
UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA 
 

PROGRAMA DE DESARROLLO DE LAS CIENCIAS BASICAS 
 

AREA BIOLOGIA 
 

Tesis presentada para acceder a la 
Maestría en Ciencias Biológicas 

Opción Biología Celular y Molecular 

 

Estandarización de la interferencia de ARN en 
Fasciola hepatica. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Nicolás Dell’Oca Runco 
Departamento de Genética, Facultad de Medicina, 

Universidad de la Republica, UDELAR. 
 

 

 
Orientadores:    Tribunal: 
Dr. Jose F. Tort    Dr. Gustavo Salinas 

Dr. Jose Gabriel Rinaldi  Dra. Adriana Parodi Tálice  
Dr. Uriel Koziol 



I  

 

 

  



II  

 

Agradecimientos 

 
A mi FAMILIA, que siempre me apoyo, gracias por estar, siempre. Los quiero 

mucho. 

 

A Pepe por transmitirme su gusto por lo que hace, son muchos los años compartidos, 

de trabajo, de charlas, de consejos…. gracias por todo 

 

A Gabriel por su dedicación en este trabajo… 

 

A todos los compañeros del Departamento de Genética (a los que están y los que 

siguieron otros caminos) Carlitos, Pablo S, Julio, Ile, Lucia, Rafa, los Santi’s, Victor, 

Naty Pi, Leda, Caro, Bernardo, Monica, Checha, Martin C, Pablo L, Ramiro, Xime, 

Amalia, Fer, Faride, Ale, Rosario, Alicia, Jorge, Seba Gabriela. Siempre uno de 

ustedes me dio una mano. 

 

A la subdivisión camping y pesca del departamento de genética, esos momentos de 

desenchufe fueron imprescindibles para seguir adelante. 

 

A la barra de bioquímica 

 

A la Naranja, el futbol en su mayor expresión, el espíritu de búsqueda inalcanzable de 

la gloria. Ya la alcanzamos… 

 

A Alfonso Cayota y Rosa por recibirme con mucha amabilidad y simpatía. 

 

Al Centro de Biotecnología da UFRGS, Arnaldo Zaha y Martin Cancela. 

 

A Paul Brindley, Department of Microbiology, Immunology and Tropical Medicine, 

thank you Paul. 

 

Al la Comisión de Maestrías, Verónica Fernández y Mari Ana Duhagon. 

 

Al tribunal por su tiempo. 

 

A Vale, llegaste cuando menos lo esperaba, y me encantó… 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III  

 

Abreviaturas 

 
ADN   ácido desoxirribonucleico 

Ago   Argonauta 

ARNm   ARN mensajero 

ARN   ácido ribonucleico 

ARNi   interferencia de ARN  

ARNdc  ARN de doble cadena 

DAPI   6-diamino-2-fenilindol  

LUC   luciferasa de luciérnaga 

cm/s   centímetros segundos 

FDA    diacetato de carboxi-fluoresceina  

GFP    proteína verde fluorescente 

FhLAP   leucinaminopeptidasa de F. hepática 

IP    Ioduro de  

JRD   Juvenil Recientemente Desenquistado 

miRNA  microRNA 

l   microlitros 

m   micrómetros 

ng   nanogramos 

pb    pares de bases 

PCR   Reacción  en cadena de la polimerasa 

piRNA   “piwi-interacting RNA” 

RdRPs   ARN polimerasas ARN dependientes 

RISC   “RNA-induced silencig complex” 

siRNA   “short-interfering RNA” 

3’UTR   Región 3’ no traducida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV  

 

Contenido 
RESUMEN .............................................................................................................. 1 

INTRODUCCION ................................................................................................... 3 
1 Los helmintos como problema sanitario .......................................................... 3 

1.1 Nuestro modelo: Fasciola hepatica ........................................................... 3 
1.2 Los helmintos en la era post-genómica. .................................................... 6 

2 Silenciamiento génico mediado por ARNs pequeños...................................... 7 

2.1 Mecanismo de acción ................................................................................ 8 
2.1.1 Vía miRNA ........................................................................................ 9 
2.1.2 Vía siRNA........................................................................................ 10 

2.1.2.1 Amplificación de la respuesta iRNA (transitive ARNi). ............... 11 

2.1.2.2 Propagación de la señal de interferencia ARNi sistémico y ARNi 

ambiental. ..................................................................................................... 12 

2.1.3 piRNAs ............................................................................................ 14 
2.1.3.1 Clusters de piRNA y biogénesis de piRNAs primarios. ................ 14 

2.1.3.2 Producción de piRNAs secundarios, “Ping-pong”, silenciamiento 

post transcripcional de transposones............................................................ 15 

2.1.3.3 Bloqueo transcripcional de transposones nacientes (TGS). ........... 16 

2.1.3.4 piRNAs en helmintos. .................................................................... 17 

3 ARN pequeños en platelmintos parásitos ...................................................... 17 

3.1 miRNAs .................................................................................................. 17 

3.2 Interferencia de ARN .............................................................................. 20 

4 Experimentos de ARNi en trematodos. ......................................................... 21 
4.1 Selección del parasito y estadios a analizar ............................................ 21 
4.2 Genes blanco a estudiar. .......................................................................... 23 

4.3 El diseño experimental ............................................................................ 24 
4.3.1 Suministro de moléculas interferentes (delivery) ............................ 24 

4.3.2 Moléculas usadas y concentraciones. Efectos inespecíficos. .......... 27 
4.3.3 Controles .......................................................................................... 28 

4.4 Análisis del silenciamiento. .................................................................... 31 
4.4.1 Eficiencia de transfección. ............................................................... 31 

4.4.1.1 Cuantificar sobrevida ..................................................................... 31 

4.4.1.2 Cuantificación de la incorporación de moléculas interferentes ..... 32 

4.4.2 Determinación de efectos del silenciamiento .................................. 33 

4.4.2.1 Detección de fenotipos ................................................................... 33 

4.4.2.2 Reducción da la expresión del gen blanco y de su proteína ........... 33 

4.4.2.3 Detección de efectos inespecíficos (“off-targeting”). .................... 33 

4.4.2.4 Ensayos biológicos y funcionales. ................................................. 34 

HIPOTESIS ........................................................................................................... 35 
OBJETIVOS .......................................................................................................... 35 

Objetivo general ................................................................................................. 35 
Objetivos Específicos ........................................................................................ 35 

MATERIALES Y METODOS ............................................................................. 36 

1. Obtención de Parásitos. ........................................................................... 36 
2. Síntesis de moléculas interferentes. ........................................................ 36 

3. Suministro (“delivery”) de moléculas interferentes en juveniles. ........... 37 



V  

 

4. Determinación de sobrevida de parásitos con colorantes vitales. ........... 38 
5. Detección de la incorporación de Cy3-siRNA mediante microscopia 

confocal .............................................................................................................. 38 
6. Análisis de la expresión génica. .............................................................. 39 

7. Ensayos de actividad enzimática. ............................................................ 39 
8. Ensayos de interferencia en adultos ........................................................ 40 
9. Clonado y secuenciado de ARNs pequeños (smRNA) a parir de JRD. .. 40 
10. Clonado y secuenciado de genes de la vía si/miRNA ............................. 41 

RESULTADOS ..................................................................................................... 42 

1. Evaluación de la sobrevida de parásitos sometidos a procedimientos de 

transfección de moléculas interferentes. ................................................................ 42 
2. Estrategias para optimizar la ARNi en JRDs. ................................................ 43 

3. Interferencia de ARN en juveniles de Fasciola hepatica ............................... 45 
4. Ensayos preliminares de interferencia en Adultos ......................................... 54 
5. Clonado y secuenciado de miRNA. ............................................................... 56 
6. Clonado y secuenciado de genes de la vía si/miRNA. ................................... 57 

DISCUSION .......................................................................................................... 63 
Estandarización de la ARNi en JRD. ..................................................................... 64 
Interferencia de ARN en adultos. .......................................................................... 67 
ARNs pequeños en F. hepatica ............................................................................. 68 

Identificación de genes de la vía si/miRNA. ......................................................... 68 
BIBLIOGRAFIA ................................................................................................... 71 
APENDICE 1 ......................................................................................................... 87 

APENDICE 2 ......................................................................................................... 89 

 

 

 



1  

 

RESUMEN 
 

Las helmintiasis constituyen un grave problema sanitario a escala mundial tanto en la 

salud humana como animal. El control de estas enfermedades descansa en el uso de 

un número limitado de drogas, aunque en los últimos años se han reportado 

numerosos casos de resistencia parasitaria a estas drogas, por lo que es imperioso 

desarrollar herramientas diagnosticas más efectivas y estrategias terapéuticas 

alternativas para controlar estas enfermedades. El advenimiento de las nuevas 

tecnologías de secuenciación masiva permitió conocer genomas y transcriptomas de 

varios de estos parásitos, aportando al conocimiento de aspectos relevantes de la 

biología parasitaria. Sin embargo buena parte de las secuencias génicas identificadas 

son aun de función desconocida, por lo que se hace necesario desarrollar herramientas 

de genómica funcional que permitan develar su papel en la biología del parásito.  

 

La interferencia de ARN (ARNi), es esencialmente la única herramienta de genética 

reversa disponible para el análisis de la función génica en helmintos parásitos, pero 

dada la heterogeneidad de éstos, la transferencia de la tecnología no es sencilla, y 

requiere estandarizar la técnica en cada modelo parasitario para aprovechar al 

máximo esta herramienta. 

 

En el presente trabajo decidimos evaluar las vías de silenciamiento génico en el 

trematodo Fasciola hepatica, agente causal de la fasciolasis, una enfermedad 

prevalente en el ganado domestico de nuestro país. Focalizamos en (1) explorar la vía 

de silenciamiento exógena estandarizando la ARNi en juveniles como método de 

rutina para el estudio de la función génica, (2) investigar los actores relevantes de 

la(s) vía(s) de silenciamiento endógeno identificando, clonando y secuenciando 

pequeños RNA reguladores y genes participantes de estas vías.  

 

Tomando como blanco el gen de copia única de la Leucin Aminopeptidasa (FhLAP), 

analizamos diversos métodos de suministro y demostramos que el más efectivo fue el 

“electro-soaking” consistente en la electroporación de los parásitos y subsecuente 

incubación con la molécula interferente. Ajustamos las dosis de ARN doble cadena 

(ARNdc) utilizadas en los ensayos, logrando knock-down de FhLAP con tan solo 2,5 

ng/l de ARNdc. Con siARNs y ARNdc fluorescentes seguimos su incorporación y 

localización. Comparamos la efectividad del silenciamiento mediado por ARNdc y 

por moléculas interferentes de menor tamaño (siRNA), y observamos que si bien son 

igualmente efectivas a tiempos cortos, es más persistente el efecto cuando se usa 

ARNdc llegando a 21 días post-tratamiento. 

 

Intentamos adaptar la experiencia adquirida en Juveniles recientemente 

desenquistados (JRD) para suprimir la expresión del gen FhLAP en el estadio adulto. 

En un ensayo preliminar al incubar adultos con 20 ng/l ARNdc FhLAP se logró 

reducir la expresión de este gen de manera significativa en uno de los parásitos 

tratados, observándose además alteraciones en la morfología de huevos producidos 

por los parásitos tratados, y disminución de la expresión de FhLAP en huevos. Estos 

datos son preliminares pero promisorios ya que indican que es posible suprimir la 

expresión génica mediante la ARNi en adultos de F hepatica.  
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Iniciamos la secuenciación e identificación de la población de ARNs pequeños 

producidos por el parásito abriendo el camino al estudio de los miRNA parasitarios 

que continúa en nuestro laboratorio. Por otro lado iniciamos la búsqueda de genes 

involucrados en vías de silenciamiento, identificando la presencia conservada de 

varios de ellos, y clonando cuatro actores principales de estas vías. 

 

Estos avances permitirán en un futuro utilizar de manera más eficiente esta valiosa 

herramienta de estudio de la función génica en F hepática, abriendo el camino a su 

utilización para comprender mejor la biología del parásito y eventualmente identificar 

nuevos blancos terapéuticos para la fasciolosis y otras trematodiasis en general. 
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INTRODUCCION 
 

1 Los helmintos como problema sanitario 
 

Los helmintos parásitos son animales invertebrados de importancia médica y 

veterinaria con gran impacto económico ya que infectan humanos y animales a lo 

largo de todo el mundo produciendo en conjunto una mayor morbimortalidad que 

malaria y tuberculosis. Son las infecciones más prevalentes en humanos en países en 

desarrollo con más de 2 billones de personas infectadas y más de 5 billones en riesgo 

(Peter J. Hotez et al., 2006; Chammartin et al., 2013). A su vez, las pérdidas 

económicas causadas por helmintos son muy importantes y se deben principalmente a 

disminución de la producción de leche, carne y lana, interferencias en la fertilidad y 

por los tratamientos antihelmínticos (Hotez et al., 2008; Moreau e Chauvin, 2010). 

 

Son organismos extremadamente diversos que se dividen en 2 grandes phyla: 

Nematodos (gusanos cilíndricos) y Platelmintos (gusanos planos). Estos últimos 

constituidos por  trematodos (duelas, gusanos planos no segmentados o “flukes”) y 

cestodos (tenias, gusanos planos segmentados o “tapeworms”), monogeneas 

(mayoritariamente ecto-parásitos de peces) y turbelarios (organismos de vida libre 

como planarias). 

 

A pesar de que las helmintiasis son las infecciones más frecuentes en el mundo 

contamos con un repertorio reducido de drogas para combatirlas, siendo 6 las drogas 

más utilizadas: albendazol, oxamniquina, praziquantel, ivermectina, 

diethylcarbamazina, mebendazol. En los últimos años los reportes de resistencia a 

estas drogas son cada vez más frecuentes por lo que se necesitan nuevos fármacos y 

nuevos enfoques para combatirlas (Rana e Misra-Bhattacharya, 2013) 

. 

1.1 Nuestro modelo: Fasciola hepatica 

 

La fasciolasis es una zoonosis de distribución mundial causada por trematodos del 

genero Fasciola (F.hepatica y F.gigantica) (Keiser e Utzinger, 2009; Utzinger et al., 

2012) (Ashrafi et al., 2014). F. hepatica se distribuye en todo el mundo aunque 

predomina en zonas templadas como nuestro país y F gigantica se encuentra 

principalmente en zonas tropicales.  

 

Esta enfermedad afecta principalmente al ganado doméstico con gran impacto en 

comunidades agricultoras en países en desarrollo, causando pérdidas económicas que 

alcanzan los 2 billones de dólares anuales (Spithill e Dalton, 1998). En los últimos 

años se ha registrado un incremento en el número de casos en humanos por lo que la 

OMS ha considerado a esta enfermedad una zoonosis reemergente (Ashrafi et al., 

2014) . Se estima que entre 2.4 y 17 millones de personas están infectadas y unos 90 a 

180 millones en riesgo de infección, (Control of foodborne trematode infections. 

Report of a WHO Study Group, 1995; Toledo, Bernal e Marcilla, 2011; Toledo, 
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Esteban e Fried, 2012) aunque el número de animales y humanos infectados podría 

ser mayor debido a la naturaleza asintomática de la infección, la limitada capacidad 

diagnostica y la falta de registro de esta enfermedad especialmente en países en 

desarrollo (Toet, Piedrafita e Spithill, 2014). La fasciolasis humana es un problema 

creciente en otras zonas de nuestro continente, particularmente en Perú y en el 

altiplano boliviano (Espinoza et al., 2010).  En nuestro país la prevalencia  en el 

ganado se estima que es alta, siendo en muchos casos superior al 50 % en ovinos y 

algo menor en bovinos, y reportándose algunos casos esporádicos en humanos  

(Acosta, 1991). 

 

Fasciola hepatica es un trematodo digenético, hermafrodita con un ciclo evolutivo 

complejo con fases de reproducción asexuada en moluscos del genero Lymnaea 

(huéspedes intermediarios) y fases de reproducción sexual  en vertebrados que son los 

huéspedes definitivos. En un ciclo típico se observa la secuencia de  los siguientes 

estadios de desarrollo; huevo, miracidio, esporoquiste, redia, cercaria, metacercaria, 

juvenil y adulto (Figura. 1).  

 

 
Figura 1: Ciclo de vida de Fasciola hepatica. 
 

 

Los huevos, expulsados con las materias fecales del huésped definitivo al medio 

ambiente, son de color amorronado y forma oval, operculados de unos 130 a 145 m 

de largo y 45 m de ancho. Una vez en las pasturas los huevos pueden permanecer 

viables por varios meses dependiendo de condiciones de temperatura, humedad, 

tensión de oxígeno, pero deben separarse de las materias fecales donde la tensión de 

oxigeno es menor para desarrollarse completamente a miracidio. La temperatura es 

muy importante, por debajo de los 10 °C los huevos no completan su desarrollo y por 
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encima de los 30 °C se inhibe el desarrollo. El rango de temperaturas ideal es entre 23 

a 26 °C que permite que los huevos completen su desarrollo entre 2 y 3 semanas. En 

temperaturas menores de 5 °C se detiene el desarrollo que se reinicia al incrementar 

las mismas, esto permite que los huevos sean mantenidos durante periodos de hasta 

2.5 años refrigerados entre los 2 y 10 °C (Acosta, 1991). La humedad también es 

crítica en verano la falta de agua y la menor humedad ambiente hacen que los huevos 

se resequen rápidamente (Acosta, 1991; Andrews, 1999). En condiciones adecuadas 

el huevo madura hasta miracidio fuera del huésped definitivo donde tiene oportunidad 

de encontrar el huésped intermediario. Luz y temperatura son determinantes para la 

eclosión, en ausencia de luz los miracidios no eclosionan. La luz estimula al 

miracidio a segregar enzimas que digieren sustancias que mantienen cerrado el 

opérculo (Acosta, 1994). La hipertonía y el consiguiente aumento de la presión 

osmótica dentro del huevo también favorecen la salida del miracidio (Christensen, 

1980). 

 

El miracidio mide unos 130 m es de forma piriforme, con una cutícula ciliada, con 

una papila anterior retráctil y un par de manchas oculares oscuras en el segmento 

anterior. Una vez en el agua el miracidio se mueve rápidamente hasta encontrar el 

caracol, proceso que no debe tardar más de 24 horas, tiempo máximo de vida de este 

primer estadio de vida libre. En condiciones óptimas de temperatura de 15 a 26 °C el 

miracidio es más infectivo lo que le permite encontrar rápidamente al huésped 

intermediario. La velocidad de movimiento es un predictor de la infectividad, los 

miracidios que se mueven rápido de 4 a 12 cm/s son más exitosos. Para encontrar los 

caracoles los miracidios utilizan diversos recursos. Tienen fototropismo positivo y 

geotropismo negativo que inducen al miracidio a moverse en los ambientes donde se 

encuentra el caracol  El  moco secretado por los caracoles actúa atrayendo los 

miracidios (Saladin, 1979; Christensen, 1980). 

 

Una vez que encuentra el caracol se aplica sobre su papila anterior y comienza el 

proceso de penetración perdiendo su envoltura ciliada. Dentro de cada caracol se dan 

ciclos de reproducción asexuada y multiplicación partenogenética que permiten que a 

partir de un solo miracidio se produzcan miles de cercarías. Los miracidios ingresan 

al caracol, ya sin su cubierta ciliada, convirtiéndose en esporocistos, un estadio que 

asemeja una bolsa que contiene acúmulos de células germinales indiferenciadas, las 

que dan lugar a las redias, (5 a 8 redias por esporocisto). Las redias también contienen 

masas de células indiferenciadas a partir de las que se desarrollan asexualmente redias 

hijas o cercarias (Kendall, 1949). La producción de redias hijas constituye un 

mecanismo de defensa del parásito frente a condiciones ambientales adversas (como 

puede ser altas temperaturas) para proteger futuras generaciones de cercarias. En 

condiciones óptimas las cercarias abandonan el caracol luego de 4 a 7 semanas de la 

infección, siempre que las temperaturas no sean menores a 10 °C, donde se inhibe la 

emisión de cercarias (Andrews, 1999). Después de dejar el caracol las cercarias tienen 

una corta vida libre donde nadan activamente por los movimientos de su cola, hasta 

adosarse a la superficie de plantas acuáticas. Allí pierden la cola y se enquistan, 

formando la metacercaria, la forma infectiva para el huésped definitivo. Las 

metacercarias son formas quiescentes que pueden sobrevivir periodos mayores a un 

año en temperaturas moderadas con un mínimo de humedad aunque su inefectividad 

disminuye progresivamente. 
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Normalmente las metacercarias son ingeridas por el huésped definitivo y después de 

una hora se activan en el estómago y/o duodeno por estímulos como altas 

concentraciones de anhídrido carbónico, condiciones reductoras, sales biliares y 

temperaturas de 39° C. El desenquiste ocurre en el intestino delgado del huésped 

donde emerge el Juvenil Recientemente Desenquistado (JRD). El JRD rápidamente 

atraviesa la pared intestinal y migra por cavidad peritoneal hasta encontrar el hígado, 

proceso que lleva 4 a 5 días. Las formas inmaduras penetran en el parénquima 

hepático atravesando la cápsula de Glisson y migran por este hasta ubicarse en los 

canalículos biliares luego de 7 semanas. La migración de los parásitos inmaduros a 

través del tejido hepático provoca extensa inflamación, fibrosis y hemorragia, 

mientras que los parásitos crecen y comienzan a madurar sexualmente. Después de 8 

semanas ya se encuentran huevos en la bilis que más tarde serán expulsados por las 

heces completando así el ciclo. Sin tratamiento en el huésped definitivo los adultos 

pueden sobrevivir extensos periodos de tiempo y llegan a emitir 20000 huevos por día 

(Andrews, 1999). 

 

Si bien la probabilidad de que un huevo llegue a convertirse en adulto es mínima la 

gran producción de huevos en el huésped definitivo y de cercarias en el caracol 

aseguran la permanencia en el medio ambiente y su distribución geográfica lo que 

facilita la infección por este parásito. Teniendo en cuenta el potencial biótico del 

parásito las estrategias de control deberían considerar los dos hospederos lo que es 

muy difícil de implementar, especialmente en países en vías de desarrollo por 

dificultades económicas y falta de personal capacitado (Acosta, 1991)  

 

Actualmente la estrategia de control más utilizada consiste en el uso de drogas anti-

helmínticas en el huésped definitivo. Se han empleado distintas drogas que se han 

discontinuado por falta de eficacia o por efectos adversos (Mas-Coma, 2005). Al 

momento la droga más utilizada tanto para el ganado como para humanos, es el 

triclabendazol que a diferencia de otras es efectiva tanto para formas adultas como 

juveniles, aunque no logra impedir la reinfección. Por otro lado su uso prácticamente 

exclusivo en varias partes del mundo ha llevado a la aparición de resistencia (Brennan 

et al., 2007). Otro problema con las medidas de control y el uso de drogas, es que por 

lo general no se consideran la existencia de otros huéspedes definitivos que no son de 

interés comercial como especies silvestres (ciervos, carpinchos, nutrias) y que actúan 

como reservorios dificultando así la erradicación de Fasciola (Gaudier et al., 2012). 

