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Titulo de la disertacién/tesis/defensa: Comunicacion intercelular mediada por fragmentos de tRNA
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Institucién organizadora: Sociedad de Bioguimicay Biologia Molecular, Uruguay
Alcance geografico: Nacional

Tercer Congreso Nacional de Biociencias (2022)

Tipo: Congreso
Institucién organizadora: Sociedad Uruguaya de Biociencias, Uruguay
Alcance geografico: Nacional

Congreso de la Sociedad de Bioquimica y Biologia Molecular (2020)

Tipo: Congreso
Institucién organizadora: SBBM, Uruguay

Segundo Congreso Nacional de Biociencias (2019)

Tipo: Congreso
Institucién organizadora: Sociedad Uruguaya de Biociencias, Uruguay
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Pasantia en HHMI Janelia Research Campus - Advanced Imaging Center (2023)
Estados Unidos

Pasantia en Unidad de Bioimagenologia Avanzada - Institut Pasteur de Montevideo (2021)

Uruguay

Pasantia en Laboratorio de Citogenética - Facultad de Medicina - Universidad de la Reptblica (2016)

Uruguay

Pasantia en el Laboratorio de Poblaciones - Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria - Bariloche
(2015)

Argentina
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Actuacion profesional

SECTOR ORGANIZACIONES PRIVADAS SIN FINES DE LUCRO/SOCIEDADES CIENTIFICO-
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Institut Pasteur de Montevideo / Laboratorio de Gendmica Funcional
VINCULOS CON LA INSTITUCION

Funcionario/Empleado (08/2018 - a la fecha)

Asistente de Investigacion 30 horas semanales
ACTIVIDADES

LINEAS DE INVESTIGACION

Delivery de ARNs desnudos a células: optimizando su internalizacion, inmunogenicidad y escape
endosomal (04/2025 - alafecha)

Las vacunas de ARN mensajero (MRNA) demostraron el poder y la seguridad de la tecnologia del
mRNA. La préxima frontera es adaptar esta tecnologia para la terapia del cancer. Esto puede
lograrse, por ejemplo, haciendo que las células tumorales expresen proteinas que favorezcan su
reconocimiento por el sistema inmune, mediante la inyeccion intratumoral de mRNAs. Para ello,
deben superarse varios desafios: 1) el transporte del mRNA desde el sitio de inyeccion hasta la



célula de destino, evitando su degradacion extracelular; 2) su ingreso a las células deseadas; 3) su
escape desde los endosomas al citosol (?escape endosomal?); 4) su reconocimiento por los
ribosomas; 5) la inducciéon de una respuesta antitumoral efectiva. Todos esto sin inducir respuestas
inflamatorias al mMRNA exdgeno, lo que suele evitarse mediante el uso de nucledsidos modificados.
El problema del ?delivery? (pasos 1-3) suele atacarse mediante la encapsulacién del mRNA dentro
de nanoparticulas lipidicas (LNPs). Estas funcionan muy bien en el contexto de las vacunas
profilacticas, o para llevar ARNs al higado. Lamentablemente, no son igual de efectivas para otro
tipo de aplicaciones, tales como la inmunoterapia de tumores extrahepaticos. Nuestro laboratorio
ha visto que, contrario a lo que se suele pensar, el ingreso del mMRNA a las células y su escape
endosomal pueden darse también en el caso de MRNAs desnudos; en ausencia de LNPs. Esto no ha
sido comUnmente observado debido a problemas técnicos vinculados a la estabilidad extracelular
del ARN. Solucionados dichos problemas, las células presentan la capacidad de internalizar mRNAs
desnudos, y sintetizar proteinas a partir de los mismos. Hemos denominado a este proceso ?
gimnosis fisioldgica?, pero los mecanimos subyacentes son mayormente desconocidos. Investigar
este fendmeno en profundidad puede darnos la oportunidad de encontrar modos innovadores de
mejorar las terapias de ARN; particularmente las terapias antitumorales basadas en mMRNAs
desnudos.

