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RESUMEN

La evaginacion del escélex del metacestodo de Taenia solium permite su fijacion
en el intestino humano y su desarrollo hacia la forma adulta. Se utilizd gPCR y el
analisis de datos transcriptomicos para estudiar la via de sefializacion Wnt/p-
catenina en la especificacion de los polos anterior y posterior del cisticerco durante
este proceso. Para ello, se indujo con acido taurocolico la evaginacion del escélex.
Esto permitid definir las fases pre-evaginacion (PRE) y evaginacion (EV) como

momentos morfoldgica y molecularmente diferenciables.

Los genes wntl, wntlla, sfrp, groucho, tcf y gsk3 se sobreexpresan en la fase EV,
y hacia estadios mas avanzados, lo que sugiere una activacion regulada de la via
Whnt. Este patron es consistente con lo observado en otros céstodos como
Hymenolepis microstoma, Hymenolepis diminuta y Echinococcus multilocularis,
donde estos genes participan en la especificacion del eje anteroposterior, el
mantenimiento de la proliferacion celular y la transicion hacia la formacion del
estrobilo. La expresion de h2b indicé mayor actividad proliferativa antes de la
evaginacion del escolex, y la expresion constante del gen argonaute sugiere el
mantenimiento activo de células germinales durante el desarrollo del cisticerco,

similar a lo reportado en Echinococcus multilocularis.

El inhibidor de Wnts IWP-3 no produjo efectos morfolégicos notorios. Sin
embargo, en EV se evidencio una disminucion significativa en la expresion de wntl,

axin y argonaute con la concentracion mas alta de IWP-3.

Finalmente, se evidencio que el transporte de los cisticercos desde la extraccion del

musculo del cerdo (RE) hasta el laboratorio (RL) afecta la expresion génica,



probablemente como respuesta al cambio de ambiente y preparacion para la
evaginacion del escolex. Este trabajo consolida herramientas experimentales y
moleculares para estudiar el desarrollo temprano de T. solium, y plantea nuevas

estrategias para explorar su regulacion genética y posibles blancos terapéuticos.

Palabras clave: Taenia solium, Evaginacion del escolex, Via canonica de Wnt,

Especificacion anteroposterior, Células germinales.



ABSTRACT

The evagination of the scolex from the metacestode of Taenia solium allows its
attachment to the human intestine and development toward the adult form. The
Whnt/B-catenin signaling pathway was studied during the specification of the
anterior and posterior poles of the cysticercus, using qPCR and transcriptomic data
analysis. To achieve this, scolex evagination was induced with taurocholic acid,
enabling us to define the pre-evagination (PRE) and evagination (EV) phases as

morphologically and molecularly distinct moments.

The genes wntl, wntlla, sfrp, groucho, tcf, and gsk3 are overexpressed in the EV
phase and in later stages, suggesting a regulated activation of the Wnt pathway.
This pattern is consistent with what has been observed in other cestodes, such as
Hymenolepis  microstoma, Hymenolepis diminuta, and Echinococcus
multilocularis, where these genes participate in the specification of the
anteroposterior axis, maintenance of cell proliferation, and transition toward
strobilar formation. Expression of h2b indicates greater proliferative activity before
evagination. The constant expression of argonaute suggests the active maintenance
of germ cells during cysticercus development, similar to reports in Echinococcus

multilocularis.

The Wnt inhibitor IWP-3 did not produce noticeable morphological effects,
possibly due to limitations in permeabilization or concentration. However, in the
EV phases, a significant decrease was observed in the expression of wntl, axin, and

argonaute at the highest concentration of IWP-3.



Finally, it was demonstrated that the transportation time to the laboratory after
extraction from pig muscle affects gene expression, likely as a response to
environmental changes and preparation for evagination. This work consolidates
experimental and molecular tools for studying the early development of T. solium
and proposes new strategies to explore its genetic regulation and possible

therapeutic targets.

Keywords: Taenia solium, Scolex evagination, Canonical Wnt pathway,

Anteroposterior specification, Germinal cells.



I.  INTRODUCCION:

El ciclo de vida de Taenia solium, causante de la teniasis y la cisticercosis, implica
la metamorfosis del estadio larval (metacéstode o cisticerco) hasta el adulto
intestinal que desarrolla cientos de progldtides sucesivas (estrobilo) donde se
producen cientos de miles de huevecillos infecciosos. Las proglotides son
segmentos hermafroditas, las mas distales al escolex son proglotides gravidas, las
méas maduras (De Coster et al., 2018; White et al., 2018; Garcia et al., 2020). Esta
transicion requiere una reorganizacion morfofuncional, que tiene como primer
desafio la evaginacion del escolex. Para ello, es necesaria la correcta especificacion
de los ejes corporales, en particular el eje anteroposterior, como se ha identificado
en modelos de céstodos como Hymenolepis microstoma y H. diminuta (Koziol et

al., 2014; Koziol et al., 2016; Jarero et al., 2024; Nanista et al., 2025).

En modelos de desarrollo ampliamente estudiados, como vertebrados, cnidarios, y
platelmintos de vida libre, se ha demostrado que la via de sefializacién Wnt es un
regulador clave en la especificacion de la polaridad corporal, la regionalizacion de
tejidos y la regeneracion (Holstein, 2008; Petersen et al., 2009; Hikaza et al., 2013).
En platelmintos como Schmidtea mediterranea, Hymenolepis microstoma,
Hymenolepis diminuta, la activacion diferencial de componentes de la via canonica
de Wnt es esencial para definir la identidad posterior, mientras que su represion es
clave para establecer estructuras anteriores y posteriores (Gurley et al., 2008;
Umesono et al., 2013; Jarero et al., 2024; Nanista et al., 2025). Sin embargo, a pesar

de la relevancia biomédica de T. solium, los mecanismos moleculares que



determinan la polaridad corporal del paréasito durante su desarrollo siguen siendo
escasamente comprendidos y constituyen un vacio en el conocimiento de su

biologia.

Elucidar si esta via estd funcionalmente conservada y como participa en la
organizacion del eje anteroposterior del metacéstode de Taenia solium representa
un avance conceptual en la biologia evolutiva del desarrollo de parasitos, y una
oportunidad para identificar posibles blancos moleculares que regulan la transicion
al estadio adulto, con implicancias en el control de su desarrollo y transmision
(Olson, 2008; Koziol et al., 2016). Este estudio busca investigar la especificacion
del polo anterior y posterior del cisticerco de T. solium en la evaginacion del

escolex, abordando la expresion de genes asociados a la via candnica de Wnt.

Il. ESTADO DEL ARTE:

A. Aspectos generales e importancia en salud publica

Taenia solium es un platelminto parésito obligatorio causante de la teniasis y
cisticercosis, enfermedades tropicales desatendidas (NTDs). El ser humano puede
consumir carne de cerdo infectado mal cocida con uno o mas cisticercos (larvas
metacéstodes, o Cysticercus cellulosae). En estas vesiculas blanquecinas llenas de
fluido se encuentra el escélex invaginado, con sus ventosas y rostelo (corona de
ganchos), seguido del cuello del parésito. Al llegar al duodeno, el escolex emerge
de su vesicula en un proceso de evaginacion, que es estimulado por las sales biliares
y enzimas estomacales del hospedero. Generalmente, solo uno de los metacéstodes
con escolex evaginado se mantiene adherido al epitelio del duodeno y se convierte,

eventualmente, en parasito adulto (Smyth et al., 1989; Pawlowski, 2002).



El paréasito adulto consta de un estrobilo (parte del cuerpo del parasito que inicia al
final del cuello hasta el extremo posterior y esta conformado por proglotides) en
constante renovacion, por un proceso denominado estrobilacion, que contempla la
formacion y maduracion de proglotides. Las proglotides albergan los 6rganos
reproductivos de este parasito hermafrodita, que sirven para producir sus
huevecillos que son diseminados en las heces del hospedero definitivo. EI ser
humano o los cerdos, al ingerir alimentos contaminados con los huevecillos, seran

hospederos intermediarios (Pawlowski, 2002; Garcia et al., 2020).

B. Desarrollo: activacion y crecimiento del cisticerco

Los huevecillos migran por el torrente sanguineo a diferentes 6rganos y musculos,
donde atraviesan una metamorfosis a larva metacéstode (cisticerco), produciendo
la cisticercosis. Cuando el cisticerco se desarrolla en el sistema nervioso central se
denomina neurocisticercosis (Hossain et al., 2023). La neurocisticercosis es
responsable de casi el 30% de casos de epilepsia adquirida en paises endémicos,
donde, ademas, es frecuente encontrar condiciones sanitarias inadecuadas (OMS,

2022).

Dentro del huevecillo de T. solium se encuentra el estadio larval conocido como
oncosfera. Una vez que el huevecillo es ingerido, madura y eclosiona, liberando la
oncoésfera. En los tejidos a los que migra (frecuentemente musculos y sistema
nervioso) se desarrollara la post-oncdsfera, que ya presenta las ventosas y el rostelo,
aungue invaginados y no evertidos. La larva metacéstode se formara a partir de la
post-oncosfera manteniendo el escélex invaginado. El rostelo y ventosas del

escolex invaginado se van reposicionando hasta su evaginacion, externalizando asi



el escolex evertido, cuello y region estrobilar (Slais, 1970; Pawlowski, 2002; Chile

et al., 2016).

La evaginacion seria dirigida por la proliferacion constante de la region posterior
del cisticerco. Esta region es bastante especifica, y empieza en la base del escolex,
como se ha observado en los modelos de estudio de desarrollo de céstodos
Echinococcus multilocularis e Hymenolepis microstoma (Koziol et al., 2016;
Rozario et al., 2019). El cuello es esta region ubicada inmediatamente debajo de las
ventosas Y rostelo del cisticerco, que va desarrollandose, elongandose, creciendo,
segun transcurre el desarrollo del metacéstode evaginado hacia el estadio adulto.
Debajo del cuello, se forma la region de estrobilacion, donde se desarrollaran las

proglétides (Slais, 1970; Pawlowski, 2002).

El metacéstode de T. solium es comparable con el cisticercoide de Hymenolepis
microstoma y la hidatide de Echinococcus multilocularis. En estos modelos de
estudio de los céstodos, el desarrollo desde las larvas metacéstode (cisticercoide e
hidatide, respectivamente) hasta sus estadios adultos presentan similitudes con el
desarrollo del cisticerco de T. solium (Koziol et al., 2016; Rozario et al., 2019). Sin
embargo, para comprender el desarrollo de T. solium, la informacion extrapolada
de estos modelos podria ser limitada por las caracteristicas propias de T. solium,
como la longitud que puede alcanzar el estadio adulto (3-4 metros en promedio),
comparado con los 2-7 milimetros de longitud del estadio adulto de Echinococcus,
o0 los aproximadamente 60 cm de Hymenolepis, ademas de las diferencias con sus

hospederos. La larva metacestode de T. solium tiene un desarrollo caracteristico, un



escolex evaginado notablemente mas grande, con una region posterior que continda

creciendo extensamente (CDC, 2019; CDC, 2024).

C. Células germinativas, marcadores moleculares

En el proceso de maduracion de los protoescolices invaginados de Echinococcus
multilocularis, y la progresion del desarrollo del metacéstode de Hymenolepis
microstoma (Olson et al, 2018), se ha identificado la region del cuello de los
gusanos adultos como una regién generativa, en la que se describe la expresion
localizada de varios factores de transcripcion asociados con la proliferacion,
especificacion y diferenciacion celular desde las primeras etapas de desarrollo
(Koziol et al., 2014, Olson et al., 2018, Montagne et al, 2023). Hay poblaciones de
células madre, conocidas como células germinativas, que son similares a los
neoblastos de las planarias y otros platelmintos, restringuidas a esta region (Koziol,

etal., 2016).

Para identificar el comportamiento de estas células germinativas en el desarrollo
posterior del cisticerco de Taenia solium durante la evaginacion, se ha identificado
como marcadores los genes nanos y argonaute. Estos son marcadores moleculares
de la linea germinal en muchos modelos, que también se expresan en células madre
multipotentes de varios linajes metazoos como planarias, Hymenolepis y

Echinococcus (Tsai et al., 2013; Jarero, 2018; Koziol et al., 2014).

Las células germinativas deben proliferar y diferenciarse durante el proceso de
desarrollo de T. solium. La replicacibn de ADN mediante la mitosis es
indispensable para la proliferacion celular. Para identificar la actividad replicativa

en platelmintos parasitos y de vida libre, se utilizan marcadores celulares



conservados como el componente 2 del complejo de mantenimiento de
minicromosomas (mcm2) e histona H2B (h2b) (Rozario et al., 2019). Dado que, en
células en proliferacion, la transcripcion de genes de histonas como H2B aumenta,
sobre todo en la fase S, la expresion de h2b se utiliza para extrapolar la actividad

proliferativa durante la evaginacion del escolex.

D. Vias de sefializacién en el desarrollo

El desarrollo de los organismos multicelulares esta regulado para que las células
proliferen, migren, se diferencien y formen tejidos en el lugar y momento
correspondientes. Las vias celulares Hedgehog (Hh), Notch, y Wnt son las
principales vias de sefalizacion que conducen el desarrollo de un organismo desde
un cigoto unicelular hasta un organismo multicelular regulando los procesos de
proliferacion, diferenciacion y migracion celular (Kumar et al., 2021). Estas vias
de sefalizacién abarcan nichos de células madre en las etapas embrionarias de

desarrollo, que participan también en los procesos de maduracion.

