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Resumen

El cestodo Taenia solium, que causa la neurocisticercosis, infecta al ser humano como
gusano plano intestinal o como larva cisticerco en tejido blandos como el cerebro. El
estadio larval esta invaginado y subdesarrollado en una vesicula de 10 a 15 mm, que puede
encontrarse en carne de cerdo. Luego de que el humano consume el cisticerco, los jugos
gastricos estimulan la evaginacion de la “cabeza” o escolex, lo que da inicio a la
metamorfosis hacia forma adulta. El gusano adulto puede llegar a medir 3 metros,
formando cientos de proglotides. Estas maduran sexualmente y producen huevos que son
eliminados en las heces y pueden contaminar la comida y agua. Cuando cerdos o humanos
consumen estos huevos, permiten el desarrollo de larvas, cerrdndose el ciclo vital del
parasito.

La via de sefializacion Notch esta involucrada en procesos de desarrollo como la formacion
de patrones, la madurez sexual, el desarrollo neuronal. Dado que esta via participa en la
formacion de patrones corporales y segmentacion del cestodo Hymenolepis microstoma, se
evalud si la via tiene un papel en la evaginacion de T. solium. Grupos de cisticercos fueron
cultivados en presencia de acido taurocolico (AT), como un inductor de la evaginacién, o
DAPT, un inhibidor de la gamma secretasa, e indirectamente, de la via de sefializacion.
Después de 5 dias, el 92% de los cisticercos tratados con &cido taurocélico habian
evaginado el escoélex; los gusanos inducidos mostraron mayor expresion del receptor
notchl, medido por RT-gPCR. En otro experimento en el que se usé DAPT, este inhibid la
evaginacion del 93% de los cisticercos luego de 5 dias en cultivo. La expresion de notchl
mostré una tendencia a disminuir en presencia del inhibidor; mientras que la de hes2, un
gen de respuesta a la via, aumento.

El inhibidor de gamma secretasa evitd la evaginacion in vitro y alterd la expresion de genes
de la via de sefializacion Notch. Estos resultados sirven de base para buscar blancos dtiles
para prevenir el desarrollo de T. solium hacia su estado de madurez sexual, que es el
diseminativo.

Palabras clave: Taenia solium, evaginacion, via de sefializacion Notch, DAPT



Abstract

The cestode Taenia solium, the causative agent of neurocysticercosis, can be an intestinal
flatworm or a larval cyst that lodges in soft tissues like the brain. The cyst stage is an
invaginated, underdeveloped worm inside a 10-15 mm vesicle. If a person ingests a cyst,
present in infected pork meat, gastric juices stimulate the evagination of the “head” or
scolex, initiating the metamorphoses into the adult form. The worm can grow up to 3
meters, forming proglottids. These mature sexually and produce eggs that are expelled in
feces and can contaminate water sources and food. Eggs ingested by pigs or humans
develop as cysts, closing the life cycle of the parasite.

The Notch pathway is involved in developmental processes such as tissue patterning,
sexual maturation, and neural development. Since Notch genes participate in the body
patterning and segmentation of the cestode Hymenolepis microstoma, we tested if this
pathway had a role in the evagination of T. solium, as an initial and determining event in
development. Groups of cysts were cultured in the presence of taurocholic acid (TA), to
induce evagination, or DAPT, to inhibit the gamma secretase and indirectly Notch
signaling. After five days, 92% of the cysts treated with TA had evaginated the scolex; the
induced juvenile worms showed increased expression of the notchl receptor, measured by
RT-gPCR. Conversely, 93% of the cysts treated with DAPT for five days failed to
evaginate the scolex. Cysts cultivated in the inhibitor's presence had reduced mRNA level
of notch1 and increased mMRNA level of the target gene hes2.

The gamma secretase inhibitor prevented in vitro evagination and changed the expression
of genes from the Notch pathway. These results encourage the search for targets to arrest
the development and sexual maturation of T. solium into the disseminative stage of the
parasite.

Keywords: Taenia solium, evagination, Notch signaling pathway, DAPT



INTRODUCCION

Taenia solium es un cestodo que posee un ciclo de vida complejo en el que parasita
humanos y cerdos. En humanos se puede desarrollar el estadio adulto del parésito, un
gusano intestinal, y en humanos y cerdos se desarrolla el estadio intermedio del parésito,
una larva que se puede albergar como quiste en tejidos blandos (1,2). La biologia del
desarrollo de los cestodos se ha empezado a describir en Hymenolepis microstoma y
Echinococcus granulosus; vias de sefializacion como Notch, Wnt y Hedgehog han sido
estudiadas en especies de esta clase (3-5). La revelacion de eventos esenciales para el
establecimiento de T. solium en el intestino humano puede abrir posibilidades en la
busqueda de farmacos que prevengan el desarrollo del parésito adulto en el hospedero.

Las vias Notch, Wnt y Hedgehog, presentes en animales de distintos filos taxondémicos,
participan en procesos evolutivamente conservados relacionados al desarrollo, como en el
establecimiento del eje anteroposterior, la formacion de segmentos (divisiones del
ectodermo y mesodermo en artropodos, anélidos y cordados) (6,7); en la reproduccion
sexual (oogénesis) (8) y asexual (gemacion) (9); en el mantenimiento de poblaciones de
células madre; y en el desarrollo neural (7).

Para el estudio de cestodos como Echinococcus y, mas recientemente, Hymenolepis, se han
utilizado herramientas como la secuenciacion de ARN (RNA-seq) y la hibridacion in situ
de ARN. Estas técnicas han permitido describir la expresion diferencial de varios genes y
cambios en la localizacién donde estos se expresan (3,10-12). Los genes de la via Notch
aparentan estar involucrados en varios procesos como la estrobilacion (o segmentacion), en
el desarrollo de los sistemas nervioso y reproductivo, y en la embriogénesis de estos
cestodos modelo (4). Es importante recalcar que estos reportes son escasos.

Con base en la cercania filogenética, en el trabajo se hipotetizd que la expresion de genes
de la via Notch homologos a los descritos en H. microstoma juega un papel importante en
el desarrollo de T. solium

Dado que la via Notch participa en varios procesos de desarrollo en especies de otros filos y
en cestodos, es razonable postular que la expresion de los genes de esta via esté involucrada
en los procesos de estrobilacion, mantenimiento de células proliferativas, desarrollo de
ovarios, embriogénesis y mantenimiento del tejido muscular en T. solium.



ESTADO DEL ARTE

Taenia solium: Ciclo de vida e importancia en salud publica

T. solium es un gusano plano (platelminto) que posee un ciclo de vida complejo, con
humanos como hospederos primarios y cerdos como hospederos secundarios (Figura 1)
(1,2,13,14). En el humano, puede causar una enfermedad denominada teniasis, la cual
consiste en la infeccion con el estadio reproductivo o diseminativo del parasito, que es un
gusano adulto instalado en el intestino delgado. Los segmentos o proglétides del gusano,
que contienen cientos de miles de huevecillos microscopicos, son eliminados en las heces.
En el cerdo y en el humano, ingerir huevos del parasito (contaminacion via fecal-oral)
genera la cisticercosis, que involucra el desarrollo de la larva hacia la formacion de un
cisticerco. Los huevos ingeridos eclosionan y liberan oncosferas (también denominadas
embriones o larvas hexacantos), que se adhieren a la pared del intestino, la atraviesan, y se
distribuyen por via sanguinea a los tejidos blandos. En los tejidos blandos, la oncésfera
desarrolla una cavidad llena de fluido, formando una vesicula llamada cisticerco. En la
pared interna de la vesicula se desarrolla un engrosamiento del tejido a partir del cual se
forma el escdlex (1,15).

En ambos hospederos, los cisticercos se pueden alojar en distintas localizaciones, segin
sean transportados por el torrente sanguineo. Puede haber quistes subcutaneos, en tejido
muscular, en los ojos, el corazén y el cerebro. Cuando ocurre esto ultimo la enfermedad se
denomina neurocisticercosis (1,2,13,14). El consumo humano de carne de cerdo mal
cocida infectada con cisticercos resulta en teniasis cuando la larva da lugar al gusano adulto
0 tenia.
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Figura 1. Ciclo de vida de T. solium. Adaptada de Singhi P & Gahlot A, 2016 (16).

La infeccion cerebral con cisticercos de T. solium es clasificada por la OMS como una de
las enfermedades tropicales desatendidas (WHO: Taeniasis/cysticercosis); su prevencién y su
erradicacion son posibles, pero dependen de medidas y politicas de sanidad y educacion. En
consecuencia, la enfermedad es endémica en las regiones menos desarrolladas de América
Latina, Asia y Africa, y también es detectada en paises desarrollados, por la creciente
inmigracion desde paises en donde la enfermedad es endémica (1,2,13,14). La prevalencia
de la infeccién por T. solium depende de la regién; por ejemplo, la prevalencia de teniasis
en las zonas rurales de Africa varia entre 2% y 10%, en Peri entre 24% y 37% y en India
entre 6.5% y 28%. Con respecto a la prevalencia de infeccion con neurocisticercosis se
encontré que en zonas endémicas de Pert y Honduras el 10-20% de la poblacién mostro
lesiones residuales en el cerebro (16). La informacién de la OMS, actualizada a diciembre
2018, clasifica al Pert como “pais endémico” (Global Health Observatory data repository).

Neurocisticercosis

La neurocisticercosis se manifiesta con diferentes cuadros neuroldgicos y es una de las
causas mas frecuentes de epilepsia en los paises menos desarrollados (1,2,13,14). Ademas,
puede generar hipertension intracraneal, hidrocefalia, deficiencias motoras e infartos
(sintomas asociados con quistes subaracnoideos) (1,2,13,14). La diversidad de
presentaciones depende de la ubicacion de los quistes, su estado de viabilidad, y en gran
parte, la inmunidad del individuo afectado (17). Por otro lado, no existe “gold standard”
para el diagnostico; es necesario combinar evidencia de datos clinicos, pruebas seroldgicas


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/taeniasis-cysticercosis
https://apps.who.int/gho/data/node.main.NTDTSOL1?lang=en

y observacion de imagenes del cerebro como tomografia computarizada y resonancia
magnética (18,19).

El tratamiento de teniasis y cisticercosis se realiza con dos antihelminticos, albendazol y
praziquantel. El antihelmintico de uso veterinario oxfendazol se esta considerando también
para uso clinico (20).

El uso de los antihelminticos, cuya eficacia varia (21), debe ser monitoreado y requiere
acompariarse con antiinflamatorios, generalmente corticosteroides como dexametasona,
dado que su uso puede agravar algunos signos neuroldgicos por la inflamacion ocasionada
por la degeneracion del parasito. Si los cisticercos estan alojados en el espacio
subaracnoideo, se debe recurrir a intervenciones quirdrgicas como la escision
neuroendoscapica (2,22).

El tratamiento de la neurocisticercosis puede ser por muchos afios y debe adecuarse al
paciente y sus sintomas. Esto es particularmente importante dado que en algunos casos,
luego del tratamiento, los pacientes recaen después de una aparente resoluciéon de la
inflamacion tras observacion por neuroimagenes (22).

Morfologia y desarrollo de T. solium

Todos los platelmintos son gusanos planos de simetria bilateral, no segmentados,
acelomados, sin organos circulatorios ni respiratorios y con una sola cavidad digestiva.
Estudios filogenéticos de la década pasada han hecho obsoleta la clasificacion tradicional
que subdividia al filo Platelmintos en turbelarios, trematodos, monogeneos y cestodos.
Actualmente, la clase Cestoda pertenece al grupo monofilético Rhabditophora, el cual
incluye formas de vida libre, como las planarias (orden Tricladida), y parasitas. Los
cestodos son parte del clado Neodermata, formado por parasitos; en este clado también se
encuentra la clase Trematoda, a cuyo subgrupo Digenea pertenecen Schistosoma y Fasciola
(Figura 2) (23,24).



