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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 numero limitado de drogas, aunque en los Ultimos afios se han reportado
numerosos casos de resistencia parasitaria a estas drogas, por lo que es imperioso
desarrollar herramientas diagnosticas mas efectivas y estrategias terapéuticas
alternativas para controlar estas enfermedades. El advenimiento de las nuevas
tecnologias de secuenciacion masiva permitié conocer genomas y transcriptomas de
varios de estos paréasitos, aportando al conocimiento de aspectos relevantes de la
biologia parasitaria. Sin embargo buena parte de las secuencias génicas identificadas
son aun de funcién desconocida, por lo que se hace necesario desarrollar herramientas
de gendmica funcional que permitan develar su papel en la biologia del parasito.

La interferencia de ARN (ARNi), es esencialmente la Unica herramienta de genética
reversa disponible para el analisis de la funcion génica en helmintos parasitos, pero
dada la heterogeneidad de éstos, la transferencia de la tecnologia no es sencilla, y
requiere estandarizar la técnica en cada modelo parasitario para aprovechar al
maximo esta herramienta.

En el presente trabajo decidimos evaluar las vias de silenciamiento génico en el
trematodo Fasciola hepatica, agente causal de la fasciolasis, una enfermedad
prevalente en el ganado domestico de nuestro pais. Focalizamos en (1) explorar la via
de silenciamiento exdgena estandarizando la ARNi en juveniles como método de
rutina para el estudio de la funcion génica, (2) investigar los actores relevantes de
la(s) via(s) de silenciamiento enddgeno identificando, clonando y secuenciando
pequefios RNA reguladores y genes participantes de estas vias.

Tomando como blanco el gen de copia Unica de la Leucin Aminopeptidasa (FhLAP),
analizamos diversos métodos de suministro y demostramos que el mas efectivo fue el
“electro-soaking” consistente en la electroporacion de los pardsitos y subsecuente
incubacion con la molécula interferente. Ajustamos las dosis de ARN doble cadena
(ARNdCc) utilizadas en los ensayos, logrando knock-down de FhLAP con tan solo 2,5
ng/ul de ARNdc. Con siARNs y ARNdc fluorescentes seguimos su incorporacion y
localizacion. Comparamos la efectividad del silenciamiento mediado por ARNdc y
por moléculas interferentes de menor tamafio (SiIRNA), y observamos que si bien son
igualmente efectivas a tiempos cortos, es mas persistente el efecto cuando se usa
ARNdc llegando a 21 dias post-tratamiento.

Intentamos adaptar la experiencia adquirida en Juveniles recientemente
desenquistados (JRD) para suprimir la expresion del gen FhLAP en el estadio adulto.
En un ensayo preliminar al incubar adultos con 20 ng/ul ARNdc FhLAP se logré
reducir la expresion de este gen de manera significativa en uno de los parasitos
tratados, observandose ademas alteraciones en la morfologia de huevos producidos
por los paréasitos tratados, y disminucion de la expresion de FhLAP en huevos. Estos
datos son preliminares pero promisorios ya que indican que es posible suprimir la
expresion génica mediante la ARNI en adultos de F hepatica.
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Iniciamos la secuenciacion e identificacion de la poblacién de ARNs pequefios
producidos por el parasito abriendo el camino al estudio de los miRNA parasitarios
que continlia en nuestro laboratorio. Por otro lado iniciamos la bisqueda de genes
involucrados en vias de silenciamiento, identificando la presencia conservada de
varios de ellos, y clonando cuatro actores principales de estas vias.

Estos avances permitiran en un futuro utilizar de manera més eficiente esta valiosa
herramienta de estudio de la funcién génica en F hepatica, abriendo el camino a su
utilizacion para comprender mejor la biologia del parasito y eventualmente identificar
nuevos blancos terapéuticos para la fasciolosis y otras trematodiasis en general.




INTRODUCCION

1 Los helmintos como problema sanitario

Los helmintos parésitos son animales invertebrados de importancia médica y
veterinaria con gran impacto economico 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 mas prevalentes en humanos en paises en
desarrollo con mas de 2 billones de personas infectadas y mas de 5 billones en riesgo
(Peter J. Hotez et al., 2006; Chammartin et al., 2013). A su vez, las pérdidas
econdmicas causadas por helmintos son muy importantes y se deben principalmente a
disminucion de la produccién de leche, carne y lana, interferencias en la fertilidad y
por los tratamientos antihelminticos (Hotez et al., 2008; Moreau e Chauvin, 2010).

Son organismos extremadamente diversos que se dividen en 2 grandes phyla:
Nematodos (gusanos cilindricos) y Platelmintos (gusanos planos). Estos altimos
constituidos por trematodos (duelas, gusanos planos no segmentados o “flukes”) y
cestodos (tenias, gusanos planos segmentados o “tapeworms”), Mmonogeneas
(mayoritariamente ecto-parasitos de peces) y turbelarios (organismos de vida libre
como planarias).

A pesar de que las helmintiasis son las infecciones mas frecuentes en el mundo
contamos con un repertorio reducido de drogas para combatirlas, siendo 6 las drogas
mas  utilizadas:  albendazol, = oxamniquina,  praziquantel,  ivermectina,
diethylcarbamazina, mebendazol. En los Ultimos afios los reportes de resistencia a
estas drogas son cada vez mas frecuentes por lo que se necesitan nuevos farmacos y
nuevos enfoques para combatirlas (Rana e Misra-Bhattacharya, 2013)

1.1 Nuestro modelo: Fasciola hepatica

La fasciolasis es una zoonosis de distribucion 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 pais y F gigantica se encuentra
principalmente en zonas tropicales.

Esta enfermedad afecta principalmente al ganado doméstico con gran impacto en
comunidades agricultoras en paises en desarrollo, causando pérdidas econémicas que
alcanzan los 2 billones de ddlares anuales (Spithill e Dalton, 1998). En los ultimos
afios se ha registrado un incremento en el nimero 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 estan infectadas y unos 90 a
180 millones en riesgo de infeccion, (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 namero de animales y humanos infectados podria
ser mayor debido a la naturaleza asintomatica de la infeccion, la limitada capacidad
diagnostica y la falta de registro de esta enfermedad especialmente en paises en
desarrollo (Toet, Piedrafita e Spithill, 2014). La fasciolasis humana es un problema
creciente en otras zonas de nuestro continente, particularmente en Perd y en el
altiplano boliviano (Espinoza et al., 2010). En nuestro pais 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 reportandose algunos casos esporadicos en humanos
(Acosta, 1991).

Fasciola hepatica es un trematodo digenético, hermafrodita con un ciclo evolutivo
complejo con fases de reproduccion asexuada en moluscos del genero Lymnaea
(huéspedes intermediarios) y fases de reproduccién sexual en vertebrados que son los
huéspedes definitivos. En un ciclo tipico se observa la secuencia de los siguientes
estadios de desarrollo; huevo, miracidio, esporoquiste, redia, cercaria, metacercaria,
juvenil y adulto (Figura. 1).

Hospedadores definitivos

Desenquiste de metacercarias

Y { \\m el duodeno

VAN W\\" =0
\ SN YD)
<\ ) 7] Metacercarias
( o

@ Adultos

Juveniles
Recientemente
Desenquistados
JRD

Cercaria abandona el
caracol

\
N
& A / /
\ p J / * SJRD atraviesan pared intestinal,
Mirackdio penetra el -\\\ \\ A / migran por cavidad peritoneal y
caracol / > g penetran L chpsula hepdtica
@ ‘?ﬁ:‘j-*&ﬂu\kn
Los huevos se eliminan & enaliculos billares

on las heces

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 um
de largo y 45 um de ancho. Una vez en las pasturas los huevos pueden permanecer
viables por varios meses dependiendo de condiciones de temperatura, humedad,
tension de oxigeno, pero deben separarse de las materias fecales donde la tension 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 afios refrigerados entre los 2 y 10 °C (Acosta, 1991). La humedad también es
critica en verano la falta de agua y la menor humedad ambiente hacen que los huevos
se resequen rapidamente (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
eclosion, 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 hipertonia y el consiguiente aumento de la presion
osmoética dentro del huevo tambien favorecen la salida del miracidio (Christensen,
1980).

El miracidio mide unos 130 um es de forma piriforme, con una cuticula ciliada, con
una papila anterior retractil y un par de manchas oculares oscuras en el segmento
anterior. Una vez en el agua el miracidio se mueve rapidamente hasta encontrar el
caracol, proceso que no debe tardar mas de 24 horas, tiempo maximo de vida de este
primer estadio de vida libre. En condiciones Optimas de temperatura de 15 a 26 °C el
miracidio es mas infectivo lo que le permite encontrar rapidamente al huésped
intermediario. La velocidad de movimiento es un predictor de la infectividad, los
miracidios que se mueven rapido de 4 a 12 cm/s son mas 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 EI moco secretado por los caracoles actla atrayendo los
miracidios (Saladin, 1979; Christensen, 1980).

Una vez que encuentra el caracol se aplica sobre su papila anterior y comienza el
proceso de penetracion perdiendo su envoltura ciliada. Dentro de cada caracol se dan
ciclos de reproduccién asexuada y multiplicacion partenogenética que permiten que a
partir de un solo miracidio se produzcan miles de cercarias. Los miracidios ingresan
al caracol, ya sin su cubierta ciliada, convirtiéndose en esporocistos, un estadio que
asemeja una bolsa que contiene acimulos 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 produccion de redias hijas constituye un
mecanismo de defensa del parasito frente a condiciones ambientales adversas (como
puede ser altas temperaturas) para proteger futuras generaciones de cercarias. En
condiciones Optimas las cercarias abandonan el caracol luego de 4 a 7 semanas de la
infeccion, siempre que las temperaturas no sean menores a 10 °C, donde se inhibe la
emisién 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 acuéaticas. Alli 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
afio en temperaturas moderadas con un minimo 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 estomago y/o duodeno por estimulos como altas
concentraciones de anhidrido carbdnico, 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). EI JRD répidamente
atraviesa la pared intestinal y migra por cavidad peritoneal hasta encontrar el higado,
proceso que lleva 4 a 5 dias. Las formas inmaduras penetran en el parénquima
hepético atravesando la capsula de Glisson y migran por este hasta ubicarse en los
canaliculos biliares luego de 7 semanas. La migracién de los parasitos inmaduros a
través del tejido hepatico provoca extensa inflamacion, fibrosis y hemorragia,
mientras que los parésitos crecen y comienzan a madurar sexualmente. Después de 8
semanas ya se encuentran huevos en la bilis que mas tarde seran expulsados por las
heces completando asi el ciclo. Sin tratamiento en el huésped definitivo los adultos
pueden sobrevivir extensos periodos de tiempo y llegan a emitir 20000 huevos por dia
(Andrews, 1999).

Si bien la probabilidad de que un huevo llegue a convertirse en adulto es minima la
gran produccion de huevos en el huésped definitivo y de cercarias en el caracol
aseguran la permanencia en el medio ambiente y su distribucion geogréfica lo que
facilita la infeccion por este parasito. Teniendo en cuenta el potencial bi6tico del
parésito las estrategias de control deberian considerar los dos hospederos lo que es
muy dificil de implementar, especialmente en paises en vias de desarrollo por
dificultades econdémicas y falta de personal capacitado (Acosta, 1991)

Actualmente la estrategia de control més utilizada consiste en el uso de drogas anti-
helminticas 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 mas 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 reinfeccion. Por otro lado su uso practicamente
exclusivo en varias partes del mundo ha llevado a la aparicion 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 actdan
como reservorios dificultando asi la erradicacion de Fasciola (Gaudier et al., 2012).

1.2 Los helmintos en la era post-genomica.

El advenimiento de las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva ha facilitado el
conocimiento de genomas y transcriptomas de varios helmintos paréasitos, entre ellos
nuestro modelo (Berriman et al., 2009; Cancela et al., 2010; Young et al., 2010). Esto
abre las puertas para la identificacion de nuevos mediadores moleculares en la
interaccion huésped parasito y el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos
(Zarowiecki e Berriman, 2015).

En esta etapa es fundamental el desarrollo de herramientas de gendémica funcional
para determinar la funcion y esencialidad de gran cantidad de secuencias génicas
aportadas por estos proyectos de secuenciacién masiva. Si bien se ha progresado en
entender aspectos basicos de la biologia de estos parasitos existen aun muchas
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secuencias de funcién desconocida. Sin embargo en la actualidad la disponibilidad de
herramientas genéticas que permitan dilucidar la funcidn de estos genes es aun 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 Agiero, 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 mas genes y
otros mecanismos involucrados a la resistencia.

Las herramientas de genética reversa, donde a partir de la modificacion de la
secuencia de un gen o de la perturbacion de su expresion se estudia el fenotipo como
son la mutagénesis dirigida, la transgénesis, la inactivacion génica (“knock-out”), han
sido dificiles de aplicar en helmintos. Limitaciones propias de estos organismos como
ciclos de vida complejos, tegumentos robustos, estructuras anatdmicas complejas,
incapacidad de mantener estos parasitos en cultivo por periodos prolongados,
inexistencia de lineas puras o cepas, y ausencia de lineas celulares estables, han
dificultado el desarrollo de estas herramientas.

Solamente en Schistosoma mansoni se han logrado algunos avances en transgénesis,
pero esta herramienta ain no se ha extendido a otros modelos(Mann et al., 2011;
Mourdo 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 expresion de un
gen blanco mediante el uso de moléculas de ARN doble cadena es practicamente la
Unica herramienta de analisis de la funcién génica disponible en helmintos(Mourao et
al., 2012).

2 Silenciamiento génico mediado por ARNSs pequefios.

El descubrimiento de las vias de silenciamiento génico mediado por ARNSs pequefios
transformd la forma en que entendemos la regulacion de la expresion génica. Estas
vias regulan post transcripcionalmente la expresion génica y son claves en procesos
como la diferenciacion celular, desarrollo e integridad del genoma (Moazed, 2009;
Morris e Mattick, 2014).

Los principales mediadores del silenciamiento en estas vias son ARNs pequefios de
20-30 nucledtidos de los cuales los méas conocidos son microRNA (miRNA), ARNs
pequerios de interferencia (SIRNA) y ARNs de union a proteinas Piwi (piRNAS).
Otros ARN pequefios se han ido identificando como reguladores de la expresion
génica. Algunos ejemplos son ARNs pequefios derivados de tRNA (tsSRNA), 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 aln se sabe muy poco de estos sistemas de regulacion genica
(Choudhuri, 2009; Haussecker et al., 2010; Bologna e VVoinnet, 2014).
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Las vias de regulacion mediadas por ARNs pequefios han sido estudiadas
originalmente en el nematodo Caenorhabditis elegans, primer organismo en que se
describio la interferencia de ARN (ARNi) por medio de un ARN doble cadena
exogeno (dcRNA) (Fire et al., 1991; Fire et al., 1998), y en que se identifico por
primera vez un miRNA, lin-4 (Lee, Feinbaum e Ambros, 1993). A partir de entonces,
rapidamente comenzaron a identificarse miembros de estas vias en organismos tan
diversos como mamiferos (humanos)(Rivas et al., 2005), insectos (Drosophila
melanogaster) (Okamura, Liu e Lai, 2009) y parasitos como S. mansoni (Gomes et
al., 2009).

Surgieron a partir de estos descubrimientos dos corrientes principales de
investigacion relacionadas con la regulacion de la expresion génica mediada por
ARNs pequefios: el estudio de miRNAs y su papel en la regulacién génica y el
desarrollo del ARNi como herramienta de gendmica funcional. Es de destacar que, el
mecanismo de regulacion de la expresion génica en estas vias descansa en forma
parcial sobre una maquinaria comun.

2.1 Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de miRNAs y siRNA es similar e involucra la formacion de
un complejo de silenciamiento llamado RISC (del inglés “RNA induced silencing
complex”) que reconoce el mensajero blanco en su region 3’UTR y bloquea
principalmente la traduccion en la via miRNA y lleva a la degradacion del mRNA en
la via SIRNA (Figura 2). Las enzimas centrales del complejo RISC pertenecen a una
gran familia de proteinas llamadas Argonautas que tienen cuatro dominios principales
N-terminal, PAZ (de union a RNA), Mid (que une el extremo 5’ fosfato de pequefios
RNA), y PIWI (que tiene actividad RNasa H)(Su et al., 2009; Bologna e Voinnet,
2014).

Estas proteinas estan 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 ARNSs pequefios generados por RNAsa Il
(Drosha y DICER), es la que se une con miRNA y siRNAs. La subfamilia de
proteinas 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 estan separadas en un
grupo aparte y que estarian involucradas en el silenciamiento mediado por siRNAs
secundarios generados por RNA polimerasas dependientes de ARN (Czech e Hannon,
2011).

Una vez generados los ARNs pequefios se unen con una argonauta especifica para
llevar a cabo su funcion En D.melanogaster se ha demostrado que complejos
formados por Ago 1 intervienen en la via miRNA, y los que tienen Ago 2 en la via
siRNA. Es méas, 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
nucleo, en gris el citoplasma y en rosado el exterior celular. En la via siRNA los ARNs
generados de manera enddgena o aportados desde el exterior son procesados por DICER y
luego pasan a formar parte de un complejo RISC encargado de silenciar la expresion génica.
En la via miRNA una RNA polimerasa Il genera el pri-miRNA que es procesado por Drosha
en pre-miRNA. Este abandona el nucleo 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 traduccion en la via miRNA.RNA pol 1I, RNA
polimerasa Il, Psh, Enzima Pasha; Drh, enzima Drosha; Exp5, Exportina 5; Dcr, Enzima
Dicer; Ago, enzima Argonauta.

2.1.1 Via miRNA

El proceso de sintesis de miRNA comprende varios pasos e involucra diversas
enzimas (Figura 2). La mayoria de los miRNAs se transcriben de manera regulada
por medio de la RNA polimerasa Il dependiente de ADN (RNA Pol Il) 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 Il (Ha e Kim,
2014).

Antes de abandonar el ndcleo un complejo multiproteico llamado complejo
microprocesador (Czech e Hannon, 2011) dirigido por la RNasa Il 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 nicleo por medio de una
proteina de membrana homologa a exportina 5.

En el citoplasma el pre-miRNA es procesado por Dicer una RNasa Il que genera el
miRNA maduro, un ARN de doble cadena de aproximadamente 22 nt de largo que es
captado por proteinas Argonautas para formar el complejo RISC. Solo una de las
hebras del miRNA maduro llamada hebra guia 0 miRNA strand va a formar parte del
complejo RISC. La hebra eliminada conocida como hebra pasajera 0 miRNA* es
destruida durante el ensamblado del complejo gracias a la actividad catalitica de las
enzimas AGO dada por su dominio PIWI. La seleccion de la hebra que permanece
unida a Argonauta depende de la estabilidad termodindmica 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 Asimetria (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 pequefia porcion del miRNA generalmente entre las bases 2-8
conocida como region semilla se aparea con su blanco en la region 3’UTR del
transcripto maduro. En este caso el complejo RISC conduce a la via al bloqueo de la
expresion a nivel traduccional. Cuando el miRNA se une de forma completa con el
blanco puede llevar a la degradacion de este (Czech e Hannon, 2011)..

2.1.2 ViasiRNA

La via siRNA puede ser activada mediante ARNdc de distintos origenes como
pueden ser secuencias enddgenas como transposones, secuencias repetidas o
secuencias antisentido en regiones codificantes de mensajeros lo que se conoce como
ARNi enddgeno. Moléculas de ARNs exdgenas también emplean esta via en la
Ilamada interferencia de RNA (ARNI), herramienta de genética reversa que ha sido
empleada para descifrar la funcion génica y para identificar posibles blancos
terapéuticos en diversos sistemas (Hao et al., 2010).

Las moléculas interferentes generadas de maneras enddgenas o aportadas desde el
exterior son procesadas por la enzima DICER en fragmentos de aproximadamente 21
nucleotidos conocidos como siRNAs (del inglés “short interfering RNAs” o pequefios
ARNSs de interferencia).

Los siRNA resultantes convergen en una via comun de procesamiento formando un
complejo RISC encargado de unir al siRNA con un ARNm blanco llevando a la
destruccion 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 pequefios y seleccion de la hebra guia.
Los duplex de ARNdc generados en ambas vias 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 especificas. En la via siRNA la Ago 2 se une con
SiARNs que presentan gran homologia con el mRNA blanco (recuadro superior). En la via
miRNA en la que participa Agol los miRNA establecen una unién imperfecta con el mRNA
blanco (recuadro superior). Una vez que las Argonautas se unen con el ARN pequefio su
actividad catalitica dada por su dominio PIWI le permite eliminar la hebra pasajera (hebra
azul). La seleccion de la hebra a ser eliminada depende de la estabilidad termodinamica del
extremo 5’ (Regla de asimetria). La hebra con menor estabilidad en 5’ es incorporada y la
otra destruida (“RISC loading”) 1o que se conoce Regla de Asimetria. Modificado de
Hutvagner y colaboradores. (Hutvagner e Simard, 2008).

2.1.2.1 Amplificacion de la respuesta iRNA (transitive ARNi).

En C. elegans y otros organismos hay una respuesta de amplificacion 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
(RARPs). 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 generacion de siRNA
secundarios por lo que estos tienen el 5’ monofosfato generado por estas proteinas.
Los siRNA secundarios permiten que se prolongue el silenciamiento en ausencia de
los siRNA iniciadores haciendo que la ARNi sea mé&s duradera y mas eficiente
(Fischer, 2010) (Figura 4).
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Figura 4: Amplificacion de la respuesta en la ARNi transitiva. En la respuesta de
amplificacién en C. elegans el mRNA (hebra en negro) actla 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. RARP ARN polimerasa dependiente de ARN. Modificado de Baulcome
y colaboradores (Baulcombe, 2007).

2.1.2.2 Propagacion de la sefial de interferencia ARNi sistémico y ARNi ambiental.

En algunos organismos se genera una respuesta sistémica en la que la sefial de
interferencia se propaga a ceélulas y tejidos que no recibieron el RNA iniciador
Ilamada ARNI sistémica. Si el efecto interferente se limita solo a la célula original
que incorpord la molécula interferente la interferencia se denomina no sistémica o
autobnoma.

En C elegans los responsables de estas respuestas son los genes SID-1 y SID-2 que
codifican distintas proteinas transmembranas. La proteina 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 ARN:i sistémico (Figura 5).
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La ARNi se puede iniciar simplemente sumergiendo estos organismos en una
solucion con moléculas interferentes (“soaking”) o alimentandolos con bacterias que
producen ARNdc (feeding) lo que se conoce como ARNi ambiental. EI 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 sefial interferente se
propaga para silenciar un gen entonces se da una respuesta ambiental y sistémica al
mismo tiempo (Figura 5).

SID-2 es una proteina transmembrana que se encuentra en la membrana intestinal y
permite la entrada de dcRNA desde el medio ambiente pero no es necesaria para la
propagacion sistémica (Whangbo e Hunter, 2008).

Inoculaciondel ARNdc Respuesta

No sistémico

Sistémico

Intestinal lumen

Figura 5: Mecanismos de trasmision de la ARNi. Se ejemplifica los distintos tipos de
trasmision basandose en un modelo experimental hipotético donde células que expresan la
GFP (circulos verdes) son transfectadas con ARNdc contra este gen. Si la ARNi es exitosa se
inhibe la expresion de GFP (células con circulos blancos). Cuando la sefial 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 sefial se propague entre células vecinas
(rectdngulos azules). SID 2 otro transportador permite que las moléculas sean adquiridas
desde el exterior y es responsable de la respuesta ambiental (rectangulos 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 nucledétidos
expresados principalmente en la linea germinal en humanos, ratones, moscas, y el
nematodo C elegans (Moazed, 2009; Czech e Hannon, 2016). Para cumplir sus
funciones se unen a proteinas PIWI que son una subfamilia de las proteinas
argonautas. Si bien es conocida su funcion protegiendo a las células de la linea
germinal de elementos transponibles y otros invasores genomicos asegurando la
estabilidad gendmica, los detalles de su biogénesis son adn poco claros y su
mecanismo de accion varia entre los organismos en que han sido identificados (Saito,
2013; 1zumi e Tomari, 2014).

Se han descrito 2 mecanismos de produccion de piRNAs distintos que se
interconectan entre si. Uno en que se producen de manera regulada los llamados
piRNAs primarios a partir de secuencias gendémicas que contienen mdltiples
secuencias de piRNAs llamadas clusters de piRNAs. En el otro mecanismo se
generan piRNAs secundarios por medio de una respuesta de amplificacion 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 gendmicos, 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
transcripcion 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 produccion de piRNAs primarios es la transcripcion a partir de
clusters de piRNAs de precursores de piRNAs por medio d RNA pol Il (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 Ilamado 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 proteinas 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 proteinas Piwi. Estas proteinas se encuentran ancladas a
la membrana externa de la mitocondria por lo que este organulo cumple una funcién
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 formacion de piRNAs en fase asociados a Piwi
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(“phased Piwi-associated piRNAs”) 0 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 degradacion e implica la
metilacion del extremo 3’ de piRNAs por Hen 1 (Czech e Hannon, 2016; Hirakata e
Siomi, 2016).
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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 Il en una sola direccion (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 transcripcion 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 canénicos de genes vecinos. Tomado de Czech y colaboradores 2016.

2.1.3.2 Produccion 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 produccion de piRNAs secundarios por
medio de este mecanismo ocurre en el dominio conocido como nuage en la linea
germinal.

