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1. ABREVIATURAS

RNA: Acido ribo nucleico

RNA.:i: Interferencia mediada por RNA

dsRNA: RNA de doble cadena

mRNA: RNA mensajero

PiRNA : RNA pequeio que se asocia a proteinas argonautas PIWI

PIWI: proteinas argonautas que se asocian a RNAs pequeros (P-element-

induced wimpy testes)

siRNA: RNA interferente pequefio

miRNA: micro RNA

RdRP: polimerasa de RNA dependiente de RNA

RISC: complejo inductor del silenciamiento mediado por RNA (RNA-induced

Silencing Complex)

ncRNA: RNA no codificante de proteinas

TDRD : proteinas relacionadas a la familia de proteinas TUDOR
sDMAs: argininas di-metiladas

Loci: posicion fija de un gen en el cromosoma.
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2. RESUMEN

A un grupo de RNAs pequefios no codificantes de proteinas se les ha
denominado RNA interferentes, debido a la capacidad que tienen éstas moléculas
para suprimir o disminuir la expresiéon de genes especificos mediante mecanismos de
ribo-interferencia post transcripcionales. Se clasifican 3 tipos de RNAs interferentes:
RNA pequefio interferente (siRNA), micro RNA (miRNA) y el ultimo descrito, RNA
asociado a Piwi (piRNA). Si bien, los tres comparten caracteristicas estructurales
generales en sus procesos de biogeneracion, principalmente en los efectores de sus

mecanismos de accidn se han generado algunas diferencias.

Los piRNAs se han descrito en un comienzo, como reguladores de la expresion
de transposones (elementos moviles del genoma) en invertebrados. Debido a su
asociacién con las sub-familia de proteinas Piwi, expresadas principalmente en la linea
germinal, se han establecido asociaciones en su potencial efecto regulador de la
gametogénesis en mamiferos. Con los estudios realizados a la fecha, no se ha podido
establecer de manera clara la naturaleza de los transcritos piRNA, ni tampoco en los
mecanismos o vias que median en su efecto interferente, pero serd de interés de éste
estudio, recopilar la mayor cantidad de antecedentes para dilucidar el real efecto

regulatorio de las moléculas que integran esta familia de RNAs pequerios.

Este trabajo se desarrolla bajo la metodologia de busqueda en base de datos
cientificos disponibles a través del acceso virtual para alumnos tesistas de la
Universidad de Valparaiso recopilando los articulos mds relevantes de acuerdo a las
palabras clave seleccionadas, aquellos articulos publicados en las revistas de mayor
impacto cientifico y que han entregado la informacién mas actualizada en el desarrollo

de este proyecto.

Palabras clave: piRNA, miRNA, siRNA, silenciamiento mediado por RNA, transposones,
proteinas PIWI, regulacion de genes, células germinales, espermatogénesis,

gametogénesis
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3. INTRODUCCION

El genoma humano codifica para miles de genes responsables de variadas
funciones celulares y la regulacion de la expresion de esos genes, es crucial en el
desarrollo. Esta regulacion es generada por una coleccion de eventos intra e
intermoleculares. El silenciamiento de mRNAs mediado por RNAs pequeios no
codificantes, también llamado interferencia mediada por RNA (RNAi), ha emergido

como una via clave en la regulacién de eucariotas (1-3).

El descubrimiento de los RNA interferentes ha revolucionado el entendimiento de la
regulacién de genes, revelando una organizacion de vias relacionadas en las cuales
pequenos RNA de 20 a 31 nucledtidos y sus proteinas asociadas, controlan la expresion
de la informacion genética. En estos procesos, que estan presentes en plantas y
animales, cada RNA pequefio asociado con una proteina de la familia argonauta, forma
un complejo inductor del silenciamiento mediado por RNA (RISC). Este complejo
reconoce su RNA blanco por complementariedad de bases y por medio de la actividad
endonucleasa de las proteinas argonautas, se rompen los transcritos objetivos para

generar el silenciamiento de genes de manera post transcripcional (4, 5).

Tres son las clases de RNA pequefios no codificantes (ncRNA) que participan en la
interferencia y se han clasificado como: micro RNA (miRNA), RNA pequefio interferente
(siRNA), y RNA que interactia con PIWI (piRNA). Estas clases de RNA tienen
similitudes y diferencias en su biogénesis y en su maquinaria de interaccidon proteica
(6, 7).

Los efectores del proceso de silenciamiento en la expresion de genes transcritos
mediados por RNA pequefios son las proteinas llamadas argonautas. Las proteinas
argonautas se dividen en 2 subfamilias, la familia AGO y la familia PIWI. La subfamilia
AGO es ubicuamente expresada, puede unir miRNA y siRNA. Estos RNA pequefios son
procesados a partir de un precursor de RNA de doble cadena para generar un RNA
pequefo maduro de 20 a 22 nucledtidos de largo, que dependen del procesamiento
citoplasmatico de una endonucleasa rebanadora (o silicer en ingles) llamada Dicer. La
subfamilia PIWI es expresada en su mayoria en las células germinales de varias

especies y forman complejos especificos con piRNAs (8).
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Las proteinas PIWI son imprescindibles para la funcidn y la biogénesis de piRNA, y
ademas, juegan un rol central en el desarrollo de las células germinales ya que son

requeridos durante multiples etapas de la espermatogénesis.

La reprogramacién del genoma ocurre en las células germinales primordiales y
durante ésta reprogramacion, todas las marcas de metilacion del DNA son borradas, lo
que asegura que todas las células sean epigenéticamente iguales antes de su
diferenciacion entre masculinas o femeninas. La pérdida de las marcas de metilacién
del DNA provoca la activacion de muchos genes que estan normalmente silenciados,
incluyendo transposones, y por lo tanto el genoma queda muy susceptible al dafio (9,
10). Los piRNA son requeridos para silenciar transposones durante el desarrollo (11)
por lo cual éste trabajo, se concentra en describir los piRNAs tanto en su
caracteristicas, como en la importancia de sus componentes de biogeneracién, y asi,
contribuir en un mejor entendimiento de ésta nueva clase de RNA pequefio no

codificante descubierto en células reproductivas.
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4. OBJETIVOS

Objetivo General:

Describir el fendmeno de interferencia mediado por RNA en células de la linea germinal

de una manera resumida y ordenada.
Objetivos especificos:

1. Describir los diferentes tipos de RNA pequenos, su biogénesis y principales

funciones.

2. Describir la via de generacién de piRNA con sus principales procesadores y

efectores.

3. Describir el rol regulador de piRNAs en espermatogénesis de mamiferos
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5. METODOLOGIA DE LA BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Para el desarrollo de esta tesis se ha trabajado en la busqueda de articulos que
entregaran la mayor informacién en relacion a los RNA interferentes en los temas
gue involucraron su descubrimiento, su descripcion molecular, el detalle molecular
de la biogénesis con los procesadores y efectores involucrados, sus funciones in

vivo y los proximos desafios en el campo de los RNAs pequefios.

En un inicio se generd la busqueda utilizando Web of Science como recurso,
utilizando su base de datos mediante el acceso proxy entregado por la Universidad

de Valparaiso de Chile con las siguientes palabras claves:

e Gene regulation
e RNA interference

e RNAI Biogenesis

e miRNA
e SiRNA
e Drosha
e DGCRS8
e Dicer

e Argonaute

e Exportin 5

Segun los siguientes criterios, en una primera instancia, se han discriminado los

articulos a utilizar en este trabajo:

La busqueda se centralizd entre los afios 1980 a 2014, y se consideraron
revisiones o ensayos clinicos realizadas en animales, plantas e incluso humanos. El
idioma de busqueda fue inglés, sin criterios de filtros de edad ni sexo. Luego se
han seleccionado los articulos mas actuales que se relacionaran con: el

descubrimiento de RNA pequefios, los tipos de RNA interferentes, articulos
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relacionados con su biogénesis y funciones en los diversos organismos. En
segunda instancia y para profundizar en el desarrollo de los objetivos de este

trabajo, se han buscado adicionalmente las siguientes palabras claves:

e piRNA
e PIWI
e Tudor

e piRNA Biogenesis
e Germ line
e Spermatogenesis

e Gametogenesis

Se seleccionaron los articulos mas actuales que describieran a los piRNAs, su
biogénesis, mecanismos de accidén, su desarrollo y efectos en la regulacion de la

expresion genética en células germinales.

En la busqueda de literatura se sumaron diversas combinaciones de operadores
booleanos con las palabras clave mencionadas anteriormente. La suma total de
ellos fue 9046 y sobre estos se aplicaron los filtros y limites mencionados que
permitieron descartar los que no cumplian con los criterios de seleccion para
finalmente incluir en la revision de este trabajo de tesis 197. Se incluird a
continuacion, un diagrama del mapa conceptual que esquematiza lo indicado

anteriormente.
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Diagrama Mapa Conceptual Busqueda Bibliografica

Regulacion Génica I
8727

Continua en la
Siguente
Pagina

.
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6. GENERALIDADES E HISTORIA DE LA INTEREFERENCIA MEDIADA POR
RNAs PEQUENOS

El 2 de octubre del 2006 se anunciaba el nombre de los investigadores
laureados con el premio nobel de Fisiologia y Medicina de ese afio. Los
galardonados fueron los estadounidenses Andrew Fire, profesor de la escuela de
Medicina de la Universidad de Stanford y Craig C. Mello, profesor de la escuela de
Medicina de la Universidad de Massachusetts. Se les otorgd el nobel, por sus
investigaciones en la interferencia de la expresion de genes mediada por moléculas
de RNA de doble cadena (dsRNA), un proceso fisioldgico celular de regulacion
genética que estd altamente conservado en los organismos multicelulares, llamado
interferencia de RNA (RNAi)(12).