En platelmintos, estas son vias celulares conservadas, implicadas en multiples
procesos, como la definicion de los ejes de desarrollo anterior y posterior (antero-
posterizacion (AP)) (Almuedo et al., 2012; Tsai et al., 2013; Jarero, 2018). En
céstodos, el crecimiento continuo del extremo posterior en el adulto durante la
estrobilacion requiere de una definicion precisa del eje anteroposterior y una posible
actividad sostenida de células germinativas, procesos en los que la via Wnt podria

desempefiar un papel clave (Nanista et al., 2025).

La sefializacion Wnt se divide en tres principales vias: la via canonica (Wnt/B-

catenina), la via de polaridad celular planar (Wnt/PCP), y la via de dependiente de



calcio (Wnt/Ca?"), divididas asi segin si favorecen o no la activacion de la B-
catenina. La via canonica esta principalmente involucrada en la regulacién del
desarrollo embrionario, la proliferacion celular y la diferenciacion, siendo crucial
para la formacion de oOrganos y tejidos. Esta via implica la estabilizacion y
acumulacion de B-catenina en el citoplasma, que luego se transloca al nucleo para
activar la transcripcion de genes especificos. La via PCP estd asociada con la
orientacion celular, y afecta procesos como la migracion celular, la organizacion
del citoesqueleto, la elongacion de tejidos durante el desarrollo y la formacion de
estructuras multicelulares ordenadas. La via de calcio involucra la liberacion de
calcio intracelular, modula la activacion de proteinas dependientes de calcio, como
la calmodulinay la proteina quinasa C, y participa en la regulacion de la contraccion
muscular y la secrecion de neurotransmisores y hormonas. (Petersen et al., 2009,
Routledge et al., 2019, Mehta et al, 2021, Qin et al., 2024).

La via canonica Wnt dependiente de B-catenina tiene un papel conservado en la
especificacion de los ejes anterior-posterior (AP) en diversos vertebrados e
invertebrados como los platelmintos e hidras, en los que la sefializacion Wnt
posterior y la inhibicion Wnt anterior son principios unificadores de su desarrollo
(Petersen et al., 2009). En los platelmintos Echinococcus, Hymenolepis y planarias,
por ejemplo, algunos de los genes que codifican proteinas de esta via, llamados
genes de control posicional, se expresan en el polo posterior (wntl, wntllb, fzb) o
anterior (sfrp, sfl) (Nanista et al., 2025; Jarero et al., 2024; Koziol et al., 2016;

Almuedo et al., 2012).



E. Mecanismos de las vias de sefializacion Wnt

En ausencia del ligando (Wnt), el receptor de Wnt (Frizzled/Fz) y el correceptor
LRP5/6 permanecen en un estado inactivo en la membrana plasmatica. En el
citoplasma, los componentes del complejo de destruccion (GSK-3B, APC, CK-1,
Axin) se unen y fosforilan a B-catenina, lo que conlleva a su ubiquitinacion y
degradacion proteasomal. En el nucleo, el represor transcripcional Groucho (Gro)
se une al cofactor TCF y mantiene inactivada la expresion de genes mediada por
TCF/Wnt. La union de Wnt al receptor Fz recluta al co-receptor LRP5/6, esto
conduce a la inactivacion, mediada por Disheveled (Dsh), del complejo de
destruccion y la acumulacion de B-catenina en el citoplasma. B-catenina se importa
al nacleo, donde reemplaza a Gro y forma un complejo activador transcripcional
que permite la expresion de genes mediada por TCF/Wnt (Routledge et al., 2019;

Mehta et al., 2021).

La sefializacion de Wnt estd modulada por varios inhibidores y activadores
conservados. Entre los principales inhibidores de Wnt se incluye a las familias DKK,
SFRP, y WIF. Dkk1 y Dkk2 inhiben especificamente la cascada de sefializacion de
Whnt/B-catenina uniéndose con alta afinidad a la proteina relacionada con el receptor
de lipoproteinas de baja densidad (LRP) 5/6. Los SFRP representan la familia méas
grande de inhibidores de Wnt secretados, presentan el mismo dominio de unién que
Frizzled (Fz). Los SFRP, WIF-1 y Cerberus secuestran a Wnt, inhibiendo asi la
sefializacion Wnt, tanto candnica como no canonica. Las sSFRP también pueden
inhibir la sefializacién Wnt canonica y no canonica uniendose directamente a Fz

(Cruciat, et al., 2013). Ver Anexo 1 para mayor detalle de la via canonica de Whnt.



La proteina carboxilesterasa Notum también es un regulador negativo de la
sefializacion Wnt, que actta eliminando un grupo palmitoleato de Wnt esencial para
la activacion de esta via mediante el reconocimiento con su receptor Fz (Bayle et

al, 2021).

En la via Wnt/PCP, Wnt se une al receptor Fz y conduce al reclutamiento de
Dishevelled (Dsh), a partir de alli, este complejo, junto con otros correceptores
como el receptor tipo tirosina quinasa (Ror) y la tirosina-proteina quinasa (RyKk)
activan quinasas efectoras como RhoA/ROCK, que conducen a la polimerizacién
de la actina. Las proteinas Wnt también pueden inducir la activacion de la via de la
quinasa N-terminal (JNK) c-Jun a través de los complejos de proteinas Fz-Dsh-

Ror/Ryk y Vangl-Ror/Ryk (Mehta et al., 2021; Qin et al., 2024).

En presencia del ligando Wnt, el correceptor LRP5/6 forma un complejo con
Frizzled unido a Wnt. Esto conduce a la activacion de Disheveled (Dvl) mediante
fosforilacion secuencial, poliubiquitinacién y polimerizacién, lo que desplaza
GSK-3B de APC/Axin. La B-catenina estabilizada se transloca al nicleo a través de
Racl y otros factores, donde se une a los factores de transcripcion LEF/TCF,
desplazando a los correpresores y reclutando coactivadores adicionales para los

genes blanco de Wnt.

En la via Wnt/Ca?* el receptor Fz recluta los correceptores Ror/Ryk tras la union de
ligandos Wnt que activan las proteinas Dsh y G(a,) en la membrana formando un
grupo activo. Esto da como resultado la activacion de la fosfolipasa-C (PLC), que
conduce a la liberacion de iones de calcio intracelulares del reticulo endoplasmatico

(RE). Frente a la disminucion de los niveles de calcio en el RE y el aumento de este



en el citoplasma, se activan diferentes vias mediadas por efectores posteriores como
calcineurina (Cn), proteina quinasa Il dependiente de calmodulina (CAMK 1) y
proteina quinasa C (PKC) (Routledge et al., 2019; Mehta et al., 2021; Qin et al.,

2024).

F. Via Wnt/p-catenina en platelmintos modelos

La tesis doctoral de Francesca Jarero para University College London (2018) y la
publicacion de Jarero et al., 2024, establecen en el modelo de laboratorio de
Hymenolepis microstoma los elementos de la via candnica de Wnt expresados en el
polo anterior (regién orientada hacia el rostelo y las ventosas) y posterior (region
del cuello, region estrobilar) del cisticercoide. Tinciones basadas en la deteccion de
acidos nucleicos mediante la hibridacion in situ de montaje completo (WMISH, de
sus siglas en inglés) mostraron claramente la expresion de genes de proteinas
antagonistas de la via Wnt, como el gen sfrp y su paralogo sfl, en el polo anterior
del cisticercoide, y de genes marcadores de posterizacion (wntl, wnt11A y el gen
del receptor Frizzled 4/B (fz4/B)) en el polo posterior (Jarero, 2018; Jarero et al.,

2024).

De forma similar, Koziol y colaboradores identificaron que los patrones de
expresion de los genes de los mismos elementos de la via canonica de Whnt
implicados en la definicion del polo de desarrollo anterior y el polo de desarrollo
posterior de Hymenolepis microstoma se repetian en el desarrollo de la hidatide de
Echinococcus multilocularis (Anexo 2) (Koziol et al., 2016). Igualmente, en

planarias, wntl, wntl1 y fz4/B se expresan en el polo posterior, los sfrp en la region
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anterior, y la expresion de f-catenina es ubicua en todo el cuerpo de la planaria

(Anexo 3) (Almuedo et al., 2012).

En la planaria Schmidtea mediterranea con la cola amputada, el knock down con
ARN de interferencia de smed-wnt-1 o wnt11-2 provoca la regeneracion de dos
cabezas, una reemplazando a la cola. La sefializacion de Hh en planarias
desencadena la especificacion posterior al activar la transcripcion de wnt-1 en
células diferenciadas en el extremo posterior, luego la sefial de especificacion
posterior se transmite aun mas mediante la induccion de wnt11-2 en células madre
a través de la sefalizacion Wnt candnica dependiente de -catenina (Adell et al.,

2009; Yazawa et al., 2009).

En Hymenolepis microstoma, el uso de IWP-3 (Inhibitor of Wnt Production-3), que
inhibe la palmitoilacion de Wnt mediada por la aciltransferasa Porcupine, necesaria
para exportar Wnt fuera de la célula para su reconocimiento por Fz, provoco el
desarrollo defectuoso de los cisticercoides de H. microstoma; las larvas mostraron
una anteriorizacion, con expresion de sfrp en ambos polos, anterior y posterior

(Chen et al., 2009; Jarero, 2018).

G. Aspectos conservados de la via Wnt en Taenia solium

Los genomas de referencia de los céstodos Echinococcus multilocularis,
Echinococcus granulosus, Taenia solium, e Hymenolepis microstoma han
permitido identificar genes ortologos de los componentes de la via Wnt canonica
en el genoma de T. solium, comprobando que esta via se encuentra bien conservada
(Tsai et al., 2013). Un estudio en el que se reviso la evolucion de la via Wnt en

platelmintos mostré que han perdido varios wnt, conservando solo wntl, wnt2,
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wnt4, wnt5 y wnt 11 (Holstein, 2012). Estos wnt coinciden con los reportados en la
lista de genes ortélogos de Tsai y colaboradores. Los antagonistas de la via de
sefializacion de Wnt identificados incluyen un gen ort6logo de sfrp y su paralogo
sfl, y un gen ortélogo de wif, ambos identificados en T. solium (Tsai et al., 2013).
Los receptores de Whnt identificados fueron de la familia de Fz: A, 4/B (Jarero,
2018), C, Dy E (Tsai et al., 2013). El gen de porcupine no ha sido anotado en el
genoma de Taenia solium, pero si en otros céstodos como Echinococcus
multilocularis, Echinococcus granulosus, e Hymenolepis diminuta (Tsai et al,
2013). También se ha identificado un homdélogo de porcupine en S. mediterranea
(Cleland et al, 2025). En general, en platelmintos estd poco caracterizada a nivel
génico y de proteina. Porcupine esta empezando a estudiarse mas, recientemente,
en enfermedades asociadas con la desregulacion de la via se sefializacion de Whnt,
especialmente en formas de canceres (Raeisi et al, 2022; Shi et al, 2025) Los
ortélogos de los elementos de las vias no canénicas de Wnt, Wnt/Planar Cell
Polarity (PCP) y Wnt/Ca?*, estan conservados en T. solium, y han sido reportados
por Tsai y colaboradores (Tsai et al., 2013). Estas vias son independientes de -
catenina, pero tienen elementos en comun con la via canénica de Wnt. Por otro lado,
los ligandos Wnt méas importantes de la via candnica pueden no ser los principales
en las vias no candnicas; por ejemplo, Wnt5 es el ligando mas relevante en la via

no canonica (Qin et al., 2024).

H. Cultivo y biologia molecular de cisticercos en el laboratorio

En el laboratorio de Proliferacion Celular y Regeneracion de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia, se esta concluyendo el proyecto de investigacion basica
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“Identificacion transcriptomica de determinantes celulares en la transicion in vitro
de larva metacéstode (cisticerco) a gusano adulto en Taenia solium”
(PE501079376-2022, SIDISI 209290). Mediante este proyecto se ha realizado la
transcriptomica de cisticercos enteros de Taenia solium antes de la evaginacion del
escolex, cisticercos con escolex recién evaginado, y cisticercos tras hasta 120 h en
cultivo. Los cisticercos fueron recolectados de tejido muscular porcino
naturalmente infectado, transportados desde Tumbes por via aérea y por sistema de
encomienda hasta el laboratorio en Lima (~16 h de transporte), y posteriormente
cultivados in vitro en medio RPMI a 37 °C con 5 % de CO-, en presencia o ausencia
de &cido taurocolico, para inducir la evaginacion del escdlex (Castaneda-Carpio et

al., 2025).

Este disefio experimental es similar al que se utilizé en esta tesis para evaluar la
expresion de los elementos de la via candénica de Wnt en la evaginacion del
cisticerco; el analisis del transcriptoma permitio identificar expresion diferencial de
elementos de la via candnica de Wnt entre condiciones, revelando cambios
especificos asociados a la activacion larval y los primeros pasos de la estrobilacion.
Los ensayos de gPCR de esta tesis complementan y validan estos resultados, y
viceversa. La sefializacién de Wnt, como ya se ha mencionado, esté involucrada en
la especificacion del eje antero-posterior en las planarias durante su regeneracion
(Lin et al., 2014; Almuedo et al., 2012). Ademaés, en E. multilocularis, esta
relacionada con la generacion del protoescolex y la especificacion del eje antero-
posterior (Koziol et al., 2016; Montagne et al., 2019); en E. multilocularis, E.

granulosus, H. microstoma, H. diminuta, Meoscestoides corti, y T. solium (Rozario
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et al., 2019; Paludo et al., 2020; Jarero et al., 2024; Nanista et al., 2025) esta via

también es requerida para la estrobilacion.

