se encuentra expresada diferencialmente a lo largo del
ciclo de vida del parasito, y su sobre-expresion aumenta la infectividad de 7. cruzi (Chiribao et
al. 2012). El anélisis bioinformatico para la prediccion de sitios semilla de apareamiento de
nuestras mitades de ARNt** y el ARNm de cada uno de los genes estudiados reveld que ambos
genes analizados presentaban regiones semillas para nuestros SARNs. Estos resultados indicarian
que a nivel de secuencia es probable que estos genes sean blancos para nuestros SARNS.

Estos resultados intentaron ser validados in vitro posteriormente mediante ensayos
western blot para la deteccion de TcSofl y TcGalNac 2 en los extractos de parasitos wild type,
sobre-expresantes y knock down para mitades de ARNt™P. La deteccion de estas proteinas en las
diferentes muestras fue complicada, y no pudimos concluir fielmente sobre estos resultados. A
primera vista los mejores resultados podrian indicar que los dos genes estudiados aumentaron su
expresion en las parésitos donde las mitades de ARNt*P se encontraban inhibidas por la sonda
antisentido. Estos ensayos deben seguir siendo puestos a punto con el fin de poder concluir mas
claramente sobre esta hipotesis. Pero seria una de las primeras demostraciones experimentales de
sARNSs no candnicos regulando genes de interés para el ciclo de vida de estos parasitos. Como
primera experiencia pretendemos sustituir los ensayos de western blot (que no fueron
concluyentes) por ensayos con vectores portadores de estos sitios blancos y genes reporteros, por
ejemplo mediante el sistema luciferasa, que indicarian in vitro si efectivamente la semilla elegida
es blanco de nuestros sSARNs.

La idea de que la transferencia de la carga de las microvesiculas de 7. cruzi a células de
mamiferos estaria involucrada en la susceptibilidad a la infeccion podria revelar vias novedosas
que colaboren en dilucidar los mecanismos moleculares implicados en la infeccion por 7. cruzi
en las células huésped. Sorprendentemente, mediante el uso de transwells, en un ensayo similar
al realizado para parasito-parasito, con ribo-sondas sintéticas marcadas derivadas de ARNt de
Glu y Asp como moléculas trazadoras, hemos podido demostrar que tanto los fragmentos
derivados de ARNt como TcPIWI-tryp son transferidos contenidos en microvesiculas de manera
eficiente a células Vero y HeLa susceptibles a la infeccion por 7. cruzi. De acuerdo con esta idea,
un reciente trabajo de Torrecillhas ef al. (Torrecilhas et al. 2012) muestra que las microvesiculas
de T. cruzi son engullidas por células de mamiferos susceptibles en ausencia de pardsitos
viables, similar a lo mostrado en nuestros resultados. Sin embargo, las estructuras o biomoléculas
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(por ejemplo, membranas, lipidos, proteinas y acidos nucleicos que no sean pequefios ARNt) que
participan en estos procesos aun no han sido completamente dilucidadas. De hecho, los Gltimos
resultados publicados por Torrecillhas er al. (Torrecilhas et al. 2012) revelaron que
tripomastigotes de 7. cruzi son capaces de invadir cinco veces mas a sus células susceptibles
cuando las células se pre-incubaron con microvesiculas purificadas de parasitos. Esto sugiere que
las microvesiculas secretadas por 7. cruzi y su carga podrian actuar como factores de virulencia
promoviendo por un lado la metaciclogénesis, mejorando la susceptibilidad de las células
huésped o ambos. Sin embargo, estas hipotesis atin no se han sido validadas.

Con el objetivo de poder determinar si la incorporacién del contenido de las
microvesiculas secretadas por 7. cruzi en sus células huésped tenia alguna consecuencia,
realizamos ensayos de microarreglos para identificar si habia cambios a nivel transcriptomico
luego de la incorporacién de esta carga. Para comenzar, una serie de ensayos se llevo a cabo con
el fin de determinar las condiciones Optimas para estudiar la interaccion entre microvesiculas de
T. cruzi y células HelLa. Nuestros resultados mostraron claramente que la carga de las
microvesiculas es incorporada por células HelLa en tan solo 30 minutos con un patron
citoplasmatico difuso que adopta una disposicion granular luego de transcurridas de 2 horas. El
analisis cinético basado en microarreglos que se realizo reveld que las células HeLa responden a
la incorporacion de microvesiculas de 7. cruzi con cambios significativos en los patrones de
expresion de sus genes y que dichos cambios duran por lo menos 72 horas.