 

1.2 Los helmintos en la era post-genómica.  

 

El advenimiento de las nuevas tecnologías de secuenciación masiva ha facilitado el 

conocimiento de genomas y transcriptomas de varios helmintos parásitos, entre ellos 

nuestro modelo (Berriman et al., 2009; Cancela et al., 2010; Young et al., 2010). Esto 

abre las puertas para la identificación de nuevos mediadores moleculares en la 

interacción huésped parasito y el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos 

(Zarowiecki e Berriman, 2015).  

 

En esta etapa es fundamental el desarrollo de herramientas de genómica funcional 

para determinar la función y esencialidad de gran cantidad de secuencias génicas 

aportadas por estos proyectos de secuenciación masiva. Si bien se ha progresado en 

entender aspectos básicos de la biología de estos parásitos existen aún muchas 
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secuencias de función desconocida. Sin embargo en la actualidad la disponibilidad de 

herramientas genéticas que permitan dilucidar la función de estos genes es aún muy 

limitada en helmintos en general y en F. hepatica en particular (Kalinna e Brindley, 

2007; Dalzell et al., 2012; Hagen et al., 2012; Buscaglia, Kissinger e Agüero, 2015). 

 

Se han utilizado herramientas de genética directa en el nematodo Haemonchus 

contortus para identificar genes de resistencia a drogas donde se buscan asociaciones 

entre el fenotipo de resistencia y polimorfismos asociados a este en genes 

candidatos(Gilleard, 2006). Esta estrategia ha permitido identificar algunas variantes 

en pocos genes por lo que se necesitan otros encares para identificar más genes y 

otros mecanismos involucrados a la resistencia. 

 

Las herramientas de genética reversa, donde a partir de la modificación de la 

secuencia de un gen o de la perturbación de su expresión se estudia el fenotipo como 

son la mutagénesis dirigida, la transgénesis, la inactivación génica (“knock-out”), han 

sido difíciles de aplicar en helmintos. Limitaciones propias de estos organismos como 

ciclos de vida complejos, tegumentos robustos, estructuras anatómicas complejas,  

incapacidad de mantener estos parásitos en cultivo por periodos prolongados, 

inexistencia de líneas puras o cepas, y ausencia de líneas celulares estables, han 

dificultado el desarrollo de estas herramientas. 

 

Solamente en Schistosoma mansoni se han logrado algunos avances en transgénesis, 

pero esta herramienta aún no se ha extendido a otros modelos(Mann et al., 2011; 

Mourão et al., 2012; Rinaldi et al., 2012; Hagen, Scheerlinck e Gasser, 2015). La 

interferencia de ARN (del inglés “RNA interference” or ARNi), una técnica de 

genética reversa en la que se suprime a nivel post-transcripcional la expresión de un 

gen blanco mediante el uso de moléculas de ARN doble cadena es prácticamente la 

única herramienta de análisis de la función génica disponible en helmintos(Mourão et 

al., 2012). 

 

 

2 Silenciamiento génico mediado por ARNs pequeños. 
 

El descubrimiento de las vías de silenciamiento génico mediado por ARNs pequeños 

transformó la forma en que entendemos la regulación de la expresión génica. Estas 

vías regulan post transcripcionalmente la expresión génica y son claves en procesos 

como la diferenciación celular, desarrollo e integridad del genoma (Moazed, 2009; 

Morris e Mattick, 2014).  

 

Los principales mediadores del silenciamiento en estas vías son ARNs pequeños de 

20-30 nucleótidos de los cuales los más conocidos son microRNA (miRNA), ARNs 

pequeños de interferencia (siRNA) y ARNs de unión a proteínas Piwi (piRNAs). 

Otros ARN pequeños se han ido identificando como reguladores de la expresión 

génica. Algunos ejemplos son ARNs pequeños derivados de tRNA (tsRNA), trans-

acting siRNA (ta-siRNA), heterochromatic small interfering RNA (hc-siRNA), 

natural antisense short interfering RNA (nat-siRNA) y DNA damage-induced small 

RNA (qiRNA), pero aún se sabe muy poco de estos sistemas de regulación génica 

(Choudhuri, 2009; Haussecker et al., 2010; Bologna e Voinnet, 2014).  
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Las vías de regulación mediadas por ARNs pequeños han sido estudiadas 

originalmente en el nematodo Caenorhabditis elegans, primer organismo en que se 

describió la interferencia de ARN (ARNi) por medio de un ARN doble cadena 

exógeno (dcRNA) (Fire et al., 1991; Fire et al., 1998), y en que se identificó por 

primera vez un miRNA, lin-4 (Lee, Feinbaum e Ambros, 1993). A partir de entonces, 

rápidamente comenzaron a identificarse miembros de estas vías en organismos tan 

diversos como mamíferos (humanos)(Rivas et al., 2005), insectos (Drosophila 

melanogaster) (Okamura, Liu e Lai, 2009) y parásitos como S. mansoni (Gomes et 

al., 2009). 

 

Surgieron a partir de estos descubrimientos dos corrientes principales de 

investigación relacionadas con la regulación de la expresión génica mediada por 

ARNs pequeños: el estudio de miRNAs y su papel en la regulación génica y el 

desarrollo del ARNi como herramienta de genómica funcional. Es de destacar que, el 

mecanismo de regulación de la expresión génica en estas vías descansa en forma 

parcial sobre una maquinaria común.  

 

2.1 Mecanismo de acción 

 

El mecanismo de acción de miRNAs y siRNA es similar e involucra la formación de 

un complejo de silenciamiento llamado RISC (del inglés “RNA induced silencing 

complex”) que reconoce el mensajero blanco en su región 3’UTR y bloquea 

principalmente la traducción en la vía miRNA y lleva a la degradación del mRNA en 

la vía siRNA (Figura 2). Las enzimas centrales del complejo RISC pertenecen a una 

gran familia de proteínas llamadas Argonautas que tienen cuatro dominios principales 

N-terminal, PAZ (de unión a RNA), Mid (que une el extremo 5’ fosfato de pequeños 

RNA), y PIWI (que tiene actividad RNasa H)(Su et al., 2009; Bologna e Voinnet, 

2014). 

 

Estas proteínas están conservadas evolutivamente y pueden ser clasificadas en 3 

subgrupos AGO, PIWI y WAGO de acuerdo a similitud de secuencias y funciones. 

La subfamilia AGO que se une con ARNs pequeños generados por RNAsa III 

(Drosha y DICER), es la que se une con miRNA y siRNAs. La subfamilia de 

proteínas PIWI se une a piRNAs para cumplir sus funciones, en particular participan 

del silenciamiento de elementos transponibles del genoma. Las WAGO son 

argonautas exclusivamente identificadas en nematodos, que están separadas en un 

grupo aparte y que estarían involucradas en el silenciamiento mediado por siRNAs 

secundarios generados por RNA polimerasas dependientes de ARN (Czech e Hannon, 

2011). 

 

Una vez generados los ARNs pequeños se unen con una argonauta específica para 

llevar a cabo su función En D.melanogaster se ha demostrado que complejos 

formados por Ago 1 intervienen en la vía miRNA, y los que tienen Ago 2 en la vía 

siRNA. Es más, mutaciones en Ago 2 impiden el mecanismo ARNi pero no afectan el 

desarrollo y otras funciones importantes, mientras que mutaciones en Ago 1 son 

letales, reflejando la esencialidad de los miRNAs durante el desarrollo (Okamura, Liu 

e Lai, 2009). 
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Figura 2: Biogénesis de siRNAs y miRNAS. A Esquema de una célula eucariota, en verde el 

núcleo, en gris el citoplasma y en rosado el exterior celular. En la vía siRNA los ARNs 

generados de manera endógena o aportados desde el exterior son procesados por DICER y 

luego pasan a formar parte de un complejo RISC encargado de silenciar la expresión génica. 

En la vía miRNA una RNA polimerasa II genera  el pri-miRNA que es procesado por Drosha 

en pre-miRNA. Este abandona el núcleo por medio de exportina 5. En el citoplasma el pre-

miRNA es procesado por DICER y el miRNA maduro de una sola hebra es captado por el 

complejo RISC encargado de bloquear la traducción en la vía miRNA.RNA pol II, RNA 

polimerasa II, Psh, Enzima Pasha; Drh, enzima Drosha; Exp5, Exportina 5; Dcr, Enzima 

Dicer; Ago, enzima Argonauta. 

 

2.1.1 Vía miRNA 

 

El proceso de síntesis de miRNA comprende varios pasos e involucra diversas 

enzimas (Figura 2). La mayoría de los miRNAs se transcriben de manera regulada 

por medio de la RNA polimerasa II dependiente de ADN (RNA Pol II) que genera un 

transcripto primario pri-miRNA con estructura de horquilla que alberga el miRNA 

maduro. Muchos de estos pri-miRNA forman unidades policistronicas que contienen 

varios miRNA y son similares a transcriptos de genes codificantes ya que contienen 

caperuza 5’, cola poli A e intrones al ser procesados por RNA Pol II (Ha e Kim, 

2014).  

 

Antes de abandonar el núcleo un complejo multiproteico llamado complejo 

microprocesador (Czech e Hannon, 2011) dirigido por la RNasa III Drosha y Pasha 

procesa el transcripto primario generando una molécula de aproximadamente 70 nt de 
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largo llamada pre-miRNA. Esta molécula abandona el núcleo por medio de una 

proteína de membrana homologa a exportina 5. 

 

En el citoplasma el pre-miRNA es procesado por Dicer una RNasa III que genera el 

miRNA maduro, un ARN de doble cadena de aproximadamente 22 nt de largo que es 

captado por proteínas Argonautas para formar el complejo RISC. Solo una de las 

hebras del miRNA maduro llamada hebra guía o miRNA strand va a formar parte del 

complejo RISC. La hebra eliminada conocida como hebra pasajera o miRNA* es 

destruida durante el ensamblado del complejo gracias a la actividad catalítica de las 

enzimas AGO dada por su dominio PIWI. La selección de la hebra que permanece 

unida a Argonauta depende de la estabilidad termodinámica del extremo 5’ del 

smRNA. La hebra con menor estabilidad en 5’ es incorporada y la otra destruida 

(RISC loading) lo que se conoce Regla de Asimetría (Figura 3) (Hutvagner e Simard, 

2008; Czech e Hannon, 2011). 

 

El complejo RISC es encargado de que el miRNA reconozca su transcripto blanco.  

Por lo general solo una pequeña porción del miRNA generalmente entre las bases 2-8 

conocida como región semilla se aparea con su blanco en la región 3’UTR del 

transcripto maduro. En este caso el complejo RISC conduce a la vía al bloqueo de la 

expresión a nivel traduccional. Cuando el miRNA se une de forma completa con el 

blanco puede llevar a la degradación de este (Czech e Hannon, 2011).. 

 

2.1.2 Vía siRNA 

 

La vía siRNA puede ser activada mediante ARNdc de distintos orígenes como 

pueden ser secuencias endógenas como transposones, secuencias repetidas o 

secuencias antisentido en regiones codificantes de mensajeros lo que se conoce como 

ARNi endógeno. Moléculas de ARNs exógenas también emplean esta vía en la 

llamada interferencia de RNA (ARNi), herramienta de genética reversa que ha sido 

empleada para descifrar la función génica y para identificar posibles blancos 

terapéuticos en diversos sistemas (Hao et al., 2010).  

 

Las moléculas interferentes generadas de maneras endógenas o aportadas desde el 

exterior son procesadas por la enzima DICER en fragmentos de aproximadamente 21  

nucleótidos conocidos como siRNAs (del inglés “short interfering RNAs” o pequeños 

ARNs de interferencia). 

 

Los siRNA resultantes convergen en una vía común de procesamiento formando un 

complejo RISC encargado de unir al siRNA con un ARNm blanco llevando a la 

destrucción de este. En C.elegans forman este complejo Ago (RDE-1) y Drosha 

DRH-1 una helicasa (Fischer, 2010). Enzimas Argonautas son las encargadas de 

estabilizar el complejo y su actividad slicer les permite eliminar la hebra pasajera lo 

que es necesario para reconocer el blanco (Figura 3). 
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Figura 3: Ensamblado de Argonautas con ARNs pequeños y selección de la hebra guía. 

Los dúplex de ARNdc generados en ambas vías de silenciamiento son procesados por 

enzimas DICER. En el paso siguiente las moléculas procesadas por DICER pasan a formar 

parte del complejo RISC con Argonautas específicas. En la vía siRNA la Ago 2 se une con 

siARNs que presentan gran homología con el mRNA blanco (recuadro superior). En la vía 

miRNA en la que participa Ago1 los miRNA establecen una unión imperfecta con el mRNA 

blanco (recuadro superior). Una vez que las Argonautas se unen con el ARN pequeño su 

actividad catalítica dada por su dominio PIWI le permite eliminar la hebra pasajera (hebra 

azul). La selección de la hebra a ser eliminada depende de la estabilidad termodinámica del 

extremo 5’ (Regla de asimetría). La hebra con menor estabilidad en 5’ es incorporada y la 

otra destruida (“RISC loading”) lo que se conoce Regla de Asimetría. Modificado de 

Hutvagner y colaboradores. (Hutvagner e Simard, 2008).  

 

 

2.1.2.1 Amplificación de la respuesta iRNA (transitive ARNi). 

 

En C. elegans y otros organismos hay una respuesta de amplificación interna llamada 

ARNi transitiva en la que el mensajero blanco sirve de molde para generar nuevos 

siRNA (siRNA secundarios) por medio de RNA polimerasas RNA dependientes 

(RdRPs). Los siRNAs secundarios en C. elegans se pueden identificar ya que como 

son sintetizados directamente por RdRPs presentan un extremo 5’ trifosfato. En la 

ARNi transitiva en plantas intervienen enzimas DICER en la generación de siRNA 

secundarios por lo que estos tienen el 5’ monofosfato generado por estas proteínas. 

Los siRNA secundarios permiten que se prolongue el silenciamiento en ausencia de 

los siRNA iniciadores haciendo que la ARNi sea más duradera y más eficiente 

(Fischer, 2010) (Figura 4). 
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Figura 4: Amplificación de la respuesta en la ARNi transitiva. En la respuesta de 

amplificación  en C. elegans el mRNA (hebra en negro) actúa de molde para que RdRP 

sinteticen siRNA secundarios que son identificados por extremo 5’ trifosfato. En plantas los 

siRNAS secundarios se generan luego de ser cortados por DICER y no tienen el 5’ trifosfato 

generado por RdRP. RdRP ARN polimerasa dependiente de ARN. Modificado  de Baulcome 

y colaboradores (Baulcombe, 2007).  

 

 

2.1.2.2 Propagación de la señal de interferencia ARNi sistémico y ARNi ambiental. 

 

En algunos organismos se genera una respuesta sistémica en la que la señal de 

interferencia se propaga a células y tejidos que no recibieron el RNA iniciador 

llamada ARNi sistémica. Si el efecto interferente se limita solo a la célula original 

que incorporó la molécula interferente la interferencia se denomina no sistémica o 

autónoma.  

 

En C elegans los responsables de estas respuestas son los genes SID-1 y SID-2 que 

codifican distintas proteínas transmembranas. La proteína SID-1 forma un complejo 

transmembrana que permite el pasaje pasivo de dcRNAs de una célula a otra pero no 

desde el ambiente y es responsable del ARNi sistémico (Figura 5). 
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La ARNi se puede iniciar simplemente sumergiendo estos organismos en una 

solución con moléculas interferentes (“soaking”) o alimentándolos con bacterias que 

producen ARNdc (feeding) lo que se conoce como ARNi ambiental. El ARNi 

ambiental ocurre cuando se induce el silenciamiento al exponer a un organismo a 

moléculas de ARN presentes en su ambiente. Si a su vez ésta señal interferente se 

propaga para silenciar un gen entonces se da una respuesta ambiental y sistémica al 

mismo tiempo (Figura 5).  

 

SID-2 es una proteína transmembrana que se encuentra en la membrana intestinal y 

permite la entrada de dcRNA desde el medio ambiente pero no es necesaria para la 

propagación sistémica (Whangbo e Hunter, 2008). 

 

 

 
Figura 5: Mecanismos de trasmisión de la ARNi. Se ejemplifica los distintos tipos de 

trasmisión basándose en un modelo experimental hipotético donde células que expresan la 

GFP (círculos verdes) son transfectadas con ARNdc contra este gen. Si la ARNi es exitosa se 

inhibe la expresión de GFP (células con círculos blancos). Cuando la señal no se propaga 

(efecto no sistémico) el  silenciamiento se da solo en las células que reciben  las moléculas 

interferentes. Cuando el efecto es sistémico la ARNi se propaga entre células vecinas. En la 

ARNi ambiental las moléculas interferentes pueden ser adquiridas desde el exterior. SID 1 un 

transportador transmembrana permite que la señal se propague entre células vecinas 

(rectángulos azules). SID 2 otro transportador permite que las moléculas sean adquiridas 

desde el exterior y es responsable de la respuesta ambiental (rectángulos rojos). Modificado 

de Whangbo y colaboradores (Whangbo and Hunter 2008).  
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2.1.3 piRNAs  

 

Los piwi-RNA (piRNAs) son una especie particular de ARNs de 25–31 nucleótidos 

expresados principalmente en la línea germinal en humanos, ratones, moscas, y el 

nematodo C elegans (Moazed, 2009; Czech e Hannon, 2016). Para cumplir sus 

funciones se unen a proteínas PIWI que son una subfamilia de las proteínas 

argonautas. Si bien es conocida su función protegiendo a las células de la línea 

germinal de elementos transponibles y otros invasores genómicos asegurando la 

estabilidad genómica, los detalles de su biogénesis son aún poco claros y su 

mecanismo de acción varía entre los organismos en que han sido identificados (Saito, 

2013; Izumi e Tomari, 2014). 

 

Se han descrito 2 mecanismos de producción de piRNAs distintos que se 

interconectan entre sí. Uno en que se producen de manera regulada los llamados 

piRNAs primarios a partir de secuencias genómicas que contienen múltiples 

secuencias de piRNAs llamadas clusters de piRNAs. En el otro mecanismo se 

generan piRNAs secundarios por medio de una respuesta de amplificación conocida 

como “Ping-pong” (Czech e Hannon, 2016; Hirakata e Siomi, 2016). 

 

2.1.3.1 Clusters de piRNA y biogénesis de piRNAs primarios. 

 

Los clusters de piRNAs se encuentran en distintos loci genómicos, en ratones se 

ubican en dominios en la eucromatina y en Drosofila en regiones de heterocromatina 

pericentromerica y subtelomerica. En algunos clusters llamados “dual-strand” la 

transcripción se da en las 2 hebras al mismo tiempo mientras que en otros como en el 

conocido cluster Flamenco en las células foliculares de Drosofila solo se transcribe 

una sola hebra y se denominan “uni-strand” (Aravin, Hannon e Brennecke, 2007; 

Brennecke et al., 2007) (Figura 6). 

 

El primer paso en la producción de piRNAs primarios es la transcripción a partir de 

clusters de piRNAs de precursores de piRNAs por medio d RNA pol II (Czech e 

Hannon, 2016). Los precursores de piRNA contienen una sola hebra de ARN son 

exportados al citoplasma para su posterior procesamiento. En las células germinales 

el procesamiento se da en un dominio perinuclear llamado nuage, mientras que en 

células foliculares el procesamiento ocurre en estructuras conocidas como cuerpos Yb 

(Lim e Kai, 2007) (Figura 6).  

 

En el citoplasma los precursores son procesados para generar intermediarios de 

piRNAs que son cortados y metilados para generar los complejos piRNA-Piwi 

maduros. En este paso son claves proteínas recientemente descritas como la 

endonucleasa Zucchini (Zuc) junto con sus cofactotres Vreteno, Minotaur y Gaz que 

generan intermediarios con extremo 5’ uracilo que es necesario para el 

reconocimiento posterior por proteínas Piwi. Estas proteínas se encuentran ancladas a 

la membrana externa de la mitocondria por lo que este orgánulo cumple una función 

clave en el procesamiento de piRNAs primarios (Mohn, Handler e Brennecke, 2015; 

Czech e Hannon, 2016).  

 

Otro corte es necesario para generar el extremo 3’ en este paso puede participar 

nuevamente Zuc dando lugar a la formación de piRNAs en fase asociados a Piwi 
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(“phased Piwi-associated piRNAs”) o se generan piRNAs maduros por medio de una 

exonucleasa llamada trimmer y su cofactor Papi. El paso final para completar el 

procesamiento es necesario para proteger los piRNAs de la degradación e implica la 

metilación del extremo 3’ de piRNAs por Hen 1 (Czech e Hannon, 2016; Hirakata e 

Siomi, 2016). 

 
Figura 6: Clusters de piRNAs y biogénesis de piRNAs primarios. A la izquierda  2 ejemplos 

de clusters  “uni-strand”. En la imagen superior el cluster Flamenco se transcribe de 

manera regulada mediante una RNA polimerasa II en una sola dirección (unidireccional) y 

se generan precursores con caperuza 5’ y cola poli A en el extremo 3’. En la imagen inferior 

un ejemplo  de un clusters  “uni-strand” en que comienza la transcripción en dos direcciones 

(bidireccional). En la imagen de la derecha un cluster “dual-strand” en células germinales 

de Drosophila  en el que se transcriben las dos hebras al mismo tiempo a partir de 

promotores no canónicos  de genes vecinos. Tomado de Czech y colaboradores 2016. 

 

2.1.3.2 Producción de piRNAs secundarios, “Ping-pong”, silenciamiento post 
transcripcional de transposones. 

 

Mediante el mecanismo de “Ping-pong” al mismo tiempo que se silencian post 

transcripcionalmente transposones activos se producen nuevos piRNAs que 

amplifican la respuesta de silenciamiento. La producción de piRNAs secundarios por 

medio de este mecanismo ocurre en el dominio conocido como nuage en la línea 

germinal. 