Metazoa Platyhelminthes Cestoda Cyclophyllidea
(Hejnol et al.. 2008) (Litlewood, 2006) (Olson et al., 2008) (Hoberg et al., 1999)
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Figura 2. Filogenia actual de los cestodos. Se resaltan otros grupos taxondmicos
citados. Adaptado de Jarero, 2018 (4).

El estadio adulto de T. solium es un gusano plano que posee, en lugar de cabeza, un érgano
de 1 mm de didmetro llamado escélex, en cuya parte anterior o rostelo hay ganchos y
botrios (6rganos succionadores); un cuello que es la zona germinativa, y un cuerpo o
estrobilo formado por cientos de proglétides en sucesion. Es un parasito hermafrodita; cada
proglétide tiene sistemas reproductivos masculinos y femeninos. Las proglétides maduras
contienen los huevos, producto de autofecundacion (1,15). Cestodos de diferentes especies
tienen caracteristicas similares, aunque presentan diferencias morfoldgicas; por ejemplo, a
diferencia de T. solium, Hymenolepis diminuta no posee ganchos en su escélex y en el
estadio adulto puede medir alrededor de medio metro, mientras que T. solium mide entre 2
y 3 metros.

El cisticerco de T. solium puede medir de 5 a 15 mm de diametro. Estas larvas, enquistadas
en carne de cerdo, se activan en el intestino humano, cuando entran en contacto con las
sales biliares, entre las que esta el acido taurocdlico. El proceso incluye la evaginacion del
escolex, el cual se adhiere a la pared del intestino con sus ganchos y ventosas. En cuanto el
parasito evagina y se adhiere a la pared intestinal, empieza la estrobilacion. Los nervios y
tejido muscular transversal se desarrollan, delimitando las proglétides (1,13,15).

La estructura de los tejidos de cestodos como H. diminuta, trematodos como Schistosoma
mansoni y planarias como Schmidtea mediterranea se ha observado utilizando varios
marcadores celulares. Los musculos se han visualizado usando faloidina; el sistema
nervioso, con anticuerpos anti-sinapsina y anti-tubulina acetilada (25-27). Sin embargo,



aun no se ha logrado realizar una tincion de parasito completo en T. solium dado su tamafio.
Por otro lado, la tincion del escélex y el cuello es posible y aln se encuentra en
estandarizacion en el laboratorio de proliferacion celular y regeneracion (LID 218, Facultad
de Ciencias y Filosofia de la UPCH).

Células proliferativas en platelmintos

Las planarias, platelmintos de vida libre con grandes capacidades de regeneracion, son un
modelo animal de laboratorio ampliamente utilizado (28,29). Estos organismos tienen una
poblacién de células proliferativas llamadas neoblastos. Dentro de esta poblacion de células
hay subpoblaciones compuestas de células madre, que son células que tienen el potencial de
dividirse y diferenciarse en todos los tipos de células que se encuentran en un organismo.
Estas células han sido abundantemente descritas y caracterizadas en planarias, por ejemplo,
en S. mediterranea (30,31).

Diferentes experimentos muestran que los neoblastos otorgan a las planarias la capacidad
regenerativa que las caracteriza; se hacen experimentos en los que se trasplantan secciones
de planarias sin irradiar a planarias irradiadas con rayos gamma, para demostrar que se
puede recuperar la capacidad regenerativa de estas tras la amputacion o dafio de alguna
seccidn (32). Posteriormente, se han descrito subclases de neoblastos, denominados sigma,
zeta y gamma, donde el subtipo sigma es pluripotente, zeta se puede diferenciar en
epidermis y gamma en varios tipos de tejido; ademas se ha establecido que los neoblastos
expresan genes piwi (33,34). En los dltimos afios, con acceso a técnicas de secuenciacion
de ARN, se han definido las poblaciones de células de acuerdo a los genes que expresan.
Entre ellas, las células que ademas expresan tetraspanina corresponden a un subtipo de
células que al ser trasplantadas pueden estimular la regeneracién total de una planaria
irradiada (30).

Algunos cestodos con los que se han hecho observaciones in vitro son Mesocestoides,
Echinococcus e Hymenolepis. En M. corti se observaron células proliferativas en el cuello y
escolex del gusano (35). Ademas, tras inducir la evaginacion, se observo que las células se
acumulan periodicamente en las proglétides (36). En E. multilocularis y E. granulosus se
demostro la presencia de células proliferativas, sobre todo en la capsula del estadio larval y
en el protoescélex (37). Las células proliferativas se han aislado de la capa germinal de
ambos cestodos, y tras mantenerlas como cultivos primarios se han establecido lineas
celulares (37—40). En H. diminuta se demostro la presencia de células en division marcadas
con el analogo de timidina F-ara-Edu en el cuello del gusano (12).

Nuestro grupo de investigacion identifico células proliferativas casi exclusivamente en la
base del escolex del cisticerco de T. solium, y describié su aumento en el cuello luego de la
evaginacion in vitro; esto se realizo utilizando marcaje con bromodesoxiuridina (BrdU), un



analogo de la timidina (41). Ademas, detectamos células proliferativas en la pared vesicular
del cisticerco subaracnoideo “racemoso” (42), una forma aberrante hiperproliferativa, de
metabolismo aparentemente mas activo, que causa la forma mas grave de neurocisticercosis
(43,44).

Modelos in vivo e in vitro

El trabajo experimental con platelmintos parasitos es mas complejo porque precisa modelos
in vitro que abarquen su ciclo de vida completo, y que sea independiente de la presencia del
hospedero o que este pueda mantenerse en el laboratorio. H. diminuta y H. microstoma son
considerados modelos para todas las cestodiasis, y su ciclo de vida completo se reproduce
experimentalmente; los parasitos que alcanzan el estadio adulto generan huevecillos
funcionales (12,45). La forma adulta de M. corti puede mantenerse en su hospedero roedor
y la larva llega a segmentar in vitro, por lo que también se usa frecuentemente para estudiar
el desarrollo en cestodos (46-49).

Se han infectado ratones y hamsters con huevecillos o cisticercos del género Taenia y estos
se han podido desarrollar hasta formar metacestodes 0 gusanos segmentados,
respectivamente (50,51). Se han cultivado huevecillos in vitro para estudiar su desarrollo, y
se ha alcanzado hasta un estadio postoncosferal; en T. saginata a partir de huevecillos se
obtuvieron metacestodos infecciosos, con escolex y cuello (52). Sin embargo, a diferencia
de Hymenolepis, en T. solium no se han podido desarrollar gusanos adultos luego de la
evaginacion.

El cultivo de larvas se ha usado para diferentes objetivos (estudios de transcriptomica,
proteémica e inmunoldgicos) en T. crassiceps, T. solium, H. microstoma, H. diminuta, M.
corti y E. granulosus (3,12,53,54), y en el caso de E. multilocularis se ha generado una
linea celular a partir de las células proliferativas indiferenciadas similares a los neoblastos
de las planarias (37).

La evaginacion y la estrobilacion de los cestodos pueden inducirse in vitro; algunos de los
compuestos utilizados para la induccion son la bilis o el &cido taurocélico (una sal biliar), y
la tripsina, proteasa naturalmente presente en el intestino (55-59). Ademéas de los
compuestos mencionados, las hormonas progesterona y gonadotropina coridnica también
pueden inducir la evaginacion y desarrollo de T. solium (60,61).



Via de senalizacion Notch

Los morfogenos son moléculas que producen sefiales dentro de un tejido que lo llevan a
diferenciarse y a generar patrones morfologicos. Entre los morfégenos mas estudiados estan
los de las vias Notch, Hedgehog, Wnt y los productos de genes Hox.

La via de sefalizacion Notch estd altamente conservada en el reino animal, y participa en
proliferacion y controlando diversos eventos de diferenciacion ( o “programacion’) celular
a nivel transcripcional, durante el desarrollo embrionario y en organismos adultos (7,62—
65). La via se descubrio por trabajos en Drosophila y C. elegans, pero su papel en la
formacion y expansion de tumores ha hecho que se investigue mucho mas en este contexto
(66), incluso considerandola como blanco terapéutico (67,68).

La via de sefializacion Notch es una ruta pleiotropica y sus efectos dependen mucho del
tejido en el que se activa (64). Por otro lado, sus funciones en cuanto a la formacién de
patrones pueden variar incluso dentro de animales del mismo filo; por ejemplo, la via puede
estar asociada o0 no a eventos de formacién de segmentos (7).

Los elementos identificados en diferentes filos (mamiferos, nematodos y platelmintos) se
listan en la Tabla 1. Entre las diferencias conocidas, por ejemplo, estd que en H. sapiens el
receptor Notch tiene 4 homdlogos, a comparacion de los dos receptores del platelminto H.
microstoma; en este, ademas, no se ha identificado un gen homoélogo al del activador
Mastermind. A pesar de las diferencias, el mecanismo candnico de la via de sefializacion se
mantiene.



Tabla 1. Elementos de la via de sefializacion Notch en especies de distintos filos (4,69,70).

Homo sapiens

Caenorhabditis
elegans

Hymenolepis
microstoma

Delta like (DLL): DLL1, DLL3, DLL4

lag-2, apx-1, arg-1,

Deltal a Delta6

Ligandos DSL dsl-1
(Delta/Serrate/Lag-2)
Jaggedl, Jagged 2 Serrate
Receptores Notchl a Notch4 Lin-12, Glp-1 Notchl, Notch2
Presenilin 1, Presenilin 2 Sel12, Hopl Presenilin
Presenilin enhancer 2 (Pen-2) Pen-2 Pen-2
Proteasa
Gamma secretasa i i :
( s sa) Anterior Pharynx defective 1: Aph1Ay Aph-1 Aph-1
AphlB
Nicastrin Aph-2 Nicastrin
ADAM10 Sup-17 Kuzbanian
Metaloproteasas
Tace, ADAM17 Adm4 Tace
O-fucosyltransferase 1 (Ofut) Pofut-1 Ofut
Sanpodo (Spdo) Spdo
Moduladores
Numb, NumbL Numb-1a, Numb-1b Numb
Notchless1 (Nle-1) Nle Nle
Factor de transcripcion
CSL RBPJ, RBPSUHL Lag-1 Su(H)
(CBF1/Su(H)/Lag-1)
Combleio activador Mastermind like transcriptional coactivator sels |
pie) (MAML): MAML1-MAML3
Strawberry Notch (Sno) Let-765 Sno
SMARTER (SMRT) SMRT
Complejo represor
Hairless
Groucho Unc-37 Groucho

Genes de respuesta a
Notch (efectores)

Hairy enhancer of split (Hes, bHLH
transcription factor): Hes1,Hes5.
Hes related family with YRPW motif like
(Hey): HeyL, Heyl, Hey2.