Se encontrd que la incorporacion de las microvesiculas secretadas por 7. cruzi producen
en células HeLLa un cambio de un total de 743 genes Unicos expresados diferencialmente con un
nivel de cambio en su expresion > 3 y un nivel de significacion de < 0,05. Se observo que esta
interaccion provoca una respuesta que es mas marcada a las 6 horas después del tratamiento,
manteniéndose después de 24 horas y decayendo hacia las 72 horas, donde la mayoria de los
ARNm celulares modificados volvieron a los niveles basales. Los resultados obtenidos parecen
indicar que las microvesiculas secretadas por 7. cruzi son capaces de desencadenar un cambio
importante en el perfil de expresion génica del huésped.

Recientemente, la captacion de microvesiculas producidas por otros parasitos se ha
encontrado es capaz de activar las transiciones del ciclo de vida y de participar en la promocion
de la susceptibilidad a la infeccion de las células huésped (Deolindo et al. 2013; Inal et al. 2013).
En restimen, las pruebas reunidas hasta ahora parecen indicar que 7. cruzi secreta microvesiculas
que pueden "preparar" a sus células huésped para la invasion, ya sea a través de la interaccion
con la superficie celular o mediante su internalizacion. Teniendo en cuenta que la interaccion
entre las microvesiculas y las células huésped se llevaria a cabo con anterioridad a la interaccion
directa con los propios parasitos, es posible que los cambios que provocan se lleven a cabo con
bastante rapidez. Ademas, si el papel de las microvesiculas es el de facilitar la entrada del
parasito en la célula, puede que no sea necesario que el efecto de las mismas se sostenga en el
tiempo, ya que una vez que la infeccion se ha logrado, los propios parasitos representarian
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estimulos suficiente para continuar con la proceso de infeccion. En nuestros ensayos los parasitos
estan ausentes a lo largo de todo el experimento, lo que permite la observacion del decaimiento
de la respuesta en el tiempo.

Observamos que las microvesiculas son capaces de inducir una respuesta preparatoria
amplia modificando el citoesqueleto de la célula huésped, la matriz extracelular y las vias de
respuesta inmune. A continuacién describiremos algunas de las vias que encontramos
modificadas que nos resultaron de interés. Destacamos el caso de la via de sefializacion Rho
GTPasa afectada tanto a las 6 como a las 24 horas después del tratamiento. Los genes que
pertenecen a esta via fueron modificados de una manera que mantendria esta via de sefializacion
inactiva. Esta familia de proteinas coordina y regula los aspectos relacionados con la morfologia
celular y la motilidad, a través de reorganizaciones del citoesqueleto. Cuando esté activa, esta via
induce la polimerizacion de actina (Jaffe and Hall 2005). La reorganizacion del citoesqueleto ha
sido reconocida como uno de los principales procesos que tienen lugar durante la entrada del
parésito, con la de-polimerizacion de actina como facilitador de dicha entrada (Epting et al.
2010). Futuros experimentos en células tratadas con microvesiculas son necesarios para evaluar
si la de-polimerizacion tiene lugar realmente en los puntos temporales evaluados aqui.

Las metaloproteinasas de matriz (MPM) son responsables de la remodelacion de la matriz
extracelular (MEC). En nuestro analisis se encontrdé que las MPMs se alteren 24 horas después
del tratamiento con microvesiculas. Sorprendentemente, una MPM y 2 inhibidores de MPM
(TIMP) resultaron ser sobre-expresados luego del tratamiento. El parasito secreta proteasas
capaces de degradar el MEC y por lo tanto favorecer el proceso de invasion (Maeda et al. 2012).
Parece posible que las microvesiculas estimulen la expresion de MPMs con el fin de facilitar la
degradacion de la MEC antes de que los parasitos lleguen y completen el proceso con sus propias
proteasas y por lo tanto favorecer el proceso de invasion. La co-expresion de TIMP puede
representar la respuesta de las células a un aumento inesperado de las MPMs correspondientes.