La presente tesis enfatiza el estudio de la expresion de los elementos de la via
canonica de Wnt en el proceso de evaginacion del escolex de cisticercos de Taenia
solium durante su desarrollo in vitro, siendo la expresion de estos elementos clave
en la definicion de los ejes de desarrollo anterior y posterior. A nivel molecular, se
desconoce el comportamiento de los elementos de esta via de sefializacion que
gatillan el desarrollo de T. solium en el transcurso de la evaginacion del escolex,

evento que es crucial para la progresion de su desarrollo hacia el estadio adulto.
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111,  HIPOTESIS:

La expresion de algunos elementos de la via canonica de Wnt (wntl, wntl1, fzb,
sfrp, sfl) esté relacionada con la delimitacion de los polos anterior y posterior de
desarrollo. Frente a ello, la expresion de, por lo menos, estos genes de la via
candnica de Wnt, es regulada durante el proceso de evaginacion in vitro del escolex

de Taenia solium.

A. Objetivos:

Obijetivo principal: Determinar los elementos de la via Wnt cuya expresion es

regulada durante la evaginacion del escolex del cisticerco de Taenia solium.

B. Objetivos especificos:
1. Validar las condiciones experimentales de colecta, traslado y cultivo para
inducir la evaginacion in vitro del escolex de cisticercos de T. solium, para
garantizar un disefilo experimental adecuado para estudiar eventos

tempranos del desarrollo del cisticerco no evaginado a adulto.

2. Establecer una relacion funcional entre la actividad de la via Wnt y la
definicion axial del parasito, comparando mediante PCR de transcripcién
reversa en tiempo real (RT-qPCR) la expresion relativa de los elementos de
la via candnica de Wnt entre cisticercos de T. solium antes y después de

evaginar el escolex.

3. Evaluar si la via canonica de Wnt participa activamente en la regulacion

transcripcional durante la evaginacion mediante el analisis morfolégico y
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de expresion de transcritos en cisticercos expuestos a la inhibicién de la

secrecion de Wnts con el inhibidor de Porcupine IWP-3.

IV. MATERIALES Y METODOS:

A. Disefio general

El material de partida fueron cisticercos con escolex no evaginado, con
aproximadamente 19 horas de haber sido extraidos del musculo de dos cerdos
infectados naturalmente con cisticercosis. Los cisticercos recolectados fieron
cultivados in vitro individualmente. El cultivo se realizd con 0.1% de &cido
taurocolico (AT), en presencia y ausencia del inhibidor de la secrecién de Whnts,
IWP-3 (Inhibitor of Wnt Production-3). El acido taurocélico actia como inductor
de la evaginacion del escolex (Smyth et al., 1989), que ademas sincroniza este
evento, permitiendo un mejor seguimiento del desarrollo del cisticerco entre antes
y después de evaginar el escélex. El cultivo con &cido taurocolico simula el

escenario natural de desarrollo del cisticerco en el intestino delgado humano.

Esta investigacion no busca responder los mecanismos involucrados en el estimulo
del &cido taurocolico en la evaginacion del escolex, sino identificar los genes de la
via candnica de Wnt cuya expresion estaria vinculada a la progresion del desarrollo
de cisticerco a través de la especificacion del eje antero-posterior. Con el proyecto
“Identificacion transcriptomica de determinantes celulares en la transicion in vitro
de larva metacéstode (cisticerco) a gusano adulto en Taenia solium” (SIDISI
209290) se obtuvo el transcriptoma de diferentes momentos del desarrollo del

cisticerco in vitro. El andlisis de expresion diferencial, a partir de este
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transcriptoma, de los genes asociados a la via candnica de Wnt, se incluye como

parte de los resultados obtenidos.

B. Cultivo de cisticercos para evaluar la expresion relativa de genes

asociados a la via canonica de Wnt mediante qPCR.

Se utilizaron cisticercos frescos extraidos asépticamente de los tejidos de dos cerdos
con cisticercosis adquirida de forma natural, procedentes del Centro de Salud
Global de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) en Tumbes, Perd. Al
momento de la colecta, un grupo de cisticercos recién extraidos del masculo de
cerdo (cisticercos recién extraidos no evaginados (RE)), se colocaron en 1 mL de
la solucién preservante RNAIlater (R-0901, Sigma Aldrich) en tubos Eppendorf
estériles de 1.5 mL para preservar el ARN de las muestras. El resto de los
cisticercos, todos sin evaginar el escolex, se colocaron en tubos Falcon con un
medio de transporte (solucién salina tamponada con fosfato (PBS; 0.1 M, pH 7.4)
suplementado con dilucion 1X de antibiotico-antimicotico Gibco™ (100X), a una
concentracion final equivalente a 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de

estreptomicina y 0.25 pg/ml de anfotericina B..

Antes de colocar a los parésitos en RNAlater o medio de transporte para su envio
aéreo a la sede central de la Universidad Peruana Cayetano Heredia en Lima, Perq,
con bisturies estériles se asegurd la eliminacion completa del tejido porcino
circundante. Ademas, los quistes se lavaron tres veces en tubos Falcon estériles de
50 mL utilizando medio de transporte como solucién de lavado. Cada lavado se
hizo invirtiendo suavemente el tubo varias veces durante 3 minutos, reemplazando

la solucidn entre lavados. Los quistes fueron transferidos a tubos Falcon estériles
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de 50 mL (hasta 100 quistes por tubo), con al menos el doble de su volumen de
medio de transporte fresco, y empacados en un recipiente aislante que se mantuvo
por debajo de 12-15 grados centigrados hasta su llegada al laboratorio de
proliferacion celular y regeneracion, en los laboratorios de la UPCH. Los cisticercos
de la condicion RE se almacenaron y mantuvieron a -20°C directamente, en cuanto

Ilegaron al laboratorio y hasta su uso.

Un total de 156 cisticercos se colocaron de manera individual en 156 pocillos de
placas de cultivo Costar® de 24 pocillos claros de fondo plano (Corning®, Corning,
NY, USA), cada uno con 1.5 ml de medio de cultivo RPMI 1640 filtrado y
esterilizado (pH 7.2 — 7.4), suplementado con 2 g/mL de NaHCO3 (Merck®,
Burlington, MA), 1.6 uM de B-mercaptoetanol y el Antibidtico-Antimicotico
Gibco™ en las concentraciones descritas anteriormente, con 0.1% de acido
taurocolico (AT) (Sigma, St. Louis, MO, USA), a 37°C y 5% de CO: en una
incubadora estéril (VWR Symphony Incubator) durante un maximo de cinco dias.
El medio de cultivo se reemplaz6 cada 24 horas. 24 de estos cisticercos cultivados
con 0.1% AT se mantuvieron por 120 horas en cultivo al mismo tiempo que 24
quistes adicionales solo con el medio de cultivo, sin AT, para elaborar una curva de
evaginacion que evidencie la actividad del &cido taurocdlico. Se registrd el nimero
de horas transcurridas en cultivo hasta que los cisticercos evaginaron el escolex.
Los cisticercos de la curva de evaginacion se fijaron en 4% FND y se almacenaron

a-20°C en 1.5 mL de etanol absoluto.

Ademas de 0.1% de AT, 33 quistes se incubaron con 1% DMSO (ATD), 33 se

incubaron con 10 uM IWP-3 (AT10), y otros 33 se incubaron con 40 uM IWP-3
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(AT40). IWP-3 se disolvid en dimetilsulfoxido (DMSO) para preparar una solucion
stock de 10 mM, la cual posteriormente se diluy6 para obtener concentraciones de
trabajo de 10 uM y 40 uM. Cada uno de los 4 grupos de 33 quistes se subdividi6 de
la siguiente manera, dependiendo del momento en el que se colectaron las muestras:
11 cisticercos sin evaginacion del escolex que se mantuvieron 6 horas en cultivo
(definidos como las condiciones 6AT, 6ATD, 6AT10, 6AT40, respectivamente),
11 cisticercos sin evaginacion del escdlex que se mantuvieron 24 horas en cultivo
(cisticercos con evaginacion del escolex inminente, definidos como las condiciones
24AT, 24ATD, 24AT10, 24AT40, respectivamente), 11 cisticercos con el escélex
recién evaginado (cisticercos que evaginaron el escélex entre las 25h y las 120h de
cultivo, definidos como las condiciones EVAT, EVATD, EVAT10, EVAT40,

respectivamente) (Figura 1. Disefio experimental).

Cinco de los 11 cisticercos de cada subgrupo se fijaron en 4% FND y se
almacenaron a -20°C en 1.5 mL de etanol absoluto; a dos de estos se les cultivé con
50 uM de 5-Ethinil-2'-deoxiuridina (EdU) ademas de su respectiva condicién. Los
quistes fijados se reservaron para hibridaciones in situ de montaje completo (Whole
Mount In Situ Hybridization, WMISH) que no forman parte de la presente tesis.
Los 6 cisticercos restantes de cada condicion se colocaron en tubos Eppendorf con
1 mL de RNAlater (R-0901, Sigma Aldrich) para extraer su ARN. Después del
cultivo, todos los parasitos fueron lavados con 1X PBS para eliminar el medio

residual y preservados a -20°C.
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* 24 cisticercos+0.1% AT | de v (4/6 para RT-qPCR) (476 para RT-qPCR) |46 para RT-qPCR)
+ 24 cisticercos sn AT 6AT40 20AT40 EVAT40
1

Figura 1. Distribucion de las muestras del disefio experimental.

C. Extraccion de ARN y generacion de ADNCc.

Se extrajo el ARN de 84 (cisticercos), es decir, de 6 cisticercos de cada una de las
14 condiciones (RE, RL, 6HAT, 6HATD, 6HAT10, 6HAT40, 24HAT, 24HATD,
24HAT10, 24HAT40, EVAT, EVATD, EVATI10, EVAT40), incluyendo RE
(almacenados en RNAlater (R-0901, Sigma Aldrich)) y RL (llegados al laboratorio
en PBS pero no cultivados). Se utilizé el kit Quick-RNA Miniprep Plus (Zymo
Research, R1058). Cada cisticerco preservado se colocé en una placa de Petri estéril
y su vesicula fue cuidadosamente retirada con un bisturi estéril, dejando Gnicamente
la porcion parenquimatosa (escélex, cuello y eventuales proglétides). Las muestras
se lavaron de forma independiente tres veces con agua de grado molecular (Fisher

Scientific).

ElI ARN se aisl6 siguiendo las instrucciones del fabricante, con ligeras
modificaciones, como se describe a continuacion: las muestras se sumergieron en

600 uL de DNA/RNA Shield (Zymo Research, R1058) y se homogenizaron con
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una punta de homogeneizador de tejido estéril (Omni International, Kennesaw, GA)
sobre hielo. Posteriormente, se aplicé un tratamiento con 60 mg de Proteinasa K
(Zymo Research, D3001-2-60) durante 30 minutos, al que se adicion6 un paso de
lavado con 400 puL de RNA Wash Buffer (Zymo Research, R1058) antes de la
extraccion final del ARN. Se realizé un tratamiento con DNasa | (Zymo Research,
E1009-A (250 U)), para ello se afiadié una mezcla de 5 uL de DNasa I (1 U/uL) y
75 uL de DNA Digestion Buffer (Zymo Research, R1058) directamente a la matriz
de la columna de silica (Zymo-Spin™ IIICG Columns) que contenia las muestras

procesadas, y se incub6 15 minutos a temperatura ambiente (20-30°C).

La concentracion de ARN se midi6 mediante espectrofotometria con un
NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), y aproximadamente
300 ng de ARN fueron cargados en un gel de agarosa al 1.5%, lejia Clorox® al 1%,
para verificar su integridad mediante electroforesis (35 minutos a 100 V) en el
equipo de electroforesis OmniPAC Midi CS-300V (Cleaver Scientific) (Anexo 4,
bandas 28S y 18S) (Aranda et al., 2012). Se seleccionaron 4 muestras de cada
condicion en base a la concentracion de ARN obtenida y a la relacion de
absorbancia 260/280, como medida de la pureza de muestras de acidos nucleicos,

considerando los valores mas cercanos a 2.0 (Anexo 5).

Se generd ADNC a partir de 400 ng de ARN de cada muestra seleccionada, mediante
transcripcion inversa utilizando el kit High-Capacity Reverse Transcription Kit
(Thermofisher Scientific, Waltham, MA) en un volumen final de 20 pL. El
protocolo térmico para la reaccion fue el siguiente: 15 minutos a 25°C, 2 horas a

37°C y finalmente 5 minutos a 85°C. El producto se diluyd en alicuotas de 20 puL
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considerando una cantidad total de ADNCc, aproximada, de 100 ng por alicuota. Se

almacenaron las muestras de ADNCc a -20°C hasta su uso.

D. Disefio de primers y eficiencia de amplificacion de genes de la via

Whnt/B-catenina, notum, argonaute-2 y h2b

Se identificaron y verificaron las secuencias de ADNc de los genes de Taenia
solium de interés homologas con los céstodos Hymenolepis microstoma y
Echinococcus spp. Los componentes de la via de sefializacion Wnt (wntl, wntlla,
wntllb, fz4/B, sfrp, axin-2, groucho, tcf/lef-1, gsk-3, f-catenina A, p-catenina B)
fueron identificados mediante BLAST y analisis de sus dominios proteicos en el
estudio comparativo realizado por Tsai et al., en 2013. Las secuencias de notum,
argonaute-2, h2b, se obtuvieron a partir de otros trabajos de investigacion (Orrego
et al., 2024; Rozario et al., 2019, Villar, 2024). Las secuencias de todos genes de
interés fueron analizadas nuevamente mediante BLAST e INTERPRO. Las
secuencias de los genes estan disponibles en la base de datos de WormBase ParaSite

(https://parasite.wormbase.org/).