 

La proteína Aub se une a piRNAs primarios y se cortan transposones activos 

liberando piRNAs con orientación sentido con transposones. Los piRNAs sentido 
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forman complejos con Ago3 que reconocen y procesan transcriptos de clusters de 

piRNAs liberando piRNAs antisentido muy similares en secuencia a piRNAs 

primarios (Aravin, Hannon e Brennecke, 2007; Czech e Hannon, 2016). Estos se 

unen a Aub y permiten comenzar otro ciclo de amplificación. Al mismo tiempo los 

piRNAs pueden ser procesados por Zuc lo que lleva a la producción de piRNAs en 

fase (Mohn, Handler e Brennecke, 2015) (Figura 7). 

 

 

 
Figura 7: Biogenesis de piRNAs por el mecanismo de “Ping-pong”. La proteína Ago 3 

cargada con un piRNA sentido reconoce y procesa clusters de piRNA generando piRNAs 

antisentido que son captados por la proteína Aub. En el proceso de maduración los piRNAs 

antisentido son cortados por Zuc y  pueden seguir 2 rutas, se producen piRNAs  primarios en 

fase que se unen a proteínas PIWI o los piRNAs se unen a proteínas Aub que continúan su 

maduración. En la segunda ruta mencionada los piRNA antisentido reconocen por 

complementariedad de bases transcriptos de transposones y los procesan liberando nuevos 

piRNAs sentido que comienzan otro ciclo de amplificación. Ago3 Argonauta 3; Aub 

Aubergine. Tomado de Czech y colaboradores 2016. 

 

 

2.1.3.3 Bloqueo transcripcional de transposones nacientes (TGS). 

 

Evidencia reciente sugiere que la vía piRNA puede trasladarse al núcleo donde 

produce el bloqueo a nivel de la transcripción de transposones nacientes. En el 

silenciamiento trascripcional participan múltiples proteínas en asociación con los 

complejos Piwi. Algunos de los mecanismos propuestos para el TGS son formación 

de heterocromatina, metilación de histonas y metilación de ADN (Czech e Hannon, 

2016). 
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2.1.3.4 piRNAs en helmintos. 

 

En helmintos se ha demostrado que la vía piRNA está presente en el nematodo C. 

elegans (Fischer, 2010). En este organismo los piRNA llamados 21U RNAs se 

transcriben por medio de un RNA pol II que genera precursores de 26 pb 

aproximadamente. Se pueden distinguir dos clases o tipos de 21 U RNAs tipo 1 y tipo 

2 que se transcriben de manera regulada por medio de factores de transcripción 

independientes. Una vez generados ambos tipos de 21 URNAs sufren modificaciones 

hasta generar el piRNA maduro de 21nt (Izumi e Tomari, 2014). 

 

En platelmintos la disponibilidad de genomas de varios integrantes de este grupo ha 

permitido realizar búsquedas informáticas para identificar ortólogos de proteínas Piwi 

en este grupo. En este sentido hay trabajos recientes que muestran que estas proteínas 

no están presentes en trematodos y cestodos y proponen mecanismos alternativos para 

mantener la integridad del genoma en la línea germinal de estos organismos (Skinner 

et al., 2014). 

 

3 ARN pequeños en platelmintos parásitos 
. 

Los avances en el silenciamiento génico en el modelo C. elegans llevaron a pensar 

que era fácilmente transferible a otros helmintos. Algunos experimentos tempranos 

mostraron que era factible utilizar estos nuevos enfoques en platelmintos de vida libre 

como planarias, donde rápidamente se encontraron ARN pequeños de los tres tipos 

principales (miRNA, siRNA y piRNA) (Friedländer et al., 2009; Sasidharan et al., 

2013). Los estudios rápidamente se extendieron a Schistosoma mansoni y luego a 

otros platelmintos parásitos. 

 

3.1 miRNAs 

 

Los miRNA están conservados en casi toda la escala biológica desde humanos a virus 

y constituyen importantes reguladores de la expresión génica actuando 

fundamentalmente a nivel post transcripcional (Huang e Zhang, 2014). En la última 

versión (numero 21) de la base de datos publica mirBase están descritos 

aproximadamente 35828 miRNA maduros que pertenecen a 223 especies distintas 

(Kozomara e Griffiths-Jones, 2014). En conjunto participan en la regulación de 

procesos importantes como metabolismo, desarrollo, metilación de ADN, 

modificación de la cromatina, desarrollo neurológico, respuesta inmune y defensa 

contra infecciones virales (Huang et al., 2011).  

 

Se han utilizado estrategias experimentales, bioinformáticas o combinaciones de estas 

para identificar miRNAs en distintos organismos. En las estrategias experimentales se 

utilizan distintas metodologías que permiten obtener miRNAs mediante 

secuenciación de una muestra. Las estrategias experimentales tienen la ventaja de que 

permiten identificar miRNAs expresados en distintos tejidos o en distintas etapas de 

desarrollo de un organismo, o en el caso de parásitos identificar miRNAs expresados 

de manera diferencial en distintos estadios de desarrollo. En los encares 

computacionales se utilizan datos de secuencias genómicas y/o de transcriptomas 
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sobre los que se aplican diversos criterios de búsqueda para identificar miRNAs. 

Tener acceso a un genoma de referencia sobre el que mapear candidatos a miRNAs 

generados por secuenciación o por búsquedas bioinformáticas buscando si están 

presentes precursores típicos permite validar las secuencias encontradas. 

 

En los organismos en los que los genomas no están disponibles esta tarea se dificulta 

por lo que muchas secuencias de ARNs pequeños no pueden ser asignadas como 

miRNAs. 

 

La mayoría de los miRNAs identificados pertenecen al superfilum deuterostomados 

que incluye al hombre donde los miRNA están ampliamente estudiados sobre en todo 

en cáncer (Berindan-Neagoe et al., 2014). En esta enfermedad los miRNAs están 

desregulados en una gran variedad de canceres donde actúan como onocogenes o 

supresores de tumorales por lo que son llamados oncomiRNAs (Manikandan et al., 

2008; Subramanian et al., 2015). También se ha encontrado alteraciones de los 

niveles de miRNAs en patologías muy variadas como arteriosclerosis (Chen e Juo, 

2012; Chen et al., 2013), infarto de miocardio (Devaux et al., 2013; Li, Y. Q. et al., 

2013) y depresión (Li, Y. J. et al., 2013).  

 

En platelmintos un filo de animales invertebrados que contiene unos 20000 

integrantes los miRNAs han sido identificados en unas pocas especies (Ver Tabla 1). 

Sobre todo se ha avanzado en el estudio de los miRNAs en planarias donde el interés 

se centra en estudiar estos mecanismos de la expresión génica vinculado a su gran 

capacidad regenerativa (Sasidharan et al., 2013) mediada por un tipo particular de 

células pluripotentes similares a células madres llamadas neoblastos. Por esta razón 

las planarias son un excelente modelo para estudiar el rol de los miRNAs en la 

biología de células madre y en procesos como regeneración y desarrollo (Friedländer 

et al., 2009). A partir de estos trabajos han surgido datos interesantes sobre la 

regulación de la expresión génica en estos organismos y representan un punto de 

comparación importante para entender la influencia que tienen estas vías en procesos 

claves vinculados al parasitismo. 

 

En parásitos los miRNA fueron estudiados principalmente en especies capaces de 

producir enfermedades humanas como S. mansoni (De Souza Gomes et al., 2011; 

Simões et al., 2011) S. japonicum (Cai et al., 2011; Cai et al., 2013), Clonorchis 

sinensis (Huang et al., 2012), Opistorchis felineus y Opistorchis viverrin 

(Ovchinnikov et al., 2015), Fasciola hepatica , Fasciola gigantica (Xu et al., 2012), 

Orientobilharzia turkestanicum (Wang et al., 2012), Echinococcus granulosus 

(Cucher et al., 2011), E. multilocularis, Taenia saginata (Ai et al., 2012) y 

Dicroelium dendriticum (Bernal et al., 2014) (Tabla 1). 

 

Estos trabajos demuestran la presencia de estos importantes reguladores de la 

expresión génica en estos parásitos. En S. mansoni mediante predicción de blancos se 

demostró que los miRNAs podrían participar de la regulación de procesos 

metabólicos, respuesta sistema inmune, locomoción, reproducción diferenciación 

sexual y  respuesta a estímulos. Estos resultados son alentadores pero faltan datos 

funcionales que confirmen esta hipótesis (Fromm et al., 2013). 
 

La importancia de los miRNAs en la regulación del desarrollo queda demostrada por 

trabajos que muestran una expresión diferencial de los miRNAs a lo largo de los 
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complejos ciclos de vida de estos parásitos como se ve en Schistosomas y 

Echinococcus granulosus. Los miRNAs expresados particularmente en estadios 

invasivos podrían desempeñar papeles claves en los procesos de invasión al huésped 

lo que los convertiría en blancos moleculares para controlar estas infecciones (Cai et 

al., 2011). 

 

Clase Especie Referencia  

Turbellaria Schmidtea mediterranea   (Sasidharan et al., 2013) 

  Dugesia japonica   (Qin et al., 2012) 

Monogenea Gyrodactylus salaris   (Fromm et al., 2013) 

Trematoda Orientobilharzia turkestanicum  (Wang et al., 2012) 

  Schistosoma mansoni   (De Souza Gomes et al., 2011; Simões et al., 2011) 

  Schistosoma japonicum   (Hao et al., 2010; Cai et al., 2013) 

  Clonorchis sinensis   (Xu et al., 2010) 

  Opisthorchis viverrini  (Ovchinnikov et al., 2015) 

  Opisthorchis felini  (Ovchinnikov et al., 2015) 

  Eurytrema pancreaticum  (Xu et al., 2013) 

  
Fasciola gigantica 
Fasciola hepatica   (Xu et al., 2012; Fromm et al., 2015) 

  Dicrocoelium dendriticum   (Bernal et al., 2014) 

Cestoda Echinococcus granulosus  (Cucher et al., 2011) 

  Echinococcus multilocularis  (Cucher et al., 2011) 

  Taenia saginata   (Ai et al., 2012) 

  Hymenolepis microstoma  (Jin et al., 2013) 

 
Tabla 1: miRNAs presentes en platelmitos. 

 

 

Los miRNAs encontrados en parásitos de la familia Opistorchiidae causantes de 

enfermedades como son las opistorquiasis y  la clonorquiasis que en su etapa crónica 

se asocian al desarrollo de cáncer del tracto biliar pueden contribuir al conocimiento 

de los canceres inducidos por parásitos (Ovchinnikov et al., 2015). 

 

Se han encontrado miRNAs de parásitos libres en la circulación de huéspedes 

infectados por S .japonicum (Hoy et al., 2014) o en vesículas extracelulares (VE) en 

el caso de los trematodos Dicrocoelium dendriticum y Fasciola hepatica (Bernal et 

al., 2014; Fromm et al., 2015). Los miRNAs libres en la circulación o contenidos en 

VE podrían desempeñar un rol importante durante el proceso de invasión al huésped 

facilitando el parasitismo. Como son estables en la circulación estos miRNAs podrían 

utilizarse como biomarcadores de enfermedades asociadas a estos parásitos.  

 

A pesar de las importantes funciones predichas para los miRNAs en platelmintos el 

número de miRNAs encontrados es muy bajo debido a una pérdida considerable de 

miRNAs conservados en otros lofotrocozoos (Fromm et al., 2013). Se ha sugerido 

que la perdida de miRNAs en platelmintos puede deberse a una menor complejidad 

morfológica de estos parásitos. Esta hipótesis no tiene en cuenta que los trematodos 

tienen ciclos de vida complejos con estadios muy distintos para lo cual son necesarias 

grandes modificaciones de la expresión génica. En este sentido no se conoce la 
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función de la mayoría de los miRNAs que se pierden y puede ser que otros 

mecanismos de control de la expresión génica estén presentes para darles la gran 

plasticidad que tienen a este grupo de parásitos (Fromm et al., 2013). Otra 

característica importante es que los miRNAs son más divergentes presentando 

distintos niveles de conservación con miRNAs de organismos muy distintos como 

vertebrados, insectos, y parásitos lo que puede ser una estrategia para adaptarse a 

distintos hospederos y distintos ambientes (Xu et al., 2010). 

 

En paralelo a esto, todos los platelmintos parásitos han perdido la vía de piRNA, que 

es relevantes en el silenciamiento de transposones en la línea germinal, por lo que se 

desconoce cómo cubren esta función (Friedländer et al., 2009; Ku e Lin, 2014; 

Skinner et al., 2014). 

 

3.2 Interferencia de ARN 

 

El interés en los ARNs pequeños en platelmintos surgió a partir de los rápidos 

avances del RNAi en C. elegans, y como medida tendiente a la búsqueda de 

alternativas a el análisis de la función génica (Kalinna e Brindley, 2007; Hagen et al., 

2012).  

 

La evaluación de los ensayos de ARNi en C. elegans tradicionalmente se basa en la 

aparición de fenotipos, pero sin confirmar si efectivamente hay disminución de los 

niveles de ARNm y proteínas. Se ha observado que no siempre los fenotipos 

generados por el silenciamiento se corresponden con los generados por “knock-out” 

contra el mismo gen. En los trabajos de ARNi a gran escala un 8 % de los genes 

producen fenotipos distintos de los producidos por “knock-out” (Kamath et al., 

2003). En otros trabajos con genes aislados los mutantes de pérdida de función y la 

ARNi contra un mismo gen no producen el mismo fenotipo (Pispa et al., 2008). 

Basados en estos datos no es seguro extrapolar los resultados obtenidos en C. elegans 

a otros organismos hasta no determinar claramente de los efectos provocados por el 

silenciamiento. Para esto es necesario ser más rigurosos en cómo se controlan los 

experimentos de ARNi analizando la expresión en el gen blanco y en otros genes 

buscando posibles efectos inespecíficos, “off-targeting” o analizando el efecto a nivel 

de la proteína por ensayos de actividad o por anticuerpos.  

 

En los nematodos H contortus y O. ostertagi no todos los genes pueden ser 

silenciados mediante ARNi y los resultados son difíciles de reproducir (Geldhof et 

al., 2006; Visser et al., 2006). Por su parte los parásitos Oscheius sp. Pristionchus 

pacificus y Heligmosomoides polygyrus, no son susceptibles al silenciamiento génico 

mediado por ARNi (Louvet-Vallée et al., 2003; Pires-Dasilva e Sommer, 2004; 

Lendner et al., 2008). En Heligmosomoides polygyrus la falla de respuesta a la ARNi 

podría deberse a que no están presentes  genes SID1/2 que participan de la captación 

(“uptake”) y propagación (“spread”) de la señal. Estos resultados dispares muestran 

las complejidades para transferir la tecnología ARNi en nematodos.  

 

En Platelmintos si bien han habido progresos con el uso de esta tecnología solo se ha 

establecido como técnica de rutina para la elucidación de la función génica en 

planarias, avanzándose en la caracterización de genes involucrados con la 

regeneración y el desarrollo (Newmark, 2005). En trematodos la ARNi ha sido 
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probada y optimizada en Schistosoma mansoni y S.japonicum (Kalinna e Brindley, 

2007) (Krautz-Peterson et al., 2007) (Ndegwa, Krautz-Peterson e Skelly, 2007) y 

descrita en S. haematobium (Rinaldi et al., 2011),  F. hepatica, (Mcgonigle et al., 

2008; Rinaldi et al., 2008; Mcveigh et al., 2014) , Opistorchis viverrini  (Sripa et al., 

2011; Thanasuwan et al., 2014), Clonorchis sinensis  (Wang et al., 2014) Y 

recientemente Opisthorchis felineus (Pakharukova et al., 2015). 

 

Pese a que la ARNi comienza a usarse con bastante frecuencia como herramienta de 

análisis de la función génica existen algunos puntos no aclarados sobre su mecanismo 

de acción y algunos problemas sin resolver. Se ha visto sobre todo en Schistosoma 

que no todos los genes se afectan por igual, que hay estadios más susceptibles al 

silenciamiento, y que al interferir un gen se ve afectada la expresión de otros genes 

(efectos off-targeting) (Geldhof et al., 2007; Krautz-Peterson et al., 2010). Otro punto 

importante cuando se trabaja con organismos enteros es que no se sabe qué 

proporción de la población tratada de parásitos incorpora efectivamente las moléculas 

interferentes. Estos inconvenientes han dificultado el uso de la ARNi como técnica de 

rutina en parásitos. 

 

Basados en estos datos creemos que es necesaria una estandarización buscando 

mejorar la selectividad y especificidad del efecto. Esto es particularmente relevante 

cuando se tratan organismos enteros donde la accesibilidad a los distintos tejidos 

puede ser limitada. Por este motivo decidimos revisar críticamente la información 

existente en modelos de trematodos.  

 

4 Experimentos de ARNi en trematodos.  
 

4.1 Selección del parasito y estadios a analizar  

 

Si bien en trematodos la ARNi es la única herramienta de genómica funcional 

disponible solo se ha utilizado de manera frecuente para interrogar la función génica 

en S. mansoni. En este organismo se ha analizado la función de distintos genes en 

varios estadios de este parásito. Se ha logrado silenciar de manera exitosa la 

expresión de genes en huevos (Freitas, Jung E e Pearce, 2007; Rinaldi et al., 2009), 

adultos (Atkinson et al., 2010; Tran et al., 2010), miracidios (Mourão et al., 2009; 

Taft e Yoshino, 2011), esporocistos (Dinguirard e Yoshino, 2006; Mourão et al., 

2009) y esquistosómulas (Atkinson et al., 2010; Mcveigh et al., 2011). En esta 

especie existe experiencia en el mantenimiento en cultivo de adultos, y se ha 

avanzado en la transformación in vitro de miracidios a esporocistos, y de cercarias a 

esquistosómulas, lo que ha posibilitado estos avances (Basch, 1981) (Tabla 2). 

 

En S. mansoni se han encontrado diferencias en la eficiencia del silenciamiento entre 

distintos estadios. Al silenciar el mismo gen en esquistosómulas y adultos el nivel 

alcanzado de silenciamiento es mayor en esquistosómulas. Tran y colaboradores 

muestran que utilizando ARNdc contra tretraspanina 2 el silenciamiento es de 90% en 

esquistosómulas y de 75% en adultos mientras que los niveles de silenciamiento del 

gen tetraspanina 1 son similares en ambos estadios (Tran et al., 2010). Estos 

resultados son de dos experimentos en que se trataron los parásitos por “soaking” con 

1 ng/l de ARNdc recambiando el medio y el ARNdc cada 2 días.  
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Tabla 2: Análisis de la ARNi en trematodos. Se muestran los parásitos trematodos en los 

que la ARNi ha sido exitosa. Analizando estadio, gen blanco, localización del gen blanco y 

método de suministro.  

Secr, Secretado; Teg, Tegumento; Dig, Digestivo; Intracel, Intracelular; S Nervioso, Sistema 

Nervioso; Intravasc, Intravascular; Transem, Transmembrana; O Reproduc, Órganos 
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Reproductores; GV, Glandula Vitelina; E, Electroporación; S, “soaking”; ES, Electro-

soaking; SP, “soaking-poration” . 

 

Un fenómeno similar aunque de menor magnitud se ve al silenciar catepsina B en 

estos mismos estadios donde la supresión alcanzada es de 90 % y 95% en adultos y 

esquistosómulas luego de tratarlos por electroporación con 25 mg de ARNdc en 

experimentos separados (Krautz-Peterson et al., 2007). Llamativamente los adultos 

parecen ser menos susceptibles, aunque se trata de experimentos por separado y las 

diferencias de expresión no fueron normalizadas entre estos dos estadios.. 

 

Asimismo se vio que incluso dentro de esquistosómulas que la susceptibilidad al 

silenciamiento varía dependiendo de cuando estas son expuestas al silenciamiento. 

Las esquistosómulas cultivadas por más de 7 días son más susceptibles al 

silenciamiento que las recién transformadas (Krautz-Peterson et al., 2007). Esto 

sugiere que la accesibilidad de las moléculas interferentes difiere entre los distintos 

estadios de desarrollo y/o que la maquinaria de silenciamiento puede variar a lo largo 

del desarrollo, por lo que la edad de los parásitos es otro factor que hay que 

considerar en S. mansoni y otros trematodos en general.   

 

La selección del estadio en que se va a realizar la ARNi es otro elemento importante a 

considerar. En casi todos los casos los parásitos adultos y huevos son los más fáciles 

de obtener. Los huevos tienen cubiertas duras y poco permeables por lo que su 

tratamiento no es sencillo. Los estadios de “vida libre” son breves, por lo que resultan 

ventanas interesantes pero difíciles de obtener y mantener para ensayos de 

silenciamiento. Estas dificultades hacen que fuera de S. mansoni los estudios de 

silenciamiento en trematodos sean realmente escasos con reportes en S. japonicun, S. 

haematobium, F. hepatica, O. viverrini y C. sinensis que ponen de manifiesto la 

existencia de una vía funcional de silenciamiento disponible para estudiar la función 

génica en estos parásitos (Kumagai et al., 2009; Sripa et al., 2011; He et al., 2012; 

Wang et al., 2014). 

 

Exceptuando schistosomas, C. sinensis es el único trematodo en que la ARNi ha sido 

demostrada en 2 estadios distintos, donde se logro silenciar el gen enolasa expresado 

en la membrana celular y encontrado en PES de este parásito en los estadios adulto y 

metacercaria.  (Wang et al., 2014). En F. hepatica intentaron silenciar sin éxito el gen 

Catepsina L1 en adultos (Mcgonigle et al., 2008). 
 

4.2 Genes blanco a estudiar. 

 

Similar a lo encontrado en los nematodos H. contortus y O. ostertagi (Geldhof et al., 

2006; Visser et al., 2006) en S. mansoni no todos los genes se afectan por igual. Por 

ejemplo Mourao y colaboradores analizaron el efecto del silenciamiento en 32 genes 

y evidenciaron un “knock-down” importante y especifico contra solo 12 de estos 

genes. Otro hecho llamativo de este trabajo es que no todos los genes silenciados 

inducen un fenotipo y hay ARNdc que sin disminuir la expresión del gen blanco 

inducen fenotipos (Mourao et al. 2009) lo que sugiere que los fenotipos son debidos a 

otros efectos posiblemente no específicos.  
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Parecería ser que la eficiencia del silenciamiento depende del gen seleccionado y de 

su expresión en el parásito. Los genes expresados en el intestino y tegumento que son 

los más accesibles a la ARNi se silencian con mayor éxito. En este sentido, en un 

trabajo ilustrativo comparando el silenciamiento en esquistosómulas en genes 

expresados en distintos tejidos, Stefanic y colaboradores demuestran que los niveles 

de silenciamiento son superiores al 75% para genes expresados en tegumento y tubo 

digestivo, mientras que para genes expresados en otros tejidos el “knock-down” en 

algunas ocasiones llega solamente a un 40% (Stefanić et al., 2010). Otros trabajos 

apuntan en el mismo sentido, por ejemplo para genes que se expresan en el tejido 

nervioso donde el silenciamiento alcanzado es de 54% (Mcveigh et al., 2011) y para 

genes expresados en células germinales en que solo llega a un 32% (Beckmann, Buro, 

et al., 2010) . 