La proteina Aub se une a piRNASs primarios y se cortan transposones activos
liberando piRNAs con orientacion 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 amplificacion. Al mismo tiempo los
piRNAs pueden ser procesados por Zuc lo que lleva a la produccion de piRNAs en
fase (Mohn, Handler e Brennecke, 2015) (Figura 7).
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Figura 7: Biogenesis de piRNAs por el mecanismo de “Ping-pong”. La proteina Ago 3
cargada con un piRNA sentido reconoce y procesa clusters de piRNA generando piRNAs
antisentido que son captados por la proteina Aub. En el proceso de maduracion los piRNAs
antisentido son cortados por Zuc y pueden seguir 2 rutas, se producen piRNAs primarios en
fase que se unen a proteinas PIWI o los piRNAs se unen a proteinas Aub que contindan su
maduracion. 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 amplificacion. 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 via piRNA puede trasladarse al ndcleo donde
produce el bloqueo a nivel de la transcripcion de transposones nacientes. En el
silenciamiento trascripcional participan multiples proteinas en asociacién con los
complejos Piwi. Algunos de los mecanismos propuestos para el TGS son formacion
de heterocromatina, metilacion de histonas y metilacion de ADN (Czech e Hannon,
2016).
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2.1.3.4 piRNAs en helmintos.

En helmintos se ha demostrado que la via piRNA esta presente en el nematodo C.
elegans (Fischer, 2010). En este organismo los piRNA llamados 21U RNAs se
transcriben por medio de un RNA pol Il que genera precursores de 26 pb
aproximadamente. Se pueden distinguir dos clases o tipos de 21 U RNAs tipo 1y tipo
2 que se transcriben de manera regulada por medio de factores de transcripcion
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 basquedas informaticas para identificar ortélogos de proteinas Piwi
en este grupo. En este sentido hay trabajos recientes que muestran que estas proteinas
no estan presentes en trematodos y cestodos y proponen mecanismos alternativos para
mantener la integridad del genoma en la linea germinal de estos organismos (Skinner
etal., 2014).

3 ARN pequeiios en platelmintos parasitos

Los avances en el silenciamiento génico en el modelo C. elegans llevaron a pensar
que era facilmente transferible a otros helmintos. Algunos experimentos tempranos
mostraron que era factible utilizar estos nuevos enfoques en platelmintos de vida libre
como planarias, donde rapidamente se encontraron ARN pequefios de los tres tipos
principales (miRNA, siRNA y piRNA) (Friedlander et al., 2009; Sasidharan et al.,
2013). Los estudios rapidamente se extendieron a Schistosoma mansoni y luego a
otros platelmintos paréasitos.

3.1 miRNAs

Los miRNA estan conservados en casi toda la escala bioldgica desde humanos a virus
y constituyen importantes reguladores de la expresion génica actuando
fundamentalmente a nivel post transcripcional (Huang e Zhang, 2014). En la ultima
version (numero 21) de la base de datos publica mirBase estan descritos
aproximadamente 35828 miRNA maduros que pertenecen a 223 especies distintas
(Kozomara e Griffiths-Jones, 2014). En conjunto participan en la regulacion de
procesos importantes como metabolismo, desarrollo, metilacion de ADN,
modificacion de la cromatina, desarrollo neuroldgico, respuesta inmune y defensa
contra infecciones virales (Huang et al., 2011).

Se han utilizado estrategias experimentales, bioinforméaticas o combinaciones de estas
para identificar miRNAs en distintos organismos. En las estrategias experimentales se
utilizan distintas metodologias que permiten obtener mMiRNAs mediante
secuenciacion 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 parasitos identificar miRNAs expresados
de manera diferencial en distintos estadios de desarrollo. En los encares
computacionales se utilizan datos de secuencias genomicas y/o de transcriptomas
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sobre los que se aplican diversos criterios de busqueda para identificar miRNAs.
Tener acceso a un genoma de referencia sobre el que mapear candidatos a miRNAs
generados por secuenciacion o por bdsquedas bioinformaticas buscando si estan
presentes precursores tipicos permite validar las secuencias encontradas.

En los organismos en los que los genomas no estan disponibles esta tarea se dificulta
por lo que muchas secuencias de ARNs pequefios no pueden ser asignadas como
miRNAS.

La mayoria de los miRNAs identificados pertenecen al superfilum deuterostomados
que incluye al hombre donde los miRNA estdn ampliamente estudiados sobre en todo
en cancer (Berindan-Neagoe et al., 2014). En esta enfermedad los miRNAs estan
desregulados en una gran variedad de canceres donde actlan como onocogenes 0
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 patologias 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 depresion (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 interées
se centra en estudiar estos mecanismos de la expresién 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 razon
las planarias son un excelente modelo para estudiar el rol de los miRNAs en la
biologia de células madre y en procesos como regeneracion y desarrollo (Friedlander
et al., 2009). A partir de estos trabajos han surgido datos interesantes sobre la
regulacion de la expresion génica en estos organismos y representan un punto de
comparacion importante para entender la influencia que tienen estas vias en procesos
claves vinculados al parasitismo.

En parasitos los miRNA fueron estudiados principalmente en especies capaces de
producir enfermedades humanas como S. mansoni (De Souza Gomes et al., 2011,
Simdes 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
expresion génica en estos parasitos. En S. mansoni mediante prediccion de blancos se
demostr6 que los miRNAs podrian participar de la regulacién de procesos
metabdlicos, respuesta sistema inmune, locomocion, reproduccion diferenciacion
sexual y respuesta a estimulos. Estos resultados son alentadores pero faltan datos
funcionales que confirmen esta hipotesis (Fromm et al., 2013).

La importancia de los miRNAs en la regulacion del desarrollo queda demostrada por
trabajos que muestran una expresion diferencial de los miRNAs a lo largo de los
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complejos ciclos de vida de estos pardsitos como se ve en Schistosomas y
Echinococcus granulosus. Los miRNAs expresados particularmente en estadios
invasivos podrian desempefiar papeles claves en los procesos de invasion al huésped
lo que los convertiria en blancos moleculares para controlar estas infecciones (Cai et

al., 2011).

Clase Especie

Referencia

Turbellaria Schmidtea mediterranea

Dugesia japonica

(Sasidharan et al., 2013)
(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; Simdes 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
Taenia saginata

Hymenolepis microstoma

(Cucher et al., 2011)
(Ai et al., 2012)
(Jin et al., 2013)

Tabla 1: miRNAs presentes en platelmitos.

Los miRNAs encontrados en parasitos de la familia Opistorchiidae causantes de
enfermedades como son las opistorquiasis y la clonorquiasis que en su etapa cronica
se asocian al desarrollo de cancer del tracto biliar pueden contribuir al conocimiento
de los canceres inducidos por parasitos (Ovchinnikov et al., 2015).

Se han encontrado miRNAs de parasitos libres en la circulacion de huéspedes
infectados por S .japonicum (Hoy et al., 2014) o en vesiculas 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 circulacion o contenidos en
VE podrian desempefiar un rol importante durante el proceso de invasion al huésped
facilitando el parasitismo. Como son estables en la circulacidon estos miRNAs podrian
utilizarse como biomarcadores de enfermedades asociadas a estos paréasitos.

A pesar de las importantes funciones predichas para los miRNAs en platelmintos el
namero 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
morfologica de estos parasitos. Esta hipdtesis 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 expresion genica. En este sentido no se conoce la
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funcion de la mayoria de los miRNAs que se pierden y puede ser que otros
mecanismos de control de la expresion génica estén presentes para darles la gran
plasticidad que tienen a este grupo de parasitos (Fromm et al., 2013). Otra
caracteristica importante es que los miRNAs son mas divergentes presentando
distintos niveles de conservacion con miRNAs de organismos muy distintos como
vertebrados, insectos, y parasitos 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 parasitos han perdido la via de piRNA, que
es relevantes en el silenciamiento de transposones en la linea germinal, por lo que se
desconoce cémo cubren esta funcion (Friedlander et al., 2009; Ku e Lin, 2014;
Skinner et al., 2014).

3.2 Interferencia de ARN

El interés en los ARNs pequefios en platelmintos surgié a partir de los rapidos
avances del RNAI en C. elegans, y como medida tendiente a la busqueda de
alternativas a el analisis de la funcion génica (Kalinna e Brindley, 2007; Hagen et al.,
2012).

La evaluacion de los ensayos de ARNi en C. elegans tradicionalmente se basa en la
aparicion de fenotipos, pero sin confirmar si efectivamente hay disminucion de los
niveles de ARNm y proteinas. 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 funcion 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 mas rigurosos en como se controlan los
experimentos de ARNi analizando la expresion en el gen blanco y en otros genes
buscando posibles efectos inespecificos, “off-targeting” o analizando el efecto a nivel
de la proteina 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 dificiles de reproducir (Geldhof et
al., 2006; Visser et al., 2006). Por su parte los parasitos 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
podria deberse a que no estan presentes genes SID1/2 que participan de la captacion
(“uptake™) y propagacion (“spread”) de la sefial. Estos resultados dispares muestran
las complejidades para transferir la tecnologia ARNi en nematodos.

En Platelmintos si bien han habido progresos con el uso de esta tecnologia solo se ha
establecido como técnica de rutina para la elucidacion de la funcién génica en
planarias, avanzandose en la caracterizacion de genes involucrados con la
regeneracion y el desarrollo (Newmark, 2005). En trematodos la ARNi ha sido

20 |



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
andlisis de la funcion génica existen algunos puntos no aclarados sobre su mecanismo
de accioén y algunos problemas sin resolver. Se ha visto sobre todo en Schistosoma
que no todos los genes se afectan por igual, que hay estadios méas susceptibles al
silenciamiento, y que al interferir un gen se ve afectada la expresion 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
proporcion de la poblacién tratada de parasitos incorpora efectivamente las moléculas
interferentes. Estos inconvenientes han dificultado el uso de la ARNi como técnica de
rutina en parasitos.

Basados en estos datos creemos que es necesaria una estandarizacién 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 criticamente la informacién
existente en modelos de trematodos.

4 Experimentos de ARNi en trematodos.

4.1 Seleccion del parasito y estadios a analizar

Si bien en trematodos la ARNi es la Gnica herramienta de gendmica funcional
disponible solo se ha utilizado de manera frecuente para interrogar la funcion génica
en S. mansoni. En este organismo se ha analizado la funcién de distintos genes en
varios estadios de este pardsito. Se ha logrado silenciar de manera exitosa la
expresion de genes en huevos (Freitas, Jung E e Pearce, 2007; Rinaldi et al., 2009),
adultos (Atkinson et al., 2010; Tran et al., 2010), miracidios (Mourdo et al., 2009;
Taft e Yoshino, 2011), esporocistos (Dinguirard e Yoshino, 2006; Mouréo et al.,
2009) y esquistosémulas (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 transformacién in vitro de miracidios a esporocistos, y de cercarias a
esquistosomulas, 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 esquistosomulas y adultos el nivel
alcanzado de silenciamiento es mayor en esquistosomulas. Tran y colaboradores
muestran que utilizando ARNdc contra tretraspanina 2 el silenciamiento es de 90% en
esquistosomulas 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 parasitos por “soaking” con
1 ng/ul de ARNdc recambiando el medio y el ARNdc cada 2 dias.
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Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Adulto /Schistosomula
Adulto /Schistosomula
Adulto /Schistosomula
Adulto /Schistosomula
Adulte /Schistosemula
Adulte /Schistosomula
Adulte /Schistosomula
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto

Huevos
Huevos
Miracidio/ Esporocisto

Miracidio/ Esporocisto

Miracidio/ Esporocisto

Miracidio/ Esporocisto
Esporocisto

Cercaria

Adulte/Huevos/Schistosomula

Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Schistosomula
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto

IRD
IRD
JRD

JRD/Adulto

Adulto
Adulto
Adulto

Adulto/Metacercaria

Adulto

Genes AnalizAdultoos

SmCatB
SmCatBl
SmTGR
Reportero LUC
SmCDy/SmLAp1/SmLAp2

CB1.1CB1.2/SmCC/SMCD/CB2/annexin/Sm29/GSK3/MetAR,/PP-

2a/NEC/nMT
smPal.1/SmPHM
Sm-npp-1/SmAP
SmCD59.1 / SmCD59.2
SmSERT
SNaklafSNaklb
SmHMGR
SmACC-1/SmACC-1
SmCaMK2/SmINK/SmERK1SmERK2/SmRas
SmGAR
SmAP
5mCB
SmTspl/5mTsp2
SPRM1hc/SmAQP
SGTP1/SGTP4
SmNPP-3
Sm5HTR
SmCB1/SmCLL/SmCD/SmAE
SmPKAC
SmAE/SmCB
SmTK4
SmAQP
SMDR2/SmMRP1
Smbintl/SmDia
SmERG
HGPRTase
SminAct
SmLAp1l/SmLAp2
SmCaM1/smCaM2
SMSGTP1/SmGAPDH
LDH/cal.cineurin

B/SmAdulto2/SmAdultol/Sm14.3.3/Scmeg/PepCK/cal.pain/HEXBP-
Tag623/fibrillarin/EFia/Rhol/Rho2 /Sma2/SPO1/PKCR/PKC
receptor/DHHC/glycoprotein K5/SmZF1/SmRbx/GPx/TPx-1/TPx-

2/S0OD/GST26/GST28
SMSRB
GST26/GST28//Pral/2/GPx/SOD
SMRPN1L/POHL

Sh-TsP-2/LUC

SmPrxl/SmPrx
WNTS
SJCRH5P-24
14 Sj-tsp
TsunagifYid
Lgl
SjZFP1
SjGCP
SjGCP
TYRs, SjTYR1 SjTYRZ
SjIR1/SjIR2
SJGPX
SiColV

LAP/LUC

FheCatB2 /FheCatl/FheFABP/FhelAP/FhemGST/FhevGST/FhesGST/siGST1/

siGST2/siG5T3
LAP
CL1/cB1

Ov-CB-/Ov-Grnl
Ov-aqpl/Ov-aqp2
Owv-grn-1

Cs-eno

CYP

Molécula

Local.izacién gen
Secr/Dig ARNdc
Secr/Dig ARNdc
Intracel ARNdc
Reportero ARNdc
Secr ARNdc
Dig/Teg/OTRAS ARNdc
S Nervioso ARNdC
5 Nervioso ARNdC
Teg SiRNA
5 Nervioso SIRNA
Transmem SIRNA
Transmemb ARNdC
5 Nervioso SIRNA
Diverso ARNdC
5 Nervioso siRNA
Teg/Dig ARNdc/siRNA
Secr/Dig ARNdc/siRNA
Teg ARNdc
Intravasc ARNdc/siRNA
Teg ARNdc/siRNA
Teg siRNA
5 Nervioso siRNA
Dig/5ecr ARNdc
Intracel ARNdc
Secr siRNA
O Reproduc ARNdc
Teg siRNA
Transmem siRNA
O Reproduc ARNdc/siRNA
ARNdc
Intracel 3 siRNA
O Reproduct ARNdc
Dig ARNdc
Diverso ARNdC
Transp membr/intracel ARNdc
Diverso ARNdc
Teg ARNdc
Diverso ARNdC
intracel SiRMAS
Teg SiRNA/ARNdC
Secr/Dig/GV ARNdc
siRNAs
lulas acinares pancreatic siRNA
Teg siRNA
O Reproduc ARNdc
Teg siRNA
Intracel SiRNA
O Reproduc siRNA
O Reproduc siRNA
Teg/Gland Vitel siRNA
1 Teg/Dig SIjR2 org reproc ARNdc
COrganos reproduct ARNdc
siRNA
O Reproduc
Dig/Reportero ARNdc
Diverso ARNdc/siRNA
Dig ARNdc/siRNA
Dig ARNdc
Secr ARNdc
Teg ARNdc
Secr ARNdc
Secr/Transmemb ARNdc
Canal.es excretorios ARNdc

Metodo de Concentracion de moleculas
Suministro interferentes
5 0,25 ng/fml.
E 100 ngfml
s 54 ng/ul
E 30 ng/ul
E 100 ngful
E/S/ES 30 ng/ul
EfS 1000 ng/ul
E 10ue
E 5,6 uM
5 50 nM
EfTVI E 2,8 nh/TVI 50 pg
5 2 ARNdc 15 pg c/u
5 50 nM
5/Ratones inf Sc tratz 100 nM
5 50 nM
E/S ARNdc 25 pg/siRNA 25 pg
E/S 0.025-50 ug
EfS 1 ng/ul/+ARNdc c/2 dias
E/S ARNdc 20 pg/siRNA 2,5 pg
EfS Ad 5,6 uM/Schis 2,6 uM
Ratones inf Sch tratad 10 pg ARNdC
5 £d 5 pgfsch 50 nv
5 400 pg
E 10-30 pgen 100 pl
E 10pg
E 25pg
E 5 pe
E 3 pe
E ARNDC 25-40 pg/siRNA 2,5 pg
E 25 g
™I 5pug
5 1ugful
s 20 ng/pl/+ARNdC diario
5 100 nM
5 10, 50 100 nM
s 50 nM 500 parasitos
5 50 nM
5 50 nM
5 50nM
ES 10pg
5 100 nM
Efs 5-40 ug
5 100 nM
5 2,5ug
Ratones inf Sch tratad 40 ug
5/Inyeccion siRNA 100 nm
5/TVI 100 nM
5 12,52 200 nM
SITVI 50 nM 200 nM/TVI 400 pg/ml
5 50 and 200 nM
5 12,5 ug
s 10-50 nMm
5/Inyeccion siRNA 100 nM
E 30 ng/pl
5 0,05-50 ng/ul
E/S/ES/SP 2,5, 10 ngful
5 100 ngfml
E 100 pg
E5 50 pug
E5 50 pug
) 10 pg/ml
ES 50 pg

Tabla 2: Andlisis de la ARNi en trematodos. Se muestran los parasitos trematodos en los
que la ARNi ha sido exitosa. Analizando estadio, gen blanco, localizacién 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, Organos
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Reproductores; GV, Glandula Vitelina; E, Electroporacion; S, “soaking”; ES, Electro-
soaking; SP, “soaking-poration” .

Un fendmeno similar aunque de menor magnitud se ve al silenciar catepsina B en
estos mismos estadios donde la supresion alcanzada es de 90 % y 95% en adultos y
esquistosomulas luego de tratarlos por electroporacion 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 expresion no fueron normalizadas entre estos dos estadios..

Asimismo se vio que incluso dentro de esquistosomulas que la susceptibilidad al
silenciamiento varia dependiendo de cuando estas son expuestas al silenciamiento.
Las esquistosdbmulas cultivadas por mas de 7 dias son méas 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 parasitos es otro factor que hay que
considerar en S. mansoni y otros trematodos en general.

La seleccion del estadio en que se va a realizar la ARNi es otro elemento importante a
considerar. En casi todos los casos los parasitos adultos y huevos son los més faciles
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 dificiles 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 via funcional de silenciamiento disponible para estudiar la funcion
génica en estos parasitos (Kumagai et al., 2009; Sripa et al., 2011; He et al., 2012;
Wang et al., 2014).

Exceptuando schistosomas, C. sinensis es el Gnico 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 parasito 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 expresion del gen blanco
inducen fenotipos (Mourao et al. 2009) lo que sugiere que los fenotipos son debidos a
otros efectos posiblemente no especificos.
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Pareceria ser que la eficiencia del silenciamiento depende del gen seleccionado y de
su expresion en el parasito. Los genes expresados en el intestino y tegumento que son
los més accesibles a la ARNi se silencian con mayor éxito. En este sentido, en un
trabajo ilustrativo comparando el silenciamiento en esquistosomulas 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% (Stefani¢ 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,
etal., 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 proteina podrian 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
enddgenos en el estadio adulto de este parasito. En los genes seleccionados no se
pudo alcanzar el mismo nivel de silenciamiento. Al tratar parasitos con ARNdc contra
catepsina B el silenciamiento alcanzado fue superior a 90% y se mantuvo por 9 dias.
Sin embargo al someter a los parasitos al mismo tratamiento pero utilizando ARNdc
contra el gen de la granulina el efecto fue mucho més modesto con una reduccion de
60 % en la expresion de dicho gen, que volvié rapidamente a los niveles de expresion
normales (Sripa et al., 2011). En un reporte m&s reciente en este mismo parasito se
silenciaron de forma exitosa los genes de acuaporina expresados en el tegumento. En
este trabajo el silenciamiento se mantuvo hasta 16 dias post tratamiento luego de
tratar a parasitos adultos con electroporacion 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 endogenos mediante “soaking” usando 100
ng/ul de ARNdc. Al mismo tiempo Rinaldi de nuestro grupo logro silenciar un gen
reportero exogeno (“firefly luciferase”) y el gen enddgeno Leucin Aminopetidasa
(FhLAP) usando 30 ng/ul de ARNdc. Si bien ambos trabajos demuestran una
reduccién consistente en los niveles de mMRNAs necesaria la optimizacion de esta
herramienta en este parasito.

4.3 El disefio 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 biolistica (bombardeo de particulas cubiertas de ADN) y la
electroporacion sometiendo a los parasitos a un pulso eléctrico que genera poros
transitorios en las membranas celulares permitiendo la entrada de particulas (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 microinyeccion de particulas en las gonadas y
cavidades corporales (Fire et al., 1998), “soaking” sumergiendo los parasitos en una
solucion con moléculas interferentes (Tabara, Grishok e Mello, 1998),“feeding”
alimentandolos 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 sefial de interferencia hacen
que sean refractarios de ser silenciados por “soaking”o “feeding” (Dalzell et al.,
2011), estas metodologias pudieron aplicarse en planarias con relativo éxito (Rouhana
etal., 2013).

De las metodologias implementadas por primera vez en C. elegans es el “soaking” el
que ha dado mejores resultados en S. mansoni y otros trematodos. Hoy en dia
“soaking”, electroporacion y combinaciones de estos son los métodos mas usados
para introducir moléculas interferentes en trematodos. Mas 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 silencié de manera exitosa
en esquistosomulas el gen enddgeno catepsina B logrando reducir los niveles de
mensajeros y de proteina de este gen (Skelly, Da'dara e Harn, 2003). A partir de este
trabajo el “soaking” se establecid 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, esquistosomulas y adultos. Mediante
esta estrategia se ha logrado silenciar de manera muy eficiente la expresion de genes
como catepsinas y tetraspaninas obteniéndose reducciones significativas de la
expresion 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 expresion del gen “inhibin/actibin’ en huevos
aunque la disminucion de la eficiencia en este caso podria 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 (Mouréo et al., 2009).
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Figura 8: Métodos de suministro utilizados en helmintos.

La electroporacion es el otro método de delivery que se usa frecuentemente en
trematodos. Ha demostrado ser efectivo para suprimir la expresion génica en todos
los estadios en que se utilizé en S. mansoni y en otros parasitos como F. hepatica
(Rinaldi et al., 2008), y O. viverrini (Sripa et al., 2011). Usando electroporacion
también varia 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 supresién) que al usar granulina (40 % de supresion) (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
electroporacion lleva a una mayor supresion de la expresion 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
parasitos estos se lavan exhaustivamente para eliminar RNAs que queden en el
medio, los niveles de mMRNA blanco no descienden mas de un 20 %. En base a estos
resultado pareceria que contribucion de la electroporacién es minima a la hora de
silenciar un gen (Stefani¢ et al., 2010). Otro trabajo en el que la electroporacion es
menos eficiente es el de Atkinson y colaboradores trabajando con el gen PAL1 que se
expresa en el sistema nervioso. Electroporando los parésitos con 1000 ng/ul de
ARNdc no logran suprimir la expresion de este gen. Sin embargo mediante “soaking”
con 100 ng/ul recambiando el medio y el ARNdc todos los dias la supresion del gen
blanco es mayor a 75% (Atkinson et al., 2010).
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4.3.2 Moléculas usadas y concentraciones. Efectos inespecificos.

Son numerosos los trabajos en S. mansoni en que la ARNi es exitosa en distintos
estadios luego de tratar los parasitos con siRNAs pequefios 0 ARNdc, ya sea por
“soaking” o electroporacion. El silenciamiento mediado por estas moléculas varia por
como interaccionan con la maquinaria enzimatica encargada de suprimir la expresion
génica en la ARNi. Los ARNdc van a ser procesados por enzimas DICER en
multiples siRNAs mas pequefios que son los que en definitiva van a suprimir la
expresion del gen blanco. Esta poblacién de siRNAs generada al introducir un
ARNdc puede ser responsable de efectos inespecificos observados al utilizar estas
moléculas si los sSiRNA generados encuentran blancos en otros genes. Esta respuesta
no se espera al usar siRNAs, por lo que a priori el silenciamiento podria ser méas
especifico. Al mismo tiempo la gran concentracién de una molécula interferente
contra el mismo blanco podria desencadenar efectos inespecificos. Esta respuesta es
concentracion dependiente y podria atenuarse disminuyendo la concentracion o
introduciendo modificaciones quimicas al siRNA disparador (Fedorov et al., 2006).

Por otro lado se ha visto que en mamiferos los ARNdc largos pueden inducir una
respuesta inflamatoria mediada por interferon, 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 supresion en el gen blanco (Krautz-Peterson et al., 2007; Yang et
al., 2012; Cao et al., 2014). Este fendmeno 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
compafiias dedicadas a la produccion 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; Stefani¢ et al., 2010). Hay una relacién directa
entre la concentracion usada y la supresion alcanzada. Sin embargo en
esquistosomulas concentraciones mayores a 90 ng/ul son toxicas para los parasitos y
no aportan un beneficio mayor cuando se analiza la supresion alcanzada (Stefani¢ et
al., 2010). La concentracion de moléculas usadas podria estar vinculada a la aparicion
de efectos inespecificos y/o toxicos, 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 esta 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). Asi por
ejemplo el uso de reactivos de transfeccion como lipofectamina para incrementar la
eficiencia de la transfeccion de moléculas interferentes, resulto en cambios de la
expresion del gen catepsina B (Skelly, Da'dara e Harn, 2003). En otro reporte la
expresion de genes que no son blanco de interferencia puede disminuir y esporocistos
tratados con un ARNdc irrelevante muestran una alteracion de su tamafio (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 expresion de mas de un
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miembro de la misma familia. En O viverrini al tratar los parésitos con ARNdc contra
catepsina Bl disminuye también la expresion de catepsina B2. La similitud de
secuencia entre estos 2 genes podria ser responsable del efecto inespecifico, pues al
interferir los parésitos con ARNdc contra granulina no hay alteracion de la expresion
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 via. En S. mansoni al
inhibir la expresion 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 maduracion de las catepsinas (Delcroix et al., 2006).