Los trabajos de Mello y Fire en el nematodo Caenorhabditis elegans abrieron el
camino a nuevas investigaciones orientadas a identificar y dilucidar al RNAi como
un mecanismo conservado que regula la expresion genética durante el desarrollo y

la fisiologia normal de los organismos, como también en algunas enfermedades.

Desde los afios ochenta se comenzdé a utilizar la introduccion experimental de
RNA anti sentido (un RNA de cadena sencilla, de una hebra, con secuencia
complementaria a un RNA mensajero enddgeno, llamado RNA sentido) para inhibir
la expresidn de un gen en especifico. Por el mecanismo de inhibicién observado, se
planted la hipdtesis de que el RNA antisentido se unia al RNA sentido por
complementariedad de bases, y esta hibridacion interrumpia la expresion del RNA

mensajero (13-15).

En posteriores investigaciones, se indujo la hebra sentido en los ensayos
experimentales, e inesperadamente también se produjo interferencia genética
especifica de secuencia (16). Este hallazgo condujo al grupo de investigacién
dirigido por Mello y Fire a investigar el mecanismo molecular que subyace a la
interferencia genética. Los resultados de sus primeras investigaciones, condujeron
a proponer un modelo en el cual el RNA sentido o antisentido, serian convertidos a
una molécula de doble cadena por una polimerasa de Caenorhabditis elegans. La

molécula generada de doble cadena desencadenaba un proceso fisioldgico
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inhibitorio con alto grado de fidelidad que ademas se observd, era heredable en la

descendencia de este gusano (17, 18).

Anteponiendose a las ya mencionadas investigaciones de Mello y Fire, otras
observaciones ya adelantaban al concepto de la interferencia genética mediada por
RNA. El silencio génico post transcripcional y los cambios epigenéticos inducidos
por RNA se comenzaron a estudiar en primera instancia en plantas en 1990. En ese
afo, un grupo de botanicos que se encontraban trabajando con petunias,
intentaron sobre-expresar la enzima llamada chalcona sintetasa, que produce el
color purpura en esa flor (19). Para ello, introdujeron varias copias del gen que
codifica la enzima, esperando encontrar que las plantas con mayor cantidad de
chalcona sintasa fueran purpuras. Sin embargo, descubrieron que se generaban
flores sin color o hipo pigmentadas. Luego, al analizar los niveles de chalcona
sintetasa, encontraron que estos eran 50 veces menores a los de las plantas
originales (20). Esta observacion implicaba que los genes introducidos no se
estaban expresando, y ademas, que el gen natural de la planta dejaba de
expresarse, por lo cual llamaron a éste fendmeno co-supresién. Una situacion
similar fue presentada luego en las plantas de tabaco (21), y también en un hongo
llamado Neurospora crassa, pero en éste Ultimo caso, al nuevo fendmeno de
regulacién génica se le llamdé represién (en inglés quelling) (22). Estas
observaciones, y las evidencias de que el proceso de RNAi podia ser heredable en
nematodos, se constituyeron como elementos de confusidon para investigadores y
con ello se plantearon hipotesis referidas a que el agente interferente podia ser una
molécula de DNA y no un RNA. Sin embargo, lo que condujo a identificar
definitivamente que la molécula capaz de interferir en la expresion era una de RNA,
fue el trabajo de Fire y Mello en 1998 (17). Ellos observaron, que para diferentes
concentraciones de RNA, tanto la cadena sentido como la antisentido inducian
efectos inhibitorios semejantes, produciendo como resultado la desaparicion de la
proteina enddgena. Este efecto era mas potente cuando se introducia una molécula
de RNA de doble cadena en vez de las cadenas sencillas. También postularon que el
silenciamiento se lograba si las secuencias de RNA eran dirigidas a exones, ya que
si se dirigian contra secuencias del promotor o de los intrones estas no eran
efectivas (17, 23).
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Fire y colaboradores también confirmaron que la molécula blanco del RNAI era
el mRNA, y en un esfuerzo por identificar el nidmero mas pequeifio de bases
nucleotidicas capaces de llevar a cabo la interferencia encontraron que se
encontraban entre 25 a 50 nucleétidos de longitud por hebra de RNA (17, 23-26).
Ellos tambien evidenciaron que dos genes relacionados con 80% de homologia
entre si, presentaban una pérdida de la funcién diferente que no se superponia, lo
cual demostraba que el requisito de la homologia de secuencias entre el RNA
blanco y el RNA pequefio interferente era indispensable para promover la
interferencia especifica. Sumado a lo anterior, Andrew Fire y Craig Mello
describieron que en cantidad, sélo unas pocas moléculas de RNA de doble cadena
(dsRNA) se requerian para inducir el abatimiento del mRNA enddgeno, y
describieron ademas, que un mecanismo catalitico participaba en el proceso de
reconocimiento y degradacion del mRNA (17). Los resultados obtenidos en
conjunto, evidenciaron que la introduccion de un dsRNA causaba la pérdida de la
expresion del mRNA de una manera especifica a la secuencia, y que este proceso

genético estaba conservado en vertebrados e invertebrados (27).

Las evidencias bioquimicas y genéticas obtenidas con posterioridad al trabajo
seminal de Melo y Fire, han permitido entender con mayor detalle el mecanismo del

abatimiento de genes por RNAi y seran de interés a describir en ésta revision.

7. TIPOS DE RNA DE INTERFERENCIA

Hay tres grandes familias de RNAs pequefios no codificantes (ncRNAs) que

participan en interferencia en células eucariotas: micro-RNAs (miRNAs), piRNAs (RNAs

pequefios que se asocian a proteinas argonautas PIWI) y RNAs interferentes pequefios

(siRNAs). Estas tres familias son diferentes en sus origenes, pero comparten etapas

especificas en su biosintesis y en sus mecanismos regulatorios (Tabla 1). En general,

los ncRNAs son reguladores de procesos genéticos en la etapa transcripcional y post

transcripcional (28, 29) que requieren de 2 grupos principales de proteinas para

generar su efecto silenciador; las procesadoras y las efectoras. Las procesadoras son

enzimas con actividad nucleasa capaces de generar RNAs pequefios a partir de RNAs

transcrito-especificos. Por otro lado, el grupo de efectoras estd constituido por un

diverso conjunto de proteinas que se unen a RNA y son responsables de la
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estabilizacion, el transporte y la actividad regulatoria de los ncRNAs sobre su objetivo o
blanco (30).

Caracteristicas miRNA siRNA pPiRNA

Largo aprox. 22 nt | aprox. 21nt 24 - 31 nt

Enzimas Dicer Dicer Enzimas cortadoras

Procesadoras

citoplasmaticas

Argonautas que | AGO AGO PIWI

unen

Hebra doble o doble single
single

Gen Loci Disperso Disperso Clusters discretos

Procesamiento Requerida Requerida No requerida

por Dicer

Procesamiento Requerida No Requerida No Requerida

por Drosha

Expresion Todos los Todos los Linea germinal
tejidos tejidos principalmente

Precursores Transcritos Doble hebra Transcritos de
con de RNA hebra simple
horquillas

Tabla 1. Caracteristicas de RNA pequefios
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a. Micro-RNA (miRNA)

De todos los ncRNAs la familia mas estudiada es la de miRNAs. Estas moléculas
fueron descubiertas en primera instancia en el gusano Caenorhabditis elegans y son
pequefios RNAs de 21 a 23 nucledtidos generados por un complejo proceso celular
(Figura 1), que comienza con la transcripcion de un loci gendmico especifico, cuya
transcripcién fluye desde el nucleo al citoplasma, con la ayuda de nucleasas
especializadas que cortan los RNAs transcritos para producir un miRNA maduro (31,
32). En el nucleo, las proteinas Drosha y DGCRS8, reconocen y remueven las horquillas
de estos RNAs formados durante la transcripcion (33, 34). Drosha es una nucleasa
mientras que DGCRS8 es una proteina con afinidad a RNA, que reconoce la horquilla en
los miRNA primarios (primiRNA). Las horquillas extirpadas generan pre-miRNA que son
exportadas al citoplasma a través de poros nucleares con la ayuda de una proteina
transportadora llamada Exportina 5 (35). En el citoplasma, los pre-miRNAs son
reconocidos por una ribonucleasa tipo III llamada Dicer, que corta la horquilla para
generar un pequefio fragmento de dsRNA de 19 a 23 pares de bases que permanecera
unido a la enzima (36, 37). En este punto, el complejo formado entre Dicer y el
pequeno dsRNA reclutan varias proteinas de la familia de los argonautas que formaran
el complejo RISC, éste complejo seleccionara una hebra del dsRNA para generar una
molécula de miRNA maduro (38, 39). Los complejos RISC maduros seran dirigidos a
secuencias complementarias en transcritos de RNA mensajeros, interfiriendo con el
proceso de traduccién y consecuentemente reduciendo la expresion de esa proteina
(40-42). En células animales, la complementariedad entre miRNA y su blanco mRNA no
es perfecta, mientras que en plantas la homologia llega entre un 90 y un 100%. Se ha
descrito una via alternativa para la formacion de miRNA a partir de transcritos
intrénicos. En esta via, el procesamiento de los RNA en horquilla por Drosha y DGCRS8
es omitido y los pre-miRNA estdan completamente constituidos por pequefios intrones
que son removidos por la maquinaria de procesamiento, la cual une los exones y
elimina los intrones. Estos miRNAs, que omiten la etapa nuclear de biogeneracion, son
Ilamados Mirtrones (43, 44).