Lin-22, Ref-1, hlh-
25, hlh-26, hlh-27,
hlh-28, hlh-29

Hesl, Hes2, Hes3

PTRCRa (pre T cell antigen receptor alpha)



http://www.wormbase.org/db/gene/gene?name=hlh-25
http://www.wormbase.org/db/gene/gene?name=hlh-25
http://www.wormbase.org/db/gene/gene?name=hlh-26
http://www.wormbase.org/db/gene/gene?name=hlh-27
http://www.wormbase.org/db/gene/gene?name=hlh-28
http://www.wormbase.org/db/gene/gene?name=hlh-29

Mecanismo “candnico” de la via Notch

La via se activa por el contacto célula-célula cuando ligandos de tipo Delta, Jagged o
Serrate (Lag en C. elegans), que son proteinas transmembrana, interactan con el receptor
transmembrana Notch (Figura 3 (1)). La activacion del receptor resulta en una serie de
protedlisis mediadas por una metaloproteasa denominada “A Desintegrin and
metaloproteinase” (ADAM), que corta la region extracelular del receptor (Figura 3 (2)), y
por la gamma secretasa (GS), que corta la seccion intracelular del receptor cerca de la
region transmembrana, lo que libera el dominio intracelular del receptor (NICD — Notch
Intracellular Domain) (Figura 3 (3)). Luego de que NICD es translocado al ncleo, su
interaccién con complejos de proteinas activa la expresion de genes. Los complejos de
proteinas nucleares con los que interactia NICD comprenden un complejo transcripcional
(color naranja en la Figura 3) llamado CSL (por los nombres especificos en mamiferos,
Drosophila y C. elegans que se ven en la Tabla 1) y un complejo activador (color verde)
que incluye remodeladores de cromatina. En ausencia de NICD, CSL esta unido a un
complejo represor (en azul en la figura) (Figura 3 (4)). Cuando NICD se trasloca al nicleo,
compite con el complejo represor, el cual se disocia de CSL. Con la adicion del complejo
activador, se activa la expresion de genes “efectores Notch”, principalmente la familia de
represores transcripcionales Hes (Hairy/Enhancer of split proteins) (Figura 3 (5)(6)) De
esta forma, la via puede actuar en la represion de eventos, lo cual depende de varios
factores: genes blanco, tejido, y momento o estadio en el cual se activa el receptor (62,64).
Ademas de las proteinas mencionadas, Strawberry Notch (gen sno), otra proteina no muy
estudiada, parece involucrada en la modulacion de la via dado que interactda con Su(H),
parte del complejo CSL (62,71). Los estudios funcionales sobre la via Notch utilizan
inhibidores de gamma secretasa (IGS) (8,9,72-76), ARN de interferencia (72,77) vy
organismos con mutaciones en los genes de interés (73,75).
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Figura 3. Via de sefalizacion Notch esquematizada. Imagen modificada de Bray et
al, 2006 (62).

Gamma secretasa, sustratos e inhibidores

La particularidad de la via es que su activacion, luego de la unién del ligando, implica que
el receptor sea procesado por la GS y se genere un factor nuclear, el fragmento NICD. La
GS es un heterotetrdmero de cuatro proteinas transmembrana, entre las cuales la presenilina
tiene el sitio activo. EI mecanismo de activacién de la enzima requiere que Pen-2
(Presenilin enhancer) procese la presenilina en dos fragmentos, cada uno con uno de los dos
aspartatos que forman el sitio activo. Los otros dos componentes son la nicastrina, que
modula el acceso de los sustratos dependiendo del tamafio de sus dominios, y Aph
(Anterior pharynx defective), de papel no definido ain (78,79).

La GS funciona como una proteasa intramembrana que, ademas de proteolisar el dominio
intracelular del receptor Notch, tiene otras proteinas blanco, incluidas la proteina precursora
beta amiloide (APP) y la N-cadherina, y mas de 100 otros sustratos menos caracterizados.
Esta diversidad de blancos se debe a que no reconoce una secuencia definida de
aminoéacidos (80,81). En humanos y otros mamiferos, el funcionamiento de la GS es
complejo porque existen dos homologos de presenilina y dos de Aph, lo que lleva a que se
ensamblen cuatro complejos de distinta localizacion o afinidad por el sustrato. Por ejemplo,
la N-cadherina solo es proteolisada por la presenilina 1, mientras que APP puede ser
proteolisada por presenilina 1y 2 (79,80).

Los IGS son del tipo no competitivo. EI mecanismo de inhibicion involucra la
estabilizacion de un complejo cerrado (tenso). EI mas empleado, DAPT (N-[N-(3,5-
difluorofenacetil)-L-alanil]- S-fenilglicina t-butil ester), es una molécula hidr6foba que se
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internaliza en la membrana y reduce la flexibilidad de la presenilina, interfiriendo con su
interaccion con la region transmembrana del receptor. Otros IGS son anélogos al estado de
transicion de la enzima y funcionan a concentraciones menores (78,79).

Por la diversidad de sustratos de la GS, su inactivacion suele tener un efecto sobre varios
procesos bioldgicos. Esto ha dificultado el uso de IGS como inhibidores terapéuticos, por
ejemplo contra el corte de APP y la acumulacion de beta amiloide en la enfermedad de
Alzheimer, porque los candidatos generan efectos colaterales al desequilibrar la via Notch,
y con ello la proliferacion y la diferenciacion de varios tipos celulares (67,82). Ademas, la
produccion de beta amiloide se puede ver favorecida a menos que la dosis de DAPT sea
alta; para inhibir el corte de APP se requiere mayor concentracion de DAPT que la que
inhibe el corte de los receptores Notch. Los potenciales efectos secundarios estan
relacionados a toxicidad gastrointestinal y defecto en el desarrollo de células T (79,83). A
pesar de ello, el uso de DAPT no se ha descartado para el tratamiento de tipos de canceres
que si estan relacionados a mutaciones en la via Notch (84,85).

Ademas de DAPT, se estan probando inhibidores como MRK-560, que tiene mayor
selectividad por presenilina 1. Estos inhibidores favorecieron la supervivencia de ratones
con implantes de tejido de pacientes con leucemia linfoblastica de células T (con corte
mutante, oncogeénico, de Notch) sin generar dafios asociados a la inhibicion generalizada de
GS (86).

Comunicacion célula-célula y formacion de patrones

La via de sefializacion Notch participa en una amplia variedad de eventos de diferenciacion
celular y se inicia con un contacto célula-célula. EI mecanismo descrito arriba puede
resultar en activacion o inhibicién lateral (Figura 4) (63,87). Por ejemplo, cuando una
célula que expresa el ligando Delta interactGa con una célula que expresa el receptor Notch,
se expresan en esta Ultima genes hes y se reprime la expresion de genes proneurales (88).
Estos eventos en la neurogénesis se describen especialmente en vertebrados (89) e insectos
(90).

Las proteinas de la familia Hes son factores de transcripcion represores que tienen un
dominio bHLH (basic-helix-loop-helix) con el que interacttan con el ADN (sobre
elementos “N box”: CACNAG) y con otros represores HLH con los que forman homo o
heterodimeros; un dominio “Orange”, que regula la seleccion de proteinas con las que
forman heterodimeros, y generalmente un patron de cuatro aminoacidos en el extremo
carboxilo que les permite reclutar correpresores (91). La expresion de las proteinas Hes es
oscilatoria porque se autorreprimen. El efecto de las proteinas Hes como represores pasivos
(secuestran proteinas activadoras) o represores activos (forman heterodimeros con
represores) depende del contexto (tejido y momento) en el que actdan.

12



En la induccidn lateral, la célula que expresa el ligando induce la activacion de una célula
que expresa el receptor Notch. La activacion resulta en la expresion de genes que codifican
al ligando, de modo que la célula que recibié la sefial va a poder transmitirla también.
(63,92).
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Figura 4. Representacion esquematica de los procesos de induccion e inhibicion lateral.
Modificado de Sjoqvist M et al, 2017 (63).

La inhibicion e induccidn lateral dan lugar a la formacion de patrones tisulares. Por un
lado, pueden originarse patrones de bandas de tejido diferenciado a lo largo de un
organismo (segmentos), cuando las células inducen a células contiguas a que tomen un
destino celular equivalente. Por otro lado, la distribucion de células rodeadas de otras que
tienen un destino diferente se daria por inhibicion lateral (7,63).

La formacién de segmentos o somitas estd relacionada a la activacion y desactivacion
periddica de genes. Este proceso de prendido y apagado puede determinar 1) la formacion
de segmentos en un organismo o 2) El periodo con el que los segmentos se forman. Para
ese proceso existen genes que pueden funcionar como osciladores moleculares (por
ejemplo, hes), dado que se pueden activar o desactivar de forma periddica (7,91).

La via también esta relacionada a otros procesos como el mantenimiento de poblaciones
celulares o al proceso contrario de la diferenciacion hacia distintos tipos celulares. En el
ejemplo mencionado de desarrollo neural, el receptor Notch inhibe la neurogénesis,
manteniendo poblaciones de células madre neurales, células progenitoras indiferenciadas
(93).

Via Notch en vertebrados e invertebrados

La via Notch participa en varios procesos de desarrollo. Sin embargo, estos procesos no son
los mismos adn entre especies del mismo filo. Varios estudios utilizan ARN de
interferencia, modelos animales modificados o el uso de moléculas pequefias (por ejemplo,
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el 1IGS, DAPT) para demostrar funcionalmente si la via Notch esta involucrada con algin
proceso de desarrollo.

En vertebrados, los genes Notch estan involucrados en la formacién de patrones tisulares,
como la formacién de somitas, que pueden dar lugar a vértebras, costillas, arcos neurales.
Entre los modelos estudiados destacan Mus musculus (ratén) y Danio rerio (pez cebra). En
ambos se ha interferido con la funcién normal de la via de varias maneras, por ejemplo, con
ARN interferencia, el uso de inhibidores y la generacion de organismos mutantes (49-51).

En D. rerio, el uso del inhibidor DAPT causé que los somitas se formasen con un periodo
desfasado en comparacion con los peces no tratados (94); y en otro experimento, la
inhibicion causada por un analogo a DAPT impidi6 que la aleta caudal se regenerase luego
de un corte, al disminuir la poblacion de células en division (95). Por otro lado, en
embriones de M. musculus, DAPT inhibi6 por completo la formacion de somitas. Ademas,
interferir con la via Notch afectd negativamente la neurogénesis (63,73).

La via Notch acta también en la formacion de patrones en artropodos (los mas estudiados
son los insectos); sin embargo, los elementos de la via no necesariamente son
indispensables en eventos similares (7,72,77,96,97). Por ejemplo, en Periplaneta
americana (cucaracha), los patrones de expresion se dan en segmentos a lo largo del eje del
cuerpo; el uso de DAPT y de ARNi permiti6 observar patrones aberrantes (48). En cambio,
la segmentacion del cuerpo de Drosophila melanogaster, esta controlado por genes
llamados “paired ruled genes”. Los genes Notch se han visto relacionados a la division del
mesodermo y a la formacién de patrones tisulares en las alas o0 a la formacion de segmentos
en las patas (7,97).

En el cnidario Hydra vulgaris, experimentos con el inhibidor DAPT interfirieron con la
separacion de las yemas, formadas asexualmente. El analisis de expresion de ARN in situ
mostrd una reduccién de expresion del gen hes en el limite entre la yema y el cuerpo de las
hidras, donde se acumula normalmente (76).

En especies de equinodermos, erizos de mar y ofiuros, se utiliz6 DAPT para evaluar si la
via Notch tiene efectos sobre procesos regenerativos. En el ofiuro Ophioderma brevispina
el inhibidor interfiere con la regeneracion normal de los brazos (98). En el erizo de mar
Lytechinus variegatus, el inhibidor interfiere en la regeneracion de las espinas y los pies
ambulacrales; la utilizacion del inhibidor, ademas, gener6 una disminucion en la expresion
de genes blanco de la via hey, hes y gataC. Las zonas regenerativas de ambos
equinodermos poseen células que expresan marcadores de células madre (99).
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Via Notch en platelmintos

La via Notch ha sido estudiada en planarias usando el modelo S. mediterranea, pero la
literatura no es abundante. EIl 2016, en su tesis de doctorado para la Universidad de Utah, S.
A. Elliott identific6 homologos a los genes de todos los elementos de la via y realizo
experimentos por ARNI, irradiacion con rayos gamma y amputacion (100). Otras técnicas
como el “sorting” de las células en base a su subtipo (células madres vs. diferenciadas),
permitieron evaluar la expresion de genes en distintas poblaciones.

Algunos de los genes analizados en S. mediterranea fueron los genes de respuesta a Notch
(hesl-1, hesl-2 y hesl-3), el factor de transcripcion su(h), los receptores (notchl y notch2) y
ligandos (delta2-6 y serrate). Los patrones de expresion de todos los genes son variados.
Por ejemplo, el gen notchl tiene un patron de expresion en células discretas enriquecido en
la parte anterior del gusano, en una subpoblacion de neuronas, faringe y protonefridias,
mientras que la expresidon de notch2 se distribuye a lo largo del epitelio. Los genes de la
familia Hes también se expresan en patrones discretos en la mesénquima y otros
tejidos(100).

