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RESUMEN

Descrita por Carlos Linneo en el siglo XVIII, y agar de haber sido erradicada
en Europa hace mas de un sigloT&enia soliumsigue aquejando al género humano,
infligiendo enfermedad y muerte, principalmente enises en desarrollo de
Latinoamérica, Africa y el sureste asiatico. Afo@damente, cientificos mexicanos han
hecho grandes aportaciones para el conocimiental@sito y la enfermedad que
ocasiona. Entre ellas, se han descrito los tratanseantiparasitarios mas ampliamente
usados a nivel mundial, asi como algunos de losdnétde diagndstico mas sensibles y
especificos, asi como varias versiones de vacunasrdra del cisticerco de Teaenia

solium

En la UNAM se emprendié un proyecto dedicado arabtdéa secuencia del
genoma delaenia soliumjnvolucrando para ello a varios investigadores déndas
dependencias. El conjunto de secuencias generadtsdhora son analizadas con el fin
de encontrar genes de interés y en su caso, Umitasnia soliumademas del parecido
con otras especies que pueda ayudar a dilucidamegor detalle el proceso infeccioso

por este organismo.

Los andlisis hechos hasta ahora por el consortiges®ma dé. soliumse han
enfocado a proteinas, por lo que decidimos compitaneel estudio al buscar
secuencias de RNA no codificanteRNAen inglés). Esta clase de RNA, relativamente
nueva, se ha posicionado rapidamente como elemegtdador de varios procesos
biologicos y se ha convertido un blanco de estutiportante en distintas

enfermedades.

Este trabajo presenta los resultados que obtuvideo®uscar secuencias de
NcRNA dentro del genoma deaenia soliummediante la herramienta computacional
BLASTncomo estudio previo a analisis experimentalespyezlan llevarse a cabo en
este organismo enfocados a ncRNA. Se trabajé ctueseias proporcionadas por el
consorcio del genoma deaenia solium-EST’'s (cDNA) de larva y adulto asi como
borradores del genoma provenientes de ensayosase@ienciacion- contra dos bases
de datos especializadas en secuencias de ncRNACKDE y miRBase. Obtuvimos
alineamientos con puntuaciones significativas, adede corroborar hallazgos previos

de secuencias de ncRNA @&aenia solium (U5/U6)Tanto las secuencias de ncRNA



como el contig deTaeniaque presentaron similitudes fueron comparadasradas
bases Gene Ontology y NCBI nr/nt para obtener maformaciéon de ellas y ver que

nuevos datos sobre este organismo podriamos obtener



l. INTRODUCCION

I. | Taenia Solium

La Taenia soliunes un parasito platelminto cuya larva (cisticemogde invadir
varios tejidos en el humano, ocasionando la enféachélamadaCisticercosis (CC),
mientras que la forma adulta conocida comiunmentecdsolitaria”, se fija en la pared
del intestino, padecimiento llamadeniasis. Se encuentra asociada normalmente a
paises en desarrollo, en alto grado de pobreza, peiualmente esta emergiendo
nuevamente en paises desarrollados debido a layrexion. Tiene un alto costo
econdmico por los tratamientos médicos y por ladigas en la produccion de alimento
al sacrificarse los animales infectados, acentuahdezago de los paises afectados por

este organismo [1]. A continuacion narramos algseuhistoria.

1 1. 1. Historia de Taenia solium.

Informes acerca d&aenia soliunse conocen desde la antigiiedad. Los griegos
Hipdcrates, Aristoteles y Teofrasto llamaron plaietos a los gusanos responsables,
por su parecido con cintas o listones, mientraslaggieomanos Celso, Plinio el Viejo y
Galeno los llamarotumbricus latus que quiere decir “gusano ancho”. Los griegos
sabian ya de la existencia de la cisticercosisimpar@unque ignoraban la relacion de
ésta con la teniasis humana. La medicina arabeSempion a la cabeza, creia que cada
proglotido era un gusano diferente. Los musulmaeegnpusieron el nombre de
“cucurbitineos”, no soélo por su parecido con lamiflas de calabaza, sino también
porque éstas constituyeron uno de los remediosamtéguos contra la teniasis, todavia

en uso.

Se atribuye a Arnau de Vilanova, a comienzos dglosKIV, la primera
descripcion de la especie. Varios siglos pasartesaie tener completa la anatomia de
T. solium Carlos Linneo incluyé la especlaenia soliumen la décima edicién de su
Systema Naturaen 1758 [2].

! Se crefa que so6lo existia un parasito adultormbviduo, llevando una vida “solitaria”.
2 La mayor parte de la informacién de esta secciéuigne de [1] y [2]



La primera referencia de un caso de cisticercoasimama la dio Johannes
Udalric Rumler en 1558, quien la atribuy6 a un tuew la duramadre de un epiléptico.
Un siglo después, Domenico Panarolus en 1652 absgrigtes parecidos en el cuerpo
calloso del cerebro de otro epiléptico. En 16830hydescubrié y describié la cabeza
de las tenias y Redi publicé ilustraciones del kescde las tenias de perros y gatos. Fue
en 1697 cuando Marcello Malpighi descubrié el amigenimal de estos quistes y
describi6 también el escélex [1, 2].

En 1784, Johann August Ephraim Goeze, examinargloisticercos de puerco,
descubrié su naturaleza helmintica, y dos afiosuéssg.C. Werner redescubrié la
cisticercosis humana en la autopsia de un soldaelocantrar dos quistes en el musculo
pectoral que se asemejaban a los observados @titgrcosis porcina. Es asi como a
finales del siglo XVIII se conocian ya plenameratddniasis y la cisticercosis, pero se

desconocia la relacion entre ambos al ignorarsielel bioldgico del parasito.

Goeze en 1784 y Dujardin en 1845 notaron similsuele la forma del escolex
del gusano adulto con el del cisticerco y sosp@erhana conexion entre ambos. En
1835, Karl Theodor Ernst Von Siebold descubrié dog huevecillos deTaenia
contienen una oncosfera, una cavidad que enciarra&mabrion con seis ganchos

pequenos [2].

El desarrollo de cisticercos en cerdos quedd deadisen 1853, cuando Pierre-
Joseph Van Beneden aliment6 a un cerdo con humgdiTaenia soliumy encontro
cisticercos durante la necropsia. Dos afos despuiesirich Kuchenmeister demostro
gue las tenias se desarrollan a partir de cistsewr introducir secretamente cisticercos
en la dieta de un preso condenado a muerte. Ernestino del cadaver del reo observo
las tenias adultas. En diciembre de 1854, Aloys bininse provoco una infeccion al
ingerir trece cisticercos y en marzo del afo sigi@eomenzo6 a expulsar segmentos de
T. solium En 1933, K. Yoshino se propuso experimentar emismo el curso de la
infeccién ingiriendo cisticercos y describiendo ahie dos afios la expulsion de
proglotidos [2].

Respecto de la neurocisticercosis, en 1934 se pgthblecer el tiempo de
aparicion de los sintomas neurolégicos de la emddas. A un gran numero de
soldados britanicos que habian estado en la lralieess diagnostic6 Cisticercosis y

fueron sometidos a un estricto tratamiento médi@s crisis convulsivas, principal



sintoma, tardaron en promedio dos afios en mangestaunque hubo casos en que la
epilepsia tardé hasta 20 o mas afios en presemtessie el regreso de las tropas. La
sintomatologia se asocié con la muerte de losceistds y se definieron dos aspectos
importantes de la enfermedad: su duracién y su geentia en el individuo por varios

afnos sin ocasionar sintomas neurolégicos [1, 2].

De esta manera fue como el ciclo de vidaldeoliumfue dilucidado poco a
poco, asi como la descripcion clinica de las enddades causadas. Es de interés notar
que en Meéxico el primer informe realizado acercacagicercosis humana lo dio
Ignacio GOmez Izquierdo en 1901 al publicar la dps®n del caso de una paciente
cubana que murié en un asilo psiquiatrico, la aitomostraba mdultiples cisticercos.
En ese entonces el autor mismo se planteaba ghelmta manera de diagnosticar esta
enfermedad y tampoco de tratarla [1, 2]. Felizmemda actualidad ya no es asi, los
meétodos de diagndstico son bastante confiables yrddamientos muy eficaces, con la

esperanza de mejorarlos todavia mas.

Es sorprendente que la infeccion g@enia soliumgue se conoce desde hace
siglos, y que fue erradicada en Europa por prinvera a comienzos del siglo XX
mediante el desarrollo social y programas de ingpeeonfiscacion de animales
infectados, siga persistiendo, sobre todo en Aradratina, Africa y Asia donde es un
problema de salud publica y econémico. De hechg, Umr@a reemergencia de la
enfermedad en paises desarrollados de Europa wtadds Unidos, principalmente a
través de los trabajadores migrantes infectadogeprentes de regiones con una alta

prevalencia de la enfermedad [2].

Para terminar, podemos decir que mucho del esfugerifico reciente se ha
concentrado en el mejoramiento del diagndstico lasléerapias, asi como un aumento
en la comprension de las variables geograficasciosoconomicas que inciden en la
transmision de la enfermedad. Los factores inmugicd$ y genéticos tanto del parasito
como del hospedero que estan presumiblemente aeéalns a la historia natural,
patologia y prevencion de la enfermedad tambiénokjetos de amplio estudio. Otro
aspecto muy importante y del que se ignora basteame que ver con la naturaleza de
las moléculas y los eventos microscopicos que amrduy determinan el
establecimiento del cisticerco en ciertos érgatasdo y los mecanismos que subyacen
la alta especificidad con el hospedero [3].



L L1l Morfologia del Parasito
LLILL Huevecillo

Invisibles al ojo humano, son esféricos y de tamafigcroscopico,
aproximadamente 30-45 pum x 30-40 um (Fig. 1). Tnenma capa protectora
denominada embriéforo alrededor de la oncoésfera,agustituye la principal defensa
del huevecillo contra el medio ambiente, y que est@puesta por bloques de una
proteina similar a la keratina unidos por una suséacementosa. Esta capa tiene dos
propiedades contrastantes, ya que al mismo tienygoeg muy protectora contra el
medio circundante, es sensible a la accion de exszda origen digestivo. Es asi como
después de resistir tanto tiempo en el exteriorseaal ingerido por el hospedero
intermediario o definitivo el embriéforo rapidamemtierde su propiedad rigida y libera

la oncosfera que lleva en su interior [2].

La oncoésfera contiene al embridn Besolium,el cual tiene seis ganchillos que
por accion de enzimas digestivas y sales biliageactiva y atraviesa la pared intestinal,
entrando al torrente sanguineo, desde donde alcanza desarrolla en el tejido
subcutaneo, musculo esquelético, sistema nerviestrat y ojos, convirtiendose en la

forma larvaria o cisticerco [2, 3].

El huevecillo es muy resistente al medio ambiepteliendo sobrevivir al aire
libre hasta por ocho meses. Diariamente, un adofextado con la forma adulta de

Taeniapuede liberar cerca de 200 000 huevecillos.

o) ! it K . n— ” o
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Figura 1. Huevecillos de Taenia Solium.- a) Microscopia deda huevecillos frescos, se puede apreciar suftama
alrededor de 40um; b) Huevecillos vistos por micopsa electronica de barrido; ¢) Microscopia eléatica de
transmisién sobre corte de un huevecillo inmadwrogtro corte de un huevecillo pero visto por micasia

electronica de transmisién.Tomado de [4].



LI Larva (Cisticerco)

Es una vesicula ovalada (en algunos casos raceriesa)de liquido, que va de
0.5 a 2 cm de diametro en su parte mas larga gautéene un pequefio escolex (cabeza
del paréasito) en su interior (Fig. 2 A). Al igualiegla tenia adulta, el escolex del

cisticerco posee cuatro ventosas y dos hilerasdehglos [2, 3].

La superficie de contacto del parasito con losddsji del hospedero es el
tegumento, superficie desde la cual obtiene susentgs y secreta sus desechos, y es
central en el mantenimiento de la relacion pardsispedero (Fig. 2 B). Consiste de
una capa citoplasmica rellena de microvesiculastgcondrias, su membrana exterior
es aumentada por unos pliegues altamente orgasizélnados microtricas, muy
parecidas a las microvellosidades del intestinovegebrados e invertebrados. La
superficie de las microtricas va cubierta de gldia¢c mientras que la membrana interna
del tegumento descansa sobre una membrana basaafilDebajo de la membrana
basal estan los citones tegumentales que conectanek tegumento a través de
extensiones citoplasmicas o procesos internunciatsscitones tegumentales sintetizan
proteinas y otros componentes superficiales queesportadas al tegumento en la

forma de vesiculas que alcanzan el citoplasmal distgrocesos internunciales [2, 3].

El cisticerco puede presentar dos formas: racemasanovesicular (Fig. 2). La
forma racemosa, que se observa normalmente enul@amrgicercosis, es grande, y
contiene una vesicula multilobulada que asemeja @cimo de uvas. Por su parte, la
forma monovesicular o celulosa es pequefa, esféri@valada, con una vesicula
translicida a través de la cual se puede obseremscélex, esta forma es caracteristica
en el tejido muscular. Ambas formas pueden coexigtn pacientes con
neurocisticercosis, y se pueden encontrar forntasmedias donde se ven principios de

multilobulizacion [4].

Se creia que el cisticerco daenia soliumera un organismo completamente
distinto de la tenia, por lo que fue designado c@wysticercus cellulosaa principios
del siglo XIX, sin embargo, esta clasificacion dégtener validez al descubrirse que el

cisticerco es la forma larvaria de solium[4].



Figura 2. Larva y tegumento con microtricas.- A) Larvas a@s8& de taenia solium (cisticercos) que consisten d
vesiculas llenas de fluido y que albergan un escétesu interior, el cual es morfolégicamente igyaé en la forma
adulta. En el recuadro se muestra un cisticercdegma racemosa. B) Micrografia electronica de Ipetficie del
tegumento de un cisticerco en el que se aprecimmiarotricas (M} y la capa citoplasmica que les da soporte (CL).
Tomado de [3, 4].

[ LI Adulto

En esta etapa el parasito,témia, mejor conocida como “solitaria”, presenta un
cuerpo largo y aplanado cuya longitud va de 2 aifan y habita exclusivamente en el
intestino humano (Fig. 3A). Al igual que el cistice, es el tegumento por donde
absorbe los nutrientes del medio y secreta sugldeseya que carece de tubo digestivo
[2, 3].

En uno de sus extremos presenta una estructuralgtdlamada escolex (Fig.
3B), del tamafio de una cabeza de alfiler y quegasa doble corona de ganchillos y
cuatro ventosas, las cuales permiten que se fija pared del intestino delgado a pesar
del continuo movimiento de contraccion o peristatgie hay en él. Los ganchillos son
los que anclan el parasito y mediante las ventesasomo se adhiere a la pared

intestinal.

A la mayor parte del cuerpo de tienia se le denomina estrébilo, el cual esta
segmentado en estructuras llamadas proglétidos,sgrgen de una region terminal
situada en la parte inferior del escolex. Los pbdbs situados en la vecindad del
escoélex estan inmaduros, carecen de organos sexdedarrollados, y conforme se van
alejando del escélex hay una maduracién progreivas mismos, siendo la mitad del

estrobilo a partir de donde solo hay proglétidosimmas [2, 3].



Cada proglotido maduro posee Organos sexuales timscy femeninos bien
diferenciados, que hacen detémia un organismo hermafrodita. Los proglétidos mas
alejados del escolex muestran un utero “gravidatifiaado, lleno de huevecillos
(alrededor de 50,000 en cada uno, Figura 3C). @aoglétido mide entre 0.5 y 2
centimetros, y los proglotidos gravidos se desmende latenia espontaneamente,
siendo expulsados posteriormente hacia el mederiexjunto con las heces fecales del
hospedero. Conforme van siendo expulsados, otmgldiidos van gestandose en el

cuello de este organismo [2, 3].

Figura 3. Taenia solium, escolex y proglétido.- A) La fornduléa tiene una longitud aproximada de hasta 10
metros; B) Escélex de Taenia solium en el cualpgeda el rostelo (R) que contiene dos hileras deaillos que le
permiten anclarse a la pared intestinal del hospedks ventosas (S) que complementan la acciomasétlo, y el
cuello (N) a partir del cual comenzara el estrobi®). Proglétido gravido en el que puede observarseoelducto
uterino central que llega a tener 12 ramificaciones éstas se albergan ambos érganos genitalesculias y
femenino. Este proglétido esta repleto de huevistoya ser expulsado del intestino en la defeccimado de; A:
www.islabit.com/wp-content/imagenes/solitaria.gify 8 de [3] y [4], respectivamente.



.1 1. Ciclo de Vida

Taenia soliumtiene al humano como hospedero definitivo y alrpoiecomo
intermediario (aunque se han encontrado perrosog animales portando cisticercos de
T9. En lugares donde convivan cerdos con humanasediciones de poca higiene,
una persona infectada contknia adulta en su intestino libera miles de huevecillos
diariamente en sus heces. Estos pueden ser inggriticel puerco, donde eclosionan a
la forma larvaria y se fijan en distintos 6rganosusando la cisticercosis porcina). Esta
carne infectada puede ser consumida por el humaeamente, causando la teniasis y
cerrando asi el ciclo de vida de este parasito.n@use ingieren Unicamente los
huevecillos (por mala higiene o comer verduras amiadas), se da la cisticercosis
(Fig. 4) [2, 3].

En el intestino los

se desarrollan en t cisti S Vivos

producen huevos 3 por medio de la
carne de cerdo
mal cocida

Ciclo ano-mano-boca:
Contaminacién de
huevos por manos
sucias de cocineros.

Carne de cerdo Los huevos de tenia

con cisticercos viajan por el sistema
circulatorio y producen
cisticercosis

Los huevos se
Los huevos son e convierten en
expulsados con % =y it i el cisticercos
las heces = e

.
\ 4 < . | -
¢ . et
-_/ ¢
F { ;
& j » Neurocisticercosis

Figura 4. Ciclo de Vida de Taenia solium.- Los humanos sectare por ingerir comida contaminada con
huevecillos, o por autoinfeccién (un humano coradslta puede consumir accidentalmente huevecibkpsilsados
en sus heces o que los proglétidos sean acarreablestbmago por peristalsis reversa). Una vez quéngieren
huevecillos, las oncdésferas se activan en el imesinvaden la pared intestinal, y migran haciaswilos estriados,
asi como cerebro, higado y otros tejidos, dondéesarrollan en cisticercos. En zonas rurales dona deposicion
al aire libre, los puercos pueden infectarse alrantarse de heces contaminadas, mientras que lowrins
ingieren carne de puerco mal cocida que contieséicgrcos, lo que resulta nuevamente en una irdecpor la
forma adulta de Ts. La taenia adulta llega a mettr2 a 10 metros de longitud y produce poco mero$090
proglétidos con miles de huevecillos diariamentejipndo sobrevivir en el intestino delgado por afj@btenida de
CistiMex http://www-lab.biomedicas.unam.mx/cistimeainhtml]



1 1. 1V. Enfermedades causadas por la Taenia sahu
L LIV.L Teniasis

Como se vio en el ciclo de vida, esta infeccion paenia soliumse presenta
cuando el humano ingiere cisticercos vivos presené@ la carne cruda o
insuficientemente cocida proveniente de un ceraoctsticercosis, 0 consume verduras
y frutas mal lavadas que provienen de zonas deveaulegadas con aguas negras
contaminadas por proglétidos y huevecillos de egjanismo. Las enzimas gastricas e
intestinales asi como las sales biliares del haspedducen la evaginacién del escolex
de la larva, el cual se fija en la pared intestiiréd). 5). Una vez anclado, el parasito
crece y se diferencia hasta convertirse entena adulta productora de proglétidos
gravidos [4].

Figura 5. Teniasis.- A) Micrografia de luz de un corte defliaesolium en intestino de hamster, en la que sea
el escélex, llamando la atencién una ventosa céddér&n contacto con la pared intestinal (flecha).Micrografia
de luz en la que se puede observar una ventoseo@pndo una vellosidad intestinal (S), se ve témiparte del
rostelo (R). Tomado de [4].

1LV Cisticercosis

La cisticercosis (CC), tanto humana como porcieaja cuando los huevecillos
de T. soliumllegan al intestino delgado y comienzan a evagerarespuesta a las
enzimas digestivas y sales biliares, infiltrandeses| torrente sanguineo para fijarse en
varios tejidos como el musculo esquelético, tefidbcutaneo, sistema nervioso central
y el ojo (Fig. 6) [2, 3].
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Es de resaltar que esta forma de la infeccion maatal ni sintomatica, ya que
el parasito tiene una manera bastante eficaz dérevahibir la respuesta inmune y de
la cual se desconoce mucho como es que loo@ra esta manera, la mayoria de las

personas que padecen cisticercosis lo ignoran ggmu@asar sus dias sin que esto

perjudique su vida [2, 3].

Figura 6. Cisticercosis.- A) Carne de puerco con cisticercosis,la que se pueden observar claramente varios
cisticercos de forma monovesicular (esferas blarssfsaladas con flecha). B) Cisticercosis ocular.l&serie de
recuadros, se observa la vesicula que contienéstiterco dentro de la camara ocular posterior (Smg.), en los
tres recuadros siguientes se observa la evaginadérla larva y su paso a la camara anterior, se drueer
claramente el rostelo y las cuatro ventosas (Igj,/2n el recuadro siguiente (Inf.Central) se ve adm larva
invagina nuevamente en su vesicula, y en el Ulteooadro se observa el orificio dejado por el pawb cisticerco
entre las camaras. Tomado de [2].

En el caso del puerco pasa lo mismo, con la gréreticia que todos los
animales para consumo humano tienen que pasarmpprogeso de inspeccion, en el
gue estar infectado con cisticercos causa la aatfién y sacrificio del animal afectado
sin que pueda llegar al mercado. Esta medida sanien el caso de México y otros
paises subdesarrollados es uno de los puntos eBagih la prevencidon de la
cisticercosis, debido a que muchos productoresmreVd inspeccion al mandar a los
animales infectados hacia rastros clandestinosedoiwdhay medidas de seguridad y

cuya carne logra ser puesta a la venta junto coreceo infectada [3].

* Una excepcion es la forma ocular, que si pressintamatologia debido a la molestia que ocasiana, |
que lleva a un rapido diagnéstico. También la hagndo la cisticercosis se localiza en corazén, aeing
son casos poco frecuentes.

10
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I LIV, . Neurocisticercosis

Esta forma de la enfermedad se da cuando los hileseal pasar al estado
larvario en el intestino delgado después de evagseainfiltran al torrente sanguineo y
logran llegar hasta el sistema nervioso centraf).(F). Este padecimiento es la

enfermedad neuroldgica mas grave causada por phgasito [2].

El cuadro clinico de la NCC es heterogéneo y nedfipo. Cerca del 40% de
los casos son subclinicos, es decir, no presemérnetologia alguna. En los casos
sintomaticos, puede estar presente casi cualginesngtologia neuroldgica: desde
sintomas leves como dolores de cabeza, mareosulsammes ocasionales, hasta
cuadros neuroldgicos bastante severos con hipgneimracraneal o demencia. Parece
que el pleiomorfismo de la NCC resulta de factaiesparasito (localizacion, tamafio y
namero), y del hospedero (grado de reaccion inneunéamacion desarrollada) lo que

hace imposible el diagndstico basado solamenta eliniica [3].