Los genes que codifican para miRNA estadn frecuentemente agrupados en
clusteres unidos, y son muy abundantes en el genoma humano teniendo especial

ubicacién entre intrones mas que en exones (45, 46).

Pagina | 14



Por otra parte, se ha descrito que la actividad regulatoria ejercida por miRNA es
un proceso en el cual un solo transcrito de mRNA puede ser blanco de muchos miRNAs
y al mismo tiempo por lo que un miRNA puede regular cientos de mRNAs diferentes
(47-49).

RP. Yadav, N. Kotaja/Molecular and Cellular Endocrinology 382 (2014) 498-508

endo-siRNAs

y Pre-miRNA
CYTOPLASM S ' TG 21-25 nt small RNA

T N
——

target mRNA A
- — \\\\\\/\\\‘

| Translational repression
| mRNA cleavage

Figura 1. Biogeneracion de miRNA y siRNA. El microprocesador nuclear comprendido por
Drosha y DGCR8 procesa el miRNA primario con loop en horquilla en un pre miRNA que luego es
trasladado al citoplasma. Los pre miRNA son procesados ahora por Dicer a un dsRNA de 21 a 25
nt que se asocia posteriormente a RISC. Los siRNA son procesados desde precursores de doble
hebra que no requieren de procesamiento nuclear. Los pequefios RNA median una unidn
especifica de secuencia entre RISC y mRNA lo que origina la interferencia. Se ha identificado

tambien que los RNA pequefios tienen efectos en la expresién de genes a nivel transcripcional.

Fuente: Yadav RP, Kotaja N. Small RNAs in spermatogenesis. Molecular and cellular
endocrinology. 2014; 382(1):498-508. Epub 2013/05/02.
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b. RNAs Pequeiios interferentes (siRNA)

Los RNAs pequefios interferentes (siRNAs) son dsRNA pequefios generados por
la enzima Dicer a partir de precursores mas largos (50). Fueron descritos y
caracterizados por primera vez en gusanos y plantas como producto de la accién
catalitica de polimerasas de RNA dependientes de RNA (RdRPs) (51-53). Estas
polimerasas son capaces de generar largos dsRNAs que son exportados al citoplasma
(Figura 1). Luego son procesados por Dicer y reclutados a su blanco especifico por el
complejo citoplasmatico de silenciamiento (54-56). En plantas los siRNAs son
producidos como respuesta al stress externo o como un mecanismo de defensa frente

a elementos moéviles o virus (57, 58).

En animales, la aparente ausencia de RdRPs en sus genomas habia descartado
la busqueda de siRNAs, hasta el descubrimiento de LINE-1, un retro-transposon
detectado en cultivos celulares humanos capaces de producir una transcripcion
bidireccional del RNA utilizando un sistema doble de promotores en las orientaciones
sentido y anti-sentido de la hebra de RNA lo que resulta en la formacion de siRNA (59,
60). En Drosophila melanogaster, los siRNAs son de 21 nucleétidos, tienen
modificaciones en su extremo 3"y son de doble hebra (61, 62). En muchos casos, los
siRNAs estan relacionados a regiones que contienen pseudo-genes, con repeticiones
invertidas en tandem que permiten la formacion de largas estructuras de dsRNA

susceptibles a ser procesadas por Dicer (61).

En las ratas, siRNAs tambien son de 21 nucleétidos, generados por Dicer y sus
blancos son genes codificantes para proteinas (54, 63). Todavia no estd aclarada la
accion reguladora de siRNAs, pero probablemente por su condicion enddgena, hayan
evolucionado a partir del mas primitivo sistema de defensa, y mas aun, algunos
autores consideran que los siRNAs continlan hasta la actualidad en constante
evolucion (64, 65).
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8. PROCESADORES DE RNAS PEQUENOS

En plantas y animales la produccion de RNA pequefos estd
compartimentalizada en primera instancia en el ndcleo y en un segundo proceso, se
ubica en el citoplasma. El modelo mas estudiado de biogeneracién de RNAi es el de
miRNA y nos servird de base para describir los aspectos generales de este proceso

bioldgico se describira a continuacion (6, 7).

9. DROSHA Y EL MICROPROCESADOR NUCLEAR

El primer paso en la biosintesis de miRNAs en animales e insectos es catalizada
por un grupo de proteinas (Figura 2) que forman el complejo microprocesador:
Drosha, una RNAasas tipo III (66) y DGCR8, una proteina que une dsRNA y es
responsable del reconocimiento del RNA primario (32, 67). Estas dos proteinas
representan los requerimientos esenciales para el inicio del procesamiento de los
transcritos primarios de miRNA (33). En cultivos celulares humanos, Drosha se ha
descrito como el corazén de los complejos microprocesadores nucleares, en los que
podemos encontrar, un complejo binario compuesto de Drosha y DGCR8 con una gran
actividad procesadora de transcritos primarios de miRNA, sumado a varias proteinas
accesorias (68, 69). En plantas, el complejo microprocesador binario es reemplazado
por una proteina nuclear llamada DCL1, una RNAasa tipo III que genera precursores

de dsRNA a partir de transcritos de cadena larga (70).

Las células con mutaciones de Drosha y DGCR8 muestran una acumulacion de
miRNAs primarios en el ndcleo, lo que nos sugiere su rol pivote en la biogeneracion de
miRNAs (71).

En humanos, se ha descrito que Drosha posee 1374 residuos aminoacidicos que
pueden ser divididos claramente en dos regiones: un segmento N-terminal desde el
aminoacido 1 al 550, muy desestructurado y flexible lo que permite la necesaria
interaccion proteina-proteina con otros elementos del complejo microprocesador
nuclear. Por otra parte, esta el segmento C-terminal, que va desde el aminoacido 550
al 1374 y el cual contiene dos dominios cataliticos RNAasa tipo III que terminan con un
dominio de unién a dsRNAs (72).
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Por otro lado DGCR8 es una proteina de unidon a RNA, y en humanos posee 773
aminoacidos. En ella se han descrito dos regiones: dominio de dimerizacion WW
localizado cercano a la regiéon N-terminal, y una region de unién a dsRNA ubicada en el
extremo C-terminal (73). El dominio de unién a RNA muestra estructuras
tridimensionales compuestas por un corazén de alfa hélice, fusionado con pequefias
ldminas de segmentos beta, que son posicionadas en tdndem para asegurar una mayor
superficie de contacto con la molécula de RNA blanco (73). DGCR8 ha sido
caracterizada como una proteina de unién a grupo Hemo, estando éste cofactor
directamente involucrado en la eficiencia del procesamiento de los miRNAs primarios

del complejo nuclear (74).

Pagina | 18



Bacterial RNAse llI
Aminoacids: 1-221

PDB code: 1YYK

Resolution: 2.50 A

Organism: Aquifex aeolicus
Method: X-ray crystallography

RNAse llI
1 221
107 1233 1374
DROSHA
876 1056
. . dsRNA binding domain
iz . ¢ Aminoacids: 1259-1337
$1%: 1900 _ i PDB code: 2KHX
301 334 773 D | Organism: human
511 578 P 87 i
b Method: NMR
DGCR8

Core domain

Aminoacids; 489-701

PDB code: 2YT4

Resolution: 2.60 A

Organism: human

Method: X-ray crystallography

WW dimerization domain
Aminoacids: 299-352

PDB code: 3LE4

Resolution: 1.70 A

Organism: human

Method: X-ray crystallography

Figura 2. Microprocesador nuclear: Drosha y DGCR8. En el mapa de dominio se destaca
con cajas coloreadas las secuencias que representan los dominios funcionales presentes en cada
proteina. En Drosha los dominios cataliticos RNAsa III y dominios de unién a dsRNA. En DGCR8

los dominios de unién a dsRNA de miRNA primarios.

Fuente: Costa MC, Leitao AL, Enguita FJ]. Biogenesis and mechanism of action of small non-
coding RNAs: insights from the point of view of structural biology. International journal of
molecular sciences. 2012; 13(8):10268-95. Epub 2012/09/06.
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10.DICER, EL MICROPROCESADOR CITOPLASMATICO

Dicer (Figura 3) es una enzima con variadas funciones: primero debe capturar
los pre miRNA exportados desde el nucleo por medio del reconocimiento de dsRNA,
luego romperlos para generar dsRNAs de 21 a 23 nucleédtidos, y en tercer lugar, debe
actuar como un punto de encuentro para las proteinas que generaran posteriormente
el complejo RISC (75-77).