Los primers fueron disefiados utilizando Primer3 y BLAST. Paraello, se escogieron
las secuencias que cumplieron con los criterios termodinamicos y de tamafio de
producto deseado (100-250 pares de bases para gPCR). Los parametros
termodinamicos se evaluaron utilizando la herramienta Oligo Analyzer

(OligoAnalyzer™ Tool, https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Para

determinar la eficiencia de amplificacion de los primers se utilizo la pendiente de
una regresion lineal basada en una serie de diluciones del ADNc. Las diluciones se

realizaron en un rango de 10° a 10°3. La eficiencia (E) se determind utilizando la
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ecuacion E = 10¢rendiente) (pfaffl 2001). Las reacciones de gPCR se realizaron
usando el SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Biorad). Para cada
reaccion de 15 pl, se anadieron primers a una concentracion final de 300 nM

(forward y reverse), y se utilizaron diluciones de ADNCc a partir de 1 pL. de ADNc

(5 ng).

Las condiciones de ciclado se configuraron en el sistema térmico SLAN-96P Real-
Time PCR System (Sansure Biotech) con su propio sistema de PCR en tiempo real.
El protocolo de amplificacion incluyé: 30 segundos a 95°C, seguidos de 40 ciclos
de 15 segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C. Cada muestra se corrid por triplicado
y, al final de cada experimento, se realizé un paso de curva de fusion que abarcé de
60°C a 95°C con incrementos de 0.25°C por segundo. Ademas, el tamafio y la
especificidad de los productos amplificados se confirmaron mediante electroforesis

en gel de agarosa al 2% de las muestras no diluidas.

Para determinar la expresion relativa de estos genes se utilizé el método de Pfaffl
(Pfaffl, 2001), utilizando la media geométrica de la expresion de los dos genes de
referencia mas estables. La seleccion de los genes de referencia se detalla en la

siguiente seccion.
E. Seleccion de genes de referencia

La determinacion de los genes de referencia idoneos para comparar la expresion
relativa de genes entre las condiciones propuestas es parte de un trabajo en conjunto
del laboratorio donde se desarrollo esta tesis, hecho con cisticercos provenientes de
otro cerdo naturalmente infectado cultivados en condiciones similares a las

descritas mas arriba. Los grupos de muestras utilizadas para los propositos de esta
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tesis fueron: 8 parasitos no evaginados cultivados durante 6 horas con 0.1% AT
(PRE AT), 10 parasitos con evaginacion temprana, entre las 24 y 48 horas,
cultivados con 0.1% AT (EV AT); y 10 parasitos completamente evaginados

cultivados con 0.1% AT durante 120 horas (POST AT).

Brevemente, se evalu6 por RT y gPCR la estabilidad de la expresion de 12 genes
candidatos a genes de referencia (proteina de unién a la caja TATA (tbp), proteina
ribosomal L13 (rpl13), factor de elongacion 1 alfa (ef1a), quinasa activada por
mitdgenos 3 (mapk3), beta actina 1 (Bactl), beta actina 2 (Bact2), gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (gapdh1l), (gapdh?2), fosfoglicerato quinasa 1 (pgkl), malato
deshidrogenasa (mdh), subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa (cox1). comparando
los grupos mediante NormFinder, Bestkeeper y deltadelta, con Reffinder y Pfaff;
se uso la media geométrica. Las secuencias de estos genes en Taenia solium estan
disponibles en WormBase ParaSite (https://parasite.wormbase.org/). Los primers
fueron disefiados siguiendo los mismos criterios mencionados en la seccion
anterior. El tamafio y la especificidad de los productos amplificados se confirmaron

mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.5%.

La eficiencia de amplificacion de los primers de cada gen de referencia candidato
(RG) se determindé mediante el método de diluciones de ADNCc, utilizando
diluciones seriadas en un rango de 10° a 10°. La eficiencia de amplificacion se
determind en funcion de la pendiente utilizando la formula ya descrita E = 10¢
Lpendiente) (pfaff], 2001). La estabilidad de expresion génica de los genes candidatos
se evalud utilizando los algoritmos de normalizacion disponibles (geNorm
(Vandesompele et al., 2002), Normfinder (Andersen et al., 2004), BestKeeper

(Pfaffl et al, 2004) y el método comparativo DeltaCT (Silver et al., 2006)) en el
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programa RStudio (R version 4.5.0), con los valores de cq de cada gen (Ver Anexo
6 para codigo en R, Anexo 7 para datos de promedio de Cqgs de las muestras
utilizadas). La seleccién del RG mas estable se baso en el calculo de la media

geométrica de la estabilidad de cada gen por cada método.

F. Método de Pfaffl: expresion relativa de los genes de interés por
gPCR.

La expresion relativa de los genes de interés se determind mediante el método de
Pfaffl, utilizando la media geométrica de la expresion de los dos genes de referencia
mas estables. Este método tiene en cuenta las diferentes eficiencias de
amplificacion de los genes evaluados y de referencia, permitiendo un analisis mas
preciso dado que las eficiencias de amplificacion de los genes de referencia y los
genes evaluados no son iguales. Cada muestra se evalud por triplicado, para los

analisis de expresion se utilizé el promedio de Cq de cada muestra.

Se utilizé la siguiente formula para calcular la expresion relativa de cada gen
evaluado Pfaffl, 2001; Livak et al., 2010):

O00gon
TTTT

(0« ()

00000ode0 0nooooog =

Donde:

AC .. . ‘- . . .
Ege,fge” es la eficiencia de amplificacion del gen a evaluar elevado a la diferencia

del promedio de Cq del grupo control con el Cq de la muestra.

EACQTefl
refl

diferencia del promedio de Cq del grupo control con el Cq de la muestra.

es la eficiencia de amplificacion del gen de referencia 1 elevado a la

EACQrefl
refl

diferencia del promedio de Cq del grupo control con el Cq de la muestra.

es la eficiencia de amplificacion del gen de referencia 2 elevado a la

0.5
ACqref1 ACqref ‘ . -
((Ere 1 ) * (Ere 2 )) corresponde al célculo de la media geométrica de los

genes de referencia.
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G. Andlisis estadistico

El analisis de las diferencias en la expresion relativa entre las condiciones de cada
gen se evalud utilizando las pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis y U de
Mann-Whitney. El test de Fisher se utilizd para evaluar el efecto del &cido
taurocolico sobre la evaginacion. Un valor de p<0.05 se consider6 como

estadisticamente significativo en todas las pruebas.

V. RESULTADOS

A. Validacion de secuencias obtenidas de WormBase ParaSite

La informacion en la Tabla 1 es una adaptacion del trabajo colaborativo con otros
miembros del laboratorio para determinar los genes de referencia en el estudio de
la expresion relativa de los genes de Taenia solium durante su desarrollo (Maravi
et. al; manuscrito en preparacion). En las Tablas 1 y 2, se muestran,
respectivamente, los numeros de acceso de las secuencias de ADNCc, de los genes
de referencia candidatos y los genes de la via candnica de Wnt (y otros genes de
interes), de T. solium. En la Tabla 2 se provee los nimeros de acceso identificados
por Tsai et al., 2013.

Los dominios identificados en las secuencias de aminoéacidos de cada una de las
proteinas codificadas por los genes considerados (genes de referencia candidatos y
genes de la via candnica de Wnt, y otros) muestra que los genes han sido
identificados (Anexo 8). Ademas, en la Figura 2 se observa que los primers
disefiados amplifican especificamente. En el Anexo 9 se reportan las secuencias de
los primers y el tamafio del producto de amplificacion esperado para cada gen.

Tabla 1: Secuencias de genes de referencia candidatos
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NGmero de Tamario UniProtKB Ortdlogos
Gen secuencia de T. solium Wormbase Parasite
acceso S s
aminoacidos Platelmintos
Hymenolepis diminuta
rpll3 TsM_000621100 204 NA TrEMBL AOAOR3SRV7
TrEMBL Echinococcus multilocularis
thp | TsM_000071900 238 AOAONTFYW4 | TrEMBL AOA068YBX9
ube2 TsM_001232600 109 NA NA
. Swiss-Prot Schistosoma mansoni
pactinl | TsM_001199400 376 P68555 Swiss-Prot P53471
Schistosoma mansoni
pgkl TsM_000796500 399 NA Swiss-Prot P41759
Swiss-Prot Hymenolepis diminuta
mdh | TsM_000048200 332 F1C714 TrEMBL AOA564YSFO
TrEMBL Hymenolepis diminuta
¢fla | TsM_000233800 448 E4WL05 TrEMBL AOAOR3SCG6
Taenia asiatica
mapk3 TsM_000447200 361 NA TIEMBL AOA158R8B1
. Echinococcus multilocularis
Pactin2 TsM_001001400 277 NA TIEMBL AOA068XWU3
TrEMBL Hydatigera taeniaeformis
gapdhl | TsM_000056400 336 ABR8Q4 TrEMBL AOAOR3X5Z3
Schistosoma mansoni
gapdh2 | TsM_001083000 338 NA Swiss-Prot P20287
coxl | TsM_000401000 279 NA Hymenolepis nana

TrEMBL AOAOR3TB37
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Tabla 2: Secuencias de genes de la via candnica de Wnt y genes de interés

NGmero de Tamafio UniProtKB | Ortélogos
Gen secuencia de T.solium | Wormbase Parasite
acceso o :
aminoacidos Platelmintos
Hymenolepis diminuta
h2b TsM_000989300 122 NA TIEMBL AOAOR3SESO
argonaute-1 Echinococcus multilocularis
(argo) TsM_000674100 918 NA TrEMBL AO0A068XVL9
Schmidtea mediterranea
wntl TsM_000159300 507 NA TrEMBL BOLME6
Schmidtea mediterranea
wntlla TsM_000806100 524 NA TrEMBL BOLME9
Echinococcus multilocularis
wntllb TsM_000542700 420 NA TrEMBL AOAOSTVYRS
Echinococcus multilocularis
fzb TsM_000459600 765 NA TrEMBL AOAO68Y2G6
Echinococcus multilocularis
sfrp TsM_000954300 440 NA TrEMBL AOAO68YSC1
Echinococcus granulosus
sfl TsM_000313100 580 NA TrEMBL AOAOG8WG98
. Echinococcus granulosus
axin-1 TsM_001153100 393 NA TrEMBL AOA068WLS3
Echinococcus granulosus
gsk3 TsM_000963800 512 NA TIEMBL AOAOGBWW\/9
Echinococcus multilocularis
tcf/lef-1 TsM_001099200 927 NA TrEMBL AOAO87WO55
Echinococcus multilocularis
groucho TsM_000098100 1009 NA TrEMBL AOAO68YGI9
PcateninaA Echinococcus granulosus
(Beatd) TsM_000048900 886 NA TrEMBL U6J250
[cateninaB Echinococcus granulosus
(Bearp) | 1oM-000971100 546 NA | TYEMBL AOA0BBWYM1
Schmidtea mediterranea
notum | TsM_000930800 272 NA Swiss-Prot F8U830 _
Echinococcus multilocularis
TrEMBL A0A068Y 747
Echinococcus multilocularis
porcupine | TsM_000587900 450 NA Ittt
Hymenolepis diminuta
TrEMBL A0A564YTP8
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a Genes de referencia candidatos

b Genes de la via candnica de Wnt y otros genes de interés

argonaute-1
@ catening A
(187 pb)
F cataning B
(150 pb)

(194 pb)

groucho
(190 pb)

(158 po)}
tefAef1
(151 pb)

= e =

Figura 2: Productos de amplificacion.

B. Genes de referencia
Los genes pgkl y rpl13 fueron seleccionados como los genes de referencia para el calculo
de expresion relativa en cada una de las condiciones experimentales, al ser los mas estables
de acuerdo con el ranking global obtenido (Tabla 3, Figura 3). La Tabla 3 resume los
resultados de cada uno de los métodos empleados, asi como la media geométrica (MG) del
resultado de estos. Ademas, la Figura 2 (a, b, ¢, d y ) muestra los resultados obtenidos

mediante GeNorm, Normfinder, Delta Ct, BestKeeper y el ranking global, respectivamente.

Tabla 3: Ranking de genes de referencia considerando los 4 métodos de andlisis:

Gen GeNorm Normfinder Delta Ct BestKeeper MG

rpl13 1 2 2 3 1.86120972
pgkl 4 1 1 4 2

efla 3 3 3 2 2.71080601
mdh 2 4 4 6 3.72241944
gapdh2 9 8 8 1 4.89897949
mapk3 5 5 5 8 5.62341325
gapdhl 7 6 6 7 6.4807407
thp 6 7 7 10 7.36354309
cox1 8 9 9 5 7.54460058
ube? 10 10 10 9 9.74003746
bactin2 11 11 11 11 11
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Figura 3: Rankings de estabilidad de genes de referencia obtenidos con cuatro
meétodos. El ranking combinado resume los resultados mediante la media
geomeétrica de las posiciones obtenidas en los otros métodos.