A pesar del hecho de que las microvesiculas de 7. cruzi parecen favorecer el
establecimiento de un ambiente celular favorable a la infeccion mediante cambios en la
expresion génica del huésped, las células no permanecen insensible y pueden contrarrestar estos
cambios. En este sentido, se encontro que la via de sefializacion del receptor NOD pasa a ser
activado a las 6 y 24 horas después del tratamiento. A su vez, los ARNm implicados en la
transduccion de senales (IL-6, IL-18, CCL2, CXCL2) resultaron estar sobre-expresados luego
del tratamiento. Parece probable que las células sean capaces de percibir la presencia de
moléculas extraias dentro del citoplasma y responder a estas sefiales mediante la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias e interleuquinas. Estrechamente relacionado con NOD se encuentra
la via de sefalizacion de la IL-1, que fue encontrada alterada a las 24 horas después de la
incubacidn con microvesiculas.

Manque y colaboradores (Manque et al. 2011) demostraron mediante andlisis de
microarreglos que el perfil de expresion de cardiomiocitos murinos se ve muy afectado durante
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las primeras etapas de la invasion y de infeccion por tripomastigotes de 7. cruzi. Similar a lo que
nosotros reportamos para lo sucedido con la incubacioén con las microvesiculas, la remodelacion
del citoesqueleto y de la MEC fueron algunos de los procesos que los autores encuentran mas
sensibles al efecto de la invasion por el parasito, asi como la expresion de citoquinas pro-
inflamatorias y otros genes implicados en la respuesta inmune.

A continuacién nos propusimos determinar cudnto del cambio observado con la
incubacion de las microvesiculas enteras es debido solamente a la carga de alguno de los
fragmentos derivados de ARNt mas representados en las microvesiculas. Para ello usamos dos
ARNt, mitades derivadas de Thr y de Leu, los cuales representan mas del 60% de la carga de
sARNs de las microvesiculas de 7. cruzi (como mencionamos anteriormente como resultado del
secuenciado masivo del contenido de las microvesiculas). Con el fin de evaluar su potencial
efecto en las células huésped, se transfectaron células HeLLa con sondas sintéticas fluorescentes
para mitades de ARNtThr, mitades de ARNtLeu y sus correspondientes secuencias barajadas
como controles. El andlisis de los datos reveld que 24 horas después de la transfeccion, con las
mitades del ARNtLeu se modificaron especificamente tres genes (MTERFD2, LMBRD2 y
PRELID2) con un nivel de cambio mayor a 1; siendo LMBRD2 y PRELID2 compartidos con los
genes modificados por microvesiculas enteras. Por otro lado, la sonda para mitades de ARNtThr
modifico significativamente 12 genes con un nivel de cambio > 2, de los cuales 5 genes (ATF3,
LNX2, PRAME, CXCL2 y DUSP6) de estos 12 genes también fueron modificados por las
microvesiculas enteras. Decidimos centrar nuestro andlisis en estos cinco genes ya que el nivel
en el cambio de expresion fue mayor que 2 y los mismos pueden ser relevantes en el contexto
huésped-parasito, como discutiremos a continuacion.