30 horas semanales

Institut Pasteur de Montevideo, Laboratorio de Gendmica Funcional, Integrante del equipo
Equipo: Li Calzi, M., TOSAR, J.P., Mauricio Castellano/Mauricio Castellano Fernandez, Blanco, V,
MARQUEZ ME

PROYECTOS DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

Delivery de ARNs desnudos a células: optimizando su internalizacién, inmunogenicidad y escape
endosomal (04/2025 - alafecha)

Codigo: ART_X_ 2024 _1_180031 Las vacunas de ARN mensajero (mMRNA) demostraron el podery
la seguridad de la tecnologia del MRNA. La proxima frontera es adaptar esta tecnologia para la
terapia del cancer. Esto puede lograrse, por ejemplo, haciendo que las células tumorales expresen
proteinas que favorezcan su reconocimiento por el sistema inmune, mediante la inyeccion
intratumoral de mRNAs. Para ello, deben superarse varios desafios: 1) el transporte del mRNA
desde el sitio de inyeccion hasta la célula de destino, evitando su degradacién extracelular; 2) su
ingreso a las células deseadas; 3) su escape desde los endosomas al citosol (?escape endosomal?); 4)
su reconocimiento por los ribosomas; 5) la inducciéon de una respuesta antitumoral efectiva. Todos
esto sin inducir respuestas inflamatorias al mMRNA exdgeno, lo que suele evitarse mediante el uso de
nucledsidos modificados. El problema del ?delivery? (pasos 1-3) suele atacarse mediante la
encapsulacién del mRNA dentro de nanoparticulas lipidicas (LNPs). Estas funcionan muy bien en el
contexto de las vacunas profilacticas, o para llevar ARNs al higado. Lamentablemente, no son igual
de efectivas para otro tipo de aplicaciones, tales como la inmunoterapia de tumores extrahepaticos.
Nuestro laboratorio ha visto que, contrario a lo que se suele pensar, el ingreso del mRNA a las
células y su escape endosomal pueden darse también en el caso de mMRNAs desnudos; en ausencia
de LNPs. Esto no ha sido comunmente observado debido a problemas técnicos vinculados a la
estabilidad extracelular del ARN. Solucionados dichos problemas, las células presentan la capacidad
de internalizar MRNAs desnudos, y sintetizar proteinas a partir de los mismos. Hemos denominado
a este proceso ?gimnosis fisioldgica?, pero los mecanimos subyacentes son mayormente
desconocidos. Investigar este fendmeno en profundidad puede darnos la oportunidad de encontrar
modos innovadores de mejorar las terapias de ARN; particularmente las terapias antitumorales
basadas en mRNAs desnudos.

30 horas semanales

Integrante del Equipo

En Marcha

Equipo: Li Calzi, M., TOSAR, J.P. (Responsable) , Blanco,V, CAYOTA, A., MARQUEZ ME , Mauricio
Castellano/Mauricio Castellano Fernandez

Decodificacién del ARN extracelular por sensores de lainmunidad innata (04/2022 - 08/2024 )

Cédigo: FCE_1.2021_1_166344.

30 horas semanales

Integrante del Equipo

Concluido

RRHH formados en el proyecto:

Doctorado:1

Financiacion:

Agencia Nacional de Investigacién e Innovacién, Uruguay, Apoyo financiero

Equipo: Li Calzi, M., Mercedes SEGOVIA , Mauricio CASTELLANO FERNANDEZ , Valentina Blanco



Camacho, Bruno Alejo Costa Camacho, Ernesto Martin CUEVASANTA DANS, Juan Pablo TOSAR
ROVIRA (Responsable)

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Biologfa del
ARN

SECTOR EDUCACION SUPERIOR/PUBLICO - UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA - URUGUAY

Hospital de Clinicas / Departamento Basico de Medicina
VINCULOS CON LA INSTITUCION

Funcionario/Empleado (01/2022 - 08/2022)

Grado 1 10 horas semanales
Escalafon: Docente

Grado: Grado 1

Cargo: Contratado

ACTIVIDADES

LINEAS DE INVESTIGACION

Vesiculas extracelulares derivadas de células estromales mesenquimales humanas como vehiculos de?
microRNAs antifibréticos en un modelo murino de fibrosis renal? (01/2022 - 08/2022)

Aplicada

10 horas semanales

Universidad de la Republica - Hospital de Clinicas, Departamento Basico de Medicina, Integrante
del equipo

