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RESUMEN

Objetivo. Realizar un analisis in silico de un fragmento de 801 pb de Trypanosoma rangeli,
previamente reportado como codificante para el ARN pequefio de nucléolo C1, perteneciente a
la familia de los C/D snoARN.

Materiales y métodos. El tamizaje de las secuencias se realizé en las bases de datos de los
diferentes proyectos de genomas de los parasitos usando el programa BLASTN. Las alineaciones
de las secuencias se hicieron con los programas L-ALIGN y Clustal W.

Resultados.La secuencia C1 constituye una agrupacidon génica que codifica para seis ARN
pequeiios de nucléolo, tres pertenecientes a la familia C/D snoARN y tres a la famila H/ACA
snoARN.

Conclusién. Los ARN pequefios de nucléolo de Trypanosomatidae presentan una organizacion
gendmica similar y elevados porcentajes de identidad en las secuencias consenso, lo cual unido
a las funciones de estos ARN en el procesamiento y modificacién posteriores a la transcripcién
del ARN ribosémico y, también, en el proceso de "trans splicing", hace de estas moléculas un
blanco atractivo para el control de estos parasitos.

Palabras clave: snoARN, C/D snoARN, H/ACA snoARN, modificaciones del ARN ribosdmico,
Trypanosoma rangeli.

ABSTRACT

Objective. To perform an in silico assay of a 801 bp fragment of Trypanosoma rangeli,
previously reported as coding for C1 small nucleolar RNA belonging to the family of C/D
snoRNAs.
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Materials and methods. The screening of sequences was performed with the different parasite
genome project databases using the BLASTN program. Sequence alignments were done using
the L-ALIGN and Clustal W programs. Results. Sequence C1 constitutes a genetic cluster coding
for six small nucleolar RNA, three belonging to the C/D snoRNA family and three belonging to
the H/ACA snoRNA family.

Conclusion. Small nucleolar RNAs of Trypanosomatidae exhibit a similar genomic organization
and high percentages of identity in the consensus sequences. Considering also the function of
these RNAs in the processing and post-transcriptional modification of ribosomal RNA and in the
trans-splicing process, it is possible to conclude that these molecules are attractive targets for
control of these parasites.

Key words: snoRNA, C/D box snoRNA, H/ ACA box snoRNA, ribosomal RNA modifications,
Trypanosoma rangeli.

INTRODUCCION

En todos los organismos eucariotas, los genes que codifican para el ARN ribosémico (rARN) se
transcriben en el nucléolo como transcritos precursores de gran tamafio, los cuales son
procesados y modificados para producir las moléculas de rARN maduras. Por ejemplo, en las
levaduras y en los metazoarios el procesamiento da lugar a las moléculas de rARN denominadas
18 S,5,8 Sy 28S (25 S en levaduras) (1). En Trypanosomatidae, por su parte, la molécula de
28 S sufre procesamientos adicionales dando lugar a seis rARN conocidos como 28 Sa, 28 Sj,
srl, sr2, sr4 y sr6 (2). En cuanto a las modificaciones posteriores a la traduccién del rARN,
éstas basicamente consisten en la metilacion del esqueleto de la ribosa en la posicion 2 "-OH (3)
y la conversién de los residuos de uridina a pseudouridina (4). Ambos eventos ocurren en el
nucléolo en donde existe una compleja poblacion de ARN pequefios Ilamados ARN pequefios de
nucléolo (snoARN) (5-7). Algunos de los snoARN asisten el procesamiento del precursor del
rARN, mientras que la mayoria guian los procesos de metilacién y pseudouridinilacion, ubicando
el sitio exacto de modificacion, gracias a la complementariedad entre sus bases y el ARN que se
va a modificar (8, 9).

Existen dos grandes familias o clases estructurales de snoARN: los C/D snoARN y los H/ACA
snoARN (7). Los primeros se encargan, junto con la enzima metilasa (fibrilarina), de mediar la
metilacién, mientras que los segundos, en conjunto con la enzima pseudouridina sintasa
(CBF5p), guian la pseudouridinilacion (10-12). Ambos tipos de snoARN se asocian con sus
enzimas respectivas y proteinas adicionales para formar particulas ribonucleares denominadas
snoRNP (13).