 

Para algunos genes las diferencias en la eficiencia de la ARNi no pueden ser 

explicadas por el tejido donde el gen se expresa. La estructura del gen, la vida media 

del mRNA y/o de la proteína podrían determinar una pobre respuesta a la ARNi ya 

que genes expresados en el mismo tejido tienen susceptibilidad diferente a la ARNi 

(Krautz-Peterson et al., 2010). 

 

En O. viverrini Sripa y colaboradores pudieron silenciar por primera vez 2 genes 

endógenos en el estadio adulto de este parásito. En los genes seleccionados no se 

pudo alcanzar el mismo nivel de silenciamiento. Al tratar parásitos con ARNdc contra 

catepsina B el silenciamiento alcanzado fue superior a 90% y se mantuvo por 9 días. 

Sin embargo al someter a los parásitos al mismo tratamiento pero utilizando ARNdc 

contra el gen de la granulina el efecto fue mucho más modesto con una reducción de 

60 % en la expresión de dicho gen, que volvió rápidamente a los niveles de expresión 

normales (Sripa et al., 2011). En un reporte más reciente en este mismo parásito se 

silenciaron de forma exitosa los genes de acuaporina expresados en el tegumento. En 

este trabajo el silenciamiento se mantuvo hasta 16 días post tratamiento luego de 

tratar a parásitos adultos con electroporación y “soaking” posterior con el agregado de 

mas ARNdc al medio de cultivo (Thanasuwan et al., 2014). 
 

En F. hepatica dos trabajos en 2008 ambos en el estadio juvenil, demostraron que la 

ARNi es viable (Mcgonigle et al., 2008; Rinaldi et al., 2008; Mcveigh et al., 2014). 

En ambos trabajos utilizaron ARNdc largos como moléculas interferentes en 

concentraciones elevadas mediante dos métodos de delivery diferentes. McGonigle y 

colaboradores lograron silenciar genes endógenos mediante “soaking” usando 100 

ng/l de ARNdc. Al mismo tiempo Rinaldi de nuestro grupo logro silenciar un gen 

reportero exógeno (“firefly luciferase”) y el gen endógeno Leucin Aminopetidasa 

(FhLAP) usando 30 ng/l de ARNdc. Si bien ambos trabajos demuestran una 

reducción consistente en los niveles de mRNAs necesaria la optimización de esta 

herramienta en este parásito. 

 

4.3 El diseño experimental 

 

4.3.1 Suministro de moléculas interferentes (delivery)  
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Las primeras técnicas utilizadas para introducir constructos de ADN o RNA en S. 

mansoni fueron la biolística (bombardeo de partículas cubiertas de ADN) y la 

electroporación sometiendo a los parásitos a un pulso eléctrico que genera poros 

transitorios en las membranas celulares permitiendo la entrada de partículas (Correnti 

e Pearce, 2004; Wippersteg et al., 2005; Yuan et al., 2005). 

 

El descubrimiento de la ARNi en el nematodo C. elegans llevo al desarrollo de 

nuevos métodos de suministro como microinyección de partículas en las gónadas y 

cavidades corporales (Fire et al., 1998), “soaking” sumergiendo los parásitos en una 

solución con moléculas interferentes (Tabara, Grishok e Mello, 1998),“feeding” 

alimentándolos con bacterias que expresan el ARNdc deseado  (Kamath et al., 2001; 

Kamath et al., 2003) y transgénesis utilizando vectores virales (Figura 8). Estas 

herramientas fueron adaptadas a otros organismos intentando desarrollar la 

interferencia de ARN con resultados dispares. Mientras que en algunos nematodos la 

ausencia de genes relevantes para captar y propagar la señal de interferencia hacen 

que sean refractarios de ser silenciados por “soaking”o “feeding” (Dalzell et al., 

2011), estas metodologías pudieron aplicarse en planarias con relativo éxito (Rouhana 

et al., 2013). 

 

De las metodologías implementadas por primera vez en C. elegans es el “soaking” el 

que ha dado mejores resultados en S. mansoni y otros trematodos. Hoy en día 

“soaking”, electroporación y combinaciones de estos son los métodos más usados 

para introducir moléculas interferentes en trematodos. Más recientemente se han 

utilizado vectores virales para introducir hairpings productores de siRNAs para hacer 

transgénesis en S. mansoni (Tchoubrieva et al., 2010; Duvoisin et al., 2012). 

 

Ya en 2003 en el primer reporte de ARNi en S. mansoni se silenció de manera exitosa 

en esquistosómulas el gen endógeno catepsina B logrando reducir los niveles de 

mensajeros y de proteína de este gen (Skelly, Da'dara e Harn, 2003). A partir de este 

trabajo el “soaking” se estableció como método de delivery en S. mansoni donde se 

ha utilizado en numerosos reportes y también en otros trematodos como F. hepatica 

(Mcgonigle et al., 2008), C. sinensis (Wang et al., 2014) y S japonicum (Kumagai et 

al., 2009). 

 

En S. mansoni se han silenciado por “soaking” genes en huevos (Freitas, Jung E e 

Pearce, 2007; Rinaldi et al., 2009), miracidio, esquistosómulas y adultos. Mediante 

esta estrategia se ha logrado silenciar de manera muy eficiente la expresión de genes 

como catepsinas y tetraspaninas obteniéndose reducciones significativas de la 

expresión génica (Delcroix et al., 2006; Tran et al., 2010). En algunos trabajos el 

silenciamiento alcanzado mediante “soaking”  es de solo 40% como muestran Freitas 

y colaboradores intentando suprimir  la expresión del gen “inhibin/actibin” en huevos 

aunque la disminución de la eficiencia en este caso podría deberse al estadio 

seleccionado (Freitas, Jung E e Pearce, 2007). Hay genes que no pueden ser 

silenciados por “soaking” pero el fracaso se debe al gen seleccionado y no al método 

de delivery empleado (Mourão et al., 2009).  
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Figura 8: Métodos de suministro utilizados en helmintos.  

 

 

La electroporación es el otro método de delivery que se usa frecuentemente en 

trematodos. Ha demostrado ser efectivo para suprimir la expresión génica en todos 

los estadios en que se utilizó en S. mansoni y en otros parásitos como F. hepatica 

(Rinaldi et al., 2008), y O. viverrini (Sripa et al., 2011). Usando electroporación 

también varía la eficiencia del silenciamiento de acuerdo al gen seleccionado. Por 

ejemplo en O. viverrini el silenciamiento es mucho mayor al usar como blanco el gen 

catepsina B (90 % de supresión) que al usar granulina (40 % de supresión) (Sripa et 

al., 2011).  

 

Cuando se compara la eficiencia de esto dos métodos de delivery hay trabajos que 

muestran resultados contradictorios. Por un lado hay reportes que muestran que la 

electroporación lleva a una mayor supresión de la expresión génica (Krautz-Peterson 

et al., 2007; Ndegwa, Krautz-Peterson e Skelly, 2007; Krautz-Peterson et al., 2010). 

En otro trabajo demuestran que si inmediatamente después de electroporar los 

parásitos estos se lavan exhaustivamente para eliminar RNAs que queden en el 

medio, los niveles de mRNA blanco no descienden más de un 20 %. En base a estos 

resultado parecería que contribución de la electroporación es mínima a la hora de 

silenciar un gen (Stefanić et al., 2010). Otro trabajo en el que la electroporación es 

menos eficiente es el de Atkinson y colaboradores trabajando con el gen PAL1 que se 

expresa en el sistema nervioso. Electroporando los parásitos con 1000 ng/l de 

ARNdc no logran suprimir la expresión de este gen. Sin embargo mediante “soaking”  

con 100 ng/l recambiando el medio y el ARNdc todos los días la supresión del gen 

blanco es mayor a 75% (Atkinson et al., 2010).  
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4.3.2 Moléculas usadas y concentraciones. Efectos inespecíficos. 

 

Son numerosos los trabajos en S. mansoni en que la ARNi es exitosa en distintos 

estadios luego de tratar los parásitos con siRNAs pequeños o ARNdc, ya sea por 

“soaking” o electroporación. El silenciamiento mediado por estas moléculas varia por 

como interaccionan con la maquinaria enzimática encargada de suprimir la expresión 

génica en la ARNi. Los ARNdc van a ser procesados por enzimas DICER en 

múltiples siRNAs más pequeños que son los que en definitiva van a suprimir la 

expresión del gen blanco. Esta población de siRNAs generada al introducir un 

ARNdc puede ser responsable de efectos inespecíficos observados al utilizar estas 

moléculas si los siRNA generados encuentran blancos en otros genes. Esta respuesta 

no se espera al usar siRNAs, por lo que a priori el silenciamiento podría ser más 

específico. Al mismo tiempo la gran concentración de una molécula interferente 

contra el mismo blanco podría desencadenar efectos inespecíficos. Esta respuesta es 

concentración dependiente y podría atenuarse disminuyendo la concentración o 

introduciendo modificaciones químicas al siRNA disparador (Fedorov et al., 2006). 

 

Por otro lado se ha visto que en mamíferos los ARNdc largos pueden inducir una 

respuesta inflamatoria mediada por interferón, por lo que en estos organismos se 

implemento exclusivamente el uso de siRNAs (Reynolds et al., 2006). Sin embargo, 

hay que tener en cuenta que diferentes siRNAs contra un mismo gen determinan 

distintos niveles de supresión en el gen blanco (Krautz-Peterson et al., 2007; Yang et 

al., 2012; Cao et al., 2014). Este fenómeno puede explicarse por diferencias en la 

accesibilidad del siRNA a su blanco y debe tenerse en cuenta a la hora de planificar 

un experimento de ARNi (Krautz-Peterson et al., 2007). Por este motivo las 

compañías dedicadas a la producción comercial de siRNA sugieren generar y utilizar 

al menos 3 siRNA distintos para cada gen blanco. 

 

Se han empleado distintas concentraciones de moléculas interferentes en distintos 

trabajos (Krautz-Peterson et al., 2007; Stefanić et al., 2010). Hay una relación directa 

entre la concentración usada y la supresión alcanzada. Sin embargo en 

esquistosómulas concentraciones mayores a 90 ng/l son toxicas para los parásitos y 

no aportan un beneficio mayor cuando se analiza la supresión alcanzada (Stefanić et 

al., 2010). La concentración de moléculas usadas podría estar vinculada a la aparición 

de efectos inespecíficos y/o tóxicos, también llamados efectos off-targeting en los 

experimentos de ARNi.  

 

Distintos tipos de efectos secundarios en ensayos donde se incluyen controles 

irrelevantes han sido reportados en trematodos desde los primeros trabajos de ARNi, 

aunque no está claro si este es un efecto dosis dependiente  (Skelly, Da'dara e Harn, 

2003; Dinguirard e Yoshino, 2006; Rinaldi et al., 2008; Rinaldi et al., 2009). Así por 

ejemplo el uso de reactivos de transfección como lipofectamina para incrementar la 

eficiencia de la transfección de moléculas interferentes, resultó en cambios de la 

expresión del gen catepsina B (Skelly, Da'dara e Harn, 2003). En otro reporte la 

expresión de genes que no son blanco de interferencia puede disminuir y esporocistos 

tratados con un ARNdc irrelevante muestran una alteración de su tamaño (Dinguirard 

e Yoshino, 2006).  

 

Al trabajar con genes de proteasas pertenecientes a familias génicas con distinto 

grado de similitud de secuencias se puede suprimir la expresión de más de un 
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miembro de la misma familia. En O viverrini al tratar los parásitos con ARNdc contra 

catepsina B1 disminuye también la expresión de catepsina B2. La similitud de 

secuencia entre estos 2 genes podría ser responsable del efecto inespecífico, pues al 

interferir los parásitos con ARNdc contra granulina no hay alteración de la expresión 

de otros genes como Ov-CB1, Ov-CB2 o actina (Sripa et al., 2011). Otros efectos 

pueden estar vinculados a genes que participan en una misma vía. En S. mansoni al 

inhibir la expresión del gen de la legumaina SmAE disminuye la actividad de la 

proteasa catepsina B, lo cual es consistente con el supuesto papel de la legumaina en 

la maduración de las catepsinas (Delcroix et al., 2006). 

 

Algunos otros fenómenos particulares fueron observados en otros estudios. En JRD 

de F. hepatica transfectados con un ARNm de luciferasa se observó un 

silenciamiento especifico en gusanos tratados con ARNdc de LUC (sin actividad 

enzimática y con reducción del ARNm) aunque aumentó la actividad de luciferasa al 

tratar los parásitos con un ARNdc irrelevante malE (sin afectar el ARNm) (Rinaldi et 

al., 2008).  

 

Por otro lado, en S. mansoni hay un aumento de la actividad de la proteína SmLAP al 

tratar los parásitos con un ARNdc irrelevante (Rinaldi et al., 2009) Esto parece 

apuntar a un efecto inespecífico inducido por el ARNdc. Un fenómeno llamativo se 

da al tratar esporocistos de S.mansoni con ARNdc contra el gen SOD, el que aumenta 

la expresión unas 1600 veces en respuesta al tratamiento (Mourão et al., 2009). 

(Figura 9). 

 

El hecho de que la ARNi en si puede desencadenar efectos inespecíficos incrementa 

la importancia de usar controles adecuados. En los casos descriptos el efecto 

indeseado se observa al comparar un control irrelevante con el blanco, esto es 

parásitos sin tratar, pero este tipo de controles no son incluidos rutinariamente. La 

ausencia de controles o metodologías que no son las adecuadas para detectar efectos 

inespecíficos en otros reportes impide detectar si los efectos detectados son frecuentes 

(Tabla 3). 

 

4.3.3 Controles  

 

Por las dificultades que han surgido con el uso y la estandarización de la ARNi es 

fundamental emplear de manera sistemática controles experimentales adecuados. Sin 

embargo estos no siempre están presentes o no se utilizan de manera adecuada en 

todos los trabajos de ARNi. En el caso de los estudios de silenciamiento génico en 

modelos de mamíferos se han establecido pautas precisas que permiten a partir de los 

controles determinar efectos de modo más cuantitativo y comparable. (MIARE, 

Minimum Information about an ARNi Experiment, 

http://miare.sourceforge.net/HomePage), y estas son frecuentemente publicitadas por 

las empresas proveedoras de siRNA. 

 
 

 

 

http://miare.sourceforge.net/HomePage
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Figura 9: Ejemplos de efectos inespecíficos en la ARNi en trematodos. A Aumento de la 

expresión del gen SOD al tratar parásitos con ARNdc contra este gen. (Mourao et al 2009). 

B Aumento en la actividad de la proteína LAP al tratar parásitos con el ARNdc irrelevante, 

(Rinaldi 2009).C. Disminución de la expresión de proteína Fh Catepsina L1(imagen 

superior) detectada por inmunohistoquimica en parásitos tratados con el control irrelevante 

ARNdc contra el gen CSRP, (columna azul), comparado con parásitos controles ( columna 

roja) y parásitos tratados con ARNdc contra CL1 (columna gris) y Fh Catepsina B2 (imagen 

inferior) detectada por inmunohistoquimica en parásitos incubados con soluciñon salina 

columna roja (control mock), tratados con ARNdc contra CB2 columna verde,y en parásitos 

tratados con ARNdc contra el gen CSRP, columna azul (control irrelevante) (McGonigle et 

al 2008). D Disminución de la expresión del gen CB2 al tratar los parásitos con ARNdc CB1 

detectada por PCR semi-cuantitativo (Sripa 2011).   

 

 

El control usual en los ensayos es una réplica tratada de igual manera pero sin 

molécula interferente. Este blanco, generalmente referido como “mock treatment” 

sirve de referencia para comparar los efectos. Sin embargo, por el método de delivery 

empleado o por la concentración utilizada de moléculas interferentes que puede 

saturar el complejo DICER se puede alterar la expresión génica de manera global. 

Para detectar este tipo de efectos inespecíficos al introducir cualquier tipo de 

molécula interferente se deben utilizar controles irrelevantes. Estos son generalmente 

moléculas dirigidas a genes que no están presentes en el genoma del organismo en 

estudio y se espera que estas no interfieran con la expresión de algún gen endógeno. 

A pesar de su importancia los controles irrelevantes no siempre se utilizan en 

trematodos (Boyle et al., 2003; Dinguirard e Yoshino, 2006; Atkinson et al., 2010; 

Sripa et al., 2011; Wang et al., 2014). En los reportes en que se utiliza el control 

irrelevante el tamaño de este no siempre coincide con el del ARNdc utilizado para 
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disparar la ARNi, sin que por este motivo se afecte el silenciamiento. Sin embargo, 

este tipo de controles permiten detectar efectos más sutiles y poco frecuentes como 

los descriptos en la sección anterior. 
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Tabla 3: Análisis de la ARNi en trematodos. Se analiza método de entrega controles 

utilizados, nivel de silenciamiento, persistencia del silenciamiento, y si se describen efectos 

inespecíficos. 

CI, Control irrelevante; Inmunof, Inmunofluorescenia, RT-PCR, PCR semicuantitativo; 

qPCR, ““Real Time” PCR”, Act, Ensayos de Actividad Proteica; WBlot, Western Blot; 

Fenot, Fenotipo; Crec, Crecimiento; Inmunoh, Inmunohistoquimica; EB, ensayo Biológico; 

Eclosión hu, Eclosión huevos  E, Electroporación; S, “soaking”; ES, Electro-soaking; SP, 

“soaking-poration”. 

 

 

Un tercer tipo de control recomendable es el uso controles positivos capaces de 

afectar la expresión de genes expresados en el mismo tejido del gen que se intenta 

analizar. De esta forma se asegura que el método de suministro (“delivery”) y la 

concentración de ARN utilizada sean adecuadas para bloquear la expresión del gen 

que estamos analizando. A pesar de su utilidad son muy pocos los reportes en que se 

emplean controles positivos (Freitas, Jung E e Pearce, 2007; Beckmann et al., 2012).  

 

De la misma forma la utilización de moléculas interferentes marcadas con 

fluorescencia permiten analizar la eficiencia de la incorporación de la misma a los 

tejidos blanco del organismo a tratar.  

 

4.4 Análisis del silenciamiento. 

 

Las consecuencias esperables de la ARNi son la disminución de la expresión del gen 

blanco por degradación del mRNA correspondiente, disminución de la abundancia de 

la proteína que este codifica y posiblemente una alteración del fenotipo dependiendo 

de la función del gen afectado. En base a esto el silenciamiento se debe detectar 

buscando un cambio en uno de estos tres niveles ARN, proteína y fenotipo. Un paso 

previo importante y deseable es determinar la eficiencia del procedimiento de 

transfección, de modo de poder cuantificar los efectos. 

4.4.1 Eficiencia de transfección. 

 

La ARNi se ha utilizado en trematodos para analizar la función de genes importantes 

en la biología parasitaria en intentos de identificar nuevos blancos terapéuticos. Es 

necesario contar con métodos que permitan evaluar de forma confiable la viabilidad 

de los parásitos luego de suprimir la expresión de genes importantes para su 

desarrollo y para detectar posibles efectos nocivos por los tratamientos utilizados para 

introducir moléculas interferentes. Asimismo puesto que se trabaja con organismos 

metazoarios relativamente grandes, es necesario determinar qué proporción de 

parásitos incorpora las moléculas y si la incorporación es homogénea. 

 

4.4.1.1 Cuantificar sobrevida  
 

Los métodos usados comúnmente para determinar la viabilidad de parásitos se basan 

en la detección de cambios morfológicos al analizar los parásitos al microscopio. 

Estos requieren gran conocimiento de la anatomía de los parásitos y pueden dar lugar 

a errores de interpretación por los observadores. 
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En S. mansoni se han utilizado moléculas fluorescentes con distinta capacidad para 

marcar parásitos vivos de muertos. El único fluorocromo con capacidad de identificar 

parásitos vivos es el diacetato de carboxi-fluoresceina (cFDA), mientras que Ioduro 

de propidio, DAPI y el bromuro de Etidio se pueden utilizar para identificar parásitos 

muertos (Van Der Linden e Deelder, 1984). El uso de estas moléculas permitió 

desarrollar un método de análisis de la viabilidad a gran escala que permite identificar 

de manera objetiva la sobrevida en S. mansoni (Peak, Chalmers e Hoffmann, 2010). 

 

4.4.1.2 Cuantificación de la incorporación de moléculas interferentes 

 

Algunos trabajos se han preocupado de determinar la cantidad y localización de las 

moléculas interferentes luego del tratamiento. Se han utilizado moléculas marcadas 

de forma fluorescente en distintos trematodos para determinar la principal vía de 

entrada de la ARNi (Rinaldi et al., 2008; Mourão et al., 2009; Rinaldi et al., 2009; 

Sripa et al., 2011; Wang et al., 2014). Entender la ruta de entrada en distintos 

parásitos y en distintos estadio de estos es importante para mejorar la eficiencia de la 

ARNi (Dalzell et al., 2012). 

 

En esporocistos de S. mansoni se monitoreó la entrada de moléculas interferentes con 

ARNdc marcado con rodamina. Se observó que solo el 67 % de los parásitos 

incorporaron la señal y que esta era heterogénea en cada parásito, localizándose 

principalmente en el tegumento, células flamigeras y parénquima. La variación en la 

incorporación fue considerada como posible responsable de diferencias en los niveles 

de transcripción observadas al analizar la disminución de la expresión génica por 

“Real Time” (Mourão et al., 2009). Al mismo tiempo esto se vincula obviamente a la 

susceptibilidad diferencial de genes de acuerdo a la localización tisular normal de su 

expresión. 

 

En F. hepatica se determinó que la principal vía de entrada en JRDs es el tracto 

digestivo tanto mediante el tratamiento de juveniles con un siRNA marcado 

fluorescente (Cy3-siRNA) como por hibridación in toto contra un ARNm reportero 

trasnsfectado (Rinaldi et al., 2008). De modo similar, al tratar parásitos adultos de O 

viverrini por electroporación con Cy3-siRNA observaron una fuerte señal en el 

intestino y también en órganos reproductivos (Sripa et al., 2011). Wang y 

colaboradores monitorearon la entrada de Cy3-dsRNA fluorescente en metacercarias 

y adultos de C sinensis. En adultos la mayoría de la fluorescencia se acumula en el 

útero, gónadas y vitelaria, y en metacercarias en la pared del quiste (Wang et al., 

2014).  