El sintoma mas comun es la epilepsia, usualmenta fmma de convulsiones
parciales con o sin generalizacion secundariapé ocurre principalmente cuando el
cisticerco se ubica en el area parenquimal delboereLa presion intracraneal,
relacionada a la perturbacion de la circulaciomradrdel fluido cerebroespinal y/o la
obstruccién de su absorcién, también es frecugniggipalmente cuando el cisticerco
radica en el area subaracnoidea. En este casoet@nismos patofisioldgicos distintos
son responsables de las manifestaciones clinecasasa del cisticerco que comprime la

estructuras vecinas y la inflamacion del espadimsacnoideo (aracnoiditis) [2, 3].

Parece haber diferencias en la CC y NCC respeea@dad y género. En nifios,
la localizacién ocular es la mas frecuente. Enaslocde género, parece que en las
mujeres hay una mayor titulacion de anticuerposantra del cisticerco que en los
hombres, ademas que en el caso de infeccion diflesaisticerco, la respuesta
inflamatoria aguda es bastante severa en las msuj8iadrome de Encefalitis), que es
visible incluso en estudios de resonancia magn3icaAsimismo, la NCC es la mas
severa de las formas de la infeccidon por cistierga que a pesar de ser no muy

frecuente, puede causar la muerte del que la padece

11
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Figura 7. Neurocisticercosis.- A) Seccidon cerebral que muestndltiples cisticercos parenquimatosos
subaracnoideos en forma vesicular. B) Micrograf@aldz de corte histologico de cisticerco parenquosa en la
que se puede observar la corona de ganchillos deblex. Tomado de; A de [3];B de Fleury, A., et &l
“Cisticercosis en el ser human@nCisticercosis: guia para profesionales de la salb@E 2006.

[ 1L IV.IV. Diagnastico

Hay dos herramientas de diagnostico de infecciom paenia solium
imagenologia e inmunitaria. En el caso de la imadey dos métodos que son el
estandar de diagndstico: tomografia computarizadg ¥ resonancia magnética (RM)
(Fig. 8). Ambas permiten definir el nUmero, estadazalizacion y extension de las
lesiones cerebrales y masculo-esqueléticas. Lagmafia es muy util para el estudio de
lesiones supratentoriales parenquimatosas, pelanitisualizacion de formas activas e
inactivas de NCC, y proporciona su orientacion galzacion. En contraste, la
resonancia permite una mejor visualizacion dedamhes en la base del cerebro, en el
tallo cerebral, en los ventriculos, en la médufg@res y en la fosa posterior, ademas de
dar una evaluacion precisa de la reaccion inflanizatalrededor del parasito. Su
resolucion de alto contraste permite el reconogitni€e cisticercos no visualizados por

la tomografia [2, 3].

En el inmunodiagnostico hay también dos pruebagndat: ELISA (el més
usado), y la inmunoelectrotransferencia. Ambos datcse basan en la deteccion de
anticuerpos anticisticerco presentes en el sueandmu hay infeccion por. solium
Estos métodos en general son de bajo costo en caonjpa con los de imagen. La
inmunoelectrotransferencia es una técnica de sfiacificidad y sensibilidad, mientras

que la ELISA es mucho mas eficiente y facil deizeal

12



13

En ambas pruebas inmunolégicas como lo Unico quietexta es la presencia
de anticuerpos anticisticerco, sélo indica si ses$tado en contacto con el parésito, lo
que impide distinguir una infeccion activa de ueauelta [2, 3]. Para distinguir la
presencia de una infeccion activa existe una prgebamide un antigeno presente en la

superficie y en secreciones de cisticercos vigolesominado HP10)[5]

El nimero de proteinas usadas en la deteccionnpicuarpos y el desarrollo en
técnicas de deteccion de antigenos y de serodidgm&igue aumentando [6], tanto asi
que un organismo gubernamental tan importante cesnel Centro para el control y
prevencion de enfermedades de Estados Uni@estérs for Disease Control and
Prevention, CDQ( participé en el desarrollo y evaluacion de un adét
inmunocromatografico para la deteccion de individaoon taeniasis y cisticercosis por
T. solium[7]. Todo esto refleja el esfuerzo actual paraaomsej sustancialmente el

diagnoéstico temprano de infeccion, que es uno si@lmtos fundamentales en la lucha

contra este parasito.

Figura 8. Imagenologia de neurocisticercosis.- A) Imagenes resonancia magnética nuclear muestran dos
cisticercos vesiculares (flechas). B) Tomografianpotarizada (TC) con aumento de contraste muestras t
cisticercos subaracnoideos de gran tamafio (flech@) TC muestra un cisticerco coloidal (1) rodeadw pn
edema perilesional, se observan también un céstedirular (2) y una calcificacion cerebral (3). DT muestra
multiples calcificaciones cerebrales parenquimagsosgue corresponden a parasitos muertos (puntoscbkn
dispersos por todo el tejido). Tomado de [3].

ILLIV.\V. Tratamiento

Antes de 1975, el tratamiento de la neurocisticscestaba limitado al
removimiento quirdrgico del parasito, lo que nargiee era posible, o a la colocacion
de una vélvula para desviar la circulacion delitigicefalorraquideo hacia el térax o el
abdomen cuando un cisticerco obstruia su circuladide entonces que aparecieron

medicamentos que atacaban y destruian al parasitoalmente se emplean dos

* Esta prueba mide la reaccion de anticuerpos monalels contra un epitope de carbohidratos
repetitivos presente en glicoproteinas adherenisiaa-lentina dd. solium

13
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farmacos, el albendazol y praziquantel; aproximaadenun 85% de los cisticercos
parengquimatosos son destruidos en un solo cursarak@miento con albendazol,
mientras que 75% son destruidos en un curso caigpentel, y mas del 95% en el uso

secuencial de un farmaco después del otro [2]

El principal problema con el tratamiento quimicoa®&CC es el incremento de
la reaccidon inflamatoria alrededor de la ubicacidel cisticerco después de su
destruccién repentina. Este incremento inflamatesta asociado frecuentemente con
un deterioro clinico temporal y podria ser la cadesdibrosis en las leptomeninges y de
una hidrocefalia obstructiva consecuente. Por estén, de manera conjunta con los
farmacos se recomienda administrar antiinflamasofamrticosteroides), por lo que es
necesario encontrar nuevos tratamientos que aminareespuesta inflamatoria sin

dejar de destruir al parasito [2, 3].

En general se pueden enunciar cuatro puntos pam&bl de la transmision de

la Cisticercosis:

1) Tratar a los portadores del parasito adulto, ya spidna visto es el principal
factor de riesgo para la transmision de la cistm&s en el ambiente cercano,
ademas de que es mas facil tratar a un portadomupaificar el manejo del

drenaje y la infraestructura de irrigacion de lassps en desarrollo [1].

2) Ofrecer un tratamiento cestocida contra el paréasitolto intestinal a toda la
poblacion. Estudios en Ecuador y México han mostrata disminucion en la

prevalencia de la teniasis mediante el tratamisrasivo [1].

3) Proveer educacién para la salud. Mediante estarsinoe modificar los
conocimientos, actitudes y practicas de la comuhidan la meta de evitar
nuevas infecciones en humanos y cerdos. Practieaseste tipo en una
comunidad del estado de Morelos lograron que ene6em después de la

intervencidn no se encontrara ningun cerdo coiteisbsis [1].

4) Manejo adecuado de los cerdos, al mantenerlos namds y sin acceso a la
basura y heces fecales, ademas de buenas pradécasspeccion de estos

animales para su ingreso a rastros [1].

! Ver Apéndice B para una informacién mas detalldelaratamiento por albendazol y praziquantel.
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[. 1. V. Estadisticas

Basado en datos del afio de 1992 se estim6 que B@btallones de casos de
cisticercosis/teniasis en todo el mundo, y queelarocisticercosis habia causado cerca
de 50 000 muertes [8]. Sin embargo, una estimaegbdaderamente confiable de la
prevalencia real en humanos esta muy limitada debidue la cisticercosis no es una
enfermedad reportable a pesar de varios esfuer@ogmbiar esta situacion. Este
parasito es endémico en Brasil, Colombia, Ecua@agtemala, México, Perd, India,

China, Nueva Guinea (Figura 9) [8].

En el mismo afio de 1992, se hizo una encuestédgma que establecio una
seropositividad en poblacion abierta de 1.2%, siends frecuente en mujeres y nifios
gue tenian condiciones socioecondmicas, de higiersonal y de vivienda bajas, asi

como las que vivian en regiones geograficas rufales

Y |

b \ &
]
y
» ALTA PREVALENCIA

® PREVALENCIA MODERADA
\ BAJA PREVALENCIA (CASOS IMPORTADQS)
4 @ AREAS ENDEMICAS DENTRO DE EUA
- NO HAY INFORMACION DISPONIBLE

S

Figura 9. Distribucion de la Cisticercosis a Nivel Mundial.- Beta su alta prevalencia en Latinoamérica, Africa
Asia, aunque el reciente aumento en el nUmero gescan paises desarrollados la hace una patologganergente
(debido a que ya habia sido erradicada en Europeehaas de un siglo) y de dimensiones globales. doma [2].

La vision actual que se tiene de la enfermedaduesagpesar de las estrictas
medidas de higiene implementadas en los paisesarfddlados”, hay un aumento
reciente en el nimero de casos de cisticercosiglaeb la migracion de personas
infectadas provenientes de paises endemicos paeapesasito [9]. A su vez, la
situacion en paises en vias de desarrollo pregmd®@iones encontradas; hay quien

proclama una disminucién importante en el numercatms de NCC desde hace 25
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afos [10], mientras que otros afirman lo contrarnidicando ademas que la prevalencia

real sigue subestimada, sobre todo en Américaalftin).

[. 1. VI. Evolucion

Las especies del génefaeniafueron de los primeros helmintos reconocidos en
el humano, remontandose hasta los griegos, y avtméd hay descritas unas a 40

especies, de las cuales el ciclo de vida es conarh treinta y tres [12].

Parece que la diversidad de estas especies sedbaedaase a cambios en la
“eleccién” por parte del parasito del hospedermicaro definitivo. Por tanto, hay
cambios entre hospederos filogenéticamente noioekados (entre canidos, félidos y
hiénidos por ejemplo) que histéricamente han eadot los mismos recursos
alimenticios (la presa). Asi, la distribuciébn despederos para la mayoria de las
especies d&aeniaes una consecuencia de la ecologia y héabitos dlicrenhistoricos

de los hospederos [12].

Hay opiniones encontradas acerca de cOmaeetéa establecio ese vinculo
parasito-hospedero con el ser humano. Por un lgoopone que en el comienzo de la
crianza de animales, circulaban en ciclos sinamogpentre perros y rumiantes que la
tenia coloniz6 primeramente, de donde pasO0 a seres hwndfo otra hipotesis
contrastante, es el humano quien seria el portagtdrico, en especifico deaenia
solium,mucho antes de la domesticacion de animales, y pattcual Taenia solium
termind adaptandose al puerco como su hospederiadliario con el advenimiento de

su domesticacion y crianza [12].

Pues bien, en estudios con datos filogenéticosgrg&oos, ecoldgicos y
moleculares, la segunda idea parece ser la masdagindicando una asociacion entre
la teniay los hominidos que se desarroll6 antes del origelos humanos modernos en
Africa. Interesantemente, los estudios muestranetjagigen de la relacion hospedero-
parasito que involucra a kenia y a los humanos podria haber surgido a travées de
asociaciones directas presa-predador entre losnimosiy los bdvidos matados por
predadores carnivoros como los félidos, canidoggidios en las sabanas del Africa
Subsahariana durante el Pleistoceno o mucho aB®s. es consistente con las

siguientes observaciones: 1) una de las espedipsmhas del. soliumesT. hyaenag
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que es un ténido que circula entre hienas y amf$top 2) la especie hermana Te
saginata+T. asiaticaes T. simbae un parasito tipico en leones y antilopes en Afric
(Fig. 10). Asi aparece un contexto ecoldgico y baggafico para la adquisicion de la
tenia por hominidos, ya que un cambio de en la diethatbivoro a carnivoro por
nuestros ancestros habria dado como consecuenmaehrtir los parasitos dentro de

una “comunidad” de carnivoros y su presa bovida [12

Consecuentemente, los humanos representariannie fde ténidos que después
se establecieron en ganado y cerdos como hospedenosediarios. En este aspecto, la
adquisicion deTaenia por animales domeésticos a partir de humanos haridcu
independiente al parecer en tres ocasiones distirgpresentadas ahora gorsaginata
en vacas, Yy los linajes separadosasiaticay T. soliumen puercos. Es asi como las
asociaciones ecologicas establecidas por nuestoest@os han tenido consecuencias en
la distribucion de patdégenos y parasitos que coatinejerciendo substanciales

repercusiones médicas y veterinarias para los hosnamtemporaneos [12].

Figura 10. Evolucion de Taenia
Solium.- Filogenia hipotética de las
especies de taenibasadas en andlisis
de 30 especies para los que se tien
datos morfolégicos completos di
céstodo y adulto, asi como informacio
detallada sobre su historia de vida. S
resaltan  aquellas  especies qu
especificamente habiten dentro dt
hospedero como gusanos adultc
estrobilados en humano (estrellas), y ¢
aquellas especies que se saben caus
cisticercosis o coeneurosis en el humatr
(asteriscos). Solamente Taenia soliu
puede causar tanto teniasis com
cisticercosis en el humano. La espec
hermana de T. solium, T. hyaenae, es
taenido que circula entre hienas
antilopes, mientras que la especie mi
cercana a T. saginata y T. asiatica es -
simbae, un parasito tipico de leones
antilopes en Africa. Esto podria apunta
al origen la asociacion especifica entr
T. solium y hominidos a los albores de
hombre moderno al cambiar st
condicion de hervivoro a carnivoro
compartir  parasitos con  otros
carnivoros y sus presas.Tomado de [12].
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l. I. VII. Secuenciacion del genoma de Taenia saiiu

En 2004, se cre6 en la UNAM un consorcio con ingadbres de distintas
dependencidsde la misma con la finalidad de obtener la sedaedel genoma de
Taenia solium El proyecto se planteé como un intento de conmgmermejor la
fisiopatologia del parasito, busqueda de blanaegpéaiticos y desarrollo de vacunas en
contra del mismo, asi como elucidar su origen, wioh, y la especificidad hacia el
humano como hospedero final [13]. Este consoraamd@chinado IMPULSAQ3) surgio
como parte de un conjunto de megaproyectos empgiengior la UNAM, y es el mayor
proyecto genémico que se ha realizado dentro deilersidad hasta la fecha.

Se ha empleado una estrategia hibrida durantdueidiicion del genoma; por
un lado se emplea la técnica de Sanger de secu@mcapilar que genera fragmentos
de 800 a 1000 nucledtidos, y se complementa comosedoso método de
pirosecuenciacion 454, que reduce los tiempos yosode secuenciaciéon pero que

produce secuencias de menor tamafio y mas difazl@esmar.

El laboratorio de Biologia Tedrica del Dr. Marcosdoen el Instituto de
Investigaciones Biomédicas, se integré al consoo la propuesta de buscar
secuencias de RNA no codificante (abreviadas ersucesivo como “ncRNA”,
traduccion del ingléeacRNA non-coding RNA debido a la creciente evidencia de la

importancia de éstas en la regulacion genéticagensmos eucariontes [14].

Es de mencionar que hasta el mes de octubre deH2®08 veintidés proyectos
de secuenciacion gendémica de parasitos helmintas igfectan al humano (o
bioldgicamente muy cercanos), de los cuales cyatestan en etapa de “borrador”y los

dieciocho restantes siguen en progr¢$s.

[. 1. VI 1. Caracteristicas del genoma de Taes@ium

El tamafio del genoma calculado mediante citofluetoi@ es de 270 MB [13],

mientras que el ensambladm ‘silico” del genoma es de 130 MB (esta diferencia se

* Centro de Ciencias Genomicas, Instituto de Biatkia, Facultad de Medicina, Facultad de Ciencias
e Instituto de Investigaciones Biomédicas
“Trichinella spiralis, Schistosoma mansoni, Schisitea japonicum y Taenia solium
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debe a que el ensamble computacional es haploidgentras que los 270 MB
corresponden al genoma diploide) y la densidadficadte parece ser relativamente
alta: un ~ 9% codifica proteinas. El nUmero deoims y su tamafio no presentan
diferencias respecto de la distribucidon promediB].[ISu contenido de secuencias
repetitivas es de ~ 7%, llamando la atencion qwerapeticion etandemde 53 pares
de bases y diferentes repeticiones de tetranugtedtiepresentan el 0.5% y 4.5% del
genoma, respectivamente [16].

Respecto del porcentaje de secuencia codificantprateinas, se estima que
posee cerca de 11,000 genes, entre los cuales seemiificado mas de 6,000 en bases
de datos especializadas, y varios se expresan afiemadente tanto en adulto como en
larva. Cerca de 2,000 genes tienen una similitgadifizativa con secuencias de la base
SwissProt y cerca de un 27 % de los genes no tign&rsecuencia similar en las bases
SwissProt y TREMBL [16].

Las secuencias producidas cubren mas del 99% dehge por lo actualmente
el proyecto se encuentra en la etapa de ensambomi®gs. Las secuencias EST
generadas durante la secuenciacion estan dispprabkeavés de GenBank o de la

pagina web del consordio

l. I. VIII. Parasitos y carcinogénesis.

Hallazgos recientes han indicado una asociacidr ¢éamtinfeccion por parasitos
helmintos y la aparicion de carcinogénesis. Aurgple en dos helminto§chistosoma
haematobiumy Opisthorcis viverrinj se ha demostrado que son carcinogénicos para el
humano, otros han sido implicados en facilitar reensformacion maligna [17]. Los
mecanismos conocidos de cancer inducido por hedsincluyen inflamacion cronica,
modulacién del sistema inmune del hospedero, ioidibide comunicacion intracelular,
disrupcion de las rutas de proliferacion-antipeskicion, induccién de inestabilidad
genomica Yy estimulacion de progenie de células cales malignas [17].
Aproximadamente el 16 % de todos los casos de cangiwel mundial son atribuibles

a agentes patogenos, incluyendachi§iosomay Fasciola hepaticdl17].

* http://bioinformatica.biomedicas.unam.mx/taenia/
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Para poder sobrevivir largos periodos en un megiesivo y desventajoso, los
parasitos helmintos secretan varios factores sedubjue interactian con la célula
hospedero. Por tanto, es posible que algunas de sagiléculas puedan modificar la
homeostasis de la célula e incrementen el riesgondetransformacion maligna [18].
Una molécula de RNA, secretada por el cisticercdaknia soliumtiene la capacidad
de transformar células embrionarias de hamsteo girivitro [18]. Esta molécula
también induce dafio cromosdmico en linfocitos hweanltivados, lo que sugiere que
este factor podria inducir inestabilidad genéticairdividuos infectados [18]. Se
desconoce el mecanismo por el cual esta moléculacén el dafio genético y la
transformaciéon de la célula hospedero; sin embauga, interaccion directa entre el
RNA secretado y el DNA gendmico del hospedero podiacionarse con los efectos
observados en otras moléculas de RNA de bajo pesecuatar como U5, capaces de

inducir aberraciones cromosomicas y transformanagimurinasn vitro [18].

El hecho de que una molécula de RNA secretada Tposolium pudiera
relacionarse con carcinogénesis nos obliga a presés atencion a esta clase de
secuencias. Hay una gran cantidad de estudiosres otganismos donde se asocia

RNA y cancer, en particular, los genes de ncRNAocmos comanicroRNA

Por eso consideramos apropiado buscar similituddie das secuencias de
NcRNA disponibles y aquellas del genomaTdesoliumque fueron generadas por el
consorcio del genoma d€aenia soliumen un intento por encontrar mecanismos
moleculares relacionados respecto de otras espgeesio hayan sido identificados

hasta ahora. Razéon por la cual a continuacién e inaa revision del tema de ncRNA.

T solium

enome

Project

Consorcio del Genoma de Taenia solium
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l. I RNA no-codificante (ncRNA)

[ 10 1. El RNA salta a la escena

El DNA habia sido considerado por mucho tiempo ctéanmolécula de la vida,
desde comienzos del siglo veinte cuando se descuje era causante de la
transformacién de bacterias inocuas en mortalesah2001 cuando se concluye el
proyecto del genoma humano, pasando por 1953, ous@ddescribe su estructura
tridimensional y a partir de ella se deduce el mistao de la herencia. En contraparte,
se veia al RNA como un producto intermediario eatl®@NA y las proteinas debido al
descubrimiento del RNA mensajero y el RNA ribosoerallos afios sesenta. Esto fue
reflejado en el famoso y hoy extinto “dogma centialla biologia molecular”, que se

convirtié el punto de partida conceptual de todaiddogia molecular del siglo pasado.

Esta vision DNA— mRNA — Proteina, pronto sufrio del falsacionismo al
descubrirse los retrovirus, que trasgredian ladwmisinidireccional del flujo de la
informacion bioldgica al invertir el sentido dendasma, generando una cadena de DNA
a partir de RNA mediante una enzima hasta entodessonocida pero tedricamente

posible que fue bautizada como transcriptasa re\&#.

Después no sélo se cuestiond su lugar como punpardiela, sino su presencia
misma durante la historia de la vida en la tieb@.hipétesis del “mundo de RNA”
propone la aparicion primigenia de cadenas de RN @oder catalitico,
autoorganizadas y lo mas sorprendente, autorrepdisd20, 21]. En algan momento de
la evolucion, el DNA se presentdé como la mejor Opgbara ser el depositario de la

informacion genética, preservando tal funcion habtaa.

Cuando se descifro el cédigo genético, el RNA emergmo el depositario de
éste mediante el RNA de transferencia (tRNA), desuilo los codones en el mMRNA y
uniendo los aminoéacidos correspondientes dentroridesoma [19]. Este hallazgo
apoya la idea del mundo de RNA, y al mismo tiempestiona su Unico papel como
intermediario entre DNA y proteinas. Actualmentsalee que el ribosoma es en verdad

una ribozima[22].

Ademas, los estudios de regulacién genética abandsdibre asociaciones entre
proteinas y secuencias especificas de DNA, lo queedar mas énfasis a proteinas y el
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DNA como elementos reguladores en todos los orgass El descubrimiento del
RNA lin-4, que regula la traduccion de la proteimal4 al interactuar con su RNA,

mostré que la regulacion genética no era exclusgvaroteinas y DNA [23].

Finalmente, los estudios hechos a la gran cantildadenomas secuenciados
también han modificado la vision del DNA como simmlontenedor de secuencias
codificantes de proteina, rRNA y tRNA. Ahora sabsmoe los genomas contienen,
ademas, una gran cantidad de secuencias repgif#agjogenes, transposones, intrones

y fésiles virales [19].

Todo lo anterior muestra como el RNA ha ido cobcamaéda vez mayor
importancia dentro de la biologia, siendo el teraandRNA el mas novedoso y que

abordamos en esta seccion.

[. 11, 11. RNA no codificante

El término de RNA no codificanten¢RNA se emplea para denominar aquellas
secuencias de RNA que no codifican una proteirgeyson distintos a los RNA de
transferencia y ribosomal. El adjetivo no codifimano significa que tales secuencias
carezcan de informacion o funcion, al contrarituei®s recientes indican que tienen la
capacidad de regular varios procesos moleculareslufares como la transcripcion,
traduccion, metilacion del DNA, impronta, arquiteet de la cromatina, regulacion
epigenética, etc. [14]. Se ha encontrado que altares en estas secuencias estan

presentes en enfermedades cronico degenerativaapeajas cancer [24, 25].