C. Eficiencia de amplificacion de los genes.
La eficiencia (E) de amplificacion de todos los genes se encuentra en el rango de 1.92 a
2.1. Todos superaron el valor de minimo de 1.9 (Tabla 4). Asimismo, se presenta el ajuste
lineal (R?) de los Cq de cada punto de dilucién realizado para cada gen, con el logaritmo
de la dilucion correspondiente, y la pendiente (m) de la recta obtenida para el clculo de la
eficiencia (E). En el Anexo 10 se muestran los gréficos de tendencia lineal de cada uno de

los genes.

Tabla 4. Eficiencia de amplificacion para cada gen.
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Gen R? m E Gen R? m E Gen R? m E
pgkl 0.9986 -3.39 1.97 sfrp 0.9986 -3.42 1.96 tcf 0.9617 -3.50 1.93
rpl13 0.9992 -3.34 1.99 | sfl 1 -3.37 1.98 | groucho 0.999 -3.47 1.94
wntl 0.9997 -3.47 1.94 notum 0.814 -3.48 1.94 | Pecatd 0.9985 -3.41 1.96
wntlla 0.9997 -3.36 1.99 axin 0.9988 -3.40 1.97 | featB 0.9998 -3.07 2.10
wntllb 0.9997 -3.29 2.01 gsk3 0.9924 -3.41 1.96 h2b 0.995 -3.54 1.92
fzb 0.9926 -3.40 1.97 argo 0.9898 -3.31 2.00




D. Evaginacion comparativa entre cisticercos cultivados con y sin

AT.

La evaginacion del escolex de los cisticercos de Taenia solium fue mas rapida en la
condicion con AT comparada con la condicién sin AT (Figura 4). A las 24 h, el
62.5% (15 de 24) de los cisticercos con AT ya habia evaginado el escolex, mientras
que en ausencia de AT se observo que solo el 8.3% (2 de 24) de los cisticercos habia
evaginado el escolex. Esta diferencia se acentu6 con el tiempo, alcanzando el 100%
de evaginacion a las 120 h con AT, frente al 62.5% en la condicion sin AT (Tabla
5). En todos los puntos temporales analizados con la prueba de Fisher (Tabla 5), se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la condicion con AT y
sin AT con respecto a la evaginacion del escolex de los cisticercos (p<0.05,
FDR<0.05). Estos resultados reflejan que el &cido taurocolico (AT) mejora
significativamente la velocidad y proporcién de evaginacién del escélex in vitro en

comparacion con la condicion sin AT.

75

Porcantaje de avaginscion
\

oh 2h i4h 24n 32n 48n 72h 98k 1200

Tiempo de obsarvacion
Figura 4. Curva de evaginacion del escolex de cisticercos cultivados con y sin

AT.
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Tabla 5. Tiempo de evaginacion del escélex en cultivo con y sin AT.

Condicién | Oh 12h 14h 24h 32h 48h 72h 96h 120h
AT 0 5 10 15 17 17 21 22 24
(208%) | (41.7%) | (625%) | (70.8%) | (70.8%) | (87.5%) | (91.7%) | (100%)
) 8 14 15
Sin AT 0 0 0 2(8.3%) | 2(8.3%) (33.3%) 12 (50%) (583%) | (62.5%)
Prueba de 1.71E-
. - | 0.049645 | 0.0006 | 0.000179 0.019855 | 0.011361 | 0.017337 | 0.001559
Fisher (p) 05
FDR_BH - | 0049 | 00016 | 00007 | 00001 | 00227 | 00182 | 00227 | 0.0031
E. Fenotipo de los cisticercos en diferentes condiciones

experimentales

Los cisticercos sin escélex evaginado: recién extraidos (RE) del musculo de cerdo,

los recién llegados al laboratorio (RL), aquellos con 6 horas en el medio de cultivo

(6AT, 6ATD, 6AT10, 6AT40), aquellos en inminente evaginacion tras 24 horas de

cultivo (24AT, 24ATD, 24AT10, 24AT40); y los cisticercos con escélex recién

evaginado (EVAT, EVATD, EVAT10, EVAT40), no evidencian diferencias

morfolégicas identificables por inspeccion visual simple (Tabla 6). En aquellos

cisticercos con el escdlex evaginado, se midi6 la longitud del escolex,

encontrdndose que esta longitud no es significativamente diferente entre

condiciones (Tabla 7).
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Tabla 6. Fenotipo de los cisticercos que componen cada condicion
experimental.

Condicién

Muestras

RE

Recién
extraido

6AT

6 horas en
cultivo

6AT10

6 horas en
cultivo + 10
UM IWP-3

24AT

24 horas de
cultivo

24AT10

24 horas en
cultivo + 10
UM IWP-3

EVAT

Evaginacion
en cultivo

EVATI10

Evaginacion
en cultivo +
10 uM IWP-3

Condicion

Muestras

RL

Recién
llegado  al
laboratorio

6ATD

6 horas en
cultivo + 1%
DMSO

6AT40

6 horas en
cultivo + 40
UM IWP-3

24ATD

24 horas en
cultivo + 1%
DMSO

24AT40

24 horas en
cultivo + 40
UM IWP-3

EVATD

Evaginacion
en cultivo +
1% DMSO

17

EVAT40

Evaginacion
en cultivo +
40 uM IWP-3
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En aquellos cisticercos con el escélex evaginado (condiciones EVAT, EVATD,
EVAT10 y EVAT40), se midio la longitud del escélex, encontrandose que esta
longitud no es significativamente diferente entre condiciones (Tabla 7).
Fenotipicamente, el inhibidor de Porcupine (encargado de la palmitoilacion de las
proteinas Wnt) IWP-3, no tiene un efecto observable en la evaginacion del escélex

en ninguna de las concentraciones utilizadas (Tabla 6, Tabla 7).

Tabla 7. Longitud del escolex de los cisticercos evaginados en milimetros.

Condicion | M1 M2 M3 M4 M5 M6 Promedio Desviacion
estandar
EVAT 1.7 3.2 2.3 1.8 1.7 2.0 2.11666667 | 0.57763887
EVATD 34 2.2 2.1 19 24 1.6 2.26666667 | 0.61860057
EVAT10 2.7 2.6 2.0 15 1.6 1.8 2.03333333 | 0.50859283
EVAT40 2.8 2.6 2.5 3.4 1.6 2.1 2.5 0.61318839
Kruskal-Wallis, valor de p 0.4914

F. Expresion relativa de los genes asociados a la via candnica de
Whnt y genes h2b, argonaute-1, notum mediante gPCR.

Los graficos siguientes muestran la comparacion entre las diferentes condiciones
experimentales (RE, RL, 6AT, 24AT, EVAT, 6ATD, 24ATD, EVATD, 6AT10,
24AT10, EVATI10, 6AT40, 24AT40, EVAT40) para cada gen utilizando el método
de Pfaffl y la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis, y la prueba U de
Mann-Whitney. Cada grafico mostrara la presencia de uno o mas asteriscos entre
dos condiciones siempre que existan diferencias estadisticamente significativas en
la expresion relativa entre estas. Un asterisco (*) corresponde a un valor de p<0.05,

dos asteriscos (**) corresponden a un valor de p<0.01.
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1. Condiciones RE, RL, 6AT, 24AT, EVAT:
La Figura 5 presenta la expresion relativa de genes clave de la via Wnt/B-catenina,
incluyendo a notum, y de los marcadores celulares (h2b, argonaute) en distintas
condiciones de desarrollo del cisticerco de Taenia solium, organizadas
cronoldgicamente desde la extraccion del cisticerco del musculo de cerdo (RE)
hasta la evaginacion del escolex del cisticerco in vitro, en presencia de AT (EVAT).
Los paneles (aa hasta oc) se agrupan siguiendo el eje de activacion de la via Wnt
canonica dependiente de B-catenina, desde los ligandos (wntl, wntlla, wntllb)
hasta los elementos en el nlcleo celular (groucho, tct/lef, fcatA, fcatB), terminando
el gen asociado a proliferacion celular (h2b) y el marcador de células germinativas

o pluripotentes (argonaute), identificados en céstodos.

Se evidencia que wntl (Figura 5aa-ac) y wntlla (Figura 5ba-bc) incrementan su
expresion progresivamente, con maxima expresién en EVAT, lo que sugiere una
activacion de la sefializacion Wnt durante la maduracion o transicion hacia el estado
evaginado. En wntllb (Figura 5ca-cc) no se presentan diferencias significativas
entre condiciones. El gen del receptor de Wnt, fzb (Figura 5da-dc), mantiene su
expresion entre las condiciones, y los moduladores de Wnt, sfrp (Figura 5ea-ec) y
sfl (Figura 5fa-fc) muestran un aumento de expresion de RE hacia RL. Para ambos
genes la expresion decae de RL hacia 6AT. En sfl se mantienen niveles de expresion
similares a RE desde 6AT hasta la evaginacion del escolex, donde la expresion de
sfl es incluso menor (Figura 5fc). Para sfrp, la tendencia es a un aumento progresivo
de su expresion, desde 6AT aumenta su expresion hacia 24AT y continla

aumentando hasta la condicion con el escélex evaginado (EV) (Figura 5ec).

35



El gen axin, no muestra diferencias significativas o una tendencia a aumentar o
disminuir su expresion entre condiciones (Figura 5ga-gc). Este gen es un blanco de
la via Wnt/B-catenina; su expresion es inducida por la activacion de la via Wnt, y
su producto participa en la retroalimentacion negativa de la via para controlar la
activacion excesiva. La expresion constante de este gen a lo largo de las condiciones
experimentales sugiere que la activacion de la expresion de los genes como wntlla
no estd necesariamente asociada a una activacion de la via Wnt candnica en las
condiciones experimentales presentadas, wntlla podria activarse por vias
alternativas (como la via planar de polaridad celular o Wnt/Ca?*). Otra posibilidad
es que la activacién de la via candnica esté siendo modulada de forma post

transcripcional, sin generar cambios detectables en el ARN mensajero de axin.

La expresion del gen gsk3 (Figura 5ha-hc) aumenta progresivamente desde las
condiciones no cultivadas (RE, RL) hasta las condiciones en cultivo (6AT, 24AT,
EVAT), con diferencias significativas. Este patron no es coherente con la inhibicion
de la proteina GSKa3 tipica de la activacién de la via Wnt candnica, en la que GSK3
suele ser suprimida para permitir la acumulacion de B-catenina. Este resultado
sugiere un papel alternativo de GSK3 en Taenia solium, como en procesos de

remodelacion celular, proliferacion o diferenciacion durante la evaginacion.

La expresion de p-catenina A (Figura 5ia-4ic) y s-catenina B (Figura 5ha-hc) tienen
tendencias similares, con un aumento en su expresion, estadisticamente no
significativo, de RE a RL, una disminucion de RL a 6AT, estadisticamente
significativa en f-catenina A, y un aumento progresivo de 6AT hasta EV. El
aumento progresivo de la expresion de B-cateninas es coherente con el avance en el

desarrollo del cisticerco. ElI gen groucho (Figura Ska-kc) muestra un patron de
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expresion similar al de las B-cateninas entre condiciones: aumenta de RE a RL,
disminuye de RL a 6AT y aumenta de 6AT a 24AT y sigue aumentando de 24AT
a EVAT. Esto refleja posiblemente un papel regulador ajustado al estado

transicional de los tejidos.

El gen tcf tiene como producto a Tcf, que actla junto con B-catenina en la via Wnt
canonica para activar la transcripcion de genes diana implicados en proliferacion,
diferenciacion y autorrenovacion celular, y actta junto a Groucho para reprimir esta
via. EVAT muestra una expresion significativamente mas alta de tcf en
comparacion con las demas condiciones. En conjunto con la expresion de groucho,
esto sugiere una activacion regulada de la via Wnt canonica en esta condicion

(Figura 5la-Ic).

Notum es un inhibidor extracelular de la via Wnt candnica, que actla
despalmitoilando las proteinas Wnt, impidiéndoles activar sus receptores. Su
expresion (Figura 5ma-mc) no varia significativamente entre las diferentes
condiciones (RE, RL, 6AT, 24AT, EVAT), excepto entre 6AT y 24 AT. La
expresion de notum debe asumirse cuidadosamente, dado que la abundancia de
transcritos de notum fue la mas baja entre todos los genes, tanto que fue necesario
utilizar el triple de input de ADNc (15ng en lugar de 5 ng) para obtener lecturas de

cq consistentes (Cq <35).

El gen h2b muestra una expresion diferencial significativa, con mayor expresion de
6AT a 24AT y 6AT a EVAT (y de RE a RL, aunque no es estadisticamente
significativa), y menor de RL a 6AT (Figura 5na-nc). Esto sugiere diferencias en la

actividad proliferativa global entre las condiciones evaluadas. Para el gen
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argonaute (Figura 5o0a-oc), no se muestran diferencias estadisticamente
significativas en su expresion entre las condiciones, sin embargo, es mas elevada
en la condicion EVAT. Este aumento de su expresion hacia la condicién mas tardia
puede relacionarse a una activacion de pluripotencia celular en los cisticercos
evaginados, que podria estar relacionada con procesos de diferenciacion, que se

iniciarian en etapas avanzadas de la evaginacion para la formacion de proglétides.