Los C/D snoARN se caracterizan por poseer elementos cortos conservados denominados las
cajas C (5 -PUUGAUGA-3") y D (5'-CUGA-3") y las secuencias menos conservadas,
denominadas cajas C" y D’ (3, 7). Estas secuencias constituyen el punto de interaccion con la
fibrilarina y se sitGan muy proximas en la molécula de ARN, formando una estructura
tridimensional caracteristica. Ademas, entre ellas (cajas Cy D’ o cajas C” y D) se encuentra un
segmento de complementariedad con el sitio que se va a modificar del rARN, formando asi un
duplex de 10- 21 nucleétidos que guia la localizacion de la modificacién (14). Los C/D snoARN
forman un complejo estable con las proteinas fibrilarina o Nop1p, Nop56p, Nop58p y
15,5K/Snul3p, y conforman el nucleo o centro de la RNP (15).

Los H/ACA snoARN estan conformados por dos horquillas con lazo unidas entre si por una region
de cadena sencilla que contiene el dominio H (ANANNA) y por una region de cadena sencilla en
el extremo 3 de la molécula que contiene la tripleta ACA. El lazo de cada horquilla presenta
una region de complementariedad con el rARN de 4 a 10 nucleétidos,y da lugar al bolsillo de
pseudouridinilacién (16). El residuo de uridina que se va a modificar siempre se localiza de 14 a
16 nucledtidos antes de las cajas H o ACA (17). En las levaduras y en los mamiferos, las dos
horquillas con lazo son necesarias para la modificacion del rARN, aun cuando el snoARN solo
guie una modificacién (18). Asociados a estos ARN se han encontrado 4 proteinas: GarlP,
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Cbf5p/diskerina, Nhp2p y Nop10p (19).

Los C/D snoARN descritos en Trypanosomatidae tales como Leptomonas collosoma (20,21),
Trypanosoma brucei (22-24), Leishmania tarentolae (22) y Trypanosoma cruzi (22), entre otras
especies, presentan la estructura general de estos snoARN; también siguen la regla de +5,
segun la cual el nucledtido que se va a metilar se localiza 5 nucleétidos antes de lacajaDo D’
(25). Ademas, se han encontrado los genes ortdlogos a las proteinas de eucariotas superiores
que conforman la RNP en el genoma de T. brucei, con la excepcion del correspondiente a la
proteina Snul3p (26).

Sorprendentemente, la mayoria de los H/ACA snoRNA descritos hasta el momento en
Trypanosomatidae forman una sola horquilla y, en lugar de la tripleta ACA en su extremo 37,
contienen la secuencia AGA (27-30). Esta misma estructura ha sido descrita para los snoARN de
Archaea (31) y Euglena (32), por lo cual se ha postulado que dado que los tripanosomas y
Euglena se separaron de manera temprana en la linea evolutiva de los eucariotas, sus H/ ACA
snoARN pueden constituir el extremo 5° de los snoARN de los eucariotas superiores, los cuales
probablemente se originaron luego de un evento de duplicacion.

La metilacion del rARN es un proceso que ocurre sobre un gran espectro de la escala evolutiva;
se presenta en Archaea, levaduras y mamiferos (33). En levaduras, por ejemplo, existen 55
sitios de metilacién, mientras que en mamiferos este nimero aumenta a 93-95. En
Trypanosomatidae, a diferencia de otros organismos unicelulares, se estima la existencia de 95
a 100 metilaciones, numero similar al encontrado en plantas y vertebrados (26). Un estudio
reciente en el tripanosoma africano, T. brucei, sugiere la existencia de 57 C/D snoARN, con un
potencial de realizar 84 metilaciones, 40% de las cuales son especie-especificas (34). Aunque la
metilacidon es una modificacién que afecta sustancialmente la estructura terciaria de la molécula
de rARN, se desconoce su funciéon precisa. Llama la atencién la presencia de un gran nimero de
metilaciones en los organismos sometidos a cambios bruscos de temperatura, tales como
Archaea, plantas y tripanosomatidos. Por tanto, es posible que esta modificacion se relacione
con la necesidad de preservar la actividad ribosémica bajo condiciones adversas. Asi mismo, el
hecho de que la metilacion tenga lugar durante la sintesis de la cadena naciente de rARN, pero
se localice en la porcion de rARN maduro, sugiere que esta modificacién participa en el
plegamiento de la molécula del rARN maduro y en su ensamblaje con las proteinas ribosémicas
(26).