Las secuencias de RNA no codificante fueron desdasi paulatinamente y de
manera independiente desde los afos noventa. Ely $89%encontréo que al intentar
sobreexpresar el gen de la chalcona sintasa emigetmediante la introduccion de
copias de su secuencia, se daba una “co-supred&infjen introducido y del gen
enddgeno [26]. En 1992 se describi6é algo pareaidderirospora crassaunque en ese
momento no se relaciond con lo hallado en petui@@]. En 1993 se descublia-4,un

microRNA que regula negativamente el nivel de la protéma4 [23]. En ese mismo

* Recordemos la famosa frase de Jacques Mdoaglit es verdad para Escherichia coli, también es
verdad para un elefarte

* En ambos, la cosupresion se da a través de umindision en los niveles de mRNA del gen, aunque se
ignoraba como sucedia.
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afo, se descubre el gefist, un RNA de ~17 kb que patrticipa en la inactivacitah
cromosoma X en hembras y se expresa Unicamente angosoma silenciado [28].
Después, en 1998 se describeCaenorhabditis elegans silenciamiento especifico de
genes mediante la introduccion de RNA de doble maldf29]. Y recientemente, en
2007, se reporto el RNA de 2.2 Kb denomin&l@TAIR que a pesar de residir en el
locusHOXC, reprime la transcripcion dransa traves de 40 Kb del loctsOXD [30].

Lo anterior es para eucariontes, pero la aparid@®ncRNA ha sido tan inesperada que
incluso en organismos procariontes cuyos genomasitla estudiados extensivamente

comoEscherichia colse encontraron secuencias de esta clase en e[20J01

Es importante mencionar que los ncRNA han aparedefdro de un contexto
gue cuestiona la definicion del concepto “gen”mi@o acufiado en 1909 por el
botanico danés Wilhelm Johansen que lo definia danumidad asociada con un rasgo
hereditario, que después fue asociado a una ermmm8eadle y Tatum mediante su
hipétesis “un gen, una enzima”, y que ahora estddsi llevada hasta limites un tanto

difusos al definirsele como una unidad transcripai$32].

La cantidad de informacion que se ha obtenido sdbse ncRNA; como
mecanismo de accion, estructura secundaria, mativasl secuencia, funcion, etc., han
permitido conceptualizarlos y clasificarlos de umjor manera. A continuacion

elaboramos sobre esto ultimo.

[. 1. 1 Clasificacion de los RNA no codificantes
Los RNA no codificantes se dividen®*en

a) Pequeiios NucleolaresnORNA, d) RNA de interaccién con proteinas

b) Pequefios RNA de Interferenc&RNA), Piwi (piRNA),

¢) MicroRNAs fniRNA, e) ncRNA largosIGcRNA

f) Riboswitches

* La descripcion de la interferencia de RNA fue régua en 1998 por Mello y Fire, y la importanciaqu
ha demostrado tener su estudio les llevo a regiliremio Nobel en 2006.

* Esta clasificacion nos permitira relacionar rapidate los resultados @ ASTnsobre el genoma de
soliumcon lo que se sabe sobre ncRNA, ayudando a lacadotde las secuencias que presenten simili-
tud con las bases de datos de ncRNA NONCODE y nsBBa
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[. 1.1 1. RNA Pequefio Nucleolar (snoRNA, smalhucleolar RNA)

Los snoRNA guian la modificacion del rRNA durante biogénesis del
ribosoma, aunque pueden tener como blanco otros. R dos clases; la caja C/D,
que guia la reaccion D-ribose-methylation, y la caja H/ACA, que guia la
pseudouridilacién de los RNA blanco [33]. Aunqus EnoRNAs involucrados en la
biogénesis del ribosoma estan localizados en deolac(donde se descubrié y de alli
su nombre), también se localizan en los cuerpd3aji, por lo que también se conocen
como scaRNA (Small Cajal body RNA) [34]. De heclsy nombre ya resulta
anacronico debido a que tienen un amplio rangoodalizacion celular ademas del
nucleolo, asi como de otras funciones y blancok Bf®vienen de los intrones, miden
entre de 60 y 300 nucledtidos y algunos exhibera@igidad de tejido y regulacion
durante el desarrollo o impronta. Como ejemploid&udcion esta el caso del snoRNA
HBII-52, asociado al splicing aberrante del genréekptor de serotonina 5-HT(2C)R
en pacientes que sufren del Sindrome de Prader{2&]l
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Figura 11. Estructura y funcion de los snoRNA.- En los snoRN& guian la 2'-O-metilacion, los motivos de las
cajas Cy D, y el tallo que se forma entre las teafgs 5’,3' constituyen un motivo estructural deimado "kink
turn” (K-turn) que es reconocido especificamente lpgroteina snoRNP de 15.5kDa. Las cajas C' y [presentan
copias internas, y a menudo imperfectas, de laasc&} y D. Las lineas punteadas indican nucledtidos g
interactian en las cajas C y D. Los snoRNAs que glaiggseudouridilacién se pliegan en estructuras itpaa-
bisagra-hairpina-cola” y contienen las cajas H y ACLa caja C/D de los snoRNA’s metiladores y su RiNAato
forman un par de doble hélices de 10 a 21 baselam® en el cual el residuo a modificar se posieoa 5
nucleétidos exactos “upstream” de la caja D o Da bairpina 5’ y/o 3’ de la caja H/ACA en los snoRNf®
uridilan contienen un loop interno, llamado el “Isidlo” de pseudouridilacion, que forma dos duplextos (3-10

bp) con nucleétidos que flanquean a la base deinaicdustrato que esta localizada aproximadament&5a
nucleétidos de la caja H/ACA del snoRNA. Aunque az@a snoRNA podria llevar a cabo dos reacciones de
modificacién, a excepcion de unos cuantos, la nmayde los snoRNAs poseen un solo dominio funcioma'-eD-
metilacién o pseudouridilacién. Los motivos cerggalde los snoRNA que son esenciales y suficientasegba
correcto procesamiento y acumulacion nucleolar deRNAs estan resaltados en rojo. Las regiones que no
contribuyen a la estabilidad metabdlica del snoREAN&rcan en azul. Los snoRNAs transcritos indepetetigente
por la RNA pol Il contienen secuencias lider 5’gvlin la clasica estructura de trimetilguanosina fjtaLos RNAs
sustrato se encuentran en verde. Se marcan tantdsémncleétidos destinados para la pseudouridilagig) y la 2'-
O-metilacién (una “m” con circulo). Tomado de [33].

24



25

1L L 1. siRNA

Son secuencias de 22 nucleétidos de longitud cuyeidn es silenciar
transcritos homologos de mayor tamafno, fendmen@ado como interferencia de
RNA (RNAI). Un siRNA se deriva de un precursor ddARde doble cadena de mayor
longitud que es cortado por la enzima Dicer (unaABdd tipo 11l multidominio), e
incorporado mediante la proteina Argonauta al cejoale silenciamiento inducido por
RNA (RISC). El siRNA guia el complejo RISC hacianeRNA blanco, que es cortado
por la proteina Argonauta (Fig. 12) [36].

‘aberrant’ ssRNA

o

exogenous Vviral transposon :
dsRNA dsRNA dsRNA? ,gyédsggthes's
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= target recognition

/ A_H_P\A RI

SEREFTREEEL B L S 11111!.\%517”\1111-.1”[:7
@5 RNA synthesis =5 target cleavage
by RdRP l by endonuclease
ST EWP secondary siRNAs by DICER degraded RNA by exonucleases

Figura 12. La produccion de siRNAs a partir del precursor dé*Rle doble cadena se da mediante la enzima Dicer,
este precursor puede provenir de varias fuentesjocana infeccién viral, transposones dentro delogea, e in
cluso del medio ambiente o de transcritos abermnstas secuencias se incorporan al complejo Ri&djante el
cual se corta el mMRNA con secuencia complementasiR&IA. Ademas, puede haber una amplificacion B&lAs
secundarios por una polimerasa de RNA dependieniNFey Dicer. Tomado de [37]

Una caracteristica impresionante de la interfeeedel RNA es su potencia. A
excepcion de insectos y vertebrados, unas cuardgcutas de RNA de doble cadena
(dsRNA) por célula pueden inducir una respuestnyplantas y nematodos, inducir un
silenciamiento sistémico en todo el organismo. Estdogra por la sintesis de siRNAs
secundarios mediante la polimerasa de RNA-depetediesnRNA (RARP) [36].

Los siRNAs cumplen un papel protector ante infeveovirales. Estudios en
plantas reportan una mayor sensibilidad a infe@sowirales cuando se inhibe la

interferencia por RNA. Esta proteccion se da cuaetisistema de interferencia
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responde al “monitoreo” de los niveles de RNA deke la célula en el momento que
se hallara un mRNA con una concentracion mayomaimal, situacion muy comun en

la replicacion intracelular de los virus [38].

Ademas de silenciar genes especificos, los siRN#tscpan en la formacion de
heterocromatina mediante el complejo de silenciatoi¢ranscripcional inducido por
RNA (RITS, RNA InducedTranscriptionalSlencing). El reconocimiento de transcritos
nacientes mediante siRNA y RITS promueve la meditade la histona H3 en la lisina
nueve por metiltransferasas de histona, que conduceclutamiento de la proteina

Swi6 y la subsiguiente compactacion de la cromd86a

Las proteinas Ago, Dicer, Piwi y RARP estan coreias en todos los linajes
eucariontes principales, mientras que los procssono tienen homodlogos de éstas (a
excepcion de Ago, y parecen tener un sistema amd@egnterferencia que evoluciono
de manera independiente) [39, 40]. Lo anterior haeesar que el Ultimo ancestro

comun de eucariontes poseia ya un sistema deergadia de RNA [40].

[ 11 1. 1. MicroRNA (miRNA)

Son genes que al final de una serie de modificasiggneran secuencias de 22
nucledtidos de longitud que regulan la expresion gdees especificos mediante
inhibicion de la traduccion, y en algunos casosiégradacion del mRNA blanco
(Figura 13). La represion de la traduccion se daupcapareamiento imperfecto con el
MRNA blanco en su regién 3’ no traducible (UTR),péeando para ello al complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC), pero seagnel mecanismo y momento
exacto en el que se da la represion de la traduccadegradacion se da cuando hay un

apareamiento perfecto entre el mMiIRNA y su RNA hieji36].

La RNA polimerasa Il es quien transcribe los gahesniRNA. Los transcritos
contienen el residuo de 7-metilguanosina en swemdrs’ (cap) y estan poliadenilados
en su region 3. Generalmente se localizan en negiintergénicas e intrones, en menor
grado en exones, y unos cuantos en zona repeditiagd]. Los intergénicos pueden ser
monocistronicos (una unidad transcripcional por)gerpolicistronicos (mas de un gen
por unidad transcripcional), teniendo ambos casosesncias promotoras propias [41].
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Cuando se localizan en intrones, pueden ser iguédmenonocistronicos o
policistronicos, y a menudo el intron correspongactamente en tamafio al precursor
del miRNA. Los miRNAs “ex6nicos” a menudo entrelazan exén y un intrén en

genes no codificantes cuyos transcritos son pare@dnRNA [41].

Los miRNA participan en la regulacion de procesmsobgicos, que incluyen
diferenciacion, proliferacion celular, apoptosisgi@génesis, etc. Son fundamentales en
el desarrollo, ya que animales que son incapacgsadieicir miRNAs no sobreviven o
no pueden reproducirse [43]. Defectos en los miRiN# sido implicados en varias
enfermedades, como el sindrome de Tourette, sirdienDiGeorge, degeneracion
neuronal y sobre todo en tumores y cancer, en elhgly una cantidad inmensa de
estudios [44, 45].

Debido a lo conservado de los miRNA en eucariorgespropone que este
sistema de regulacion evoluciond justo antes delil@rgencia entre plantas y
metazoarios, y que aparecio después del sistemateléerencia de RNA [40]. Se
estima ademas que un tercio de los genes en asiestkn controlados por miRNA, lo
gue da mayor regulacion de la expresion génicateplE las secuencias promotoras,
potenciadoras, etc. debido a la especificidad panBNA blanco [43].

Figura 13. Biogénesis de los MicroRNA. El

Pol li A transcrito del gen de miRNA generado por
‘E’a‘“"w la RNA polimerasa Il es procesado por la
enzima Drosha en el nicleo. El precursor

resultante, “pre-mirRNA”, se exporta al

Pri-microRNA
Pre-microRNA

citoplasma (al parecer por la Exportina 5)

para que sea procesado por Dicer y genere

NUCLEUs  Prosha

Exportin los oligonucledétidos caracteristicos de 22

bases. De manera coordinada el mirRNA

CYTOPLASM maduro se transfiere al complejo de

helicase silenciamiento RISC y es desenrollado por
% e “ma:u W una helicasa. Aquellos mRNA blanco que
ABOY4 N NS EnANA - sean perfectamente complementarios al
mirRNA son degradados, mientras que

mRNA blanco con apareamiento imperfecto

se suprime su traduccion. Tomado de [46]

AGO1-4 AGO1-4
Nucelolytic Cleavage Translational Repression

* Conocidos comoinRNA-like”,son genes cuyos transcritos poseen exones, esiademilados, pero
no codifican proteinas y ademas su funcion es desida.
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[. 1. 1. IV. ncRNA largo (IncRNA)

Los IncRNA son transcritos que van de 300 hast®0D0,nucleétidos de
longitud. La forma en que actian es amplia, sidadoodificacion de la cromatina la
mas comun, pero también regulan la transcripciéiay modificaciones post-
transcripcionales (Fig. 14) [47]. Son reguladosadte el desarrollo, muestran expresion
tejido-especifica, localizacibn en compartimientesbcelulares y asociacion a

enfermedades [48]. Algunos INCRNA presentan evidethe evolucion selectiva [48].

El primer INcRNA caracterizado fu€lST, involucrado en el silenciamiento en
cis del cromosoma X en mamiferos [28]. EI mas reciedemominaddHOTAIR se
localiza en el clustddOXC, y reprime la transcripcion g¢rans del clusterHOXD [30].
Otro ejemplo ed\ir (de 100 Kb), asociado a un loci improntado enmatidnde silencia
encis una region de 400 Kb que contiene a tres genessj@ra aumente el nimero de

IncRNA conforme se estudien mas transcritos [48].
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Figura 14. Funcion de los IncRNA. a) Los IncRNA reclutan complejos modificadores de ctomaaa loci
especificos. HOTAIR, Xist (0 RepA) y Kcnqgotl, galoomplejo represor “Polycomb” (PRC2) hacia el lacu
HoxD, el cromosoma X, o el dominio Kcnql, respentaae. EI PRC2 trimetila los residuos de lisina 2i28K27)
de las histonas H3, induciendo la formacién de foet@matina y reprimiendo asi la expresién génisplncRNAs
anclados al gen de ciclina D reclutan a la proteide uniéon a RNA (TLS) para modular la actividad det#
transferasa de histona de la proteina de union a BREBP) y p300, reprimiendo la transcripci¥).Un potenciador
ultraconservado se transcribe como IncRNA, Evf2, agtéa como co-activador del factor de transcripcidol X2,
regulando la transcripcion de DIx@l) Un IncRNA transcrito del promotor menor de DHFR farama triple hélice
con el promotor mayor, impidiendo la unién del &éaade transcripcion TFIID, silenciando el gen de BRI e) Un
ncRNA antisentido oculta el sitio de splicing 5° d&RNA Zeb2 (de la homeocaja dedo de zinc) del sglicea,
reteniendo el intron. El ribosoma reconoce un siti@rno de entrada al ribosoma (IRE) en el intrétenido, lo que

resulta en una traduccion y expresion eficient@de2. Tomado de [47]
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[. Il 1Il. V. RNA de interaccion con proteinas Piw(piRNA)

Estas secuencias, de 25 an?7e interactian con proteinBsvi, una subfamilia
de las proteinas Argonauta. Se encuentran activacstlellas germinales y silencian
genes mediante la formacion de heterocromatina npetiltransferasas, inhibiendo
ademas la actividad de elementos genéticos mowuilestrarrestando su actividad
mutagénica [49]. Son procesadas secuencialmenpaiéesle la transcripcion mediante
ribonucleasas distintas @icer y se acoplan directamente a la proteRiai o Aub
dentro del complejo RISC, igual que los siRNA y iR (Fig. 15) [50].

La actividad represiva en células germinales ha didmado el “sistema
inmune” del genoma, ya que identifican a las sedasrgenéticas moviles que atentan
contra la integridad de la informacion del genodf.[Se desconoce cOmo se inactivan
los transposones en adulto ya que no se han digmfRNA en células somaticas, pero
parece que la formacidbn de heterocromatina medipda piRNA durante la
embriogénesis se mantiene a lo largo de la vidaodgnismo, quiza mediante los

SiRNA, ya que comparten el complejo RISC [51].
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Figura 15 Biogénesis de piRNA.- (Inferior) Los transcritosits#o provenientes de transposones, son cortados po

Piwi o Aub y cargadas dentro de RISC con un piRNAsque de guia. El transcrito cortado no solo esrdegdo,

se usa para programar a Ago3 en RISC. (Superiotg Eemplejo a su vez corta los transcritos antiskengue se

originan del loci que funge como control maestraefamente el RNA cortado sirve para programar a RVAUB

dentro del complejo RISC. Por tanto, los transcrisestido y antisentido alimentan un ciclo de angalifion en el

que los extremos 5’ son definidos por la forma degar de RISC. Se piensa que los extremos 3’ sornteatas

mediante endonucleasa y/o exonucleasa hasta efim@adecuado que se acomode entre los dominios FARY

El extremo 3’ es modificado subsecuentemente (Rlep-por una metiltransferasa llamada Pimet/DmHemil e

Drosophila. Tomado de [50].
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[ 11, 1. VI. Riboswitches

Estas secuencias actian como sensores de metalesiitecificos, que al unirse
a ellos son capaces de encender/apagar la ma@uirsarscripcional de genes asociados
al metabolismo de la molécula que reconocen. Sonndeafinidad y especificidad
excepcionales, encontrandose ampliamente distobBuydconservados en procariontes,

e incluso en algunos eucariontes [52].

El mecanismo por el cual regulan la expresion géimeolucra la formacién de
estructuras alternativas de su secuencia. En léorcoacion represora, provocan la
terminacion prematura de la transcripcion al fogearn tallo de terminacion cuando el
metabolito se une, imposibilitando la elongacion ttanscrito. En el caso de la
traduccion, la union del metabolito enmascara éasiencias Shine-Dalgarno dentro de
la estructura secundaria, lo que impide la unidnridesoma, inhibiendo el comienzo

de la sintesis de la proteina.

La diversidad de genomas que contienen riboswitchel variedad de
mecanismos moleculares de regulacion, junto cdre@ho de que la interaccién directa
con sus moléculas efectoras no requiere de coéactpes de una altisima afinidad y
especificidad, sugiere que los riboswitches remitageuno de los sistemas regulatorios

mas remotos [53].
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Figura 18 Mecanismos de funcién de los

riboswitches.- A) Término de la transcrip-

cién inducido por la union de un metabolito

(M) a un RNA naciente, como ha sido ob-
servado en el riboswitch de guanina. B)
Inicio modulado de la traduccién mediante

el enmascarado de la secuencia Shine-Dal-
garno inducido por la unién de un metabo-
lito, como el caso el riboswitch de piro-

fosfato de tiamina. C) Procesamiento del
RNA mediado por un auto-corte dependiente
de la unién del metabolito, como se observa
en el riboswitch de Glucosamina-6-fosfato.
Tomado de [52].
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A la luz de la clasificaciébn anterior, vemos que RINA no es sélo un
intermediario entre el DNA y las proteinas, sincagtor de gran importancia dentro de
diversos fendbmenos al interior de la célula. Cbaoye a la organizacion estructural y
dindmica de los cromosomas, procesos epigenétmmapensacion de dosis y la
impronta genémica en animales [54]. También padicilentro del sistema inmune
(principalmente los miRNA), al mediar el desarrolldiferenciacién de células By T,
la proliferacion de neutrdéfilos y monocitos, el whide anticuerpos y la liberacion de
mediadores inflamatorios [55, 56]. Ademas, otraglencias sugieren que el RNA
podria suplementar la sefializacion endocrina ycpaeallevada a cabo por hormonas,
metabolitos y proteinas [57].

l. 1. 1IV.  ncRNA 'y enfermedad

Todas las clases anteriores de ncRNA tienen relamdd alguna enfermedad.
Algunos ejemplos son; la hipoplasia del cartilagb chbello, ataxia espinocerebelar
tipo 8, sindrome de DiGeorge, autismo, Alzheimaquézofrenia, enfermedades de

origen inmunitario, diabetes y cancer [24]. Meneimos dos ejemplos.

Antigeno Prostético.Este antigeno, empleado rutinariamente en analisis
diagndstico para cancer de préstata, es una nialdeuRNA. Se sobreexpresa en la
mayoria de los canceres de prdstata, y se exprasaiael minimo en tejido prostatico
no maligno. No se expresa en otros tejidos, nosnalemalignos [58]. Sufre de
modificaciones pos-transcripcionales, ya que el mate cerca de 20 kb pero sdlo se
detectan transcritos de 0.6, 2 y 4 kb. Se encuentr@ cromosoma 9 (9921-22), y fue
descrito por primera vez en 1999 [59]. Otro genRidA involucrado en cancer de
prostata es PCGEM1, que también se sobreexpresi@ear de prostata, y se encuentra
en el cromosoma 2 [60]. Paraddjicamente, no se shipapel que juegan estas dos

moléculas en el cancer de prostata a pesar deckst@mente sobreexpresados.

Diabetes.Los miRNA han sido relacionados con diabetes. Datmsentes
sugieren que participan en la secrecion de insuleladesarrollo de las isletas
pancreaticas, la diferenciacion de las células, betgue indirectamente controlan el
metabolismo de lipidos y glucosa, ademas de estanucrados en complicaciones
secundarias de este padecimiento [61]. Por ejeneplnockout deDicer 1, produce

defectos en todo el linaje pancreatico en ratomésntras que el miRNA mir-375, muy
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abundante en células beta e isletas pancreategisiarnegativamente la secrecion de
insulina estimulada por glucosa, ya que la sobmeskin de este RNA inhibe

completamente la secrecion de insulina [61].

1. 1. V. NcRNA y complejidad biolégica

En procariontes, la mayor parte del genoma codfgrcéeinas, mientras que en
eucariontes multicelulares el porcentaje de estasescias es mas reducido. Asi, al
observar varias especies, parece existir una tianscualitativa del contenido de la
carga transcripcional entre procariontes y euctesf25]. Por otro lado, el proyecto del
genoma humano reveld que solo un ~1.2% del gencendrasluce a proteinas
(corresponde a exones), mientras que un 93% dehgese transcribe activamente, por
lo que se plantea que la mayor parte de la caagesdripcional podria consistir de
NcRNA [19, 62].

Debido a lo anterior, los ncRNA podrian ser indaad del nivel de
complejidad de las especies. Asi, organismos ‘imfes” como las levaduras contienen
un numero menor de estas secuencias en compadiiés organismos multicelulares
pequefios como los gusanos, y éstos a su vez camtimenos cantidad que uno
“superior” como un mamifero. Es el humano, quieendi el mayor numero de

secuencias NcRNA de todos los organismos analizzakia ahora (Fig. 19) [14].