Algunos otros fenémenos particulares fueron observados en otros estudios. En JRD
de F. hepatica transfectados con un ARNmM de luciferasa se observo un
silenciamiento especifico en gusanos tratados con ARNdc de LUC (sin actividad
enzimatica y con reduccion del ARNm) aunque aumento la actividad de luciferasa al
tratar los parasitos 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 proteina SmLAP al
tratar los parésitos con un ARNdc irrelevante (Rinaldi et al., 2009) Esto parece
apuntar a un efecto inespecifico inducido por el ARNdc. Un fendmeno Ilamativo se
da al tratar esporocistos de S.mansoni con ARNdc contra el gen SOD, el que aumenta
la expresion unas 1600 veces en respuesta al tratamiento (Mourdo et al., 2009).
(Figura 9).

El hecho de que la ARNi en si puede desencadenar efectos inespecificos 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
parasitos sin tratar, pero este tipo de controles no son incluidos rutinariamente. La
ausencia de controles o metodologias que no son las adecuadas para detectar efectos
inespecificos 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 estandarizacion de la ARNi es
fundamental emplear de manera sistematica controles experimentales adecuados. Sin
embargo estos no siempre estan 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 mamiferos se han establecido pautas precisas que permiten a partir de los
controles determinar efectos de modo mas 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.
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Figura 9: Ejemplos de efectos inespecificos en la ARNi en trematodos. A Aumento de la
expresion del gen SOD al tratar parasitos con ARNdc contra este gen. (Mourao et al 2009).
B Aumento en la actividad de la proteina LAP al tratar paréasitos con el ARNdc irrelevante,
(Rinaldi 2009).C. Disminucion de la expresion de proteina Fh Catepsina L1(imagen
superior) detectada por inmunohistoquimica en parasitos tratados con el control irrelevante
ARNdc contra el gen CSRP, (columna azul), comparado con parasitos controles ( columna
roja) y parasitos tratados con ARNdc contra CL1 (columna gris) y Fh Catepsina B2 (imagen
inferior) detectada por inmunohistoquimica en parasitos incubados con solucifion salina
columna roja (control mock), tratados con ARNdc contra CB2 columna verde,y en parasitos
tratados con ARNdc contra el gen CSRP, columna azul (control irrelevante) (McGonigle et
al 2008). D Disminucion de la expresion del gen CB2 al tratar los parésitos 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 concentracion utilizada de moléeculas interferentes que puede
saturar el complejo DICER se puede alterar la expresion génica de manera global.
Para detectar este tipo de efectos inespecificos al introducir cualquier tipo de
molécula interferente se deben utilizar controles irrelevantes. Estos son generalmente
moléculas dirigidas a genes que no estan presentes en el genoma del organismo en
estudio y se espera que estas no interfieran con la expresion de algun gen enddgeno.
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 tamafio 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 mas sutiles y poco frecuentes como
los descriptos en la seccion anterior.
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Tabla 3: Analisis de la ARNi en trematodos. Se analiza método de entrega controles
utilizados, nivel de silenciamiento, persistencia del silenciamiento, y si se describen efectos
inespecificos.

Cl, 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 Bioldgico;
Eclosion hu, Eclosion huevos E, Electroporacion; S, “soaking”; ES, Electro-soaking; SP,
“soaking-poration”.

Un tercer tipo de control recomendable es el uso controles positivos capaces de
afectar la expresion 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
concentracion de ARN utilizada sean adecuadas para bloquear la expresion 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 utilizacion de moléculas interferentes marcadas con
fluorescencia permiten analizar la eficiencia de la incorporacion de la misma a los
tejidos blanco del organismo a tratar.

4.4 Analisis del silenciamiento.

Las consecuencias esperables de la ARNi son la disminucién de la expresion del gen
blanco por degradacion del mRNA correspondiente, disminucion de la abundancia de
la proteina que este codifica y posiblemente una alteracion del fenotipo dependiendo
de la funcion del gen afectado. En base a esto el silenciamiento se debe detectar
buscando un cambio en uno de estos tres niveles ARN, proteina y fenotipo. Un paso
previo importante y deseable es determinar la eficiencia del procedimiento de
transfeccion, de modo de poder cuantificar los efectos.

4.4.1 Eficiencia de transfeccion.

La ARNi se ha utilizado en trematodos para analizar la funcion de genes importantes
en la biologia parasitaria en intentos de identificar nuevos blancos terapéuticos. Es
necesario contar con métodos que permitan evaluar de forma confiable la viabilidad
de los parasitos luego de suprimir la expresion 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 proporcion de
parasitos incorpora las moléculas y si la incorporacion es homogénea.

4.4.1.1 Cuantificar sobrevida

Los métodos usados comunmente para determinar la viabilidad de paréasitos se basan
en la deteccion de cambios morfoldgicos al analizar los parésitos al microscopio.
Estos requieren gran conocimiento de la anatomia de los parasitos y pueden dar lugar
a errores de interpretacion por los observadores.
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En S. mansoni se han utilizado moléculas fluorescentes con distinta capacidad para
marcar parasitos vivos de muertos. El tnico fluorocromo con capacidad de identificar
parésitos vivos es el diacetato de carboxi-fluoresceina (cFDA), mientras que loduro
de propidio, DAPI y el bromuro de Etidio se pueden utilizar para identificar parasitos
muertos (Van Der Linden e Deelder, 1984). El uso de estas moléculas permitid
desarrollar un método de andlisis 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 Cuantificacion de la incorporacion de moléculas interferentes

Algunos trabajos se han preocupado de determinar la cantidad y localizacion de las
moléculas interferentes luego del tratamiento. Se han utilizado moléculas marcadas
de forma fluorescente en distintos trematodos para determinar la principal via de
entrada de la ARNi (Rinaldi et al., 2008; Mourdo et al., 2009; Rinaldi et al., 2009;
Sripa et al.,, 2011; Wang et al., 2014). Entender la ruta de entrada en distintos
parésitos y en distintos estadio de estos es importante para mejorar la eficiencia de la
ARNIi (Dalzell et al., 2012).

En esporocistos de S. mansoni se monitored la entrada de moléculas interferentes con
ARNdc marcado con rodamina. Se observé que solo el 67 % de los parésitos
incorporaron la sefial y que esta era heterogénea en cada parasito, localizandose
principalmente en el tegumento, células flamigeras y parénquima. La variacion en la
incorporacion fue considerada como posible responsable de diferencias en los niveles
de transcripcion observadas al analizar la disminucion de la expresion génica por
“Real Time” (Mourdo et al., 2009). Al mismo tiempo esto se vincula obviamente a la
susceptibilidad diferencial de genes de acuerdo a la localizacion tisular normal de su
expresion.

En F. hepatica se determin6 que la principal via de entrada en JRDs es el tracto
digestivo tanto mediante el tratamiento de juveniles con un siRNA marcado
fluorescente (Cy3-siRNA) como por hibridacion in toto contra un ARNm reportero
trasnsfectado (Rinaldi et al., 2008). De modo similar, al tratar parasitos adultos de O
viverrini por electroporacion con Cy3-siRNA observaron una fuerte sefial en el
intestino y también en d&rganos 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 mayoria de la fluorescencia se acumula en el
utero, gonadas 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 mas ubicua y genes
que se expresan en el sistema nervioso pueden ser silenciados sin que la sefial se
detecte més alla del digestivo. Estos casos sugieren que en estos parasitos deben estar
presentes genes que permiten la entrada y esparcimiento de la sefial 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 Determinacion de efectos del silenciamiento

El fin altimo del experimento es determinar y cuantificar los efectos del
silenciamiento. Si la interferencia funciona adecuadamente se van a reducir
especificamente los niveles de mMRNA y de proteina del gen blanco sin afectar otros
genes o vias no vinculadas, y eventualmente se generara un fenotipo detectable

4.4.2.1 Deteccidon de fenotipos

Esta es una de las formas cominmente usadas para analizar efectos, y consiste en
analizar morfolégica y funcionalmente el organismo entero. En los ensayos con
parésitos algunos de los fenotipos analizados han sido tamafio, movilidad, estructura,
mortalidad, y eclosion de huevos en parasitos tratados (Freitas, Jung E e Pearce,
2007; Morales et al., 2008; Mouréo et al., 2009; Swierczewski e Davies, 2009). La
cuantificacion de estos efectos es todavia precaria, por lo que la deteccion de
fenotipos es todavia méas una caracteristica cualitativa que cuantitativa.

Es asi fundamental disefiar ensayos bioldgicos adecuados que permitan evidenciar el
efecto del silenciamiento. Tener conocimiento sobre la funcion de genes similares,
que participan en una misma via y/o que son miembros de una familia génica, o
contar con informacion de los efectos de silenciamientos de ortélogos en otras
especies permite no solo esperar a priori determinados efectos fenotipicos sino
también disefiar ensayos biol6gicos adecuados.

4.4.2.2 Reduccion da la expresion del gen blanco y de su proteina

Detectar la disminucién de ARN y/o proteina 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
blogueo post trancripcional con la consiguiente reduccion de los niveles de proteina
sin afectar los niveles de mMRNA (Rana, 2007). Por otro lado se pueden afectar los
niveles de mRNA sin que se reduzcan los niveles de proteina si esta tiene una vida
media larga. En este caso seria bueno tomar otra ventana de analisis de la proteina en
cuestion. De esta manera, la optimizacion de los protocolos de ARNI, incluyendo el
analisis del efecto interferente a distintos intervalos de tiempo post-tratamiento es
relevante.

Metodoldgicamente para detectar cambios en la expresion del gen blanco las técnicas
utilizadas son técnicas de amplificacion como PCR-semicuantitativo, el Real Time
PCR, y técnicas basadas en hibridacion como Northern blot e hibridizacion 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-histoquimica con anticuerpos
contra la proteina blanco (Tabla 3).

4.4.2.3 Deteccion de efectos inespecificos (“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 amplificacion de la ARNi que pueden interferir
con la expresion de otros genes. Tipicamente es importante analizar posibles efectos
“off-targeting” sobre todo cuando se trabaja con genes pertenecientes a familias de
proteinas multigénicas donde sus integrantes tienen gran similitud de secuencia. En
estos casos al intentar suprimir un gen se puede alterar la expresion de otros genes
que sean similares a nivel de secuencia. Pero el problema mayor es cuando existe
algiin dominio conservado en proteinas que participan en vias o procesos distintos y
que pueden verse afectados de manera totalmente inespecifica. Una manera sencilla
de evaluar la existencia de este tipo de efectos secundarios no deseados es no solo
analizar la expresion 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” deberia analizarse la expresion génica a gran escala
por secuenciacion de transcriptomas o por analisis de microarrays (Hagen et al.,
2012) . Otro motivo importante de efectos inespecificos, especialmente cuando se
emplean concentraciones elevadas de ARNdc, es la toxicidad inducida por la
molécula interferente (Stefani¢ et al., 2010). Aunque la molécula interferente no
induzca una evidente mortalidad en los organismos tratados, a concentraciones
elevadas si puede alterar inespecificamente la expresion de otros genes.

4.4.2.4 Ensayos biolégicos y funcionales.

Otra forma de evaluar el efecto del silenciamiento es mediante ensayos biolégicos,
donde se intenta determinar de la forma maés fisiologica posible la funcion de un gen
en un proceso determinado. Esto se ha realizado por ejemplo en F. hepatica donde se
evalla la funcion de catepsinas en los procesos de invasion haciendo atravesar a los
parasitos tratados un segmento de un tubo digestivo (Mcgonigle et al., 2008). Los
ensayos bioldgicos mas interesantes son aquellos en donde se busca detectar los
efectos en parasitos tratados devolviéndolos al huésped. De esto existen un par de
ejemplos. En el caso de S. mansoni se evalud la viabilidad de esquistosémulas
tratadas con ARNdc contra tetraspaninas mediante su capacidad de desarrollarse a
adulto inyectando ratones con esquistosémulas tratadas (Tran et al., 2010). Un caso
mas llamativo, se mostré en S. mansoni y S. japonicum donde es posible silenciar
genes inyectando ratones por via intravenosa con siRNAs contra genes especificos de
este paréasito (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 poblacion de paréasitos
se redujo hasta un 27 % (Pereira et al.,, 2008). Estos experimentos podrian
visualizarse como primeros intentos de utilizacion de herramientas de ARNi como
estrategias auxiliares de control parasitario.

Como se ve el grado de desarrollo y optimizacion 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 metodologia de rutina para el analisis de la funcién
génica en trematodos logrando modular de manera especifica y estable la expresion
génica.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar las vias de silenciamiento génico en F. hepatica; (1) explorar la via de
silenciamiento exdgena estandarizando la ARNi en juveniles como método de rutina
para el estudio de la funcion génica, (2) investigar los actores relevantes de la(s)
via(s) de silenciamiento enddgeno identificando, clonando y secuenciando pequefios
RNA reguladores y genes participantes de estas vias.

Objetivos Especificos

1. Optimizar un método para cuantificar la incorporacion de moléculas interferentes
evaluando al mismo tiempo la sobrevida de los parasitos a los métodos de
suministro (“delivery”) utilizados.

2. Comparar la eficiencia de distintos métodos de suministro (“delivery”) de
moléculas interferentes

3. Estudiar la concentracion minima de moléculas interferentes capaz de generar
efectos reproducibles evitando efectos inespecificos.

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 optimizacion de la ARNi en otros estadios de desarrollo de F. hepatica

Clonar e identificar ARNSs pequefios en F. hepatica

8. Clonar y secuenciar genes de la via SIRNA/miRNA.

~
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MATERIALES Y METODOS

1. Obtencion de Parasitos.

Las metacercarias de Fasciola hepatica fueron originalmente obtenidas de Baldwin
Aquatics Inc. (Monmouth, Oregon) o producidas localmente en el Laboratorio de
Parasitologia de la Direccion Nacional de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) del
MGAP. Posteriormente se consiguid una colonia propia de caracoles del género
Lymnaea, a partir de la que se inicié el mantenimiento del ciclo en el laboratorio. El
desenquiste in vitro de metacercarias se realiz6 como esta descrito por (Carmona et
al., 1993; Rinaldi et al., 2008) con pequefias modificaciones. Las metacercarias
fueron incubadas en hipoclorito de sodio al 10% de 3 a 5 minutos a temperatura
ambiente en filtros de 74 pum para remover la cubierta externa y luego lavadas
exhaustivamente en PBS 1X. Inmediatamente las metacercarias fueron activadas
incubandolas a 39 °C en medio de desenquiste preparado mediante la mezcla de
volumenes iguales de solucion A (0.4% taurocolato de sodio, 120 mM NaHCO3, 140
mM NaCl pH 8.0) y solucion B (50 mM HCI y 33 mM L-cysteina). El proceso de
desenquiste fue monitorizado bajo lupa estereoscépica y/o microscopio. Luego de 90
a 180 minutos los juveniles recientemente desenquistados (JRD) comenzaron a
emerger atravesando el filtro de 74 um. 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 dias, monitorizando la viabilidad
de los parasitos microscopicamente.

Los parasitos adultos se obtuvieron a partir de higados infectados decomisados en
plantas frigorificas de faena correspondiendo a infecciones naturales en bovinos. Los
parésitos fueron extraidos de los canaliculos 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 vesiculas biliares del ganado infectado se recuperaron los huevos, los
que fueron utilizados para iniciar el ciclo bioldgico. 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 dias los huevos embrionados son transferidos a un matraz de cuello angosto,
y colocados a la luz, estimulando la emision 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. Sintesis 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 sintesis de ARNdc se utilizaron productos de PCR
generados con cebadores especificos que incorporan la secuencia del promotor viral
T7 (Tabla 4). Mediante esta estrategia se sintetizaron moldes para proteina verde
fluorescente (GFP) de 684 pares de bases utilizando el plasmido pEGFP-N2 y un
molde para FNLAP de de 287 pb a partir de un pldsmido que contiene la secuencia del
gen FhLAP (FhLAP, GenBank accession AY64459), que abarca las posiciones 389-
655.

La concentracion y pureza de los ARNdc se determind espectrofotométricamente con
NanoDrop (ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) midiendo
absorbancia a 260 nm y la relacién 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
Tamaio de
Blanco Cebadores/siRNA Ta °C | amplimero (pb)
LAP_For_T7 TAATACGACTCACTATAGGG ATCTGCTACTCAATGCTCTG
LAP = 55 287
LAP_Rev_T7 TAATACGACTCACTATAGGG CCTTCATACCACCGAGTGAA
GFP_For_T7 TAATACGACTCACTATAGGG CTGGTCGAGCTGGACGGCGACG
GFP B 55 684
GFP_Rev_T7 TAATACGACTCACTATAGGG GCGGCCGCTTTACTTGTA

Tabla 4 Cebadores utilizados en la sintesis de ARNdc. En Rojo y cursiva se marca la
secuencia del promotor viral T7.

Dos siRNA contra FNLAP, 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., 1A). 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 utilizd 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 gendmicas 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 electroporacion) y combinaciones de estos.
El “soaking” consiste en incubar por 12 horas (“over night”) los JRD en medio de
cultivo con moleculas interferentes (SIRNA o ARNdc) antes de analizar el efecto. La
electroporacién 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 parasitos 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 despues de electroporar los JRDs transfiriéndolos directamente a medio
de cultivo y “soaking-poration” consistente en someter a los parasitos a “soaking”
toda la noche en medio con SiRNA, luego electroporarlos y lavarlos. En los
experimentos de evaluacion de los efectos a largo plazo se repuso el medio cada 48 hs
sin suplementar con ARNdc hasta el dia en que se finalizo el experimento

Para evaluar los niveles de incorporacién los parésitos 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 Imagel
(Schneider, Rasband e Eliceiri, 2012) a través del pardmetro Mean gray value
(promedio de grises en la seleccion).

4. Determinacion de sobrevida de parasitos 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 loduro de propidio (IP).

Para determinar si los colorantes que seleccionamos son utiles para diferenciar
parasitos 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 Concentracion Final
FDA 10 mg/ml en DMSO Concentracion final 40 ng/ml
DAPI 100ug/ml en PBS 1x Concentracion final 1,0 ug/ml
IP 1mg/ml en PBS 1x Concentracion final 1,0 ug/ml

Los parasitos 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
empled 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. Deteccion de la incorporacion de Cy3-siRNA mediante
microscopia confocal

Aproximadamente 30 JRD 24hs post-desenquiste fueron expuestos a 5 pug de Cy3-
siRNASilencer® Labeled Negative Control #1 siRNA, (Ambion) por “soaking” o
“electro-soaking” y 24 hs después se procesaron para la deteccion de fluorescencia.
Los parasitos fueron lavados cuatro veces en PBS 1x, y fijados en Paraformaldeido
(PFA) al 4% por 30 minutos a 4 °C, incubados con DAPI 1ug/ml por 10 minutos y
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lavados nuevamente con PBS. Las imagenes fueron capturadas en la Unidad de
Microscopia Confocal de Facultad de Medicina en microscopio confocal espectral
Leica modelo TCS SP5 I, excitando a longitudes de onda de 405 nm y 543 nm para
detectar DAPI y Cy3 respectivamente.

6. Analisis de la expresion génica.

Se extrajo ARN total de parasitos 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 preparacion. La sintesis de cDNA fue hecha
en cada experimento partiendo de la misma concentracion de ARN en todas las
muestras midiendo la concentracion inicial de ARN de todas las muestras con Nano
Drop. La sintesis de cDNA fue hecha con el kit RevertAid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas).

A partir de este cDNA analizamos la expresion génica por PCR cuantitativo (“Real
Time PCR”) en Rotor-Gene 6000 Real Time PCR System. Como control y
normalizador se utilizd la amplificacion del gen de B-actina a partir de los primers
(Directo 5-GTGTTGGATTCTGGTGATGGTGTC-3' y Reverso 5'-
CAATTTCTCCTTGAT GTCTCG-3'). Los primers para la amplificacién del gen
blanco de silenciamiento FhLAP (Directo 5'-
GCTACTCTTACCGGCCATGTGGTACG -3' y Reverso 5'-
CACACGGTGTATACGCGGTGGTC-3") fueron disefiados fuera de la zona utilizada
para hacer el ARNdc para evitar contaminacion cruzada. Las condiciones de
amplificacion fueron 1 ciclo (94°C, 5 min), 35 ciclos (94°C, 30 seg; 60°C, 30 seq)
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/extension, y el analisis
de la curva de melting de cada PCR mostro la presencia de un pico Unico para cada
amplicon.

Para el analisis de la expresion génica se utilizé el método 2 —~AACt descrito por
Livak y colaboradores en 2001 (Livak e Schmittgen, 2001) usando Fhf actina como
gen interno de referencia para la normalizacion. Primero se normaliz6 la expresion de
FhLAP en cada condicion contra la de Fhp actina siguiendo la formula (ACt =
Ct[FhLAP] - Ct[FhR-actina]). Luego para ver la variacion en la expresién de FhLAP
en los parasitos tratados normalizamos contra el control mock (parasitos
electroporados sin moléculas interferentes) mediante la féormula AACt = ACt
[parésitos tratados] - ACt[ parésitos controles]). Los resultados son presentados
mostrando el error estandar EE del 2 —~AACt de 2 experimentos. Analisis estadisticos
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 enzimatica.

150 JRD fueron tratados por electro-""soaking” con ARNdc FhLAP 2,5 ng/ul. Como
control la misma cantidad de parasitos fue sometida a elecro-soaking en ausencia de
moléculas interferentes y/o de control irrelevante. La extraccion de proteinas fue
realizada con mirVana™ PARIS™ Kit (Part Number AM1556) siguiendo las
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instrucciones 24 horas después del tratamiento. La actividad proteolitica fue
monitoreada por la hidrolisis del sustrato fluorogenico AMC al incubar el extracto
proteico con el sustrato LEU-AMC en un espectrofotometro FluoStar a 345 de
excitacion y 440 de longitud de onda. 50 ul de extracto de proteina fueron incubados
durante 10 minutos con 50 ul de buffer Glicina 100mM pH 8,5 suplementado con
MgCI2 1mM como activador. Pasado este tiempo se agregan 100 pl 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 trabajé con 3 grupos de 3 adultos los que se
incubaron en 10 ml de Somule media (control) o medio adicionado con 20 pg de
ARNdc GFP (control irrelevante) y 20 ug 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 evalué su morfologia directamente al
microscopio y a través del andlisis de fotos en microscopio invertido para evaluar su
morfologia. El experimento se culminé a las 30 hs puesto que la movilidad de los
parasitos estaba muy disminuida. De los 3 adultos por condicion a uno lo fijamos en
paraformaldehido al 4 %, los otros dos fueron divididos en dos una mitad se utiliz6
para extraccion de proteinas somaticas y la otra para extraccion de ARN con TRI
Reagent Solution (Ambion Applied Biosistems).

9. Clonado y secuenciado de ARNSs pequefios (SMRNA) a parir de
JRD.

A partir de 280 ng de ARN de JRD de un dia de cultivo se hizo la extraccion de ARN
enriquecida para fragmentos menores de 200 nt con el kit mirVana™ PARIS™ Kit
(Ambion) segun las instrucciones del fabricante. Con este ARN se generd una
biblioteca de ARN pequefios concatenados siguiendo el protocolo descrito por
(Pfeffer, Lagos-Quintana e Tuschl, 2005) con algunas modificaciones.

Brevemente un fragmento conteniendo ARNs pequefios 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 tefiidos con bromuro de
etidio. Se ligaron adaptadores 5° (ACGGAATTCCTCACTrArArA) y 3’
(rUrUrUAACCGCGAATTCCAG-L) y se hizo la sintesis de primera hebra de cDNA
usando el primer RTprimer: GACTACGTGGAATTCGCGGTTAAA). Se amplificd
por PCR con cebadores comunes a los adaptadores (Directo 2nd PCR 5’
GAGCCAACAGGCACCGAATTCCTCACTAAA y Reverso 2nd PCR 3
GACTAGCTTGGTGCCGAATTCGCGGTTAAA) que contienen el sitio de
restriccion Ban | (GGYRCC).

Los productos amplificados se digirieron enzimaticamente con Ban | y se generaron
concatameros los que fueron clonados en el vector pPGEM 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,
seleccionandose 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). Mas tarde se mapearon las secuencias contra el
genoma de F. hepatica.