 

En estos trabajos el intestino es una fuente importante de entrada de moléculas. Sin 

embargo como ya se ha indicado, genes expresados de manera más ubicua y genes 

que se expresan en el sistema nervioso pueden ser silenciados sin que la señal se 

detecte más allá del digestivo. Estos casos sugieren que en estos parásitos deben estar 

presentes genes que permiten la entrada y esparcimiento de la señal interferente 

(Atkinson et al., 2010; Beckmann, Quack, et al., 2010; Mcveigh et al., 2011; 

Beckmann et al., 2012).  
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4.4.2 Determinación de efectos del silenciamiento 

 

El fin último del experimento es determinar y cuantificar los efectos del 

silenciamiento. Si la interferencia funciona adecuadamente se van a reducir 

específicamente los niveles de mRNA y de proteína del gen blanco sin afectar otros 

genes o vías no vinculadas, y eventualmente se generara un fenotipo detectable 

 

 

4.4.2.1 Detección de fenotipos 

 

Esta es una de las formas comúnmente usadas para analizar efectos, y consiste en 

analizar morfológica y funcionalmente el organismo entero. En los ensayos con 

parásitos algunos de los fenotipos analizados han sido tamaño, movilidad, estructura, 

mortalidad, y eclosión de huevos en parásitos tratados (Freitas, Jung E e Pearce, 

2007; Morales et al., 2008; Mourão et al., 2009; Swierczewski e Davies, 2009). La 

cuantificación de estos efectos es todavía precaria, por lo que la detección de 

fenotipos es todavía más una característica cualitativa que cuantitativa.  

Es así fundamental diseñar ensayos biológicos adecuados que permitan evidenciar el 

efecto del silenciamiento. Tener conocimiento sobre la función de genes similares, 

que participan en una misma vía y/o que son miembros de una familia génica, o 

contar con información de los efectos de silenciamientos de ortólogos en otras 

especies permite no solo esperar a priori determinados efectos fenotípicos sino 

también diseñar ensayos biológicos adecuados.   

4.4.2.2 Reducción da la expresión del gen blanco y de su proteína 
 

Detectar la disminución de ARN y/o proteína es importante para confirmar que el 

silenciamiento fue efectivo. Es importante controlar los efectos del silenciamiento a 

varios niveles por si se genera una respuesta tipo miRNA en que se produce un 

bloqueo post trancripcional con la consiguiente reducción de los niveles de proteína 

sin afectar los niveles de mRNA (Rana, 2007). Por otro lado se pueden afectar los 

niveles de mRNA sin que se reduzcan los niveles de proteína si esta tiene una vida 

media larga. En este caso sería bueno tomar otra ventana de análisis de la proteína en 

cuestión. De esta manera, la optimización de los protocolos de ARNi, incluyendo el 

análisis del efecto interferente a distintos intervalos de tiempo post-tratamiento es 

relevante.  

 

Metodológicamente para detectar cambios en la expresión del gen blanco las técnicas 

utilizadas son técnicas de amplificación como PCR-semicuantitativo, el Real Time 

PCR, y técnicas basadas en hibridación como Northern blot e hibridización in situ o 

in toto. El efecto a nivel proteico se ha analizado por Western blot, ensayos de 

actividad (en caso de enzimas), y técnicas de inmuno-histoquímica con anticuerpos 

contra la proteína blanco (Tabla 3). 

 

4.4.2.3 Detección de efectos inespecíficos (“off-targeting”).  
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Los efectos off-target pueden desencadenarse por secuencias similares entre las 

moléculas interferentes y mRNAs que no son el blanco original de la ARNi y por 

siRNAs secundarios generados por la amplificación de la ARNi que pueden interferir 

con la expresión de otros genes. Típicamente es importante analizar posibles efectos 

“off-targeting” sobre todo cuando se trabaja con genes pertenecientes a familias de 

proteínas multigénicas donde sus integrantes tienen gran similitud de secuencia. En 

estos casos al intentar suprimir un gen se puede alterar la expresión de otros genes 

que sean similares a nivel de secuencia. Pero el problema mayor es cuando existe 

algún dominio conservado en proteínas que participan en vías o procesos distintos y 

que pueden verse afectados de manera totalmente inespecífica. Una manera sencilla 

de evaluar la existencia de este tipo de efectos secundarios no deseados es no solo 

analizar la expresión del gen blanco, sino también de algunos otros genes vinculados. 

Este tipo de controles son rara vez utilizados en trematodos. Para controlar de manera 

global los efectos “off-targeting” debería analizarse la expresión génica a gran escala 

por secuenciación de transcriptomas o por análisis de microarrays (Hagen et al., 

2012) . Otro motivo importante de efectos inespecíficos, especialmente cuando se 

emplean concentraciones elevadas de ARNdc, es la toxicidad inducida por la 

molécula interferente (Stefanić et al., 2010). Aunque la molécula interferente no 

induzca una evidente mortalidad en los organismos tratados, a concentraciones 

elevadas si puede alterar inespecíficamente la expresión de otros genes. 

 

4.4.2.4 Ensayos biológicos y funcionales. 

 

Otra forma de evaluar el efecto del silenciamiento es mediante ensayos biológicos, 

donde se intenta determinar de la forma más fisiológica posible la función de un gen 

en un proceso determinado. Esto se ha realizado por ejemplo en F. hepatica donde se 

evalúa la función de catepsinas en los procesos de invasión haciendo atravesar a los 

parásitos tratados un segmento de un tubo digestivo (Mcgonigle et al., 2008). Los 

ensayos biológicos más interesantes son aquellos en donde se busca detectar los 

efectos en parásitos tratados devolviéndolos al huésped. De esto existen un par de 

ejemplos. En el caso de S. mansoni se evaluó la viabilidad de esquistosómulas 

tratadas con ARNdc contra tetraspaninas mediante su capacidad de desarrollarse a 

adulto inyectando ratones con esquistosómulas tratadas (Tran et al., 2010). Un caso 

más llamativo, se mostró en S. mansoni y S. japonicum donde es posible silenciar 

genes inyectando ratones por vía intravenosa con siRNAs contra genes específicos de 

este parásito (Pereira et al., 2008; Yang et al., 2012; Cao et al., 2014). En S mansoni 

al usar esta estrategia con siRNAs contra el gen HGPRTase la población de parásitos 

se redujo hasta un 27 % (Pereira et al., 2008).  Estos experimentos podrían 

visualizarse como primeros intentos de utilización de herramientas de ARNi como 

estrategias auxiliares de control parasitario. 

 

Como se ve el grado de desarrollo y optimización de la interferencia de ARN en 

trematodos es diverso, por lo que parece importante buscar optimizar y estandarizar la 

técnica para su uso rutinario en nuestro modelo de estudio.  
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HIPOTESIS 
 

 

Es posible utilizar la ARNi como metodología de rutina para el análisis de la función 

génica en trematodos logrando modular de manera específica y estable la expresión 

génica. 

 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo general 
 

Evaluar las vías de silenciamiento génico en F. hepatica; (1) explorar la vía de 

silenciamiento exógena estandarizando la ARNi en juveniles como método de rutina 

para el estudio de la función génica, (2) investigar los actores relevantes de la(s) 

vía(s) de silenciamiento endógeno identificando, clonando y secuenciando pequeños 

RNA reguladores y genes participantes de estas vías.  

 

 

Objetivos Específicos 

 
1. Optimizar un método para cuantificar la incorporación de moléculas interferentes 

evaluando al mismo tiempo la sobrevida de los parásitos a los métodos de 

suministro (“delivery”) utilizados.  

2. Comparar la eficiencia de distintos métodos de suministro (“delivery”) de 

moléculas interferentes 

3. Estudiar la concentración mínima de moléculas interferentes capaz de generar 

efectos reproducibles evitando efectos inespecíficos. 

4. Analizar la persistencia del silenciamiento y la eficiencia de distintas moléculas 

interferentes. 

5.  Comparar la eficacia de la ARNi en JRD cultivados por distintos intervalos de 

tiempo antes de ser transfectados. 

6. Evaluar la optimización de la ARNi en otros estadios de desarrollo de F. hepatica 

7. Clonar e identificar ARNs pequeños en F. hepatica 

8. Clonar y secuenciar genes de la vía siRNA/miRNA. 

 

 

  



36  

 

MATERIALES Y METODOS 

 

1. Obtención de Parásitos. 
 

Las metacercarias de Fasciola hepatica fueron originalmente obtenidas de Baldwin 

Aquatics Inc. (Monmouth, Oregon) o producidas localmente en el Laboratorio de 

Parasitología de la Dirección Nacional de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) del 

MGAP. Posteriormente se consiguió una colonia propia de caracoles del género 

Lymnaea, a partir de la que se inició el mantenimiento del ciclo en el laboratorio. El 

desenquiste in vitro de metacercarias se realizó como esta descrito por (Carmona et 

al., 1993; Rinaldi et al., 2008) con pequeñas modificaciones. Las metacercarias 

fueron incubadas en hipoclorito de sodio al 10% de 3 a 5 minutos a temperatura 

ambiente en filtros de 74 μm para remover la cubierta externa y luego lavadas 

exhaustivamente en PBS 1X. Inmediatamente las metacercarias fueron activadas 

incubándolas a 39 °C en medio de desenquiste preparado mediante la mezcla de 

volúmenes iguales de solución A (0.4% taurocolato de sodio, 120 mM NaHCO3, 140 

mM NaCl pH 8.0) y solución B (50 mM HCl y 33 mM L-cysteina). El proceso de 

desenquiste fue monitorizado bajo lupa estereoscópica y/o microscopio. Luego de 90 

a 180 minutos los juveniles recientemente desenquistados (JRD) comenzaron a 

emerger atravesando el filtro de 74 m. Los JRD fueron colectados, lavados 

exhaustivamente con medio de lavado (RPMI-1640 suplementado con 200 U/ml 

Penicilina G sulfato, 200 mg/ml sulfato de estreptomicina, 500 ng/ml amfotericina B, 

10 mM HEPES), transferidos a placas de cultivo de 12 o 24 pocillos y mantenidos en 

cultivo en medio de Basch modificado a 37 °C, 5% CO2 (Mann et al 2010). En 

cultivos a largo plazo el medio fue cambiado cada 2 días, monitorizando la viabilidad 

de los parásitos microscópicamente. 

 

Los parásitos adultos se obtuvieron a partir de hígados infectados decomisados en 

plantas frigoríficas de faena correspondiendo a infecciones naturales en bovinos. Los 

parásitos fueron extraídos de los canalículos biliares y trasladados hasta el laboratorio 

en RPMI a temperatura ambiente. Al llegar fueron lavados exhaustivamente en RPMI 

(para eliminar restos de material del huésped en el tubo digestivo del parasito) y 

transferidos a una estufa de CO2 al 5 % a 37 °C en medio de cultivo Somule media.  

 

A partir de las vesículas biliares del ganado infectado se recuperaron los huevos, los 

que fueron utilizados para iniciar el ciclo biológico. Los huevos se colocan a 

embrionar en agua a oscuras en estufa a 25 grados y se monitorean bajo lupa. Al cabo 

de 10-12 días los huevos embrionados son transferidos a un matraz de cuello angosto, 

y colocados a la luz, estimulando la emisión de miracidios. Se cubre el cuerpo del 

matraz con papel aluminio y se colectan los miracidios que migran hacia el cuello del 

matraz expuesto a la luz.  

 

2. Síntesis de moléculas interferentes. 

 

El ARN doble cadena (ARNdc) usado en este estudio fue sintetizado y purificado 

empleando el kit Megascript ARNi kit Ambion siguiendo las instrucciones del 
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fabricante. Como moldes para la síntesis de ARNdc se utilizaron productos de PCR  

generados con cebadores específicos que incorporan la secuencia del promotor viral 

T7 (Tabla 4). Mediante esta estrategia se sintetizaron moldes para proteína verde 

fluorescente (GFP) de 684 pares de bases utilizando el plásmido pEGFP-N2 y un 

molde para FhLAP de de 287 pb a partir de un plásmido que contiene la secuencia del 

gen FhLAP (FhLAP, GenBank accession AY64459), que abarca las posiciones 389-

655. 

 

La concentración y pureza de los ARNdc se determinó espectrofotométricamente con 

NanoDrop (ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) midiendo 

absorbancia a 260 nm y la relación A260/A280 respectivamente. 

 

El ARNdc de FhLAP fue marcado agregando el fluoroforo Cy3 de manera covalente 

usando el kit Silencer® sARNi Labeling Kit (Ambion) siguiendo el protocolo 

optimizado para ARNdc largos indicado por el fabricante. 

 

 

Cebadores usados para generar ARNdc 
 
Blanco Cebadores/siRNA Ta °C 

Tamaño de 
amplimero (pb) 

LAP 
LAP_For_T7  TAATACGACTCACTATAGGG ATCTGCTACTCAATGCTCTG 

55 287 
LAP_Rev_T7  TAATACGACTCACTATAGGG CCTTCATACCACCGAGTGAA 

GFP 
GFP_For_T7  TAATACGACTCACTATAGGG CTGGTCGAGCTGGACGGCGACG 

55 684 
GFP_Rev_T7 TAATACGACTCACTATAGGG GCGGCCGCTTTACTTGTA 

 

Tabla 4 Cebadores utilizados en la síntesis de ARNdc. En Rojo y cursiva se marca la 

secuencia del promotor viral T7. 

 

Dos siRNA contra FhLAP, FhLAP 1 siRNA (5’-GGACGAGTTGGTTCTACGCTTG 

GCT-3’) y FhLAP 2 siRNA (5’- CGAATGGCTGCACCCAGAATTGTGG-3’) que 

ocupan las posiciones 516-540 y 598-622 del gen FhLAP fueron sintetizados usando 

un recurso on line de Integrated DNA Technologies (IDT Inc., IA). Estos siRNA 

fueron seleccionados de regiones que solapan con el ARNdc largo utilizado (ver 

Figura 3 A de Dell’Oca et al. 2014, en resultados).  

 

Como control irrelevante se utilizó el siRNA Silencer® Cy™3 Labeled Negative 

Control #1 siRNA, (Ambion, Austin, TX, USA) ya que esta secuencia no se 

encuentra en las bases de datos de secuencia genómicas de F. hepatica. 

 

3. Suministro (“delivery”) de moléculas interferentes en juveniles. 

 

Para introducir las moléculas interferentes se testaron dos métodos utilizados 

usualmente en trematodos: (“soaking” y electroporación) y combinaciones de estos. 

El “soaking” consiste en incubar por 12 horas (“over night”) los JRD en medio de 

cultivo con moléculas interferentes (siRNA o ARNdc) antes de analizar el efecto. La 

electroporación consiste en someter los JRD a un pulso eléctrico cuadrado (125 V 

30ms) en cubetas de 4mm en electroporador BTX ElectroSquarePorator ECM830 

(BTX, San Diego, CA). Inmediatamente después de electroporar los parásitos se 

lavan en PBS 1x para eliminar moléculas que no fueron incorporadas y se 
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transfirieren a medio Basch precalentado. Los nuevos métodos de suministro que 

testeamos fueron “electro-soaking” cuando no se remueven las moléculas 

interferentes después de electroporar los JRDs transfiriéndolos directamente a medio 

de cultivo y “soaking-poration” consistente en someter a los parásitos a “soaking” 

toda la noche en medio con siRNA, luego electroporarlos y lavarlos. En los 

experimentos de evaluación de los efectos a largo plazo se repuso el medio cada 48 hs 

sin suplementar con ARNdc hasta el día en que se finalizo el experimento  

 

Para evaluar los niveles de incorporación los parásitos fueron tratados con moléculas 

interferentes siRNA Silencer Cy 3-Labeled Negative Control #1 siRNA, Ambion, 

Austin, TX, USA) o ARNdc FhLAP marcado con cy3 como fue descrito y 

visualizados con microscopio (Nikon Eclipse TE 200 inverted microscope). La 

intensidad de la fluorescencia fue cuantificada analizando las fotos en ImageJ 

(Schneider, Rasband e Eliceiri, 2012) a través del parámetro Mean gray value 

(promedio de grises en la selección). 

 

4. Determinación de sobrevida de parásitos con colorantes vitales. 

 

Basados en trabajos previos (Van Der Linden e Deelder, 1984; Peak, Chalmers e 

Hoffmann, 2010) desarrollamos un método para analizar la viabilidad de JRD con 4 

',6-diamino-2-fenilindol (DAPI), Fluoresceina (FDA) y Ioduro de propidio (IP).  

 

Para determinar si los colorantes que seleccionamos son útiles para diferenciar 

parásitos vivos de muertos, JRD de 24 hs de vida, esto es juveniles cultivados por 24 

hs después del desenquiste, fueron calentados durante 5 minutos a 65 °C lavados con 

PBS 1x e incubados en PBS 1x con IP y FDA o con DAPI y FDA. Como control 

unos 20 JDR sin tratar se incubaron con los 3 colorantes. Las concentraciones usadas 

de colorantes fueron: 

 

Colorante Stock    Concentración Final 

FDA  10 mg/ml en DMSO  Concentración final 40 ng/ml 
DAPI 100ug/ml en PBS 1x  Concentración final 1,0 ug/ml 
IP  1mg/ml en PBS 1x  Concentración final 1,0 ug/ml 

 

Los parásitos sometidos a los diferentes tratamientos fueron visualizados y 

fotografiados con un microscopio de fluorescencia invertido Nikon Eclipse TE 200.  

Para analizar la viabilidad de JRD luego de tratarlos con ARNdc contra FhLAP se 

empleó FDA y DAPI ya que el IP emite a la misma longitud de onda que el Cy3 

usado para marcar el ARNdc contra FhLAP. 

5. Detección de la incorporación de Cy3-siRNA mediante 

microscopia confocal 

 

Aproximadamente 30 JRD 24hs post-desenquiste fueron expuestos a 5 μg de Cy3-

siRNASilencer® Labeled Negative Control #1 siRNA, (Ambion) por “soaking” o 

“electro-soaking” y 24 hs después se procesaron para la detección de fluorescencia. 

Los parásitos fueron lavados cuatro veces en PBS 1x, y fijados en Paraformaldeído 

(PFA) al 4% por 30 minutos a 4 °C, incubados con DAPI 1μg/ml por 10 minutos y 
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lavados nuevamente con PBS. Las imágenes fueron capturadas en la Unidad de 

Microscopia Confocal de Facultad de Medicina en microscopio confocal espectral 

Leica modelo TCS SP5 II, excitando a longitudes de onda de 405 nm y 543 nm para 

detectar DAPI y Cy3 respectivamente. 

6. Análisis de la expresión génica. 

 

Se extrajo ARN total de parásitos con el kit RNAqueus-Micro Kit (Ambion, Austin, 

TX) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit incorpora el uso de DNasa 

para eliminar posible DNA residual en la preparación. La síntesis de cDNA fue hecha 

en cada experimento partiendo de la misma concentración de ARN en todas las 

muestras midiendo la concentración inicial de ARN de todas las muestras con Nano 

Drop. La síntesis de cDNA fue hecha con el kit RevertAid™ First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Fermentas).  

 

A partir de este cDNA analizamos la expresión génica por PCR cuantitativo (“Real 

Time PCR”) en Rotor-Gene 6000 Real Time PCR System. Como control y 

normalizador se utilizó la amplificación del gen de ß-actina a partir de los primers 

(Directo 5'-GTGTTGGATTCTGGTGATGGTGTC-3' y Reverso 5'-

CAATTTCTCCTTGAT GTCTCG-3'). Los primers para la amplificación del gen 

blanco de silenciamiento FhLAP (Directo 5'- 

GCTACTCTTACCGGCCATGTGGTACG -3' y Reverso 5'- 

CACACGGTGTATACGCGGTGGTC-3') fueron diseñados fuera de la zona utilizada 

para hacer el ARNdc para evitar contaminación cruzada. Las condiciones de 

amplificación fueron 1 ciclo (94°C, 5 min), 35 ciclos (94°C, 30 seg; 60°C, 30 seg) 

usando Rotor gene SYBR Green PCR kit Qiagen, las reacciones fueron hechas en 

duplicado o triplicado.  

La fluorescencia fue detectada durante los pasos de anealing/extensión, y el análisis 

de la curva de melting de cada PCR mostró la presencia de un pico único para cada 

amplicón.  

 

Para el análisis de la expresión génica se utilizó el método 2 –ΔΔCt descrito por 

Livak y colaboradores en 2001 (Livak e Schmittgen, 2001) usando Fh actina como 

gen interno de referencia para la normalización. Primero se normalizó la expresión de 

FhLAP en cada condición contra la de Fhactina siguiendo la formula (ΔCt = 

Ct[FhLAP] - Ct[Fhß-actina]). Luego para ver la variación en la expresión de FhLAP 

en los parásitos tratados normalizamos contra el control mock (parásitos 

electroporados sin moléculas interferentes) mediante la fórmula  ΔΔCt = ΔCt 

[parásitos tratados] - ΔCt[ parásitos controles]). Los resultados son presentados 

mostrando el error estándar EE del 2 –ΔΔCt de 2 experimentos. Análisis estadísticos 

se realizaron con Student t test para datos apareados usando el software GraphPad 

Prism Software (www.graphpad.com); los p valores ≤ 0.05 fueron considerados 

significativos. 

7. Ensayos de actividad enzimática. 

 

150 JRD fueron tratados por electro-”soaking” con ARNdc FhLAP 2,5 ng/l. Como 

control la misma cantidad de parásitos fue sometida a elecro-soaking en ausencia de 

moléculas interferentes y/o de control irrelevante. La extracción de proteínas fue 

realizada con mirVana™ PARIS™ Kit (Part Number AM1556) siguiendo las 

http://www.graphpad.com/
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instrucciones 24 horas después del tratamiento. La actividad proteolítica fue 

monitoreada por la hidrólisis del sustrato fluorogenico AMC al incubar el extracto 

proteico con el sustrato LEU-AMC en un espectrofotómetro FluoStar a 345 de 

excitación y 440 de longitud de onda. 50 l de extracto de proteína fueron incubados 

durante 10 minutos con 50 l de buffer Glicina 100mM pH 8,5 suplementado con 

MgCl2 1mM como activador. Pasado este tiempo se agregan 100 l sustrato y se 

incuba 1 hora a 37°C antes de tomar las medidas. 