Mattick, uno de los principales promotores de I@RMA, plantea que en
procariontes el nimero de proteinas reguladoradaesasi exponencialmente respecto
al tamafo del genoma, lo que impone un limite eolaplejidad de estos organismos
[14]. Por su parte, los eucariontes sobrepasadt@nlienite al emplear RNA como una
solucién regulatoria en forma “digital”’, concertadan la evolucibn de una
infraestructura proteica necesaria para reconoeetuar sobre este tipo de sefales [14].
Esta hipé6tesis (controversial a causa de lo arhitde la definicién de complejiddd
ilustra algo importante (aun ignorando lo antroptitéo de la idea); que hay un
aumento en el numero de secuencias de ncRNA a enqdi& nos desplazamos por las
distintas ramas del arbol filogenético de todosskres vivos.

! Este mismo término es empleado para describiosdenémenos o cualidades biolégicas.
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Figura 19La proporcién de DNA no-codificante respecto del DbdAlificante de proteina se incrementa como
funcién de la complejidad del desarrollo. Los procates contienen menos de un 25% de DNA no-codificdos
eucariontes simples contienen entre 25 y 50%, maigrue organismos mas complejos como hongos,aslant
animales tienen mas de 50%, llegando hasta 98.5%DMWA no-codificante en humanos. El azul representa
procariontes (Archea y Bacteria), el negro eucatémn simples, Neurospora crassa en gris, plantasdéer
invertebrados no cordados (nematodos, insectos)p@pura, Ciona intestinalis (urocordado) en amarillg
vertebrados (rojo). ncDNA, DNA no-codificante; tgDNDNA gendmico total. Tomado de [14].

1)

2)

3)

4)

5)

La forma en que actuaria la regulacion “digital’dia@te ncRNA seria:

Los genes eucariontes expresarian dos tipos damaéion en forma paralela;

las proteinas y sefiales de RNA.

Estas secuencias de RNA estarian sujetas a unziéaleque las forzaria a

expandirse en organismos complejos.

Algunos ncRNA serian procesados pos-transcripaiogale, generando un
mayor numero de sefiales que actuarian sobre dsstitdncos en varias redes

de regulacion.

Al mandar sefiales epigenéticas “corriente abajowfistreamkgn el sistema, a
la larga podrian fijar trayectorias en el desaotadll ser guiadas o activadas por
sefiales ambientales que proporcionarian un contiexexpresion y asi corregir

la activaciéon estocastica del programa de desarroll

Gracias a la especificidad hacia su secuencia ®I§d&NA o RNA), serian
captadas por proteinas y/o complejos que recorarclarestructura secundaria o
tridimensional de las interacciones y actuar erseounencia, permitiendo una

regulacion exacta de la expresion génica y de poscepigenéticos.
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Mattick propone entonces que el ncRNA es el caesdst toda la variedad
taxonOmica que se dio desde la explosion del Camljdonocida como radiacion de
los Metazoarios), en donde surgieron los ancestensodas lagphylas que existen
actualmente (Fig. 20) [14]. En el caso de humalosspcRNA representarian quiza una
de las claves de su complejidad, al menos asigiersuun estudio que muestra como un
RNA (HAR1F) est4 involucrado en el desarrollo dsktesna nervioso y cuyo locus
gendmico es una de las regiones que han evolu@omay rapidamente en humanos
respecto a los demas primates [63]. Siendo a$g &uprograma del desarrollo como la
diferencia fenotipica entre especies e individust enfluenciada, si no es que

fundamentalmente controlada, por el repertoriocNA [25].

Multicellular world Animals

Fungi

Multicellular

Evolution of RNA-regulatory networks sukaryotes

Sponges

Complexity

Entry and expansion of introns, evolution of the splicesome

Unicellular world
Evolution of subcellular structures

Single-cell eukaryotes (protisia)
Eubacteria

Archaea

I [ I T 1
—-4,000 -3,000 2,000 -1,000 Present
Time (mya)

Figura 20Historia bioldgica simplificada de la Tierra Esta gréfica intenta ser un bosquejo. Algunafées siguen
en debate y la abcisa de complejidad (Complexignetiuna escala arbitraria. La vida aparece en larfld hace
4,200 millones de afios aproximadamente, y con@ste diversifica rapidamente) en tres reinos: Ey&aBacteria
y Archea. La vida se mantiene como unicelular (peguefias colonias) por al menos otros 3,000 nebathe afios.
Se piensa que el ancestro comin de animales, glanit@mngos surgié hace 1,200 millones de afios,onmasnos el
tiempo también en el que se cree se dio la relagi@osimbidtica que dio origen a las mitocondriagartir de este
punto, la incidencia de intrones y de otras secisende DNA no codificantes correlacionan con la clajigad del
organismo. Hace 520 millones de afios, en el peri@dmbrico, evoluciond la vida animal compleja ereeénto
mejor conocido como la “radiacion de los metazoatjoen la que ancestros reconocibles de todas lpkyfa”
modernas aparecieron y cuyo registro fosil se entraeen un solo estrato rocoso. ¢Qué contuvo larigjga de
organismos multicelulares complejos por tanto tiefhg, Fueron factores ambientales o bioquimicos (cdeno
concentracion de oxigeno y metabolismos energésogiado a éste)? ¢O era acaso debido a sistemamibms

genéticos “primitivos™?. Tomado de [14].
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l. II. VI.  Analisis computacional de los ncRNA

Hay varios programas y métodos para tratar de ifdmmt ncRNA's en
secuencias genOmicas, y operan principalmente Hap formas; i) basados en
homologia a ncRNA'’s ya reportados, y ii) los quiaedasados en la predicciab
initio de estructura secundaria caracteristica del RNA tiartos parametros fisico-
quimicos y de emparejamiento de bases nucleotidicsies métodos han arrojado una
vasta cantidad de secuencias posibles que estataga de verificacion experimental.
El estudio computacional de ncRNA es una de laasams activas en lo que se llama
Gendmica del RNARNomic}, siendo una de las fronteras de la era pos-geaogue

intenta resolver la estructura y funcion del ncR&@éscala gendémica [64].

La prediccion de genes putativos de ncRNA ha sidg mtensa en el caso de
microRNAs y siRNAs, cuya secuencia presenta pasroreconocibles que son
empleados al analizar secuencias genomicas. Ealdesgue cada miRNA o siRNA
candidato predecido computacionalmente necesita dalidacion experimental [65].

Los enfoques empleados son:

1) Usar informacion de estructura secundaria, ya quprésencia de estructura

“fold-back” es una caracteristica esencial de los pre-miRNAs.

2) Se sobreestima la conservacion de la secuenczoasl de la estructura en la

distincion de candidatos de miRNA de hairpinas g&nas irrelevantes.

3) Se mide la estabilidad termodindmica de las hagpiyndel complejo miRNA-
MRNA.

Como ya se menciond, las sefiales de RNA son trédamiprincipalmente
mediante interacciones especificas con otros RN2M\W. Este tipo de interacciones
posiblemente tengan estructuras secundarias ylménsionales en forma de triple
hélice o de otro orden que no obedecen las reglaénecas de emparejamiento de
bases, lo cual necesitaria el desarrollo de nualgmitmos capaces de detectar este

tipo de interacciones partiendo simplemente dedasencias genémicas [14].

En este trabajo empleamos el enfoque de busqueldand@ogia a ncRNA's ya

reportados al ejecutar el prograBlaASTsobre las secuencias fesoliumdisponibles.
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[. 1. VII. Bases de datos de ncRNA

Existen varias bases de datos dedicadas exclusieanaela clasificacion de
secuencias de ncRNA. Las siguientes cuatro sompriasipales; i) NONCODE, ii)
miRBase, iii) RNAdb, y iv) Rfam. Cada una se esalera en cierto tipo de ncRNA y
tiene diversas caracteristicas de anotacion. Earemps las caracteristicas de cada una
de ellas a continuacién, con especial énfasis eDNGIGDE y miRBase, que fueron
empleadas para la comparacion con las secuenciassdéum

NONCODE:
» Contiene casi todos los tipos de ncRNA;

 Toda la informacién relacionada (funcion, localidac celular, informacién
cromosomal, etc.) ha sido curada manualmente ntedideratura, y cerca del

80% de las entradas estan basadas en datos expeleag

» Tiene un sistema de clasificacion original basadelgroceso y funcion celular
de cada secuencia denominado PfClass (Processdrufitass) que sirve para

integrar la informacién a sistemas de clasifica@gistentes;

* Asismimo tiene un sistema de anotacion que indieereRNA en cuestion esta
asociado especificamente a género, tejido, etcsj gstd relacionado con

tumores, enfermedades, etc.;

o Es facil de usar y permite recabar facilmente imfacion adicional como los
elementos regulatorios en la zona adyacente desdaencia, su estructura
secundaria, publicaciones relacionadas y cualairarinformacion disponible,
ademas de poder obtener las secuencias en form&dA-desde su sitio en
internet. Fue creada en China, se actualiza caslaeses, y es de acceso libre a
través denttp://noncode.bioinfo.org.ci®6].

miRBase

Esta base fue creada por el Instituto Sanger Beialb Unido. Se especializa en
los miRNA'’s, y actualmente contiene 5071 miRNA la& 58 especies, expresando
5922 secuencias de miRNA maduras y distintas. Tdeseconjuntos de secuencias, una

consiste de los precursores de miRNA, por lo quee toalas las secuencias tienen un
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tamafo aproximado de 70 nucleotidos. El otro cdojucontiene solamente las
secuencias del miRNA maduro y funcional, por lo gultamafno de cada secuencia va
de 19 a 22 nucledtidos. Esta base también perrbtener los archivos con todas las
secuencias en formato FASTA desde su servidor eernet, el cual es

http://microrna.sanger.ac.uk/sequemn¢ég].

RNAdb La base RNAdb se caracteriza por que sélo sesotracen predicciones
computacionales a partir de transcriptomas de hamaatén, por lo que consta de una
gran cantidad de ncRNA putativos (sobre todo miR§JAQue estan en etapa de

comprobacién experimental o indicio de una fun@omprobable [68].

Rfam.Es una coleccion de familias de secuencias de Riesentadas por
multiples alineamientos de secuencia y modelos @ar@anza. Esta base no sélo
contiene ncRNA, sino también RNA estructural (tfarencia y ribosomales), ademas
de que su enfoque es la anotacion de nuevos céoslide familias de RNA ya
conocidas y el programa en el que corre trabajacplrmente sobre secuencias de

genomas completos [69].

Recordemos que estas bases no son las Unicas gueeha si las mas
representativas dentro del estudio del ncRNA. Gditasurgen nuevas bases de datos,
desde las generales hasta las muy especializadagpgndiendo de su utilidad,
popularidad y derechos de uso, se hacen referehtigada, van integrandose unas con
otras, se privatizan o desaparecen. Cada afoilaBcleic Acids Researatdita un
namero especial dedicado a describir (en voz de cseadores) todas las bases
disponibles, presentando las nuevas y enumerarsloadtualizaciones de las ya

existentes.

Es asi como el RNA se ha posicionado nuevamente @wtor principal en
muchos procesos bioldgicos de gran importancia,l@aue fue nominada como el
avance del afo por la revistacience[70]. En consecuencia, hay un aumento
considerable en el nimero de bases de datos referansus secuencias, blancos,

interacciones, asociaciones con enfermedade$. étzluso la enciclopedia en linea

* La base RNAdb actualmente esta en la version 3 yaas® llama fRNAdb (deftinctional RNA databajey
fusiona a todas las bases de ncRNAd]. Acids Res. 2009 37: D89-D9Fsta base no fué usada, tampoco Rfam.

# Basta echar un vistazo a la pagina de la reiNsizeic Acids Researcken su edicion de bases de datos para darse
cuenta de ello (Nucl.AcidsRes.2009 Batabase Issyenttp://nar.oxfordjournals.org/content/vol37/supgindex.dtl
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Wikipediatiene el proyectdRNA WikiProjectque es parte de uwikiProyectomas
amplio de biologia molecular y celular (asociada base de Rfam), con cerca de 600
articulos describiendo distintas familias de RNAunque este Gltimo no es de un nivel
de especializacion tan elevado, es de gran imppaalebido a que hace interactuar de
una manera mas fluida y asequible la informacidiosa sobre los ncRNA, siendo

reconocida efournalstan especializados conRINA [71].

El siguiente recuadro presenta las cuatro basdatds principales de ncRNA.

Nombre Especialidad Numero Comentarios
Secuencias

Curada manualmente mediante literatura

que respalde experimentalmente la
NONCODE nlcRNA de toda existencia de cada secuencia. Sistema de
clase clasificacibn que proporciona informacién
biolégica.

Curada manualmente mediante literatura.
microRNA y sus 15.172 Proporciona putativos “targets” sobre los
precursores ’ que actian los miRNAs (prediccion
computacional)

miRBase

ncRNA mamifero >10.000 La mayor parte de las secuencias son de
(Homo sapiens, ! humano o ratén y son predicciones

Mus musculus) computacionales.

ncRNA toda clase 379 Clasifica los ncRNA en familias mediante

perfiles de estructura secundaria y
alineamientos multiples mediante
gramaticas estocasticas libres de contexto.

Ademas de RNA (familias)
estructural.

Para terminar esta breve revision de ncRNA. s@tardecir que la existencia de
secuencias de RNA con funcion reguladora fue phediace casi 50 afios por Jacques
y Monod al hablar de genes estructurales (que peodproteinas) y genes reguladores
(como lacl), cuya complementariedad de bases haipga interactuar especificamente

con otras secuencias de acido nucléico, modulamés@esion [72].

* http://en.wikipedia.org/wiki/Wikipedia:WikiProjecRNA
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.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En base a la revision que soffraenia soliumy ncRNA se hizo en la seccién
anterior, cabe la siguiente pregunta de investigaci,Qué genes de ncRNA se
encuentran dentro del genomaldesoliun? Dados los distintos conjuntos de secuencias
producidos y disponibles por el consorcio del gema®T. solium es posible realizar
en ellas una busquedasilico de secuencias similares a ncRNA ya reportada®\sgu
encuentran depositadas en bases de datos espetdaliZl encontrar ncRNA en un
metazoario comol. solium podria contribuir a entender su origen, evolucign,
especialmente, componentes de los procesos maleswjae participan en la infeccion

humana por este organismo.

ll. OBJETIVOS

= |[dentificar, dentro del genoma dE. solium secuencias similares a aquellas
conocidas como ncRNA, mediante alineamieimasilico de secuencias a través de
la herramienta informatidaLAST

» Comparar cada uno de los distintos lotes de sem@semproporcionados por el
consorcio del genoma dé&. solium contra dos bases de datos de NcRNA;
NONCODE y miRBase.

» En caso afirmativo, determinar qué tipo de secasnde ncRNA son y cual es su
funcion biologica de acuerdo a la anotacion extsteasi como la informacion que
pudiera existir sobre la secuencialdesoliumque aline6 con la de ncRNA. Ambos

casos mediante comparacién contra las bases de WGBhe Ontology (GO).
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V. JUSTIFICACION

En México, el parasit@aenia soliunpersiste como un tema de salud publica.
Aunque ha sido objeto de estudio desde hace syghssde los organismos que mas se
han estudiado, se ignoran todavia aspectos motesulde su biologia y de los
mecanismos involucrados en la infeccion por estgarosmo. Como estudio
complementario dentro del Consorcio del Genoma .dsolfum la finalidad de este
trabajo radica en ser un primer esfuerzo por canotes, desde la perspectiva del
NcRNA, la biologia de este organismo y asi compigaresl conocimiento derivado del

estudio de proteinas y secuencias de DNA.

Al revisar la literatura, se percata la ausenciastadios previos sobre nCRNA’s
enT. solium Ademas, la anotacion hecha hasta ahora por sbotio del genoma dE
soliumse ha enfocado a proteinas, por lo que este trabajedica exclusivamente a la

busqueda de ncRNA.

La disponibilidad del genoma de solium junto con la existencia de bases de
datos especializada en ncRNA, y las facilidadexd@aputo intensivo dentro de la
universidad, hacen posible la busquéedailico de esta clase de secuencias dentro del
genoma. Aunque esta metodologia no es suficient g@ncluir que una secuencia
tenga una funcion biolégica real, si es necesaedjdo a que en muchos casos la
identificaciénin silico precede la identificacidim vivo. Ademas, representa una ventaja
ya que mejora el disefio de experimentos al delindéauna mejor manera el area de
investigacion, y en consecuencia, reducir el tiempgosto de un proyecto. Igualmente,
recordemos que esta metodologia esta bien cimeptselaisa de manera rutinaria en la

anotacion de genomas recién secuenciados.

Se espera que los resultados encontrados en sistadan Utiles en el disefio de
experimentos que permitan descubrir otras moléaldgascRNA propias d&. solium

desconocidas hasta la fecha.
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V. MATERIAL Y METODOS

Software de alineamiento de secuenci&ara el alineamiento de secuencias se
empled el programBLAST (version 2.2.18) para sistema operativo Linuxalaglo en
equipo de cémputo intensivo del Grupo de Biologiadrica del Instituto de
Investigaciones Biomédicas. Se trabajo remotameatgiante aplicacion SSHpftty)
en entorno de Windows. Dentro del prograBiaAST,se utilizo la subrutin®8LASTN
para realizar los alineamientos de dos bases dedAc@ntra cuatro lotes de secuencias

proporcionados por el Consorcio del Genomdaenia solium (CGTS)

Bases de datos de ncRNBescargadas de su respectivo sitio web, éstasfuero

+ NONCODE version 15 (compilado de ncRNA de varias clases, China)

e Hairpin version 16 (precursores de miRNA, Instit8anger)

Secuencias de Taenia soliunbos archivos de secuencids solium fueron
proporcionado por e€GTsen formato FASTA. A continuacion se enumera caua u

de ellos junto con una breve descripcion.
Nombre archivo Procedencia Descripcién

1. EST larva (CGTs UNAM) Lote de secuencias procedentes de ESti&s
estado larvario. Consta de 9,157 secuencias,

con una longitud promedio de 380 nt.

2. EST adulto (CGTs UNAM) Lote de secuencias procedentes de EST's de
estado adulto. Consta de 14,113 secuencias,

con una longitud promedio de 488 nt.

3.  Full-length (Ensamble Lote de secuencias procedentes de EST,
Japonés) realizado en Japdn en colaboracién con Raul
Bobes del IIB. Consta de 12,260 secuencias,

con una longitud promedio de 1,029 nt.

* Aunque actualmente esta ya en version 2.0, singgieenanexa otras bases de RNA, por lo que decidimos
usarla para la comparacién. No obstante, la aristait® las secuencias sigue intacta en esta segargian.

* Expressed Sequence T@garcador de secuencia expresada)
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b)
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f)

42

454AlIContigs2010 (CGTs UNAM) Ensamble computacional de la piro-
secuenciacion 454. Consta de 41,280
secuencias, con una longitud promedio de
3038 nt.

Procedimiento:

Crear base de datos de cada archiv@ aeniamediante linea de comandos para
poder ser empleados por el prograBiagAST Por otra parte, aleatorizar secuencias

de ncRNA con las cuales generar los alineamiertmstfol”.

Correr el program&LASTen su forma de comparacion de nucle6tidRISASTN.
Cada una de las dos bases de ncRNA fue comparatia ¢os 4 archivos deé.
solium(tanto normales como aleatorizadas). Se utilizéa®r E de las secuencias
control (aleatorizados) para determinar el valor abete para las secuencias
normales. Se ordend tambiéBBASTnpresentar el resultado en formato tabular y

guardarlo en un archivo con formato de texto.

El resultado de cada comparacion fue importado xelE2003, y se le dio un
formato mediante herramientas de esta aplicacitangeder manipular y visualizar

los distintos puntajes que preseBtaASTnen formato de tabular.

Mediante filtros de Excel, se extrajo el numerond®NA distintos y Gnicos de

cada archivo de resultados.

Se busco informacion relacionada a cada ncRNA eespectiva base de datos de

origen.

Para cada secuencia de ncRNA que alineé con ehgedeT. solium,asi como
para cada contig descon que hubo alineamiento de ncRNA, se realizBioRSTn

adicionales contra las bases de datos Gene OntpINgBI.

A continuacién se muestra un diagrama de flujo leque se representan los

distintos pasos del procedimiento efectuado.
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N
1) Formateo Bases ncRNA ctormatdb (BLAST)
2) Aleatorizacion de secuencias ncRNRAJEdif)

A\ 4

( N\
BLASTrentresecuencia3's ysecuencias aleatorias de

NncRNA para establecer valBrumbral
N\ J

A 4

BLASTrentre bases ncRNA y secuenciasidmlium

4

Importar archivos de resultados a E: ]
p \ 4
Depurar lista de resultados ]
p A 4
Obtener datos de anotacién en bases de ncRN}k

v

{ BLASTnadicionalesobre bases Gene Ontology y NCBI ﬁe

secuencias ncRNA y contigs solium

Diagrama de flujo del procedimiento llevado a cabo.

Controles Una copia de las bases de miRBase y NONCODE fueron
aleatorizadas mediante un comando del programadBioBara romper cualquier
motivo biolégico dentro las secuencias. Cada unkasibases aleatorizadas resultantes
fue comparada mediantBLASTn contra los cuatro archivos dE&. solium para
identificar la mejor puntuacion que podria obtamerlineamiento entre una secuencia
aleatorizada de ncRNA con una Besolium El valor E (Expectation valuen inglés)
usado para este ensayo BIeASTnfue de uno, ya que esto asegura exista uno o0 mas
alineamientos con puntajes igual 0 mejores queracule manera aleatoria [73]. El
alineamiento con mejor puntaje (valermas pequefio) nos dird a partir de qué valor
nuestros alineamientos con secuencias normales sigificativo$. A partir de esta
calificacion, decidimos reducir el vald en cuatro 6rdenes de magnitud para los
alineamientos contra las bases normales (no aleatas). El valor de corte entonces
asignado aBLASTnpara presentar resultados fue de E < 10-9. Esimdilcon la

finalidad de tomar en cuenta el archivo de mayonafio deTaenia (4 x 1d en

* A pesarde que no es probabilidad, el valor E esta basadmemodelo estadistico y cominmente se
enuncia como la probabilidad de encontrar por elzalineamiento reportado
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454AlIcontigs), reduciendo asi la probabilidad des qal azar, y por el tamafo del
archivo contra el que se hace la busqueda, encomdgrain alineamiento aleatorio

significativo.

Depurado tabla de resultado$ara simplificar la busqueda de secuencias de
NCcRNA, solo se tomo en cuenta el mejor alineami@aiocada secuencia de ncRNA
encontrada (por ejemplo, el precursor de miRNAHtEMO sapiensclasificado en
miRBase comdsa-mir-1300generd alineamientos con once distintomtigs de T.
solium, por lo que s6lo se tomO en cuenta el de mejorgpentAunque con esto
pudiéramos estar descartando injustamente regaglegenoma en que se encuentran
estas secuencias, se justifica porque varios deolatsgs son redundantes todavia, algo
gue sera mejorado en futuros ensambles del geri€lmpeocedimiento fue:

a) Cada archivo de texto resultado BleASTnfué acomodado en la aplicaciémcel
mediante el comando “Ordenar” usando las colummBs § “E-value” con la
finalidad de obtener el mejor alineamiento que ldada una de las secuencias de
NcRNA contra las secuencias daenia (debido a que una sola secuencia de
NcRNA puede hacer varios alineamientos con digifragmentos del genoma). Se

copio esa fila e inserté en una nueva hoja de lgalcu

b) La nueva tabla (resultado del procedimiento amtere volvié a ordenar pero
ahora en base al ID Contig del genomardeniay del valorE con la finalidad de
mostrar aquellas secuencias de la base de datogRNA que tienen nombre
distinto pero que alinearon en el mismo contig gieshoma deTaenia. Solo se

preservo la que alined con mejor puntaje (un Eevalds bajo).