10.Clonado y secuenciado de genes de la via si/miRNA

Utilizamos distintas estrategias de Blast (blastn, blastx, tblastn) para identificar genes
de la via si/miRNA usando como sondas de busqueda las secuencias de los genes
descriptos en C. elegans. La base de datos se genero 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 busqueda, se identificaron primero los genes en
Schistosoma mansoni (por anotacion gendmica y por Blast como en el paso anterior)
y luego se usaron estos para la busqueda por Blast en F. hepatica. Para completar el
panorama se buscaron los ortdlogos en otros trematodos de los que disponiamos
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 via 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 basquedas con bases de datos. Finalmente se disefiaron
primers en zonas conservadas para la amplificacion 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 tamafio esperado fueron clonados en
vectores pGEM-T y confirmados por secuencia.
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RESULTADOS

1. Evaluacion de la sobrevida de parasitos sometidos a
procedimientos de transfeccion de moléculas
interferentes.

En modelos de mamiferos donde la ARNI se realiza sobre todo en células en cultivo
es posible marcar las moléculas administradas y de ese modo determinar la
proporcion de células tratadas. En este tipo de experimentos la poblacion celular
puede estar en crecimiento. En el caso de parasitos multicelulares se trabaja con una
poblacién de individuos que no se divide cuya viabilidad puede estar comprometida
por el tratamiento utilizado para silenciar la expresion genica. Por este motivo en los
experimentos de ARNi con poblaciones de parasitos es importante conocer la
viabilidad de la poblacién tratada y qué proporcion recibe efectivamente las
moléculas.

Para evaluar la viabilidad de los parasitos usamos los colorantes loduro de propidio
(IP) y 4 '6-diamino-2-fenilindol (DAPI) para identificar parasitos dafiados y
Fluoresceina (FDA), que atraviesa las membranas celulares y se utiliza como
marcador in vivo de parasitos en buen estado. Estos colorantes demostraron su
utilidad en S. mansoni para evaluar viabilidad de parasitos a gran escala (Van Der
Linden e Deelder, 1984; Peak, Chalmers e Hoffmann, 2010).

Para determinar la utilidad de estos colorantes para diferenciar parasitos vivos de
muertos, calentamos JRD de 24 hs de vida durante 5 minutos a 65 °C previamente a
la incubacién con los colorantes, usando como control JRD sin tratar. Monitoreamos
la incorporacion de los colorantes en microscopio de fluorescencia, observandose
solamente sefial con DAPI e IP en los parasitos tratados con calor, mientras que el
patrén opuesto de tincion exclusiva con FDA se obtuvo en los controles (Figura 10).

Utilizamos esta estrategia para evaluar la viabilidad de parasitos tratados por
diferentes métodos de suministro. Como en alguno de los experimentos los parasitos
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 parasitos con ninguno de los
tratamientos con respecto a los controles. (Ver Figura 2 A del articulo DellOca et al,
2014, incluido en la seccion siguiente, pag. 32).
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Figural0: Analisis de la viabilidad de JRD utilizando colorantes FDA, loduro de Propidio
IP y DAPI. JRD fueron calentados 5 minutos a 65 °C e incubados con FDA, IP y DAPI
(parésitos 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 impedirian la infeccién por F. hepatica.

Utilizando como blanco el gen de Leucin Aminopetptidasa (FhLAP) que ya sabiamos
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 proteina FhLAP es una exopeptidasa que pertenece a una familia de
metalopeptidasas que catalizan la degradacion de péptidos simples de proteinas y
péptidos. Esta proteina cumple funciones importantes en la nutricion de los parasitos
fundamentalmente a través del catabolismo de la hemoglobina. En Schistosoma
mansoni se demostré que esta enzima es importante para la eclosion de miracidios
tratando los parasitos con ARNi contra SmLAP o por medio de su inhibicion con
bestatina (Rinaldi et al., 2009). Por sus importantes funciones FNLAP es considerada
un buen blanco terapéutico y candidato para ensayos de vacunacion siendo el
candidato vacunal que ha determinado la mayor proteccion en ovejas hasta el
momento contra la infeccién 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 proteina 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
concentracion 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
expresion del gen blanco empleamos una muestra heterogénea de parasitos, hayan o
no incorporado las moléculas interferentes. Para determinar el porcentaje de parasitos
que incorporaron las moléculas interferentes tratamos los JRDs con Cy3-siRNA
fluorescente (Ambion, USA) y evaluamos la incorporacion de fluorescencia. Primero
ajustamos las condiciones de electroporacion probando distintos voltajes y tiempos de
electroporacion y determinamos que 120 V 30 ms los parasitos incorporan muy bien
las moléculas fluorescentes con buena sobrevida (datos no mostrados).

Dado que en los trabajos previos en F. hepatica se utilizaron tanto electroporacion y
soaking como métodos de entrega decidimos evaluar cudl era el més efectivo para
suprimir la expresion génica. Para ellos tratamos los JRDs con los métodos
tradicionales y combinaciones de estos con dos concentraciones distintas de Cy3-
SsiRNA. A partir de la cuantificacién relativa de la fluorescencia incorporada
concluimos que el método en el cual los parasitos incorporan méas fluorescencia es el
electro-soaking (ver cap. Siguiente).

En los parasitos tratados la sefial fluorescente se localiza predominantemente en el
tubo digestivo y con microscopia de fluorescencia comun es dificil apreciar si hay
sefial méas alla del digestivo. Para ver si la sefial difunde hacia los tejidos tratamos
JRDs con 2 métodos de suministro distintos, soaking y electro-soaking, analizando
luego los parasitos por microscopia confocal. En los parasitos tratados por electro-
soaking la sefial fluorescente difunde més en los tejidos que en parasitos tratados por
soaking (Figura 1D del articulo Dell’Oca et al, 2014, incluido en la seccion siguiente,

pag 31).

En trabajos previos de ARNi en F. hepatica se usaron grandes concentraciones de
dcRNA que pueden generar efectos inespecificos, o eventualmente efectos “off-
targeting”. Con el fin de disminuir posibles efectos inespecificos y aumentar la
especificidad de la ARNi evaluamos el nivel de silenciamiento disminuyendo la
concentracion ARNdc utilizado e incorporamos el uso de siRNAs. Buscamos
determinar cual era la concentracion minima de ARNdc capaz de inducir un
silenciamiento estable y repetible. Tratamos los parasitos por distintos métodos de
entrega con 2,5 ng/ul de ARNdc FhLAP marcado fluorescentemente para evaluar al
mismo tiempo la incorporacion de moléculas y el nivel de silenciamiento al utilizar
una concentracion mucho menor a la usada previamente. Con esta concentracion de
ARNdc detectamos la fluorescencia con 3 de los 4 métodos de entrega con los que
tratamos a nuestros pardsitos. A pesar de esto logramos un buen nivel de
silenciamiento con todos los tratamientos. El electro-soaking fue el método mas
efectivo para reducir los niveles de mMRNA 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 tincion con DAPI y
FDA que los parésitos resisten los tratamientos utilizados (Figura 2 A'y 2 B del
Articulo Dell’Oca et al, 2014,, incluido en la seccion siguiente, pag 32). En
conclusion es posible silenciar la expresion de un gen enddgeno con una
concentracion mucho menor a la usualmente utilizada aunque con esta dosis de
ARNdc no siempre es posible determinar cuantos parasitos incorporan el tratamiento.

Para interferir la expresion de un gen en invertebrados tradicionalmente se han
utilizado ARNdc largos mientras que los siRNAs se han utilizado preferentemente en
lineas celulares de vertebrados. Pensando que es posible evitar efectos inespecificos
con el uso de moléculas de menor tamafio diseflamos 2 siRNAs distintos que se
encuentran dentro de la region abarcada por el ARNdc (Figura 3 A Articulo Dell’Oca
et al, 2014, incluido en la seccion 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
concentracion final que los siRNAs por separado disminuyo casi por completo los
niveles de mMRNA de FhLAP (Figura 3 B Articulo Dell’Oca et al, 2014, incluido en la
seccion siguiente, pag 33). Determinamos que los siRNAs son efectivos para inducir
el silenciamiento en JRD de F. hepatica.

Es necesario analizar cuanto perdura el silenciamiento luego de tratar los parasitos
para establecer con mayor seguridad distintos tiempos en los que analizar el efecto
del silenciamiento ya sea a nivel de mRNA, de proteina o de un fenotipo particular.
Esto es muy importante ya que nos podemos encontrar con proteinas cuya reposicion
es muy lenta o que tengan una vida media larga. Si se da alguna de estas situaciones
precisamos una ventana mayor de analisis para correlacionar la disminucion de la
expresion a nivel de ARN con una disminucion a nivel de proteina.

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 parésitos de un dia de
desenquistados que fueron tratados por electro-soaking una sola vez con 2,5 y 10
ng/ul de ARNdc o con 2,5 ng/ul de siRNA. El nivel de silenciamiento se mantuvo
en buenos niveles hasta los 21 dias con 2,5 y 10 ng/ul de ARNdc. Usando siARN el
silenciamiento fue muy bueno hasta los 7 dias, a los 14 la supresion obtenida fue
cercana a un 40% y a los 21 dias fue escasa (Figura 3 C y 3 D Articulo Dell’Oca et al,
2014, incluido en la seccion siguiente, pag 33).

Los resultados de este trabajo se publicaron en el articulo que se adjunta a
continuacion

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 Nicolas Dell’Oca, Tatiana Basika,
lleana Corvo, Estela Castillo, Paul J. Brindley, Gabriel Rinaldi, Jose F. Tort.
Molecular & Biochemical Parasitology 197 (2014) 28-35.
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In trematodes RNA interference is the current tool of choice for functional analysis of genes since classical
reverse genetic approaches remain unavailable. Whereas this approach has been optimized in schisto-
somes, few reports are available for other trematodes, likely reflecting the difficulties in the establishment
of the technology. Here we standardized conditions for RNAi in the liver fluke Fasciola hepatica, the
causative agent of fasciolosis, one of the most problematic infections affecting livestock worldwide.
Targeting a single copy gene, encoding leucine aminopeptidase (LAP) as a model, we refined delivery
conditions which identified electro-soaking, i.e. electroporation and subsequent incubation as efficient
for introduction of small RNAs into the fluke. Knock down of LAP was achieved with as little as 2.5 pg/ml
dsRNA concentrations, which may reduce or obviate off-target effects. However, at these concentrations,
tracking incorporation by fluorescent labeling was difficult. While both long dsRNA and short interfer-
ing RNA (siRNA) are equally effective at inducing a short-term knock down, dsRNA induced persistent
silencing up to 21 days after treatment, suggesting that mechanisms of amplification of the interfering
signal can be present in this pathogen. Persistent silencing of the invasive stage for up to 3 weeks (close
to what it takes for the fluke to reach the liver) opens the possibility of using RNAI for the validation of
putative therapeutic targets.
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1. Introduction

Trematode infections inflict relevant burden on human devel-
opment especially in impoverished areas around the globe. It is
estimated that more than 200 million and 40 million people might
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be affected by schistosomiasis and other food borne trematodiasis,
respectively [1,2]. Adding to the high morbidity and disability that
are produced by these infections, several of them are mainly a food
production problem since they affect livestock and consequently
generate severe economic losses. Fasciola hepatica is the causative
agent of fasciolosis, one of the most relevant infections affecting
livestock worldwide, with global economic losses estimated at USD
3.2 billons dollars annually with a more pronounced impact to agri-
cultural communities in developing countries. In the last decade
fasciolosis has also emerged as a zoonotic disease mainly in rural
areas of Northern Asia, Central Africa and the Peruvian Andes in
South America, often with >10% prevalence [2,3].

Control measures rely mainly on anthelmintic drugs, but in
recent years reports of resistance to commonly used anthelmintic
in schistosomes and Fasciola have emerged [4]. The continuous
pressure of these drugs on less susceptible parasites has led to the
selection of resistant organisms, increasing the need for alternative
therapeutic targets [5-8]. The advent of new sequencing technolo-
gies facilitated the knowledge of the genomes and transcriptomes
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of trematodes [9-13], providing sources for seeking novel drug
targets [14]. However, whereas genome sequence information is
expanding massively, many helminth open reading frames encode
proteins of unknown function. Accordingly RNAi is imposed as the
method for gene function analysis since classical tools of functional
genomics are not available in most of these parasites [15,16].

In Platyhelminthes, RNAi has been established as a routine
technique for gene function elucidation, advancing in the charac-
terization of genes involved in regeneration and development in
the free living planarians [ 17]. However, the implementation of this
technique as routine in parasitic flatworms is less advanced, slowed
by the hurdles imposed by the complex developmental cycles,
robust teguments, inability to maintain the worms for extended
periods in vitro, and absence of immortalized cell lines [18-21].

In parasitic flatworms most progress has been reported for
schistosomes [20,22-24]. Although this demonstrated the utility
of RNAI for functional genomics in trematodes, these findings indi-
cated that genes are not equally affected, off target effects can
occur, and developmental stages display different susceptibility to
interference [25]. Despite this, and based on optimization efforts
in schistosomes [26-28] RNAI is emerging as a tool for the study
of gene function in other flukes [1,12,23,29,30]. RNAIi reports in
other parasitic flatworms are less frequent; two reports in the com-
mon liver fluke F. hepatica [31,32] and the carcinogenic liver fluke
Opisthorchis viverrini [33,34], and single reports in the trematodes
Clonorchis sinensis [35], the monogenean Neobedenia girellae [36]
and the cestodes Moniezia expansa [37], Echinococcus granulosus, E.
multilocularis [38,39] and, Hymenolepis microstoma [40].

Two pioneering reports demonstrated the presence of a viable
RNAi pathway in the liver fluke [31,32]. We have previously
employed electroporation as delivery method and knocked-down
the expression of both the firefly luciferase reporter gene (mRNA
Luciferase)and the endogenous gene leucine aminopeptidase (LAP)
in newly excysted juveniles (NEJs) [32]. NEJs were also targeted
in a second study aiming to silence cathepsin L and B, two cys-
teine proteases proposed to be relevant in invasion and immune
response evasion [31]. These enzymes belong to a multigene family
with stage specific variants [41]. In this study by soaking NE]Js with
dsRNA targeting the adult cathepsin isoforms, a knock-down of the
enzymes was detected. The treated worms displayed a reduction
in the invasion ability measured by an invasion assay.

Based on these findings, we focused here on the optimization of
the RNAi in juveniles of the liver fluke. We evaluated different deliv-
ery methods, we compared long and short interfering RNA directed
to the same target (the gene encoding FhLAP) at different concen-
trations and administered at different times after excystment. The
results provide the framework for deployment of this technology
as a tool for the interrogation of sequence datasets to investigate
function and essentiality of new genes that in turn might represent
targets for interventions.

2. Materials and methods
2.1. Parasite culture

Metacercariae (MC) of F. hepatica were sourced from Baldwin
Aquatics Inc. (Monmouth, OR) and from DILAVE (Division Labo-
ratorios Veterinarios “Miguel C. Rubino” Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca, Uruguay). MC from DILAVE were used for
the initial incorporation assays with Cy3-labeled control siRNA.
Thereafter due to shortage of this source, we studied MC from Bald-
win Aquatics Inc. All silencing experiments were performed with
MC from Baldwin Aquatics Inc. No differences in incorporation of
labeled control siRNA were detected between MC from these two
sources.

The in vitro excystment was performed as described with minor
modifications [42]. Briefly, MC were incubated 5 min at room tem-
perature with 1% sodium hypochlorite in 100 mm filters to remove
the outer cyst wall, and then washed exhaustively with PBS. MC
were activated by incubation at 39 °Cina medium prepared by mix-
ing equal volumes of solution A (0.4% sodium taurocholate, 120 mM
NaHCO3, 140 mM NaCl pH 8.0) and solution B (50 mM HCl and
33 mM L-cysteine). The excystment process was monitored under
the stereomicroscope. After 90-180 min of incubation, NEJs began
to emerge, and were collected, washed several times with wash
medium (RPMI 1640 supplemented with 200 U/ml Penicillin G sul-
fate, 200 mg/ml streptomycin sulfate, 500 ng/ml amphotericin B,
10 mM HEPES), transferred into 12 wells tissue culture plates and
cultured at 37 °C under 5% CO; in Basch’s medium [43].

Cultured NEJ were treated by different procedures for the incor-
poration of interfering molecules (Section 2.3) and then cultured
in Basch’s medium for different times according to the experi-
ment; for long incubations media was changed every 48 h. No
evidence of contamination was observed in the cultures consis-
tent with the presence of antibiotic-antimycotic mix (included in
Basch’s media formula). However, we have regularly observed pre-
cipitations appearing on NE]J culture. Complete media or media
containing dsRNA or siRNA does not develop precipitates upon
incubation in the absence of parasites, while debris and precipi-
tates are commonly observed on NE] culture. These precipitates
were extensively washed out before all the analysis performed.

2.2. Synthesis of interfering RNAs

Long dsRNA were generated by in vitro transcription using
as templates PCR products generated with gene specific primers
tailed with the T7 promoter sequence. A 738bp dsRNA frag-
ment of the Green Fluorescent Protein gene (GFP) employed
as irrelevant dsRNA control was generated using as tem-
plate the plasmid pEGFP-N2 and the primers GFP_For T7
(TAATACGACTCACTATAGGGCTGGTCGAGCTGGACGGCGACG) and
GFP_Rev_T7 (TAATACGACTCACTATAGGGGCGGCCGCTTTACTTGTA).
A 267bp dsRNA from the F. hepatica leucine aminopepti-
dase gene (FhLAP, GenBank accession AY64459), spanning
coding DNA positions 389-655 was generated by PCR
employing the full length FhLAP clone as template using the
gene-targeted T7 promoter containing primers LAP_For.T7
(TAATACGACTCACTATAGGGATCTGCTACTCAATGCTCTG) and LAP.
Rev.T7 (TAATACGACTCACTATAGGGCCTTCATACCACCGAGTGAA).
dsRNAs were synthesized and purified using the Megascript
RNAI kit (Ambion). Integrity of the dsRNAs was verified by non-
denaturing 2% agarose gel electrophoresis and purity was assessed
by the ratio A 260/A280. Concentration of dsRNA was deter-
mined spectrophotometrically (ND-1000, NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE). dsLAP was Cy3-labeled with Silencer®sRNAi
Labeling Kit with a protocol optimized to long double strand RNAs.
Two siRNA (FhLAP1 sRNAi (5-GGACGAGTTGGTTCTACGCTTG GCT-
3’) and FhLAP2 sRNAi (5-CGAATGGCTGCACCCAGAATTGTGG-3')
spanning positions 516-540 and 598-622 of the FhLAP gene
respectively), were synthesized commercially by Integrated DNA
Technologies (IDT Inc., IA). The Silencer® Cy™3-Labeled Negative
Control #1 siRNA, (Ambion, Austin, TX, USA) was used as irrelevant
control, since this sequence is absent from available F. hepatica
transcriptome data, and the incorporation of Cy3-labeling does not
affect the silencing effect (see https://www.lifetechnologies.com/
order/catalog/product/AM4621).

2.3. Delivery of interfering molecules

Fluorescent siRNA (Silencer Cy3-labeled Negative Control #1
sRNAi) was included as transfection reporter at the outset, whereas
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gene specific siRNA or dsRNA (Section 2.2) were used in subse-
quent experiments. For the initial experiments juvenile worms
were sampled one day after in vitro excystment and treated either
by soaking in the presence of 2 or 5pg/ml of fluorescent siRNA,
by electroporation of the interfering molecules, or by combina-
tions of these methods. For soaking, NEJs were cultured in 1ml
Basch’s medium supplemented with siRNAs. For electroporation,
NEJs were removed from the culture, resuspended in 100 pl of
wash medium containing the interfering molecules, transferred to
4 mm gap cuvettes, and subjected to square wave electroporation
(125V, 30ms) in a BTX ElectroSquarePorator ECM830 (BTX, San
Diego, CA). Immediately after electroporation, NEJs were recovered
with 900 wl of pre-warmed Basch’s medium and maintained in cul-
ture (electro-soaking) or subjected to extensive washes with wash
medium and transferred to Basch’s medium without dsRNA/siRNA
(simple electroporation). One day after treatment, the worms were
rinsed thoroughly in wash medium to remove unincorporated
siRNA molecules, and photographed (Nikon Eclipse TE 200 inverted
microscope). Dye incorporation was estimated by measuring the
area and intensity of fluorescence with Image ] [44]. The area of
the NEJs was selected and the fluorescence intensity quantified
(measured as mean gray value of the selected area).

The same experimental design was used to test viability effects
using a labeled gene specific dsRNA, while monitoring the viability
of the NEJ by a modification of a two color detection system [45]
(see Section 2.4).

The electro-soaking procedure was selected for gene silencing
analyses using gene specific dsRNA (labeled or unlabeled) or spe-
cific siRNAs (Section 2.2). Briefly, one-day old NEJs were treated
with either specific dsLAP (2.5 ng/.l, 5ng/ul or 10 ng/l) or siLAP
(2.5 ng/pl or 5 ng/wl). Worms subjected to electro-soaking without
interfering molecules were included as control. dsRNA against GFP
or silencer negative control siRNA were used as irrelevant controls
at the same concentrations. When analyzing the persistence of the
silencing effect after initial exposure, media were changed every
48 h without the addition of fresh dsRNA. The larval flukes were
harvested and analyzed 8, 14 or 21 days after treatment.

2.4. Monitoring the viability of the parasites

Since propidium iodide (PI) and carboxyfluoresceine diacetate
(C-FDA) discriminate viable from dead schistosomes [45], we used
this approach with NEJs. Given that Cy3 was used as reporter for
dsRNA incorporation and that its emission wavelength partially
overlaps that of PI, diamidinophenylindole (DAPI) was included
to detect damaged/dying worms. FDA is an esterarase substrate
used to stain living cells; membrane integrity is necessary for
intracellular retention of the liberated products. Meanwhile DAPI
preferentially stains dsDNA nuclei specifically and needs damage
of the cell membrane for its penetration so is used to stain dead
cells. We tested the substitution of DAPI for PI by a simple assay
depicted in Supplementary Fig. 1. Briefly we compared the incorpo-
ration of the three dyes in untreated cultured, mock electroporated
or heat-killed (by incubation15 min at 75°C) NEJs. Parasites were
washed and incubated in culture media supplemented with 1 ng/pl
DAPI, 0.5 ng/l FDA and 1 ng/p1 PL. The viability of the parasites was
analyzed under fluorescence microscopy monitoring the incorpo-
ration of the dyes. This experiment validated the use of DAPI as
dead/compromised worm track.

The effect of different delivery procedures on the viability of
parasites was tested following a procedure similar to that described
in Section 2.3. Briefly, one-day old NEJs were treated with 2.5 ng/ .l
Cy3-labeled dsLAP by different delivery methods as previously indi-
cated. After 24 h of treatment the worms were washed 3 times and
incubated in culture media supplemented with 1 ng/wl DAPI, and

0.5ng/pl FDA. Following incubation for ~2 h, NEJs were washed
with PBS and examined by microscope.

2.5. Detection of incorporation of Cy3-labeled RNA by confocal
microscopy

About 30 one-day old NEJs were exposed to 5 ng/pl of Silencer®
Cy3-labeled Negative Control #1 siRNA by soaking or electro-
soaking, in the conditions previously described and harvested 24 h
later. After treatment NEJs were washed 4 times with 1X PBS, fixed
for 30 min in 4% PFA at 4°C, washed 4x in 1x PBS, incubated with
DAPI at 1 p.g/ml for 10 min and extensively washed with 1x PBS.
Confocal imaging of the treated parasites was performed on a Leica
TCS SP5 II spectral confocal microscope, with excitation of 405 nm
and 543 nm to detect DAPI and Cy3, respectively.

2.6. Gene expression

RNA was extracted from the worms using the RNAqueus-Micro
Kit (Ambion). Any residual DNA remaining in the RNA prepara-
tions was removed by DNase treatment. RNA was quantified by
Nanodrop spectrophotometer and equal amounts of RNA from
all conditions (usually 500ng) were used for cDNA synthesis
using the iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, Hercules, CA) or
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Real time
PCR was carried out in a Rotor-Gene 6000 Real time PCR Sys-
tem (Corbett Life Sciences). Primers employed for real time PCR
were for B-actin; (Forward 5'-GTGTTGGATTCTGGTGATGGTGTC-
3’ and Reverse 5'-CAATTTCTCCTTGAT GTCTCG-3'), and for FhLAP;
(Forward 5'-GCTACTCTTACCGGCCATGTGGTACG-3’ and Reverse 5'-
CACACGGTGTATACGCGGTGGTC-3'). These primers targeted sites
outside of the target sequences of the FhLAP dsRNA to avoid
cross contamination [32]. Reactions were performed in duplicate
or triplicate with cycling conditions of 94°C, 5min, 94°C, 30s;
60°C, 305 (35 cycles) using Rotor gene SYBR Green PCR Kit (Qia-
gen). Fluorescence was detected during the annealing/extension
step, and melting curve analysis was performed immediately
after PCR cycling, showing the presence of a single peak for
each expected amplicon. The relative transcript levels were ana-
lyzed by the 2-2ACt method [46], using B-actin as the internal
reference gene for normalization. In the above method the dif-
ferences of C; for the target and reference genes are calculated
(ACt=Cyirnrap) — CifFhp-actin) for each condition, and normalized by
subtracting the values obtained for treated and non-treated sam-
ples (AAC = ACt[treated worms] — ACt[untreated control worms])+ Results
are presented as the mean + standard error (SE) of the unit value
of 2-AAC from two independent experiments. Statistical analysis
was performed by paired Student’s t-test on AC; values with the
GraphPad Prism Software (www.graphpad.com); p values of <0.05
were considered significant.