8. Ensayos de interferencia en adultos 

 

Para evaluar la interferencia en adultos se trabajó con 3 grupos de 3 adultos los que se 

incubaron en 10 ml de Somule media (control) o medio adicionado con 20 g de 

ARNdc GFP (control irrelevante) y 20 g de ARNdc FhLAP (tratados). Cada 12 

horas se repuso el medio de cultivo, agregando ARNdc a los grupos irrelevante e 

interferido  en las condiciones descriptas. Se recuperaron los huevos del medio de 

cultivo de cada una de las condiciones y se evaluó su morfología directamente al 

microscopio y a través del análisis de fotos en microscopio invertido para evaluar su 

morfología. El experimento se culminó a las 30 hs puesto que la movilidad de los 

parásitos estaba muy disminuida. De los 3 adultos por condición a uno lo fijamos en 

paraformaldehido al 4 %, los otros dos fueron divididos en dos una mitad se utilizó 

para extracción de proteínas somáticas y la otra para extracción de ARN con TRI 

Reagent Solution (Ambion Applied Biosistems). 

9. Clonado y secuenciado de ARNs pequeños (smRNA) a parir de 

JRD. 

 

A partir de 280 ng de ARN de JRD de un día de cultivo se hizo la extracción de ARN 

enriquecida para fragmentos menores de 200 nt con el kit mirVana™ PARIS™ Kit 

(Ambion) según las instrucciones del fabricante. Con este ARN se generó una 

biblioteca de ARN pequeños concatenados siguiendo el protocolo descrito por 

(Pfeffer, Lagos-Quintana e Tuschl, 2005) con algunas modificaciones.  

Brevemente un fragmento conteniendo ARNs pequeños de 15 a 35 pb 

aproximadamente fue purificado de un gel de policrilamida al 15% en urea 7.5 de 

acuerdo a la movilidad relativa de marcadores moleculares teñidos con bromuro de 

etidio. Se ligaron adaptadores 5’ (ACGGAATTCCTCACTrArArA) y 3’ 

(rUrUrUAACCGCGAATTCCAG-L) y se hizo la síntesis de primera hebra de cDNA 

usando el primer RTprimer: GACTACGTGGAATTCGCGGTTAAA). Se amplificó 

por PCR con cebadores comunes a los adaptadores (Directo 2nd PCR 5’ 

GAGCCAACAGGCACCGAATTCCTCACTAAA y Reverso 2nd PCR 3’ 

GACTAGCTTGGTGCCGAATTCGCGGTTAAA) que contienen el sitio de 

restricción Ban I (GGYRCC).  

Los productos amplificados se digirieron enzimáticamente con Ban I y se generaron 

concatámeros los que fueron clonados en el vector pGEM T easy (Promega Corp., 

Buenos Aires Argentina) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.  

 

Se transformaron bacterias y se analizaron los insertos a partir de PCR de colonias, 

seleccionándose los clones con insertos mayores a 500 pb para secuenciar por Sanger. 

Se secuenciaron 70 clones, se ensamblaron las secuencias resultantes usando Clustal 

y se analizaron por blast contra las bases de datos de mirBase (www.mirbase.org) y 
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piRNABank (pirnabank.ibab.ac.in). Más tarde se mapearon las secuencias contra el 

genoma de F. hepatica. 

 

10. Clonado y secuenciado de genes de la vía si/miRNA 

 

Utilizamos distintas estrategias de Blast (blastn, blastx, tblastn) para identificar genes 

de la vía si/miRNA usando como sondas de búsqueda las secuencias de los genes 

descriptos en C. elegans. La base de datos se generó localmente e incluyo secuencias 

del transcriptoma de F. hepatica, que integra los datos disponibles del estadio adulto 

obtenida en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Melbourne (disponible en 

internet http://bioinfosecond.vet.unimelb.edu.au/wblast2.html) y datos propios del 

grupo del transcriptoma del estadio juvenil JRDs de F. hepatica (Cancela, 2010). Para 

mejorar los resultados de la búsqueda, se identificaron primero los genes en 

Schistosoma mansoni (por anotación genómica y por Blast como en el paso anterior) 

y luego se usaron estos para la búsqueda por Blast en F. hepatica. Para completar el 

panorama se buscaron los ortólogos en otros trematodos de los que disponíamos 

secuencias como Fasciola gigantica, Clonorchis, Opistorchis y schistosomas 

(obtenidas del sitio de la Univ. de Melbourne). De esta forma se identificaron varios 

genes de la vía si/miRNA en F. hepatica y otros trematodos. Se alinearon las 

secuencias utilizando BioEdit para cada uno de los genes, y se definieron dominios 

conservados a partir de búsquedas con bases de datos. Finalmente se diseñaron 

primers en zonas conservadas para la amplificación de los genes SID1 (Directo 5’-

GATCGCGTTCACGGTATTCT-3’ y Reverso 5’-GGTTGATTAAGGGCTCGTGA-

3’), ERI 1 (Directo 5’-ACCAAAGCCTGTAATTCTTACACC-3’ y Reverso 5’-

TAAACGTCCGGAATGCTTTACTTA-3’), Dicer (Directo 5’-

AAGCGATTCCGGACAAATC-3’ y Reverso 5’-CAAGTCGGTCAGGACTCCA-

3’) y Argonauta 2 (Directo 5’-AACATGCTTCAGTGCAGTCG-3’ y Reverso 5’-

AGGGCGTTTTCACTGGTTTA-3’).  Estos fueron amplificados por PCR a partir de 

cDNA de juveniles. Los fragmentos de PCR de tamaño esperado fueron clonados en 

vectores pGEM-T y confirmados por secuencia. 

  

http://bioinfosecond.vet.unimelb.edu.au/wblast2.html
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RESULTADOS 
 

1. Evaluación de la sobrevida de parásitos sometidos a 

procedimientos de transfección de moléculas 

interferentes. 
 

En modelos de mamíferos donde la ARNi se realiza sobre todo en células en cultivo 

es posible marcar las moléculas administradas y de ese modo determinar la 

proporción de células tratadas. En este tipo de experimentos la población celular 

puede estar en crecimiento. En el caso de parásitos multicelulares se trabaja con una 

población de individuos que no se divide cuya viabilidad puede estar comprometida 

por el tratamiento utilizado para silenciar la expresión génica. Por este motivo en los 

experimentos de ARNi con poblaciones de parásitos es importante conocer la 

viabilidad de la población tratada y qué proporción recibe efectivamente las 

moléculas.  

 

Para evaluar la viabilidad de los parásitos usamos los colorantes Ioduro de propidio 

(IP) y 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) para identificar parásitos dañados y 

Fluoresceína (FDA), que atraviesa las membranas celulares y se utiliza como 

marcador in vivo de parásitos en buen estado. Estos colorantes demostraron su 

utilidad en S. mansoni para evaluar viabilidad de parásitos a gran escala (Van Der 

Linden e Deelder, 1984; Peak, Chalmers e Hoffmann, 2010). 

 

Para determinar la utilidad de estos colorantes para diferenciar parásitos vivos de 

muertos, calentamos JRD de 24 hs de vida durante 5 minutos a 65 °C previamente a 

la incubación con los colorantes, usando como control JRD sin tratar. Monitoreamos 

la incorporación de los colorantes en microscopio de fluorescencia, observándose 

solamente señal con DAPI e IP en los parásitos tratados con calor, mientras que el 

patrón opuesto de tinción exclusiva con FDA se obtuvo en los controles (Figura 10). 

 

Utilizamos esta estrategia para evaluar la viabilidad de parásitos tratados por 

diferentes métodos de suministro. Como en alguno de los experimentos los parásitos 

fueron tratados con Cy3-siRNA que emite fluorescencia en la misma longitud de 

onda que el IP, utilizamos DAPI y FDA para co-detectar con Cy3. No vimos 

diferencias significativas en la viabilidad de los parásitos con ninguno de los 

tratamientos con respecto a los controles. (Ver Figura 2 A del articulo DellOca et al, 

2014, incluido en la sección siguiente, pag. 32). 
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Figura10: Análisis de la viabilidad de JRD utilizando colorantes FDA, Ioduro de Propidio 

IP y DAPI. JRD fueron calentados 5 minutos a 65 °C e incubados con FDA, IP y DAPI 

(parásitos tratados). Como controles utilizamos JRDs de 24 horas de desenquistados 

mantenidos en cultivo.  

 

2. Estrategias para optimizar la ARNi en JRDs. 

 

Decidimos estandarizar la ARNi en JRDs por que estos son el estadio infectivo y el 

primer contacto para el huésped definitivo por lo que intervenciones que limiten el 

éxito de este estadio impedirían la infección por F. hepatica. 

Utilizando como blanco el gen de Leucin Aminopetptidasa (FhLAP) que ya sabíamos 

por un trabajo previo de nuestro grupo que es susceptible a la ARNi (Rinaldi et al., 

2008) desarrollamos distintas estrategias para mejorar esta herramienta en JRDs de 

Fasciola hepatica.  

 

La proteína FhLAP es una exopeptidasa que pertenece a una familia de 

metalopeptidasas que catalizan la degradación de péptidos simples de proteínas y 

péptidos. Esta proteína cumple funciones importantes en la nutrición de los parásitos 

fundamentalmente a través del catabolismo de la hemoglobina. En Schistosoma 

mansoni se demostró que esta enzima es importante para la eclosión de miracidios 

tratando los parásitos con ARNi contra SmLAP o por medio de su inhibición con 

bestatina (Rinaldi et al., 2009). Por sus importantes funciones FhLAP es considerada 

un buen blanco terapéutico y candidato para ensayos de vacunación siendo el 

candidato vacunal que ha determinado la mayor protección en ovejas hasta el 

momento contra la infección con metacercarias de F hepatica (Acosta et al., 2008). 
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Con la finalidad de silenciar este gen utilizamos un ARNdc de 287 pb y dos siRNAs 

de 24 pb que se encuentran dentro de la zona abarcada por el ARNdc. Como controles 

irrelevantes usamos un ARNdc contra la proteína verde fluorescente (GFP) y Cy3-

siRNA (Ambion) que no tienen similitud con ninguna secuencia descrita en F. 

hepatica. Utilizando estas moléculas decidimos trabajar en puntos claves del 

silenciamiento mediado por la ARNi como son suministro de moléculas, tipo y 

concentración de moléculas utilizadas, susceptibilidad en JRD de distinta edad y 

persistencia del efecto. 

 

Cuando se analiza la respuesta a la ARNi a nivel de ARN para ver cambios en la 

expresión del gen blanco empleamos una muestra heterogénea de parásitos, hayan o 

no incorporado las moléculas interferentes. Para determinar el porcentaje de parásitos 

que incorporaron las moléculas interferentes tratamos los JRDs con Cy3-siRNA 

fluorescente (Ambion, USA) y evaluamos la incorporación de fluorescencia. Primero 

ajustamos las condiciones de electroporación probando distintos voltajes y tiempos de 

electroporación y determinamos que 120 V 30 ms los parásitos incorporan muy bien 

las moléculas fluorescentes con buena sobrevida (datos no mostrados).  

 

Dado que en los trabajos previos en F. hepatica se utilizaron tanto electroporación y 

soaking como métodos de entrega decidimos evaluar cuál era el más efectivo para 

suprimir la expresión génica. Para ellos tratamos los JRDs con los métodos 

tradicionales y combinaciones de estos con dos concentraciones distintas de Cy3-

siRNA. A partir de la cuantificación relativa de la fluorescencia incorporada 

concluimos que el método en el cual los parásitos incorporan más fluorescencia es el 

electro-soaking (ver cap. Siguiente).  

 

En los parásitos tratados la señal fluorescente se localiza predominantemente en el 

tubo digestivo y con microscopia de fluorescencia común es difícil apreciar si hay 

señal más allá del digestivo. Para ver si la señal difunde hacia los tejidos tratamos 

JRDs con 2 métodos de suministro distintos, soaking y electro-soaking, analizando 

luego los parásitos por microscopia confocal. En los parásitos tratados por electro-

soaking la señal fluorescente difunde más en los tejidos que en parásitos tratados por 

soaking (Figura 1D del artículo Dell’Oca et al, 2014, incluido en la sección siguiente, 

pag 31). 

 

En trabajos previos de ARNi en F. hepatica se usaron grandes concentraciones de 

dcRNA que pueden generar efectos inespecíficos, o eventualmente efectos “off-

targeting”. Con el fin de disminuir posibles efectos inespecíficos y aumentar la 

especificidad de la ARNi evaluamos el nivel de silenciamiento disminuyendo la 

concentración ARNdc utilizado e incorporamos el uso de siRNAs. Buscamos 

determinar cuál era la concentración mínima de ARNdc capaz de inducir un 

silenciamiento estable y repetible. Tratamos los parásitos por distintos métodos de 

entrega con 2,5 ng/l de ARNdc FhLAP marcado fluorescentemente para evaluar al 

mismo tiempo la incorporación de moléculas y el nivel de silenciamiento al utilizar 

una concentración mucho menor a la usada previamente. Con esta concentración de 

ARNdc detectamos la fluorescencia con 3 de los 4 métodos de entrega con los que 

tratamos a nuestros parásitos. A pesar de esto logramos un buen nivel de 

silenciamiento con todos los tratamientos. El electro-soaking  fue el método más 

efectivo para reducir los niveles de mRNA del gen FhLAP por lo que consideramos 
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que es el mejor método de entrega. Las diferencias observadas no se deben a 

alteraciones de la viabilidad ya que determinamos mediante la tinción con DAPI y 

FDA que los parásitos resisten los tratamientos utilizados (Figura 2 A y 2 B del 

Articulo Dell’Oca et al, 2014,, incluido en la sección siguiente, pag 32). En 

conclusión es posible silenciar la expresión de un gen endógeno con una 

concentración mucho menor a la usualmente utilizada aunque con esta dosis de 

ARNdc no siempre es posible determinar cuántos parásitos incorporan el tratamiento. 

 

Para interferir la expresión de un gen en invertebrados tradicionalmente se han 

utilizado ARNdc largos mientras que los siRNAs se han utilizado preferentemente en 

líneas celulares de vertebrados. Pensando que es posible evitar efectos inespecíficos 

con el uso de moléculas de menor tamaño diseñamos 2 siRNAs distintos que se 

encuentran dentro de la región abarcada por el ARNdc (Figura 3 A Articulo Dell’Oca 

et al, 2014, incluido en la sección siguiente, pag 33). 

Los 2 siRNA inducen un buen nivel de silenciamiento aunque con el siLAP2 el 

silenciamiento alcanzado fue mayor. La mezcla de los 2 siRNAs a la misma 

concentración final que los siRNAs por separado disminuyo casi por completo los 

niveles de mRNA de FhLAP (Figura 3 B Articulo Dell’Oca et al, 2014, incluido en la 

sección siguiente, pag 33). Determinamos que los siRNAs son efectivos para inducir 

el silenciamiento en JRD de F. hepatica. 

 

Es necesario analizar cuánto perdura el silenciamiento luego de tratar los parásitos 

para establecer con mayor seguridad distintos tiempos en los que analizar el efecto 

del silenciamiento ya sea a nivel de mRNA, de proteína o de un fenotipo particular. 

Esto es muy importante ya que nos podemos encontrar con proteínas cuya reposición 

es muy lenta o que tengan una vida media larga. Si se da alguna de estas situaciones 

precisamos una ventana mayor de análisis para correlacionar la disminución de la 

expresión a nivel de ARN con una disminución a nivel de proteína. 

Luego de testear el nivel de silenciamiento alcanzado utilizando siRNAs comparamos 

la eficiencia de estas moléculas frente al uso de ARNdc a lo largo del tiempo. 

Analizamos el nivel de silenciamiento a largo plazo en parásitos de un día de 

desenquistados que fueron tratados por electro-soaking una sola vez con 2,5 y 10 

ng/l de  ARNdc o con 2,5 ng/l  de siRNA. El nivel de silenciamiento se mantuvo 

en buenos niveles hasta los 21 días con 2,5 y 10 ng/l de ARNdc. Usando siARN el 

silenciamiento fue muy bueno hasta los 7 días, a los 14 la supresión obtenida fue 

cercana a un 40% y a los 21 días fue escasa (Figura 3 C y 3 D Articulo Dell’Oca et al, 

2014, incluido en la sección siguiente, pag 33).  

 

Los resultados de este trabajo se publicaron en el artículo que se adjunta a 

continuación 

 

3. Interferencia de ARN en juveniles de Fasciola hepatica 
 

 

RNA interference in Fasciola hepatica newly excysted juveniles: Long dsRNA 

induces more persistent silencing than siRNA Nicolás Dell’Oca, Tatiana Basika, 

Ileana Corvo, Estela Castillo, Paul J. Brindley, Gabriel Rinaldi, Jose F. Tort. 

Molecular & Biochemical Parasitology 197 (2014) 28–35. 
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4. Ensayos preliminares de interferencia en Adultos 
 

Para comprobar si el silenciamiento de ARN es efectivo en el estadio adulto de F. 

hepatica dos parásitos fueron tratados por soaking con ARNdc FhLAP. Como 

controles utilizamos parásitos cultivados en ausencia de moléculas interferentes 

(control mock) y tratados con ARNdc GFP (control irrelevante). Dado que los adultos 

son muy voluminosos se repuso el ARNdc con los recambios de medio para mantener 

el un buen nivel de silenciamiento. En cada recambio de medio recuperamos los 

huevos emitidos por decantación y tomamos fotos en microscopio invertido para 

evaluar su morfología. Pasadas las 30 horas como la movilidad de los parásitos estaba 

muy disminuida decidimos finalizar el experimento. Los adultos fueron divididos 

separando la región superior que contiene la las ventosas oral y ventral del resto del 

cuerpo. Utilizamos en forma alternante las dos mitades para extraer ARN y proteína 

somáticas. 

 

Analizamos los niveles de expresión del gen FhLAP en parásitos tratados con ARNdc 

FhLAP y con el ARNdc irrelevante por Real Time utilizando el control mock para 

normalizar la expresión génica. El silenciamiento fue efectivo en el adulto 1 tratado 

con ARNdc FhLAP en el que se aprecia una gran disminución de la expresión de 

LAP. En el adulto 2 de la misma condición la expresión aumenta con respecto al 

control sin tratamiento aunque la diferencia no es estadísticamente significativa. En 

los parásitos tratados con el control irrelevante hay una disminución de la expresión 

génica que no es estadísticamente significativa (Figura 11 A). Las diferencias en la 

eficiencia de la ARNi en los adultos tratados con ARNdc FhLAP pueden deberse a 

que medimos el silenciamiento en distintas regiones del adulto y a que la señal 

interferente no se distribuyo de forma homogénea.  

 

Figura 11: Análisis de la expresión génica por “Real Time” en Adultos y huevos. A 2 

adultos fueron tratados por soaking con ARNdc contra LAP. Adulto 1 barra oscura, 

Adulto 2 barra clara. B Análisis de la expresión génica de FhLAP  en huevos 

recolectados en controles, tratados con ARNdc GFP y tratados con ARNdc FhLAP. Los 

valores mostrados fueron calculados con el método 2
-ΔΔCT

 usando el gen actina como 

referencia interna normalizando cada condición contra el control mock. Las barras de 

error muestran el error estándar.  
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Observamos los huevos al microscopio para determinar si el silenciamiento de 

FhLAP afecta el desarrollo y la producción de huevos. Los parásitos tratados con 

FhLAP emitieron gran cantidad de huevos cuya morfología se encuentra alterada. En 

este grupo encontramos huevos más pequeños y de forma redondeada y otros de 

tamaño variable de forma y contorno irregulares (Figura 12). La muestra de huevos 

fue separada en dos, una parte se utilizó para extracción de ARN y la otra para 

evaluar el desarrollo de estos huevos dejándolos madurar en agua a 26 °C protegidos 

de la luz durante 14 días. 

 

 

 
 
Figura 12: Análisis de la morfología de huevos emitidos en ensayo de RNAi en adultos de 

F hepatica. A Comparación en la morfología de Huevos emitidos por parásitos controles, 

tratados con ARNdc GFP y tratados con ARNdc LAP. Primer fila aumento 4x, segunda fila 

10 x y tercer fila 20x. B Fotografías de huevos emitidos por parásitos tratados con ARNdc 

LAP, aumento 20x.  

 

 

La expresión relativa de FhLAP por “Real Time” en huevos determino que hay un 

“knock-down” cercano a 60 % en los interferidos con ARNdc FhLAP (Figura 11 B). 

En los tratados con GFP nuevamente y como en adultos hay una disminución no 

significativa de la expresión de FhLAP. Es difícil determinar en este experimento si 

la disminución de la expresión de FhLAP se da por que los huevos entran en contacto 

con las moléculas interferentes o si es debido a la silenciamiento producido en 

adultos. Debido a la naturaleza de los huevos con una cubierta prácticamente 

impermeable creemos que el efecto se debe principalmente al silenciamiento de 

FhLAP en adultos. Para analizar este efecto, en futuros ensayos se incorporará un 

control con huevos aislados expuestos al ARNdc donde se evaluará la incorporación 

de la molécula interferente y efecto de silenciamiento. 

 

El desarrollo de los huevos también se vio afectado en los parásitos tratados con 

ARNdc FhLAP incluso en el adulto en que no determinamos disminución de la 
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expresión génica. En los controles la mayoría de los huevos completa su desarrollo 

generando miracidios. En los tratados con ARNdc FhLAP los huevos cuya 

morfología está alterada no son capaces de madurar aunque un pequeño grupo de 

huevos en esta condición con morfología normal completó su desarrollo. 

  

Al observar los huevos emitidos por parásitos tratados con el control irrelevante 

aparecen huevos que no completan su desarrollo a pesar de que su morfología no 

parece estar alterada. Este fenómeno no lo observamos en huevos obtenidos del 

control mock Algún efecto inespecífico disparado al tratar parásitos con un ARNdc 

irrelevante podría ser responsable de este efecto. 

 

5. Clonado y secuenciado de miRNA. 
 

Con la finalidad de identificar ARNs pequeños endógenos en F. hepatica decidimos 

clonar y secuenciar una población de ARNs menores a 30 nucleótidos en JRD. Estos 

experimentos se realizaron previamente a la disponibilidad de tecnologías de 

secuenciación masiva por lo que se utilizó el protocolo corriente a la fecha. A partir 

de una muestra de ARNs de JRDs enriquecida en fragmentos menores a 200 nt 

generamos una biblioteca de ARNs pequeños concatenados siguiendo el protocolo 

descrito por Pfeffer y colaboradores con algunas modificaciones (Figura 13 A).  

 

 
Figura 13: Clonado y secuenciado de ARNs pequeños. A Estrategia utilizada para generar 

una biblioteca de ARNs pequeños. B Imagen de uno de los concatámeros generada utilizando 

el software Vector NTI. C Distribución por tamaños de las secuencias crudas de ARNs 

pequeños (línea azul) y de contigs de ARNs pequeños (línea roja). Las barras de colores 

indican con qué tipo de secuencias tienen homología las secuencias generadas.  