BLASTnN adicionales contra las bases de datos Gemtoldogy y NCBI. Cada
secuencia Unica de ncRNA que alineé corsolium (resultado dea y b del
procedimiento anterior)se us6 como “sonda’g(ery) para realizaBLASTnversion
Webdentro delas bases: 1) Gene Ontology (GO), 2) NCBI nt/nr) NEBI EST. De
igual forma, cada contig d&. soliumcon que alined la secuencia de ncRNA fue

empleada como “sonda” contra las bases de 1) GONCBI.

Uso de precursores de miRNAungue se pueden modificar los parametros de
BLAST para optimizar alineamientos de secuenciay mwtas y por tanto buscar

directamente los miRNA “maduros”, en este trab&mpté por emplear la secuencia
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precursora del microRNA. Esto tiene cierto inconeete, ya que se sabe que a
diferencia de las secuencias “maduras”, los precessde microRNA no son muy
conservadas. No obstante, se optd por buscar@staas con la finalidad de encontrar
aquellas que mostraran el mayor parecido tantopoEtursor como de la secuencia

madura.

! paralelamente se realizaron bisquedas optimizettasmicroRNA maduro, encontrandose las
secuencias maduras (entre otras) cuyos precursereportan en este trabajo.

45



46

VI. RESULTADOS

De la base NONCODE obtuvimos 23 secuencias queufnmh distintos
alineamientos distribuidos en los distintos archideTaeniacomo se ve en el listado
al final de esta pagina. Al depurar la lista deulteslos mediante la eliminacién de
alineamientos que se repiten o sobreponen en dasarchivos d&aenig obtenemos
una lista de 17 secuencias unicas de NONCODE (Tablaos resultados depurados
de los alineamientos por cada archivo y de alineatos contra las bases Gene
Ontology y NCBI se presentan en las tablas R1A-R4R1B-R4B respectivamente,
mientras que la tabla A muestra informacion adi@iate anotacion proveniente del
sitio de NONCODE. Finalmente, tras la discusion hag reduccion mas de resultados

gue nos deja con ocho secuencias de la base NONQTibEa C).

Para el caso de los precursores de microRNAs (nE®Bae encontraron 7
alineamientos distribuidos en los distintos archive Taeniacomo se aprecia en el
listado que sigue. Al depurar la lista de resuladoediante la eliminaciéon de
alineamientos que se repiten o sobreponen en d@sarchivos déaenig obtenemos
una lista de cuatro secuencias Unicas de miRBas®.résultados depurados de los
alineamientos por cada archivo y de alineamientogra las bases Gene Ontology se
presentan en las tablas R5A-R8A y R5B-R8B respattante, mientras que en la tabla
B se muestra informacion adicional de anotacidéla pada una de ellas proveniente del

sitio de miRBase.

Base vs. Archiv@’aenia NcRNA
NONCODE vs. 454AlIContigs2010................. 10
NONCODE vs. AdUItO .......coooviiiiiiiiiiieee 4
NONCODE VS. Larva.......cccccooeeeieeiviies e 5
NONCODE vs. Full-length ..., 4
Hairpin vs. 454AlIContigs2010...........c...eemmmunnnnes 3
Hairpin vs. Adulto ..o 2
Hairpin vs. Larva .........ccccoeeeeeeeiiieivieeeeee e, 1
Hairpin vs. Full-length...........ccooviiieeee 1
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ID NOCODE E-value |ncRNA | Class pfClassFunction Articulo
ul919,Taenia 5.00E-70 100.00%| snRNA U5 RNA_processing_splicing ;I'gliequ;S/UG SnRNA genomic repeat of Taenia
ul918,Taenia 3.00E-38 100.00%]| snRNA U6 RNA_processing_splicing 'Sl'gliequ:]S/UG SnRNA genomic repeat of Taenia
. . - Structure of the Echinococcus multilocularis U1
- 0,
u4170,Echinococcuy  4.00E-Y8 98.74%| snRNA U1 RNA_processing_splicing SNRNA gene repeat
. . - Schistosoma mansoni: Characterization of Ul
- 0, ’
u3977,Schistosoma 1.00E-47 92.27%| snRNA U2 RNA_processing_splicing and U6 small nuclear RNAS
. } o SNRNA ul . . Schistosoma mansoni: Characterization of U1,
u3976,Schistosoma 5.00E-R7 89.24% SNRNA RNA_processing_splicing and U6 small nuclear RNAs
SnMRNA RNomics: an experimental approach that identi
ul468,Mus 9.00E-1D 72.22% Miscfunction_snm 201 candidates for novel,
SnMRNA .
small, non-messenger RNAs in mouse
. Replication . . Relatedness of Chromosomal and Plasmid DN
- 0,
u3540,Erwinia 2.00E-3L 63.55% Control RNAI RNA_translation_suppression of Erwinia pyrifollae and Erwinia amylovora
. - Structural and functional analysis of chicken U4
- 0,
u4043,Gallus 4.00E-16 54.61%] snRNA u4 RNA_processing_splicing small nuclear RNA genes
Polarized junction diversification at the primate
u1139,Gorilla 9.00E-28 39%| snRNA U2 RNA_processing_splicing RNU?2 locus and the implications for the
mechanisms of concerted evolution
. - } o STORNA I . Extensive characterization of methylation guide
ul311,Arabidopsis 8.00E-15 29.20% SNOR78 RNA_modification_methylation small nucleolar RNAs in Arabidopsis thaliana
Sn mRNA . .
- 0,
u596,0ryza 9.00E-1Pp 16.07% ITS1-IR36-S Miscfunction_snm No hay referencia en NONCODE
u298,Homo 5.00E-14 15.55%]| scaRNA U90 RNA_modification_methylation| Toward a complete human genome sequence
GevB RNA Genome sequence of an industrial microorgani
u3429,Streptomyces.  3.00E-23 2.33% VB DNA_transcription_repression | Streptomyces avermitilis: deducing the ability o
9 producing secondary metabolites
UBE3A The IC-SNURF-SNRPN transcript serves as a
ul741,Homo 7.00E-1B  1.20% antisense RNA Miscfunction_mRNAlike for multiple small nucleolar RNA species
And as an antisense RNA for UBE3A
UBE3A The IC-SNURF-SNRPN transcript serves as a
ul740,Homo 4.00E-18 1.06% h Miscfunction_mRNAlike for multiple small nucleolar RNA species and a
antisense RNA .
an antisense RNA for UBE3A
. R The imprinted antisense RNA at the Igf2r locus|
- 0,
u5338,Mus 4.00E-383  0.30%]| Air RNA DNA_imprinting overlaps but does not imprint Mas1
Characterization of the genomic Xist locus in
: : 0 C rodents reveals conservation of overall gene
u2226,Microtus 3.00E-1D  0.24%| XIST RNA DNA_imprinting structure and tandem repeats but rapid evolutid
of unique sequence

n

Tabla A.- Anotacion de 17 secuencias de la base NONCODE en el genoma delaenia solium.Se muestran en orden
descendente respecto del porcentaje de la secugacirRNA que alineé coms (columna%). E es el valor del mejor
alineamiento que hizo la secuencia de ncRNA. LamaokClassrefiere la clasificacion que recibe esta secuedergro de la
base NONCODE, mientras gpéClassFunctionindica el papel que juegan en la biologia del misgao al que pertenecen. Por
Gltimo, se da el titulo de la publicacion que répdat secuencia en cuestion (columémnticulo).

0
ID miRBase | E-value S Rﬁl) A Evidencia Articulo
experimental: [1] “MicroRNAs from the Planarian Schmidtea mediterea: g
sme-miR-749|  3.00E-17°7"| 100%| cloned [1], 454 [2]| .., , mode! system for stem cell biology _
Solexa [2] [2] “High-resolution profiling and discovery of ptarian small
RNAs”
mdo-mir-739 | 4.00E-32 132 97% not experimental “miRNAminer: a tool for homologauscroRNA gene search
ssc-mir-4331|  4.00E-2097 1 930 experimental, [1] “Deciphering the porcine intestinal microRNA
' ' ’ Solexa [1] transcriptome”
experimental: [1] “Identification of differentially expressed mNRAs in
gga-mir-3533| 4.00E-1989.8 87% Sorl)exa [1] ' chicken lung and trachea with avian influenza virus
infection by a deep sequencing approach”

Tabla B.- Anotacién de cuatro secuencias de la basie Hairpins en el genoma ddaenia solium Se muestran en orden
descendente respecto del porcentaje de la secum@eae-miRNA que alined cohs (columna%miRNA). E es el valor del
mejor alineamiento que hizo la secuencia de preNAiRLa columnaEvidenciarefiere a la forma en que fue identificada la
secuencia, por homologia (not experimental), poueagacién masiva (Solexa, 454 etc.), o clonachinfinal se da la(s)
referencia(s) donde proviene la secuencia en éuesti
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%
ID NOCODE E-value |ncRNA | Score| Class pfClassFunction Articulo

ul919,Taenia 5.00E-710100.00%| 264 | snRNA U5 RNA_processing_splicing $ggn?:/5%ﬁusr?]RNA genomic repeat of

The U5/U6 snRNA genomic repeat of

ul918,Taenia 3.00E-58 100.00%| 224 | snRNA U6 RNA_processing_splicing Taenia solium

Structure of the Echinococcus

u4170,Echinococcuy 4.00E-¥8 98.74%| 289 | snRNA U1l RNA_processing_splicing multilocularis U1 snRNA gene repeat

u3977,Schistosoma 1.00E-47 92.27%| 186 | snRNA U2 RNA_processing_splicing 3ih|at§)s§$aunéasn;gﬂl;\ﬁ:gz;a:cée’\ln;:tlonf

. ] o snRNA ul . . Schistosoma mansoni: Characterization ¢f
u3976,Schistosoma | 5.00E-R7 89.24%| 121 | _ o n RNA_processing_splicing | ;1" (5 "and U6 small nuclear RNAS
Replication Relatedness of Chromosomal and Plasmid
u3540,Erwinia 2.00E-3L 63.55%)| 135 Cogtrol RNA RNA_translation_suppressionDNAs of Erwinia pyrifoliae and Erwinia
amylovora
u4043,Gallus 4.00E-16 54.61%| 81.8 | snRNA u4 RNA_processing_splicing Structural and functional analysis of

chicken U4 small nuclear RNA genes
Polarized junction diversification at the

ul139,Gorilla 9.00E-238 39%]| 107 | snRNA U2 RNA_processing_splicing | primate RNU2 locus and the implications
for the mechanisms of concerted evolutign

Tabla C.- Anotacion de las ocho secuencias de ladgeade NONCODE en el genoma dEaenia soliumresultantes de la
Discusion de resultadosEs claro que todas excepto una pertencen al spboe (u3540), reflejando el amplio y estudio y
caracterizacion de este sistema. [Se muestrandam atescendente respecto del porcentaje de larséaude ncRNA que
alineé conTs(columna%). E es el valor del mejor alineamiento que hizo lausacia de ncRNA. La columr@assrefiere la
clasificacién que recibe esta secuencia dentra fase NONCODE, mientras gofClassFunctionindica el papel que juegan
en la biologia del organismo al que pertenecentRiano, se da el titulo de la publicacién que mg@da secuencia en cuestiéon
(columunaArticulo).]

En el caso de los controles (secuencias aleataszados dos mejores
alineamientos - en porcentaje de identidad el ponyede longitud del alineamiento en
el segundo-, tuvieron una identidad de 100% cogitod de 24 nucleétidos y 96% de
identidad con 31nt de longitud respectivamenteo Esntrasta con los alineamientos
obtenidos para las secuencias normales, ya quereedor longitud fue de 34 nt con un
100% de identidad, apenas tres nucleétidos ma® lguge el mejor alineamiento
aleatorio en longitud y de menor porcentaje de tidad. Asimismo no hubo
demasiados “gaps” (espacios) para mejorar las paiotoes, debido a que estas
secuencias son en su mayoria de longitudes caitaddédor de 150 nucledtidos para la
base NONCODE y 70 nt para la base de precursoresadeRNA Hairpins, miRBase).

Respecto al valor E, el mejor alineamiento de éasiesncias aleatorizadas fue de
5x1005, mientras que para las secuencias normales fdeDOE'® El valor E de corte
-0 ~
para reportar resultados fue de iOya gue toma en cuenta el tamafio de la base de

datos méas grande (el archivo 454AllContigs con 6@dQ, secuencias) lo que se
considero apropiado como margen de discriminaciireelineamientos de interés y

aquellos encontrados aleatoriamente.

Como un parametro adicional, se calculé el porgente la secuencia de

NcRNA que aline6 a manera de indice de coberturaldeamiento respecto de la

48



49

secuencia de ncRNA. Fue asi como para cada seay@ecNONCODE o Hairpins) se
determiné la longitud de ésta y se calcul6 el puaje de ella que estaba contenida en
el alineamiento respectivo con la secuencid.dslium Hubo casos donde la secuencia
de ncRNA estaba contenida completamente (100 % wasasecuencia d€aenia
soliumya reportada por Flisset al), y otros en el que apenas llegaba a un .24 %
(Microtus XIST RNA). En este aspecto, fue la base ptecursores de miRNA
“Hairpins” (miRBase) quien mostré los mejores rémaibs ya que el menor porcentaje
fué de 29 % y el mayor de 100%.

En el caso de NONCODE la secuencia control aleatda u5338 dévius
generd cientos de alineamientos con identidaddsasia 94% y longitud de hasta 139
nucledtidos con los cuatro archivos @laenia Especificamente, dos fragmentos de
u5338fueron los que alinearon innumerables veces, arhacBLASTnen el NCBI
con la secuencia de cada uno de ellos, se obtwergm secuencias repetitivas, en una
caso combinacion de G's y A’s, y en el otro de €§'s (datos no mostrados). Este
hecho no se repitid con ninguna de las secuentgasoezadas de la base Hairpins.
Como referencia, se colocaron al final de cadaatdbl alineamientos que hubo con la
base NONCODE.

Otras secuencias de NONCODE que alinearon, pera copertura de la
secuencia era pequefia, al ser examinadas se vicogasstian de regiones repetitivas
de dinucleétidos como AG’s y CT’s. Estas secuentii@son u5338, ul740, ul741,
u298, u2226.

Respecto a IoBLASTnque se hicieron de las secuencias de ncRNA ygsodg
Taenia soliumque alinearon, contra las bases de Gene Ontolo§yZBI, se puede
observar que en muchos casos no se encontro umensec parecida dentro de la base
Gene Ontology pero si dentro de la base de NCBt.nksimismo, a excepcion de unos
cuantos casos, la mayoria de los contig3.deoliumalinearon con secuencias de EST
reportadas por el consorcio del genoma.

Otro aspecto deBLASTncontra GO y NCBI es que en varios casos el
alineamiento que se da entre la secuencia delgcdaii. solium y la base en cuestion,
al hurgar la posicion en la que se da el alineaimjese ve que no hay parecido en las

posiciones con las que alinea el ncRNA. Por ejempito extremo de un contig de
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T.soliumalinea contra una secuencia de ncRNA, mientrasefju&ro extremo alinea
contra una secuencia reportada en Gene Ontolog$Ri.NDe alli que en paréntesis se
ponga si el alineamiento contiene contiene a laiesesta de ncRNA en parte o

completamente, 0 no en absoluto.

A continuacion se muestran las tablas abreviadadosoresultados de BLASTn
para los distintos archivos d@aenia soliumPara cada archivo de soliumhay dos
tablas, la primera (con numero impar) muestra deem@aresumida los resultados de
BLASTn contra la base de ncRNA respectivlaa segunda tabla (nimero par) muestra
los resultados de BLASTn de aquellas secuenciasB&A y el contig deT. solium
con que alinearon al compararlas contra las basge ®ntology y NCBI de una

manera mas escueta.

Esta es una descripcion de lo que se ve en catig &abpezando con aquella
que informa el resultado de BLAST al comparar uaselde datos de ncRNA contra un

archivo deT. solium(copiado de Tabla R1A)

NONCODE vs EST LARVA ( de Tabla R1A)
ID NOCODE ID Contig T.solium Id%)| L |M|G|E-value| S | %
1 | ul468,Mus 211006B_F16 TslvF07105.T3_052.ab1.f§6.15| 65| 9| O0|9.00E-10 58| 72%
*u5338,Mus | 230606B_G04 TslvG0433.T3 033.abl.ff 83.45/139|22| 1]|6.00E-15 85.7
A) B) C) D) E) F)G) H) DI

Num (Numerador) Para indicar correspondencia entre cada par Hkastade
resultados dBLASTY la posterior descripcion del resultado en eldext

ID (base de datos ncRNA)ldentificador de la secuencia ncRNA dentro deaselde
datos correspondiente.

ID Contig.- Identificador del contig dentro del archivo Besoliumcorrespondiente

Id (%). Porcentaje de identidad entre las dos secuealoi@adas

L.- Longitud del alineamiento entre la secuencia deN#&RD (base de datos ncRNA)
y la secuencia dé. solium “ID Contig”

M.- Cantidad de bases no iguales dentro del alineamipato que permiten continuar
con el alineamiento.

G.- Espacio que introdudg@LASTpara continuar un alineamiento local

E-value (Valor E).- Indica la “probabilidad” que de manera aleatoria dge el
alineamiento entre la secuencia “sonda” y la sexaaie la base de datos.

S.-Es el puntaje (en bits) que BaASTacerca del alineamiento.

%.- Es el porcentaje de la secuencia ncRNA que estédaadentro del alineamiento.

En la parte inferior de cada Tabla “xA” se encugrdrmejor resultado que obtuvieron
las secuencias control (bases NONCODE y miRBassazizadas). Se antepone un
asterisco al ID de la secuencia asi como un formmatobreado a la fila en que se
encuentra.

! En el Apéndice se presentan las tablas completzsrgdas pdBLASTnen formato tabular.
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Ahora se describe el formato de las tablas nombrediamo %B”, que consistieron en
realizarBLASTadicionales contra las bases de datismedel NCBI (National Center
for Biotechnology Informatigny GO (Gene Ontologyde :

1) La secuencia de ncRNA que aline6 dosolium(columnas D y E)
2) El contig deTaenia soliunton que alined el ncRNA del inciso anterior ( cohas F-G)

NONCODE vs GO y NCBI ContigTaeniavs GO, NCBIl y ESTs
ID Base | Informacién Evalue | Informacion del Contig con que alineal Evalue
. . COX1 - Cytochrome ¢ oxidase subunit |
GO cox1- Cyto_chrome ¢ oxidase subunit | 3.6e-07| (protein fromBos Tauru¥si contiene tramo| 3.6e-76
(protein fromBos Tauru¥ de u1468
8 12S ribosomal RNA (parte déus musculus Sus scrofa domestica mitochondrial DNA,
j" NCBI ATCC:CCL-1.3 clone LMTK- 9e-39 complete genome (region corresponde a 0.0
S mitochondrion) COX1)
LV0220025 Taenia solium UNAM-
EST cd2_larva Taenia solium cDNA, mRNA 0.0
sequence
B) C) D) E) F) G)

A) Numerador. Para indicar correspondencia entre padale tablas de resultados de
BLASTYy la posterior descripcion del resultado en eldext

B) ID (base de datos ncRNA)ldentificador de la secuencia ncRNA dentro deaselde
datos correspondiente.

C) Base.-Indica contra que base de datos (NCBI, GO u E®Tyas a comparar la
secuencia de ncRNA indicada en B). A partir de mola cada registro de A) y B) se
divide en tres filas, una para cada base de datos.

D) Informacion. Es la anotacion que presenta la base de datosspondiente para el
mejor alineamiento que haga con la secuencia ncRRNidada en B)

E) E-value.-Muestra el valolE que corresponde al alineamiento entre la secuelgcia
NcRNA indicada en By la base de datos indicada en C)

F) Informacion Contig (T.solium )con que alineaEs la anotacién que presenta la base
de datos indicada en C) para el mejor alineamiguéohaga con el Contig desolium
gue alined con la secuencia de ncRNA indicada en B)

G) E-value.- Muestra el valoE que corresponde al alineamiento entre la secueigtia
contig deT. soliumque alined con la secuencia ncRNA indicada ely B) base de
datos indicada en C)
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NONCODE

NONCODE vs EST Larva.

NONCODE vs EST LARVA

N| ID NOCODE ID Contig T.solium Id(%)| L (M |G| E-value| S | %
1| ul468,Mus 211006B_F16_ TslvF07105.T3_052.ab1.fg0 .1536 65| 9| 0| 9.00E-10 58| 72%
2 | ul311,Arabidopsis092906n_J21 Ts_| 087.abl.fg0 91.36( 4| 0|4.00E-10f 60| 34%
3 | u596,0ryza 092906k H18 Ts_| 073.ab1.fg0 1066| O| 0|9.00E-19 89.7| 16%
4 | u298,Homo 211006a_EO08_TslvE0394.T3_019.abl.fg0 0|187| 0| 0|5.00E-14| 73.8| 16%
5| ul740,Homo 031106A M21 TslvE06132.T3_039.ab1.fg0 98| 50| 1| 0|4.00E-18 91.7| 1%

*u3277,Agaricus | 061006B_A03 TslvA0197.T3_017.abl.fg 100| 21| 0| 0| 4.00E-04) 42.1

*u5338,Mus 230606B_G04 TslvG0433.T3 033.abl.fg 83.45|139| 22| 1|6.00E-15 85.7

Tabla R1A. Resultado (resumido) d8LASTnal comparar la base de datos de ncRNRONCODE » contra el archivo d&.
solium« EST larva». En la parte inferior (sombreado) se muestra tmsrdejores resultados obtenidos al ejecBtakSTnentre
la base NONCODE aleatorizada y el archivo @e « EST larva» [ ID_NONCODE=ldentificador_en_ NONCODE,
ID_Contig=Identificador_contigT.solium, ID (%)=porcentaje_identidad_alineamiento L=longitud_alineamiento
M=mismatchesG=gaps,E-value=valor_E, S= score_(bits) %=porcentaje_secuencia_ncRNA (ver pag. F0).