Equipo: Li Calzi, M., CAYOTA, A., BIANCHI, S

CARGA HORARIA

Carga horaria de docencia: Sin horas

Carga horaria de investigacion: 30 horas
Carga horaria de formacion RRHH: Sin horas
Carga horaria de extension: Sin horas

Carga horaria de gestién: Sin horas

Produccion cientifica/tecnolégica

La biologia de los ARN extracelulares (exRNAs) ha emergido en las Ultimas dos décadas como un
area critica para comprender cémo las células se comunican, como detectan sefales de peligroy
como podrian explotarse estas moléculas como biomarcadores o terapias. Sin embargo, el campo
enfrenta dos problemas conceptuales centrales: (1) la comprensién incompleta de los mecanismos
de estabilidad, transporte e internalizacion de los exRNAs, especialmente aquellos presentes fuera
de vesiculas extracelulares; y (2) la dificultad para reconciliar la enorme actividad ribonucleasa del
espacio extracelular con la existencia misma de ARN ?libres? funcionales o detectables en
biofluidos.

Mi trabajo de doctorado se inserta directamente en estos problemas y aporta respuestas
experimentales y conceptuales que reconfiguran el entendimiento de los exRNAs ?no-vesiculares?
(nv-exRNAs), su estabilidad estructural, su capacidad de internalizacion y su impacto inmunolégico.
En conjunto, mis resultados contribuyen a redefinir qué se considera un ?carrier? extracelular
legitimoy amplian el marco conceptual de la comunicacion intercelular més alla de las vesiculas
extracelulares (EVs).

1. El problema de como sobreviveny funcionan los exRNAs fuera de EVs

Durante afos, el paradigma dominante asumia que los exRNAs funcionales debian estar
necesariamente protegidos por EVs o complejos ribonucleoproteicos. Sin embargo, estudios
recientes de nuestro laboratorio revelarian exRNAs extremadamente abundantes fuera de
vesiculas, lo que planteaba un problema no resuelto:

;como se estabilizan y persisten en un ambiente saturado de RNasas?

Fruto de mitrabajoy de otros en el laboratorio abordamos:

a) ldentificacién de ARN intrinsecamente estables y su estructura ?nicked?