2.7. Leucine aminopeptidase activity assay

Approximately 150 one-day-old NEJs were treated by electro-
soaking with 2.5 ng/ml dsLAP-RNA or mock electro-soaked with no
interfering molecules (control) following the protocol above (Sec-
tion 2.3). One day after treatment, proteins were extracted with
mirVana™ PARIS™ Kit (Ambion). Proteolytic activity was moni-
tored by measuring the hydrolysis of 7-amino-4-methyl coumarin
(AMC) from the synthetic peptide substrate Leu-AMC in a FluoStar
spectrofluorimeter at 345nm excitation and 440nm emission,
using an AMC standard curve. Briefly, 50 pl of protein extract was
incubated for 10 min in 50 pl of glycine buffer 0.1 M pH 8.5 contain-
ing 1 mM MnCl,. To initiate hydrolysis, 100 w1 substrate was added
to bring the reaction to a volume of 200 pl and incubated at 37°C

48|



N. Dell’Oca et al. / Molecular & Biochemical Parasitology 197 (2014) 28-35 31

for 1 h. Assays were performed in duplicates, and the activity was
expressed as fluorescence units of AMC released per second.

Supplementary material related to this article can be found,
in the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.molbiopara.
2014.10.001.

3. Results and discussion
3.1. Optimizing the delivery of interfering molecules

Previous reports had demonstrated the activity of experimental
RNAI in F. hepatica, either by electroporation [32] or soaking [31].
Considering its value for the study of gene function in non-model
species, we sought to optimize the technique. We focused on the
invasive stage as the target, since NEJs were employed in the pio-
neering reports, can be easily obtained by in vitro excystment of MC
and maintained in culture long enough to allow genetic manipula-
tion and analyze the phenotype. Furthermore, functional analyses
have been developed for this developmental stage and could be
employed to address the nature of the host-parasite relationship.

In order to compare different delivery methods we treated
NEJs with fluorescent siRNAs that did not share homology to

A control

electroporation

soaking electro-soaking

sun

C 65,000

55,000

- I I I
35,000 = = | o
25,000 , I ; : _

Fluorescence intesity

control electroporation soaking electro-soaking soaking-poration

soaking-poration

known genomes, and followed the incorporation and the viability of
worms, assessed by morphological changes and mobility under the
microscope. We examined increasing electroporation charge and
duration, 125V 20 ms, 125V 30ms, 200V 20 ms, 200V 30 ms. Sub-
sequently, we deployed 125V pulse for 30 ms since this produced
an acceptable compromise between incorporation and survival of
the cultured worms (not shown). For soaking, we assessed the
incorporation after 24 h of treatment. Two concentrations of Cy3-
labeled siRNA were employed and four delivery methods tested:
(1) soaking, (2) electroporation, and the combination of the two,
named (3) “electro-soaking”, when the siRNA was not removed
after the pulse, and (4) “soaking—poration”, where the siRNA was
incubated with the parasites for 24 h before the pulse (Fig. 1A).
When using 5 g of the labeled siRNA (in a final 1ml volume),
dye incorporation after 24 h treatment was observed in all condi-
tions except electroporation, but only electro-soaking appeared to
be equally effective with a lower dose of the tracking fluorophores
(2 pg/ml) (Fig. 1B and C). It is notable that while with simple elec-
troporation, the worms were washed immediately after treatment,
the ‘electro-soaking’ conditions where the interfering molecules
remain in the culture media are similar to those we had previously
reported [32]. The findings confirmed our previous results [32]

Fig. 1. Comparison of small RNA delivery methods. (A) In vitro excysted juveniles were cultured for 1 day and then exposed to 2 ng/ul or 5 ng/pl Cy3-labeled siRNA by
different methods according to the scheme: electroporation (electroporation of siRNA and immediate wash before incubation), soaking (incubation with siRNA), electro-
soaking (electroporation of siRNA and incubation without wash), soaking—poration (incubation with siRNA for one day before the electroporation). After 24 h of treatment
the live parasites were analyzed under fluorescence microscopy. (B) A representative image of a NEJ from each condition and concentration is shown, with NE]J treated with
2ng/pl in bright field and fluorescence in the upper panels, and those treated with 5ng/pl in the lower panels respectively. Scale bar 50 um. (C) The incorporation was
estimated by measuring the fluorescence intensity on images taken from each condition (light gray 2 ng/ul, dark gray 5 ng/ul Cy3-labeled siRNA). Several parasites from each
condition were selected and the mean gray value of the area covered by each parasite was computed with Image J. (D) The incorporation of Cy3-labeled siRNA by soaking or
electro-soaking was evaluated by confocal microscopy on fixed worms. Selected optical planes of bright field (top), Cy3-labeled siRNA (red), nuclei stained with DAPI (blue)
and a merged image (bottom) are represented for soaked (left column) or electro-soaked (right column) worms. Scale bar 25 um. (For interpretation of the references to

color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)
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indicating that RNA molecules could have been incorporated pas-
sively into juvenile liver flukes, but alterations in the parasite
surface introduced by the electroporation may improve the incor-
poration. In all the cases the major location of the fluorescence was
the gut of the NEJ. In order to further investigate the distribution
of the transfected molecules, we used confocal imaging to examine
soaked and electro-soaked worms. While there is a strong signal
in the digestive lumen in both conditions, a diffuse fluorescence is
observed in the parenchyma adjacent to the gut in soaked worms,
and a more pronounced labeling of the parenchyma was evident
after electro-soaking (Fig. 1D). These observations suggest that
whereas the digestive tract might be the main path of incorpora-
tion, diffusion of the incorporated nucleic acids to adjacent tissues
does occur, and furthermore that the entry of dsSRNA/siRNAs into
the NEJ was improved by the alterations to the tegument induced
by electroporation.

3.2. Electro-soaking induced the strongest knock down in NEJs

Detection of Cy3 fluorescence within the NE] provides an indi-
cator of incorporation, but in the case of dsRNA does not assure
the expected silencing phenotype. In order to test the correla-
tion between fluorescence intensity and RNAi knock down we
treated NEJs with an in vitro Cy3-labeled FNLAP dsRNA. We selected
this gene since is single copy and susceptible to RNAi [32]. One-
day-old NEJs were treated with 2.5ng/ul of Cy3-labeled dsLAP
and analyzed 24h later by microscopy and qRT-PCR (Fig. 2A).
While the fluorescent signal was detected in NEJs treated by
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soaking or ‘electro-soaking’, a weaker signal was evident in
the ‘soaking-poration’ worms, but little or no fluorescence was
observed in the electroporated and controls NEJs. The differences
observed were not due to an altered viability of the worms caused
by the treatment, since we assessed this by double staining with
FDA and DAPI (Fig. 2A and Supplementary Fig. 1).

Despite these differences in dsRNA incorporation, all deliv-
ery methods produced a consistent knock down at the mRNA
level. The strongest knock-down, ~90%, was observed follow-
ing ‘electro-soaking’ and ~80% reduction by both soaking and
‘soaking-poration’. Notably, the single electroporated NEJs group
exhibited pronounced (60%) knock-down (Fig. 2B). All the delivery
methods induced strong knock-down, even though ‘electro-
soaking’ produced marginally stronger signals. Consistently we
observed a slightly increased incorporation of the transfected
molecules in the parenchyma with electro-soaking (Fig. 1D). It is
believed that electroporation induces pores in biological mem-
branes, favoring ingress of environmental molecules [24,47 48].
Keeping the interfering molecules in contact with NEJ after elec-
troporation might further increase incorporation. We employed far
less dsRNA (2.5 pg in a final volume of 1000 p.l, that is 2.5 ng/pl)
than earlier reports (100 ng/pl [31] or 30 ng/pl [32]) and observed
a consistent effect in reduced mRNA levels. Lowering the concen-
tration of interfering RNA might reduce off target effects while
facilitating efficient knock down of the intended target. On the
other hand, whereas the low dose is effective at silencing mRNAs,
it proved to be undetectable by microscopy, hindering estimation
of the proportion of the transformed NEJs. This is relevant since

B
king-p 3 15
>
o
s
£
17}
S
= *k Tk *kk Kk
2 05
Q
¢ /M M M sin mim
i E s ES  SP
'S 20000
0
i
2
3
[
8
2
8
(=]
3
() [
0
cti dsLAP  blank
@ 15
>
o
B
5 1 - L
1Z]
c
g
2 05
“G kkk kkk
&
5 , ]
ot dsGFP dsLAP

Fig. 2. Silencing effects of dSRNA directed to an endogenous gene. (A) Incorporation of labeled dsLAP by different delivery methods. 1-Day old NE]Js were treated with 2.5 ng/p.l
Cy3-labeled dsLAP by different delivery methods as indicated, and followed 1 day later by fluorescence microscopy (red). Worm viability was assessed by live staining with
0.5ng/pl FDA (green, live worms) and 1 ng/pl DAPI (blue, damaged or dead worms). As control NEJs were subjected to mock electro-soaking without interfering molecules.
The images correspond to live captures, consequently they do not coincide exactly due to movements of the parasites. Scale bar, 250 um. (B) Relative FhLAP expression was
analyzed by reverse transcription and qPCR using B-actin as internal reference gene for normalization and expressed as 244 + standard deviation. (C) FhLAP enzymatic
activity in dsLAP treated NEJs. One-day old NEJs were electro-soaked with 2.5 ng/pl dsLAP (dsLAP) or mock electro-soaked (no dsRNA, Ctl). One day after treatment proteins
were extracted and the LAP activity determined by a fluorometric assay with Leu-AMC as a substrate. Blank corresponds to the background fluorescence of the substrate in
the absence of enzyme. Two independent experiments are included, represented by dark and light bars. (D) NEJs of different ages were tested for the silencing effect by qPCR;
cultured NEJ were treated on day 1 (dark bars) or day 7 (light bars) post excystment with 2.5 ng/l dsLAP or dsGFP (control) and tested for suppression 24 h later. Significant
differences between dsLAP treated worms and controls by paired t-tests are indicated (P values <0.01 (**) and <0.001 (***)). (For interpretation of the references to color in

this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)
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it allows adjusting the effects observed to the proportion of the
treated population that effectively received the targeting molecules
[49]. Clear reduction in mRNA levels correlated with a reduction
in the protein level, and with a decreased LAP activity of dsLAP
‘electro-soaking’ treated worms (Fig. 2C).

3.3. Sensitivity to dsRNA silencing is similar in juveniles of
different age

Since in schistosomes it has been proposed that the ability to
induce silencing is variable during development and larval stage
[25,26], we tested whether similar effects could be detected in NEJs.
We treated one and eight days old NEJs by electro-soaking with
dsLAP RNA, and determined the relative gene expression of FhLAP
one day later. Significant differences were not observed, indicat-
ing that newly excysted, i.e. one-day-old NEJs and one week old
juveniles were equally sensitive to dsRNA (Fig. 2D).

3.4. Long dsRNA induced a more persistent silencing than siRNAs

While gene-specific silencing in invertebrate model species is
efficiently mediated by long dsRNA, in vertebrate models it is
achieved by short siRNAs [50]. In order to compare the silencing
effect of long dsRNA versus short siRNA in NEJ, we generated two
different siRNAs against FhLAP (siLAP1 and siLAP2) that are within
the region targeted by the long dsRNA (Fig. 3A). We electro-soaked
the larvae with these siRNAs individually and together, halving the
concentration of each siRNA so the final concentration remained
the same among all tested groups, including the Cy3-labeled siRNA
(irrelevant control). While both specific siRNA markedly reduced
levels of LAP mRNA as measured by quantitative PCR one day after
treatment siLAP2 induced stronger silencing effects than siLAP1,
and the combination of the two interfering siRNAs almost ablated
the expression (Fig. 3B). The reasons for such variability between
siRNA silencing potency are unclear but may be due to differences
in accessibility, since different regions of the mRNA may be more
highly structured or bound by regulatory proteins [26].

To test the persistence of the silencing effect, we treated one-
day-old NEJs by electro-soaking with two concentrations of dsSLAP
(2.5 and 10 ng/pl) or siLAP2 (2.5 ng/l), and analyzed the expres-
sion levels of the FhLAP mRNA by qPCR at both one day and
one week after treatment. All conditions produced a robust knock
down of the FnLAP mRNA that persisted from one day up to seven
days after treatment (Fig. 3C). To determine the duration of the
knock down, we repeated the experiment harvesting NEJs at 14
and 21 days after treatment. With long dsRNA, a strong knock-
down remained evident until day 21. Furthermore the effect was
marginally stronger when higher concentration of dsRNA was used.
The level of suppression achieved with siLAP was modest (40%) at
day 14, and close to unapparent by day 21 (Fig. 3D). These findings
showed that both long and short double stranded RNA induced a
robust short-term silencing effect, but only long dsRNA conveyed
long lasting effects. It is expected that these dsRNAs are targeted by
the RNA-induced silencing complex (RISC) complex to yield siRNAs.
In Caenorhabditis elegans and in flowering plants, an amplifica-
tion mechanism dependent on a RNA dependent RNA polymerase
(RdRP) [51] is responsible for the maintenance of silencing sig-
nals, which are transferred between cells in order to establish
systemic silencing [25,52]. However, while the spreading genes are
present in all trematodes, the amplification genes may to be absent
(Fontenla and Dell’Oca, unpublished).

We observed variations on the FhLAP activity on NEJs treated
with dsRNA against GFP, a negative control. These variations were
not consistent being expressed as a slight increase in some cases
(Figs. 2D and 3D) or decrease in others (Fig. 3C), and divergent
among replicates (not shown). Although none of these differences
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Fig. 3. Comparison of siRNA and dsRNA silencing effects. (A) Schematic represen-
tation of the FhLAP gene, showing regions targeted by the dsRNA, siLAP, siLAP2 and
location of the real time PCR primers used to test the effect. The conserved car-
boxy domain of FhLAP (Interpro domain IPR0O00819) is indicated by light shading.
(B) Relative FNLAP expression in parasites electroporated with different synthetic
siRNAs (siLAP1 and siLAP2). One-day old NEJs were treated by electro-soaking with
5ng/l of siRNA1, siRNA2, a mix of both (2.5 ng/pl each, siLAP 1 +2) or 5 ng/pl Cy-3
labeled siRNA (irrelevant control, siCy3). Mock electro-soaking (no siRNA) was used
as a control (Ctl). Relative levels of FRLAP mRNA were assessed one day later by
qPCR using the mock condition as reference and (3-actin as internal reference gene
for normalization and expressed as 2-22¢ + standard deviation. (C) Longevity of
the RNAIi suppressive effect. Relative FhLAP expression in parasites electro-soaked
with dsLAP (2.5 ng/pl and 10ng/pl), dsGFP (irrelevant control, 10 ng/pl) or siLAP2
(2.5ng/pl). Mock electro-soaked parasites were used as control. Suppression effect
was tested by measuring the relative levels of FNLAP mRNA by qPCR at one (dark
gray bars) and seven (light gray bars) days, respectively, using the mock condition
as reference and (3-actin as internal reference gene for normalization. (D) Persis-
tence of the silencing effect was tested after a single initial treatment in identical
conditions as described in (C) and analyzed by qPCR at 14 (dark bars) or 21 (light
bars) days after treatment.

were statistically significant, why this effect occurs remains unclear
but, in any event, is dissimilar to the outcome following treatment
with FhLAP dsRNA, which produced consistent, specific and persis-
tent reduction of the FhLAP mRNA levels.

Notably, other ‘up-regulation’ phenomena have been reported.
Slightly increased levels of cathepsin B in relation to the untreated
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control are shown in schistosomules treated with an irrelevant
control siRNA while a specific reduction is seen when exposed to
cathepsin B derived siRNA sequences (see Fig. 6, Ref. [26]). Similar
variations in the relative mRNA levels in non-target controls (higher
thanin the untreated control) are evidentin a more recent report on
schistosomes [53]. Other up-regulation phenomena were reported
in schistosomules, but in this case the samples were compared to
a GFP irrelevant control and no untreated control was included
[54]. Besides these variations at mRNA level other variations in
controls have been observed: we observed increased luciferase
activity in NEJs co-transfected with the LUC mRNA and an irrelevant
dsRNA [32]. The immune-histochemical detection of cathepsins
B and L in F. hepatica juveniles treated with an irrelevant 200 bp
dsRNA resulted in lower signals than the untreated controls, but
much higher than the specific reduction observed in the respec-
tive cathepsin-dsRNA treated conditions [31]. Furthermore, an
increased alkaline phosphatase activity was seen in control dsRNA
treated males of Schistosoma mansoni while an specific reduction
was seen when treated with SmAP dsRNA [28]. Whether this rep-
resents a generalized non-specific effect related to the presence of
any dsRNA needs further investigation. It could be stated that the
differences in size between the target (dsLAP) and control dsRNA
(dsGFP) might underlay the inconsistent variations observed. How-
ever, erratic effects could be equally observed in experiments with
paired size controls [28,31,53,54] or in those with larger controls
[32,26]. Consequently other hypotheses and experimental designs
need to be generated in order to address this phenomenon. Fur-
ther standardized gene silencing protocols applied to trematodes
and helminth parasites at large need to be developed. Multiple
approaches for RNAi experimental validation, including appropri-
ate controls, to aid reproducibility and comparative analyses have
been recommended [15]. In this regard, the current study advances
the optimization of RNAi protocols that allow a persistent gene
silencing for up to 3 weeks, opening a prospective in vivo functional
validation of putative therapeutic targets.

4. Conclusions

We have optimized experimental RNAI for functional analyses
of the juvenile stage of the liver fluke F. hepatica. RNAi is an impor-
tant tool for analyzing gene function fundamentally in trematodes
in which classical methods of gene function analysis are generally
notavailable[16,19]. We investigated the gene encoding FhLAP as a
model target since it is known from previous reports to be amenable
to silencing. Silencing effects detected both at the transcription and
protein levels were evident. The combination of electroporation
and soaking produced the most impressive knockdown, consistent
with low concentrations of dsRNA. Although in all the delivery
methods the gut seems to be the principal route of ingress of
the interfering RNAs, electro-soaking might induce sub-tegumental
incorporation, and might offer a way to reach tegumental targets.
It is worth noting that most of the successfully silenced genes in
schistosomes were secreted or digestive [23,24,32,26], or exposed
in the surface [28,53,55]. However some reports of effective silenc-
ing of less accessible targets are starting to emerge [22,25,30,56].
Our results open the possibility of testing other genes not easily
accessible through the gut to confirm the efficacy of the procedure.

We compared the effect of long dsRNA and two siRNAs directed
to the same target. Both siRNAs resulted in effective silencing, and
when administered together they produced greater effects than
a single dose, suggesting that they act in synergy. However, the
long dsRNA delivered more persistent effects than short siRNAs
lasting up to 21 days after a single dose treatment. This supports
the notion that transitive RNAi exists in flatworms [57]. Indeed, in
schistosomes RNAI lasts up to 40 days, and in O. viverrini for at least

nine days [33]. Furthermore, because feeding is an efficient RNAi
delivery method in planarians for genes expressed in diverse tis-
suesand locations, this would indicate that free living flatworms are
able to incorporate RNAi inducers and transport the signal [58,59].
Likewise our confocal results suggest that diffusion of the silencing
signal also in F. hepatica. Taken together these results may indicate
that this response is conserved in Platyhelminthes at large. In C.
elegans an RNA dependent RNA polymerase (RdRP) is responsible
for the amplification of the silencing signal [51] but orthologues
of this enzyme have not been described in other metazoans so
far, and homologs are consistently absent in the genome drafts of
planarians [60], schistosomes [61] and tapeworms [62]. The mech-
anisms responsible for the transitive RNAi effect remain unclear,
and warrant further investigation.
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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 parasitos fueron tratados por soaking con ARNdc FhLAP. Como
controles utilizamos parésitos 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 decantacion y tomamos fotos en microscopio invertido para
evaluar su morfologia. Pasadas las 30 horas como la movilidad de los parasitos estaba
muy disminuida decidimos finalizar el experimento. Los adultos fueron divididos
separando la region superior que contiene la las ventosas oral y ventral del resto del
cuerpo. Utilizamos en forma alternante las dos mitades para extraer ARN y proteina
somaticas.

Analizamos los niveles de expresion del gen FhLAP en parasitos tratados con ARNdc
FhLAP y con el ARNdc irrelevante por Real Time utilizando el control mock para
normalizar la expresion génica. El silenciamiento fue efectivo en el adulto 1 tratado
con ARNdc FhLAP en el que se aprecia una gran disminucion de la expresion de
LAP. En el adulto 2 de la misma condicion la expresion aumenta con respecto al
control sin tratamiento aunque la diferencia no es estadisticamente significativa. En
los parasitos tratados con el control irrelevante hay una disminucion de la expresion
génica que no es estadisticamente 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 sefal
interferente no se distribuyo de forma homogeénea.
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Figura 11: Analisis de la expresion 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 Analisis de la expresion 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" usando el gen actina como
referencia interna normalizando cada condicién contra el control mock. Las barras de
error muestran el error estandar.
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Observamos los huevos al microscopio para determinar si el silenciamiento de
FhLAP afecta el desarrollo y la produccion de huevos. Los paréasitos tratados con
FhLAP emitieron gran cantidad de huevos cuya morfologia se encuentra alterada. En
este grupo encontramos huevos mas pequefios y de forma redondeada y otros de
tamano variable de forma y contorno irregulares (Figura 12). La muestra de huevos
fue separada en dos, una parte se utiliz6 para extraccion de ARN y la otra para
evaluar el desarrollo de estos huevos dejandolos madurar en agua a 26 °C protegidos
de la luz durante 14 dias.

Control ARNdc GFP ARNdc LAP

Figura 12: Andlisis de la morfologia de huevos emitidos en ensayo de RNAI en adultos de
F hepatica. A Comparacion en la morfologia de Huevos emitidos por parasitos controles,
tratados con ARNdc GFP y tratados con ARNdc LAP. Primer fila aumento 4x, segunda fila
10 x y tercer fila 20x. B Fotografias de huevos emitidos por parasitos tratados con ARNdc
LAP, aumento 20x.

La expresion 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 disminucion no
significativa de la expresion de FhLAP. Es dificil determinar en este experimento si
la disminucion de la expresion de FhLAP se da por que los huevos entran en contacto
con las moléculas interferentes 0 si es debido a la silenciamiento producido en
adultos. Debido a la naturaleza de los huevos con una cubierta practicamente
impermeable creemos que el efecto se debe principalmente al silenciamiento de
FhLAP en adultos. Para analizar este efecto, en futuros ensayos se incorporara un
control con huevos aislados expuestos al ARNdc donde se evaluara la incorporacion
de la molécula interferente y efecto de silenciamiento.

El desarrollo de los huevos también se vio afectado en los paréasitos tratados con
ARNdc FhLAP incluso en el adulto en que no determinamos disminucion de la
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expresion génica. En los controles la mayoria de los huevos completa su desarrollo
generando miracidios. En los tratados con ARNdc FhLAP los huevos cuya
morfologia esta alterada no son capaces de madurar aungque un pequefio grupo de
huevos en esta condicion con morfologia normal completo su desarrollo.

Al observar los huevos emitidos por parasitos tratados con el control irrelevante
aparecen huevos que no completan su desarrollo a pesar de que su morfologia no
parece estar alterada. Este fendmeno no lo observamos en huevos obtenidos del
control mock Algun efecto inespecifico disparado al tratar parasitos con un ARNdc
irrelevante podria ser responsable de este efecto.

5. Clonado y secuenciado de miRNA.

Con la finalidad de identificar ARNs pequefios enddgenos en F. hepatica decidimos
clonar y secuenciar una poblacion de ARNs menores a 30 nucleétidos en JRD. Estos
experimentos se realizaron previamente a la disponibilidad de tecnologias de
secuenciacion masiva por lo que se utiliz6 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 pequefios concatenados siguiendo el protocolo
descrito por Pfeffer y colaboradores con algunas modificaciones (Figura 13 A).

Basic Protocol gelfractionation oftotal RNA Alternate Protocol smaRNA
l 3'5'Adapters 3'5'Adapters
alkaline phosoha\asi/ 5p OH 3 smaRNA smaRNA
3'5'Adapters 3'5'Adapters
5'HO OH3
App oL 3 smaRNA smaRNA
TARNA Jgade ”pl spToL3 3'5'Adapters 35'Adapters
T4 RNA ligase (no ATP)
5HO JoL3 smaRNA smaRNA
T polynucieotide kinase, ATPN S'Adap F'Adap
. ; > o o o e
5'HO T OH 3 ln RNA ligase, ATP
5o I JoL3 C
Ba,,/% l reverse transcriptase, PCR .
A 'B‘”’sr.rg
l second PCR, Ban | endonuclease
b ] B,
l Taq DNA polymerase, T4 DNA ligase
AN TS ———— T oA

!

ligation into T-vector and sequencing

Tomado de Current Protocolsin Molecular Biology (2005) 26.4.1-26.4.18

Figura 13: Clonado y secuenciado de ARNs pequefios. A Estrategia utilizada para generar
una biblioteca de ARNs pequefios. B Imagen de uno de los concatameros generada utilizando
el software Vector NTI. C Distribucion por tamafios de las secuencias crudas de ARNs
pequefios (linea azul) y de contigs de ARNs pequefios (linea roja). Las barras de colores
indican con qué tipo de secuencias tienen homologia las secuencias generadas.

Siguiendo el protocolo se seleccionaron 70 clones con insertos con un tamario
superior a los 500 pb que fueron secuenciados con el método Sanger. Obtuvimos 146
secuencias correspondientes a ARN pequefios 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 ARNSs pequerios distintas (Tabla de secuencias Anexo).

Cuando identificamos estas secuencias de ARNSs pequefios no contdbamos con el
genoma de F. hepatica sobre el que mapear y validar las secuencias encontradas.
Intentamos validar nuestros datos analizando la distribucion de tamafios de los ARNs
secuenciados y buscando homologia 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 distribucion de tamafios de nuestra poblacion era similar a la reportada en
planarias (Friedlander et al., 2009; Qin et al., 2012) con dos picos en torno a los 22 y
30 nuclettidos (Figura 12 C) que podrian corresponder con miRNAs y piRNAs
respectivamente, dos de los principales ARNs pequefios no codificantes (ShRNAS).