Las proteinas Dicer son muy conservadas en eucariotas, lo que ha sugerido un
decisivo rol de estas enzimas en la fisiologia celular. La mas completa informacién
disponible de Dicer proviene de Giardia intestinalis, en ella Dicer es de la mitad del
tamafio que su homdloga humana, y contiene dos dominios cataliticos RNAasa tipo III
mas un dominio de uniéon a RNA llamado PAZ (78, 79). Dicer puede procesar dsRNAs
de manera independiente a su secuencia, permitiendo tanto la disparidad de pares de
bases, como la diferencia de estructura del RNA en su procesamiento. Segun lo
anterior, cualquier dsRNA es capaz de entrar en la ruta de silenciamiento de genes lo
cual le entrega a esta enzima una gran relevancia fisioldgica debido a su amplia
tolerancia con las moléculas de doble hebra de RNA (80). La enzima Dicer humana
conserva los dominios centrales de PAZ y RNAasa de Dicer primitiva, pero incluye
ademas dos dominios de unidon a dsRNA, organizados en tdndem con configuracién
tipo hélice en su regién N-terminal (81). Los residuos de lisina ubicados en el limite de
los dominios RNAasa tipo III estan involucrados en la funcion rebanadora de esta
enzima, la cual es esencial en el procesamiento de RNAs pequefios y se han descrito

en otras RNAasas relacionadas, como Drosha (82).
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Figura 3. Procesador citoplasmatico: Dicer. En el mapa de dominio se destaca con cajas
coloreadas las secuencias que representan los dominios funcionales presentes en la proteina. El
dominio de uniéon a RNA llamado PAZ y el dominio catalitico RNAasa se repite en la Dicer de

Giardia y Mamimferos.

Fuente: Costa MC, Leitao AL, Enguita FJ]. Biogenesis and mechanism of action of small non-
coding RNAs: insights from the point of view of structural biology. International journal of
molecular sciences. 2012;13(8):10268-95. Epub 2012/09/06.
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11.EFECTORES EN LA RUTA DE BIOGENERACION DE RNAS PEQUENOS.
PROTEINAS DE LA FAMILIA ARGONAUTA.

Las proteinas argonautas son una familia de proteinas que unen a RNA
pequefios en el citoplasma, se encuentran muy conservadas en los organismos, desde
bacterias a humanos (Tabla 2), y siempre estdn presentes en el corazén de los
complejos silenciadores. Los miembros de la familia argonauta son capaces de unir los
RNA pequeiios cumpliendo la funciéon de guias, dirigiéndolos a sus mRNAs blanco
especificos para el silenciamiento o la degradacion de la sefal mensajera. Las
proteinas argonautas son el mayor efector de la maquinaria de regulacion dependiente
de RNA, siendo un importante protagonista en la interferencia mediada por RNA en
eucariotas. Algunas proteinas argonautas presentan actividad nucleasa, siendo capaces
directamente de rebanar o degradar las moléculas de RNA, por lo que jugan un rol
muy relevante en la defensa frente a factores genéticos externos, tales como

bacteriéfagos y elementos méviles transponibles (83).
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Table 1| Types of small RNA-associated Argonaute proteins, and the origin and mechanism of action of small RNAs

Subfamily Ago-family protein  Class of smallRNA*  Length of smallRNA  Origin of small RNA* Mechanism of action
Mammals
Ago AGO1-4 miRNA 21-23nt miRNA genes Translational repression,
mRNA degradation,
mRNA cleavage and
heterochromatin
formation?
endo-siRNA® 21-22nt Intergenic repetitive mRNA cleavage?
elements, pseudogenes
and endo-siRNA clusters
Piwi MILI (PIWILZ in Pre-pachytene piRNA ~ 24-28 nt Transposons and piRNA Heterochromatin
humans) and pachytene piRNA clusters formation (DNA
methylation)
MIWI (PIWILL in Pachytene piRNA 29-31nt piRNA clusters ?
humans)
MIWI2 (PIWIL4 in Pre-pachytene piRNA ~ 27-29 nt Transposons and piRNA Heterochromatin
humans) clusters formation (DNA
methylation)
(PIWIL3 in humans) ? ? ? ?
Drosophila melanogaster
Ago AGO1 miRNA 21-23nt miRNA genes Translational repression
and mRNA degradation
AGO2 endo-siRNA ~21nt Transposons,mRNAsand ~ RNAcleavage
repeats
exo-siRNA ~21nt Viral genome Viral RNA cleavage
Piwi AUB piRNA 23-27nt Transposons, repeats, RNA cleavage
piRNA clusters and Su(Ste)
locus
AGO3 piRNA 24-27 nt Transposons and repeats RNA cleavage
(unknown in testis)
PIWI piRNA 24-29nt Transposons, repeatsand ~ Heterochromatin
piRNA clusters formation?
Schizosaccharomyces pombe
Ago Agol endo-siRNA ~21nt Quter centromeric repeats, Heterochromatin
mating-type locus and formation
subtelomeric regions
Arabidopsis thaliana'
Ago AGO1 miRNA 20-24nt miRNA genes mRNA cleavage and
translational repression
endo-siRNA (tasiRNA 21nt TAS genes mRNA cleavage
including TAS3)
exo-siRNA 20-22nt Viral genome Viral RNA cleavage
AGO4 and AGO6 rasiRNA 24nt Transposons and repetitive  Heterochromatin
elements formation
AGO7 miR-390 21nt miRNA gene Cleavage of TAS3 RNA

Tabla 2. Proteinas Argonautas en diversas especies. Proteinas PIWI Y AGO en diversos

organismos.

Fuente: Kim VN, Han J, Siomi MC. Biogenesis of small RNAs in animals. Nat Rev Mol Cell Biol.
2009;10(2):126-39. Epub 2009/01/24.
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Estructuralmente todas las proteinas que pertenecen a la familia argonauta
poseen un variable dominio N-terminal y tres dominios conservados: el dominio PAZ,
el dominio MID o intermedio, y el dominio PIWI (Figura 4). PAZ y MID estan
involucrados en la correcta identificacion e interaccién con el RNA pequefio. El dominio
PAZ interactia con el extremo 3 “del RNA pequefio y el dominio MID es el responsable
del reconocimiento y la interaccion con el grupo fosfato del extremo 5° del RNA
interferente. Por Gltimo, la funcion del dominio PIWI es de guiar el complejo AGO-RNA

al mRNA blanco y también de ejercer la funcién catalitica (84).

Las proteinas argonautas estan divididas en 2 diferentes sub-familias: la sub-
familia AGO, llamadas asi luego del descubrimiento de la proteina argonauta 1 en
Arabidopsis thaliana; y la sub-familia PIWI, por primera vez descrita en Drosophila

melanogaster (P-element iduced wimpy testis) (8).

Las proteinas AGO estdn presentes en la naturaleza desde levaduras a
mamiferos (85), son consideradas como puentes moleculares, debido a que su funcion
requiere una interaccion simultanea entre los RNAs y las proteinas. En humanos vy
otros vertebrados hay cuatro proteinas de esta sub-familia (AGO1 a la AGO4). AGO2
es la Unica proteina de la sub-familia capaz de catalizar un selectivo silenciamiento de
RNA in vivo y esta actividad silenciadora solo se ejerce cuando la complementariedad
del RNA guia y su blanco es completa (86). Por otra parte AGO1, es un componente
esencial en el nucleo de levaduras, regulando la estructura de la cromatina en
respuesta a la presencia de RNAs pequeios complementarios a los nacientes mRNAs.
Los otros miembros de la familia, AGO3 y AGO4, no estadn bien caracterizados en
términos de funcion y especificidad de accion, pero a pesar de ello, se sabe que todos
los argonautas de mamiferos cooperan en la ruta de biogeneracion de RNAs pequefios

de una forma redundante y continua (87, 88).
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Figura 4. Proteinas Argonautas. A) Representacion esquematica de los dominios de las
proteinas PIWI/AGO en Drosophila. B) Estructura cristalografica de AGO Thermus thermofilus
unida a RNA guia (roja) y a su target (azul). C) Cladograma radial de PIWI y AGO.

Fuente: Saxe JP, Lin H. Small noncoding RNAs in the germline. Cold Spring Harbor perspectives
in biology. 2011;3(9):a002717. Epub 2011/06/15.

12.PROTEINAS COOPERADORAS EN EL SILENCIAMIENTO: EXPORTINA 5

Los miRNA primarios son activamente exportados desde el nlcleo al citoplasma
para originar miRNAs maduros. Este transporte es asegurado por el sistema Exp-
RanDTP, que fue por primera vez caracterizado en los oocitos de Xenopus(89). La
Exportina 5 es una proteina que se une a dsRNAs y puede traslocar estas moléculas
desde el nucleo al citoplasma. Los exportadores dependientes de RanGTP (exportinas),
constituyen la clase mas grande de ese tipo de acarreadores y son muy versatiles en
su funcionamiento. Como otras exportinas, la Exportina 5 (Figura 5) carga su miRNA
primario en respuesta a la uniéon de RanGTP en el nlcleo y atraviesa el poro nuclear
hacia el citoplasma como un complejo ternario formado por RanGTP-Exportina 5-
miRNA, en donde la hidrdlisis del GTP, lleva al desarme del complejo exportador (90).