NONCODE vs GO y NCBI ContigTaeniavs GO, NCBI y ESTs
N| | | Base | Informacion Evalue | Informacion del Contig con que alinea | Evalue
d
COX1 - Cytochrome ¢ oxidase subunit | COX1 - Cytochrome c oxidase subuniBlog
w GO (protein fromBos Taurup 3.6e-07 Taurug si contiene tramo de ul468 3.6e-76
1 g NCBI 12S ribosomal RNA (parte déus musculus 9e-39 Sus scrofa domestica mitochondrial DNA, 0.0
— ATCC:CCL-1.3 clone LMTK- mitochondrion compl. genome (regidn corresponde a COX1) ™
> EST LV0220025 Taenia solium UNAM-cd2_larva 0.0
Taenia solium cDNA, mRNA sequence ’
GO No encuentra similitud significativa | -------- No encuentra similitud significativa | = --------
— Dilepis undula 28S ribosomal RNA gene,
2 O‘T') NCBI No encuentra similitud significativa complete sequence ( no contiene al ul311, | 6e-28
g -------- cae en microsatélite)
EST LV0327034 Taenia solium UNAM-cd2_larve 0.0
Taenia solium cDNA, mRNA sequence )
NSE_0607 hypothetical protein (protein from - T
o GO Neorickettsia sennetsar. Miyayama 0.013 No encuentra similitud significativa
o) . . Taenia solium 18S ribosomal RNA gene,
3 ,_g NCBI Oryza sativa rDNA ITS1-IR36-S region 9e-144Complete sequence (contiene fracci6n de u596jLe-42
EST LV0314036 Taenia solium UNAM-cd2_larva 0.0
Taenia solium cDNA, mRNA ’
GO No encuentra similitud significativa =~ | -------- No encuentra similitud significativa | ---—--—--
= Zebrafish DNA sequence from clone DKEY
4 g NCBI snoRNA-U90-related 2e-120 250D11 (298 alinea en regién GT's) 6e-23
=) EST LV0329018 Taenia solium UNAM-cd2_larvg
Taenia solium cDNA, mRNA )
GO ATAG18670 (i)r:gi[iealﬂal‘)rormabldopss 0.079 No encuentra similitud significativa |  ------
5 Homo sapiens clone kid4 SNURF-SNRPN
5 : NCBI mRNA, downstream untranslated exons, 0.0 No encuentra similitud significativa 0.0
> alternatively spliced
EST LV0249059 Taenia solium UNAM-cd2_larva 0.0
Taenia solium cDNA, mRNAsequence. )

Tabla R1B. Resultado resumido de BLASTn comparandda secuencia de NONCODE de Tabla R1A (tercera y cua
columnas) vs las bases Gene Ontoloy y NCBI nr/nt.als dos columnas de lado derecho son de BLASTn comaado el
contig de EST de T. solium que mejor alineé con laecuencia de ncRNA de NONCODE contra las bases akii&
Ontoloy,b) NCBI nr/nt y ¢c) NCBI EST.
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Anotacion NONCODE, Gene Ontology y NCBI

ul468 Esta secuencia esta anotada como misfunction esmMiONCODE (Tabla
A) y fue la que mayor porcentaje de su secuendavescontenida dentro del
alineamiento (72% de 90 bp). Alined con una sulachide! citocromo C oxidasa en
la base GO, mientras que para NCBI alineé contrRNA ribosomal 12SContig.
Para GOalinea contra subunidad | de citocromo C oxidasmtemiendo un
fragmento de ul468, mientras que para NCBI alim@@ra secuencia de DNA

mitocondrial, en la region de COX1.

ul31ll Esta secuencia estda anotada como snRNA en lagag NONCODE
(Tabla A), involucrada en la metilacibon de RNA. Ndined contra ninguna
secuencia de las bases GO y NOBdontig. No alinea contra GO pero si con una
secuencia de RNA ribosomal 28S de la base NCBtefjgn del contig que alinea

con ul311 es un microsatélite.

u596 Esta secuencia paradéjicamente no tiene refereleciiteratura en la pagina
de NONCODE (Tabla A), como tampoco lo tiene la pagiel NCBI a la que tiene
liga. Solo la describen como “misfunction_snm” perada mas. Esta secuencia
presenta un alineamiento poco significativo cobdae GO, y la secuencia con la
que alinea en NCBI es la misma que da la paginrd@ECODE.Contig. No alinea
contra la base GO, pero contra NCBI alinea unaesexa reportada como el gen
ribosomal 18S. Ademas, el fragmento de este capiggalinea con NCBI contiene

solo una porcion de la parte que aline6 contraelub96.

u298 Esta secuencia esta anotada como snRNA en lagpdgiNONCODE (Tabla
A), igual que ul311. No alinea con GO pero si c&@BNpara snRNA-U90Contig.

No alinea con GO, con NCBI alinea céabra fishen region de GT's.

ul740.La base NONCODE menciona que esta secuencia pargai la generacion
de RNA nuclear pequefio (Tabla A), lo que es paceeaida informaciéon de la
secuencia con que alineé en el NCBI, pero la bas&@ encuentra un parecido
poco significativo con una proteina Aeabidopsis Contig. No presenta similitud
con las bases GO y NCBI, unicamente con la secaafeiEST reportada por el
consorcio en la base de EST del NCBI. Al analiaaebion que alined, se encontro

que consistia de una secuencia repetitiva de T’s.y
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NONCODE vs EST adulto.

NONCODE vs EST Adulto
N| ID NOCODE ID ContigT. solium Id | L |[M|G|E-value| S | %
1| u1311,Arabidopsis ljpltsa01024 P08 .g.ab1.fg0 3p146| 4| 0|7.00E-10 60| 34%
2 | ul741,Homo 061705c_C22 TsB1098.g1 060.ab1.fg0 968| 2| 0| 7.00E-1891.7| 1%
3 | u5338,Mus 140905C F03 TsF03142.g1 091.ab1.fjg0 8939B| 6| 0|4.00E-33 147|0.3%
4 | u2226,Microtus 061705c 106 _TsE06108.91 085.ab1.fg 100/ 34| 0| 0|3.00E-10 67.9/0.2%
*u3277,Agaricus | 061006B_A03_ TslvA0197.T3 017.ab1.ff 100| 21| 0| O| 4.00E-04] 42.1
*u5338,Mus 230606B_G04 TslvG0433.T3 033.ab1.1 83.45|139|22| 1| 6.00E-15 85.7

Tabla R2A. Resultado (resumido) d8LASTnal comparar la base de datos de ncRNMONCODE » contra el archivo dé&.
solium« EST adulto». En la parte inferior (sombreado) se muestra tissrdejores resultados obtenidos al ejedBtakSTnentre
la base NONCODE aleatorizada y el archivo @ie « EST larva» [ ID_NONCODE=dentificador_en_NONCODE,
ID_Contig=Identificador_contigT.solium, ID (%)=porcentaje_identidad_alineamiento L=longitud_alineamiento
M=mismatches(=gaps,E-value=valor_E, S= score_(bits)%=porcentaje_secuencia_ncRNA (ver pag. p0).

NONCODE vs GO y NCBI ContigTaeniavs GO, NCBI y ESTs
N| Id | Base| Informacion Evalue | Informacion del Contig con que alinea | Evalue
Putative protein of unknown function
identified by fungal homology comparisons
GO No encuentra similitud significativa | = ------- t and RT-PCR$accharomyces cerevisjael 7.3e-10
— alineamiento no contiene a la secuencia
1 = NONCODE)
— NC Tetrabothrius erostris 28S ribosomal RNA
> BI No encuentra similitud significativa | = ------- t gene, complete sequence (el alineamiento no3e-167
contiene a ul1311)
EST AD0032;45 Taenia solium UNAM-cdl_adult 0.0
Taenia solium cDNA, mRNA sequence )
Trex2 three prime repair exonuclease 2 (ge
GO No encuentra similitud significativa | -------- Rattus norvegicygel alineamiento no 4.3e-20
— contiene a la secuencia NONCODE)
2 ,S NC Homo sapiens clone kid12 SNURF-SNRPN
- mRNA, downstream untranslated 0.0 No encuentra similitud significativa | --------
> | B exons, alternatively spliced
EST AD0203023 Taenia solium UNAM-cd1_adu 0.0
Taenia solium cDNA, mRNA sequence )
“ . " . NADH dehydrogenase (ubiquinone) activit
GO Muc30E "Mucin 3M0E| 8 (front1 Drosophila 0.0001| (fromC. ele)g/janpg(alinear;ienq[o no co)ntiene )1 5.6e-22
% elanogaster) 6 | la secuencia NONCODE, queda a 1b del AT|G)
3 Lfm:) ’EICI: No encuentra similitud significativa No encuentra similitud significativa |  --------
EST ADO0136037 Taenia solium UNAM-cd1_adult 0.0
Taenia solium cDNA, mRNA )
Med14 mediator complex subunit 14 (from
GO Rattus norvegicus, transcription coactivato| 2.8e-05 No encuentra similitud significativa | --------
S activity)
4 g NC Peromyscus maniculatus bairdii BW:Br,Ts 26-112 Rattus norvegicus Y Chr BAC le-11
> | BI cDNA clone CCUB7237 3', mRNA (u2226 alinea en region repetitive de GT's
EST AD0102_039 Taenia solium UNAM-cd1_adu 0.0
Taenia solium cDNA, mRNA sequence ’

Tabla R2B. Resultado resumido deBLASTn comparando la secuencia de NONCODE de Tabla R2A (era y
cuarta columnas)yvs las bases Gene Ontoloy y NCBhr/nt. Las dos columnas de lado derecho son d®&L.ASTn
comparando el contig de EST df. soliumque mejor alined con la secuencia de ncRNA de NON@E contra las
bases a) Gene Ontoloy,b) NCBI nr/nt y c) NCBEST.

Anotacion NONCODE, Gene Ontology y NCBI

1) ul31l. Esta secuencia también aline6 con el archivo de EBEB/M&, y esta

anotada como snRNA (Tabla A). No hace alineamiemiotra las bases GO y
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NCBI. Contig. En la base GO alined contra una proteina putateaudcion
desconocidad, mientras que en NCBI alineé contrgaimde RNA ribosomal 28S.
En éste ultimo, el valor E fue el mas significatdetodos los alineamientos hechos
por los contigs de este bloque de EST adakagd). Al ver que la region que alinea
es la misma que aline6 con EST larva (bases 755, Hbdemos ver que

corresponde a un microsatélite.

2) U1741. Estasecuencia muestra la misma informacion que ul74MI&TA).
Contig. A diferencia del contig que alineé con ul740e ésintig deTaeniaalined
para GO con una exonucleasaT2ek?, aunque la parte que alineé no contiene
algun fragmento de ul741. No presenta similitudalgana secuencia de NCBI. Al
analizar la regidon que alined se encontrd que abasie zona repetitiva de AG’s.

3) u5338 Esta secuencia es conocida como AIR, y juegaapelen la impronta
génica (Tabla A). La version aleatorizada de es&euencia genera muchos
alineamientos contra todos los archivos Teenia empleados en este trabajo.
Aunque la longitud del alineamiento es pequefioe@spde la secuencia original
(0.3%), obtuvo el valor E mas bajo de todos losealinientos contra los EST de
adulto. Curiosamente, en GO hizo alineamiento caic3@E (una glicoproteina de
mucosas) con valor E pobre (.000016), mientras pme NCBI no encontrd
similitud algunaContig. En GO hizo alineamiento con una secuencia conidatyv
de NADH deshidrogenasa, pero la zona que alinedontene algun fragmento de

u5338. Para NCBI no encontr6 similitud.

4) u2226. Esta secuencia esta anotada como impronta de DNNQ@NCODE,
(Tabla A), causa interés ya que esta adjudicadaseduencia de impronta XIST,
responsable de la inactivacion de uno de los doea@somas X en mamiferos, algo
que se raro para un organismo hermafrodita cofaenia La longitud del
alineamiento corresponde a menos del 1% de la seieudel RNA reportada. La
secuencia de ncRNA ddSTalinea en GO con una subunidad de Meadddjator
complexy que parece ser un coactivador de la expresigans&0O). Para NCBI
alinea con una secuencia de mRNA Reromyscus maniculatus bairdtion un
significativo valor E.Contig. Curiosamente, el contig deaeniacon que aline6
XIST no hizo alineamientos con GO y NCBI, s6lo con 8TEeportado por el

consorcio.
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NONCODE vs EST Japonés (Full-length).

NONCODE vs EST Japon (Full-length)

Num| ID NOCODE ID contig T. solium Id | L |[M|G|E-value| S | %
1 u4170,Echinococcysl51007_utk fl1_fO_102N01.ahP®8.09| 157| 3 | 0 | 4.00E-78 287 | 99%
2 U3977,Schistosoma 151007_utk_fl1_fO 125G13|&89194|179|11| 4 | 1.00E-47 186 | 92%
3 | u4043,Gallus 151007 utk il f0_087K06.a18B.31| 77 | 9| 0| 4.00E-1681.8| 55%
4 | U596,0ryza 151007 _utk fl1L f0O_040L08.a0@3.33| 45 | 3| 0| 5.00E-1165.9| 16%

*C u727,Yersinia | 151007 utk fl1_f0 100J14.ah 96.15| 26 | 1 | O | 5.00E-05| 44.1
*C U5338,Mus 151007 _utk_fl1_fO 103°22.abj 94.87| 39 | 2 | 0 | 3.00E-07| 61.9
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Tabla R3A. Resultado (resumido) d&LASTnal comparar la base de datos de ncRNRONCODE » contra el archivo dé&.
solium« EST Japonés Full length» En la parte inferior (sombreado) se muestra tssrdejores resultados obtenidos al ejecutar
BLASTrentre la base NONCODE aleatorizada y el archivigie EST larva »{ ID_NONCODE=dentificador_en_NONCODE,

ID (%)=porcentaje_identidad_alineamiento
M=mismatchesG=gaps,E-value=valor_E, S= score_(bits) %=porcentaje_secuencia_ncRNA (ver pag. F0).

ID_Contig=Identificador_contigT.solium,

L=longitud_alineamiento

NONCODE vs GO y NCBI ContigTaeniavs GO, NCBI y ESTs
N| Id | Base| Informacién Evalue | Informacion del Contig con que alinea | Evalue
- P glutathione S-transferase muRaftus
= GO No encuentra similitud significativa | norvegicus (no contiene a u4170) 1.8e-08
™~ NC E.multi i !
- . . .multilocularis U1 small nuclear RNA gene :
1 g BI E.multilocularisU1 small nuclear RNA gene 26-76 (si contiene a u4170) le-69
Taenia solium cysticerca cDNA library
EST (si contiene a u4170) le-54
~ GO No encuentra similitud significativa | -------- No encuentra similitud significativa | = --------
~ | NC . . Taenia asiatica clone TaHC1-D8 mRNA
2 % BI Schistosoma mansou2 small nuclear RNA | 6e-96 sequence (si contiene a u3977) 0.0
) EST ADO0105064 Taenia solium UNAM-cd1_adu 0.0
Taenia solium cDNA (no contiene a u3977 )
I P | Act-1, Actin, cytoplasmic 1. elegany )
@ GO No encuentra similitud significativa (no contiene a u4043) 3.3e-91
Taenia asiatica clone HC10-A7 cytoskeletal
o
3 < '\é? Gallus gallucs()c:]?nleet?éos(): (532230 SNRNA, 2e-66 actin 2 mRNA, partial cds (no contiene a| 7e-161
) P q U4043)
EST Taenia solium adult full-length cDNA library| 0.0
GO NSﬁ—e?)?gle?ggtgeegﬁiltgfﬁi;a(%ﬁgn eg 0.013 gene_product frorbanio rerio 3.2e-16
4 8 — Oryza sativaDNA ITS1-IR36-S region 9e-144 I ST et rlbos_omal RNA’gene, 0.0
> Bl complete sequence (contiene fraccion de u5
EST Taenia solium cysticerca cDNA library Taen 0.0
solium cDNA, mRNA (si contiene a u596) ’

Tabla R3B. Resultado resumido deBLASTn comparando la secuencia de NONCODE de Tabla R3A (tera y cuarta
columnas) vs las bases Gene Ontoloy y NCBhr/nt. Las dos columnas de lado derecho son d&& ASTn comparando el
contig de EST deT. solium que mejor alineé con la secuencia de ncRNA de NON@E contra las bases a) Gene

Ontoloy,b) NCBI nr/nt y ¢c) NCBI EST.

Anotacion NONCODE, Gene Ontology y NCBI

1) u417Q Esta secuencia estd anotada como snRNA u4 en KOEC(Tabla A),

involucrada en el procesamiento pos-transcripcideBRNA (“splicing”). Para GO

no encuentra alineamiento, mientras que en lal&®&d alinea con la secuencia de

SnRNA deE.multilocularis a la que hace referencia la literatura de la talaela

anotacion de NONCODEontig. Para GO alinea con una secuencia de glutathione
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S-transferase mu4 dRattus norvegicusel fragmento que alinea no contiene a
u4170. Para NCBI, el contig alinea con la secuerd®asnRNA Ul deE.
multilocularis (la misma con la que alinea la secuencia u4170kagmento que

alinea si contiene a u4170.

u3977. Esta secuencia esta anotada como snRNA &Zhdstosoma mansoen

NONCODE (Tabla A), involucrada en el procesamiepts-transcripcional del
RNA (“splicing”). Para GO no encuentra alineamientoientras que en NCBI
alinea contra la secuencia de U2 8ehistosoma mansor{referenciada en
NONCODE). Contig. Para GO no se encontro alineamiento, mientras qte |p

base NCBI lo hizo con una secuencia de mRNATdenia asiaticay que si
contiene a la secuencia u3977 dentro del alinedamien

u4043. Esta secuencia esta anotada como snRNA Ul en NOECOabla A),
involucrada en el procesamiento pos-transcripcideBRNA (“splicing”). Para GO
no hace alineamiento mientras que en NCBI alinegraaina secuencia dgallus
gallus identificada también como snRNAContig. Para GO alinea con una
secuencia de actina (Act-1) @ elegansmientras que para NCBI alinea también
contra una secuencia de actina de la espBa@nia asiatica En las dos bases

anteriores, la zona que alined no contiene al ncRH@3.

u596. Esta secuencigambién alinedé con el archivo de EST larva y caréee
referencia de literatura en la base de NONCODE |@TAp. Contig. En GO alined

contra una secuencia para la cual esta base de nataporta mayor informacion
gue la de ser un producto del peanio rerio. En NCBI alinea con un valor E
bajisimo (practicamente 0.0) a una secuencia de Rbi¥somal 18S igual que el

contig de larva. La zona que alinea contiene usacion de u596.
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NONCODE vs 454AlIContigs2010
Num| ID NOCODE ID ContigT. solium Id L [M|G| E-value| S %

1|ul1919,Taenia Contig194.2 10@33| 0| 0| 5.00E-70] 264|100%
2|ul918,Taenia Contig72707.1 10013| 0| 0| 3.00E-58 224|100%
3| u4170,EchinococcusContig1914.1 98.1158| 3| 0| 1.00E-77| 289| 99%
4| u3977,Schistosomg Contig31346.1 dB0| 10| 5| 8.00E-45] 180| 93%
5]u3976,Schistosomg Contig1760.1 85.821| 20| 0| 5.00E-27| 121| 89%
6 | u3540,Erwinia Contig69572.1 10068| 0| 0| 2.00E-31] 135| 64%
7 | u4043,Gallus Contig18938.1 88.3177| 9| 0| 4.00E-15 81.8| 55%
8| ul139,Gorilla Contig67373.1 93.2474| 5| 0| 9.00E-23 107| 39%
9| u596,0ryza Contig72797.1 10045| 0| 0| 3.00E-17| 89.7| 16%
10| u3429,StreptomycesContig35492.1 95.6b 69| 3| O| 3.00E-23] 113| 2%

*C ul198,Homo Contig1161.1 93.55| 31| 2| 0| 1.00E-04] 46.1

*C u5338,Mus Contig24577.1 94.64| 56| 3| 0| 5.00E-14 87.7

Tabla R4A. Resultado (resumido) d&LASTnal comparar la base de datos de ncRNRONCODE » contra el archivo d&.
solium « 454AlIContigs2018. En la parte inferior (sombreado) se muestra los thejores resultados obtenidos al ejecutar
BLASTrentre la base NONCODE aleatorizada y el archivdgde EST larva »{ ID_NONCODE=dentificador_en_NONCODE,
ID_Contig=Identificador_contigT.solium, ID (%)=porcentaje_identidad_alineamiento L=longitud_alineamiento
M=mismatches(z=gaps,E-value=valor_E, S= score_(bits)%=porcentaje_secuencia_ncRNA (ver pag. b0).

1) ul919. Esta secuencia d&aenia soliumesta anotada como el snRNA U5 en
NONCODE (Tabla A). Para la base GO no encontréesegia similar, mientras que
para NCBI alined contra la la secuencias U5 deukd deriva la de NONCODE.
Contig. Para GO no encuentra secuencia parecida, mieniapara NCBI alinea

nuevamente contra la secuencia U5.

2) ul918. Esta secuencia estd anotada como snRNA U6Taenia soliumen
NONCODE (Tabla A), involucrada en el procesamiepts-transcripcional del
RNA (“splicing”). En GO no alinea con secuencialelg, pero en NCBI alinea
contra u6 snRNA deSchistosoma mansonide esta secuencia deriva la de
NONCODE).Contig. En GO no alinea con secuencia alguna, mientragiNCBI
alinea con una entrada de U5 y U6Tdeenia solium Curiosamente, el contig no

alinea con un EST dEaenia sino con otro d&chistosoma mansoni.

3) u4l70. Esta secuencia d&chinococcusesta anotada como snRNA Ul en
NONCODE (Tabla A), y esta involucrada en el proo@sato pos-transcripcional
del RNA (“splicing”). En GO, u4170 no alinea contrenguna secuencia, mientras
gue en NCBI alinea contra snRNA ul Behinococcus multilocularifa secuencia
de la que se desprende la de NONCOntig. Para GO no encuentra secuencia

similar, pero en NCBI alinea nuevamente contra NiR1 deE. multilocularis.
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u3977.Esta secuencia (que también alined con un ESTmJasta anotada como
SsnNRNA u2 deSchistosoma mansoen NONCODE (Tabla A), involucrada en el
procesamiento pos-transcripcional del RNA (“spbg)n Para GO no encuentra
alineamiento, mientras que en NCBI alinea contraséguencia de U2 de
Schistosoma mansofreferenciada en NONCODELontig. Para GO no encontré
secuencia parecida, mientras que para NCBI alimeola entrada de U5 y U6
SNRNA deTaenia soliunton valor E altamente significativo. Esta entrddaNCBI
es de donde extrae la informacion la base de NONE@Du1919.

u3976.Esta secuencia dschistosoma mansoesta anotada como snRNA ul en
NONCODE (Tabla A), involucrada en el procesamiepts-transcripcional del
RNA (“splicing”). Esta secuencia no encuentra pai@en GO, mientras que en
NCBI alinea con snRNA ul d&chistosoma mansofella misma).Contig. En GO
no alined con secuencia alguna, y en NCBI alinea eb snRNA Ul de

Echinococcus multilocularis.

u3540.Esta secuencia derwinia amylovoraesta involucrada con la represion de la
traduccion segun NONCODE (Tabla A). En GO alineam ama proteina no
caracterizada d@allus gallusmientras que en GO alinea significativamente con un
vector. Contig. En GO alinea nuevamente con una proteina no carvacia de
Gallus gallus, y en NCBI alinea con el vector de clonacion pR&hamuy
significativamente (un valoE de cero). Curiosamente, alinea contra un EST de
Gandalfus yunohanan lugar deTaenia soliuniLos tres alineamientos anteriores

contienen a u3540.

u4043. Esta secuencia d&allus gallus esta anotada como snRNA Ul en
NONCODE (Tabla A), involucrada en el procesamiepts-transcripcional del
RNA (“splicing”). Para GO no hace alineamiento ntiaa que en NCBI alinea
contra una secuencia @allus gallusidentificada también como snRNA&ontig.
Para GO no encuentra alineamiento, mientras quéN@BI alinea contra un
supercontig dé&chistosoma mansordgntrode la descripcion de la secuencia en el
NCBI no hay referencia a funcion). Curiosamente;agltig no alinea con EST de

Taenia soliumsino con uno de la babosa de rAptysia kurodai.

ull39. Esta secuencia dé&orilla gorilla esta anotada como snRNA U2 en
NONCODE (Tabla A). En GO aline6 con una proteingd éhaliana(una putativa
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cinasa) pero con un valor E poco significativo.dambio, con NCBI aline6 a U2
snRNA de Gorilla gorilla, siendo ésta la secuencia de la que deriva la de
NONCODE. Contig. Para GO no encontré secuencia parecida, mientrasequ
NCBI aline6 a un pseudogen de snRNA uZRaddtus norvegicugjue si contiene a
ull39.Curiosamente, contra la base EST aline6 con umaadeHomo sapieny

no contra los archivos deaenia soliunreportados por el consorcio.