ATF3 es un factor de transcripcion dependiente de AMPc, cuya expresion es inducida
debido a senales de estrés tales como citoquinas, la falta de nutrientes y la infeccion bacteriana.
ATF3 es capaz tanto de activar como de reprimir la transcripcion de sus genes diana, que
participan en los mecanismos de defensa celular y en la respuesta inmune contra patdogenos
(Thompson et al. 2009; Rynes et al. 2012). LNX2 fue identificado inicialmente junto con LNX1
como proteinas de andamiaje en el refuerzo en la localizacion subcelular de proteinas no
relacionadas que interactian entre si (Rice et al. 2001). A pesar de que no hay mucha
informacion disponible con respecto a su funcion, LNX2 se ha visto que tiene actividad E3-
ubiquitin-ligasa con un papel en la regulacion de los niveles de CDS8 en la superficie de células T
(D'Agostino et al. 2011). También se la ha identificado como un oncogén en cancer colorrectal,
participando en las vias de senalizacion Notch y Wnt (Camps et al. 2013). Por su lado, PRAME
es un antigeno reconocido por células T citotdxicas, que se encuentra practicamente ausente en
las células normales, pero que esta altamente expresado en tumores malignos. Se ha reportado
que el mismo puede actuar como un represor de la via de sefalizacion del acido retinoico, cuyos
genes efectores regulan la diferenciacion celular, detencion del ciclo celular y apoptosis.
Ademas, contiene repeticiones ricas en leucina similares a las encontradas en Line y NOD como
receptores, por lo que se especula que podria estar involucrado de alguna manera en la respuesta
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inmune (Wadelin et al. 2010). CXCL2 es un miembro de la familia de las citoquinas C-X-C,
reconocido como mediador clave de los procesos inflamatorios (da Silva et al. 2012) . Por tltimo
, DUSP6 es una fosfatasa de especificidad dual , que pertenece al grupo MAPK , con
especificidad para las quinasas reguladas por sefiales extracelulares, cuya actividad inhibe
procesos en relacion a la adhesion , el crecimiento , la proliferacion , la regulacion del
citoesqueleto y la supervivencia (Caunt and Keyse 2013).

El andlisis bioinformatico de supuestos sitios "semillas" o secuencias de union
complementarias para los fragmentos derivados del ARNt™ estudiados de 7. cruzi en cinco de
los genes modificados en HeLa revel6d que los dichos genes (ATF3 , LNX2 , PRAME , CXCL2
y DUSP6 ) tienen posibles sitios de union para la sonda utilizada en nuestros experimentos. Esto
podria implicar que estos genes son blancos directos de estos SARNs. El modo de accion de estos
sARNs no esta completamente dilucidado, a pesar de ciertas evidencias que indican que regulan
la expresion génica a través de la inhibicion del inicio de la traduccion y posiblemente dirigen la
degradacion especifica de los ARNm a través de mecanismos que aun no han sido revelados
(Yamasaki et al. 2009; Ivanov et al. 2011). Sin embargo, los resultados obtenidos aqui no
muestran una participacion en la regulacion a la baja de las mitades de ARNt. Por el contrario,
los genes que se han encontrado modificados fueron en su mayoria sobre-expresados con la
incorporacion de la sonda usada. Es posible que la sobre-expresion sea un efecto aguas abajo de
otros blancos modificados, a pesar de los posibles sitios de unién que fueron encontrados por
prediccion bioinformatica. Alternativamente, la union de estos SARNs con su ARNm diana
podria inducir una sobre-expresion, como se ha reportado en algunos miARNs en condiciones
celulares particulares (Vasudevan 2012). Como en el caso de los genes modificados en el
parasito, otros estudios con genes reporteros y sitios de union para estos SARNs en sus
promotores deben llevarse a cabo para validar esta hipotesis.

Como hemos mencionado, podemos especular que las microvesiculas secretadas por 7.
cruzi podrian tener un papel en la promocion o el favorecimiento de la infeccion de células de
mamiferos por el parasito. En efecto, la electroporacion del contenido de microvesiculas de T.
cruzi en células K562 no susceptibles a la infeccion por 7. cruzi, las transform6 en susceptibles
a la infeccion por el parasito. Sin embargo, los parasitos internalizados por las células K562 no
parecieron poder completar su ciclo de vida debido a la ruptura prematura de la membrana
plasmatica con la posterior liberacion de formas redondeadas que se asemejan a formas
amastigotes. Las formas amastigotes han demostrado ser relevantes en el ciclo infectivo de este
parasito. A este respecto, se sabe que los amastigotes extracelulares son infecciosos lo que
indican que se podria iniciar con estos un sub-ciclo alternativo dentro del ciclo de vida del
parasito en células de mamifero (Ley et al. 1988).