Los fenotipos causados por el ARNi de alguno de los genes podian ser compartidos. Por
ejemplo, los animales a los que se les hizo ARNi de los genes su(h) y notchl presentaron
perdida de pigmentacion en los ojos e hiperpigmentacién en la zona ventral del gusano. La
expresion del gen delta-2 es afectada por el silenciamiento del gen notchl; su propio
silenciamiento resulta en un fenotipo de perdida de pigmentacion en los ojos (100).

Otros grupos de investigacion han evaluado la expresion de genes de la via Notch en S.
mediterranea, obteniendo resultados complementarios a los mencionados. Por ejemplo, la
expresion de un gen homdlogo a delta se da en células epidermales a lo largo del cuerpo
durante las primeras 12 horas; posteriormente, deja de expresarse en la zona de la herida
(101). En otro estudio, tras silenciar el gen hesl-3 se observé que el sistema nervioso central
se regener6 con patrones anormales, defectuosos; ademas, los fotorreceptores se
regeneraron solo ectépicamente o se desarrollaba un solo ojo (102), resultados congruentes
con lo que luego reporto Elliott.

La expresion de genes de la via Notch se ha asociado a otras formas de regulacion. Por
ejemplo, la expresion de notch2 podria estar regulada por el microARN mir-124
(conservado en animales y conocido por regular la neurogénesis). Los primeros datos
indican que el silenciamiento de ese microARN favorece el aumento de la expresion de
notch 2 en planarias y que notch2 se coexpresa con mir-124 en la periferia del cerebro. La
regulacion de la expresion de estos genes puede ser importante en la regeneracion de tejidos
cefalicos, opticos y de la linea media del gusano (103).

En el trematodo S. mansoni, se reportd la expresion de genes de la via Notch en varios
estadios de vida del parésito. Ademas, el uso del inhibidor DAPT redujo la expresion de
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hes. Se observé que el inhibidor afectaba el desarrollo del parasito, por ejemplo, disminuyd
la oogénesis del parésito adulto y el desarrollo de los huevos in vitro (8).

En el cestodo E. granulosus, notch se expresa en todos los estadios de vida; el mayor nivel
de expresion se da en microquistes cultivados in vitro y en la capa germinal de quistes
hidatidicos obtenidos de ovejas infectadas (104). Por otro lado, en H. microstoma, también
cestodo, se han descrito los genes de las vias Notch, Hedgehog y Wnt, y se ha estudiado su
expresion y localizacion. El gen notchl se expresa en un patron en forma de anillos en el
estadio adulto, por lo que se sugiere que cumple un papel en la formacion de proglétides
(estrobilacion). Genes de otras vias, como Wntl, Wntll y Sfl, también participan en la
definicién de las zonas en las que empieza la estrobilacion. Ademas de expresarse en este
proceso, los genes notch también se expresan en los 6rganos reproductivos del parasito (5).
El trabajo se encuentra en una tesis doctoral presentada el 2018 en University College
London, y aunque reporta la presencia de todos los elementos de la via Notch, no se
conocen aun los genes que son regulados por proteinas Hes.

En los ultimos dos afios han aumentado los reportes sobre desarrollo en cestodos, en base a
Hymenolepis, Mesocestoides y Echinococcus. Un estudio de transcriptomica en
Hymenolepis compard distintas estructuras del estadio adulto (cabeza, cuello, proglotides) y
larval. Se describieron los cambios de expresion de distintos genes homeobox, de las vias
Notch, Wnt y Hedgehog y TGF beta. Con respecto a la via Delta-Notch, se encontr6 que la
expresion genética se encuentra enriquecida en las larvas y en los escolices y cuellos de los
parasitos adultos (3). Por otro lado, se hicieron ensayos de regeneracion in vitro del paréasito
y un andlisis del transcriptoma, y se describié que hay genes cuya expresion estd
enriquecida y otros con expresion disminuida en la zona anterior del parasito adulto (12).
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HIPOTESIS

Dado que algunos de los genes de la via de sefializacion Delta-Notch parecen estar
relacionados a la formacion del cuerpo o estrobilo (que consiste en pseudosegmentos) de
gusanos cestodos, se propone que los homologos de la via de sefializacion son regulados
durante el proceso de evaginacion in vitro de cisticercos de T. solium.

OBJETIVOS

Objetivo general

1. Caracterizar la participacion de la via de sefializacion Delta-Notch en el proceso de
evaginacion in vitro de T. solium.

Obijetivos especificos

1. Implementar un protocolo de evaginacion in vitro, espontanea e inducida, de
cisticercos de T. solium.

2. Realizar un ensayo de inhibicion del desarrollo de T. solium durante la evaginacion,
usando el inhibidor de la via Delta-Notch, DAPT.

3. Realizar un anélisis cuantitativo de expresién, mediante PCR de transcripcion
reversa en tiempo real (RT-gPCR), de genes de la via de sefializacion Delta-Notch.
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METODOS

En el trabajo se midid la expresion de mensajeros de los componentes de la via de
sefializacion Notch en cisticercos (quistes) de T. solium sin evaginar y evaginados. Se
incluyd un ensayo con el inhibidor indirecto de la via Notch, DAPT, para evaluar su efecto
a nivel fenotipico y de expresion de genes. Ademas, se evalud el efecto de distintos
inductores de la evaginacion en los cisticercos. En la Figura 5 se muestran el disefio del
trabajo con los tratamientos empleados. Se realizaron tres experimentos con cisticercos
provenientes de dos cerdos.
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Figura 5. Experimentos de cultivo de cisticercos en diferentes condiciones de
induccién de evaginacion e inhibicién de la gamma secretasa. La linea de tiempo
superior es comun a los tres experimentos; los tratamientos se iniciaron en el tiempo
0. Las flechas negras sefialan los puntos de toma de muestra para extraer RNA y
hacer mediciones o fotografias; los porcentajes de evaginacion se registraron cada
24 h. Los circulos representan los componentes del medio de cultivo; se aprecian los
grupos de trabajo, con controles a la izquierda y tratamientos a la derecha. La flecha
amarilla en el Experimento 3 indica el punto en el que se agrego tripsina a todos los
grupos (AT, éacido taurocélico; DAPT, N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-L-alanil]- S-
fenilglicina t-butil ester).

Obtencidn, estabilizacion y seleccion de cisticercos de T. solium

Sacrificio, colecta y traslado: Dos cerdos infectados fueron capturados y sacrificados en
Tumbes (R. Gamboa, Centro de Salud Global Tumbes) en dos momentos diferentes (5 de
abril y 18 de octubre del 2019). Primero fueron anestesiados con ketamina (10 mg/kg) y
xilasina (2 mg/kg) por via intramuscular, y luego sacrificados con pentobarbital sédico
(100-125 mg/kg) administrado por via intravenosa. Tras la necropsia, los quistes de T.
solium fueron extraidos del tejido muscular, colocados en PBS pH 7,2 con antibidticos
(gentamicina/benzilpenicilina), y enviados en encomienda a Lima por via terrestre, a
temperatura ambiente. El traslado tardo entre 1 y 2 dias.
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Lavado y cultivo: En el laboratorio, los quistes fueron lavados 4 veces por 15 minutos con
PBS/antibioticos (ver abajo). Luego fueron estabilizados por 16 horas a 37°C y CO, al 5%
en medio RPMI suplementado, que contiene antibidticos y un antifungico (ver abajo).

Tras la estabilizacion se seleccionaron quistes en buen estado (trasltcidos, no coloidales) y
que no estaban evaginando. La observacion fue directa, sin microscopios. Se dispensaron 5
quistes por pozo, en 2 mL de RPMI suplementado, agregando los componentes que se
indican en la Figura 5. EI medio se cambio cada 24 horas. Un grupo de control o
tratamiento consistio en tres pocillos (n=15, salvo que se indigue lo contrario).

Unidad experimental: Los cisticercos se obtuvieron a partir de dos cerdos naturalmente
infectados con T. solium. La unidad experimental es un cisticerco sin evaginar o evaginado.

Cultivo de cisticercos
Soluciones y medio

- RPMI suplementado: RPMI 1640 (Gibco,Thermofisher Scientific, Waltham, MA),
esterilizado por filtracion, al que se agregaron 2 g/L de NaHCOj3, L-glutamina 0.2
mM, piruvato de sodio 1 mM, suero fetal bovino al 10%, aminoacidos no esenciales
0.01 mM, beta-mercaptoetanol 1.6 uM, HEPES 25mM, 100 U/ml de penicilina, 100
ug/ml de estreptomicinay 0.25 pg/ml de anfotericina B. pH final: 7.4.

- PBS con antibiéticos y antiflngicos: 8 g/L NaCl, 0.2 g/L KCI, 1.44g/L Na;HPQ,,
0.24 g/L KH;PO4, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 0.25 pg/ml
anfotericina B. pH final: 7.2. La solucidn se esteriliza por autoclave.

Inductores de la evaginacion:

- Acido taurocélico (AT) de bilis de buey (Taurocholic acid sodium salt hydrate from
ox bile, Sigma T0750). Contiene 15% de acido taurocdlico. Por un error en el rotulo
del envase, que indicaba el nimero de catdlogo T4009, correspondiente a un
producto puro, la concentracion real usada en el experimento 1 fue de 0.015% en
lugar de 0.1%.

- Acido taurocdlico (Taurocholic acid sodium salt hydrate, Sigma, T4009). Puro al
97%. Se utiliz6 en el experimento 2 a una concentracion de 0.1%.

- Tripsina (Trypsin from porcine pancreas lyophilized powder, Sigma, T4799). Fue
utilizada en los experimentos 2 y 3 a una concentracion de 0.1% en medio sin suero
fetal bovino.

Inhibidor del complejo gamma secretasa:
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- DAPT (N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-L-alanil]-S-fenilglicina t-butil ester; D5942,
Sigma). Puro al 98%. Fue utilizado en los experimentos 1 y 3 a concentraciones de
10 uM, 50 puM y 100 pM. Se prepard un stock de DAPT a 10 mg/ml diluido en
DMSO.

Condiciones de cultivo

Segun la disponibilidad de cerdos infectados, se realizaron tres experimentos (Figura 5): un
ensayo del inhibidor con cisticercos obtenidos de un primer cerdo, y cuando se obtuvo un
segundo cerdo se afiadieron un ensayo de estandarizacion del inductor de evaginacion y un
ensayo con el inhibidor en su mayor concentracion.

Experimento 1: Ensayo utilizando el inhibidor DAPT a tres concentraciones en
presencia del inductor AT 0.015%. El objetivo fue observar si el inhibidor tenia un efecto
sobre cisticercos incubados con inductor, ya fuera contrarrestando la evaginacion
(apreciable a simple vista), o generando algun cambio a nivel celular o de generacion de
determinados transcritos.

Experimento 2: Estandarizacion del uso de inductores de evaginacién. Se utilizaron
dos protocolos para inducir la evaginacion. Uno con AT constante al 0.1% o 0.3%, y otro
con tripsina al 0.1% por 24 horas. El grupo control, sin inducir, se mantuvo por 96 horas y
se utiliz6 también en el experimento 3.

Experimento 3: Se cultivaron cisticercos por 96 horas en presencia de DAPT a la
maxima concentracién y luego se agrego tripsina para comprobar que el inhibidor no afectd
la viabilidad de los cisticercos observando su capacidad para evaginar el escolex y su
motilidad. Ademas, se midio la longitud de los escoélices evaginados para evaluar cambios
en el tamafio. Un control fue el mismo del experimento 2, y también se hizo un grupo con
DMSO 1%.