9) u596.Esta secuencide Oryza sativatambién alined con los archivos de EST larva
y EST de Japon. Carece de referencia de literatuta base NONCODE (Tabla A).
Contig. Al igual que el contig del EST japonés, en GO aline6 camegsecuencia
para la cual esta base de datos no aporta mayama€iéon que la de ser un
producto del pezDanio rerio. En NCBI alinea con un valor E bajisimo
(practicamente 0.0) a una secuencia de RNA ribok@Bt igual que el contig de

larva. La zona que alinea contiene una fracciona$s.

10)u3429. Esta secuencia d8treptomycesesta involucrada en la represion de la
transcripcion de acuerdo a NONCODE (Tabla A). Candr a la anotacion, esta
secuencia, en la base de GO alinea con una putiiciaa deshidrogenasa dé.
tuberculosiscon un valor E en extremo significativee£03. Igualmente, para la
base NCBI, alinea con otra putativa glicina desigdnasa deStreptomyces
avermitilis Contig. Para GO alinea con la proteina P del sistema de derglicina,
y contiene a u3429 dentro del fragmento que alif@a.NCBI alinea con una
oxidoreductasa de unidon a NADP predicha faraoli, y también contiene a u3429
dentro de la region que alinea. Curiosamente, aloentra un EST d@uccinia

triticina en lugar d& aenia solium.
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NONCODE vs GO y NCBI

ContigTaeniavs GO, NCBI y ESTs

N | Id | Base | Informacion Evalue | Informacién del Contig con que alinea | Evalue
o GO No encuentra similitud significativa | -------- No encuentra similitud significativa | = -----—---
- NCBI Taenia solium U6 snRNA and U5 snRNA 26-62 Taenia solium U6 snRNA and U5 snRNA genes 0.0
12 genes, complete sequence contiene a u1919 )
—
) LV0318039 Taenia solium UNAM-cd2_larva )
EST Taenia solium cDNA, mRNA le-73
o GO No encuentra similitud significativa |  -------- No encuentra similitud significativa | = --------
= | NCBI Taenia solium U6 snRNA and U5 snRN 2e-51 Taenia solium U6 snRNA and U5 snRNA 0.0
219 genes, complete sequence genes(contiene a u3979) )
—
) EG1 Schistosoma mansoni cDNA clone
EST NC_EG117131e01, mRNA sequence | '&4%
o GO No encuentra similitud significativa | -------- No encuentra similitud significativa | = -------
™~ | NCBI E.multilocularisU1 small nuclear RNA E.multilocularis U1 small nuclear RNA gene 16-79
3| gene 2e-76 (contiene a u4170)
D EST Taenia solium cysticerca cDNA library Taenia 4e-59
solium cDNA (contiene la mitad de u4170)
GO No encuentra similitud significativa |  -------- No encuentra similitud significativa | = --------
N~
N~ Schistosoma mansob2 small nuclear ) Schistosoma mansoni genome sequence .
4 % NGEl RNA B supercontig (contiene a u3977) BT
) TSBK.R55.esd Taenia solium cysticerca cDN :
EST library (contiene a u3977) B
o GO No encuentra similitud significativa | -------- No encuentra similitud significativa | --------
N~ Schistosoma mansoni U1 small nuclea E.multilocularis U1 small nuclear RNA gene
5 || &3 NCBI RNA 3e-76 (contiene a u3976) 2e-81
D LV0259054 Taenia solium UNAM-cd2_larva )
EST Taenia solium cDNA, mRNA (contiene u397¢ 6e-127
f ; Uncharacterized protein fro@allus gallus
o GO Uncharacterized protein @Bus gallug 3.3e-12 (contiene a u3540) 1.2e-15
< | NCBI Gene deletion vector pJL2, complete 76-48 Cloning vector pRama-35, complete sequen 0.0
6 '{% sequence (contiene a u3540) )
) Gandalfus yunohana hepatopancreas libra
EST Gandalfus yunohana cDNA clone 1C10 | 1e-109
(contiene a u3540)
o GO No encuentra similitud significativa | -------- No encuentra similitud significativa | ----—----
<t Gallus gallusclone 3009 GGN130 Schistosoma mansoni genome sequence|
NCBI 2e-66 7e-32
4 g snRNA, complete sequence supercontig Smp_scaff000014 (contiene u40
) Aplysia kurodai nervous system full-length }
EST enriched EST library (contiene a u4043) 9e-26
protein fromArabidopsis thaliana - e |
% GO (kinase activity) 0.00071 No encuentra similitud significativa
8 | O | NCBI | Gorilla gorilla U2 small nuclear RNA |  6e-93 rat uz sr(r;ililggr(]::ae:rur&ag%s)eudogene 7e-22
> EST NETRP2 Homo sapiens cDNA clone 76-22
NETRP2003053 5’ (contiene a u1139)
NSE_0607 hypothetical protein (protei . . i
© GO Neorickettsia sennetsir. Miyayama 0.013 gene_product from Danio rerio 2.1e-09
[®)) . . Taenia soliunml8S ribosomal RNA gene,
9 g NCBI | Oryza sativaDNA ITS1-IR36-S region | 9e-144 complete sequence (contiene fraccién de U5 0.0
EST Taenia solium cysticerca cDNA library Taeni 0.0
solium cDNA, mRNA (si contiene a u596) )
Probable glycine dehydrogenase ( ) glycine cleavage system P protein :
= GO M.tuberculosi} SIEEl (contiene a u3429) SheE T
N . Escherichia coli DH1 predicted NAD(P)-
10 | § | NCBI | SteRomyces f‘é?;;“gi’ﬁ%fosseongs'\é’* 0.0 | binding oxidoreductase with NAD(P)-binding 0.0
) P gy ydrog Rossmann-fold domain (contiene a u3429
EST PTDH Puccinia triticina cDNA clone (contien 0.0

a u3429)

Tabla R4B. Resultado resumido deBLASTn comparando la secuencia de NONCODE de Tabla
R4A (tercera y cuarta columnas)vs las bases Gene Ontology y NCBhr/nt. Las dos columnas de
lado derecho son dBLASTN comparando el contig deT. soliumque mejor alined con la secuencia
de ncRNA de NONCODE contra las bases a) Gene Ontgld) NCBI nr/nty ¢c) NCBI EST.
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HAIRPINS

Hairpins vs EST Larva.

Haripins (v16) vs EST larva
N | ID miRBase ID EST LARVA Id |L | M|G|E-value| S | %
1 | mdo-mir-739 | 010906A_K10 TslvA0151.T3 061.ab1.fg0 [ 93.26/ 89| 6| 0| 4.00E-32| 132|97%
*C Tni-let-7i| 010906C_NO06_TslvA0158.T3_088.abl1.f 100|21| 0| 0|5.00E-05 42.1

Tabla R5A. Resultado (resumido) d®LASTnal comparar la base de datos de ncRNMiRBase (Hairpins) »contra el archivo
deT. solium« EST larva». En la parte inferior (sombreado) se muestra gbmnresultado obtenido al ejecutat ASTnentre la

base miRBase aleatorizada y el archivo Thenia solium « EST larva» ID_miRBase = Identificador_en_miRBase,
ID_Contig=Identificador_contigr.solium,|D (%) = porcentaje identidad alineamienta=longitud_alineamientdVi=mismatches,

G=gaps,E-value=valor_E, S= score_(bits) %=porcentaje_secuencia_ncRNA (ver pag. b0).

Hairpins vs GO y NCBI ContigTaeniavs GO, NCBIl y ESTs
N| Id | Base| Informacién Evalue | Informacion del Contig con que alinea | Evalue
& - A I protein fromArabidopsis thaliana(no
o GO No encuentra similitud significativa contiene al precursor del miRNA) 0.032
= | NC | Scarus ghobban vouch8gho-1-V-NBFGR- Nippotaenia mogurndae 28S ribosomal RNA
1| € . 7e-40 . 7e-137
S BI LKO 28S ribosomal RNA gene gene (contiene al precursor)
‘c . . .
= Taenia solium UNAM-cd2_larva Taenia
EST solium cDNA 0.0

Tabla R5B. Resultado resumido deBLASTn comparando la secuencia precursora de microRNA
(primeras tres columnas)vs bases Gene Ontoloy y NCBhr/nt. Las dos columnas de lado derecho
son deBLASTn comparando el contig de EST dd. solium que mejor alined con el precursor de
microRNA contra las bases a) Gene Ontoloy,b) NCBImnt y c) NCBI EST.

1. Mdo-mir-739. Esta secuencia Monodelphis domesticlue encontrada en estudios
de secuenciacion masiva, por lo que carece toddeiauna funcion bien
caracterizada (Tabla B). La secuencia del precursancuentra alguna similar en
la base de GO, pero en NCBI alinea con un gen dA& Rbbsomal 28S de la
especieScarus ghobbade manera significativa&Contig. El contig deT. soliumque
alinea con este precursor alinea pobremente corprataina déA. thaliana,y en
NCBI alinea muy significativamente contra un gen RINA ribosomal 28S de
Nippotaenia mogurndae
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Hairpins vs EST Adulto.

Haripins (v16) vs EST adulto

N | ID miRBase ID EST ADULTO Id |L|M|G| E-value| S | %

1 | mdo-mir-739 | 1506058 FO05 TsF0577.b1 043.ab1.fg0 264389| 6| 0| 7.00E-32 132|97%

2 | gga-mir-3533| 061705b _FO5 TsC0593.g1 071.abl.fg0 .888B5| 10| 2| 4.00E-19 89.8| 92%
*C Tni-let-7i| 010906C_NO6_TsIvA0158.T3_088.ab1.f 100|21| 0| 0|5.00E-05 42.1

Tabla R6A. Resultado (resumido) d& ASTnal comparar la base de datos de ncRNAiIRBase (Hairpins) »contra el archivo
deT. solium« EST adulto». En la parte inferior (sombreado) se muestra gpmesultado obtenido al ejecuAL ASTnentre la

base miRBase aleatorizada y el archivo Thenia solium « EST larva» ID_miRBase = Identificador_en_miRBase,
ID_Contig=Identificador_contigl.solium,ID (%) = porcentaje identidad alineamients=longitud_alineamientdVi=mismatches,

G=gaps,E-value=valor_E, S= score_(bits)%=porcentaje_secuencia ncRNA (ver pag. p0).

Hairpins vs GO y NCBI ContigTaeniavs GO, NCBIl y ESTs
N| Id | Base| Informacion Evalue | Informacion del Contig con que alinea | Evalue
2 GO No encuentra similitud significativa | ------- No encuentra similitud significativa | -------
™ | NC | Scarus ghobban vouch&gho-1-V-NBFGR- 76-40 Tetrabothrius erostri28S ribosomal RNA 0.0
1 $ BI LKO 28S ribosomal RNA gene gene (contiene al precursor)
S EST Taenia solium UNAM-cd1_adult Taenia 0.0
= solium cDNA (contiene al precursor) ’
™ " Y bactin2, fromDanio rerio (contiene al
% GO Actin, cytoplasmic 2'Gallus gallus 1.0e-09 precursor) 2.8e-66
2 = | NC Gallus gallusmicroRNA mir-3533 Diphyllobothrium dendriticum clone pDidact de-146
E Bl (MIR3533), microRNA 2e-35 actin mRNA (contiene al precursor)
S| EST Taenia solium UNAM-cd1_adult Taenia 0.0
solium cDNA (contiene al precursor) )

Tabla R6B. Resultado resumido deBLASTn comparando la secuencia precursora de microRNA
(primeras tres columnas)vs bases Gene Ontoloy y NCBhr/nt. Las dos columnas de lado derecho
son deBLASTn comparando el contig de EST d&. solium que mejor alineé con el precursor de
microRNA contra las bases a) Gene Ontoloy,b) NCBImnt y c) NCBI EST.

1. mdo-mir-739 Esta secuencia ddonodelphis domesticlue encontrada en estudios
de secuenciacibn masiva, por lo que carece toddeiauna funcion bien
caracterizada (Tabla B), y también aparece en E&Tad/a. La secuencia del
precursor no encuentra alguna similar en la bageQ@lepero en NCBI alinea con un
gen de RNA ribosomal 28S de manera significatsantig. El contig deT. solium
gue alinea con este precursor no encuentra pareonl@decuencia alguna de GO,
pero en NCBI alinea con una secuencia de de RN#soimal 28S dé&etrabothrius

erostrisconun valor E practicamente de cero.

2. gga-mir-3533. Esta secuencia@allus gallusse hall6 expresada diferencialmente
mediante secuenciacion de alto desempefio hacdideg2009), pero no se conoce
que papel desempefa (Tabla B). Esta secuencia a@omra un gen de actina en la
base GO, mientras que en la base NCBI alinea ctasacuencia de la que deriva
la de miRBaseContig. En la base GO alinea contra una secuencia deadttde
Danio rerio, mientras que en NCBI alinea muy significativaneecbntra otro gen
de actina pero de Diphyllobothrium dendriticum.
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Hairpins vs EST Japo6n (full-length).

Haripins (v16) vs EST japon

N | ID miRBase ID EST JAPON Id |[L | M|G| E-value| S | %
1 | mdo-mir-739 | 151007 utk fll_fo 130F08.abl| 93.88| 6| 0| 1.00E-31| 132|97%
*C hsa-mir-28 151007_utk_fl1_fO_058F05.alf 100|21| 0| 0| 2.00E-04 42.1
Tabla R7A. Resultado (resumido) d& ASTnal comparar la base de datos de ncRNAiIRBase (Hairpins) »contra el archivo

de T. solium« EST Japo6n (Full length)» En la parte inferior (sombreado) se muestra gbmesultado obtenido al ejecutar
BLASTn entre la base miRBase aleatorizada y el archivo Téenia solium «EST larva»[ ID_miRBase =

Identificador_en_miRBase, ID_Contig=Ildentificador_contig T.solium, ID(%) = porcentaje identidad alineamiento
L=longitud_alineamientoM=mismatchesG=gaps, E-value=valor_E, S= score_(bits),%=porcentaje_secuencia_ncRNA (ver
pag. 50)]

Hairpins vs GO y NCBI ContigTaeniavs GO, NCBI y ESTs
N| Id | Base| Informacion Evalue | Informacion del Contig con que alinea | Evalue
Putative uncharacterized protein “Eukaryotic
S| Go No encuentra similitud significativa | ------- translation initiation factor 3subunit D” (fron 8.0e-14
~ Gallus gallu$ (no contiene al precursor)
1| € Scarus ghobban vouch&cgho-1-V-NBFGR- i o
5| NC LKO 28S ribosomal RNA 76-40 Acanthobothrium parviuncinatu@8s large 36-159
'g BI gene subunit ribosomal RNA gene
EST Taenia solium adult full-length cDNA library 0.0

Tabla R7B. Resultado resumido deBLASTn comparando la secuencia precursora de microRNA
(primeras tres columnas)vs bases Gene Ontoloy y NCBhr/nt. Las dos columnas de lado derecho
son deBLASTn comparando el contig de EST d&. solium que mejor alineé con el precursor de
microRNA contra las bases a) Gene Ontoloy,b) NCBInnt y c) NCBI EST.

1. mdo-mir-739 Esta secuencia ddonodelphis domesticlue encontrada en estudios
de secuenciacibn masiva, por lo que carece toddeiauna funcion bien
caracterizada (Tabla B), y también aparece en E&Tad/a. La secuencia del
precursor no encuentra alguna similar en la bageQ@lepero en NCBI alinea con un
gen de RNA ribosomal 28S de manera significat4antig. El contig deT. solium
gue alineé con este precursor encontré parecidoaasacuencia de la base Gene
Ontology que putativamente es un factor de incitadeaduccion erallus gallus
En la base de NCBI, aline6 contra una secuencimdgen de RNA ribosomal 28S

de la subunidad grande del ribosoma en la esp&eranthobothrium
parviuncinatum.

Solo hubo un alineamiento de esta secuencia, niogjonprecursor de miRNA
alineo con este archivo de EST japonés. Esto paleloerse a que a la hora de ejecutar
el BLASTR éste emitia un error que reportaba no poder lealéns parametros Karlin-
altschul. Esto sucedié con muchas secuencias dgdpsiés.
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Hairpins vs 454AllIContigs2010.

Haripins (v16) vs EST 454AllContigs2010
N ID miRBase ID EST 454AllContigs2010 Id L |M|G| Ewvalue| S %
1 | mdo-mir-739 contig37260 92.5594| 4| 3| 1.00E-30] 132|102%
2 | ssc-mir-4331 contig26401 90.56474| 6| 1| 4.00E-20] 97.1] 93%
3 | sme-mir-749 contig02881 86.2580| 11| 0| 3.00E-17| 87.9| 87%
*C dya-mir-2762 | Contig14102.1 100| 24| 0| 0| 3.00E-05 48.1

Tabla R8A. Resultado (resumido) d& ASTnal comparar la base de datos de ncRNAiIRBase (Hairpins) »contra el archivo
deT. solium« 454AllIContigs2010» En la parte inferior (sombreado) se muestra gbmresultado obtenido al ejecutBLASTn

entre la base miRBase aleatorizada y el archivdadmia solium « EST larva $ ID_miRBase =Identificador_en_miRBase,
ID_Contig=Identificador_contigl.solium,|D (%) = porcentaje identidad alineamienta=longitud_alineamientdVi=mismatches,

G=gaps,E-value=valor_E, S= score_(bits) %=porcentaje_secuencia_ncRNA (ver pag. b0).

Hairpins vs GO y NCBI ContigTaeniavs GO, NCBIl y ESTs
N| Id | Base| Informacién Evalue | Informacion del Contig con que alinea | Evalue
2 GO No encuentra similitud significativa | ------- No encuentra similitud significativa | -------
~ Scarus ghobban vouch&rgho-1-V-NBFGR- .
1| € NC LKO 28S ribosomal RNA 7e-40 Zea may265S ribosomal RNA gene 3e-138
- BI gene (contiene al precursor)
o
© )
€ | EST 76-40 Zea mays cDNA clone 1563685 5 2e-141
(contiene al precursor)
9| GO No encuentra similitud significativa | ------- No encuentra similitud significativa | -------
QI NC Pig DNA sequence from clone CH242-117I Pig DNA sequence from clone CH242-12712 3e-40
2| = BI on chromosome X le-21 on chromosome X (contiene al precursor)
E SUSFLECK Loin Muscle Sus scrofa cDNA
@ | EST le-21 clone le-38
54_EO01 (contiene al precursor)
= GO No encuentra similitud significativa | ------- No encuentra similitud significativa | -------
'I NC Schistosoma mansogenome sequence 8e-15 Schistosoma mansoni genome sequence 16-22
3 = BI supercontig supercontig (contiene al precursor)
) Alvinella pompejandormalized library RNO4
g EST 6e-16 posterior endhlvinella pompejanaDNA 3e-14
clone

Tabla R8B. Resultado resumido deBLASTn comparando la secuencia precursora de microRNA
(primeras tres columnas)vs bases Gene Ontoloy y NCBhr/nt. Las dos columnas de lado derecho
son deBLASTNn comparando el contig de T. solium 454AlIContigs2010 que mejor aline6 con el
precursor de microRNA contra las bases a) Gene Oritwy,b) NCBI nr/nt y ¢c) NCBI EST.

1. mdo-mir-739 Esta secuencia ddonodelphis domesticlue encontrada en estudios
de secuenciacibn masiva, por lo que carece toddeiauna funcion bien
caracterizada (Tabla B), y también aparece en E&Tad/a. La secuencia del
precursor no encuentra alguna similar en la bageQ@lepero en NCBI alinea con un
gen de RNA ribosomal 28S de manera significatantig. El contig deT. solium
gue alined con este precursor no encontrd secupaéaida en la base GO, pero en
NCBI alineé muy significativamente con una secuarz RNA ribosomal 26S de
Zea maysDe igual forma, contra la base de EST alined 2em mays/ no contra
un EST deT. soliumreportado por el consorcio. El hecho de que apar&@2% en

la columna de % se debe a la insercidmales, ya que el dato en esta columna se
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obtiene manualmente al dividir (longitud del alimé@nto / longitud ncRNA), por lo

que el alineamiento es mas largo que la secuerigiaal.

. ssc-mir-4331 Esta secuencia esta reportada en estudios dectigtoma de
mMiRNA en el intestino porcino (Tabla B), careciertddavia de una funcion bien
caracterizada. La secuencia de este precursorimeaaton secuencia alguna de la
base de Gene Ontology, pero en NCBI alinea conclore del cromosoma X de
puerco.Contig La secuencia dé&. soliumque aline6 con este precursor no alinea
contra secuencia alguna de GO, mientras que en INCliidce con la misma clona
del cromosoma X de puerco con que alinea el precuP®r otra parte, el contig no
alinea con secuencia alguna de ESTTdeoliumreportada previamente, sino con
una EST d&us scrofgdpuerco).

. sme-mir-749Esta secuencia fue encontrada en ensayos densemi@n masiva en

el organismoSchmidtea mediterrane@abla B). Parece que esta secuencia esta
involucrada en el desarrollo de este organismaend parecida a lo que hace let-7

y lin-4, regula el avance entre estadios de laned@ato, ¢pasard lo mismo en
Taeniacon su secuencia homologa. Otra secuencia quecapes ppt-MIR y parece
tener un papel en el desarrollo de plantas y cuy@wuéo propone que los
microRNA se expandieron rapidamente durante laueu@h de las primeras plantas

terrestres (Tabla B).
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VII. DISCUSION

Aunque el numero de secuencias Unicas que se eliaviue de 21, un analisis
detallado de la forma en que alinea cada una rjascde la cantidad de 12 (8 de ocho
NONCODE, Tabla C y cuatro de miRBase, Tabla B), nake de algunas
consideraciones respecto la base de datos NONCOiEHa base miRBase no se

descarté ninguna secuencia.

Secuencias que alinean a través de motivos repetitiLas secuenciaa298,
ul740, ul741, u222§ u5338alinearon con los archivos de soliuma través de
regiones repetitivas de dinucleétidos como CT’s,sGT GA’s. Esto no hubiera sido
objecion si la mayor parte de cada secuencia sengaca representada en distintos
alineamientos (por la naturaleza local BleAST), pero al analizar que regiones de la
secuencia hacia alineamiento, se encontré qud ersmo segmentfo Esto, aunado al
poco porcentaje que representaban de la secuel¥ia (menos), las descarta como

posibles secuencias de ncRNA.

Lo anterior refleja simplemente la presencia deusecias repetitivas en los
genomas, por eso es necesario emplear las sulsrdérnenmascaramiento de secuencias

de baja complejidad incluidas dentro del progr&hAST.