Debido a que las secuencias conservadas en los H/ACA snoARN son tan cortas, la blusqueda de
estos snoARN por métodos bioinformaticos no es tan sencilla como en el caso de los C/D
snoARN. Por lo anterior, se estima que la identificacién de estas moléculas en los diferentes
genomas representa tan so6lo una porcién de las existentes. Es asi como, por ejemplo, en T.
brucei se han identificado tan sdlo 34 de los 100 H/ACA snoARN esperados (30, 34). La funcién
de las pseudouridinas en el rARN parece correlacionarse también con su estructura terciaria, de
manera que esta modificacion tiene un efecto de apilamiento sobre las bases, lo cual aumenta la
rigidez de la molécula y mantiene su estructura tridimensional (26).

Estudios recientes indican que el silenciamiento en T. brucei de la enzima pseudouridina
sintasa, o CBF5, enzima encargada de la conversion de uridinas a pseudouridinas y que, a su
vez, hace parte de las proteinas asociadas a los H/ACA snoARN, no sélo desestabiliza todos los
snoARN de la familia H/ACA, sino que genera defectos en el procesamiento del rARN que
impiden su correcta maduracién y, de esta manera, constituyen un gen esencial para la
viabilidad del parasito (30).

En las levaduras se ha observado que la deplecién del gen Cbf5 afecta la traduccion de las
proteinas (35). Ademas, en Trypanosomatidae la falta de la actividad de la enzima CBF5 afecta
el trans splicing, evento mediante el cual los ARN mensajeros (MARN) de los Trypanosomatidae
adquieren una secuencia lider denominada miniexén como parte del procesamiento de las
unidades policistrénicas a monocistrones en la maduracién de todas las moléculas de mARN
(36).
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En resumen, se ha visto que aparte de inhibir o disminuir la isomerizacion de las uridinas de los
ARN pequeiios del nucléolo (snARN) que intervienen en el trans splicing, SLA1, un H/ACA
snoARN Unico de Trypanosomatidae, esta involucrado en la modificacion de las uridinas del
SL-ARN o molécula de ARN intermediaria en el proceso de trans splicing y, ademas, posee
actividad de chaperona del SL-ARN durante las fases tempranas de su biogénesis (27, 28, 30).

Recientemente, en T. brucei se ha identificado el primer snoARN que interviene en el
procesamiento del rARN en Trypanosomatidae. Se trata del ortélogo del snR30 en levaduras y
U17 en mamiferos, un H/ACA snoARN de 270 nucledtidos que, a diferencia de los otros H/ACA
snoRNA de Trypanosomatidae, posee, a semejanza de sus ortdlogos en vertebrados y levaduras,
dos horquillas con lazo y el motivo ACA en su extremo 3~ (30).

En general, los snoARN de Trypanosomatidae, ademas de intervenir en el procesamiento,
maduracion y modificacion del rARN, tienen un papel fundamental en el trans splicing,
mecanismo sui generis de estos parasitos, por lo cual se consideran un blanco atractivo para
controlar la proliferacidon de los parasitos (34).

Se ha descrito que otras moléculas de ARN, ademas del rARN también sufren modificaciones
posteriores a la traduccién en sus dominios conservados y funcionalmente importantes, como es
el caso del ARN de transferencia y de los ya mencionados snARN (34).