Para todos los genes se ha incluido el analisis solo de RE y RL, y de las condiciones
6AT, 24AT y EVAT. Esto permitio identificar que entre los estados basales RE y
RL, que son fisiolégicamente relevantes debido al cambio del entorno del quiste,
hay un cambio estadisticamente significativo en la expresion de los genes wntl,
wntlla, sfrp, sfl, y tcf (Figura 5). La expresién de estos aumenta y luego retorna a
un nivel de expresion similar a RE al someterse al cultivo in vitro. Se observo una
tendencia similar, pero estadisticamente no significativa, para los genes fzb, axin,
gsk3, bcathA, bcathB, y groucho (Figura 5). Los genes wntllb y argonaute no

varian en su expresion con este cambio de entorno del cisticerco.
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Figura 5: Expresion relativa de genes relacionados con la via Wnt en
condiciones RE, RL, 6AT, 24AT, EVAT.

La columna de la izquierda compara la expresion de los genes en cada grupo experimental
respecto al grupo RE. En la columna del centro se muestra la expresion de los genes en las
condiciones no cultivadas in vitro, respecto a RE. En la columna de la derecha se muestran
las condiciones cultivadas in vitro, comparando la expresion de los genes respecto a 6AT.
2. Condiciones 6AT, 6ATD, 24AT, 24ATD, EVAT,

EVATD, EVAT10 y EVAT40: influencia del inhibidor

IWP-3 en la expresion relativa de los genes evaluados.

La mayoria de los genes no mostraron una diferencia significativa al comparar la
expresion relativa de la condicion ATD (0.1% AT + 1% DMSO) respecto a AT
(Figura 6). Algunas excepciones pueden identificarse, wntllb en 24AT vs 24ATD
(Figura 6¢b), fzb en 6AT vs 6ATD (Figura 6da), sfrp en 24AT vs 24ATD, gsk3 en
24AT vs 24ATD (Figura 6hb) y notum en 6AT vs 6ATD (Figura 6ma). Este
aparente efecto en la expresién de estos genes en las condiciones con DMSO es
pequefio, la mayor diferencia de Fold Change (FC) es menor a 0.6, observada en
notum (Figura 6 ma). Esta diferencia es probablemente debida al nimero muestral

(n=4 por condicion) pequefio, no reflejando un efecto biologico real.
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Figura 6: Expresion relativa de los cisticercos: influencia del DMSO e IWP-3.

La columna de la izquierda compara la expresién de los genes entre los grupos
experimentales que estuvieron 6 horas en cultivo in vitro. En la columna del centro se
muestra la expresion de genes en los grupos cultivados 24 horas in vitro. En la columna de
la derecha se compara la expresion de los grupos experimentales con excélex recién

evaginado en cultivo in vitro.

Fenotipicamente se observd que no hay diferencias entre las condiciones con el

inhibidor IWP-3 y aquellas sin el inhibidor (Tabla 6, Tabla 7). En la expresion de

los genes wntl (EVAT) (Figura 6ac), axin (EVAT) (Figura 6gc), argonaute

(EVAT) (Figura 60c) y sfl (24AT) (Figura 6fb), la concentracion mas alta del

inhibidor (40 puM) de forma estadisticamente significativa disminuye la expresion

de estos genes, y aumenta la expresion la expresion de groucho (24AT). Los

resultados mas interesantes son los de argonaute, wntl y groucho. Considerando la

funcién de las proteinas que traducen estos genes, es esperable que hacia los

momentos de desarrollo mas avanzados el efecto del inhibidor pueda hacerse
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notorio, dado que Wnt promueve la diferenciacion de células madre hacia el

extremo posterior en la estrobilacion.

El cisticerco, luego de evaginar el escolex ha de emprender un nuevo camino, la
elongacion y estrobilacion, que inevitablemente involucra la diferenciacion celular
(donde Argonaute, como regulador post-transcripcional de la expresion de genes
relacionados con la pluripotencia y la diferenciacion celular, debe tener
implicancia), la activacion de la via canénica de Wnt (donde Wntl es de los
primeros mensajeros en activar la via y Groucho, un correpresor transcripcional
clave, inhibidor de la via Wnt/p-catenina, al nivel de la transcripcion nuclear). Por
lo tanto, el efecto inhibitorio de IWP-3, sera mas evidente donde estos procesos se
estén preparando, en la elongacion y estrobilacion del cisticerco que ha evaginado
el escolex. El efecto del inhibidor se refleja entonces en inhibir la expresion de wntl
y argonaute, y expresandose mas el represor groucho.
G. Expresion diferencial de genes asociados a la via candnica de
wnt en el transcriptoma de Taenia solium.

La figura 7 muestra que, en efecto, el evidenciado bajo nivel de transcritos de notum
es consistente. Asimismo, lo es para los genes twist, snaill y nanos. Varias
interpretaciones acompafian a estos resultados. Es probable que notum no se
exprese porque ya no es necesario inhibir Wnt a traves de este, dado que ya se ha
activado la formacion de estructuras posteriores en las etapas embrionarias. Para
twist y snaill, vinculados a la transicion epitelial-mesenquimal en animales
bilaterales, pueden estar subutilizados en céstodos, o expresarse solo en momentos

especificos. ElI gen nanos, se asocia con lineas germinales o células madre, en
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céstodos podria estar restringido a nichos celulares muy limitados o en baja

abundancia.

Los heatmaps (mapas de calor) de la Figura 8 representan la expresion diferencial
de genes relacionados con la via Wnt en diferentes condiciones (CTRL o cisticercos
no cultivados, PRE_EV_AT o cisticercos mantenidos en cultivo por 12 horas,
EV_AT o cisticercos de evaginacion del escélex reciente, POST_EV_AT o
cisticercos con el escdlex evaginado mantenidos en cultivo hasta 120 horas). La
condicion CTRL es comparable a RL, EV_AT a 6AT y 24AT, y EV_AT es
comparable a EVAT. POST_AT_EV es un escenario que refleja los limites del
modelo in vitro, como puede observarse en el Anexo 11, donde las réplicas
bioldgicas de los cisticercos con 120 horas en cultivo no se agrupan adecuadamente

en el Anélisis de Componentes Principales.

4
.' tib ";i ||| ‘| hosk ||‘ Jui
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Figura 7. Log2(CPM+1) de los genes asociados a la via canonica de Wnt y
otros genes de interés.
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Figura 8. Mapas de calor de la expresion diferencial entre condiciones de
genes asociados a la via Wnt y otros genes de interés.

En a se observa la expresién diferencial de genes asociados a la via canonica de Wnt y
otros genes de interés entre un grupo de cisticercos no cultivados o condicion basal (ctrl) y
cisticercos no con escélex no evaginado con 6 horas en cultivo in vitro con 0.1% AT
(PRE_EV). En b entre PRE_EV y cisticercos con escolex recién evaginado (EV_AT). En
c entre entre EV_AT Yy cisticercos cisticercos con el escélex evaginado mantenidos en
cultivo hasta 120 horas (POST_EV_AT). En d entre ctrl y EV_AT. En e entre ctrl y

POST_EV. Finalmente, en f entre PRE_EV y POST_EV. Los mapas de calor muestran
la expresion diferencial de los genes, normalizada como valores z-score en un rango
de expresion que va desde -3 (azul, baja expresion del gen) hasta +3 (rojo, alta
expresion del gen). El color blanco indica una expresion media o sin cambio
(alrededor de 0). Se consideraron como limite minimo de las diferencias en el Fold

Change (FC) de los genes de 1.3 veces.

En el panel a (Figura 8a) se observan los cambios transcripcionales tempranos (ctrl

vs pre_ev). Comparado con la condicion basal (CTRL), se observa una represion
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inicial de varios genes efectores de la via Wnt, incluyendo wnt5, axin2, y snail2 en
pre_ev y la activacion de genes represores como gsk3. Este patrén sugiere un estado
de preparacion celular antes de la evaginacion del escolex, posiblemente orientado
a limitar la activacion basal de Wnt en anticipacion a un estimulo externo, el cambio

de entorno.

El panel b (PRE_EV vs EV, Figura 8b), muestra que, hacia la evaginacion del
escllex, hay un aumento en la expresion de genes asociados con proliferacion
temprana y transicion epitelio-mesenquimal (EMT), como snail2 y h2b. Estos
cambios sugieren que, a pesar de la represion general de la via Wnt por notum en
PRE_EV y por sfrp en EV, hay una activacién de los mecanismos de proliferacion.
El panel c, EV_AT vs POST_EV_AT, muestra una recuperacion de la expresion de
genes blanco de la via Wnt, como axin2. Genes como Ssfl, sfrp, y fzb también
muestran un incremento en su expresion. El gen egfr es otro blanco de la via
candnica de Wnt, y se observa que su expresién aumenta con el desarrollo del

cisticerco (Figura 8b, d, e, f).

El gen wntlla muestra expresion diferencial entre CTRL y POST_EV_AT (Figura
8e), lo que es consistente con los resultados de qPCR descritos anteriormente
(Figura 5ba-bc). La activacion de sfrp, gsk3, tcf, h2b hacia las condiciones mas
tardias también se ve representada (Figura 8, Figura 5e,h,l,n). Respecto a
argonaute, este mantiene su nivel de expresion hacia POST_EV_AT, no se descarta
gue en momentos de desarrollo mas avanzados a esta condicion su expresion
aumente, dado que tiene una expresién y namero de transcritos consistentes (Figura

50a-oc, Figura 7).
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VI. DISCUSIONES

La evaginacion del escélex del metacéstodo de Taenia solium es crucial para el
anclaje en el intestino humano, donde el parasito se desarrolla hacia el estadio
adulto, con la consiguiente maduracion sexual y generacion de huevecillos que se
liberan al ambiente. EI modelo generado de evaginacion inducida in vitro es atil
para estudiar este paso, siendo, ademas, el efecto del acido taurocolico perceptible

en la induccién de la evaginacion del escolex (Figura 4, Tabla 5, Anexo 11).

La estandarizacion de cultivos, el tratamiento farmacoldgico, la recoleccion de
estadios definidos, la determinacion de los genes de referencia idéneos para los
ensayos de expresion relativa, la bdsqueda de secuencias homoélogas en Taenia
solium y el disefio de primers para gPCR desarrollados en el presente trabajo
contribuye a reducir la variabilidad bioldgica y mejorar la precision de los analisis
transcriptomicos y funcionales en el estudio del desarrollo de Taenia solium. Este
trabajo muestra que las fases PRE y EV, momentos antes y después de la
evaginacion del escolex constituyen dos morfologias con identidad clara y

caracteristicas valiosas para estudios de desarrollo.

Los resultados obtenidos en esta tesis aportan los primeros registros en la expresion
de los elementos de la via de sefializacién Wnt candnica en Taenia solium, antes y
después de la evaginacion del escolex. Esta informacion es de importancia para
entender el desarrollo de este parésito. El objetivo principal de esta tesis fue
investigar el posible rol de la via de sefializacion Wnt en la evaginacion del escolex
del cisticerco, enfatizando en los elementos asociados con la especificacion del eje

anteroposterior (AP).
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A. Los genes que definen el eje anteroposterior muestran expresion

diferencial relativa

Los patrones de expresion de los elementos asociados al polo anterior (sfrp, sfl) o
al polo posterior (wntl, wntlla, fzb), asociacion que se ha extrapolado de otros
céstodos, sugieren que estan implicados en la progresion del desarrollo del
cisticerco. Los genes wntl, wntlla y sfrp muestran una mayor expresion relativa
en cisticercos con escolex recien evaginado (EV), en comparacion con aquellos
cuyo escolex aun no ha evaginado (6AT, 24AT) (Figura 5ac, 5bc, 5ec). Los genes
fzb y sfl aumentan su expresidn hacia estadios mas tardios, como puede evidenciarse
en los mapas de calor del analisis del transcriptoma de Taenia solium (Figura 8C,

EV_AT vs POST_AT).

La expresion de wntlla define uno de los principales hallazgos en Hymenolepis
microstoma, donde esta delimitada al polo posterior de desarrollo del cisticercoide
y delimita una region altamente proliferativa en el cuello del cisticercoide
exquistado antes de que se formen los segmentos del estrobilo (Jarero, 2018; Jarero
et al., 2024). Wntl1a es el efector mas probable de la estrobilacion, sobreexpresado
en la zona transitoria a la formacién de progl6tides. Es altamente probable que en
Taenia solium el aumento progresivo de la expresion de wntlla hacia los estadios
mas tardios (Figura 5bc, Figura 8e), refleje este mismo comportamiento, marcando

la zona posterior de cisticerco en la que se iniciara la produccion de las proglotides.

La expresion de wntl aumenta en los cisticercos evaginados al evaluarlos mediante
gPCR. Sin embargo, el analisis en el transcriptoma de Taenia solium muestra un

resultado contrario, una menor expresion de este gen segun se avanza en el
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desarrollo del cisticerco. La expresion de wntl en Hymenolepis microstoma
colocaliza con la expresion del inhibidor sfl en la zona transitoria, expresandose
wntl hacia el lado posterior, restringido a las proglétides tempranas, y sfl hacia el
lado anterior. En la transicién de estadio larval a adulto, wntl se expresa en
momentos tempranos, disminuye su expresion con la maduracion de la larva, y

reaparece en la formacion de los estrobilos (Jarero 2018; Jarero et al., 2024).

Relacionando la expresion de wntl, wntlla, wntllb con los hallazgos en planarias,
se ha observado que wntl se expresa en una hilera de células discretas ubicadas
exclusivamente en la linea media dorsal posterior, mientras que wntlla y wntllb
presentan una expresion mas amplia en la region de la cola (Petersen et al, 2008;
Adell et al., 2009; Gurley et al., 2010; Almuedo et al., 2012). Tras una amputacion,
la activacion diferencial de la seial Wnt/f3-catenina determina la identidad anterior
y posterior. Inicialmente, tanto wntl como notum (inhibidor de Wnt) se expresan
en todas las lesiones, pero después se restringen hacia la parte posterior o anterior,

respectivamente (Almuedo et al., 2012; Pascual-Carreras et al., 2023).