 

 

Siguiendo el protocolo se seleccionaron 70  clones con insertos con un tamaño 

superior a los 500 pb que fueron secuenciados con el método Sanger. Obtuvimos 146 

secuencias correspondientes a ARN pequeños de entre 17 y 35 nt. Alineamos y 
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ensamblamos las secuencias usando CAP contig assembly y de esta forma generamos 

88 secuencias de ARNs pequeños distintas (Tabla de secuencias Anexo). 

 

Cuando identificamos estas secuencias de ARNs pequeños no contábamos con el 

genoma de F. hepatica sobre el que mapear y validar las secuencias encontradas. 

Intentamos validar nuestros datos analizando la distribución de tamaños de los ARNs 

secuenciados y buscando homología con secuencias de miRNA y piRNA obtenidas 

de las bases de datos mirBase (www.mirbase.org) y piRNA Bank 

(pirnabank.ibab.ac.in) respectivamente. 

 

La distribución de tamaños de nuestra población era similar a la reportada en 

planarias (Friedländer et al., 2009; Qin et al., 2012) con dos picos en torno a los 22 y 

30 nucleótidos (Figura 12 C) que podrían corresponder con miRNAs y piRNAs 

respectivamente, dos de los principales ARNs pequeños no codificantes (snRNAs). 

 

Mediante la búsqueda por Blast contra las bases de datos de ARNs pequeños 

identificamos 16 secuencias con muy buena similitud con miRNAs, la mayoría con 

un tamaño cercano a los 22 nt acorde con el tamaño de esta población de ARNs 

pequeños. Otras 16 secuencias presentaban similitud solo con piRNAs sin embargo el 

rango de tamaños no correspondía con el de este tipo de ARN regulados (Tabla 

Apéndice 1). Sin embargo, las homologías observadas no se correspondían con el 

patrón filogenético esperado, siendo mayoritariamente parecidas a miRNAs de 

vertebrados. 

 

La distribución por tamaños de nuestras secuencias y la gran homología con miRNAs 

descritos en mirBase parecían indicar que estábamos ante la presencia de miRNAs en  

F. hepatica aunque no pudimos confirmar esta hipótesis. 

  

Estos resultados fueron una primer aproximación al estudio de ARNs pequeños en F. 

hepatica en nuestro grupo y despertaron nuestro interés. Más tarde retomamos el 

estudio de los ARNs pequeños en nuestro modelo de estudio mediante plataformas de 

secuenciación masiva. Estudiamos el papel de los ARNs pequeños reguladores en el 

proceso de invasión analizando secuencias de ARNs menores a 30 nucleótidos en 

JRD. Determinamos que en este estadio están presentes dos tipos de ARNs pequeños, 

miRNAs de 22 nt y tRNAs de 30 -32 nucleótidos lo que sugiere que estas moléculas 

podrían participar en la regulación de la expresión génica en F. hepatica. 

Identificamos 40 miRNA en esta especie 5 de los cuales son específicos de F. 

hepatica. Al mismo tiempo se confirmo la ausencia de piRNAs en platelmintos 

parásitos. Este trabajo es parte de la tesis de maestría de un integrante de nuestro 

grupo y fue publicado recientemente (Anexo). Participe en la discusión inicial de la 

estrategia utilizada en la generación de las bibliotecas de ARN y en la discusión final 

del artículo. 

 

6. Clonado y secuenciado de genes de la vía si/miRNA. 
 

Las vías de silenciamiento se estudiaron principalmente en C. elegans lo que permitió 

conocer con mayor detalle el papel de los ARNs pequeños reguladores en el control 

post transcripcional de la expresión génica. A partir de los genes de la vía descritos en 

C. elegans se han encontrado miembros de estas vías en organismos como Plantas 
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(Martínez De Alba, Elvira-Matelot e Vaucheret, 2013; Bologna e Voinnet, 2014), 

humanos (Ha e Kim, 2014), insectos (Yang et al., 2014) confirmando que este es un 

mecanismo conservado de control de la expresión génica. En trematodos estos 

mecanismos de la expresión génica recién comienzan a estudiarse y se han 

identificado algunos genes solo en Schistosomas (Gomes et al., 2009; Cai et al., 

2012).  

 

El conocimiento de las vías de regulación de la expresión génica mediada por ARNs 

pequeños es importante para entender cómo se regula la expresión génica y puede 

facilitar el desarrollo de la ARNi en F. hepatica. Decidimos comenzar el estudio de 

los genes que participan en estas vías en F. hepatica aprovechando la disponibilidad 

de datos de transciptoma en los estadio juvenil (Cancela et al., 2010) y adulto (Young 

et al., 2010). A partir de los genes de la vía descritos en el nematodo C. elegans 

(Fischer, 2010)y en S. mansoni (Gomes et al., 2009) utilizamos distintas estrategias 

bioinformáticas de búsqueda por Blast para identificar estos genes en F. hepatica. 

Como no todos los genes encontrados en C. elegans estaban reportados en S. mansoni 

realizamos una búsqueda en este último parásito para identificar genes no descritos. 

Utilizamos luego los ortólogos identificados en S. mansoni para realizar luego la 

búsqueda en F. hepatica, lo que permitió extender la lista de genes detectados y 

mejoro la homología de secuencias ya identificadas en Blast previos contra C. 

elegans. Como era esperado los genes de F.hepatica se parecen más a los de S. 

mansoni un parasito más cercano filogenéticamente. 

 

Identificamos varias secuencias con buena similitud a proteínas que participan en 

distintos pasos en las vías de regulación post transcripcional mediadas por ARNs 

pequeños (Tabla 5) En total identificamos 17 genes que forman parte los complejos 

principales de silenciamiento, como DICER, Complejo RISC, Complejo 

Microprocesador (Drosha y Pasha), respuesta sistémica a la ARNi, otros genes 

requeridos para la ARNi. Todos los genes descritos en S. mansoni están presentes en 

F. hepatica por lo que estos parásitos comparten mecanismos importantes de 

regulación de la expresión génica.  

 

No identificamos ningún gen con homología a ARN polimerasas dependientes de 

ARN (RdRPs) que participan en la respuesta de amplificación de la ARNi conocida 

como ARNi Transitiva a partir de los genes descritos en C. elegans mediante las 

estrategias de búsqueda por blast utilizadas. Se ha postulado que la persistencia de la 

ARNi en C elegans puede estar vinculada a la acción de los genes SMG, que 

participan principalmente en la vía de Nonsense Mediated Decay (Fischer, 2010) , y 

consistentemente encontramos homologos en F. hepatica para varios de estos genes. 

 

Una vez identificados los genes de la vía en nuestro parásito decidimos clonar y 

secuenciar 4 de los genes encontrados. Seleccionamos los genes Argonauta 2 (Ago2), 

ERI, DICER y el transportador SID 1 que presentaron buena similitud con los genes 

de la vía descritos y son relevantes en los procesos de regulación post transcripcional 

de la expresión génica, Ago 2 es uno de los integrantes de la familia de proteínas 

Argonautas, claves en todos los procesos de silenciamiento mediados por ARN 

pequeños, participando principalmente en el silenciamiento mediado por siRNA en la 

ARNi (Czech e Hannon, 2011). La enzima DICER es también un actor clave, 

encargado de procesar dúplex de ARNs para que ingresen al complejo RISC 

(Hutvagner e Simard, 2008). SID 1 codifica para una proteína transmembrana que 
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permite el pasaje de la señal interferente entre células vecinas y es responsable del 

efecto sistémico de la ARNi (Whangbo e Hunter, 2008). 

 

 

 

 
Tabla 5. Búsqueda de genes de las vías de silenciamiento mediadas por ARNs pequeños en F 

hepatica utilizando como refencia genes descritos en C elegans y ortólogos identificados en S 

mansoni. El símbolo o se utiliza para indicar la ausencia del gen. 

 

 

 

Las proteínas ERI fueron identificadas en C.elegans como potenciadores de la ARNi, 

pues al estar mutados aumentan los efectos del silenciamiento. ERI-1 es una 

exonucleasa que normalmente actúa regulando negativamente el silenciamiento, 

mutaciones en el gen que codifica esta proteína potencian la ARNi (Fischer, 2010; 

Jadiya e Nazir, 2014). Para clonar y secuenciar estos genes buscamos ortólogos de los 

genes seleccionados en otros trematodos, hicimos alineamientos de secuencias 

aminoacidicas, identificamos dominios conservados con Pfam y diseñamos primers 

en estos dominios. Amplificamos y clonamos estos genes utilizando cDNA de JRD 

con el kit Gene Racer (Figura 14). Al encontrar ortólogos de estos genes en otros 

Vía si/miRNA Ref en C elegans blastp Fhep Ref S mansoni tblastx F hep

dcr-1_1 Contig13085 Smp_169750 dcr1 Contig13085

Drh-2 o o o

drh-1_1 o Smp_083710 Contig6631

rde-1_1 Fh_Contig1038 Smp_102690.2 Ago3 Fh_Contig3657

rde-2_1 o o o

rde-3_1 Contig5373 Smp_005640 Contig5373

rde-4_1 o o o

o Smp_023670 Partn dcr Fh_F_hep_A_c40810

Alg-1 Contig6746 Smp_140010 Ago1 Contig6746

Alg-2 Contig3657 Smp_179320 Ago2 Contig3657 

tsn-1_1 Contig141 Smp_166110 Contig141

vig-1_1 o o o

ego-1_1 o o o

rrf-1_1 o o o

rrf-3_1 o o o

rsd-2_1 o o o

rsd-6_1 o o o

sid-1_1 Contig8825 Smp_152020 Contig8825

sid-2_1 o o o

zfp-1_1 Fh_Contig36 Smp_137970 Fh_Contig36

smg-2_1 Fh_Contig1474 Smp_061590.1 Fh_Contig3088

smg-5_1 o o o

smg-6_1 o Smp_131650 Fh_Contig2032

gfl-1_1 Fh_Contig364 Smp_070760 Fh_Contig364

mut-16_1 o o o

mut-7_1 o o o

mes-3 o o o

Drsh-1 Fh_FVHQEPK01EOE88 Smp_142510.2 Drosha2 Fh_FVHQEPK01AER76

eri-1_1 Fh_Contig236 Smp_029850-eri1 Fh_Contig236

xrn-1_1 Fh_Contig2708 Smp_133300 Fh_Contig2708

rha-1_1 Fh_Contig581 Smp_035030 Fh_Contig581

T22A3.5a pash-1 Smp_087220_Partner Drsh Contig13184

o Smp_152800.1_Expo 5 Fh_Contig12618

o Smp_099630_Fmr1 Fh_Contig1579

Complejo Dicer

Complejo microprocesador

Otros genes requeridos 

para la RNAi

RNAi Sistemica

Amplificación de la 

respuesta (RdRp)

Complejo RISC
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trematodos demostramos que la vía esta conservada en este importante grupo de 

parásitos. 
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Figura 14 Alineamiento de las secuencias obtenidas del clonado de genes de la via. A. 

Ago2 B DICER C Eri I D Sid 1.E Esquema de las estructuras génicas y región amplificada. 
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DISCUSION 
 

 

Las infecciones por parásitos tienen un fuerte impacto en salud pública por la gran 

cantidad de personas afectadas por estas enfermedades. Más de 2 billones de personas 

en todo el mundo está infectada con al menos un helminto de los phyla platelminto y 

nematodos  (Hagen et al., 2012). Las trematodiasis juegan un gran papel dentro de 

estas enfermedades afectando a más de 200 millones de personas principalmente en 

áreas empobrecidas del planeta.  

 

Nuestro modelo de estudio F. hepatica es el agente causal de la fasciolosis una 

enfermedad principalmente del ganado domestico con cifras de prevalencia estimadas 

en nuestro país de 50% en bovinos y 60% en ovinos (Acosta, 1991). Se cree que un 

cuarto del ganado pastorea en áreas donde reside este parásito por lo que representa 

un grave problema para el sector ganadero en todo el mundo provocando importantes 

pérdidas económicas (Chen, 1990). El número de casos en humanos ha aumentado 

significativamente sobre todo en algunas regiones de América del Sur (Bolivia, Perú 

y Ecuador), en el norte de Asia y de África central por lo que la OMS ha considerado 

a esta enfermedad una zoonosis reemergente (Mcmanus e Dalton, 2006).  

 

A pesar del grave problema que representan estas enfermedades los recursos 

disponibles para combatirlas son escasos y se basan en el uso de un número muy 

reducido de drogas. La continua presión con drogas en monoterapia ha llevado al 

desarrollo de resistencia a los tratamientos habitualmente usados. En F. hepatica se 

han reportado casos de resistencia a la única droga usada, el Triclabendazole (Devine 

et al., 2009; Flynn, Mulcahy e Elsheikha, 2010). En S mansoni un caso similar se da 

con el uso del Prazicuantel (Mcmanus e Loukas, 2008). No es sustentable a largo 

plazo el uso de drogas en monoterapia y se deben implementar nuevas medidas para 

combatir estas enfermedades. 

 

En la búsqueda de nuevas estrategias de control muchos investigadores han dirigido 

sus esfuerzos a la comprensión de los procesos de regulación de la expresión génica 

mediada por ARNs pequeños y a la identificación de nuevos genes y nuevas proteínas 

a través de la secuenciación de genomas y transcriptomas de estos parásitos. 

 

Hoy en día tenemos acceso a genomas y/o transcriptomas de varios trematodos de 

interés sanitario como son S. mansoni (Berriman et al., 2009), S. japonicum 

(Consortium, 2009), S. hematobium (Young et al., 2012), F. hepatica (Cancela et al., 

2010; Young et al., 2010; Cwiklinski et al., 2015), F. gigantica (Young et al., 2011), 

C. sinensi (Huang et al., 2013).  

 

Es necesario implementar nuevas herramientas de genómica funcional para analizar y 

descifrar la función y esencialidad de la gran cantidad de secuencias aportadas por 

estos trabajos. El desarrollo de estas herramientas es fundamental no solo para 

conocer aspectos relevantes de la biología parasitaria, sino también para la 

identificación de nuevos blancos terapéuticos que permitan el desarrollo de drogas 

y/o vacunas. La ARNi es la única herramienta disponible en la actualidad para el 

análisis de la función génica en trematodos. Pese a su utilidad se han encontrado 

algunas dificultades con el uso de esta tecnología en trematodos.  
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Teniendo en cuenta estos problemas en el presente trabajo llevamos a cabo una serie 

de experimentos con el fin de mejorar esta herramienta en F. hepatica. Ajustamos 

métodos de suministro, concentraciones utilizadas, analizamos la persistencia del 

silenciamiento y evaluamos la eficiencia del silenciamiento JRD de distinta edad.  

Por otro lado intentamos el silenciamiento en adultos, y si bien los resultados son 

primarios, indican que es también posible silenciar un gen endógeno en adultos, lo 

que abre paso a la optimización en ese estadio. Estudiamos genes de las vías de 

silenciamiento para comprender mejor cómo funcionan estas vías de silenciamiento 

génico, Identificamos, clonamos y secuenciamos ARNs pequeños como una primera 

aproximación al estudio de los mecanismos de regulación mediados por ARNs 

pequeños, lo que abrió el camino al análisis de los miRNAs en F.hepatica, línea que 

se ha iniciado en nuestro grupo.  

Estandarización de la ARNi en JRD. 

 

En los trabajos de ARNi en parásitos el efecto del silenciamiento se analiza en una 

población de organismos tratados sin analizar el porcentaje de incorporación, y sin 

conocimiento real de que número efectivo de parásitos recibe las moléculas 

interferentes. En uno de los trabajos en S. mansoni se demostró mediante el empleo 

de moléculas marcadas que la incorporación de ARNdc no es homogénea en la 

población de parásitos tratados (Mourão et al., 2009). Esto implica que si no se 

seleccionan los parásitos que efectivamente incorporan la señal interferente como 

sucede habitualmente el efecto de silenciamiento se diluiría y se podría estar 

subestimando el efecto generado por la ARNi. 

 

En nuestro trabajo analizamos la incorporación de moléculas marcadas luego de tratar 

los parásitos con distintos métodos de suministro utilizando dos concentraciones 

distintas de Cy3-siRNA 2 ng/l o 5 ng/l. De esta forma analizamos la eficiencia para 

introducir moléculas marcadas de los métodos de suministro que ya habían 

demostrado ser efectivos en JRD (“soaking” y electroporación) (Mcgonigle et al., 

2008; Rinaldi et al., 2008) y de nuevos métodos no testeados hasta ahora en este 

organismo. 

 

Cuando utilizamos 5 ng/l de Cy3-siRNA visualizamos la señal fluorescente con 

todos los métodos empleados excepto la electroporación. Al usar 2 ng/l solo 

detectamos la señal fluorescente en los parásitos tratados por electro-soaking. La 

intensidad de la señal fluorescente fue mayor en parásitos tratado por electro-soaking  

por lo que este parece ser el método más efectivo.  

 

Al analizar la localización de la señal observamos que es más intensa en el tubo 

digestivo de los parásitos tratados lo que coincide con otros reportes en trematodos 

que muestran que esta es la principal vía de entrada de moléculas interferentes 

(Stefanić et al., 2010). Este fenómeno puede explicar por qué genes expresados en 

tubo digestivo y tegumento muestran una susceptibilidad mayor a la ARNi. Por 

microscopia confocal analizamos la incorporación al tratar los parásitos por “soaking” 

y por electro-soaking. Con los dos métodos se observa una fuerte señal en el tubo 

digestivo y en tejidos aledaños que es más fuerte en los tratados por electro-soaking. 

Esto sugiere que es posible la transferencia a otros tejidos de la señal interferente, que 

normalmente ingresaría por el digestivo y el tegumento. 
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Para determinar si la intensidad de la señal fluorescente se corresponde con un efecto 

a nivel del silenciamiento tratamos parásitos con moléculas de 2,5 ng/l de ARNdc 

marcado con Cy3 con los mismos métodos de suministro empleados para monitorizar 

la entrada de Cy3-siRNA. Todos los métodos determinaron un gran nivel de 

silenciamiento incluido la electroporación con la que no fue posible detectar la señal 

fluorescente. Es posible disminuir la expresión génica electroporando y lavando 

rápidamente las moléculas que no se incorporan aunque la eficiencia del 

silenciamiento disminuye comparado con otros métodos de suministro. Resultados 

similares se encontraron en S. mansoni al analizar el silenciamiento en parásitos 

tratados con distintos métodos de suministro (Stefanić et al., 2010). En nuestro caso 

el soaking por si sólo es más efectivo que la simple electroporación y la combinación 

de estos dos métodos en el electro-soaking produce el mayor “knockdown” alcanzado 

en JRD cercano a 90%. Esto sugiere que si bien es posible la entrada pasiva de 

moléculas interferentes en el soaking, la apertura de poros en las membranas 

biológicas mediante la electroporación favorece esta entrada permitiendo una mayor 

incorporación. En S. mansoni se reportaron resultados similares a los nuestros que 

demuestran que la electroporación induce niveles de silenciamiento mayores (Krautz-

Peterson et al., 2007; Ndegwa, Krautz-Peterson e Skelly, 2007). 

 

En otro reporte reciente de ARNi en F. hepatica se probaron 5 estrategias distintas 

utilizando soaking para suprimir la expresión génica. En ese estudio se determinó que 

el método más efectivo consiste en tratar los parásitos por soaking 4 hs con 50 ng/l 

de ARNdc, pasando luego de este tiempo a una concentración de 2,5 ng/l al diluir la 

muestra en 1 ml de medio de cultivo, que se mantiene en los sucesivos recambios de 

medio. Estos autores apoyan la idea de una concentración alta inicial y una 

exposición residual larga como método de optimizar la incorporación. En cualquier 

caso, sus resultados son consistentes con los nuestros en cuanto a que las 

exposiciones largas favorecen una incorporación estable (Mcveigh et al., 2014).  

 

Demostramos que es posible silenciar la expresión génica con una concentración 

menor a la utilizada en los reportes previos en F. hepatica (Mcgonigle et al., 2008; 

Rinaldi et al., 2008), y a la generalmente usada en trematodos. Recientemente 

McVeigh y colaboradores lograron disminuir de manera significativa la expresión del 

gen Catepsina B usando tan solo 0.05 ng/l de ARNdc por soaking en JRD de F 

hepatica, (Mcveigh et al., 2014) si bien los niveles de silenciamiento fueron menores 

a los observados con concentraciones en el rango de las usadas en nuestro caso. Estos 

autores demostraron además que reduciendo la concentración de moléculas 

interferentes es posible combinar distintos blancos sin llegar a una dosis toxica de 

ARNdc y logrando el silenciamiento de todos los genes blanco. En S mansoni 

también se testo con éxito la interferencia conjunta contra distintos blancos (Stefanić 

et al., 2010) lo que abre la puerta a estudios más complejos de efectos sobre vías 

particulares, o de interacción entre estas. 

 

Por medio de la tinción con DAPI y FDA demostramos que las diferencias en el 

silenciamiento alcanzado no se deben a alteraciones en la viabilidad de los parásitos. 

El uso de este método para evaluar la viabilidad de los parásitos nos permitió 

monitorear la sobrevida de un gran número de parásitos de forma rápida. Podría 

utilizarse para evaluar a gran escala el efecto en el silenciamiento de posibles blancos 

terapéuticos que aumenten la mortalidad de los parásitos. 

 



66  

 

Buscando mejorar la eficiencia del silenciamiento y disminuir la posible aparición de 

efectos inespecíficos que se han visto en este y otros parásitos incorporamos el uso de 

siRNAs de menor tamaño. Los siRNAs se han usado preferentemente en líneas 

celulares de vertebrados pero comienzan a usarse con más frecuencia sobre todo en el 

parásito S. japonicum (Zou et al., 2011; Liu et al., 2015) Se hipotetiza que por su 

menor tamaño es posible disminuir la aparición de efectos inespecíficos con el uso de 

estas moléculas. En este trabajo utilizamos 2 siRNAs contra FhLAP que se 

encuentran dentro de la región abarcada por el ARNdc, y observamos diferencias 

leves pero detectables en los niveles de silenciamiento obtenido. Otro grupo de 

investigación focalizado en Fasciola hepatica también testó la utilidad de siRNAs 

generando 3 siRNAs que demostraron ser efectivos para silenciar el gen endógeno 

GST, y observaron como en nuestro caso que hay diferencias en el nivel de 

silenciamiento alcanzado al utilizar estas moléculas (Mcveigh et al., 2014). 