Un esquema que resume los resultados mostrados en la presente tesis y los posibles
fenomenos involucrados con nuestros hallazgos se muestra en la Figura 41. Resumiendo, los
epimastigotes de 7. cruzi producen fragmentos de ARNt citoplasmaticamente que liberan al
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medio extracelular a través de microvesiculas. Cuando se los somete a estrés nutricional, por
ejemplo en el intestino del insecto vector, los mismos comienzan su transformacioén y también
liberan més microvesiculas al medio las cuales: por un lado, estimularian la formacién de mas
formas metaciclicas, por otro, en su célula huésped, favorecerian una infeccion productiva y
aumentarian la susceptibilidad de las mismas.

1 Epimastigotes Induccién de
I . ® ’ Metaciclogenesis

[ ]
o l Lélulas susceptibles

. Microvesiculas g ° (Hela) Infeccién
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Figura 41: Esquema que resume los resultados presentados en esta tesis y las hipotesis que
se generaron. En el texto se encuentra una explicacion detallada.

Ademas, la transferencia de proteinas y material genético de protistas a células de
mamifero es un campo emergente que nos podria conducir a replantearnos algunos conceptos de
biologia en general. Nuestros resultados ofrecen nuevas piezas pertinentes de evidencia sobre el
papel de las microvesiculas secretadas en la biologia del parésito, especialmente en las
transiciones del ciclo de vida, la infectividad y la comunicacion célula a célula, lo que sin duda
puede contribuir a obtener una vision mas detallada de los mecanismos moleculares implicados
en la interaccion huésped -parasito.

Para terminar nos gustaria destacar que uno de los temas mads intrigantes que
encontramos, es la relevancia biologica de estos fragmentos derivados de ARNts. El proceso de
clivaje de ARNts parece encontrarse conservado tanto en procariotas como en eucariotas,
frecuentemente se lo ha encontrado asociado a estrés nutricional, bioldgico o fisicoquimico,
como hemos mencionado. Los fragmentos de ARNts descritos aqui parecen tener un rol mas alla
del lugar donde se originan, migrando contenidos en microvesiculas a otros pardsitos y a sus
células huésped. A su vez, estas moléculas parecen ser funcionales y tener consecuencias
fenotipicas a través de la produccion de cambios a nivel de la expresion génica de sus células
receptoras.
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4.1 Impacto esperado de los resultados y perspectivas.

Colaborar con la descripcion de nuevas vias de regulacion de la expresion génica, no bien
entendidas al momento actual, seria de gran impacto en biologia basica. Asi mismo, esto podria
ayudar a resolver problemas aun no resueltos de la biologia de estos parasitos, desde nuevos
elementos para su clasificacion taxondémica hasta la generacion de nuevas estrategias de
tratamiento para enfermedades parasitarias que afectan al ser humano.

Como perspectivas principales al momento de presentar este trabajo se intentara
concentrar nuestros estudios en ensayos del tipo de gendmica funcional con los objetivos de
profundizar en caracterizar los mecanismos que subyacen la biologia de estos fragmentos de
ARNt. Enfocandonos principalmente en la caracterizacion y descripcion de sus blancos tanto a
nivel del parasito como de su célula huésped.

Por otro lado con lo que respecta al mundo de las microvesiculas, se abre todo un campo
de estudio que puede permitir el desarrollo de diferentes herramientas para la biologia de
enfermedades parasitarias, desde un mejorado diagnostico hasta posibles tratamientos. Estas
aplicaciones ya tienen su contraparte por ejemplo en modelos de cancer.

""Lo importante es no dejar de hacerse preguntas."”

A.Einstein.
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Abreviaturas.

ARNnc: ARN no codificante.

ARNTr: ARN ribosomal.

ARNt: ARN transferencia.

ARNm: ARN mensajero.

snARN: ARN pequefio nuclear.

snoARN: ARN pequefio nucleolar.

miARNs: micro ARNs

sARNs: ARNs reguladores no codificantes pequefios.
siARNs: pequefios ARNs de interferencia.
miARNs: micro ARNs.

piARNs: ARN pequefios asociados a proteinas Piwi.
ARNdc: ARN doble cadena.

ARNsc: ARN simple cadena

tRFs: Fragmentos derivados de ARNt.

MVBs: Cuerpos multivesiculares.

ARNes/esARNs: ARN extracelular secretado.

LIT: Liver Infusion Tryptose.

SBF: Suero Bovino Fetal.

ADNCc: ADN copia.

GA: Glutaraldehido.
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