La interaccion entre los involucrados en el complejo ternario antes mencionado, ocurre
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a través del contacto idnico de sus moléculas. Un bolsillo estrecho dentro de la
proteina Exportina 5, reconoce los nucledtidos del extremo 3 en el miRNA primario,
permitiendo asi una interaccidon con la proteina y le entrega proteccidon al RNA

transportado frente a nucleasas (91).

Figura 5. Exportina 5. Estructura cristalografica de la proteina unida a un pre miRNA. Las
dsRNA interacttan con los residuos de cargas positivas (lisina y arginina en azul).

Fuente: Costa MC, Leitao AL, Enguita FJ]. Biogenesis and mechanism of action of small non-
coding RNAs: insights from the point of view of structural biology. International journal of
molecular sciences. 2012;13(8):10268-95. Epub 2012/09/06.

13.piRNA

Cuatro investigaciones independientes se sucedieron el 2006 para identificar los
RNA pequefios que interactuaban con proteinas PIWI en células germinales de rata
(92-95). En la extraccién total del RNA de los testiculos de rata, identificaron
abundantes especies de RNA de hebra simple de alrededor de 30 nucledtidos de
longitud que se asociaban a MIWI, una proteina PIWI de ratdn. Los ratones mutantes
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de MIWI presentaron una deplecion casi total de estos RNAs de gran tamafio y fenotipo
esteril, y a partir de ese momento, a estas largas especies de RNA pequefios les
lamaron piRNA, debido a la asociacion de estas moléculas en el citoplasma a las
proteinas argonautas PIWI. Los investigadores describieron que los clister para piRNA
no se encontraban en todo el genoma del ratdén, sino que mas bien, en un
determinado loci, ademas dieron a conocer que esta especie de RNA pequeiio de gran
longitud, estaba sélo presente en el RNA testicular extraido de los ratones estudiados
(96, 97).

Por definicién, los piRNAs se unen a las proteinas PIWI; son un poco mas largos
(25 - 31 nucledtidos) que miRNA y siRNA (21 - 24 nucledtidos), son de una hebra, y
ademas poseen un sitio de modificacion 2 "-O- metil en su extremo 3° (98-101). Estos
RNAs pequefios son procesados desde un transcrito precursor de una hebra que
proviene de regiones intergénicas llamadas clisteres de piRNA (102), mediante un
mecanismo que es independiente de la enzima Dicer (7, 103, 104). Algunos clisteres
de piRNA son unidireccionales, en los cuales piRNA es codificado por una hebra de
ADN, y hay otros clUsteres que son bidireccionales, con una regién central pobre en

piRNA, flanqueada por brazos de piRNA codificantes por la hebra opositora (92, 93).

Los piRNAs son especificamente expresados en la linea germinal de diversas
especies de Metazoos estudiados a la fecha y su funciéon estd conservada largamente
entre las especies, desde esponjas a humanos (64, 105). La asociacién entre PIWI y
piRNA, tiene un rol fundamental en la fertilidad de diversas especies, y se ha
evidenciado en diversas etapas de la espermatogénesis (106-109). Es sabido, que la
reprogramacion genética ocurre en las células primordiales germinales, durante este
proceso, todas las marcas de metilacion del DNA son borradas en las células, lo que
asegura que todas las células germinales sean epigenéticamente iguales previo a la
diferenciacion entre macho/hembra. Posterior a la reprogramacion, se establece la
impronta parental durante la metilacién de novo del DNA (110, 111). La pérdida de las
marcas de metilacion del DNA trae como resultado la activaciéon de genes que estan
normalmente silenciados, llamados transposones, que dejan al genoma muy
susceptible al dafio (112). Los piRNA son esenciales en el silenciamiento de
transposones en el periodo del desarrollo (113). Durante la espermatogénesis de

ratén, se generan dos clases de piRNA; piRNA pre paquiteno y piRNA paquiteno.
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a. piRNA pre paquiteno

El piRNA pre paquiteno (Figura 6) pertenece al 5% de los piRNAs conocidos y se
dividen en 2 grupos: piRNA pre paquitenos fetales y piRNA pre paquitenos post natales
(114). Los primeros, que constituyen la mayoria, son expresados en la etapa de pro
espermatogonia y se asocian con las proteinas PIWIL2 (llamada MILI en ratas) y
PIWIL4 (llamada MIWI2 en ratas). La mitad de ellos son derivados de elementos
transponibles y un 3% del piRNA pre paquiteno es derivado de exones codificantes a
proteinas. Los piRNA pre paquitenos post natales sélo se asocian a MILI, debido a que
es la unica proteina PIWI presente en dicha etapa. Los piRNA pre paquitenos post
natales también son derivados de elementos transponibles, pero éste grupo de
elementos transponibles son distintos a los mencionados en la etapa pre natal. Un gran
porcentaje de los piRNA pre paquitenos post natales (20%) son también derivados de

exones codificantes a proteinas (96).

b. piRNA paquiteno

En éste segundo grupo de piRNA (Figura 6) encontramos el 95% de los piRNA
que se conocen (114, 115). Ellos estan presentes post natalmente en espermatocitos
en paquiteno y en las espermatidas redondas en donde se asocian con MILI y PIWIL1
(MIWTI). A diferencias de los piRNA pre paquiteno, los piRNA paquiteno derivan en su
mayoria de regiones intergénicas no repetitivas, llamadas clisteres de piRNA
paquiteno. Estos piRNAs no tienen un blanco conocido y se ha hipotetizado que son
productos de degradacion de los procesos de biogeneracion de piRNA. Sdélo un 20% de
los piRNA paquiteno son derivados de elementos transponibles (116). Los clisteres de
los piRNA paquiteno son mas largos que los de piRNA pre paquiteno, pero muestran
una pequefia superposicion entre ellos. Un factor de transcripcién llamado A- MYB

participa en el inicio de la transcripcidon de clisteres de piRNA paquiteno en rata(117).
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Figura 6. Expresion de piRNA y proteinas PIWI durante la espermatogénesis de rata.
Los pre paquitenos piRNA estan presentes prenatalmente en pro espermatogonias y post
natalmente en espermatogonias. Los paquiteno piRNA estan presentes post natalmente en los
espermatocitos del paquiteno y en espermatidas redondas. MIWI es expresada espermatocitos
del paquiteno y en espermatidas redondas. MIWI2 es expresada en pro espermatogonias. MILI
es expresada entre pro espermatogonias a espermatidas redondas. Mutantes de MIWI exiben un
arresto en la espermiogénesis. Mutantes de MILI y MIWI2 exiben un arresto en meiosis

(marcados con x en rojo)

Fuente: Fu Q, Wang PJ. Mammalian piRNAs: Biogenesis, function, and mysteries.
Spermatogenesis. 2014; 4:e27889. Epub 2014/08/01.

14.PROTEINAS PIWI

El descubrimiento de las proteinas PIWI en 1998 (118) y su asociacion con
piRNAs, ha revelado una nueva dimension de la regulacién de genes en diversos
procesos del desarrollo (Tabla 3). Numerosos estudios han demostrado que el corazén
central de todas las vias de biogeneracion del silenciamiento mediado por RNAs
pequenos, son las proteinas Argonautas (108). La subfamilia PIWI se encuentra casi
exclusivamente en gdénadas animales y se asocia a RNAs de aproximadamente 24-30
nucledtidos (piRNA) (119).
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small

Mutant RNAs
Name Species Localization phenotype identified Notes
AUB Drosophila 39 Germline 39 Sterile YES Polar granule
melanogaster (cytoplasmic) component
PIWI Drosophila 39 Germline & | 39 Sterile YES Polar granule
melanogaster soma (nuclear & component &
cytoplasmic) chromatin
protein
AGO3 Drosophila 39 Germline No mutant YES Somatic
melanogaster (cytoplasmic) localization
detected by
western blot
MILI Mus musculus & Germline & Sterile YES Chromatoid
(cytoplasmic) body
component
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MIWI Mus musculus & Germline & Sterile YES Chromatoid
(cytoplasmic) body
component
MIWI2 Mus musculus & Germline & Sterile YES
(nuclear and
cytoplasmic)
ZIL1 Danio rerio 39 Germline 39 Sterile YES Perinuclear
granules
ZIWI Danio rerio 39 Germline 39 Sterile YES Perinuclear
granules
SMEDWI- | Schmidtea Neoblasts Regeneration YES
2 mediterranea defects
SMEDWI- | Schmidtea Neoblasts Regeneration YES
3 mediterranea defects
TWILP Tetrahymena Cytoplasmic and No progeny YES Epigenetic
thermophila nuclear (scnRNA) regulator
HIWI Homo sapiens Testicular Over- NO
enrichment; expression in
somatic tissues cancer lines
BOMBYX Bombyx mori 3 Q Germline NO YES See text
PIWI enrichment

Tabla 3. Proteinas PIWI. Son descritas en diversas especies

Fuente: Thomson T, Lin H. The biogenesis and function of PIWI proteins and piRNAs: progress
and prospect. Annual review of cell and developmental biology. 2009; 25:355-76. Epub
2008/01/10.