 

Luego de ajustar el uso de los siRNA-FHLAP decidimos comparar la eficiencia del 

silenciamiento en el tiempo al tratar parásitos una sola vez por electro-soaking con 

2,5 y 10 ng/l de ARNdc y con 2,5 ng/l de siRNA-LAP. Normalizamos la expresión 

de los parásitos tratados con los dos tipos de moléculas contra el control mock para 

evitar errores de interpretación al comparar la eficiencia de estos tipos de moléculas. 

La expresión disminuyó de manera significativa y similar con todos los métodos 

empleados hasta el día 7. Mientras que con siRNAs el silenciamiento se mantuvo de 

manera aceptable hasta los 14 días. Al utilizar ARNdc logramos mantener un 

silenciamiento significativo de la expresión génica hasta el día 21 cuando los siRNAs 

ya no son  efectivos.  

 

Recientemente McVeigh y colaboradores también analizaron el silenciamiento a lo 

largo del tiempo en Fasciola hepatica y demostraron que para algunos genes la 

supresión disminuye de manera significativa a partir de las 4 horas y se mantiene en 

el tiempo hasta 25 días luego de tratar los parásitos con ARNdc, resultados que 

espejan nuestras observaciones. 

 

Estos reportes se suman a la lista de trabajos en trematodos que demuestran que el 

silenciamiento persiste en el tiempo. En S. mansoni el “knock-down” se mantiene 

hasta 40 días (Krautz-Peterson et al., 2007), en S. japonicum 14 días (Kumagai et al., 

2009) y en O. viverrini 16 días (Thanasuwan et al., 2014). La permanencia de la 

ARNi en el tiempo sugiere que hay una respuesta de amplificación de la señal 

interferente como la que se da en C. elegans o un mecanismo que asegura la 

persistencia de las moléculas interferentes. En nuestro caso no pudimos encontrar por 

búsqueda bioinformática RdRP involucradas en la amplificación de la señal en la 

ARNi transitiva pero si encontramos genes SMG, los que estarían involucrados en la 

persistencia de la señal en C. elegans, sugiriendo que este podría ser el mecanismo. 

 

A diferencia de lo que sucede en S. mansoni no encontramos diferencias en la 

susceptibilidad en JRD transfectados con las moléculas interferentes a diferentes 

tiempos post-desenquiste. Más allá de las implicancias biológicas de esta posible 

diferencia, esta tiene una importancia práctica esencial pues en nuestro modelo es 

posible analizar la función génica sin necesidad de mantener los parásitos varios días 

en cultivo evitando de esta manera problemas de contaminación en los cultivos a 

largo plazo. 
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Interferencia de ARN en adultos. 

 

Es importante analizar la expresión génica en todos los estadios de estos parásitos con 

ciclos de vida complejo para entender aspectos relevantes de la biología parasitaria y 

para identificar blancos terapéuticos específicos de los estadios invasivos. En 

trematodos la ARNi solo se utiliza como técnica de rutina para analizar la expresión 

génica en S. mansoni. En este parásito la ARNi se ha utilizado para suprimir la 

expresión génica en prácticamente todos sus estadios. En O viverrini se logró 

silenciar con éxito genes en adultos y metacercarias, pero esto no ha sido reportado en 

otros organismos. McGonigle y colaborares reportaron que intentaron silenciar sin 

éxito el gen endógeno FheCL1 en adultos de F.hepatica, tratando los parásitos 

durante 4 hs por soaking con 100 ng/l de ARNdc sin apreciar una reducción en la 

expresión del gen blanco (Mcgonigle et al., 2008).  

 

En nuestro laboratorio nos propusimos testar nuevamente la viabilidad de la 

interferencia en adultos. Buscamos interferir la expresión del gen endógeno FhLAP 

mediante “soaking”  con 20 ng/l de ARNdc FhLAP. Como controles utilizamos 

parásitos tratados con la misma concentración de ARNdc GFP (control irrelevante) y 

parásitos mantenidos en medio de cultivo sin adición de moléculas interferentes 

(control “mock”). Analizamos la expresión de FhLAP en dos parásitos de cada 

condición. Nuestros resultados de silenciamiento no fueron concluyentes, pues 

logramos suprimir la expresión de FhLAP de manera significativa solo en uno de los 

parásitos, pero son alentadores en que el silenciamiento es viable. Las diferencias 

observadas en la eficiencia de la ARNi podrían deberse a que usamos regiones 

distintas de cada parásito, la región superior que contiene las ventosas oral y ventral, 

el ovario y útero en el adulto 1, y la región inferior que tiene testículos y saco vitelino 

en el adulto 2. Podría ser que la ruta de entrada de las moléculas interferentes en 

adultos sea por las ventosas oral y ventral y que los tejidos adyacentes a esta sean más 

susceptibles de ser interferidos. Este mecanismo implicaría una pobre distribución de 

la señal interferente más allá del sitio de entrada. 

 

Nuestro intento difirió del de McGonigle en la concentración del ARNdc usado y 

fundamentalmente en un tratamiento de los parásitos durante más tiempo, con lo que 

logramos silenciar el gen endógeno FhLAP. No creemos que el éxito dependa en este 

caso del gen seleccionado ya que la Catepsina L que no pudo ser silenciada en adultos 

en un trabajo previo y el gen FhLAP tienen un patrón de expresión similar pudiendo 

encontrar estas enzimas en los productos de excreción secreción de adultos. 

 

Tal vez los resultados más alentadores de este experimento primario tengan que ver 

con los efectos observados en los huevos. Una gran proporción de los huevos 

emitidos por adultos tratados con FhLAP presentaron grandes alteraciones de su 

morfología comparado con los controles sin tratamiento y con el control irrelevante. 

Cuando pusimos a eclosionar los huevos, los que presentaban alteraciones no 

completaron su desarrollo a miracidios. Además la expresión de FhLAP disminuyo 

un 60 % en los huevos de parásitos tratados con FhLAP. Es difícil determinar si la 

expresión de FhLAP disminuyó por que los huevos en formación entran en contacto 

con moléculas interferentes o debido a alguna alteración generada al tratar los 

adultos. En futuros ensayos se incorporarán huevos aislados sometidos a moléculas 

interferentes para estudiar el efecto observado. 
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Dependiendo de la tasa de producción de huevos puede haber huevos que no entren 

mucho tiempo en contacto con las moléculas interferentes. En nuestro laboratorio 

hemos tenido dificultades para introducir moléculas interferentes como Cy3-siRNAs 

y/o para teñir los huevos con distintas clases de colorantes. Los huevos son 

impermeables a los tratamientos a los que los sometimos aunque los huevos recién 

emitidos, antes de que se complete el proceso de esclerotización de la cubierta 

podrían permitir la entrada de moléculas interferentes. Se sabe que FhLAP se expresa 

en huevos en Fasciola hepatica y trabajos de interferencia en S mansoni confirmaron 

que LAP es importante para la eclosión de miracidios (Rinaldi et al., 2009). Nuestros 

datos apuntan a funciones consistentes con estas, asociadas al desarrollo de huevos y 

miracidios. 

ARNs pequeños en F. hepatica 
 

Una nueva área de investigación se generó con el descubrimiento de los ARNs 

pequeños y de su papel en la regulación post transcripcional de la expresión génica en 

importantes procesos biológicos. Los principales ARNs pequeños en las vías de 

silenciamiento mediado por RNA como miRNAs, siRNAs y piRNAs se identificaron 

y estudiaron en una gran variedad de organismos (Moazed, 2009; Morris e Mattick, 

2014). 

 

Teniendo en cuenta la importante función de los ARNs pequeños no codificantes 

decidimos identificar miembros de estas vías de regulación en JRD de F. hepatica. 

Cuando comenzamos a trabajar recién se estaban estableciendo las tecnologías de 

secuenciación masiva y era difícil acceder a ellas por los altos costos de 

secuenciación. Utilizando el protocolo reinante en la época que consistía en generar 

clones de concatámeros con secuencias de ARNs para secuenciar por SANGER 

(Pfeffer, Lagos-Quintana e Tuschl, 2005) logramos identificar 146 secuencias que se 

agrupaban en 88 contigs distintos de miRNA. En ese momento como no contábamos 

con el genoma de F. hepatica nos encontramos con dificultades para validar las 

secuencias encontradas por lo que buscamos indicios que indicaran que estábamos 

ante la presencia de ARNs pequeños reguladores. La distribución por tamaño hallada 

con 2 picos de secuencias en 22 y 30 nucleótidos era similar a la encontrada en 

planarias (Palakodeti, Smielewska e Graveley, 2006). Mediante Blast vimos que 

nuestras secuencias presentaban gran similitud con miRNAs que estaban validados en 

mirBase lo que nos hacía pensar que habíamos logrado secuenciar ARNs pequeños 

reguladores en F.hepatica. Estos resultados eran alentadores y fueron el punto de 

partida para el estudio de ARNs pequeños mediante nuevas tecnologías de 

secuenciación en nuestro grupo. En este sentido, participé en la generación de 

bibliotecas de ARN pequeños para su secuenciación masiva por Illumina. Este trabajo 

de análisis de miRNAs en Fasciola hepatica es el eje central del trabajo de tesis de 

Santiago Fontenla,  en el que logramos identificar 40 secuencias de miRNA, así como 

secuencias de tRNA reguladores en JRDs de F.hepatica. Este trabajo, en el que 

colaboré en la generación de bibliotecas iniciales y en la discusión de estrategias de 

análisis y de resultados se publicó recientemente y se adjunta como anexo. 

Identificación de genes de la vía si/miRNA.  

 

En trematodos las vías de silenciamiento mediadas por ARNs deben estar presentes 

ya que es posible suprimir la expresión génica por medio de la ARNi y porque se han 
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encontrado miRNAs en varios integrantes de este grupo. Sin embargo se conoce muy 

poco sobre los genes que participan en las vías de silenciamiento mediada por ARN 

con unos pocos reportes en Schistosomas (Krautz-Peterson e Skelly, 2008; Gomes et 

al., 2009; Krautz-Peterson et al., 2010; Luo et al., 2010; Skinner et al., 2012).  

Comenzamos la búsqueda en F. hepatica en bases de datos de transcriptoma de 

adultos (Young et al., 2010) y de juveniles generadas por nuestro laboratorio 

(Cancela et al., 2010) utilizando las secuencias de genes de la vía descritas en C. 

elegans (Fischer, 2010) y en S. mansoni (Gomes et al., 2009). Identificamos varios 

hits con buena homología con genes descritos en C. elegans y en S. mansoni. Las 

proteínas centrales para el silenciamiento Argonauta y DICER están presentes pero 

hay una pérdida de genes de la vía con respecto a C elegans, un fenómeno similar a lo 

encontrado analizando la vía de silenciamiento en nematodos (Dalzell et al., 2011).  

 

Todos los genes descritos en S. mansoni fueron identificados en F. hepatica. Los 

genes FMR1 y Exportina5 presentes en S. mansoni pero no en C. elegans fueron 

encontrados en nuestras bases de datos lo que podría estar reflejando algunas 

diferencias en los mecanismos de regulación de la expresión génica entre trematodos 

y C elegans. Al mismo tiempo identificamos los miembros de estas vías por 

homología de secuencias en los datos transcriptómicos disponibles de otros 

trematodos y mostramos que algunos de los genes están conservados lo que confirma 

que las vías de silenciamiento mediadas por miRNA y siRNA están presentes en estos 

parásitos como era de esperar. 

 

Pese a que la interferencia perdura varios días en trematodos luego de tratar los 

parásitos (Boyle et al., 2003; Krautz-Peterson et al., 2007; Kumagai et al., 2009; 

Sripa et al., 2011) no encontramos ninguna de las RdRPs responsables del fenómeno 

de amplificación de la respuesta interferente conocida como ARNi transitiva, pero si 

encontramos genes SMG que han sido involucrados en la persistencia del 

silenciamiento en C. elegans (Fischer, 2010) en las bases de datos de F. hepatica y S. 

mansoni. Esta proteína podría ser responsable del fenómeno de amplificación y 

persistencia de la señal en trematodos. En C. elegans se demostró que en mutantes 

algunos de los genes smg cuando los tratan con ARNdc contra el gen unc 54 estos se 

recuperan rápido de la ARNi aunque el mecanismo de acción no esta del todo 

aclarado (Domeier et al., 2000). 

 

Logramos identificar y clonar el gen SID 1 en F. hepatica. Este gen permite el pasaje 

de la señal interferente entre células y es responsable del efecto sistémico de la ARNi. 

En líneas celulares de Drosophila la expresión de SID-1 facilita la entrada de 

moléculas por soaking potenciando el efecto de la ARNi por lo que participa en la 

respuesta ambiental (Shih et al., 2009; Krautz-Peterson et al., 2010). 

La ausencia de SID2 en F. hepatica y S. mansoni y datos que indican que SID1 

permite la entrada de moléculas desde el exterior en otros organismos podrían indicar 

que SID1 participa de la respuesta sistémica y ambiental en trematodos. Es posible 

que este gen esté vinculado a la difusión de la señal observada en los tejidos del 

parasito. 

 

El gen ERI 1 (un inhibidor negativo de la ARNi) identificado en este trabajo podría 

utilizarse para mejorar la eficiencia de la ARNi en F. hepatica. Hay trabajos que 

muestran en C. elegans que líneas mutantes que no expresan este gen son más 

sensibles a la ARNi (Kennedy, Wang e Ruvkun, 2004). En un trabajo reciente en este 
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nematodo se demostró que al silenciar por “feeding” este gen aumenta la eficiencia 

del silenciamiento de otros genes (Jadiya e Nazir, 2014). Este último experimento 

podría adaptarse fácilmente para evaluar la función de este gen a organismos en los 

que la ARNi es viable como F. hepatica. Considerando la posibilidad demostrada de 

silenciar más de un gen a la vez, un diseño experimental que incluya a ERI I como 

blanco puede ofrecer un camino a testar el desarrollo más eficiente de la interferencia 

de ARN en trematodos.  

 

El conocimiento de los mecanismos de control de la expresión génica generado a 

partir del estudio de las vías de silenciamiento puede facilitar el desarrollo de la 

interferencia de ARN, y de otras herramientas de estudio de la función génica y 

eventualmente aportar al control de las parasitosis. Este trabajo pretendió ser un 

puntapié inicial en ese camino. 
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APENDICE 1 
 

 

Tabla de secuencias putativamente correspondientes a miRNA identtificadas a partir 

de secuenciacion Sanger de concatámeros. 

 

Nombre Secuencia Tamaño Blast mi/piRNA 

>FHNsR-00 CGCAGGATGAGAGACATTCAACGGACC 27 No hits 

>FHNsR-01 CCGTGGCGCAATGAAGGTGAAGGGCC 26 pi 

>FHNsR-02 CGGGGGAGAACGTACTGGGGCGTCAGAG 28 No hits 

>FHNsR-03 GGCCCCCGGCGCGCCGGGC 19 No hits 

>FHNsR-04 TAGGAGGGCCGCTGCGGTGAGCC 23 No hits 

>FHNsR-05 GCTGAGGAGCCAATGGGGC 20 pi 
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>FHNsR-06 GGAGGAATGCATGTCACAGGCGGGACTTTC 30 No hits 

>FHNsR-07 GGAGGGCAGCAGGCGCGC 18 No hits 

>FHNsR-08 CGGGGCCCGGTGGGGGGCGGGGCGGAC 27 mi 

>FHNsR-09 GCTGGGAATACCGGGTGTTGCGGCC 25 pi 

>FHNsR-10 GTGGCGGCCAAGCGTTCATAGC 22 pi 

>FHNsR-11 AGAGGGGGATGGAATTCCGC 20 No hits 

>FHNsR-12 CGGGCTGGGGCGCGAAGCGGGGCC 24 No hits 

>FHNsR-13 TCAGTGGTAGAGCGTGC 17 mi 

>FHNsR-14 CACGCGAGAGGTCCCCGG 19 No hits 

>FHNsR-15 GCCAGGGATTGTGGGTTA 18 mi 

>FHNsR-16 CCCAGCTCACGTTCCCTGTCA 21 mi/pi 

>FHNsR-17 GATGGTAGTCGCCGTGCCTACC 22 No hits 

>FHNsR-18 CCCCGCGGGGCCCCGTCGTCCCCCGC 26 mi 

>FHNsR-19 GAGAGCCGTTCGTCTTGGAACG 22 No hits 

>FHNsR-20 TGGTGCGGACCAGGGGAATCCGAC 24 No hits 

>FHNsR-21 ATGGTATAACGGTTAGAACACCTG 24 No hits 

>FHNsR-22 CCGGGGCTACGCCTGTCTGAGC 22 mi 

>FHNsR-23 CGGGGCCGGTGGGGGGCGGGC 21 mi 

>FHNsR-24 TCGGGGTCGGGGCACGCCGGCCTCGC 26 No hits 

>FHNsR-25 CGGGCCCGGGTGGAGCCGCCG 21 No hits 

>FHNsR-26 GCTGGGGCGGAACGGGGC 18 No hits 

>FHNsR-27 GTAGTCGTGGCCGAGTTGG 19 pi 

>FHNsR-28 GGAGGAAATGCATGTCACAGCGGACTTTC 29 No hits 

>FHNsR-29 GCAGCCGCGGTAATTCCAGC 20 No hits 

>FHNsR-30 GGTGGCTCGGGGGGGCGGCGCGTCTCAGGGC 31 No hits 

>FHNsR-31 TGTCCGGGGCTGCACGCGCGC 21 mi/pi 

>FHNsR-32 AGACAGGCTCCAGACATGCAGTTAGCAAGC 30 No hits 

>FHNsR-33 CGGGGGTACCACCAGGTTGCC 21 No hits 

>FHNsR-34 CTGGCTGTTGCGGTTAAACCGGC 23 No hits 

>FHNsR-35 GTACAGGGATACGTGAGCTGGGT 24 No hits 

>FHNsR-36 CCCTGTGTCAGCACCGCGCCCC 23 No hits 

>FHNsR-37 ACCAAGCGTCCGTCCCGCGC 21 No hits 

>FHNsR-38 GTGGGGGGGCCCAAGTCCTTCTGATCGAGGCCC 33 pi 

>FHNsR-39 GCCGTGATCGTATAGTGGTTAGTACTCTGC 31 pi 

>FHNsR-40 CTAAGGGCTGGGTCGGTCGGG 22 mi 

>FHNsR-41 GCGAAGGTGGCGGAATTGG 20 mi 

>FHNsR-42 GTAGTCGTGGCCGAGTGG 18 mi/pi 

>FHNsR-43 CGGGGGCGGCGGGCGTCC 18 No hits 

>FHNsR-44 GACAGGGACGTGAGCTGG 18 No hits 

>FHNsR-45 TCGGGGTCGGCGCGCGGCGCGGGC 24 No hits 

>FHNsR-46 CCGAAGGAGCCTCGGTTGGC 20 pi 

>FHNsR-47 CCCGGAGAGCGTTCGATGAACGGNC 25 No hits 

>FHNsR-48 CGGGGGGGCCGGCGGCGGCGG 21 mi/pi 

>FHNsR-49 GCCAGNGTGGGGAGTTTGACTGGGGCGGT 29 pi 

>FHNsR-50 CGGGGCGCCGGGGTCCNAACCCCGCGTGGGT 31 No hits 
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>FHNsR-51 CGGGGCCCGTGGNGTGCGGGTC 22 No hits 

>FHNsR-52 GCGCATTGGNAGAAGCTCCTC 21 No hits 

>FHNsR-53 CACGTCCCCTGGCGGAGCGC 20 No hits 

>FHNsR-54 CGGGGACCCGTGGGGGCGGGGC 22 mi 

>FHNsR-55 CGACTCTTAGCGGTGGATCACTCGGC 26 pi 

>FHNsR-56 GGCGACGAGTGCCACACACACAGAG 25 No hits 

>FHNsR-57 TATAGTGGCTAGAACAAGCGGC 22 No hits 

>FHNsR-58 GCGCGGGTAAACGCGGGAGTAAC 23 No hits 

>FHNsR-59 CGGGAGCGGCCGCGGGTGCG 20 No hits 

>FHNsR-60 CGGTTAGCGCTTTCGGCTG 19 No hits 

>FHNsR-61 CCGGGGCCGTGCGTCGTACG 20 No hits 

>FHNsR-62 GCCGGCGGGAGCCCCGGGGA 20 mi 

>FHNsR-63 ATCGTCCGACCTGGGTATAGGG 22 pi 

>FHNsR-64 CGGGCGGGCGGTCCGCCGCGAG 23 mi 

>FHNsR-65 GCGGCGTCCGGTGAGCTCTCGCTGC 25 pi 

>FHNsR-66 CGGGCCCGGTGGGGGCGGGGC 21 mi 

>FHNsR-67 GGCTCGTAGCGGTTCTGAC 20 No hits 

>FHNsR-68 CGGGGAGAGGCCAACACACTTCC 23 pi 

>FHNsR-69 TGGAGCGGCGGCGGTCCGCCGCGAGGCGAT 30 No hits 

>FHNsR-70 CTTCACAGTGGCTAAGTTCCGC 22 mi 

>FHNsR-71 GGGGCGAAGTTACCATC 17 No hits 

>FHNsR-72 CTCGGTAGTATAGTGGTTAGTATACCCGCC 31 mi/pi 

>FHNsR-73 AAGGTTACTTGTTAGTTCAGG 22 mi 

>FHNsR-74 GGTGACGGGGAATCAGGGTTCGATTC 26 pi 

>FHNsR-75 GCGAAGGTGGCGGAATGG 18 No hits 

>FHNsR-76 GGTCGCGGGTTCGTTCCCCG 20 Pi 

>FHNsR-77 CAGGGGGAGTACGTTCGC 18 No hits 

>FHNsR-78 GGCGGCGTCGGTGAGCTCTCGCTGG 25 No hits 

>FHNsR-79 GGANGGAATGCACTCGTCCACACGGCGGGACTTTC 35 Mi 

>FHNsR-80 TAGCAGCACATAATGGTTTGTG 22 Mi 

>FHNsR-80 CCCGAATCCGGAGTGGCGGA 20 No hits 

>FHNsR-82 GCCGGATAGCTCAGTCGGTAGAGCATCAG 29 Pi 

>FHNsR-83 ACGGCGCGCGGNGCGGGC 18 No hits 

>FHNsR-84 TGCCAGGTGGGGAGTNATGACTGGGGCGG 29 No hits 

>FHNsR-85 CGAGAATTAATGTGAATGCAGG 22 No hits 

>FHNsR-86 TGGGGGGAACCTCCGCGTCGAGCTG 25 No hits 

>FHNsR-87 CGTCCCGGGCCCGTACGCCCCC 22 No hits 
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