Por otra parte, Trypanosoma rangeli es un parasito protozoo causante de infecién en insectos
vectores, animales reservorios y el hombre en América Latina (37). A pesar de carecer de
capacidad patoldgica para el hombre, su importancia se deriva de que comparte vectores y
reservorios con el agente causal de la enfermedad de Chagas, T. cruzi, llegando a presentarse
infciones mixtas por estos dos parasitos, los cuales presentan reactividad inmunoldgica cruzada
(37). Por esta razon, los estudios de T. rangeli se han encaminado tanto al desarrollo de
herramientas diagndsticas que permitan la diferenciacién de T. cruzi (38), como al analisis de
genes o productos de T. rangeli que sean relevantes dentro del contexto de su asociaciéon con T.
cruzi y la relacion huésped-vector.

En la busqueda de secuencias especificas de T. rangeli, a partir de una subdivisiéon de la
biblioteca gendmica de la cepa C23 [KP1(-)] construida en el sitio NotI del plasmido pBS
(Stratagene) y enriquecida en fragmentos de 1,0 kb, se aislé el clon Cl, el cual fue caracterizado
mediante ensayos de Southern blot, electroforesis de campo pulsante (PFGE), Northern blot y
secuenciacion de nucledtidos. Los resultados permitieron concluir que dicho clon codificaba para
un C/D snoARN, el cual fue denominado snoARN-CI1 (39). Dado que la mayoria de los C/D y
H/ACA snoARN en Trypanosomatidae se organizan en tdndem y se encuentran intercalados
entre si, en este trabajo se realizdé un anélisis in silico de toda la agrupacion génica Cl con el fin
de identificar la presencia de otros snoARN.

MATERIALES Y METODOS

El tamizaje de las secuencias se hizo en las bases de datos de los diferentes proyectos de
genoma de los parasitos T. brucei, T. cruzi y Leishmania major http://www.genedb.org con el
programa BLASTN (40). Los lineamientos sencillos y multiples se hicieron con los programas
L-ALIGN (41) y Clustal W (42) (http://www.ch.embnet.org), respectivamente. Se realizaron
ajustes menores en forma manual para el caso de los alineamientos multiples.

RESULTADOS

Se identificaron seis snoARN, tres de ellos que codifican para cada una de las familias C/D y
H/ACA Figura 1. Llama la atencidén que se hayan encontrado genes ortélogos que codifican para
estos snoARNs en el cromosoma 11 de T. brucei, en donde se encuentran conformando una
agrupacion que se repite 3,5 veces. En lineas generales, la expresion de estos snoARN vy,
también, la deteccion de las modificaciones realizadas por los mismos, han sido evidenciadas en
T. brucei (34). Los analisis basados en las secuencias reportadas en los diferentes proyectos de
genoma de T. cruzi y L. major demuestran la presencia de estos snoARN en estos parasitos con
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la excepcién de TrCI3 y TrCI5 en T. cruzi. Ademas, también se han identificado genes ortélogos
para estos snoARN en L. collosoma (34).

El primer gen que hace parte de la agrupacion Cl en T. rangeli en sentido 5°-3" es el
denominado TrCl2 Figura 1, cuyo ortélogo TB11Cs4C2 en T. brucei codifica para un C/D snoARN
implicado en la metilacion del uracilo 1080 y de la adenina 1091 de la subunidad ribosémica
grande (LSU) (29, 34). Este gen se encuentra bastante conservado en Trypanosomatidae con
identidad del 60% al 80% entre las diferentes especies estudiadas (Tablas 1 y 2). De especial
interés es el hecho de que aun cuando se observan desviaciones de la secuencia consenso entre
las diferentes especies, estas secuencias son idénticas en T. rangeli y en T. cruzi (véase Figura
2); es mas, la secuencia de la caja C, en lugar de iniciar con una timidina, inicia con una
citidina, al igual que el snoARN TB9Cs2C3 de T. brucei (34).

El tercer gen de la agrupacion es el denominado TrCl4 (Figuras 1 y 2) que codifica para un C/D
snoARN encargado de la metilacidn de la uridina 611 de la LSU en su ortélogo TB11Cs4C3 de T.
brucei (29, 34). Este gen comparte porcentajes de identidad de 70% a 82% con su contraparte
en otros Trypanosomatidae (véase tablas 1 y 2).