Mediante la busqueda por Blast contra las bases de datos de ARNs pequefios
identificamos 16 secuencias con muy buena similitud con miRNAs, la mayoria con
un tamafio cercano a los 22 nt acorde con el tamafio de esta poblacion de ARNs
pequefios. Otras 16 secuencias presentaban similitud solo con piRNAs sin embargo el
rango de tamafios no correspondia con el de este tipo de ARN regulados (Tabla
Apéndice 1). Sin embargo, las homologias observadas no se correspondian con el
patron filogenético esperado, siendo mayoritariamente parecidas a miRNAs de
vertebrados.

La distribucion por tamafios de nuestras secuencias y la gran homologia con miRNAs
descritos en mirBase parecian indicar que estdbamos ante la presencia de miRNAs en
F. hepatica aunque no pudimos confirmar esta hipotesis.

Estos resultados fueron una primer aproximacion al estudio de ARNs pequefios en F.
hepatica en nuestro grupo y despertaron nuestro interés. Mas tarde retomamos el
estudio de los ARNs pequefios en nuestro modelo de estudio mediante plataformas de
secuenciacion masiva. Estudiamos el papel de los ARNs pequefios reguladores en el
proceso de invasion analizando secuencias de ARNs menores a 30 nucledtidos en
JRD. Determinamos que en este estadio estan presentes dos tipos de ARNSs pequefios,
miRNAs de 22 nt y tRNAs de 30 -32 nucle6tidos lo que sugiere que estas moléculas
podrian participar en la regulacion de la expresion génica en F. hepatica.
Identificamos 40 miRNA en esta especie 5 de los cuales son especificos de F.
hepatica. Al mismo tiempo se confirmo la ausencia de piRNAs en platelmintos
parasitos. Este trabajo es parte de la tesis de maestria de un integrante de nuestro
grupo y fue publicado recientemente (Anexo). Participe en la discusion inicial de la
estrategia utilizada en la generacion de las bibliotecas de ARN y en la discusion final
del articulo.

6. Clonado y secuenciado de genes de la via si/miRNA.

Las vias de silenciamiento se estudiaron principalmente en C. elegans lo que permitid
conocer con mayor detalle el papel de los ARNs pequefios reguladores en el control
post transcripcional de la expresion génica. A partir de los genes de la via descritos en
C. elegans se han encontrado miembros de estas vias en organismos como Plantas
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(Martinez 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 expresion génica. En trematodos estos
mecanismos de la expresion 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 vias de regulacion de la expresion génica mediada por ARNSs
pequefios es importante para entender como se regula la expresioén génica y puede
facilitar el desarrollo de la ARNi en F. hepatica. Decidimos comenzar el estudio de
los genes que participan en estas vias 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 via descritos en el nematodo C. elegans
(Fischer, 2010)y en S. mansoni (Gomes et al., 2009) utilizamos distintas estrategias
bioinforméticas de busqueda 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 busqueda en este Gltimo parésito para identificar genes no descritos.
Utilizamos luego los ortdlogos identificados en S. mansoni para realizar luego la
basqueda en F. hepatica, lo que permitié extender la lista de genes detectados y
mejoro la homologia de secuencias ya identificadas en Blast previos contra C.
elegans. Como era esperado los genes de F.hepatica se parecen mas a los de S.
mansoni un parasito mas cercano filogenéticamente.

Identificamos varias secuencias con buena similitud a proteinas que participan en
distintos pasos en las vias de regulacion post transcripcional mediadas por ARNs
pequefios (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 estan presentes en
F. hepatica por lo que estos parasitos comparten mecanismos importantes de
regulacion de la expresion génica.

No identificamos ningin gen con homologia a ARN polimerasas dependientes de
ARN (RdRPs) que participan en la respuesta de amplificacion de la ARNi conocida
como ARNI Transitiva a partir de los genes descritos en C. elegans mediante las
estrategias de busqueda por blast utilizadas. Se ha postulado que la persistencia de la
ARNi en C elegans puede estar vinculada a la accion de los genes SMG, que
participan principalmente en la via 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 via en nuestro parasito decidimos clonar y
secuenciar 4 de los genes encontrados. Seleccionamos los genes Argonauta 2 (Ago2),
ERI, DICER vy el transportador SID 1 que presentaron buena similitud con los genes
de la via descritos y son relevantes en los procesos de regulacion post transcripcional
de la expresion génica, Ago 2 es uno de los integrantes de la familia de proteinas
Argonautas, claves en todos los procesos de silenciamiento mediados por ARN
pequerios, 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 duplex de ARNs para que ingresen al complejo RISC
(Hutvagner e Simard, 2008). SID 1 codifica para una proteina transmembrana que
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permite el pasaje de la sefial interferente entre células vecinas y es responsable del
efecto sistémico de la ARNi (Whangbo e Hunter, 2008).

Via si/miRNA Ref en C elegans blastp Fhep Ref S mansoni tblastx F hep
der-1_1 Contig13085 Smp_169750 dcrl Contig13085
Drh-2 o o o
drh-1_1 [) Smp_083710 Contigb631
rde-1_1 Fh_Contig1038 Smp_102690.2 Ago3 Fh_Contig3657
Complejo Dicer rde-2_1 ] [} [}
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 Agol Contig6746
Alg-2 Contig3657 Smp_179320 Ago2 Contig3657
Complejo RISC tsn-1_1 Contigl41 Smp_166110 Contigl41l
vig-11 ] ] o
Amplificacion de la epo-l 1 @ @ @
rrf-1 1 o o o
respuesta (RdRp)
rrf-3_ 1 o o o
rsd-2 1 o o o)
rsd-6 1 o o o
RNAI Sistemica sid-l 1 Contig8825 Smp_152020 Contig8825
sid-2 1 o o o
zfp-1_1 Fh_Contig36 Smp_137970 Fh_Contig36
smg-2 1 Fh_Contigl474 Smp_061590.1 Fh_Contig3088
smg-5 1 o o o
B (EES MesuEides smg-6_1 Q. Smp_131650 Fh_Contig2032
para la RNAI 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
Drsh-1 Fh_FVHQEPKO1EOE88 Smp_142510.2 Drosha2 Fh_FVHQEPKO1AER76
. . eri-1 1 Fh_Contig236 Smp_029850-eril Fh_Contig236
Complejo microprocesador X X
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 Contigl3184
o) Smp_152800.1_Expo 5 Fh_Contig12618
o Smp_099630_Fmr1l Fh_Contigl579

Tabla 5. Busqueda de genes de las vias de silenciamiento mediadas por ARNs pequefios en F
hepatica utilizando como refencia genes descritos en C elegans y ort6logos identificados en S
mansoni. El simbolo o se utiliza para indicar la ausencia del gen.

Las proteinas 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 actla regulando negativamente el silenciamiento,
mutaciones en el gen que codifica esta proteina potencian la ARNi (Fischer, 2010;
Jadiya e Nazir, 2014). Para clonar y secuenciar estos genes buscamos ortélogos de los
genes seleccionados en otros trematodos, hicimos alineamientos de secuencias
aminoacidicas, identificamos dominios conservados con Pfam y disefiamos primers
en estos dominios. Amplificamos y clonamos estos genes utilizando cDNA de JRD
con el kit Gene Racer (Figura 14). Al encontrar ortdlogos de estos genes en otros
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trematodos demostramos que la via esta conservada en este importante grupo de
parasitos.
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DISCUSION

Las infecciones por parésitos tienen un fuerte impacto en salud pablica por la gran
cantidad de personas afectadas por estas enfermedades. Mas de 2 billones de personas
en todo el mundo esta 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 mas de 200 millones de personas principalmente en
areas 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 pais de 50% en bovinos y 60% en ovinos (Acosta, 1991). Se cree que un
cuarto del ganado pastorea en areas donde reside este parasito por lo que representa
un grave problema para el sector ganadero en todo el mundo provocando importantes
pérdidas econdmicas (Chen, 1990). ElI numero de casos en humanos ha aumentado
significativamente sobre todo en algunas regiones de América del Sur (Bolivia, Peru
y Ecuador), en el norte de Asia y de Africa 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 nimero muy
reducido de drogas. La continua presién 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 Gnica 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 busqueda de nuevas estrategias de control muchos investigadores han dirigido
sus esfuerzos a la comprension de los procesos de regulacion de la expresion génica
mediada por ARNSs pequefios y a la identificacion de nuevos genes y nuevas proteinas
a través de la secuenciacion de genomas y transcriptomas de estos parasitos.

Hoy en dia 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 genomica funcional para analizar y
descifrar la funcién 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 biologia parasitaria, sino también para la
identificacion de nuevos blancos terapéuticos que permitan el desarrollo de drogas
y/o vacunas. La ARNi es la unica herramienta disponible en la actualidad para el
analisis de la funcion génica en trematodos. Pese a su utilidad se han encontrado
algunas dificultades con el uso de esta tecnologia 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 enddgeno en adultos, lo
que abre paso a la optimizacion en ese estadio. Estudiamos genes de las vias de
silenciamiento para comprender mejor codmo funcionan estas vias de silenciamiento
génico, Identificamos, clonamos y secuenciamos ARNSs pequefios como una primera
aproximacion al estudio de los mecanismos de regulacion mediados por ARNSs
pequefios, lo que abrid el camino al anlisis de los miRNAs en F.hepatica, linea que
se ha iniciado en nuestro grupo.

Estandarizacion de la ARNi en JRD.

En los trabajos de ARNi en paréasitos el efecto del silenciamiento se analiza en una
poblacién de organismos tratados sin analizar el porcentaje de incorporacion, y sin
conocimiento real de que numero efectivo de parasitos recibe las moléculas
interferentes. En uno de los trabajos en S. mansoni se demostré mediante el empleo
de moléculas marcadas que la incorporacion de ARNdc no es homogénea en la
poblacion de parasitos tratados (Mourdo et al., 2009). Esto implica que si no se
seleccionan los parasitos que efectivamente incorporan la sefial interferente como
sucede habitualmente el efecto de silenciamiento se diluiria y se podria estar
subestimando el efecto generado por la ARNi.

En nuestro trabajo analizamos la incorporacion de moléculas marcadas luego de tratar
los parésitos con distintos métodos de suministro utilizando dos concentraciones
distintas de Cy3-siRNA 2 ng/ul 0 5 ng/ul. De esta forma analizamos la eficiencia para
introducir moléculas marcadas de los métodos de suministro que ya habian
demostrado ser efectivos en JRD (“soaking” y electroporacion) (Mcgonigle et al.,
2008; Rinaldi et al., 2008) y de nuevos métodos no testeados hasta ahora en este
organismo.

Cuando utilizamos 5 ng/ul de Cy3-siRNA visualizamos la sefial fluorescente con
todos los métodos empleados excepto la electroporacion. Al usar 2 ng/ul solo
detectamos la sefial fluorescente en los parésitos tratados por electro-soaking. La
intensidad de la sefial fluorescente fue mayor en parasitos tratado por electro-soaking
por lo que este parece ser el método mas efectivo.

Al analizar la localizacion de la sefial observamos que es maés intensa en el tubo
digestivo de los parasitos tratados lo que coincide con otros reportes en trematodos
que muestran que esta es la principal via de entrada de moléculas interferentes
(Stefani¢ et al., 2010). Este fendbmeno puede explicar por qué genes expresados en
tubo digestivo y tegumento muestran una susceptibilidad mayor a la ARNi. Por
microscopia confocal analizamos la incorporacion al tratar los parasitos por “soaking”
y por electro-soaking. Con los dos métodos se observa una fuerte sefial en el tubo
digestivo y en tejidos aledafios que es mas fuerte en los tratados por electro-soaking.
Esto sugiere que es posible la transferencia a otros tejidos de la sefial interferente, que
normalmente ingresaria por el digestivo y el tequmento.
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Para determinar si la intensidad de la sefial fluorescente se corresponde con un efecto
a nivel del silenciamiento tratamos parasitos con moléculas de 2,5 ng/ul 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 electroporacion con la que no fue posible detectar la sefial
fluorescente. Es posible disminuir la expresion génica electroporando y lavando
rdpidamente 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 parésitos
tratados con distintos métodos de suministro (Stefani¢ et al., 2010). En nuestro caso
el soaking por si s6lo es mas efectivo que la simple electroporacion y la combinacion
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
biologicas mediante la electroporacion favorece esta entrada permitiendo una mayor
incorporacion. En S. mansoni se reportaron resultados similares a los nuestros que
demuestran que la electroporacion 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 expresion génica. En ese estudio se determind que
el método mas efectivo consiste en tratar los parasitos por soaking 4 hs con 50 ng/ul
de ARNdc, pasando luego de este tiempo a una concentracion de 2,5 ng/ul 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 concentracion alta inicial y una
exposicion residual larga como método de optimizar la incorporacion. En cualquier
caso, sus resultados son consistentes con los nuestros en cuanto a que las
exposiciones largas favorecen una incorporacion estable (Mcveigh et al., 2014).

Demostramos que es posible silenciar la expresion génica con una concentracion
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 expresion del
gen Catepsina B usando tan solo 0.05 ng/ul 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 ademas que reduciendo la concentracion 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 (Stefani¢
et al., 2010) lo que abre la puerta a estudios mas complejos de efectos sobre vias
particulares, o de interaccion entre estas.

Por medio de la tincion con DAPI y FDA demostramos que las diferencias en el
silenciamiento alcanzado no se deben a alteraciones en la viabilidad de los parasitos.
El uso de este método para evaluar la viabilidad de los parésitos nos permitio
monitorear la sobrevida de un gran ndmero de parasitos de forma rapida. Podria
utilizarse para evaluar a gran escala el efecto en el silenciamiento de posibles blancos
terapéuticos que aumenten la mortalidad de los parésitos.
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Buscando mejorar la eficiencia del silenciamiento y disminuir la posible aparicion de
efectos inespecificos que se han visto en este y otros parasitos incorporamos el uso de
siRNAs de menor tamafio. Los siRNAs se han usado preferentemente en lineas
celulares de vertebrados pero comienzan a usarse con mas frecuencia sobre todo en el
parésito S. japonicum (Zou et al., 2011; Liu et al., 2015) Se hipotetiza que por su
menor tamario es posible disminuir la aparicion de efectos inespecificos con el uso de
estas moléculas. En este trabajo utilizamos 2 siRNAs contra FhLAP que se
encuentran dentro de la region abarcada por el ARNdc, y observamos diferencias
leves pero detectables en los niveles de silenciamiento obtenido. Otro grupo de
investigacion focalizado en Fasciola hepatica también testo la utilidad de siRNAs
generando 3 siRNAs que demostraron ser efectivos para silenciar el gen endégeno
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 sSiRNA-FHLAP decidimos comparar la eficiencia del
silenciamiento en el tiempo al tratar parasitos una sola vez por electro-soaking con
2,5y 10 ng/ul de ARNdc y con 2,5 ng/ul de sSiRNA-LAP. Normalizamos la expresion
de los paréasitos tratados con los dos tipos de moléculas contra el control mock para
evitar errores de interpretacion al comparar la eficiencia de estos tipos de moléculas.
La expresion disminuyd de manera significativa y similar con todos los métodos
empleados hasta el dia 7. Mientras que con siRNAs el silenciamiento se mantuvo de
manera aceptable hasta los 14 dias. Al utilizar ARNdc logramos mantener un
silenciamiento significativo de la expresion génica hasta el dia 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
supresion disminuye de manera significativa a partir de las 4 horas y se mantiene en
el tiempo hasta 25 dias luego de tratar los parasitos 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 dias (Krautz-Peterson et al., 2007), en S. japonicum 14 dias (Kumagai et al.,
2009) y en O. viverrini 16 dias (Thanasuwan et al., 2014). La permanencia de la
ARNi en el tiempo sugiere que hay una respuesta de amplificacion de la sefial
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
busqueda bioinformatica RARP involucradas en la amplificacion de la sefial en la
ARNI transitiva pero si encontramos genes SMG, los que estarian involucrados en la
persistencia de la sefial en C. elegans, sugiriendo que este podria 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. Mas allad de las implicancias bioldgicas de esta posible
diferencia, esta tiene una importancia practica esencial pues en nuestro modelo es
posible analizar la funcion génica sin necesidad de mantener los paréasitos varios dias
en cultivo evitando de esta manera problemas de contaminacion en los cultivos a
largo plazo.
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Interferencia de ARN en adultos.

Es importante analizar la expresion génica en todos los estadios de estos parésitos con
ciclos de vida complejo para entender aspectos relevantes de la biologia parasitaria y
para identificar blancos terapéuticos especificos de los estadios invasivos. En
trematodos la ARNI solo se utiliza como técnica de rutina para analizar la expresion
génica en S. mansoni. En este parésito la ARNi se ha utilizado para suprimir la
expresion génica en practicamente todos sus estadios. En O viverrini se logro
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 endogeno FheCL1 en adultos de F.hepatica, tratando los parésitos
durante 4 hs por soaking con 100 ng/ul de ARNdc sin apreciar una reduccion en la
expresion del gen blanco (Mcgonigle et al., 2008).

En nuestro laboratorio nos propusimos testar nuevamente la viabilidad de la
interferencia en adultos. Buscamos interferir la expresion del gen endégeno FhLAP
mediante “soaking” con 20 ng/ul de ARNdc FhLAP. Como controles utilizamos
parésitos tratados con la misma concentracion de ARNdc GFP (control irrelevante) y
parasitos mantenidos en medio de cultivo sin adicion de moléculas interferentes
(control “mock”). Analizamos la expresion de FhLAP en dos parésitos de cada
condicion. Nuestros resultados de silenciamiento no fueron concluyentes, pues
logramos suprimir la expresion de FhLAP de manera significativa solo en uno de los
parasitos, pero son alentadores en que el silenciamiento es viable. Las diferencias
observadas en la eficiencia de la ARNi podrian deberse a que usamos regiones
distintas de cada parasito, la regidn superior que contiene las ventosas oral y ventral,
el ovario y Gtero en el adulto 1, y la region inferior que tiene testiculos y saco vitelino
en el adulto 2. Podria 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 mas
susceptibles de ser interferidos. Este mecanismo implicaria una pobre distribucion de
la sefial interferente mas all& del sitio de entrada.

Nuestro intento difirid del de McGonigle en la concentracion del ARNdc usado y
fundamentalmente en un tratamiento de los parasitos durante méas tiempo, con lo que
logramos silenciar el gen endégeno 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 patron de expresion similar pudiendo
encontrar estas enzimas en los productos de excrecion secrecion de adultos.

Tal vez los resultados mas alentadores de este experimento primario tengan que ver
con los efectos observados en los huevos. Una gran proporcion de los huevos
emitidos por adultos tratados con FhLAP presentaron grandes alteraciones de su
morfologia 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. Ademas la expresién de FhLAP disminuyo
un 60 % en los huevos de parasitos tratados con FhLAP. Es dificil determinar si la
expresion de FhLAP disminuyd por que los huevos en formacion entran en contacto
con moléculas interferentes o debido a alguna alteracion generada al tratar los
adultos. En futuros ensayos se incorporaran huevos aislados sometidos a moléculas
interferentes para estudiar el efecto observado.
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Dependiendo de la tasa de produccion 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 tefiir 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 esclerotizacion de la cubierta
podrian 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 eclosion de miracidios (Rinaldi et al., 2009). Nuestros
datos apuntan a funciones consistentes con estas, asociadas al desarrollo de huevos y
miracidios.

ARNSs pequerios en F. hepatica

Una nueva area de investigacion se generd con el descubrimiento de los ARNs
pequefios y de su papel en la regulacién post transcripcional de la expresion génica en
importantes procesos bioldgicos. Los principales ARNs pequefios en las vias 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 funcion de los ARNs pequefios no codificantes
decidimos identificar miembros de estas vias de regulacion en JRD de F. hepatica.
Cuando comenzamos a trabajar recién se estaban estableciendo las tecnologias de
secuenciacion masiva y era dificil acceder a ellas por los altos costos de
secuenciacion. Utilizando el protocolo reinante en la época que consistia en generar
clones de concatameros 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 contabamos
con el genoma de F. hepatica nos encontramos con dificultades para validar las
secuencias encontradas por lo que buscamos indicios que indicaran que estabamos
ante la presencia de ARNs pequefios reguladores. La distribucién por tamafio hallada
con 2 picos de secuencias en 22 y 30 nucledtidos 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 hacia pensar que habiamos logrado secuenciar ARNS pequefios
reguladores en F.hepatica. Estos resultados eran alentadores y fueron el punto de
partida para el estudio de ARNs pequefios mediante nuevas tecnologias de
secuenciacion en nuestro grupo. En este sentido, participé en la generacion de
bibliotecas de ARN pequefios para su secuenciacion masiva por lllumina. Este trabajo
de anélisis 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, asi como
secuencias de tRNA reguladores en JRDs de F.hepatica. Este trabajo, en el que
colaboré en la generacion de bibliotecas iniciales y en la discusion de estrategias de
analisis y de resultados se publicé recientemente y se adjunta como anexo.

Identificacion de genes de la via si/miRNA.

En trematodos las vias de silenciamiento mediadas por ARNs deben estar presentes
ya que es posible suprimir la expresion 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 vias 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 busqueda 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 via descritas en C.
elegans (Fischer, 2010) y en S. mansoni (Gomes et al., 2009). Identificamos varios
hits con buena homologia con genes descritos en C. elegans y en S. mansoni. Las
proteinas centrales para el silenciamiento Argonauta y DICER estan presentes pero
hay una pérdida de genes de la via con respecto a C elegans, un fenémeno similar a lo
encontrado analizando la via 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 podria estar reflejando algunas
diferencias en los mecanismos de regulacion de la expresion génica entre trematodos
y C elegans. Al mismo tiempo identificamos los miembros de estas vias por
homologia de secuencias en los datos transcriptomicos disponibles de otros
trematodos y mostramos que algunos de los genes estan conservados lo que confirma
que las vias de silenciamiento mediadas por miRNA y siRNA estan presentes en estos
parasitos como era de esperar.

Pese a que la interferencia perdura varios dias en trematodos luego de tratar los
parésitos (Boyle et al., 2003; Krautz-Peterson et al., 2007; Kumagai et al., 2009;
Sripa et al., 2011) no encontramos ninguna de las RARPs responsables del fendmeno
de amplificacion 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 proteina podria ser responsable del fendbmeno de amplificaciéon y
persistencia de la sefial en trematodos. En C. elegans se demostr6 que en mutantes
algunos de los genes smg cuando los tratan con ARNdc contra el gen unc 54 estos se
recuperan rapido de la ARNi aunque el mecanismo de accion 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 sefial interferente entre células y es responsable del efecto sistémico de la ARNI.
En lineas celulares de Drosophila la expresion 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 podrian indicar
que SID1 participa de la respuesta sistémica y ambiental en trematodos. Es posible
que este gen esté vinculado a la difusion de la sefial observada en los tejidos del
parasito.

El gen ERI 1 (un inhibidor negativo de la ARNiI) identificado en este trabajo podria
utilizarse para mejorar la eficiencia de la ARNi en F. hepatica. Hay trabajos que
muestran en C. elegans que lineas mutantes que no expresan este gen son mas
sensibles a la ARNi (Kennedy, Wang e Ruvkun, 2004). En un trabajo reciente en este
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nematodo se demostrd que al silenciar por “feeding” este gen aumenta la eficiencia
del silenciamiento de otros genes (Jadiya e Nazir, 2014). Este Gltimo experimento
podria adaptarse facilmente para evaluar la funcion de este gen a organismos en los
que la ARNi es viable como F. hepatica. Considerando la posibilidad demostrada de
silenciar mas de un gen a la vez, un disefio experimental que incluya a ERI | como
blanco puede ofrecer un camino a testar el desarrollo mas eficiente de la interferencia
de ARN en trematodos.

El conocimiento de los mecanismos de control de la expresién génica generado a
partir del estudio de las vias de silenciamiento puede facilitar el desarrollo de la
interferencia de ARN, y de otras herramientas de estudio de la funcidén génica y
eventualmente aportar al control de las parasitosis. Este trabajo pretendié 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 concatameros.

Nombre Secuencia Tamaiio 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
>FHNsSR-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

APENDICE 2
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The liver fluke Fasciola hepatica is a foodborne zoonotic parasite affecting livestock worldwide, with
increasing relevance in human health. The first developmental stage that the host meets after ingestion
of the parasite is the newly excysted juvenile, that actively transverses the gut wall and migrates to its
final location in the liver. The regulation of the early developmental events in newly excysted juveniles
is still poorly understood and a relevant target for control strategies. Here we investigated the putative
involvement of small regulatory RNAs in the invasion process. The small RNA population of the newly
excysted juvenile fall into two classes, one represented by micro (mi)RNAs and a secondary group of lar-
ger (32-33 nucleotides) tRNA-derived sequences. We identified 40 different miRNAs, most of those
belonging to ancient miRNAs conserved in protostomes and metazoans, notably with a highly predomi-
nant miR-125b variant. Remarkably, several protostomian and metazoan conserved families were not
detected in consonance with previous reports of drastic miRnome reduction in parasitic flatworms.
Additionally, a set of five novel miRNAs was identified, probably associated with specific gene regulation
expression needs in F, hepatica. While sequence conservation in mature miRNA is high across the meta-
zoan tree, we observed that flatworm miRNAs are more divergent, suggesting that mutation rates in par-
asitic flatworms could be high. Finally, the distinctive presence of tRNA-derived sequences, mostly 5
tRNA halves of selected tRNAs in the small RNA population of newly excysted juveniles, raises the pos-
sibility that both miRNA and tRNA fragments participate in the regulation of gene expression in this

parasite.