En Hymenolepis la expresion de wntl1lb estd més asociada al eje posterior de los
segmentos del adulto (Jarero et al.,2024). En modelos de desarrollo de céstodos,
como Hymenolepis diminuta e Hymenolepis microstoma, las sefiales de
especificacion del eje anteroposterior diferencialmente regulan la regeneracion y
maduracion de estos organismos. Por ejemplo, S-catenina A es necesaria para el
mantenimiento de las células germinativas, proliferacion y formacion de
proglétides, sfrp es necesario para el mantenimiento de la region germinativa del
cuello, wntlla en el mantenimiento de la zona de transicion (Jarero et al., 2024;

Nanista et al., 2025). En Echinococcus multilocularis, el desarrollo de células
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primarias parece estar sesgado hacia destinos celulares posteriorizados bajo la

influencia de células que expresan wntl y wntllb (Herz et al., 2024)

Los transcritos de wntl en Taenia solium van disminuyendo segln progresa el
desarrollo del cisticerco, y los transcritos de wnt11b son menos en comparacion con
wntlla (Figura 7). Estas diferencias en las poblaciones de transcritos tienen sentido
en vista de que wntllb estaria mas involucrado en la maduracion de los estrobilos
que en la evaginacion del escélex, manteniéndose su expresion constante antes y
después del evento de evaginacion (Figura 5ca-cc). En el caso de wntl, la tendencia
a disminuir la poblacion de transcritos sugiere que su rol principal estd en la
maduracion de la larva (Figura 5aa-ac) y mas adelante en la formacion de zona de
transicion para la formacion de las proglotides. Estos patrones de expresion
observados en Hymenolepis, Echinococcus multilocularis y planarias,
probablemente sean reproducibles en Taenia solium (Jarero et al., 2024; Herz et al.,

2024; Nanista et al., 2025).

B. Los ensayos de inhibicion no resultaron concluyentes

Los experimentos utilizando el inhibidor de Wnts (IWP-3) no evidenciaron cambios
morfolégicos (Tabla 6, Tabla 7). En cambio, en larvas de Hymenolepis microstoma
(Jarero, 2018), la disrupcion de la sefializacion Wnt produjo leves alteraciones
morfolégicas evidenciables y un retraso en el proceso de desarrollo. Sin embargo,
Jarero enfatiza que es necesario confirmar estos hallazgos mediante, por ejemplo,
gPCR de genes blanco de Wnt, como axin. Sin el inhibidor, la expresion de axin es
constante antes y después de la evaginacion (Figura 6 ga-gc). El andlisis del
transcriptoma de Taenia solium muestra que su expresion aumenta en estadios mas

avanzados (Figura 7C, EV_AT vs POST_AT). Con 40 uM de IWP-3 (Figura 6 gc),

52



la concentracion mas alta, la expresion de axin es significativamente menor que sin
el inhibidor, aunque solo en los cisticercos con escolex evaginado. En general, el
efecto de IWP-3 es discernible solo en los siguientes casos: a las 24 horas, en
cisticercos con escélex no evaginado, en la disminucion de la expresion de sfl
(Figura 6 fb) y el incremento de la expresion de groucho (Figura 6 kb); en
cisticercos con el escolex recién evaginado, en la disminucion de wntl (Figura 6

ac), axin (Figura 6 gc), y argonaute (Figura 6 oc).

Considerando que IWP-3 actla impidiendo la secrecién de proteinas Wnt, se
esperaba un efecto negativo en el establecimiento del polo posterior en los
cisticercos de Taenia solium, y que esto se evidenciara en una inhibicion de la
evaginacion del escélex, por ejemplo. Sin embargo, es en individuos con escolex
ya evaginado donde recién se evidencia, a nivel de la expresion de axin, un efecto
atribuible a IWP-3. Esto sugiere la posibilidad de que la concentracién de IWP-3
fuera insuficiente para tener efecto antes de la evaginacion, o que el método de
sumergir a los cisticercos completos (con vesicula) en el medio con el inhibidor no
fuera suficiente para alcanzar las células mas internas, alcanzandolas solo al
evaginar el escolex, enmascarando el efecto. Estrategias como microinyeccion

directa al tejido més interno del cisticerco podrian mostrar mejores resultados.

Se identific6 un gen homodlogo de porcupine en Taenia solium (Anexo 8,
porcupine), TsM_000587900. En S. mediterranea la inhibicion de porcupine
mediante RNAI, tuvo efectos similares al knock down con RNAI de smed-wnt-1 o
wntll-2 con la cola amputada: en los tres casos se formd una nueva cabeza,
enreemplazando de la cola amputada (Adell et al., 2009; Cleland et al, 2025). Una

comprobacion del efecto de la inhibicion de IWP-3, ademas de la verificacion por
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gPCR de la expresion de axin (Jarero, 2018) realizada, seria evaluar la expresion de
porcupine, idoneamente su actividad acetil transferasa como proteina. Evidenciar
la interferencia en la formacion del complejo de destruccidn a partir del marcaje in
situ de B-cateninas también serviria para corroborar el efecto del inhibidor (Stamos

et al., 2013; Montagne et al., 2019).

Con estas consideraciones, puede establecerse que, a partir de la evaginacion del
escolex, pueden evidenciarse diferencias moleculares debido al tratamiento con
IWP-3 en condiciones mas avanzadas de desarrollo, y posiblemente en estadios
como POST_EV_AT, se evidenciarian diferencias fenotipicas ademas de
alteraciones moleculares. Es evidente la necesidad de desarrollar herramientas
como el ARN de interferencia (RNAI) adecuadas a Taenia solium. Los inhibidores
quimicos como IWP-3 y DAPT tienen un efecto mas general, mientras que RNAI
actla de manera especifica sobre genes concretos. En Hymenolepis diminuta e
Hymenolepis microstoma se ha desarrollado el método de RNAIi (Pouchkina-
Stantcheva et al., 2013; Nanista et al., 2025), pero la morfologia de T. solium es

diferente y este desarrollo requerird abundancia de material para ensayo y error.

C. El crosstalk entre vias de sefializacion regula la via Wnt.

Es importante recordar que Wnt no es la Unica via de sefializacion que podria
intervenir en la evaginacion del escolex; la especificacion de los polos anterior y
posterior de desarrollo para lograr la evaginacion puede regularse por el crosstalk
con otras vias, como Notch, y Hedgehog. El crosstalk entre Wnt y Notch es
importante para la diferenciacion de células; Notch puede, por ejemplo, limitar la

actividad transcripcional de B-catenina (Acar et al., 2021). En planarias, la via
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Hedgehog puede modular la especificacion posterior regulando la expresion de
wntl, en una cascada de activacion de B-catenina B y Wntl11b iniciada por wntl

(Yazawa et al., 2009).

No solo Wnt interviene en evaginacion del escélex; Wnt, Notch, Hh, TGFb son
conocidos por definir polaridad para proliferacion en el desarrollo animal, y tienen
crosstalk (Baloghova et al., 2019; Chatterjee et al., 2019). En céstodos hay poca
informacion de este crosstalk, en Echinococcus multilocularis se han identificado
elementos principales de la via Notch expresados exclusivamente en células
postmitoticas (Speicher et al., 2024). En la tesis doctoral de F. Jarero, la mayoria
de los componentes de sefializacion Notch se expresan en el estadio adulto,
asociado con la neurogénesis, pero no fue posible determinar si participa en el

establecimiento de la polaridad.

En la tesis de maestria de J. Blume, notchl y hes2 se expresan mas después de la
evaginacion del escolex, en estadios mas tardios. La aplicacion de un inhibidor de
Notch, DAPT, restringi6 la evaginacion del escolex de un grupo de cisticercos de
Taenia solium, y aument6 la expresion de los genes de la via Notch, deltal y hes2,
un resultado opuesto a lo esperado, sugiriendo la accion compensatoria de otras vias
como Wnt y TGFp. Por otro lado, un tratamiento con DAPT, impidi6 la
segmentacion del anélido Helobdella robusta (Rivera et al., 2009). En Hydra,
DAPT impide la regeneracion de la cabeza, a través de la incapacidad de Wnt de
especificar el polo anterior (Mander et al., 2013), reforzando la idea de la regulacion

cruzada de Wnt por la via Notch.
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D. La proliferacion celular y el mantenimiento de las células germinativas

deben estar activas para el desarrollo del cisticerco.

La caracterizacion de neoblastos en los platelmintos de vida libre, especialmente en
las planarias, es motivo de multiples estudios. Se ha demostrado que los neoblastos
de las planarias son pluripotentes y resultan esenciales para la regeneracion de estos
organismos. En céstodos, existen poblaciones de células madre indiferenciadas
similares a neoblastos que se denominan células germinativas. Es en la region del
cuello de los céstodos segmentados donde se localizan las células germinativas
proliferativas, cerca de la capa muscular interna, y se ha demostrado que son el
unico tipo celular que se divide activamente (Newmark et al., 2000; Koziol et al.,

2010; Wagner et al., 2011; Koziol et al., 2016; Rozario et al., 2019).

Respecto a la expresién de argonaute. Este gen pertenece a una subfamilia de la
familia de genes homologos a piwi, que se ha observado en los neoblastos tanto de
Dugesia japonica como de Schmidtea mediterranea (Shibata et al., 2016). Aunque
los céstodos han perdido los genes piwi, el genoma de E. multilocularis si codifica
otras proteinas Argonauta. Entre estas proteinas, la expresion del ortélogo em-ago2
colocaliza fuertemente con los patrones de incorporacién de EdU en las células
germinativas de la ldmina germinal; el gen se mantiene expresado en la progresién
hacia la maduracion del protoescolex (Koziol et al., 2014; Herz et al., 2024). Esta
copia de argonaute parece haber surgido después de la divergencia entre
Hymenolepis y el clado que agrupa a Echinococcus y Taenia (Tsai et al., 2013). La
identidad de em-ago2 en Taenia solium se ha confirmado (Anexo 8, Argonaute)
con una homologia de 95% entre la secuencia identificada en Taenia solium y

Echinococcus multilocularis.
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La expresion del gen argonaute en Taenia solium se mantiene constante antes y
después de la evaginacion del escélex (Figura 5 oa-oc), incluso después de la
evaginacion (no se muestra en los mapas de calor de genes diferencialmente
expresados, Figura 8). La cantidad de transcritos identificados en el transcriptoma
de T. solium en las diferentes condiciones (CTRL, PRE_EV_AT, EV_AT,
POST_EV_AT) se muestran en niveles similares a wntlla (Figura 7). Esto sugiere
una expresion que se mantiene a lo largo del desarrollo del cisticerco, y, por lo tanto,
el mantenimiento de una poblacion de células germinativas durante el desarrollo
(Costéabile et al., 2024; Rios-Valencia et al., 2024; Herz et al., 2024). Se sugiere
detectar transcritos de argonaute, mediante Hibridacion in situ de montaje completo
(WMISH, por sus siglas en inglés), colocalizados con las células germinativas

marcadas con BrdU o EdU en el cuello del cisticerco de T. solium.

En parésitos con el escllex evaginado, se observa una disminucion significativa de
la expresion de argonaute en la condicion con la mayor concentracion, 40 uM, del
inhibidor IWP-3, con respecto a la condicién sin el inhibidor (Figura 6 oc). De
manera similar a lo interpretado con axin, esto sugiere que la concentracion de IWP-
3 fue insuficiente para tener efecto antes de la evaginacion del escélex, o que el
método de sumersion de los cisticercos en el medio con el inhibidor no es
suficientemente adecuado. Sin embargo, considerando el rol de las vias de
sefializacion Wnt en el control de la especificacion de linajes embrionarios y la
regulacién de la pluripotencia en células madre (Sokol, 2011; Zhang et al., 2014;
Koziol et al., 2016; Herz et al., 2024) es coherente que una evidencia del efecto de
la inhibicion de la via candnica de Wnt pueda ser la disminucion de la expresion de

argonaute.
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E. Represores de la via candnica de Wnt Groucho, Tcf y GSK3 tienen una

expresion activa en el desarrollo del cisticerco

Groucho y Tcf tienen un rol regulador de la via Wnt candnica; en ausencia de -
catenina nuclear, Tcf actGa como represor de la transcripcion al unirse a la proteina
Groucho. Cuando la B-catenina no esta asociada a cadherinas, forma un complejo
con Axin, en ese estado, es fosforilada de manera constante por la quinasa GSK3
para ser degradada mediante ubiquitinacion. Cuando la via Wnt esta activa por la
unién de un ligando Wnt, la accion de GSK-3 se inhibe, la B-catenina se desfosforila
y se estabiliza, permitiendo que se acumule en el citoplasma y se transloque al
nucleo, donde desplaza a Groucho, se une a Tcf, y estimula la expresion de genes
blanco de la via (Zhang et al., 2014). GSK-3 actla como un nodo, integrando
sefiales de multiples vias, incluidas PI3K/Akt, Wnt, Notch y Hedgehog. Aunque no
regula directamente la expresion de los elementos de la via Wnt, su actividad puede
ser modulada por estas vias, lo cual afecta indirectamente la activacion o represion

de Wnt candnica (Kaidanovich-Beilin et al., 2011; Montagne et al., 2019).