Comparacion de los snoARN de Trypanosoma
rangeli con sus ortologos en Trypanosomatidaae

snoARN Urtﬁlugu de Trypanosomatidae
de
T. rangeli Tamano Identidad

R Especie | (puclestidos) | (%4)

Ci TC11C4C T. cruzi 87 80,2

[HE] TE11Cs4CT | T. brucei 83 73,3

G2 L. collosoma 84 78,8

LM27C101 L. major 88 70,6

[ael TB11Cs4C2 | T. brucei 95 B5.4

TS51 L. collosoma 91 71.4

LM27C1C2 | L. major 88 60.0

CI3 TE11Cs4HT | T, brucei 74 71.4

Clg TC11C4C3 T. cruzi 90 83,7

=81 TB11C=4C3 | T, bruecei 101 64,0

152 L. collosoma ag 72.4

LM27C1C3 | L. major 85 71.3

CI5 TB11Cs4HE | T. brucei 69 76,2

(71 | LM27Cs1H3 | L. major 89 74,2

Cls TC1T1CAHE | T. eruzi 7e BB.3

(771 | TB11Cs4H3 | T brucei 78 74,3

HE L. collosoma B9 B2.5

LM27CsTHZ | L. major BB 64,8

TrClI5, el cuarto gen de la agrupacion, codifica para un H/ACA snoARN (véanse Figuras 1 y 3)
cuyo ortélogo TB11Cs4H2 en T. brucei modifica las uridinas 61 y 1907 de la subunidad
ribosémica pequena (SSU) (tablas 1 y 2) (29, 34).

El quinto gen de la agrupacion corresponde a TrCl6 (Figuras 1 y 3), el cual - al igual que sus
ortélogos TB11Cs4H3, TC11C4H3, H6 y LM27C1H1 de T. brucei, T. cruzi, L. major y L.
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collosoma, respectivamente (Tablas 1 y 2) - codifica para un H/ACA snoARN responsable de la
isomerizacién de la uridina 566 de la LSU (29, 34).

El sexto y ultimo gen corresponde al previamente descrito C/D snoARN-CI1 o TrCl1 (39), el cual
se encarga de metilar las adeninas 1326 y 1338 de la LSU en T. brucei (véase tablas 1 y 2).

DISCUSION

La organizacién gendmica de estos snoARN en T. rangeli es similar a la que se presenta en la
mayoria de snoARN de plantas y Trypanosomatidae, en los cuales diferentes snoARN forman
una agrupacion que se transcribe de forma policistronica dependiente de la ARN polimerasa II
(23, 26). Por el contrario, en vertebrados y humanos la mayoria de los snoARN que guian las
modificaciones, se localizan en intrones de genes que codifican para proteinas involucradas en
la biogénesis de los ribosomas y muy pocos se transcriben de forma independiente (25).

En general, las distancias entre cada uno de los genes TrCl, que es de 15 a 450 nucleétidos, se
encuentra dentro del rango esperado segun lo reportado para T. brucei (34), con la excepcién de
los genes cl5 y cl6, los cuales se encuentran separados por tan sélo 11 nucleétidos. Sin
embargo, reportes previos indican que la distancia intergénica minima requerida para el
procesamiento correcto de los snoARN es de 10 nucledtidos,(34).

Los snoARN en Trypanosomatidae comparten las secuencias conservadas (Figura 2 y 3), y
presentan niveles elevados de identidad entre si (tabla 1), por lo cual es de esperarse que las
modificaciones realizadas por los snoARN de T. brucei, también se lleven a cabo por sus
ortélogos en los otros Trypanosomatidae. Vale la pena resaltar que la presencia de las regiones
de complementariedad con el rARN se conservan tanto en los C/D snoARN como en los H/ACA
snoARN, ademas de los motivos consenso (Figura 2 y 3).

Por otra parte, a diferencia de los C/D snoARN estudiados, los cuales parecen tener su
contraparte en levaduras, plantas y humanos, la isomerizacion de la uridina realizada por los
H/ACA snoARN TB11Cs4H1, TB11Cs4H2 y TB11Cs4H3, al parecer es Unica de Trypanosomatidae
(34). Sin embargo, es posible que dada la dificultad en identificar estos snoARN, no se hayan
identificado todos los snoARN de levaduras, plantas y humanos.