Seleccidn de genes y disefio de primers

Para conocer el comportamiento de la via Notch a nivel de sintesis de ARNm, se estudiaron
genes de los elementos de la via segin fueron identificados en el genoma de T. solium
ensamblado en la Universidad Nacional Autdbnoma de México (acceso PRINA170813 en el
repositorio Wormbase ParaSite, originalmente depositado en GeneDB, que contiene los
genomas de patdgenos que estan anotandose y que se actualiza regularmente (105):

- deltal (ligando)
- notchl, notch2 (receptores)
- presenilina y nicastrina (componentes del complejo y-secretasa)
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- hes2 (efector; blanco primario de la via)

- su(h) (coactivador)

- strawberry notch (modulador que interactda con Su(H) y recluta al correpresor
SMRTER (71))

El flujo de trabajo fue el siguiente:

- Primero se buscaron los elementos de la via Notch (como palabras clave) en el genoma
de T. solium presente en GeneDB y se descargaron las secuencias en formato FASTA.
Algunos de los modelos de los genes estaban identificados (10); los que no lo estaban
tenian un nombre genérico en base a sus dominios.

- Luego, se empleod “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) para comparar las secuencias de T. solium con
secuencias de H. microstoma (disponibles en WormBase ParaSite), en el que se ha
hecho el primer estudio de la via de sefializacion por Notch en cestodos (3,4). Las
proteinas se consideran homologas cuando su identidad es superior al 25% en regiones
de alineamiento de al menos 100 aminoacidos (Anexo I, Tabla Al).

- Como no todos los modelos estan curados y pueden presentar errores en la informacion
del gen, la identificacion de las secuencias se reforz6 con un analisis de dominios
conservados de las proteinas resultantes. Los dominios se encontraron con Interpro del
European Bioinformatics Institute (EBI) y con la base Conserved Domain Database
(CDD, NCBI). Los modelos de los genes presentaron similitudes en los dominios
reportados para proteinas de la via Notch (Anexo I, Figura Al), como ocurre con los
genes de H. microstoma (4). Algunos de los genes resultan en proteinas que presentan
diferencias en ciertos dominios, por ejemplo, Su(H) tiene un dominio PDZ y Delta 1
carece de la region transmembrana. A futuro se mejorara la anotacion en las bases de
datos.

- Se utilizé el software Primer3 para disefiar los cebadores, y su calidad se evalué6 con el
software Oligo analyzer (formacion de estructuras secundarias, homodimeros y
heterodimeros, etc.) Los cebadores para los genes identificados y para los candidatos a
genes de referencia (Anexo I, Tabla A2) fueron sintetizados por la compafiia IDT
(Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A).

Medicion de la expresion relativa

Extraccién de ARN

Segun correspondiera extraer ARN, de acuerdo al disefio, los quistes se guardaron en
RNAIlater (Invitrogen, Carlsbad, CA) a -20°C. Se extrajo ARN total a partir de lisados de
quistes con TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA). La concentracion de ARN obtenido se
determind por espectrofotometria a 260 nm con NanoDrop® (NanoDrop Products,
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Wilmington, DE), evaluando la calidad con la relacién de absorbancias 260/280, y la
integridad del ARN obtenido con un gel de agarosa en buffer TBE 1X. El Anexo Il, Tablas
A4y A5, muestran los resultados de la extraccion de ARN. En el mismo anexo, la Figura
A3 muestra geles de agarosa usados para evaluar la integridad del ARN.

Tratamiento con DNAsa |

Se agregaron 2 U de DNAsa | (Turbo DNA free kit, Invitrogen, Carlsbad, CA) por cada 10
pg de ARN de quiste de cualquier condicion en una reaccion de 50 pL, que se incubd a
37°C por 30 min. EI ARN se extrajo nuevamente con el protocolo estandar de trizol.

Transcripcion reversa

El ADNCc se gener0 a partir de 100 ng de ARN total mediante transcripcion reversa con el
kit High Capacity Reverse Transcription cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)
para finalmente guardarse a 4° C hasta su uso.

RT-gPCR

Se prepararon reacciones como indica la Tabla 2, usando el kit PowerUP SYBR Green
master mix (A25741, Applied Biosystems, Foster City, CA) con el siguiente protocolo de
ciclado: 50°C por 2 min, 95°C por 2 min; 40 veces a 95°C por 15 seg y 60°C por 30 seg
(PikoReal Real Time PCR system, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Este es el
protocolo estandar para cebadores con temperatura de hibridacion mayor o igual a 60°C,
indicado en la guia de usuario (Thermo PowerUp). Los genes evaluados en el Experimento
1 fueron los siguientes: gapdhl, beta actina 2, h2b1, cox1 y deltal, notchl, notch2, sno,
presenilina, nicastrina, hes2. Los genes evaluados en el Experimento 2 fueron cox1, delta 1
y notchl.

Tabla 2. Reaccion de RT-gPCR

Componente (Concentracion) Volumen | Concentracion
final
PowerUP SYBR Green master mix (2X) SuL 1X
Cebadores “Forward” y “Reverse” (2,5 UM cada 2 uL 0,5 UM
uno) /cebador
H,O grado PCR 2 UL -
Volumen total de la mezcla 9 uL -
100 ng ADNc 1puL 10 ng/uL
Volumen total de lareaccion | 10 puL |-
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Eficiencia de la gPCR

Se realizaron diluciones seriadas del ADNc de los quistes de T. solium, a partir de ARN de
pureza comprobada (sin ADN gendmico, buen ratio A260:280). Se realizaron curvas
estandar de los todos los cebadores, y se calculo y grafico la eficiencia de la PCR (ver
Anexo |, Tabla A3y Figura A2).

Estabilidad de los genes de referencia

Los candidatos a genes de referencia fueron los de la enzima glucolitica gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (gapdh), la enzima mitocondrial citocromo oxidasa 1 (cox-1), la
proteina estructural beta-actina (b-actin2) y una histona (h2b1). La estabilidad de expresion
de los genes candidatos se probo6 en seis condiciones, las mismas del Experimento 1. El
Anexo Il muestra todos los analisis de estabilidad.

Se usaron 4 programas:

= geNorm (http://medgen.ugent.br/~jvdesomp/genorm)

= NormFinder (http://moma.dk/normfinder-software)

= Bestkeeper (http://www.gene-quantification.de/bestkeeper.html)
= método comparativo de ACt (106).

Pruebas estadisticas

Se usaron pruebas no paramétricas, U de Mann Whitney para comparar dos grupos de
muestras o Kruskal Wallis para comparar tres 0 mas grupos independientes. Se tomé el
valor de p<0,05 para considerar una diferencia estadisticamente significativa.

Aspectos éticos

El presente trabajo esta inscrito con registro SIDISI 103796 y fue exonerado de revision por
la Direccion Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT) de la UPCH.
Esta vinculado al proyecto amplio SIDISI 102861 ("Caracterizacion de procesos bioldgicos
de la larva de Taenia solium "), el cual regula el sacrificio de cerdos infectados bajo
sedacion para colectar larvas de T. solium y fue aprobado por el Comité Institucional de
Etica Animal (CIEA) de la UPCH.
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RESULTADOS

Los cisticercos de T. solium fueron cultivados en presencia de inductores de la evaginacion
como el &cido taurocdlico y la tripsina, ademas de distintas concentraciones de DAPT, el
inhibidor indirecto de la via de sefializacién Notch. Luego, la expresion de varios genes
relacionados a la via Notch fue evaluada por RT-qPCR.

DAPT inhibio la evaginacion in vitro de T. solium
La eficiencia de siete de los ocho pares de cebadores para los genes identificados en T.
solium estuvo entre 90 y 110%; el gen su(h) requerira nuevo disefio (ver Anexo I).

En el experimento 1 se trataron los cisticercos con el inductor de la evaginacion y con el
inhibidor DAPT con el fin de determinar si el inhibidor tiene algun efecto sobre la
evaginacion de los cisticercos.

El AT al 0.015% no funciond para inducir la evaginacion por encontrarse mas diluido de lo
pensado. Sin embargo, a las 120 h los cisticercos habian evaginado parcialmente el escolex
y cuello (Figura 6); el 73% de los cisticercos en el control de solo medio evaging,
comparado con el 60% de cisticercos evaginados en presencia de AT 0.015 % (Tabla 3).

Tras 120 h, el uso del inhibidor DAPT 100 uM se asoci6 claramente con un menor nimero
de parasitos que evaginaron el escolex. Solo un cisticerco evagin6 entre los 15 del grupo,
comparado con 11 que lo hicieron en el grupo control y con los 12 de 14 que evaginaron en
el grupo tratado con AT 0.015% y DMSO 1%. (Tabla 3). Menores concentraciones de
DAPT tuvieron menor efecto inhibitorio, y el grupo con 10 uM no parece haber sufrido
inhibicion, pues evaginaron tantos cisticercos como en los grupos control.

Tabla 3. Porcentaje de evaginacion luego de 48 y 120 horas en cultivo con RPMI, AT
0.015% y tres concentraciones del inhibidor DAPT. Datos del Experimento 1.

Evaginados/total Evaginados/total 120

Condicién 48 h h

Control (RPMI) 0/15 (0%) 11/15 (73%)

AT 0.015% 2/15 (13%) 9/15 (60%)

AT 0.015%, DMSO 1% 0/15 (0%) 12/14 (80%)

AT 0.015%, DAPT 10 pM 2/15 (13%) 11/15 (73%)

AT 0.015%, DAPT 50 pM 0/15 (0%) 7/15 (47%)

AT 0.015%, DAPT 100 uM 0/15 (0%) 1/15 (7%)
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Figura 6: Cisticercos tras 120 horas de cultivo bajo distintas condiciones. A: Control
(RPMI). B: AT 0.015%. C: DMSO 1%. D: DAPT 10 uM. E: DAPT 50 pM. F: DAPT 100
UM. Datos del Experimento 1. Barra: 10 mm

El acido taurocolico al 0.1% y la tripsina al 0.1% indujeron la evaginacion in vitro de
los cisticercos
La evaginacion fue diferente en el experimento 1 (inhibicion) y el experimento 2

(induccion). Los cisticercos cultivados con AT 0.015% en el experimento 1 solo alcanzaron
una evaginacion parcial tras 120 h, con la salida del escélex, mas no del cuello ni el
estrobilo (el cual en este estadio es incipiente, en todo caso). En cambio, en el experimento
2 los grupos tratados con AT 0.1% mostraron evaginacion total tras 120 h; se apreci6 fuera
de la vesicula el escolex, el cuello y proglétides inmaduras (Figura 7). Se registro
diariamente el numero de cisticercos que evaginaron el escélex en los diferentes grupos
(Figura 8); al dia 5 (120 h) la mayoria de cisticercos habia evaginado el escélex, con o sin
inductor.

Figura 7: Cisticercos evaginados tras 120 h de cultivo en distintas condiciones. lzquierda:
0.1%Tripsina. Centro: AT 0.1%. Derecha: AT 0.3%. Datos del Experimento 2. Barra: 5 mm
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Figura 8. Registro diario de cisticercos que evaginaron el escolex espontdneamente y en
presencia de inductores. Arriba: datos del experimento 1; (porcentaje de evaginacion en el
grupo de tratamiento). Abajo: datos del Experimento 2 (porcentaje acumulado).

DAPT afecto la expresion de genes Notch a nivel de transcritos

La eficiencia de todos los cebadores estuvo entre 90 y 110% (ver Anexo I). La expresion de
genes se midié usando como gen de referencia al gen de citocromo oxidasa (Cox-1), que
resultd ser el mas estable entre los genes propuestos para este fin (ver Anexo Il1).

Los resultados de abundancia de transcritos obtenidos por RT-gPCR con las muestras del
Experimento 1 se presentan como valores de expresion relativa (eje y en las gréaficas de las
figuras 9 a 15) en funcién de los resultados del grupo control.