Apartir del trabajo en PNAS 2023 sobre tRNAs mellados (nicked tRNAs)
Estudiamos experimentalmente como estas moléculas ?formalmente ?dafiadas?, con enlaces
fosfodiéster rotos? funcionan como reservorios de tRNA capaces de resistir degradacion
prolongada. Los tRNAs mellados representan una solucién evolutiva al problema de la estabilidad
extracelular: su estructura mayoritariamente bicatenaria, compactay termoestable, los protege de
manera intrinseca incluso en ausencia de proteinas o membranas.
Nuestro aporte fue demostrar que estos RNAs mellados no solo existen intracelularmente, sino
también en el espacio extracelular humano, purificdndolos bajo condiciones nativas y mostrando
que disocian espontédneamente a mitades de tRNA que pueden ser internalizadas por células
humanas, y que podrian tener la capacidad de ingresar en las células y sefalizar diferentes
mensajes.
b) Caracterizacion del ?escape endosomal? de RNAs desnudos
El segundo pilar conceptual era explicar cémo, aun sin proteccion vesicular, los RNAs desnudos
podian llegar al citosol de la célula receptora. Mi tesis, El gran escape, aborda este problema a
través de microscopia confocal y de ldmina de luz en 4D, demostrando por primera vez rutas claras
y cuantificables de:
internalizaciéon simultanea de EVs y ARN desnudos,
localizacion endosomal temprana,
eventos discretos de escape endosomal,
un incremento marcado en escape en células knockout para proteinas de unién a ARN.
Este trabajo soluciona un vacio profundo en la literatura: hasta ahora, se asumia que la
internalizacion funcional de ARN requeria nanoparticulas lipidicas o modificaciones quimicas
especificas. Mi tesis demuestra que el escape endosomal no es un privilegio de las terapias de
MRNA, sino un proceso fisioldgico que ocurre también con RNAs naturales cuando las condiciones
extracelulares lo permiten.
2. El problema del rol inmunologico de los exRNAs ?desnudos?
Un segundo problema central del drea es entender si los exRNAs no vesiculares son simplemente
ruido degradativo o si cumplen funciones fisioldgicas, particularmente en el sistema inmune.
Enel articulo de Cell Genomics 2025, donde fui autor experimental en varios de los resultados,
demostramos que:
los exRNAs desnudos si son inmunoestimuladores potentes,
pero su actividad estd completamente enmascarada por la presencia ubicua de RNasas,
y que, en condiciones de baja actividad ribonucleasa (como el peritoneo), los exRNAs pueden
desencadenar respuestas inflamatorias robustas.
Mi trabajo experimental reveld que:
mRNAs desnudos pueden ser traducidos en células receptoras cuando se inhiben las RNasas,
demostrando funcionalidad genuina de la gimnosis fisioldgica.
El balance RNasa/exRNA es un regulador inmunolégico central, un concepto ausente en el
campo antes de este trabajo.
Estas observaciones reconfiguran la interpretacion de muchos estudios previos y proponen un
nuevo marco conceptual para el rol del exRNA en inflamacion, inmunovigilancia y homeostasis
tisular.
3. El problema de la heterogeneidad vy clasificacién de los carriers extracelulares
La comunidad enfrenta actualmente grandes dificultades metodolégicas para distinguir entre EVs
pequenas, grandes, ectosomas, exosomas y otras particulas extracelulares. Esta confusién afecta
particularmente el estudio de los exRNAs.
Mi contribucion a este problema surge de dos trabajos clave:
a) Estudio de tetraspaninas como marcadores funcionales de tamafo de EVs
Contribui al desarrollo de una técnica de inmuno-TEM cuantitativa que demuestra que CD9%y
CD81 se enriquecen marcadamente en EVs menores a 100 nm. Este resultado ayuda a resolver
discrepancias entre plataformas como ExoView, nanoFACS y NTA, y propone un criterio operativo
para la segmentacion de subpoblaciones vesiculares.
b) Separacion operacional entre fracciones vesiculares y no vesiculares
En el capitulo de Methods in Enzymology, aporté evidencia experimental que respalda la necesidad
de separar EVs de otros carriers no vesiculares mediante SEC o gradientes de densidad,
demostrando que los tRNAs fuera de EVs estan sujetos a procesos de nicking y fragmentacion
extracelular.
Estas herramientas metodoldgicas fortalecen la reproducibilidad del dreay permiten reinterpretar
resultados de estudios previos con mayor resolucion conceptual.
4. Impacto mas amplio y relevancia interdisciplinaria
Miinvestigacion se ubica en lainterfaz entre biologia molecular, inmunologia, nanotecnologiay
medicina traslacional. Los aportes mas significativos incluyen:
Conceptualizar al exRNA desnudo como un agente activo, y no un artefacto o un producto
degradativo.
Proponer el escape endosomal como un cuello de botella regulable, relevante para terapias de



mRNA'y oligonucleétidos.

Demostrar que la actividad de RNasas es un modulador clave de lainmunovigilancia.

Identificar nuevos estados estructurales del tRNA extracelular (nicked tRNAs) con estabilidad
intrinseca extraordinaria.

Ofrecer metodologias aplicables al estudio de biomarcadores no vesiculares en
neurodegeneracién, cancer y enfermedades inflamatorias.

En conjunto, mi trabajo contribuye a redefinir el mapa conceptual del exRNA, ampliando su alcance
mucho mas alla de las vesiculas extracelulares, y posiciona a Uruguay como un referente en esta
areaemergente.

Produccion bibliografica
ARTICULOS PUBLICADOS
ARBITRADOS

Tetraspanin Positivity as a Function of Extracellular Vesicle Size Measured by a Modified Immuno-
TEM Protocol (Completo, 2025)

Li Calzi, M., Fagundez, P., ALVARO OLIVERA, Gololobova, O., CAYOTA, A., TOSAR, J.P., Witwer,
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2025)

Li Calzi, M., Mauricio Castellano/Mauricio Castellano Fernandez, Blanco, V, Costa, B., Witwer, K.,
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TOSAR, J.P.

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 2023
Palabras clave: Nicked tRNAs tRNAs Biofluids exRNA
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