Al igual que TrCl1, TrCI2 presenta dos zonas de complementariedad con el rARN, lo cual sugiere
gue estos snoRNA son capaces de guiar dos eventos de metilacion. Esta situacion ha sido
descrita especialmente en Archaea, L. collosoma y Arabidopsis, en los cuales un porcentaje
significativo de los snoARN funcionan como guias dobles al metilar residuos cercanos ya sea por
secuencia o por plegamiento (20, 21, 33, 43). La presencia de estos snoARN parece relacionarse
con la limitacion de tamafio presentada por los genomas pequefios.

Llama la atencién que, si bien existe una elevada conservacion en la estructura primaria de los
snoARN en Trypanosomatidae, el orden de estos snoARN dentro de la agrupacidn génica difiere
entre especies, como es el caso de la agrupacion Cl de T. rangeli y TB11Cs4 de T. brucei, en los
cuales la diferencia estd dada principalmente por la ubicacion del gen que codifica para TrCl1
gue se ubica al final de la agrupacién en T. rangeli, en tanto en T. brucei se encuentra al inicio
de la misma (34). Esta diferencia en el orden podria no tener consecuencias, mas, sin embargo,
si se relaciona con el hecho de que la transcripcion en Trypanoso-matidae es policistrénica vy, al
menos para el caso de L. collosoma, se ha detectado la presencia de una secuencia de 700
nucleétidos antes del primer snoARN de la agrupacién B2, lo cual aumenta la trascripcién de los
snoARN (29); estos cambios en el orden podrian influir la expresion de estos ARN.

Las secuencias de los snoARN en T. rangeli presentan una mayor identidad con sus ortélogos en
T. cruzi que en T. brucei. Este hecho que coincide con los resultados obtenidos con los genes
gue codifican para las proteinas KMP-11 (44), histona H2A (45) y HSP70 (46), lo cual sustenta,
en general, una mayor cercania evolutiva de T. rangeli con T. cruzi y no con T. brucei, a pesar
de que tanto T. rangeli como T. brucei se transmiten a través de la saliva del insecto vector
(seccion Salivaria), a diferencia de T. cruzi que se transmite a través de las heces (seccién
Stercolaria) (37). Estos resultados ilustran la utilidad de T. rangeli como modelo de estudio de
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T. cruzi.

Dados los hallazgos recientes de la divisién de T. rangeli, por lo menos, en dos grupos
epidemiolégicamente importantes, las cepas KP1(-) asociadas con la linea evolutiva Pallescens
del insecto vector y las cepas KP1(+) transmitidas por la saliva de los triatominos de la linea
evolutiva Prolixus (47), actualmente se esta realizando la comparacién de la agrupacién Cl en
cepas KP1(+) y KP1(-) del parasito. Los estudios preliminares en la cepa Tre KP1 (-) de T.
rangeli indican que esta secuencia, al menos en los 400 nucleétidos estudiados, es idéntica a la
de la cepa C23 KP1(-) analizada en este trabajo. Por su parte, la secuencia de Cl en la cepa
H14, KP1(+) esta siendo clonada y secuenciada.

En conclusidn, la dilucidacién y la caracterizacion de los genes de T. rangeli en conjunto con los
avances del proyecto transcriptoma de este parasito (48), los proyectos de genoma de otros
Trypanosomatidea (49), la gendmica comparativa (50) y el desarrollo de técnicas como el ARN
de interferencia (51) permitirdn no sélo conocer y ahondar en el papel individual de cada uno
de los ARN pequefios del nucléolo, sino en la importancia y el papel bioldgico desarrollado por
las modificaciones del rARN. De esta forma, dada la elevada conservacion de estas moléculas de
ARN, tanto en su organizacion como en la secuencia y la estructura de Trypanosomatidae, la
presencia de snoARN especificos de Trypanosomatidae y la participacion de los mismos en
procesos caracteristicos de estos parasitos, como el trans splicing, pueden constituir blancos
para el disefio de nuevos farmacos contra estos parasitos de importancia en salud animal y
fitopatologia.
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