El genoma de ratén codifica para tres proteinas PIWI: MIWI, MILI y MILI2 y
cada una de ellas son expresadas en diferentes estados del desarrollo. La proteina
MILI se encuentra en ambos sexos, mientras que las otras dos las encontramos sdlo en
lineas germinales de machos (106, 120, 121). MILI demuestra un gran perfil de
expresion que comienza en las células embrionales masculinas a los 12.5 dias, luego
de su migracion a las gonadas en desarrollo y se encuentran hasta la adultez en las
espermatidas redondas. Por otra parte, MIWI2 estd presente en un periodo mas

tardios, desde el dia 14.5 post coito hasta los 3 dias después del nacimiento. Esta
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ventana de tiempo se correlaciona con el arresto del ciclo celular y la metilacion de
novo en células germinales. La expresion de la proteina MIWI sucede en los testiculos
adultos a partir de los 14 dias después del nacimiento, lo que coincide con el comienzo
de la meiosis en los espermatocitos del paquiteno y termina en la etapa de generacién

de las espermatidas redondas (96, 97).

Las proteinas argonautas se caracterizan por tres dominios proteicos altamente
conservados; PAZ, MID y el PIWI (122). La mayoria de los RNA pequefios tienen un
extremo 5 monofosfato y en el extremo 3’ poseen un grupo hidroxilo, pero en todos
los piRNA conocidos el extremo 3 “se modifica por un extremo 2 '-0- metilado (99).
Esta modificacion es de utilidad en la unién entre el RNA y la proteina, ya que entre
ambas moléculas se forma un bolsillo hidrofébico en el dominio PAZ (123). La guia de
unidén se genera a partir del acido nucleico en posicién 1, lo que provoca una base
especifica de contacto para la proteina argonauta (124). Queda por averiguar, si la
fuerte preferencia a la Uridina como el primer nucleétido en la secuencia de piRNA es
una consecuencia del reconocimiento especifico del dominio MID de PIWI o una
consecuencia del mecanismo de biogénesis de piRNA (92, 93). Algunos argonautas son
pequefias nucleasas guiadas por RNA, que pueden catalizar el corte de acidos nucleicos
blancos mediante el reconocimiento de interacciones entre pares de bases por
complementariedad. En la sub familia PIWI, esta propiedad es llevada a cabo por el
plegamiento RNAasa H del dominio PIWI, que es determinado por la triada catalitica
Asp-Asp-His, cuya escision usa como cofactores iones Magnesio para la funcién
endonucleasa (slicer) (125-127) que es vital en el silenciamiento mediado por piRNA.
La importancia in vivo de la actividad catalitica de PIWI se ha demostrado en los
estudios que han realizado mutaciones a MILI o MIWI y han dado como resultado un
patrén fenotipico infértil en ratas (128, 129). Se ha demostrado, que para la actividad
catalitica del complejo piRNA-PIWI es requerida una amplia complementariedad de
pares de bases entre piRNA y el RNA blanco, mas aun, la complementariedad de bases
en los residuos de las posiciones 2 a la 21, son absolutamente esenciales para la
catalisis mediada en particular por MIWI (123). Lo anterior ha evidenciado una gran

especificidad en el silenciamiento mediado por estas moléculas.
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15.PROTEINAS ASOCIADAS A PIWI EN LA BIOGENERACION DE PIRNA

Las proteinas PIWI interactian con numerosas proteinas para regular la
biogeneracién de piRNA. El estudio de estas proteinas adicionales, nos entregan
informacién complementaria para entender mejor el mecanismo de silenciamiento

mediado por piRNA.

a. Proteinas que contienen dominios TUDOR (TDRD)

Las proteinas que contienen dominios relacionados con tudor en sus estructuras
(TDRD), ha sido de interés en el estudio debido a su funcién e interaccién con las
proteinas PIWI (130, 131). Las proteinas TDRD pertenecen a la gran familia de
proteinas TUDOR que reciben su nombre gracias al gen del mismo nombre descubierto
en Drosophila melanogaster durante la pesquisa de mutaciones que causaban letalidad
y esterilidad a la progenie de éstas moscas (132). El dominio tudor ha sido reportado
en una amplia gama de proteinas eucariotas. Este dominio, posee una estructura
central de aproximadamente 60 aminoacidos compuesto de cuatro hebras beta anti-
paralelas que forman una estructura similar a un la de un barril, con una unién
aromatica en su superficie, para recepcionar ligandos de arginina/lisina metilados
(133, 134). La versatilidad conformacional del dominio proteico tudor, le confiere a las
proteinas multiples funciones en diversos procesos tales como el metabolismo de RNA,
el espliceosoma de mRNA, la biogeneracién de piRNA y la modificacién de Histonas
(135-137).

Se ha identificado que, la subfamilia de proteinas PIWI son metiladas en sus
argininas por una proteina llamada metil Transferasa 5 (dPRMT5, también conocida
como Capsuleen o Dart5) para formar argininas di metiladas (sDMAs) simétricamente
en su extremo N terminal (138, 139). Las sDMAs de las proteinas PIWI sirven como
motivos de unidn para TDRDs y juegan un rol crucial en las funciones de piRNAs (140-
142). Muchos TDRDs se han detectado en recientes estudios en rata, tales como:
TDRKH, TDRD1, TDRD2, TDRD4, TDRD5, TDRD6, TDRD7, TDRD9 y TDRD12 (143-
146). TDRKH es una proteina mitocondrial que se asocia a MIWI y MIWI2, y es
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requerida para el procesamiento de piRNA inmaduros. También actia como una
especie de andamio para las proteinas PIWI de rata ya que recluta diversas proteinas
fundamentales en el silenciamiento al nicleo germinal (nuage) en moscas (138, 147,
148).

b. Factores adicionales a Tudor en la biogeneracion de piRNAs

Diversos estudios han identificado factores adicionales involucrados en la via de
piRNA que incluyen en su mayoria proteinas con dominios de helicasa. La helicasa de
ratones MOV10L1 o su ortélogo ARMI en moscas, son requeridas en la biogénesis
primaria de piRNA (149, 150). Se cree que son capaces de cargar el precursor primario
de piRNA (25-70 nucledtidos) a las proteinas PIWI, como se describido en Drosophila
melanogaster. Se pueden unir a los tres tipos de proteinas PIWI y es un gran regulador
de la biogeneracion de piRNA. Por otra parte, VASA en moscas y su homdlogo
MVH/DDX4 en ratas, se ha reportado como un cofactor importante en la etapa de
biogeneracién secundaria de piRNAs (140, 151). VASA junto a otra proteina llamada
FKBP6, son actores importantes en la asociacién de las proteinas MIWI2 a piRNA
secundario apoyado por la proteina TDRD1 (152, 153). Las proteinas GASZ y GPAT2 se
asocian con MILI y son requeridas para la biogénesis primaria de piRNA (154, 155).
GASZ, GPAT2 y MITOPLD son proteinas de membranas mitocondriales, y tienen
actividad endonucleasa frente a RNAs de hebra simple, tal como lo son piRNAs. El
homodlogo de MITPLD en moscas es Zucchini (ZUC), y en recientes investigaciones se
ha descrito que esta proteina posee importantes efectos regulatorios en la via primaria
de piRNA, mientras que MITPLD en rata tiene efectos regulatorios a lo largo de toda la
via de generacion de piRNA (156-158). La proteina MAEL co-localiza junto a MIWI2 y
TDRD9 en proespermatogonias, se asocia con MILI y MIWI en espermatocitos y
promueve la localizacién nuclear de MIWI junto con el inicio de la biogénesis de piRNA

en gonocitos de rata (159, 160).

La gran cantidad de proteinas asociadas a la generacion de piRNAs, ha
demuestrado la complejidad de dicha via para el procesaminto y la generacidon de

piRNA maduros.

Pagina | 34



16.BIOGENERACION DE PIRNA

La biogénesis de piRNAs se ha abordado a través de 2 etapas: La de su
procesamiento primario y luego a una segunda etapa de amplificacién ciclica, llamada

también etapa de ping pong (Figura 7).
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Figura 7. Biogeneracidon de piRNA en mamiferos. Los precursores de piRNA son trascritos desde
piRNA clusters y transportados al citoplasma para su procesamiento. En las células fetales
germinales, piRNA primarios producidos por el procesamiento primario son cargados a MILI. Esta
unién se amplifica por el procesamiento secundario en ping pong al igual que la produccién de
MIWI2 unido a piRNA. Este proceso se genera en pro espermatogonia para silenciar la expresion

de transposones.