Los genes de los receptores Notch no siguen un patron claro de aumento o disminucion
significativos en respuesta al inhibidor con respecto al vehiculo DMSO. Sin embargo, para
notchl se observa la tendencia aumento de la expresion con las concentraciones de 10 y 50
UM de DAPT y una disminucion en presencia de la mayor concentracion de DAPT (100
puM) (Figura 9).
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Figura 9. Expresién de los receptores Notchl y Notch2 en ensayos con el inhibidor DAPT
tras 120 horas en cultivo (con AT a 0.015%). Los puntos azules corresponden a cisticercos
no evaginados y los naranjas a cisticercos evaginados. *, P <0.05; **, P<0.01. Datos del
Experimento 1.

La expresion del ligando deltal tuvo un patrén de aumento que se observa si se compara el
control con DMSO y DAPT 50 puM. Con 100 uM el aumento es menor y no es significativo
(Figura 10).
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Figura 10. Expresion del ligando, deltal, en ensayos con el inhibidor DAPT tras 120 horas
en cultivo (con AT a 0.015%). Los puntos azules corresponden a cisticercos no evaginados
y los naranjas a cisticercos evaginados. *, P <0.05; **, P<0.01. Datos del Experimento 1.

La expresion de presenilina y nicastrina, genes que codifican proteinas que forman parte
del complejo GS, tiende a aumentar con DAPT entre 10 y 50 uM. Sin embargo, la

27



expresion disminuye con el inhibidor a 100 pM, aungue esto no ocurre respecto al
vehiculo. Esto también sucedié con el gen sno (Figuras 11y 12).
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Figura 11. Expresion de los genes de componentes de la gamma secretasa en ensayos con el
inhibidor DAPT tras 120 horas en cultivo (con AT a 0.015%). Los puntos azules
corresponden a cisticercos no evaginados y los naranjas a cisticercos evaginados. *, P
<0.05; **, P<0.01. Datos del Experimento 1.
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Figura 12. Expresion del gen Sno en ensayos con el inhibidor DAPT tras 120 horas en
cultivo (con AT a 0.015%). Los puntos azules corresponden a cisticercos no evaginados y
los naranjas a cisticercos evaginados. *, P <0.05. Datos del Experimento 1.

La expresion del gen hes2, un gen de respuesta a la activacion de la via Notch, aumenta en
presencia de la méxima concentracién de inhibidor (Figura 13).
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Figura 13. Expresion de un gen de respuesta a la via Notch, hes2, en ensayos con el
inhibidor DAPT tras 120 horas en cultivo (con AT a 0.015%). Los puntos azules
corresponden a cisticercos no evaginados y los naranjas a cisticercos evaginados. *, P
<0.05; **, P<0.01. Datos del Experimento 1.

Se observd la expresion de histona h2bl como candidata a gen de referencia, pero se
encontré que su expresion no fue estable; tiene tendencia al aumento cuando la
concentracion del inhibidor es mayor (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de la histona h2bl tras 120 horas en cultivo con el inhibidor DAPT.
Los puntos azules corresponden a cisticercos no evaginados y los naranjas a cisticercos
evaginados. *, P <0.05; **, P<0.01. Datos del Experimento 1.

El acido taurocolico indujo la expresion de genes Notch tras 24 horas

Se hizo RT-qPCR de genes de la via de sefializacion Notch luego de 24 y 120 h de afadir
AT al 0.1% para inducir la evaginacion de T. solium. Los genes notchl y hes2 fueron
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evaluados, al ser los genes cuya expresion tuvo tendencia a variar con el tratamiento con

DAPT.

En presencia del inductor, la expresion de notchl tiende a aumentar desde las 24h, mientras
que la expresion de hes2 solo mostrd un aumento a las 120 h (Figura 15).
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Figura 15. Expresion de genes de la via Notch tras una induccién con 4cido taurocélico al
0.1%. *, P <0.05; ** P<0.01. Los controles corresponden al experimento 1 y los
tratamientos corresponden al experimento 2.

El tratamiento con DAPT no afecta la viabilidad de los cisticercos

La viabilidad de los cisticercos (o su capacidad para evaginar en respuesta a tripsina 0.1%
por 24 horas) no fue afectada por DMSO 1% ni por 96 h de exposicién a DAPT 100 pM.
La longitud de los gusanos evaginados tampoco vari6 con estos tratamientos (Figura 16).
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Figura 16. Longitud de gusanos evaginados tras tratamientos con: Control: 24 h con tripsina
0,1%. RPMI, DMSO 1% y DAPT 100uM: 96 h con estos medios y luego 24 h con tripsina
0,1%. Datos del Experimento 3.
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DISCUSION

El crecimiento de T. solium en el intestino humano empieza cuando el escolex del parasito
evagina del cisticerco. Este primer evento permite al parasito usar sus ganchos y ventosas
para adherirse al epitelio intestinal y formar proglotides a partir del cuello, las cuales
maduran y generan huevecillos. El éxito del parasito para madurar y diseminarse depende
del proceso de evaginacion. Para conocer la participacion de la via de sefializacion Notch
en la regulacion celular de la evaginacion, se estudio este evento in vitro, en presencia de
un inhibidor de la via. Los resultados sugieren que la via Notch juega un papel en la
evaginacion de T. solium, y establecen algunos parametros para cultivar cisticercos en
proximos experimentos que conduzcan a caracterizar los procesos que controlan la
metamorfosis y desarrollo de este parasito. El factor limitante para tales experimentos es la
disponibilidad de cerdos infectados, para contar con cisticercos vivos en la cantidad y
momentos adecuados.

El inhibidor DAPT impidi6 parcial o totalmente la evaginacion de T. solium

Dado que la via Notch esta conservada en varias especies y se han identificado
componentes de la GS en H. microstoma y homdlogos en T. solium, se optd por
experimentar con el uso de DAPT para inhibir la via Notch como se ha hecho en varios
grupos animales.

El uso del inhibidor tuvo un claro efecto negativo sobre la proporcién de cisticercos que
evagind el escdlex tras cinco dias de cultivo, como se reporta en la tabla 3 y se observa en
la figura 6F. En presencia de DAPT 100 puM solo un cisticerco de 15 evaginé el escdlex
tras cinco dias de cultivo, en comparacion con 11/15 de un control y 12/14 de otro.

F. Jarero, en su tesis de doctorado (4), utiliz6 DAPT sobre el estadio larval de H.
microstoma como parte del establecimiento del sistema modelo de este parasito en el
laboratorio, incluyendo el desarrollo en hospedero insecto y mamifero. Para ello,
microinyectd en el parasito DMSO y DAPT en varias concentraciones. Las concentraciones
que se probaron de DAPT (50 a 100 uM), en DMSO al 1%, no generaron cambios
morfologicos apreciables (2). La misma estrategia fue utilizada con un inhibidor de la via
de sefializacion Wnt (IGW-3); los efectos observados fueron en el crecimiento y desarrollo
a través de sus estadios de vida.

De la misma manera, para esta tesis se descartd un efecto negativo de DAPT sobre la
viabilidad de los cisticercos de T. solium. Para ello se los coloc6 en DMSO 1% y DAPT
100 uM por 96 h, para luego inducir la evaginacién con tripsina al 0.1% por 24 h (figura
16). Con este experimento se pudo observar que los gusanos gque evaginaron se movian, es
decir, se mantenian viables a pesar de haber estado expuestos al inhibidor; su tamafio
ademas no vario significativamente en relacion con el grupo sin inhibidor ni DMSO. Seria
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adecuado prolongar el tratamiento con DAPT hasta 120 horas, para observar si la inhibicion
observada en el experimento 1 es reproducible. Luego de ello, se induciria la evaginacién y
se evaluaria el efecto sobre el fenotipo de todos los grupos de tratamiento.

Por ahora, se sugiere que el inhibidor tiene algun efecto a nivel celular sobre los cisticercos.
Para un reporte mas preciso, hace falta describir el tejido del parésito, antes y después de
los tratamientos, con experimentos de histologia o tinciones de parasito completo con
marcadores como anti sinapsina, que marca el tejido nervioso, y faloidina, para el tejido
muscular. Los experimentos para marcar el parasito completo (“whole mount”) estan en
fase de implementacion en el laboratorio; no hemos identificado antecedentes en la
literatura. Esta ausencia puede deberse méas a la disponibilidad de cisticercos vivos para los
experimentos, que a la dificultad de las técnicas. Definitivamente, existe un interés
creciente en la biologia del desarrollo de cestodos, como lo evidencian los estudios de los
ultimos afios en Mesocestoides, Echinococcus e Hymenolepis, incluyendo la generacion de
modelos de laboratorio y lineas celulares basadas en las células proliferativas (3-5,8,10—
12,35,36,38-40).

El inhibidor afectd la expresion de genes relacionados con la via Notch

La l6gica del presente trabajo es que luego de la evaginacion, o en simultaneo, se activan
sefiales celulares que promueven el crecimiento del gusano tras el estadio “suspendido” de
la forma vesicular o cisticerco (enquistado en la carne del hospedero secundario). Genes
como notchl, en H. microstoma, se expresan a lo largo del gusano, y cabe recalcar que la
expresion en la zona de transicién del cuello a proglétides se da en patron de segmentos (4),
por lo que se sugiere que tendrian un papel en la diferenciacion del tejido hacia proglo6tides
y la inhibicion de la via resultaria en crecimiento aberrante.

Ante el tratamiento con DAPT 100 uM por 120 horas en cultivo, la expresion de notchl
tuvo una tendencia a disminuir, sin embargo, la disminucién no fue significativa con
respecto al vehiculo (ver figura 9); por el contrario, la expresion de los genes deltal y hes2
aumento (ver figuras 10 y 13, respectivamente). En principio se hipotetizé que la expresion
de hes2 disminuiria, por ser blanco directo (primario) de la via Notch, mientras que los
otros componentes podrian ser regulados negativa o positivamente, dado que la via
funciona con mecanismos de inhibicion e induccion.

Muchos reportes de ensayos in vitro sobre otros organismos demuestran que la expresion
de ortélogos de Hes disminuye con el tratamiento con DAPT, como ensayos de expresion
en un anélido (gusano segmentado verdadero, “superior”) (108). De la misma manera el
inhibidor redujo la expresion localizada de hes y notchl en los limites entre el cuerpo y
yema de H. vulgaris (76,95). También se ha empleado este inhibidor en cultivos de
fibroblastos cardiacos de rata y cultivos en microfluidica con células endoteliales de venas
de cordon umbilical humano (HUVEC), en los que disminuyo la expresion relativa de
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genes homologos a hes (109,110). Sin embargo, se debe tener en consideracion la
complejidad de trabajar con un animal en cultivo, como T. solium, en lugar de con un solo
tipo de células.

El aumento de la expresidn de hes2 en presencia del inhibidor de la via Notch fue opuesto a
lo esperado; se puede interpretar que resultd de la accidn positiva de otras vias puestas en
marcha frente ante distintos estimulos, como concentracion del inhibidor y la propia
evaginacion o no evaginacion. De hecho, la via Notch permite a las células responder a
diferentes estimulos de su entorno a traves de la interaccion con numerosas rutas de
sefializacion, incluyendo las vias Wnt, TGF beta y sefializacion acoplada a proteinas G
(109), todas ellas recientemente asociadas a estrobilacion en cestodos (110).

La familia de ligandos TGF beta (“transforming growth factor”), que inicia cascadas de
sefializacion y regula procesos de desarrollo, proliferacion y crecimiento en vertebrados e
invertebrados, puede tener un “crosstalk” con la via de sefializacion Notch. En cultivos de
células de cancer de ovario y de cancer colorrectal se observo el “crosstalk” entre ambas
vias y se determin0 que poseen un ciclo de regulacién positiva (113-115).