© 2015 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Fasciolosis is one of the most widespread helminthic diseases of
livestock, caused by the liver flukes Fasciola hepatica in temperate
areas and Fasciola gigantica in tropical regions of Africa, the Middle
East and south eastern Asia, Economic losses related to this infec-
tion are estimated in billions of US $, mainly due to reduction in
meat, wool and milk output by infected animals, with additional
costs derived from liver condemnation and use of flukicide drugs
(Mas-Coma et al., 2005; Charlier et al., 2014). In addition to its
impact on production, fasciolosis is becoming a major concern in
human health. The World Health Organization has estimated that

" Note: New sequence data reported in this paper are available in the GEO
database under accession number GSEGG6490.

# Corresponding author at: Departamento de Genética, Facultad de Medicina,
Universidad de la Repdblica (UdelaR), Gral. Flores 2125, CP 11800 Montevideo,
Uruguay. Tel.: +598 2924 8562,

E-mail address: jtort@med.edu.uy (J.F. Tort).

http: /{dxdoi.org/10.1016{).ijpara.2015.06.007

at least 2.4 million people are infected in more than 70 countries
worldwide {htep:/jwww.who.int/foodborne_trematode_infec-
tions/fascioliasis/en/). While treatment with anthelmintic drugs
is effective, it does not usually prevent re-infection and growing
reports of resistance are emerging in several countries (Brennan
et al, 2007). Novel drugs and/or strategies for controlling this
infection are urgently needed. Understanding the molecular mech-
anisms behind the early invasion process might provide clues for
novel control strategies.

Fasciola hepatica infection in livestock or humans occurs when
water plants (e.g., watercress) contaminated with the resistant
stage of the parasite (metacercariae) are ingested. Gastric and duo-
denal contents promote larval excystation, and the newly excysted
juveniles (NEJs) actively migrate through the intestinal wall, the
peritoneal cavity and the liver parenchyma into the biliary ducts
in the liver where they reach maturity (Keiser and Utzinger,
2009). Clinically, parasite invasion is characterised by marked
eosinophilia, abdominal pain and fever. Intermittent obstruction

0020-7519/@ 2015 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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of bile ducts after worm entry causes symptoms that resemble bil-
iary colic and cholecystitis (Garcia et al., 2007). Chronic infection
has been associated with hepatic fibrosis and cirrhosis (Marcos
et al,, 2008). During the invasion process the invasive NEJs are con-
fronted with different environments in their passage from the
intestine to the liver. It has been demonstrated that changes in
gene expression underlie the early stages of invasion (Cancela
et al, 2008, 2010) but little is known of how these processes are
regulated.

MicroRNAs (miRNAs) have recently emerged as relevant regula-
tors of metazoan gene expression, being involved in many different
biological processes, and play a key role in developmental timing
(Berezikov, 2011). These small regulatory single-stranded RNAs
are widely conserved through metazoan evolution and once
acquired they are rarely lost in descendent branches (Sempere
etal, 2007; Wheeler et al., 2009; Tarver et al., 2013). They are tran-
scribed as hairpin precursors that are cleaved by the nuclear
ribonuclease 1if Drosha. The resulting double-stranded (ds) pre-
miRNAs are exported to the cytoplasm by exportin 5, where they
are further processed by the ribonuclease 1l Dicer, producing a
21-23 nucleotide (nt) dsRNA. One of the strands of this duplex is
the mature miRNA that is loaded into the miRNA Induced Silencing
Complex (miRISC). By pairing to complementary sequences most
commonly located in the 3’ untranslated region (3'-UTR) of diverse
target mRNAs, different miRNAs can trigger mRNA degradation
and/or blocking of translation (Bartel, 2009). In addition, miRNAs
can silence gene expression by sequestering mRNAs and by chro-
matin remodelling of target genes (Grishok, 2005; Eulalio et al.,
2008; Jamalkandi and Masoudi-Nejad, 2009; Fischer, 2010). MiR-
NAs” corresponding to the complementary strand of mature miR-
NAs, and first thought to be degraded after separation of mature
miRNAs, may also have a regulatory function in gene expression
(Ghildiyal et al., 2010).

Regulation of gene expression by miRNAs has been extensively
demonstrated in all metazoans, including several reports in flat-
worms (Manzano-Roman and Siles-Lucas, 2012). Early studies
detected miRNAs in free living planarians (Palakodeti et al., 2006;
Friedldnder et al., 2009; Lu et al,, 2009), and were promptly fol-
lowed by studies in schistosomes (reviewed in Zhu et al., 2014),
cestodes (Cucher et al,, 2011; Ai et al,, 2012; Bai et al., 2014) and
a monogenean species (Fromm et al, 2013). Within trematodes
other than schistosomes, miRNAs has only been reported in Clo-
norchis sinensis (Xu et al, 2010) and the Fasciola spp. F. hepatica
and F. gigantica (Xu et al,, 2012). This later study describes a few
miRNA from the adult liver stage of both species. To gain further
insight into the putative role of small regulatory RNAs in the inva-
sion process in F. hepatica, we investigated the expression profile of
miRNAs in the NE] stage of the parasite, comparing it with what
has been described in other flatworms, both free living and para-
sitic. We describe the presence of several conserved miRNA fami-
lies and we discover some novel miRNAs that might be liver
fluke-specific. In addition, we describe flatworm miRNA sequences
less conserved in comparison with other metazoans, and discuss
the relevance of these findings in view of their parasitic lifestyle.

2. Materials and methods
2.1. In vitro excystation of metacercariae

Fasciola hepatica metacercariae (field strain Shrewsbury) were
purchased from Ridgeway Research Ltd. (UK). Five thousand
metacercariae were excysted in vitro as described previously
(Hernandez-Gonzalez et al., 2010). Briefly, pure CO, was bubbled
for 30s in 10ml of cold distilled water. Sodium dithionite to a
final concentration of 0.02 M was added to the water, and the tube

was closed and incubated at 37 °C until a fine cloudy precipitate
was produced. Metacercariae were then added to the tube and fur-
ther incubated at 37 °C for 1 h. After incubation, parasites were
washed twice by sedimentation with warm distilled water, and
5 ml of Hank’s balanced salt solution (Sigma, USA) plus 10% (v/v)
rabbit bile and 30 mM HEPES (Sigma) pH 7.4 was added to the
dry metacercariae. Parasites were then incubated for 5h at 37 °C.
Emerging active parasites were collected with a 20 pl pipette,
washed twice with sterile PBS, and stored dry at —80 °C until use.

2.2. Small RNA isolation and sequencing

Samples were homogenised using the TissuLyser Il (QlAgen,
USA) and the RNA extraction was performed with the RNeasy Mini
Kit (QlAgen, USA) following the manufacturer's instructions. The
amount and integrity of total RNA was determined using a 2100
BioAnalyzer (Agilent, USA). Three micrograms of total RNA were
size-fractionated on a 15% TBE urea polyacrylamide gel and a
15-30 bp fraction was excised. The RNA was retrotranscribed into
single-stranded cDNA using the Superscript I reverse transcriptase
(Invitrogen, USA) and the Illumina small RNA RT-Primer following
the manufacturers’ instructions. The cDNA was PCR amplified for
15 cycles using an Illumina small RNA primer set. The PCR products
were quantified and subjected to single end lllumina sequencing
for 75 cycles. Raw sequencing reads, as well as processed data,
were deposited in the GEQ database (www.nchinlm.nih.gov/geo/)
under accession number GSE66490 and submitted to miRbase
{www.mirbase.org/).

2.3. Data processing and filtering

After masking of adaptor sequences and removal of reads smal-
ler than 18 nt, the clean reads were subjected to quality analysis
with Fastx Tools (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Reads
where 90% of the bases had a Phred score higher than 20 were con-
served. Redundant reads were merged and counted. High quality
reads were screened against transcriptomic (mRNA) data of platy-
helminths available at GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/),
SchistoDB (schistodb.net/schisto/) (Zerlotini et al., 2013) and
HelmDB (gasser-research.vet.unimelb.edu.aufhelmdb/) (Mangiola
et al., 2013), discarding all reads matching over 85%. Data were fur-
ther screened with the same stringent criteria (mismatches < 3)
against other non-coding RNA databases such as Rfam (rfam.
xfam.org/) (Burge et al., 2013) and fRNAdb (www.ncrna.org/fr-
nadb/) (Mituyama et al., 2009) (both excluding miRNA) and those
reported in Schistosoma mansoni and Schistosoma japonicum
(Copeland et al, 2009) to identify and remove non-coding (nc)
RNAs, TRNA, tRNA, small nuclear (sn)RNA, small nucleolar (sno)
RNA and other ncRNAs.

2.4. Data analysis and miRNA classification

The processed read dataset was used to perform homology
searches against the Sanger miRBase release 20 (www.mirbase.
org/) (Kozomara and Griffiths-Jones, 2014), the miRNA sections
of Rfam (Burge et al., 2013), and miRNAs present in the functional
RNA database (www.ncrna.org/frnadb) (Mituyama et al., 2009).
Furthermore, processed reads were compared with a local data-
base generated with putative flatworm miRNAs reported in the lit-
erature that were not integrated in miRBase, Rfam or fRNAdb. This
database included sequences from the S. japonicum miRNA data-
base (http://omics.biosino.org:14000/kweb/sj_miRNA[) and those
published in S. japonicum (Huang et al., 2009), S, mansoni (Simdes
et al,, 2011), C sinensis (Xu et al., 2010), F. hepatica and F. gigantica
(Xu et al, 2012), and the monogenean Gyrodactilus salaris
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(Fromm et al, 2013). Reads showing high similarity (>85%) to
known miRNAs of other organisms (mismatches <3) were classi-
fied into the same miRNA family. All miRNAs showing the same
annotation and slight differences in length or sequence were
inspected and their read counts added if they had less than
three mismatches. At this stage all miRNA candidates with less than
10 reads or lengths below 20 or over 23 nts were discarded. The
searches were performed using miRExpress (mirexpress.mbc.
nctu.eduw.tw/) (Wang et al., 2009) and the miRNA module of CLC
Genomics Workbench v6.5 (CLC Inc, Aarhus, Denmark) with
similar outputs from both procedures. Consequently the remaining
analyses were performed with the dataset generated by CLC
Genomics Workbench. Read counts were normalised and
expressed as reads per million.

2.5. Phylogenetic distribution and conservation of miRNA families
found in F. hepatica NE|s

The phylogenetic distribution of the miRNA candidates was
assessed based on the family classifications made by Wheeler
et al. (2009) and Tarver et al. (2013), and further confirmed by
comparing the NE] putative miRNAs with entries with similar
annotations in miRBase (Kozomara and Griffiths-Jones, 2014)
and/or mirOrtho (cegg.unige.ch/mirortho) (Gerlach et al., 2000).
The absence and presence of members of the different families in
deuterostomes, ecdysozoans, lophotrochozoans and platy-
helminths were registered. Sequences of different precursors and
mature miRNAs from selected species covering the metazoan
diversity (see list below) were downloaded from miRBase and
aligned with the corresponding miRNAs from flatworms using
the multiple aligner MAFFT (Katoh and Standley, 2013). Align-
ments were visualised within CLC Genomics Workbench, generat-
ing the corresponding consensus logos. Conservation was
quantified by counting substitutions using the most parsimonious
interpretation following the procedure described by Wheeler et al.
(2009). Briefly, if a substitution is shared by closely related species
or sister taxa (i.e. shared in cestodes) it was counted as a single
change; if more than two different residues were present in a posi-
tion within a taxa they were counted as separate individual
changes. Changes by position were averaged for deuterostomes,
ecdysozoans and platyhelminths.

Species considered for alignments were: Deuterostomia
(human, cattle, mouse, chicken, clawed frog, zebrafish, lancelet
(cephalochordate), Ciona (urochordate) and sea urchin (echinoder-
mata)); Ecdysozoa (Arthropoda: (fruit fly, mosquito, bee, silkworm,
beetle), nematodes: Caenorhabditis elegans (free living round-
worm), Pristionchus pacificus (free living roundworm), Haemonchus
contortus (barber’'s pole worm, parasite) and Brugia malayi (lym-
phatic filariae, parasite)), Lophotrochozoa ( Capitella teleta (annelid
worm) and Lottia gigantea (owl limpet, mollusk)); Platyhelminthes
(Schmidtea mediterranea, (free living planaria), G. salaris (monoge-
nean fish ectoparasite), Trematoda: S. mansoni, S. japonicum (blood
flukes), C. sinensis (bile duct fluke), F. hepatica (liver fluke), Cestoda:
Echinococcus granulosus (hydatid cyst tapeworm) and Echinococcus
multilocularis (alveolar cyst tapeworm)).

2.6. Identification of novel miRNAs

After requesting permission, F. hepatica genomic sequencing
reads generated by the Welcome Trust Sanger Center (England)
and deposited at the European Bioinformatics Institute repository
(ftp.sra.ebi.ac.uk/voll /fastq/ERRO65/ERRO65038/) were down-
loaded. The crude pair end reads were preprocessed by trimming
and quality filtering, and assembled de novo with CLC Genomic
Workbench. In order to identify novel F. hepatica-specific miRNAs,
sequences that produced no matches in the previous analysis and

with lengths between 20 and 23 nts were mapped with miRDeep2
(Friedlander et al,, 2012} on this genomic assembly. Putative pre-
dicted miRNAs were considered novel if they had a miRDeep2
score equal to or higher than 10. The resulting predictions were
then manually checked for possible false positives. The same
approach was followed to confirm those miRNA candidates found
by homology, using a less stringent miRDeep2 score cut-off of 1,
since only confirmation was required. Resulting predictions were
manually inspected in order to discard false positives. Further-
more, since two different assemblies of the F. hepatica genome
were recently released (PRIEB6687 (Cwiklinski et al, 2015),

PRINA179522 (Martin et al,, 2015)) all the identified miRNAs were
mapped to these assemblies in order to confirm their presence and
location.

2.7. Identification of tRNA-derived sequences

The primary analysis of the 25-35 nt long reads showed homol-
ogy to tRNA sequences. In order to confirm this, we mapped the
25-35 nt fraction to the partial genome assembly of F. hepatica.
Reads that mapped to the genome were searched, using BLAST,
against tRNAs predicted with tRNAscan-SE (Lowe and Eddy,
1997) with a cutoff of E~'". A total of 99,014 reads matched tRNAs.
The tRNA-derived sequences were mapped to the structures avail-
able in the tRNAscan-SE to determine their origin.

3. Results and discussion

3.1. Small RNAs identified in the juvenile liver fluke have two length
classes corresponding to miRNA and tRNA halves

In order to initiate the characterisation of the miRNAs in the
invasive juvenile stage of F. hepatica, we obtained and sequenced
the small RNA population from in vitro NEJs. From an initial set
of nearly 10 million raw reads, more than 8.6 million remained
after adapter clipping and quality trimming, indicating the good
quality of the dataset generated. These reads were collapsed into
more than 2 million different unique sequences, with diverse levels
of redundancy. The length distribution of this collection of high
quality sequences show a prominent peak at 21 nts, compatible
with miRNAs and a secondary peak at 32-33 nts (Supplementary
Fig. S1). Since there was no public genome assembly for F. hepatica
to map these sequences when we initiated this study, our analysis
pipeline was based on homology searches to public databases.
More than a quarter of the sequences (569,978) were discarded
after comparison with all the available flatworm transcriptomes,
since those might have originated from partial mRNA transcripts.
Another set of sequences were also discarded due to their homol-
ogy to other functional ncRNAs such as rRNA, tRNA, snRNA,
snoRNA, and other ncRNAs (see Section 2.3). The remaining set
consisted of 1,326,249 putative small RNAs representing more than
3 million reads, approximately 30% of the initial dataset (Fig. 1).

In order to classify this collection of small RNAs, we compared
them with miRBase and other putative miRNAs from flatworms
described in the literature but not included in miRBase (see Sec-
tion 2.4 for details). We identified representatives of 40 miRNAs,
most of those belonging to conserved families, as well as a few
putative miRNAs only described to date in flatworms (Table 1).
All the conserved miRNA families previously reported in the adult
stage of F. hepatica (fhe-mir-10, fhe-let-7, fhe-mir-71, fhe-mir-124
-reported before as sja miR-12-, fhe-mir-2 and fhe-bantam) (Xu
et al., 2012) were detected, being expressed at very high levels in
the juvenile stage. Furthermore, we extended the miRnome of F.
hepatica by identifying representatives of 19 additional conserved
families of miRNAs. None of the novel sequences reported in adults
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Input 9,925,316 reads (75 nt long)

1,306,706 reads

Trimming and quality filter

8,618,610 reads (2,169,234 unique)

3,324,862 reads

ESTs matching filter

5,293,748 reads (1,599,256 unique)

1,534,424 reads

ncRNA matching filter

3,759,324 reads (1,326,249 unique)

No-matching

miRNA database matching

3,295,856 .reads
(1,323,670 unique)

463,468 reads
(2,579 unique)

-Length filter
-Novel prediction

!

-Length and count filter
-Annotation

!

5novel miRNAs
(1,693 reads)

40 known miRNAs
(440,608 reads)

Fig. 1. Data processing pipeline of small RNA sequencing reads from Fasciola hepatica newly excysted juveniles. Sche matic representation of the data processing pipeline
followed; crude reads (in nucleotides) were first trimmed and quality filtered, then filtered against expressed sequence tags {ESTs) and non-coding {nc)RNA {rRNA, tRNA,
small nuclear {sn)RNA, small nucleolar (sno)RNA). Filtered reads were screened for homology against micro {mi)RNA databases (mirBASE, Rfam and fRNAdb) and a local
database of published miRNAs from flatworms. Conserved miRNAs were annotated by homology to miRBase and miROrtho, while novel miRNAs were predicted with
miRDeep2 from the remaining reads based on an in house assembly of the publically available Fasciola hepatica genomic data.

(Xu et al, 2012) was detected here, with the exception of three
sequences (Fgi-miR-novel-10, Fgi-miR-novel-15 and Fhe-miR-
novel-7) that actually correspond to repetitive sequences rather
than bona fide miRNAs.

Despite the substantial skew of miRBase to vertebrate
sequences, most of the F. hepatica miRNA sequences find their best
matches within miRNA sequences from other helminths. The
length distribution of the identified miRNAs coincides with the
21 nt peak observed in the crude high quality reads, indicating that
miRNAs are the prominent class of small RNAs found in the com-

mon liver fluke. We also analysed the secondary peak centred at
32 nts, finding that it corresponds mainly to tRNA-derived
sequences, mostly tRNA halves (see Section 3.5). However, the vast
majority of the dataset remained unannotated with positive hits
representing less than 1% of the total small RNAs (2,579 miRNAs)
and 12% of the reads (463,468).

In order to identify putative novel miRNAs within this non-
matching group of reads, we decided to compare them with partial
genomic sequences available at the moment. An in-house gener-
ated assembly of the available (but partial) F. hepatica genome
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Table 1
Conserved micro (mi)RNAs identified in newly excysted juveniles of Fasciola hepatica.

miRNome Small RNA sequence

bantam-3p . UGAGAUCGCCGAUUAAAGCUG
let-7c-5p AGAGGUAGUGACUCAUAUGACU
let-7-5p * UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGU
miR-1-3p UGGAAUGUGGCCGAAGUAUGGU
miR-2a-3p UCACAGCCAGAAUUGAUGAACG
miR-2b-3p &3 UAUCACAGCCCUGCUUGGGACA
miR-2c-3p UAUCACAGCCGUGCUUAAGGGCU
miR-2d-3p UAUCACAGUCCUGCUUAGGUG
miR-2e-3p * UAUCACAGUCCAAGCUUUGG
miR-2e-5p UACCAACUUACACUGCGUUAU
miR-2f-3p UCACAGCCAAUAUUGAUGCCA
miR-7-5p UGGAAGACUGGUGAUAUGUUGUU
miR-8-3p UAAUACUGUUUGCUAAAGAUGCC
miR-9-5p UCUUUGGUUAUCAAGCAGUAUG
miR-10-5p 2 AACCCUGUAGACCCGAGUUUGCA
miR-10-3p AAAUUCGAGUCUACAAGGAAC
miR-31-5p UGGCAAGAUUAUGGCGAAGCUG
miR-36a-3p UCACCGGGUAGACAUUCAUUCAC
miR-36b-3p CCACCGGGUAGACAUUCAUC
miR-46/281-3p UGUCAUGGAGUUGCUCUCUACA
miR-61-3p UGACUAGAAAGUGCACUCACUUC
miR-61-5p UGUGAGUCUCUUUCUUGUCCAUG
miR-71a-5p 3 UGAAAGACGAUGGUAGUGAGAUG
miR-71b-5p * UGAAAGACUUGAGUAGUGAG
miR-87-3p GUGAGCAAAGUUUCAGGUGUGA
miR-96-5p CUUGCCACUUUGGAAUUGUCA
miR-124-3p UAAGGCACGCGGUGAAUGUCA
miR-125a-5p UCCCUGAGACCCUAGAGUUUC
miR-125b-5p CCCCUGAGACUGAUAAUUGCUC
miR-190-5p AGAUAUGUUUGGGUUACUUGGUG
miR-190-3p CCAGUGACCAAACAUAUUCUC
miR-219-5p UGAUUGUCCAUUCGCAUUUCUUG
miR-277-3p UAAAUGCAUUUUCUGGCCCG
miR-307/67-3p UCACAACCUACUUGAUUGAGGGG
miR-745b-3p AAAGCUGCCAAGCGAAGGGC
miR-745-3p UGCUGCCUUAUAAGAGCUGUG
miR-750-3p CCAGAUCUGACUCUUCCAGCUCU
miR-2162-3p UAUUAUGCAACAUUUCACUCU
miR-3479-3p UAUUGCACUUUCCUUCGCCUUA
miR-3487-5p UCCCCGUAAUCGAACUGUUGU

a

miRNAs already found in adult F. hepatica (Xu et al,, 2012),

sequences obtained from the Sanger Center was used to identify
putative novel miRNAs using the miRNA prediction programme
miRDeep2. The analysis produced five novel precursor sequences
with good confidence statistics and appropriate hairpin structures
(Fig. 2, Table 2 and Supplementary Fig. 52). These novel F. hepatica-
specific miRNA sequences were used to interrogate the available
genomes of 5. japonicum, Opisthorchis viverrini and C. sinensis in
order to explore whether they represent conserved trematode nov-
elties, but were not detected in any of them. Consequently they
might be specific, modulating, relevant pathways associated with
the life cycle and developmental stages of the liver fluke.

Besides these putative novel miRNAs, we confirmed all those pre-
dicted by homology by mappingthemto ourin-house assembly with
miRDeep2. Very recently, two draft assemblies of the F. hepatica gen-
ome were made available (Cwiklinski et al., 2015; Martin et al.,
2015), providing an essential tool to further investigate the
miRnome of this species. Since these novel assemblies are based
on different datasets than the one we used, we confirmed all the
miRNAs identified by mapping them to these reference genomes.
The supporting evidence is summarised in Supplementary Table 51.

3.2, Ancient metazoan and protostome conserved miRNAs are the most
abundant in juvenile liver flukes

The diverse miRNAs found in F. hepatica juveniles are quanti-
tatively expressed at very different levels. Few conserved

sequences are strongly predominant in the sample, while a wide
dynamic range of miRNAs that varies from single to hundreds of
thousands of reads can be detected. Only one miRNA, miR-125b,
accounts for more than three quarters of the total reads identified
in F. hepatica juveniles, and just five miRNAs represent 90% of the
total reads (Fig. 3). Similarly skewed expression levels have been
observed in 5. japonicum (Cai et al, 2011, 2013). Unfortunately,
the adult F. hepatica dataset is very scant, and no comparable
quantitative data is available (Xu et al., 2012), so it was not
possible to check whether expression levels change from juvenile
to adult stages.

The most abundantly expressed miRNA is miR-125b, one of the
oldest known miRNAs well conserved in all metazoans (Sokol,
2012). MiR-125 has been related to very diverse functions, and it
is highly studied in humans due to its association with both
tumour promoting and tumour suppression phenotypes. Several
mRNA targets for miR-125 have been identified including tran-
scription factors, apoptotic pathway genes and genes associated
with host defense, especially in response to bacterial or viral infec-
tions (Sun et al, 2013). In several metazoans, miR-125 is part of a
genamic cluster that also includes the precursors for miR-100 and
let-7. Interestingly, let-7 and miR-125 are clustered in S. mansoni
and in the planarian S. mediterranea (Hertel et al., 2012), but they
are separated in the genomes of the cestodes, while miR-100 is
absent from all flatworms analysed to date (Jin et al., 2013). Let-
7 is the third most highly expressed miRNA in NEJs, if we consider
a novel variant of let-7 (let-7c) which is poorly conserved out of the
seed region (Table 1). This variant is identical to a putative miRNA
described as novel in S. japonicum (Sja-novel-137), that was also
among those miRNAs highly expressed in adults and schistoso-
mules (Hao et al., 2010} and has homology to the planarian sme-
let-7c and sme-let-7d. The canonical let-7 was also found here
but expressed at very low levels. It is noteworthy that another
putative miRNA described as novel in S. japonicum, Sja novel-148
(Hao et al., 2010), corresponds to miR-125b. Despite the clustered
organisation of let-7 and miR-125 in planarians and schistosomes,
our mapping of data to all available genome assemblies suggests
that they are separated in F. hepatica as in cestodes (see Supple-
mentary Table S1).