Fuente: Yadav RP, Kotaja N. Small RNAs in spermatogenesis. Molecular and cellular

endocrinology. 2014;382(1):498-508. Epub 2013/05/02.
Pagina | 35



a. Biogeneracion primaria de piRNA

Durante el procesamiento primario, el loci que codifica para piRNA transcribe
inicialmente un RNA largo, llamado piRNA precursor que posee cientos de kilo bases de
largo (105). La transcripcion de piRNA de paquiteno se inicia por el factor de
transcripcion llamado A-MYB (117). Esta proteina también regula otros genes de la via
de piRNA tales como TDRD1, MIWI, y MITOPLD. Los precursores de piRNA se generan
cubiertos en su extremo 5, y poli-adenilados en su extremo 3" (117). Una de las
mayores diferencias entre la via de biogeneracion de piRNA y las de miRNA/siRNA es
gue la biogeneracion de piRNA es independiente de la enzima Dicer (103). Mas aun, el
analisis de las regiones estructurales de precursores piRNA muestran una falta de la
forma de horquilla o bucle, caracteristica inicial de siRNA y miRNA (92). Los
precursores de piRNA son luego procesados en RNAs mas pequenos, llamados piRNA
intermediarios, por la endonucleasa MITOPLD en ratas (ZUC en moscas). Los piRNA
intermediarios se asocian a proteinas MILI y MIWI, y su extremo 5 que termina con
Uridinas, provoca una estrecha unién por afinidad al dominio MID de las proteinas
PIWI. El tamafo de estos piRNA intermediarios es de entre 32-40 nucledtidos (116,
161, 162).

El piRNA intermediario es a continuacién cortado nuevamente por la enzima y
transformado en piRNAs maduros, bajo la actividad nucleasa mediada por TDRKH, una
proteina de la familia tudor. Luego del corte, el piRNA maduro es di metilado e
incorporado al dominio PAZ de la proteina MILI (148, 163).

b. Biogeneracion secundaria de piRNA (ciclo de amplificacién o ping pong)
Mientras que mediante la via primaria se genera un pool inicial de piRNA
maduro, en esta segunda etapa, el ciclo de amplificacién en ping pong genera piRNA
secundarios maduros procesados, amplificando el pool de piRNAs primarios. Durante
esta etapa, las proteinas PIWI rompen los RNA entre el nucledtido 10° y el 11°,
generando el extremo 5 de los piRNA secundarios. Esto provoca que la marca de los
piRNAs secundarios sea la adenosina en el 10° nucledtido (164). Los piRNAs
secundarios son cargados en otras proteinas PIWI y sus extremos 3’ son procesados

por la actividad rebanadora de otra nucleasas llamada Trimmer (165, 166). Por otra
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parte, los piRNAs secundarios guian a las proteinas PIWI a los RNA blancos para
cortarlos y al mismo tiempo estas moléculas se unen para producir piRNA primarios
amplificando la producciéon de piRNAs y el silenciamiento de transcritos de RNA. La
amplificacion por ping pong solo ha sido observada durante la biogeneracién de piRNA
en pre paquiteno de ratas, en la cual los piRNAs primarios son cargados en MILI y
posteriormente, los piRNA secundarios se cargan en MILI y MIWI2 de manera que,
mientras que MIWI2 estd involucrada en la generacion de piRNAs secundarios, MILI
forma un ciclo de intra amplificacion con si mismo para amplificar piRNA (128). Los
piRNA pre paquitenos son hebras sentido de elementos transponibles, por lo que se
cree que los transcritos de elementos transponibles alimentan la via de biogeneracion
de piRNAs para generar el pool primario de estos RNA pequefios. Por otra parte, los
piRNAs secundarios son hebras anti sentido de transposones y guian a MIWI2 para
silenciar los transposones en el nucleo. Este mecanismo, permite a las células
germinales generar una defensa adaptativa frente a transposones enddgenos a través
de la via de piRNAs (7, 11, 105).

17. UBICACION DE LOS FACTORES INVOLUCRADOS EN LA VIA DE PIRNA

Durante la espermatogénesis, varios cuerpos sub celulares densos, llamados
nuages o granulos germinales, se forman en el citoplasma de las células germinales.
Los nuages son centros de procesamiento de RNA siendo muy importantes en la via de
piRNA (167-169). Estas estructuras ricas en ribo-nucleoproteinas son conservadas
evolutivamente en células de la linea germinal, a la que podemos sumar también el
cemento inter mitocondrial (IMC) y los cuerpos pi. El IMC estd presente en
espermatocitos de pro-espermatogonia, espermatogonia y paquiteno. Muchos
componentes de la via de piRNAs estan ubicados en IMC tales como MILI, MOV10L1,
TDRD1, TDRKH, GASZ, MVH, MAEL, MIWI2, TDRD9 y MIWI. Los cuerpos pi e IMC son

centros de procesamiento de piRNAs primarios y secundarios (158, 170-172).

En Drosophila melanogaster para que ocurra la formacion de células
germinales, previamente se requiere de una especializada forma del citoplasma,
conocida como el plasma germinal (173). Esta estructura se encuentra en el polo
posterior del embrion y es morfoldgicamente distinto del resto de los elementos del

citoplasma de los embriones debido a que contienen unas estructuras electro-densas
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conocidas como granulos polares, que se encuentran comuUnmente asociados a
mitocondria (174). Similares estructuras electrodensas se encontradas en diferentes
puntos del desarrollo germinal de moscas llamadas “nuages” (nubes en francés) que
son estructuras peri- nucleares de las células germinales. Estructuras andlogas a las
mencionadas también se observan en muchos metazoos como los cuerpos cromatoides
en los testiculos de mamiferos (175). El cuerpo cromatoide o CB (Chromatoid Body en
ingles) es el nuage mas estudiados de las lineas germinales en mamiferos y fue
descubierto hace casi 50 aifos, pero todavia encierra varios misterios. En un comienzo
se forma en los espermatocitos en paquiteno y desaparece en la etapa de diploteno de
la meiosis 1, pero reaparece en los espermatocitos durante la meiosis 2, como largos
cuerpos densos que se agregan como una sola nuage en las espermatidas redondas.
Luego, el CB se mueve hacia el flagelo y es descartado junto a los cuerpos residuales y
citoplasma(167, 176). Muchos factores de la via de piRNA estdn presentes en ésta
estructura como por ejemplo TDRD1, TDRD6, TDRD7 junto con MIWI y son requeridos
para la formacion y arquitectura del CB por lo que se suguiere una funcién reguladora

post transcripcional de este centro de procesos (134, 167, 177, 178).

18. piRNA EN LA LINEA GERMINAL DE MAMIFEROS

La linea germinal es el linaje celular que transmite la informacién genética a la
proxima generacién. Los cambios genéticos y epigenéticos que se generan en estas
células afectan el desarrollo embrionario y a la descendencia, por lo tanto, la
estabilidad de las células germinales es un requisito elemental para la preservacion de
los individuos y las especies. El dafio al DNA gendmico ocurre generalmente como
consecuencia de factores fisicos o quimicos, pero existe otro factor que puede dafar el
genoma y esta codificado en si mismo. Son los llamados elementos transponibles que
se pueden mover, amplificar y transponer a nuevas posiciones en el genoma causando
graves dafios en la transcripcion de genes (123). En mamiferos los transposones y sus
secuencias ocupan la mitad del genoma, al contrario de las regiones exonicas
codificantes de proteinas que comprenden 1-2% del DNA (179). Aunque la mayoria de
esos elementos transponibles son silenciados por mutaciones, algunos de los
transposones permanecen activos e incluso se heredan a la siguiente generacion
(180).
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Para controlar los transposones, los genomas huéspedes han evolucionado
multiples mecanismos de defensa tales como la metilacién del DNA, por lo que una
mutacion de la metil Transferasa que controla dicho proceso (llamada DNMT1),
repercute en una activacion de los transposones y produce la muerte de los embriones
(181). Otro mecanismo de defensa esta dado por la modificacidon de las histonas, que
también juegan un rol esencial en silenciamiento epigenético de los transposones
(182). Por otra parte, las células germinales en particular, estan equipadas con la via
de piRNAs para la defensa de su ADN, en las cuales las proteinas PIWI de la familia de
las Argonautas son los efectores principales del silenciamiento de elementos moviles
del genoma. Las funciones de las proteinas PIWI ha sido inferidas a través del analisis
del fenotipo de mutantes con pérdida de su funcién que han sido llevados a cabo en
diversas especies, tales como Drosophila melanogaster, Mus musculus, Caenorhabditis
elegans, Danio rerio y planarias, los cuales han entregado importante informacion
acerca de la funcién de las proteinas PIWI en la células de la linea germinal (64, 92-
95).

En mamiferos, los piRNAs se expresan en su mayoria en células germinales
masculinas. Cuando se produce una pérdida de funcion de los genes participantes en la

via de piRNA, diversos estudios han reportado esterilidad masculina (10, 123, 183).