Los genes ortologos de hes pueden ser regulados por la activacion de otras vias de
sefializacion de manera independiente. Por ejemplo, células HUVEC tratadas con suero
fetal bovino, que aportaba ligandos BMP, mostraron un aumento en la expresion de hey,
cuya expresiéon no disminuy6 frente a DAPT. El uso de inhibidores del receptor tipo | de
BMP (bone morphogenetic protein) permitié demostrar que estos genes son regulados por
ligandos BMP presentes en el suero (116).

Otro factor de crecimiento de fibroblastos, FGF, podria también tener un efecto sobre la
familia de genes hes. Por ejemplo, el tratamiento con FGF2 indujo la expresion del gen
reportero en cultivos de células progenitoras de oligodendrocitos transfectadas con un
vector de GFP con promotor de hes5 (117).

Otro ejemplo involucra un modelo con embriones de raton. En ese modelo se determind
que la via Notch era esencial para la segmentacion usando IGS y con ratones knockout
carentes de genes de la via. El patron de expresion del gen hes7 cambiaba en la zona
rostral, mas no era eliminado en la zona caudal tras la inhibicion. El uso de un inhibidor de
la via FGF inhibio la expresion del gen hes7 en la zona caudal (73).

La expresion del gen deltal tuvo una tendencia al aumento (Figura 10) tras 120 h en
presencia de DAPT 100 uM, que podria relacionarse con lo que ocurre en H. microstoma,
donde este gen se expresa en tejidos que se diferenciaran en tejido reproductivo masculino
(4). La expresion del ligando podria indicar que a nivel del gusano no evaginado adn se
estan llevando a cabo eventos de diferenciacion, y que deltal esta regulado por una via que
no depende directamente de Notch. Por ejemplo, una posible ruta es la via de sefializacion
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FGF, que induce la expresion de genes proneurales que a su vez estimulan la expresion de
deltal (118).

La expresion de otros genes como notch2 (Figura 9) y los componentes de GS (Figura 11)
no disminuyo frente a DAPT 100 pM. En Hymenolepis, el gen notch2 se expresa a lo largo
de todo el gusano, y al igual que sucede con la presenilina y la nicastrina, su expresion no
cambia dependiendo de la zona o estadio del gusano. Sin embargo, se observa que la zona
del poro genital es la mas marcada en experimentos de hibridizacion in situ de ARN para el
gen notch2. Por otro lado, la expresion de presenilina y nicastrina no fue analizada por
hibridacion in situ, pero defectos en los genes que codifican la presenilina afectan la
formacion de somitas en Mus musculus, por lo que no se descarta su papel en la
estrobilacion. Se ha sugerido que estos genes no serian regulados por la via Notch y que
una posible ruta de regulacion es la via INK (119,120).

La GS, ademé&s de proteolizar el dominio intracelular del receptor Notch, tiene otros
sustratos. Tanto DAPT como otros IGS interfieren con muchos procesos de proteolisis,
como los de la N-cadherina, APP y otras proteinas integrales que, a su vez, pueden actuar
sobre algun blanco no identificado (80,81). Sera interesante conocer en un futuro otras
proteinas presentes en T. solium cuya protedlisis sea catalizada por GS para considerarlas
como controles. Se podrian buscar en el genoma de T. solium homdélogos de los substratos
cuya protedlisis haya sido reportada como blanco de inhibicion por IGS. La protedlisis
mediada por GS sobre proteinas como la N-cadherina podria tener un efecto sobre la
sefializacion célula-célula. Por otro lado, el dominio intracelular de APP (AICD), se puede
traslocar al nacleo y afectar la expresion de algunos genes; en un modelo en ratén se ha
reportado que puede interactuar con la histona acetil transferasa (121).

La evaginacion fue inducida con acido taurocolico y tripsina

El AT estd asociado a la evaginacion por accién mecanica, dado que es un agente
surfactante (42). El uso de acido taurocolico entre 0.1% y 0.3% permitid que los cisticercos
evaginaran paulatinamente hasta alcanzar un 95% de los individuos tras cinco dias de
exposicion, recalcando que con 0,3% la evaginacion se dio en menos tiempo (ver figuras 5

y 6).

Como parte de una tesis de licenciatura del laboratorio (D. Castafieda, por presentar), se
midieron cisticercos tratados con 0.1% de AT por 24 horas y por 120 horas. Se observé que
los cuerpos de los gusanos evaginados tras 120 h de cultivo son mas largos. Tras solo 24 h,
los parasitos evaginados midieron entre 1.06 mm y 4.58 mm, mientras que tras 120 h
midieron entre 7.4 mm y 15.86 mm.

Los cambios fenotipicos asociados al tiempo en cultivo y a la induccién de la evaginacion
estuvieron relacionados con el aumento de expresion del gen notchl. Por otro lado, el
aumento de expresion del gen hes2 estuvo relacionado a la induccidén de la evaginacion con
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AT por 120 h. A pesar de que el gen notchl se expresa a lo largo de H. microstoma
cumpliendo distintas funciones, tiene un patron de expresion en bandas en el cuello, y
podria tener un papel en el control de la diferenciacion del tejido del cuello hacia
proglotides inmaduras y la formacién de segmentos. La expresion de hes2 en H.
microstoma es baja y se mantiene a lo largo del cuerpo del gusano adulto (recuperado de
ratones infectados por dos semanas) y en el estadio larval (recuperadas 5 dias post infeccion
de su hospedero); es probable que un aumento en la expresion de ese gen responda al
momento de induccion al desarrollo.

Un gen de interés no estudiado en este trabajo es un ortélogo de hes3. En H. microstoma
tiene una expresion alta en la zona media del gusano adulto (4), por lo que podria
representar un buen marcador para seguir el crecimiento del parasito.

La expresion de genes hes podria estar asociada a eventos de desarrollo
Los represores Hes funcionan como osciladores moleculares, es decir, su expresion se

activa e inactiva ciclicamente. Se conoce que parte de esta regulacion se debe a una auto
retroalimentacion (Hesl, en mamiferos, reprime su propia transcripcion) (7,62,63,88). En
Drosophila y en mamiferos, tal comportamiento oscilatorio favorece que las proteinas Hes
regulen la formacion de compartimentos (separacion entre tejidos distintos) o el
mantenimiento de poblaciones celulares indiferenciadas, especialmente durante la
neurogénesis (7,62,64,93). En H. microstoma, estos genes podrian actuar en la
diferenciacion de otras poblaciones de células destinadas a formar tejido reproductivo (4).

Se pueden sugerir varias funciones de las proteinas Hes en T. solium, entre las cuales
estarian el mantenimiento de poblaciones de células madre en la zona del cuello del
parésito y la diferenciacion de tejidos adyacentes a la zona del cuello hacia proglotides.
Entre los blancos conocidos de Hes (blancos secundarios de Notch) en mamiferos e
insectos se encuentran genes proneurales como ascll y neurog2 (62,88,122) . Identificar
genes blanco de Hes en cestodos contribuiria a afinar los disefios experimentales para
continuar con la caracterizacion funcional de la via en T. solium.

No existe un modelo de maduracién in vitro de T. solium

Se han establecido condiciones de cultivo in vitro para seguir el desarrollo postoncosferal
de T. solium (51) e incluso se ha logrado obtener cisticercos con escolex evaginado en T.
saginata (52). Pero a diferencia de lo logrado en H. microstoma y H. diminuta, mas alla de
ensayos de evaginacion in vitro con AT, bilis y hormonas como la progesterona
(55,60,123), en T. solium no se ha logrado inducir estrobilacion ni el desarrollo de
proglétides maduras.

Compuestos como el suero fetal bovino (SFB), con el que se suplementa el medio de
cultivo, contienen factores de crecimiento (como TGF beta, GGF, IGF, BMP, BFGF) (124)
gue son beneficiosos para la supervivencia de T. solium en cultivo, pero a la vez activan
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varias rutas de sefializacion, por lo que interfieren en estudios de la naturaleza de esta tesis.
Otros suplementos como TGF beta recombinante tienen un efecto positivo sobre la
supervivencia de los parasitos, y en el caso de T. crassiceps, que se reproduce
asexualmente, estimula el crecimiento y gemacion. (125).

En base a estas observaciones, se plantea que para lograr un mayor desarrollo in vitro de T.
solium, sera necesario replicar algunas de las condiciones utilizadas para H. microstoma y
H. diminuta. Entre ellas estan el uso de medio bifasico inclinado (que evita incluir
suplementos) e hipoxia. Se trataria de implementar un sistema que permitiera analizar el
efecto de drogas como DAPT, no solo en la evaginacion sino en el crecimiento y
maduracion del gusano in vitro.

Replicar el ciclo de vida completo de T. solium in vitro disminuiria las diferencias que
pueden existir entre cisticercos. Por ejemplo, en la figura 16, comparando gusanos de 24
horas con gusanos de 120 horas, existe una tendencia al aumento de longitud del gusano;
sin embargo, la comparacion es dificil dado que los cisticercos colectados pueden
pertenecer a distintos momentos de infeccion en el cerdo, lo que podria contribuir a la gran
variabilidad en las medidas. Vale recalcar que otra ventaja de mejores cultivos in vitro de
cisticercos es la posibilidad de modificar los medios segln el objetivo del experimento. La
administracion de algun tratamiento in vivo tiene todas las dificultades logisticas del
manejo de cerdos infectados.

Finalmente, con las condiciones actuales, se puede establecer un método para agrupar a los
cisticercos en base a caracteristicas fisicas, y con ello hacer primero una caracterizacion
sistematica de los eventos celulares y moleculares que acompafien los cambios
morfoldgicos de la evaginacion. Luego, se explorarian los elementos fundamentales para la
evaginacién que fueran especificos y exclusivos de T. solium (posiblemente por su
estructura). Una aplicacién atractiva es interrumpir la expresion de estos elementos, a nivel
de transcrito o de proteina, sin dafio del hospedero, para detener el ciclo vital del parasito y
la contaminacion de agua y alimentos con sus huevecillos.

LIMITACIONES

Las principales limitaciones del trabajo son la forma en que la unidad muestra es obtenida y
las propiedades de la muestra.

La muestra es obtenida de un cerdo naturalmente infectado que debe ser adquirido de
criadores informales. Es necesario que un grupo de veterinarios realice una busqueda de
criadores informales, examine a los cerdos y compruebe si estan infectados. En muchas
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ocasiones los cerdos presentan una carga parasitaria baja, lo cual no es 6ptimo para realizar
los experimentos.

Una vez que se han obtenido en promedio 500 cisticercos por cerdo (o lo necesario segun el
disefio, cantidad de controles, individuos por grupo, etc.), todas las muestras deben ser
procesadas y cultivadas en simultaneo: no pueden ser almacenadas para posterior uso
porgue no se conoce como suspender su desarrollo fuera de la carne del cerdo vivo. Esto
limita las opciones respecto al disefio experimental: no se pueden repetir experimentos con
facilidad. En el caso de este trabajo, se contd con cisticercos que fueron recolectados en
Tumbes y transportados a Lima por via terrestre, es decir, que parte de su desarrollo se
inicio sin control de condiciones.

DIRECCION A FUTURO

Manejo de muestras

En relacion a los experimentos realizados, se pueden plantear varias alternativas para
obtener un mejor control sobre el manejo de los parasitos. Primero, el tiempo entre la
extraccion de cisticercos y su paso a cultivo debe ser reducido, lo que se puede lograr
organizando la colecta de cisticercos en Lima. Esto implica el transporte y mantenimiento
de cerdos infectados vivos. Segundo, los puntos considerados entre 0 y 120 horas también
se deben integrar al andlisis de expresion. Tercero, la evaginacion parcial del escélex y el
cuello debe ser caracterizada y reproducida. Finalmente, debe priorizarse entre
experimentos la presencia de controles sin tratamiento.