Secuencias que alinean con RNA ribosomal u otrom@e Las secuencias
u596 y ul3ll, consideradas como ncRNA en la basdNQ@DE, alinearon
significativamente dentro de secuencias de RNAsohwal en la base NCBI, poniendo
en duda su definicion como ncRNA (al analizar @edmiento, tampoco se ve que
estas secuencias alinearan con la cadena comphlmgnitAdemas, la pagina de
NONCODE no aporta evidencia suficiente que validelafinicidn de estas secuencias,
ni la entrada respectiva en el sitio de NCBI. Rotd, se considera que son fragmentos
de genes de RNA ribosomal y no ncRNA. De igual symi468(Homo sapiensalinea
muy significativamente con la subunidad 1 de laatimo oxidasa (COX1). La

informacion disponible en NONCODE s6lo la menciaoano un candidato ncRNA a

'u5338 alined a través de dos segmentos repetiligtistos y distantes entre si. Para darse unadedéa
cantidad de elementos repetitivos, véase la coludpaen las tablas del Apéndice. Por ejemplo, ul74
alineé 434 veces, siendo la misma zona de ul74énaaiineé en todas esas ocasiones con distintos
contigs (Tabla I).

2 Se empled la opcion de NO filtrar al haB&AST .De alli los alineamientos por secuencias repastiv
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partir de estudios de RNA6mica (RNomics). Por tatdmpoco puede considerarsele

como ncRNA.

Por ultimo, u3429 alinea pero sélo el 2.33% deeswancia. No alinea a través
de secuencias repetitivas, pero la informaciénatigppe en NONCODE simplemente
habla de la secuencia de un organismo de intedéstiial, y la referencia sélo habla de
clusters de proteinas involucradas en metabol@ogrslarios. Por tanto, no se considera
como ncRNA para este trabajo.

Consideraciones sobre la base NONCODEa secuencia u596, clasificada
como ncRNA en NONCODE, se nota que es un fragmdat®NA ribosomal, y la
informacion especifica del archivo Genbank no dganaformacién, ni siquiera una
referencia, ¢entonces porque esta en la base NOEGDEE supone que esta base de

datos esta curada manualmente y con referencibisgoédicas solidas?

Secuencias que alinean con genes de ncRNA catalogacomo snRNAEI
gue una gran parte de las secuencias encontraddOBICODE sean de la clase
snRNA, involucradas en el procesamiento postrgmsonal del mRNA, refleja una vez
mas la vasta caracterizacion existente de esteegwocEncontrar las secuencias
homologas de Ul, U2, U4, U5 y U6, refleja la comaeion de este mecanismo tan
importante para los organismos eucariontes. Al izaralla longitud de los
alineamientos, el porcentaje de la secuencia délActdntenida en él y los resultados
de BLASTde los contigs contra Gene Ontology y NCBI, podemossiderar estas

secuencias como validas.

Precursores de miRNAA excepcion demdo-mir-739 que pareciera ser
también un gen de RNA ribosomal, las secuencia¥. dmliumson confiables en su
semejanza a los cuatro precursores de miRNA eradodr Al revisar informacion
adicional sobre estos precursores, se nota quecerarde una caracterizacion

experimental detallada, puesto que son derivadestielios de secuenciacién masiva.

Por otra parte, que s6lo haya cuatro precursoresilblA se debe a la falta de
conservacion en su secuencia, ya que se sabeulensec de los miRNA maduros estan
muy conservadas y existe una gran cantidad deetléss genomas de eucariontes (por

tanto, es de esperarse que haya mucho mas pressugee estos cuatro). La naturaleza
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descriptiva y de primer acercamiento a ncRNATensoliumde este trabajohizo
descartar la busqueda de miRNA maduro en favoosi@iecursores. No obstante, se
esta trabajando en este aspecto, como se estadm@a organismos cercanosl a

soliumcomoSchistosoma mansoni[74]

Varias secuencias no alinean con Gene Ontology (G#&&yo si NCBI. Esta
base (GO) se caracteriza por estar enriquecida, g0 solo es posible en secuencias
mejor caracterizadas experimentalmente (aunque std exenta de “proteinas
hipotéticas”), algo de lo que carecen muchas setagde ncRNA Igualmente, varios
contigs deT. soliumno encontraron secuencia parecida en esta basatdegias
(incluso aquellos que alineaban con rRNA o snRNANDBI con valores muy
significativos y que son ampliamente conocidos)sddaeocemos la razon de esto

ultimo.

El encontrar secuencias de ncRNA €aenia solium aun cuando se haya
identificado un numero reducido en comparacién otmos estudios, implica que
podriamos encontrar mas secuencias de esta claienteeblisquedas mas refinadas,

tanto por métodos bioinformaticos como experimestal

! Hubo que actualizar el trabajo debido a que muskesencias de precursores de miRNA fueron
eliminadas entre una version a otra bajo la exgilicede que eran erréneas.
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VIIl. CONCLUSIONES

Hemos identificado bioinformaticamente en los disis archivos disponibles
del genoma deTaenia soliuml12 secuencias (Tablas B y C) con una semejanza
significativa a genes de ncRNA de las bases desd@NCODE y miRBase.

En el caso de la base NONCODE, se hallaron seagemsimilares a genes
relacionados con modificaciones postranscripcianatle mRNA, asi como de
regulacion de la transcripcion. Se encontraromlistintas clases de snRNA que forman
parte del spliceosoma (ul, u2, u4), de las cuales yh habia sido reportadas

anteriormente ef. solium (u5 y u6) [75].

En el caso de la base miRBase, se encontraronocs@tuencias similares a
precursores de miRNA. Por el momento, todas lasies®ias halladas carecen de
informacion verificable sobre su funcion, ya querfin encontradas en estudios de
secuenciacion masiva o analisis de transcriptoiBasespera que esto sea resuelto

conforme se estudie mas detalladamente estas s&rsien

La naturaleza descriptiva de este trabajo, junto ebnumero reducido de
secuencias de ncRNA encontradas, no permite propoespuesta alguna a las
interrogantes actuales sobre la fisiologia de @sfanismo. No obstante, este trabajo ha
complementado la labor de anotacion del genoma. dmliumllevado a cabo por el
Consorcio, ademas de que puede ser mejorado \liaatltaconforme se liberen mas y
mejores bases de ncRNA. Hay que resaltar tambiénegude los primeros a nivel
genomico que se hacen en un platelminto para deteetuencias de ncRNA (el otro
estudio es erschistosoma mansoni [74]por lo que es un buen inicio para futuros

trabajos bioinformaticos y experimentales.

Hay que recordar que la mejor manera de manemee$trmedad (aunque en la
practica parece ser muy dificil) sigue siendo eétaun mayor y mejor control sobre la
calidad de la carne de cerdo que consumimos, lasiagde vegetales limpios y
desinfectados, asi como el seguimiento estrictopideticas comunes de higiene
personal.Taenia soliumsigue siendo, a la vez de un problema de saludgayhin
organismo digno de estudio como modelo de infeceidmumano y, por qué no, una

fuente de sorpresas también.
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IX. PERSPECTIVAS

El Proyecto del Genoma dEaenia soliumha avanzado bastante durante la
realizaciéon de este trabajo, mejorando el ensaméldéas secuencias y por ende la
busqueda de ncRNA. Podemos pasar de lo virtnailico) de la computadora, a lo
experimental con miras a determinar mas secuerugagsta clase y en su caso,

especificas d&. solium asi como su funcion en la fisiologia de este msgao.

Es asi como de éste trabajo se ha desprendido teprayecto que plantea
profundizar en el estudio de miRNA en este orgaaisgspecificamente, se intentara
modelar una red de regulacion genética por miRNAeleque se identifiquen genes
“blanco” de interés inmunologico o fisiologico. Seara uso de herramientas
bioinforméticas para identificar genes candidat@eeimentales para la deteccién de
miRNA, medicion de la regulacion de su secuencads, y de modelos matematicos

que simulen estas interacciones.
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Xl. APENDICE A

Abreviaturas usadas en tablas

ID (primera columna).- Indica el nombre con el cymrace la secuencia de ncRNA en su respectiva base
de datos de origen;

ID (segunda columna).- Indica el nombre con el ceiatlentifica la secuencia o “contig” daenia(que
archivo fue usado esta indicado en el encabezatiotdbla);

Id (Identity)- Muestra el porcentaje de identidad, esto es)tehero de bases idénticas entre ambas
secuencias alineadas (ej, un alineamiento de 16@dtidos de longitud en el cual 90 bases aparecen
en el mismo orden tendra un porcentaje de identida@D);

L (Length)- Indica la longitud del alineamiento generadoBOAST

M (Mismatches} Es el nimero de bases que no son idénticas eueitpn continuar un alineamiento
local sin generar urigap” o0 espacio. Son mutaciones que diferencian a dogesei@as y se
clasificadas como mutacion por transicion (purina jpurina, pirimidina por pirimidina), o mutacion
por transversion (purina por pirimidina o viceversa

G (Gaps)- Es el numero de espacios que se introducen &mebmiento con la finalidad de optimizar el
mismo;

SQ (Start Queryy Indica el nimero del nucleétido de la secuefieimda” (ncRNA) a partir del cual
comienza el alineamiento;

EQ (End Query) Indica el nimero del nucleétido de la secuetsmiada”’ (ncRNA) en el que termina el
alineamiento;

SD (Start Database) La posicion del nucleétido en la secuencia dédse de datos (NONCODE o
miRBase-Hairpins) en el que comienza el alinearnieah la secuencia “sonda”;

ED (End Database) Indica el nimero del nucleétido dentro de laelhde datos (NONCODE o miRBase-
Hairpins) en donde termina el alineamiento coretaiencia “sonda”;

E-value (Valor E).- Valor que da de manera aproximada que tan plelesbgue de manera aleatoria se dé
el alineamiento entre la secuencia “sonda” y lasecia de la base de datos;

S (Score)- Es el puntaje que gendBhASTde forma numérica y depende de los parametroglelegara
calificar el alineamiento,

Lg (Largo).- Es el tamafio de la secuencia de ncRNA tal comapeae en su respectiva base de origen
(dato verificado manualmente);

%.- Es el porcentaje de la secuencia de ncRNA quedlasamiento con la secuencia™esolium(dato
generado manualmente);

Ap.- Es el nUmero de veces que BLAST presenta el malmeamiento pero cambiando de posicién de
incio y término (cuando el programa presenta méadodealineamientos para un par de secuencias pero
gue sélo difieren en su sitio de inicio o térmiaete dato fue generado dentro la manipulacién sie lo
datos en Excel).
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Tabla .- NONCODE vs EST Larva.
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NONCODE vs LARVA
ID NOCODE ID contig T. solium Id L M G SQ EQ | SD | ED | E-value| S Ap | Lg %
ul740,Homo 031106A_M21_TslvE06132.T3_039.ab1.fg0 980 1 0| 4598| 4647 14| 63| 4.00E-18 91.7| 434| 4724] 1.06%
u596,0ryza 092906k H18 Ts | 073.ab1.fg0 10045 0 0 3 47| 90| 134| 9.00E-19 89.7 2| 280| 16.07%
ul311,Arabidopsisf 092906n_J21_Ts_|_087.ab1.fg0 91.36 4 0 70| 115| 357| 402| 4.00E-10 60 4| 137| 33.58%
u298,Homo 211006a_E08_TslvE0394.T3_019.ab1.fg0 1037 0 0 71| 107| 358| 394| 5.00E-14 73.8 9| 238| 15.55%
ul468,Mus 211006B_F16_ TslvF07105.T3_052.ab1.fg0 186. 65 9 0 21 85| 328| 392| 9.00E-10 58 1 90| 72.22%
*C u3277,Agaricug 061006B_A03_TslvA0197.T3 017.abl.fg0 100 21 0 0| 342| 362| 206| 186| 4.00E-04 42.1
*C u5338,Mus 230606B_G04_TslvG0433.T3_033.ab1.fg0 | 83.45] 139| 22 1| 33959 34096] 163| 25| 6.00E-15 85.7
Tabla Il.- NONCODE vs EST Adulto.
NONCODE vs ADULTO
ID NOCODE ID contig T. solium Id L M G SQ EQ | SD | ED | E-value | S Ap Lg %
ul741,Homo 061705c_C22_TsB1098.g1_060.ab1.fgD 96.34 2 0| 2873] 2926] 91 38| 7.00E-18 91.7| 341| 4489 1.20%
u2226,Microtus 061705c_|106_TsE06108.9g1_085.ab1.fg0 100| 34 0 0| 7796| 7829 624| 657| 3.00E-10 67.9 2| 14102 0.24%
u5338,Mus 140905C_F03 TsF03142.g1 091.abl.fg0  93.888 6 0| 33999 34096/ 103 6| 4.00E-33 147| 706| 32378 0.30%
ul311,Arabidopsis jpltsa01024_P08 .g.ab1.fg0 D1.346 4 0 70| 115/ 361| 406| 7.00E-10 60 14| 137| 33.58%
*Cul930,Trypanosom 061705¢c E21 TsC0998.g1 038.abl.fg0| 100 19 0 0 16 34| 627| 645| 7.00E-04 38.2
*C u5338,Mus ljpltsa01006_MO06_.g._019.ab1.fg0 86.67| 90 12 0| 34007 34096/ 104/ 15| 4.00E-14] 83.8
Tabla 11l NONCODE vs Japon(Full-length).
NONCODE vs JAPON
ID NOCODE ID contig T. solium Id L M G SQ EQ SD | ED | E-value| S Ap | Lg %
U596,0ryza 151007_utk _fl1_fO_040L08.abl 93,335 3 0 3 47 829 873 5.00E-1165.9| 1 280| 16.079
u4043,Gallus 151007 _utk_fl1_fO_087K06.abl 88.317 9 0 3 79 67| 143 4.00E-1631.8| 4 141| 54.619
u4170,Echinococcus 151007 utk fl1_fO 102NOl.abl| 098157 3 0 1 157 67| 223 4.00E-7887 3 159| 98.749
U3977,Schistosoma 151007 _utk fl1_fO_125G13.abl 89079 | 11 4 1 172 62| 240 1.00E-47186 7 194| 92.279
*C u727,Yersinia 151007 _utk fl1_fO_100J14.abl |96.15| 26 1 0 28 53 912 | 937 | 5.00E-05| 44.1
*C U5338,Mus 151007 _utk_fl1_fO_103°22.abl |94.87| 39 2 0 81438 | 81476 | 90 | 128 | 3.00E-07| 61.9
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Tabla IV.- NONCODE vs 454AlIContigs.
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NONCODE vs 454ALLCONTIGS2010

ID NOCODE ID contig T. solium Id L M G SQ EQ SD ED E-value S Ap Lg %
u3976,Schistosoma Contig1760.1 85.82 141 20 0 1 141| 9052| 8912| 5.00E-27, 121 6 158 89.24%
u4043,Gallus Contig18938.1 88.81 77 9 0 3 79 606 682| 4.00E-15 81.8 1 141 54.61%
u4170,Echinococcus Contig1914.1 98.1 158 3 0 1 158| 1994/ 2151| 1.00E-77 289 23 159 99.37%
ul919,Taenia Contig194.2 100 133 0 0 1 133| 2270 2138| 5.00E-70 264 19 133| 100.00%
u3977,Schistosoma Contig31346.1 90 180 10 5 1 173 138 316| 8.00E-45 180 19 194 92.78%
u3429,Streptomyces Contig35492.1 95.65 69 3 0| 2581 2649 706 774| 3.00E-23 113 1| 2964 2.33%
u1139,Gorilla Contig67373.1 93.24 74 5 0 5 78 376 303| 9.00E-23 107 1 188 39.36%
u3540,Erwinia Contig69572.1 100 68 0 0 31 98 744 677| 2.00E-31] 135 1 107 63.55%
ul918,Taenia Contig72707.1 100 113 0 0 1 113 304 416| 3.00E-58 224 113 100%
u596,0ryza Contig72797.1 100 45 0 0 3 47 188 232| 3.00E-17] 89.7 9 280 16.07%
*C ul198,Homo Contig1161.1 93.55 31 2 0 39 69| 1938] 1908| 1.00E-04 46.1
*C u5338,Mus Contig24577.1 94.64 56 3 0| 7481 7536/ 1097 1152| 5.00E-14 87.7

79



Tabla V.- Hairpins (miRBase v16) vs EST Larva.
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HAIRPINS vs LARVA

ID miRBase ID EST LARVA Id L M G SQ | EQ | SD | ED | E-value| S Lg % Ap
mdo-mir-739 010906A_ K10 TslvA0151.T3_061.abl.fg0 283 89 6 0 2 90| 442| 354| 4.00E-32] 132| 97%| 96.94%| 3
*C Tni-let-7i 010906C_NO06_TslvA0158.T3_088.ab1.fg0 100 21 0 0 40 60| 233| 253|5.00E-05 42.1

Tabla VI.- Hairpins (miRBase v16) vs EST Adulto.
HAIRPINS vs ADULTO
ID miRBase ID EST adulto Id L M G SQ | EQ | SD | ED | E-value | S Lg % Ap
mdo-mir-739 150605B_F05_TsF0577.b1_043.abl.fg0 693.2 89 6 0 2 90| 153| 65| 7.00E-32 132| 97% 92| 3
gga-mir-3533 061705b_FO05_TsC0593.g1_071.ab1.fg0 8835. 85| 10 2 1 84| 78| 161| 4.00E-19 89.8| 92% 92| 18
*C ath-MIR865 ljpltsa01008_0O07_.b. 01.abl.fg0 100 21 0 0 62| 82| 68| 48| 2.00E-04 42.1
Tabla VII.- Hairpins (miRBase v16) vs Japon (Full-ength).
HAIRPINS vs JAPON
ID miRBase ID Japon Id L M G SQ | EQ | SD | ED | E-value| S Lg % Ap
mdo-mir-739 151007_utk_fl1_fO_130F08.abl 93.2689 6 0 2 90| 610/ 698| 1.00E-31] 132| 97% 92| 3
*C hsa-mir-28 151007_utk_fl1_fO_058F05.ab1 100 21 0 0 21| 41| 666| 686| 2.00E-04 42.1
Tabla VIII.- Hairpins (miRBase v16) vs 454AllContigs2010.
HAIRPINS vs 454ALLCONTIGS2010
ID miRBase ID 454AlIContigs2010 Id L M G SQ | EQ SD ED E-value | S Lg % Ap
sme-mir-749 contig02881 86.25 80 11 0 4 83| 151725 151804| 3.00E-17] 87.9] 87% 92| 1
mdo-mir-739 contig37260 92.55 94 4 3 1 92 55 147| 1.00E-30 132| 102% 92| 1
ssc-mir-4331 contig26401 90.54 74 6 1 1 74 38 110| 4.00E-20 97.1] 93% 80| 17
*C dya-mir-2762 Contig14102.1 100 24 0 0 8 31| 1556] 1579| 3.00E-05 48.1
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Xll. APENDICE B

Tratamiento para Cisticercosis/NeuroCisticercosis

Albendazol

El albendazol es un antihelmintico de multiplessysmbre todo en contra de los nematodos

gastrointestinales entre los cuales se encu&ataia solium

Farmacocinética y farmacodinamica.Después de la administracion oral, el albendagol e
absorbido en poca cantidad (menos de 5%). Ademabdarcion de éste es variable e irregular,
aumentando por la presencia de los alimentos ambpgsposiblemente también por las sales biliares.
Su metabolito principal es el sulféxido de albemdlagl cual se metaboliza con rapidez en el higado

también en el intestino.

La vida media del metabolito sulfoxido de albendiao de 8.5 horas aproximadamente. El
metabolito es eliminado esencialmente por la orijarce su efecto antihelmintico inhibiendo la
polimerizacion de la R-tubulina de las células tegotarias, depletando los niveles energéticos hasta
que éstos llegan a ser insuficientes para la solemesia del parasito. De este modo, el albendazol

inicialmente inmoviliza y después ocasiona la meudd los helmintos susceptibles.

Dosis y contraindicacionesEn el tratamiento de la Teniasis larvaria (neutmascosis): Se
recomienda la administracién de 15 mg/kg pesoosntaimas al dia, conjuntamente con los alimentos
por 14 a 30 dias dependiendo de la respuesta. @enienda el uso oral o intravenoso de
corticosteroides, para prevenir eventos de hipgidencerebral, durante la primera semana de
tratamiento puesto que el principal problema canaghmiento quimico de la NCC es el incremento de

la respuesta inflamatoria ante la subita destracd@ cisticerco.

Si la evidencia diagnostica sugiere que el indiwico responde al primer esquema de
tratamiento, puede responder a un segundo esqyedste puede resultar en la curacion del paciente.

Deben existir dos semanas de intervalo entre cadae los esquemas de tratamiento.

19 Informacion obtenida del Diccionario de Especiafies Farmacéuticas, PLM, disponible desde elsétde la Facultad
de Medicina, UNAM: http://www.facmed.unam.mx
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Praziquantel

Praziquantel es un antihelmintico con amplio espet# actividad frente a distintos trematodos
y céstodosTaenia saginata, T. soliunentre otros). Esta indicado en el tratamienttadgsticercosis
(neurocisticercosis parenquimatosa y subaracnoidessticercosis visceral y cutanea), e infecciones
por trematodos intestinales (fasciolopsiasis, bétsis, metagonimiasis y nanofietiasis), hepaticos

(clonorquiasis, opistorquiasis y fascioliasis) ynponares (paragonimiasis).

Farmacocinética y farmacodinamia en humanos:Praziquantel penetra en el parasito
actuando rapidamente (media hora aproximadamemteyocando pardlisis espastica del parasito,
debido a que altera la permeabilidad de la membahrealcio, aumentando el paso de este ion al
interior del verme; inhibe ademas la captacién Weaga del pardsito, forzandolo a consumir sus
propias reservas del glucogeno. Después de 5 msimg@ontacto del praziquantel con los vermes, se
observa al microscopio electrénico vacualizaciémegeneracion del tegumento. Esta accién del

praziquantel también se ejerce sobre los huevsgillas larvas enquistadas de los vermes.

Dosis y contraindicacionesEn el tratamiento de la neurocisticercosis: Lasidgria es de 50
mg/kg, dividida en 3 tomas durante 15 dias 6 7%kaqdivididos en tres dosis cada 2 horas, seguido de
la aplicacion de 10 mg de dexametasona |.M. cuairas después de la Ultima dosis y en los dos dias
siguientes. Para la cisticercosis visceral o caabé mg/kg divididos en tres tomas (cada 8 ho€Els).

tratamiento requiere de 15 dias como minimo.

Los pacientes con neurocisticercosis después deletan el tratamiento con praziquantel
pueden presentar fiebre, nauseas, vomito, mersingiiumento de la presion intracraneal; sintomas
asociados a la respuesta inflamatoria inducidal@aidestruccion del cisticerco. Para reducir esta
sintomatologia, se recomienda la administracioncaoigicosteroides (prednisona, 30-40 mg/dia, o

dexametasona, 12-16 mg/dia).

Costos: Se prefiere el uso de albendazol debido a que esethor costo que el Praziquantel, asi
como de menor interaccién medicamentosa, ademgsedentar una mayor eficatiaCabe recalcar
que es muy importante el uso concomitante de osticoides, ya que una reaccion inflamatoria

desencadenada puede llegar a ser mortal parasianger

1 Matthaiou, D. K., G. Panos, et al. (2008). "Alberala versus Praziquantel in the Treatment of Neqstizercosis: A
Meta-analysis of Comparative Trials." PLoS Negl @ is 2(3): €194,
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