En ratones, la determinacién de la linea germinal ocurre entre una poblacién de
células epiblasticas pluripotenciales que dependen de las sefiales recepcionadas de las
células somaticas que las rodean (184). Este proceso especifico lleva a la formacién de
las células germinales primordiales (PGCs), que se destinan a la formacién de futuros
gametos en la etapa de gastrulacién del desarrollo embrionario. Las PGCs estan
ubicadas en el tejido extra-embrionario y luego migran para alcanzar la goénada
primordial donde comienza la diferenciacién de las células masculinas. En el macho, las
PGCs entran en arresto G1/G0 y se convierten en pro espermatogonia, que luego
continla con la proliferacion mitotica justo después del nacimiento, para luego
convertirse en una celula troncal pro espermatogonia post natal, que prosigue con la
primera ola de diferenciacion espermatogénica que inicia con el espermatocito
meiodtico. Posteriormente se genera la espermatida redonda haploide, y finalmente el
espermatozoide maduro (185). A través de la continua proliferacion de las
espermatogonias y su subsecuente diferenciacion, los espermatozoides funcionales son

generados a través de toda la vida del macho. Durante esa diferenciacion de células
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germinales, se llevan a cabo dindmicas reprogramaciones epigenéticas que incluyen,
metilacion del DNA de PGCs, seguidas del establecimiento de la metilacién de novo
durante la diferenciacién de las células germinales masculinas (186). Luego de la
determinacién de su destino, las PGCs exhiben una reduccion de metilaciones de
citosinas en su genoma, y cuando entran a las gdénadas en desarrollo, los genes
parentales asi como la codificacidon de otros genes y algunos elementos transponibles
se ven en gran medida dimetilados (187). Afortunadamente, luego de la extensa
eliminacién de las metilaciones en el DNA y para proteger la integridad del mismo, la
metilacion de novo es restablecida en pro espermatogonias fetales, lo cual incluye la
impronta de patrones paternos en gonocitos masculinos. Es en estos importantes
procesos, que la maquinaria de piRNAs se encarga como primera tarea del
silenciamiento de retro transposones y esta tarea forma parte del rol central de la via
de piRNAs. En la linea germinal de embriones, MILI usa su actividad catalitica no solo
para generar MIWI2 asociados a piRNAs en la via secundaria de su generacion, sino
que también para destruir directamente transposones de mRNAs (128). Por otra parte,
las proteinas MIWI2 que se encuentran en el nucleo, generan silenciamiento
transcripcional promoviendo la metilacion del DNA en las regiones promotoras de
elementos transponibles. En paralelo a lo anterior, los piRNAs guiados por MIWI2
acceden a los promotores de transposones por apareamiento de bases con los
transcritos nacientes para producir su silenciemiento. En etapas post natales, piRNAs
de paquiteno actian como guias frente a la actividad cortadora de MIWI, en un acto de
vigilancia hacia los transposones de mRNAs que se escaparon al silenciamiento post
transcripcional (129). Debido a todo lo anterior, podemos destacar la actividad
cortadora de PIWI como promirdial en el silenciamiento transcripcional inicial en
embriones y también en el mantenimiento del silenciamiento luego de nacimiento
(123).

Para la mantencion de células troncales germinales, las proteinas PIWI son
requeridas en diversas etapas de la gametogénesis y esto se ha demostrado en ratas
mutantes carentes de PIWI. En mutantes de MILI y MIWI2 la espermatogénesis se
bloquea en la etapa de paquiteno (189), pero su arresto se relaciona mas a las etapas
tempranas de gonocitos y espermatogonia debido a su perfil de expresidon proteico. Por
otra parte en mutantes de MIWI, la espermatogénesis es arrestada en las etapas
tempranas de la espermiogénesis cuando las espermatidas redondas se convierten en

espermios maduros. En ambos grupos de mutantes las células germinales son
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severamente degeneradas y no producen espermios funcionales, resultando en una
completa esterilidad masculina (108) debido a que la pérdida de las proteinas PIWI
lleva a la linea germinal a una apoptosis especifica, la cual es gatillada por el dano del
DNA relacionado al gran nimero de transposones que se incorporan al DNA (97, 104).
Otro estudio que da importancia a la funcion de piRNAs en el desarrollo de los
espermios, indica que en los ratones mutantes de MIWI2, el nivel de la Histona
fosforilada H2AX (una proteina que marca los sitios de quiebre de la doble hebra de
ADN que ocurren naturalmente en la etapa de leptoteno de la meiosis) aumenta en la
etapa del zygoteno, debido a la imposibilidad de reparar la doble hebra, lo cual no
permite a las células germinales entrar a la etapa de paquiteno en la espermatogénesis
y desencadena una apoptosis celular, evidenciando la funcién de piRNAs en la
mantencion de la integridad del genoma en las lineas germinales (106). Lo anterior
es una funcion conservada en varias especies debido a que se ha observado también
en pez cebra (120), moscas (190) y en planarias (104, 191, 192).

Por otra parte, se ha investigado que las proteinas PIWI tienen un rol
importante en la regulacion positiva de traduccion en las células germinales. Esto se
sustenta debido a la asociatividad encontrada entre MIWI y CREAM (cAmp responsive
element upmodulator) en la linea germinal de ratas. CREAM es una proteina activadora
de la expresién de genes necesarios para la espermiogénesis en ratas y en mutantes
MIWI, la funcion de CREAM se ve severamente afectada, lo que nos indica que MIWI y
CREAM actuan juntos en el inicio de la espermiogénesis, describiendo la importancia de
la via de piRNA en la regulacién de los iniciadores de la espermatogénesis (121).
Sumado a lo anterior, las proteinas PIWI actian como regulador de la traduccion en

ratas

, Ya que se asocian a los polisomas que interactian con el factor de la
traduccion 3a (eIF3a). Un estudio indica que en mutantes de MILI el nivel de expresién
de este factor de traduccion se ve deprimido en un 60%, lo que nos sugiere una accion

reguladora positiva de MILI (189).
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19.FUNCIONES SOMATICAS DE PIRNAS

A pesar de la presencia de las proteinas PIWI y piRNAs en la linea germinal, el
rol de dichas moléculas en tejidos somaticos ha sido estudiado en variadas especies.
En Planarias por ejemplo, la regeneraciéon de tejidos depende de células troncales
conocidas como neoblastos. En estas células, tres proteinas PIWI estadn presentes,
pero dos de ellas, SMEDWI-2 y SMEDWI-3, son necesarias para la mantencion de las
células regeneradoras. Este rol de mantencion de las células troncales se conserva
tambien en otras especies tales como Drosophila melanogaster, pez cebra y rata (192,
193).

Por otra parte, en el desarrollo de ciliados tales como Tetrahymena
thermophilia, participa una proteina PIWI llamada TWI1P durante su reproduccion
sexual. El rol que cumple esta proteina es de eliminacion especifica de diversas

regiones del DNA relevantes en su desarrollo (194).

Otro ejemplo de la funciéon somatica de piRNA, es una proteina ortéloga a PIWI
Ilamada HIWI en humanos, ya que la sobreexpresién ectdpica de HIWI se ha asociado
a numerosos tipos de cancer. Sin embargo otros estudios afiaden, que la represién de
la expresion de HIWI genera una detencién en el crecimiento de células cancerosas
analizdas en cultivos celulares por lo que estos analisis, nos entregan evidencia de un

rol regulatorio de ésta proteina PIWI en procesos cancerigenos (195-197).
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20.CONCLUSION

El silenciamiento génico mediado por RNA es parte de un complejo mecanismo de
regulacién genética, que se encuentra conservado en casi toda la escala bioldgica y
hace casi dos décadas ha emergido como una pieza clave en el desarrollo de diversas
especies. En acuerdo a su gran presencia en diversas especies y debido a la condicidon
enddgena de los RNAs pequeiios, se ha concluido que esta via molecular, podria ser un
sistema primitivo de defensa heredado de precursores eucariotas, frente a elementos
moviles que pudieran dafar el DNA. Por otro lado en procariotas, aln no se conoce la
real funcidon de las proteinas argonautas que se unen a los RNA pequenos, pero se ha

evidenciado su efecto protector frente a bacteridfagos y elementos moviles externos.

Como parte importante del proceso de silenciamiento mediado por RNAi, se han
destacado a las moléculas efectoras de las via de generacion de RNA pequefio, ya que
son elementos conservados en variadas especies y estan adaptados para generar una
optima funcidon de silenciamneto de elementos transponibles dafinos para el DNA.
Como ejemplo de lo anterior, se menciona la importante funcion del procesamiento
citoplasmatico de RNAs pequenos que es mediada por la enzima Dicer. Esta nucleasa
no discrimina en moléculas de doble hebra por su complementariedad de bases,
privilegiando el elemento protector y entregando una completa disponibilidad de
procesamiento sobre todo en sistemas tan elementales como en el desarrollo de la

linea germinal.

El hecho de que la mayoria de los piRNA caracterizados en la actualidad provengan
de su descubrimiento en las células germinales, elevan a estas moléculas a un papel
preponderante en el desarrollo de las especies. En la espermatogénesis por ejemplo, la
linea germinal masculina tiene un organizado patrén de expresién de genes en su
proceso de diferenciacion y que es regulado de manera post transcripcional por
piRNAs, lo que nos indica el papel clave que tiene este tipo de RNA pequefios en la
mantencion de DNA y por consiguente, en preservacion de las especies, silenciando el
dafio que pueden ingresar los elementos transponibles en el traspaso de la informacion

genética.
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En la ultima seccion de ésta revision, se ha mencionado la participacion de los
RNAs pequeiios en células somaticas, por lo que es importante destacar la posibles
aplicaciones de estas moléculas como herramienta terapéutica en diversas patologias,
tales como el cancer, el Alzheimer u otras enfermedades neurodegenerativas que
cursen como consecuencia de la sobreexpresion de un gen o de la expresién de un

alelo defectuoso el cual pueda ser silenciado por RNA de interferencia.

A pesar del gran avance en el conocimiento de estas moléculas que actuan en la
regulacién de la expresién de genes, es importante continuar con el seguimiento a los
ultimos estudios que se relacionan a los RNAs pequefios para poder dilucidar y ampliar

las funciones y procesos en los cuales participan en los diversos organismos.
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