Ademas de tener un mayor control sobre los puntos mencionados, es necesario plantear
alternativas en cuanto a la muestra usada para analizar la expresion de los genes de intereés.
En base a los estudios en cestodos del genero Hymenolepis se propone seccionar cada
gusano en cabeza, cuello y proglétides. Esta aproximacion es potencialmente mas
informativa respecto de lo que se disefio en el trabajo con T. solium, con el cisticerco entero
(antes y después de evaginar el escélex) como unidad de analisis, teniendo en cuenta que el
cisticerco contiene una larva ya compleja, con un protoescélex listo para continuar su
desarrollo una vez sea activado. De todas maneras, se alcanz6 como objetivo la prueba de
concepto sobre la participacion de la via Notch en la evaginacion.

Estudios de expresion

A futuro, la técnica de RNA-seq podria utilizarse para obtener informacion global de los
genes que son regulados en los cisticercos antes y después de la evaginacion. El uso de RT-
gPCR limita el analisis a pocos genes y no es costo-efectivo respecto a la informacién que

37



brinda. Un probable flujo que se podria utilizar es identificar primero genes candidatos
mediante RNA-seq y validar luego su expresion con RT-gPCR.

El Single Cell RNA-seq, también podria ser utilizado para analizar poblaciones de células
presentes en distintos tejidos del parésito. Por ejemplo, en planarias la técnica permitio
identificar doce subtipos de neoblastos, dentro de los cuales un subtipo correspondia a
células pluripotentes (30).

Por otro lado, las técnicas de localizacion in situ de ARN no han sido implementadas en T
solium; se buscaria optimizar tinciones, teniendo en cuenta que el tamafio del parasito es
una limitante para el tratamiento. Varias de las estrategias de permeabilizacidon aln tienen
que ser optimizadas.

Estudios funcionales

Para evaluar el efecto de los inhibidores, aparte de utilizar gPCR, también se puede usar
Western Blot para detectar la presencia de la region NICD como se ha realizado en varios
estudios (126). Sin embargo, debe considerarse que este péptido es de vida muy corta
(127).

Ademas, de manera complementaria se plantea el uso de otras técnicas para silenciar genes,
por ejemplo, el uso de ARN de interferencia. En Hymenolepis y Echinococcus se han
silenciado genes microinyectando ARN de doble hebra (128). Esto permitiria evaluar la
influencia que puede tener un gen de interés de manera especifica.

Bioinforméatica

Se debe realizar una basqueda de ortlogos en T. solium de los elementos de la via Notch
no incluidos en este trabajo, en base a los genes reportados para H. microstoma y S.
mediterranea. También se incluiria una busqueda de blancos de GS y de genes hes.

Esto se puede lograr usando la herramienta BLAST disponible en las paginas del
WormBase ParaSite. Los modelos que sean homdlogos a los reportados en otras especies
luego deben ser analizados para verificar la presencia de dominios caracteristicos. Sin
embargo, en algunas ocasiones los modelos deben ser curados, dado que pueden tener
errores.

Otras vias de sefalizacion

Genes relacionados a vias como Whnt, Hedgehog y los genes Hox son morfogenos que estan
relacionados a la formacién de patrones y segmentos. Por ejemplo, en H. microstoma los
patrones de expresion de varios genes (sfl, wntll,wntl) eran en forma de segmentos y
delimitaban la parte anterior y posterior del parasito (4). A futuro serd importante
caracterizar las vias mencionadas en T. solium.
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CONCLUSIONES

- El cultivo de cisticercos de T. solium con el inhibidor de la gamma secretasa, DAPT 100
KM, inhibié la evaginacion del escélex, lo que sugiere que este proceso requiere de la
activacion de la via Notch.

- La presencia del inhibidor alterd la expresion de genes de la via de sefializacion Notch
(notchl y hes2).
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ANEXOS

I Disefio de cebadores y evaluacion de la eficiencia de la PCR

La Tabla Al presenta numeros de acceso, cantidad de aminoacidos y porcentaje de
identidad de los ocho genes de T. solium elegidos por su homologia con los de H.
microstoma (proyecto PRJIEB124 en WormBase ParaSite). La identificacion se corroboro
con un anélisis de dominios conservados (NCBI); Figura Al. Con Su(H) no se obtuvo
buena amplificacion.

Las secuencias correspondientes a estos genes sirvieron para disefiar cebadores (Tabla A2);
su eficiencia en gPCR se aprecia en la Figura A2 y la Tabla A3.

Tabla Al. Modelos de genes de T. solium homélogos a genes de H. microstoma.
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Figura Al. Dominios conservados en proteinas de la via Notch identificadas en T. solium



Tabla A2. Cebadores (“forward”, F; “reverse”, R) disefiados para genes de la via de sefializacion

Notch y candidatos a genes de referencia en T. solium
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Figura A2. Curvas de eficiencia en gPCR. Se utilizaron diluciones seriadas de ADNc de T.
solium.

Tabla A3. Eficiencia de gPCR por gen de interés y de referencia. Datos obtenidos de la
figura A2.

Gen Eficiencia de PCR (%) [ Gen Eficiencia de PCR (%)

notch 1 93,01 gapdh 94,17

notch 2 108,6 b-actin 1 90,60

delta 1 101,68 cox-1 101,77

hes2 109,26 histona h2b1 96,95

sno 102,91 su(h) Baja expresion

presenilin 108,52 --

nicastrin 97,35 --




I1. Cuantificacion y visualizacién de ARN

Se presentan las concentraciones y calidad de las muestras (Tablas A4 y A5), asi como un

gel de agarosa (Figura A2).

Tabla A4. Cuantificacion de ARN total del Experimento 1. El primer nimero del codigo
representa las horas en cultivo. La letra representa el tratamiento. A: RPMI (Control). B:
Acido taurocélico 0.015%. C: DMSO 1%. D: DAPT 10uM. E: DAPT 50 uM. F: DAPT

100 uM. El altimo numero representa a la unidad experimental.

Cadigo de la muestra Concentracion (ng/pL) | OD 260/280 | OD 260/230
0A1 117.7 1.80 0.67
0A2 164.7 1.77 0.94
0A3 115.7 1.79 1.02
0A4 178.6 1.77 0.73
0A5 179.5 1.79 1.17
0A6 131.2 1.83 0.44
0A7 108.0 1.82 0.66
0A8 121.4 1.79 0.93
0A9 138.6 1.81 0.55
0A10 92.1 1.83 0.66
120A1 62.7 1.75 0.36
120A2 61.7 1.84 0.32
120A3 39.5 1.78 0.34
120A4 43.2 1.81 1.39
120A5 32,5 1.73 0.41
120B1 72.8 1.82 0.62
120B2 85.4 1.74 0.40
120B3 56.6 1.60 0.25
120B4 61.3 1.65 0.40




Cadigo de la muestra Concentracion (ng/uL) | OD 260/280 | OD 260/230
120B5 25.3 1.77 0.70
120C1 40.7 1.79 0.82
120C2 50.7 1.82 0.50
120C3 33.0 1.75 0.33
120C4 72.3 1.85 0.69
120D1 41.5 1.80 1.43
120D2 99.1 1.78 1.14
120D3 72.1 1.84 0.66
120D4 99.3 1.90 0.69
120D5 94.6 1.86 0.98
120E1 95.1 1.85 0.77
120E2 77.3 1.86 0.32
120E3 175 1.63 0.39
120E4 25.2 1.74 0.23
120E5 64.3 1.74 0.56
120F1 65.1 1.86 0.21
120F2 46.3 1.84 0.26
120F3 34.0 1.72 0.34
120F4 57.5 1.84 0.21
120F5 65.6 1.73 1.16




Tabla A5. Cuantificacion de ARN total del Experimento 2. La extraccion de ARN fue
realizada por David Castafieda, para una tesis de licenciatura en Biologia, por sustentar. ST:
Sin tratamiento (RPMI, control, similar a “A” en la Tabla A4). AT: Tratado con &cido
taurocolico al 0.1%. EI primer nimero representa el nimero de horas en cultivo, el Gltimo
namero representa la unidad experimental.

Cddigo de la muestra Concentracion (ng/uL) | OD 260/280 | OD 260/230
ST24-1 64.0 1.74 0.81
ST24-2 103.8 1.7 0.48
ST24-3 60.4 1.74 0.58
ST24-4 48.6 1.77 0.93
ST24-5 42.0 1.74 0.87
AT24-1 132.0 1.77 1.37
AT24-2 84.5 1.79 0.87
AT24-3 158.3 1.83 0.73
AT24-4 99.2 1.81 1.04
AT24-5 93.6 1.77 0.86
AT24-6 85.6 1.79 1.03
AT120-1 48.1 1.73 0.9
AT120-2 102.9 1.77 1.35
AT120-3 76.6 1.77 1.05
AT120-4 59.6 1.79 0.89
AT120-5 73.4 1.76 1.12
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Figura A3. Gel de agarosa en TBE 1X para visualizar ARN total de T. solium. La imagen
de la izquierda muestra un marcador de 100 pares de bases, NT: 250 ng de ARN extraido
no tratado y T: 250 ng de ARN tratado con DNAsa I. En el gel de la derecha se muestran
100 ng de ARN total extraido de las muestras 0A1 a 0A10. Dado el rendimiento de la
extraccion, se opt6 por utilizar el ARN extraido directamente en las pruebas de RT-qPCR.



111 Seleccion del gen de referencia

El primer paso fue obtener los valores de Ct de todos los genes candidatos, utilizando todas
las muestras del Experimento 1 (Figura A3).
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Figura A4. Valores de Ct de los candidatos a genes de referencia sobre todas las muestras.
En cada grafica se indican los percentiles 25, 50 y 75%.

Luego, se aplico el andlisis por Bestkeeper, que determina el mejor gen de referencia en
funcion a la variacién de la desviacion promedio (SP), covarianza y poder de cada gen
(Tabla A6). Segun el programa el gen mas adecuado como gen de referencia es Cox-1,
dado que posee la menor desviacion promedio.

Tabla A6. Anélisis por BestKeeper.

gapdh betg cox-1 histona

actina h2b1l
N 38 38 38 36
Media geométrica 23.31 23.84 26.42 34.35
Media aritmética 23.38 23.93 26.45 34.39
Valor minimo 20.99 20.98 24.68 30.53
Valor maximo 28.58 28.83 28.90 36.62
Desv. promedio 1.38 1.74 0.90 1.30
Covarianza 5.91 7.27 3.40 3.77




NormFinder mide la estabilidad de expresion de genes (valor de estabilidad) en base a
variaciones en el grupo y entre los grupos para cada gen (Figura A4). Los datos que
muestran mayor estabilidad segln este método también fueron los de Cox-1.
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Figura A5. Analisis por NormFinder.

La comparacion de ACt descrita por Silver et al. (60) (Figura A5) consiste en formar todos
los pares posibles y luego comparar la expresion relativa en cada par de genes para cada
una de las muestras. Los datos que muestran menor dispersion en ACt son los del gen cox-1
(Tabla AT).
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Figura A6. Método comparativo de ACt (60)

Tabla A7. Comparacién de ACt entre genes de referencia candidatos

st 1P|
gapdh vs cox-1 -3.07 1.29
gadph vs histona h2bl -10.37 3.77 2.05
gadph vs beta actina -0.59 1.09
histona h2b1l vs gapdh 10.93 2.94
histona h2b1l vs cox-1 7.88 2.01 2.75
histona h2bl vs beta actina 10.31 3.30
beta actina vs gapdh 0.59 1.09
beta actina vs cox-1 -2.48 1.46 2.17
beta actina vs histona h2b1 -9.78 3.96
cox-1 vs gapdh 3.07 1.29
cox-1 vs beta actina 2.48 1.46 1.79
cox-1 vs histona h2b1 7.88 2.63




Por ultimo, se utilizo el andlisis por geNorm para calcular el promedio de los valores de
estabilidad de expresion (M) para cada gen candidato. EI gen con el menor valor de M fue
Cox-1 (Figura A6).
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Figura A7. Analisis por geNorm