One of the most ancient miRNAs that emerged in the proto-
stome lineage, bantam, is also thoroughly represented in NEJs. In
insects, bantam has been implicated in the regulation of cell prolif-
eration and apoptosis (Brennecke et al., 2003) and more recently it
has been demonstrated to have a role in systemic growth by regu-
lating ecdysone production (Boulan et al., 2013). Interestingly, ban-
tam expression was differentially upregulated in 5. mansoni
females from paired infections when compared with female only
infections, suggesting that it plays a role in the pairing-
dependent female sexual maturation (Sun et al., 2014). Contrasting
roles in this process might be played by miR-1 and miR-71 which
were upregulated in unpaired females (Sun et al,, 2014). Both miR-
NAs were detected in the NEJs of F. hepatica, but only miR-71 is
highly expressed.

MiR-71 is found only in protostomes and resides in a cluster
with members of the unrelated miR-2 family. This cluster has been
duplicated in the genome of schistosomes (De Souza Gomes et al.,
2011), and four additional copies exist in planarians, but a single
cluster is found in the genomes of cestodes (Jin et al.,, 2013). The
reason for the expansion of the cluster in specific flatworm lin-
eages remains unknown. We found all the described members of
the miR-2 families and two isoforms of miR-71. To further investi-
gate the genomic organisation of the loci responsible for the
expression of these miRNAs, we mapped these reads to our partial
genome assembly and found two clusters as in other trematodes
(Fig. 4). This arrangement was also confirmed by mapping to the
novel genome assemblies.

Please cite this article in press as: Fontenla, S,, et al. The miRnome of Fasciola hepatica juveniles endorses the existence of a reduced set of highly divergent
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Fig. 2. Novel Fasciola hepatica micro {mi)RNA predictions. Hairpin structure and mapping of one of the novel miRNAs (fhe-novel-3) to a locally generated assembly of the
publically available liver fluke genomic data; counts and mismatches for each read are indicated. Images corresponding to all predicted novel miRNAs can be found in

Supplementary Fig. 52.

Table 2
Annotation of novel micro RNAs of Fasciola hepatica predicted with miRDeep2.

Provisional ~ Mature sequence Strand Count Star sequence Strand Count Genome PRJNA179522° Genome PRJEB6687*

ID

fhe-novel-1  CAUUAUAUAAGAUUGAGGCUCU 3p 278 CGCCUGAAUCUUAUAUAAAG  Sp 1 Cont1047:150722..150789:- scaffold651:176763..176696:-
fhe-novel-2  GUAAGACGAUCGUAGUUGACG 3p 134 UGACUGCUAUCGUAGGGCUGU 5p 41 Cont1698:19871..19950:+  scaffold422:255752.255674:-
fhe-novel-3 ACCGGUUUCGUCGUUCAACAC  3p 94 CGUUGCACCGUUCGGAAUUCGG 5p 11 Cont3792:23865.23927:+  scaffold1311:338595.338657:+
fhe-novel 4 UUCCGGCAGCUUAGUACAGCU  3p 52 UACCCAGUUGAGGAAGUCGCG Sp 1 Cont5373:19137:19207:+  scaffold3850:1867..1934:+
fhe-novel-5 UAGAGUACCUGUAGAUUUAG  3p 51  UAAGAUCUACAAUUCUGAAC  Sp 2 Cont7415:7171.7255:- Scaffold7417:3262,3346:-

* Position in genome,

Little is known of the function of mir-71, but interestingly it has
been found highly expressed in schistosomules and adults of S.
Jjaponicum (Hao et al., 2010), and in the cestodes Taenia saginata
(Aietal, 2012)and E. granulosus (Bai et al,, 2014). In the nematode
C. elegans, miR-71 has been involved in stress responses (Zhang
et al., 2011) and mediating the effects of germ cell loss on life span
(Boulias and Horvitz, 2012). Interestingly, it has been shown that
mir-71b expression is down-regulated in planarians upon expo-
sure to irradiation, suggesting a role in maintenance of neoblast
function (Lu et al., 2009). Whether this association stands in para-
sitic flatworms deserves a more detailed study.

The miR-2 family members are also expressed at relatively high
levels in F. hepatica NEJs. The different miR-2 isoforms usually
share the first 10 nucleotides of the functional 3’ arm and conse-

quently they might share the same targets. In Drosophila melanoga-
ster, three apoptotic genes relevant in neural development were
identified as targets, and target predictions in C elegans also sug-
gest a role in neural development (Marco et al., 2012). In contrast
to the high conservation within protostomes, in flatworms mir-2
family members showed seed shifts and sequence changes (see
Section 3.4).

Other miRNAs found only in protostomes and unfortunately
poorly characterised (miR-277, miR-750), were also detected as
relatively highly expressed in NEJs. A study of target detection in
insects identified several enzymes of the aliphatic amino acid cat-
abolism as putative targets of miR-277, probably acting on starva-
tion or stress conditions (Stark et al., 2003). Most of these enzymes
detected as targets in insects are missing in the genomes of the

Please cite this article in press as: Fontenla, 5., et al. The miRnome of Fasciola hepatica juveniles endorses the existence of a reduced set of highly divergent
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Fig. 3. Skewed expression of conserved micro (mi)RNAs in Fasciola hepatica newly
excysted juveniles. Relative abundance of known miRNAs in juvenile liver flukes
(represented as a percentage of the total conserved miRNA reads), indicate that only
five miRNAs represent more than 90% of the miRNAs detected.

schistosomes (Schistosoma japonicum Genome Sequencing and
Functional Analysis Consortium, 2009) suggesting that miR-277
might play a different role in flatworms.

3.3. The F. hepatica miRnome confirms flatworm-specific miRNA
family losses

Animal evolutionary history shows that after a miRNA emerges
in a particular lineage, it is rarely lost in the descendant lineages
(Sempere et al., 2007). miRNA acquisition has been related to mor-
phological complexity, exemplified by the gain of 128 miRNAs and
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no family losses in primates (Berezikov, 2011). Given their strong
conservation, it was suggested that miRNAs are under intense neg-
ative selection and consequently considered to be relevant phylo-
genetic markers (Wheeler et al, 2009; Tarver et al, 2013).
According to their position within lophotrochozoans, flatworms
are expected to share at least 46 miRNA families (Tarver et al,
2013}, but recent studies have described that several miRNA fam-
ilies are missing, especially in the parasitic lineages (Fromm et al.,
2013). In agreement with this study, our extended dataset of the F.
hepatica miRnome shows that only half of the families expected for
a lophotrochozoan are present (23 families). Very recently a similar
reduction has been confirmed in cestodes (Bai et al., 2014).

To further characterise the possible diminution of the flatworm
miRnome, we compared the available miRNA complements of
selected species representing the three major metazoan lineages
(deuterostomes, ecdizosoans and lophotrochozoans) with those
found in platyhelminthes. Consistent with previously published
data, we found that eight families expressed in all bilateral meta-
zoans are missing in all flatworms (Fig. 5). The simplification of
the miRnome is even more extensive in the parasitic neoder-
matans, since seven additional ancient miRNAs are absent, while
those are still present in free-living planarians. Further reductions
were found in cestodes and trematodes that share the absence of
miR-278, miR-184, miR-76, mir-1175 and mir-2001. Besides these
reductions, we found evidence of the presence in F. hepatica of
miR-96, miR-281, miR-745 (member of the miR-22 seed family)
originally reported as missing in trematodes (Fromm et al.,, 2013)
and miR-750 previously reported only in planarians (Lu et al,
2009). In addition, miR-3487 originally reported as exclusive to
schistosomes was also detected in F. hepatica and might represent
an innovation which has emerged in trematodes. Mir-3479, also
originally described in schistosomes and detected in F. hepatica,
was recently reported in E. granulosus (Bai et al., 2014). From what
is known, this is the first miRNA family exclusively shared between
trematodes and cestodes. Further innovations are represented by
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Fig. 4. Cluster structure of miR-71 and miR-2 in Fasciola hepatica. miR-71 and miR-2 family members were mapped to the genome assembly. Secondary structure prediction
of the region was performed with RNAfold in the Vienna package (www.tbiunivie.ac.at/ RNA/RNAfold hitm! ). The two identified clusters containing (A) miR-71b, miR-2c and

miR-2d and (B) miR-71a, miR-2a, miR-2b and miR-2e are depicted.
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dme-mi-2c UNUERESGEEAGRUUUGEUGGGE - 23
aae-mif-2c HAEAGEEAGHUUUGHUGHGH- 23
bma-miR-2c EEUEEEAGEAEGAUUEGGHEUE- - - 21
tea-miR-2c-3p UNUEABEGEEAGRUUUGEUGHGE - 23

sme-mif-2c - - UENNAGERARARRUGAUGRURUY 22
gsa-mir-2c |GII GHUGUEN- 23
sja-rniR-Zc allaiu UBEGGGE- - 22
sma-miR-2c BEGGGE- - 22

BGEEGUGHUD
csi-mir-2¢ illullaﬂals UUABGGGE - - 22
fhe-mir-2c URUEAEAGEEGUGEUURBGGGED - 23
egr-miR-2¢ -«lllllﬁlllllllltilnﬁll“ 20
emu-miR-2c - - UAARAGEEREUBUUGRUGHA - - 20
ualUCACAGCC ... .UU2RGG.. ...

Fig. 6. Micro (mi)RNA sequence conservation through evolution. Alignments of sequences and consensus logos were generated for the different lineages comparing
Deuterostomes (from sea urchin to mammals, colour coded in shades of blue), Ecdysozoans (including arthropods and nematodes, green) Lophotrochozoans (represented by
the owl limpet (mollusk) and the annelid Capitella teleta, lavender shaded), and flatworms {planaria (yellow), monogenean (orange), trematodes (red ) and cestodes (purple)).
(A) Average sequence conservation by position between Deuterostomia, Ecdysozoa and Platyhelminthes was calculated based on scoring changes by position for all the
identified miRNAs. Less conservation of Platyhelminthes outside the seed region (2-8 nt) is evident. (B) miR-219 represents one of the less variable miRNAs found across
different taxa, with flatworms being the more divergent. Within flatworms, differe nt substitutions allow differentiating flatworm lineages (see Section 3.4 for description). (C)
miR-1a families. (D) Seed shifts observed in miR-2 subfamilies of flatworms. miR-2a 3p alignment shows a conserved two base shift of the miRNA sequences in trematodes.
The seed shift in miR-2¢-3p is in planarians and cestodes. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this

article.)

five novel F. hepatica-specific miRNAs detected in this study which
are absent in the genomes of other trematodes. These novel miR-
NAs are expressed at modest levels (according to their low read
counts), and they might be involved in the fine modulation of
the expression of F. hepatica-specific genes or functions. Interest-
ingly, slightly different repertoires are shown between F. hepatica,

S. mansoni and S. japonicum, with less conserved and more species-
specific miRNAs in the blood flukes. This might reflect truly biolog-
ical variations within trematodes, but could be also be due to
under-sampling of the miRNA populations since not all relevant
life stages of these parasites have yet been studied. Similarly, novel
miRNAs are being described in each flatworm species studied to

Please cite this article in press as: Fontenla, S., et al. The miRnome of Fasciola hepatica juveniles endorses the existence of a reduced set of highly divergent
micro RNAs in parasitic flatworms, Int. | Parasitol. (2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.1jpara.2015.06.007
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Annotation of tRNA halves found in Fasciola hepatica newly excysted juveniles,

tRNA tRNA- Sequence Fragment Total Counts by cleavage point
Family anticodon count
30 31 32 33 34 35 36- 36~ 36- 40-
67 68 69 72
Gly tRNASY(GCC)  GCGCCGGUGGUUCAGUGGUAGAAUGCUCGCCUGC 5 half 66,887 244 364 52,716 12,218 1,217 128
tRNi\mY{UCC} GCGAAGCUGGUGUAAUGGUUAUCAUGGUUGCCU 5 half 944 569 375
Met tRNAMEY(CAU) AGCAGAGUGGCGCAGUGGAAGCGUGCUGGGCCC 5 half 12,341 11,039 349 a53
Lys tRNA"yS(UUU) GCCCGGAUAGCUCAGUCGGUAGAGCAUCAGACUU 5 half 3,701 1,555 2,080 56
Cys RNATY(GCA) GGAGGCAUAGCUCAGUGGUAGAGCAUUCGACUGC 5’ half 3,594 2523 57 1,014
Gln tRN)\G‘"(CUG] GGCCCCAUGGUGUAGCGGUUAUCACUCUGGACUC 5 half 2,556 1,986 560
tRNAS"(UUG) GGUCCCAUGGUGUAGCGGUGAUCACUCUGGACU 5 half 1,313 279 1,034
Tyr tRNA”y"{GUA) CCGACGAUAGCUCAGUUGGUAGAGCGGAGGACU 5 half 2,148 959 1,189
Glu tRNAS(CUC) CACCCAGGCGGCCCGGGUUCGACUCCCGGCGEGG 3 half 1,908 325 500 526 557
tRNAC‘“{CUC) UCCCGCGUGGUCUAGCGGUUAGGAUUCCUGGCUC 5 half 383 73 a5 215
Pro IRNAT™(AGG) GGCCUGGUGGUCUAGGGGUAUGAUACUCGCUU 5 half 1,385 1,385
tRNr‘-\P""[CGC.} GGCUCAGUGGUCUAGGGGUAUGAUACUCGCULU. 5 half 302 50 252
tRNAP""(UGG} GGCCUAGUGGUCUAGGGGUAUGAUACUCGCULU 5 half 165 92 73
Ala tRNA"““[CGC} GGGGAUGUAGCUCAGUGGUAGAGCGCUUGCUUC 5 half 774 344 430
tRNAMYAGC) GGGGUACUAGCUCAAAUGGUAGAGCGCUCGCUU 5 half 59 59
Asp tRNA“P{GUC) UCCUCGGUAGUAUAGUGGUGAGUAUCUCCGCCU 5 half 471 184 287
(RNAMP(GUC) CACGUGGAAGGCCCGGGUUCGAUUCCCGGECGGG 3 half 111 111
Leu tRNA"e“{UM] GGUAGGUUGGCCGAGUGGUUAAGGCGGUGGAC 5 half 104 104

date (as included here), but those might not always reflect specific
new adaptations. Some of those might correspond to shared inno-
vations that were undetected in previous studies of the related
taxa. Searching for homologues in related species’ genomes when
available (as we did here) might end up being a necessary and/or
recommended step in novel miRNA description (Thomson et al.,
2014). In any case, while miRNA predictions can be made based
on genomes, experimental detection of the actual miRNAs is neces-
sary for validation.

While free-living trematodes are devoid of 10 conserved miRNA
families, in monogeneans 18 families are missing, whereas 21 fam-
ilies have not yet been detected in cestodes and 22 in trematodes.
The remarkable progressive decrease in the conserved miRNA
repertoire in flatworms could be associated with the parasitic
way of life. Interestingly, this decrease correlates with variations
in genome size and gene counts, with the planarians displaying
the largest genomes - more than 30,000 predicted genes — trema-
todes with smaller genomes (1000-300 Mb) and close to 15,000
genes, and cestodes and monogeneans with the smallest genomes
(100-150 Mb) and 15,000 predicted genes. Furthermore, a recent
study has identified a substantial reduction in the core bilaterian
gene complement, including the homeodomain-containing genes,
loss of the piwi and vasa genes that are considered essential for ani-
mal development (Skinner et al,, 2014), loss of functional fatty acid
biosynthesis pathways and the absence of peroxisomes as shared
genomic features for the ecto- and endoparasitic lineages (Hahn
et al., 2014). Whether these gene losses precede or are the conse-
quence of the absence of the corresponding modulating miRNAs
is still not clear, raising novel questions with possibly wide evolu-
tionary implications. On the other hand, novel miRNAs are consis-
tently being described in flatworms but it is still difficult to assess
whether novel families shared across flatworms might have
emerged to compensate for those lost, or if novelties emerged
repeatedly in different flatworm lineages to drive diverse functions
in the parasites’ biology.

3.4. Low sequence conservation in ancient miRNA suggests a high
mutational rate in parasitic flatworms

miRNAs are among the most evolutionarily conserved
sequences with low rates of mutations. A 3.5% substitution rate
was calculated for 93 miRNA genes across 14 nephrozoan taxa,

which makes miRNAs one of the most conserved sequences
throughout evolution (Wheeler et al,, 2009). Within mature miR-
NAs the ‘seed’ region that spans from positions 2-8 is the main
determinant of target selectivity and consequently extremely con-
served. A second highly preserved region involves residues 13-16
of the mature miRNA (Wheeler et al., 2009). When analysing con-
served miRNA families present in F. hepatica, we observed several
differences in the sequence outside the seed regions. Interestingly,
this sequence divergence was not restricted to F. hepatica but
seems to be characteristic of flatworms in general. While sequence
conservation is notoriously high even between distant deuteros-
tomes, ecdysozoans and lophotrochozoans, platyhelminthes show
marked and in general lineage-specific variations, with strict con-
servation restricted to the seed region (Fig. 6A). For example, an
almost complete conservation of miR-219 is observed from
lophotrochozoans to mammals, while in flatworms different sub-
stitutions at positions 11,12, 17, 22 and 23 allow us to differentiate
planarians from monogeneans and these from cestodes and trema-
todes that share the miR-219 sequence (Fig. 6B). A second and
more drastic example is provided by miR-1a, with almost complete
conservation observed in deuterostomes from sea urchins to
humans with single variations in position 20 of Ciona intestinalis;
the same position allows differentiation of insects from nematodes
within ecdisozoans, while position 22 discriminates between the
annelid C teleta and the mollusk [ gigantea (owl limpet)
(Fig. 6C). Platyhelminth sequences, on the other hand, presented
multiple differences that are lineage-specific. All flatworm
sequences showed one A to G transition at position 10, indicating
that this substitution probably first appeared in a common ances-
tor of these organisms. Besides this change, the planarian S.
mediterranea presented three other changes, a transversion at posi-
tion 9 and transitions at positions 15 and 20. Cestode sequences
are shorter and with transversions at positions 9 and 11; monoge-
neans and trematodes shared three transversions at positions 11,
20 and 21, and two transitions at positions 9 and 22 (Fig. 6C). Sim-
ilar examples can be found in several miRNA families (Supplemen-
tary Fig. 53).

Sequence variation was accompanied by seed shifts in the case
of the miR-2 family members. While a +2 base shift is observed in
miR-2c of planarians and cestodes, a similar change is detected in
the miR-2a of trematodes (Fig. 6D). Interestingly, miR-2b of flat-
worms and ecdisozoans share the seed, but the other protostomes

Please cite this article in press as: Fontenla, S., et al. The miRnome of Fasciola hepatica juveniles endorses the existence of a reduced set of highly divergent
micro RNAs in parasitic flatworms. Int. J. Parasitol. (2015), http: [{dxdoi.org/ 10.1016/].ijpara.2015.06.007
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Fig. 7. Fragmented tRNAs detected in the small RNAome of Fasciola hepatica newly excysted juveniles. (A) The proportional distribution of the RNA halves detected is
indicated. (B} Approximately 98% of the tRNA halves detected were 5 halves with tRNA®Y (GCC)-derived being the most frequent. (C) Within the 3' fragments, the most
abundant is tRNA®M [ CTC), presenting two types of fragments, one generated by a single cleavage at the 3' base of the anticodon loap (yellow [dear)) and the remaining by
two cleavages (blue (dark)). Variation at the cleavage site is indicated by arrows. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to

the web version of this article.)

show a +2 shift (not shown). Despite this generalised picture of
miRNA sequence variation, a few families such as miR-219 or
miR-124 have very low sequence variation while others are more
prone to change (Supplementary Fig. S3).

It is worth highlighting that further minor variants might also
exist. Within the F. hepatica dataset for a given miRNA, the most
abundant sequence was taken as the canonical but variants at 5
and 3’ with lower counts or shifts to the 3’ or 5" were detected
(see Section 2.4). These variations might represent diverse isomiRs
that might be biologically relevant, since they eventually provide
fine modulation at target recognition (Morin et al, 2008; Wang
ef al., 2010). A typical example of this is the let-7 family, We found
a canonical let-7 that is expressed at a very low level. However, a
highly expressed variant with the same seed and homologous to
a putative miRNA described as novel in 5. japonicum (Sja-novel-
137) (Hao et al., 2010) was found (let-7c). Four different let-7 vari-
ants have emerged in free-living planarians, but diversification in
the let-7 complement in trematodes has not yet been described.
Despite this generalised picture of miRNA sequence variation, a
few families such as miR-219 or miR-124 have very low sequence
variation, while others are more prone to change (Supplementary
Fig. S3).

The sequence variations observed to date demand a more
detailed study of the residue change rate in flatworm miRNAs.
The high variation rate observed in the flatworm sequences might
affect the targets identified by these miRNAs. In any case, if they
are coevolving, a high substitution rate seems to be characteristic
of flatworms. The origins and consequences of these variations
are interesting questions that emerge from this study.

3.5. The 5 halves of some tRNAs are present in the small RNA
population

A second peak of abundance at 32 nts was observed in the NE|
small RNA dataset (see Supplementary Fig. S1). This size
corresponds approximately to the 30nt average size of the
piwi-interacting RNAs (piRNA). piRNAs are related to post-

in the germline (Weick and Miska, 2014). piRNAs are highly
expressed in neoblasts of the free-living flatworm S. mediterranea
(Palakodeti et al., 2008; Friedlinder et al., 2009). While neoblasts
do exist in parasitic flatworms, piRNAs have not been identified
in cestodes or trematodes. Consistent with this absence, the canon-
ical PIWI protein is missing in these organisms (Zheng, 2012; Tsai
et al.,, 2013), posing the question of how these organisms maintain
genomic integrity (Skinner et al,, 2014). It has been proposed that
other small RNAs may carry out these key roles in flatworms and in
some nematodes in which piRNAs have not been identified (Britton
etal, 2014). In agreement with this, we did not find sequences that
might be consistently assigned to piRNAs in our dataset.
However some of these longer reads were flagged as being
related to tRNA sequences. In order to confirm this, we mapped
the 25-35 nt fraction to the F. hepatica partial genome assembly,
and compared this dataset by stringent BLAST searches against
all the predicted tRNAs. A total of 99,014 reads matched tRNAs,
surprisingly corresponding almost exclusively to tRNA halves. A
strong skew towards the 5 half of tRNAs was observed, with only
2.04% of the tRNA-derived sequences corresponding to 3’ tRNA
halves (Table 3). Notably, there is a marked preference for the
tRNA®Y (68.3%), with a major fraction that accounted by the trans-
fer with the GCC anticodon (67.3%). The second most abundant was
tRNAMEt, representing more than 12% of the identified tRNAs
(Fig. 7). The two halves were found only for two tRNAs (Asp and
Glu), and interestingly the tRNAS™ 3’ half had a higher count than
the 5 half.tRNA halves are tRNA-derived fragments of 30-35 nts
long generated by the cleavage of tRNAs at anticodon loops and
have been claimed to be post-transcriptional regulators in
response to stress (Garcia-Silva et al,, 2013). tRNA fragmentation
in response to stress has been reported in a wide variety of organ-
isms ranging from bacteria to humans (Thompson and Parker,
2009). tRNA halves have been reported to be major post-
transcriptional regulators in Trypanosoma cruzi, an organism where
canonical small RNA regulation is hampered due to the absence of
a canonical RNA pathway (Garcia-Silva et al., 2010). In general,
tRNAs are processed by different RNAses that are usually bound
to organelle membranes and separated from cytoplasmic RNA.

transcriptional silencing of retroposons and repetitive sequences
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During oxidative stress these nucleases move into the cytoplasm to
process tRNAs, and the cleaved halves could be used by the silenc-
ing machinery of the cell (Kumar et al., 2014). More recently, in T.
cruzi the argonaute family protein TcPIWI-tryp has been shown to
immunoprecipitate with tRNA halves and was claimed to be
involved in the interference mechanism (Garcia-Silva et al,
2014a). In these organisms the tRNA half containing complexes
localise mostly to intracellular vesicles called reservosomes that
are involved in parasite communication via the endocytic/exocytic
pathway. Interestingly, these vesicles might take part in host cell
susceptibility to parasitic infection, since changes in gene expres-
sion were found in Hela cells exposed to parasite extracellular
vesicles (Garcia-Silva et al,, 2014b). Our finding of tRNA-derived
small RNAs in the juvenile stage opens new and interesting ques-
tions. Assuming that tRNA-derived sequences originated in
response to stress as in other organisms, it is still not known if this
is triggered by culture conditions or if it happens naturally as a
response by the parasite to the initial contact with the host, and
consequently plays a role in invasion. Further work is needed in
order to confirm if they are present in other parasitic stages and
if they can be modulated experimentally by culture conditions.

3.6. Conclusion

We found that a diverse set of small RNAs is produced by the
invading NE] of F. hepatica. These molecules essentially fall into
two classes, one represented by miRNAs and a secondary group
of larger (32-33 nts) tRNA-derived sequences. Some ancient miR-
NAs conserved in metazoans and protostomes are very highly
expressed by the NEJs. Our results also confirm that no less than
eight conserved miRNA families have been lost in all flatworms,
while more than 20 are missing in all parasitic trematodes anal-
ysed to date. Besides this reduction, the miRnome is enriched by
novel flatworm and F hepatica-specific miRNAs generally
expressed at lower levels. Interestingly, sequence conservation in
flatworm miRNAs was lower than in other lineages, suggesting a
high mutational rate in parasitic flatworms. While no piRNA was
found, a distinctive set of tRNA-derived sequences represented
mostly by 5 halves of selected tRNAs was detected. The singulari-
ties found in the small RNA repertoire of flatworms suggest that
more effort is needed to understand their role in parasite evolution
and adaptation.
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