La expresion de tcf y groucho aumenta con la evaginacion (Figura 5 ke, 5 Ic), asi
como los niveles de g-catenina A y S-catenina B (no estadisticamente significativo
en S-catenina B). Gsk3 aumenta su expresion segun el progreso del desarrollo del
cisticerco, y wntlla también aumenta progresivamente su expresion. El patron de
expresion de tcf, groucho, wntlla, gsk3 y axin sugieren que la via Wnt candnica es
activada de forma regulada. El aumento de la expresion de axin hacia
POST_AT _EV (Figura 8 c,f), que es un gen blanco de la via Wnt y regulador

negativo de la via Whnt, sugiere esta activacion regulada, asi como el aumento
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progresivo de gsk3 para controlar la acumulacion excesiva de -cateninas (Qian et

al., 2011; Zhang et al., 2014).

F. La expresion de h2b es mayor antes de la evaginacion del escolex del

cisticerco.

El gen h2b es un marcador de proliferacion de células conservado en ciclo celular,
incluyendo a platelmintos de vida libre y parésitos (Collins et al., 2013; Solana et
al., 2012). En el desarrollo del cisticerco, h2b se expresa més antes de la
evaginacion (Figura 5nc), disminuyendo en el cisticerco recién evaginado a niveles
similares a la condicion 6AT. En la tesis de licenciatura de Valeria Villar también
se observé mayor expresion de h2b, y por tanto mayor actividad proliferativa, en
cisticercos que aun no habian evagindo el escolex (Villar, 2024). En la forma adulta
de Hymenolepis diminuta, se identifico mediante WMISH la mayor expresion de
h2b desde el extremo del cuello cercano a la base del escolex, hacia la region mas
posterior. Si comparamos esta expresion con la de un cisticerco evaginado
mantenido en cultivo por 120 horas (POST_AT_EV), sin estrobilacion, el patrén
de expresion es similar, con una mayor acumulacién de transcritos en la base del

escolex (Anexo 12, resultados preliminares no publicados).

G. Efecto del transporte en la expresion de los genes

En esta tesis se ha incluido una condicion no considerada en otros estudios que
utilizaron este modelo, como el del transcriptoma; la condicion del cisticerco recién
extraido del musculo (RE). Se observa que en esta condicion la expresion de
muchos genes es significativamente inferior que en cisticercos que recién llegan al

laboratorio (RL), es decir, que la expresién de ciertos genes aumenta en el
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transcurso del transporte al laboratorio (Figura 5. RE vs RL). Luego, esta expresion
disminuye (6AT) retornando a niveles similares a los iniciales (RE). Los cisticercos
viajan en un medio carente de nutrientes (solucién salina tamponada con fosfato
(PBS; 0.1 M, pH 7.4) suplementada con dilucion 1X de antibiotico-antimicético

Gibco™ (100X)), por 16-20 horas.

Es poco probable que la respuesta observada en este cambio de ambiente (de
musculo a PBS) sea una respuesta a la falta de nutrientes; mas bien, parece una
reaccion preparatoria para la evaginacion del escolex. Los céstodos obtienen la
mayor parte de su energia a partir del catabolismo de la glucosa y, ademas,
almacenan grandes cantidades de este azucar en forma de glucdgeno. Céstodos
como Otobothrium insigne o Hymenolepis diminuta tienen una gran reserva de
carbohidratos en su vesicula y tegumento, donde incluso se hipotetiza que, ademas
de servir como reservorio de glucosa y glucdgeno, la vesicula facilitaria la difusion
de glucosa hacia el escélex invaginado, al crear un fuerte gradiente de difusién con
el fluido que rodea al escélex (Hildreth et al., 1988; Smyth et al., 1989). Al
favorecer la absorcion eficiente de glucosa por parte del escélex invaginado, se
favorecerian maultiples procesos metabolicos y celulares, como la produccién de
ATP y proliferacion celular (Slais, 1966; Hildreth et al., 1988). Al momento de
transferir al cisticerco a un medio rico en glucosa, el gradiente se disiparia, asi como
la expresion de los genes inicialmente incrementada. Evidentemente, es necesario

probar esto de forma experimental.

60



H. Se consolidan protocolos para estudiar el desarrollo de T. solium desde

la activacion in vitro.

La principal limitacion para el estudio molecular de Taenia solium es su ciclo de
vida complejo y el hecho de que la activacion del cisticerco y su desarrollo hacia
organismo adulto ocurran en el hospedero humano. Ademas, obtener los cisticercos
para cultivo requiere de una logistica que incluye ubicar cerdos infectados, extraer
cisticercos en condiciones axénicas y trasladarlos oportunamente y en condiciones
que afecten al minimo su viabilidad y desarrollo. Protocolos estandarizados para el
mantenimiento en cultivo, conservacion posterior, extraccion de material nucleico,
fijacion del parasito para técnicas como WMISH, y técnicas moleculares, como
gPCR en este caso, permiten que los resultados de expresion sean confiables y
superen la variabilidad entre cisticercos individuales. Esta variabilidad se ha
compensado en las fases que llamamos PRE (RE, RL, 6AT, 24AT) y EV, que
corresponden a cisticercos antes y después de la evaginacion. Sin embargo, adn es
necesario encontrar una forma mas efectiva y eficiente para lograr describir el

desarrollo en fases previas y posteriores.
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VII. LIMITACIONES Y RECOMENDACIONES PARA TRABAJO
FUTURO
De acuerdo con lo evidenciado en los modelos de planarias, y céstodos como
Hymenolepis y Echinococcus, los genes de la via candnica de Wnt de nuestro mayor
interés (wntl, wntll, fzb, sfrp, sfl) se expresan espacialmente en el polo anterior o
polo posterior del cisticerco. Ademas de los datos de qPCR se requiere observar el
lugar anatdmico de expresion de los transcritos de en las distintas fases de desarrollo
de Taenia solium. La aplicacion de técnicas como WMISH para observar esta
expresion en el cisticerco entero esta aun en desarrollo, observando los primeros

resultados en el Anexo 12 con la expresion de h2b.

Una subsiguiente limitacion es el establecimiento del sistema para la produccién de
las sondas para inmunohistoquimica fluorescente (ISH); el disefio de primers para
lograrlo requiere agregar las secuencias de promotores especificos (por ejemplo, T7
y SP6) a los primers para producir las sondas complementarias Yy
anticomplemtentarias (sense y antisense) de los transcritos de interés. Esto afecta a
la especificidad de los primers, por lo que es necesario tener varios disefios
alternativos. Para tefiir los cisticercos, se requiere permeabilizar el tequmento del
parasito. Esto se ha logrado en los cisticercos con escolex evaginado (Anexo 12),
pero aun es un desafio en los cisticercos con escolex invaginado, ya que las
estructuras dentro de la vesicula deben ser reconocibles, en orientacion y

morfologia.

Estudiar la inhibicion de alguna de las vias de sefializacion, o incluso uno de los
elementos de estas vias, requiere de inhibidores especificos, lo cual es factible

mediante ARN de interferencia, como se ha logrado en planarias, Hymenolepis,
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Schistosoma, etc. En Taenia solium el desarrollo de esta técnica no se encuentra
aun ni en proceso de estandarizacion. Las técnicas de WMISH y ARN de
interferencia son los proximos objetivos metodoldgicos en el estudio molecular de

Taenia solium en nuestro grupo de investigacion.

VIIl.  CONCLUSIONES
El modelo in vitro de evaginacion del escolex de Taenia solium es funcional y
reproducible, y permite estudiar procesos moleculares implicados en esta etapa
clave del desarrollo del parasito. La sensibilidad del cisticerco al acido taurocoélico
confirma su utilidad como herramienta experimental para analizar vias de
sefializacion en distintos momentos del desarrollo, emulando las caracteristicas del

entorno intestinal.

Los genes wntl, wntlla y sfrp muestran un patrén de expresién diferencial, con
mayor expresion en cisticercos recientemente evaginados. La expresion diferencial
de wntlla y sfrp antes de la evaginacion y después de la evaginacion del escélex
es una primera evidencia de que un eje anteroposterior definido en el cisticerco es

un requisito para evaginar el escolex.

El marcador de proliferacion h2b muestra una expresion aumentada después de la
evaginacion y hacia estadios mas tardios. Esta observacion es coherente con

patrones conservados en otros platelmintos.

La inhibicion de la via Wnt mediante IWP-3 no provocd cambios fenotipicos
evidentes antes de la evaginacién, pero si redujo significativamente la expresion de

genes como axin y argonaute tras la evaginacion, lo que sugiere que el efecto del
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inhibidor es progresivo. Esto podria deberse a una limitacién en la concentracion o

al método de administracion del inhibidor.

Los genes reguladores de la via candnica, como tcf, groucho, axin y gsk3, aumentan
progresivamente su expresion conforme avanza el desarrollo, respaldando un
modelo de activacion regulada de la via Wnt, necesaria para controlar los niveles

de B-catenina y la progresion morfogenética del parasito.

La expresion estable del gen argonaute durante el desarrollo, incluso tras la
evaginacion, sugiere su rol en el mantenimiento de la poblacion de células
germinativas. La disminucion de su expresion con el inhibidor IWP-3 refuerza la
conexidn entre la via Wnt y el control de pluripotencia o proliferacion en células

madre parasitarias.

Se identifico una condicion experimental critica no reportada en estudios previos:
el efecto del transporte del cisticerco desde su extraccion del masculo de cerdo al
cultivo. La transcripcién de varios genes aumenta durante este proceso, lo que
podria reflejar una respuesta anticipatoria a la evaginacién mas que una simple

respuesta al estrés por nutrientes.

Limitaciones metodoldgicas como la imposibilidad de validar espacialmente la
expresion génica por qPCR, la baja eficiencia de penetracion de inhibidores, y la
ausencia de herramientas como RNAi o WMISH plenamente estandarizadas en
Taenia solium, impiden interpretaciones mas concluyentes sobre la funcién de
genes especificos. El desarrollo de técnicas como RNA de interferencia (RNAI) e

hibridacion in situ de montaje completo (WMISH) permitird avanzar en la
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validacion espacial y funcional de los genes implicados en el desarrollo y

diferenciacion del parasito.
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Anexo 1: Via canonica de Wnt dependiente de f-catenina. Imagen adaptada de
Whnt/p-catenin signaling. Cell Signaling Technology. Disponible en:

https://www.cellsignal.com/pathways/wnt-beta-catenin-signaling-pathway.
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La via canonica de Wnt/B-catenina regula la pluripotencia de las células madre y la
diferenciacion celular durante el desarrollo. El ligando Wnt es una glicoproteina secretada
que se une a los receptores Frizzled, lo que lleva a la formacion de un complejo de superficie
celular mas grande con LRP5/6. Los Frizzleds estan ubiquitinados por ZNRF3 y RNF43,
cuya actividad es inhibida por la unién de R-espondina a LGR5/6. De esta manera, las R-
espondinas aumentan la sensibilidad de las células al ligando Wnt. La activacion del
complejo del receptor Wnt desencadena el desplazamiento de la quinasa multifuncional
GSK-3B de un complejo regulador APC/Axin/GSK-3. En ausencia de sefial Wnt, la -
catenina, una proteina adaptadora integral de adhesion celular de E-cadherina y co-regulador
transcripcional, es sustrato de la fosforilacion coordinada por CK1 y el complejo



APC/Axin/GSK-3p que conduce a su ubiquitinacion y degradacion proteasomal a través de
la via B-TrCP/Skp.

Anexo 2: Patrones de expresion génica en platelmintos: adultos de la planaria
Schmidtea mediterranea, cisticercoide de H. microstoma y protoescolex de E.
multilocularis. Las regiones de expresion se muestran con diferentes colores y, en
algunos casos, se agruparon varios genes con dominios de expresion ligeramente

diferentes. Figura tomada de Koziol et al., 2016.

)

S. mediterranea H. microstoma E. multilocularis
smed-sfrp— 1 hm-sfrp em-sfrp
smed-six3 em-six3/6
smed-wnt5 hm-wnt5 em-wnt5
smed-wnt11.1/wnt11.2 hm-wnt11A em-wnt11A
smed-fz4 hm-fz4 em-fz4

smed-abdBa
ned-wnt1 hm-wnt1

em-post2A



Anexo 3: Patrones de expresion de los elementos de la via Wnt en planaria.
Figura tomada y adaptada de Almuedo et al., 2012.
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Anexo 4: Gel de agarosa al 1.5%, lejia Clorox® al 1%. Integridad de ARN de las

muestras.
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- 48kb
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1 2 3 4 5 & 1 2 3 4 5 6 1 2 3 - 5
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RE: Recin extraiddos; RL: Recién Liegados. 6ATD: 6 horas + 0.1%AT + 1% DMSO; 6AT: 6 horas + 0.1%AT. SATIX 6 hoess + 0.1%AT = 10 pM [WP-3;
6 hotas + 0.1%AT + 40 pM TWP-3; 24ATD: 24 horas + 0. 1%AT + 19% DMSO; 24AT: 24 horas + 0.1%AT: 24ATIO 24 horas = 0. 1%AT + 10 uM TWP-3;
24AT40: 24 bomas < 0.1%AT + 40 uM IWP-3: EVATIX EV < 0.1%AT + 1% DMSO; EVAT: EV+ 0.1%AT; EVATIO: EV + 0.1%AT + 10 uM IWP-3;
EVAT40: EV + 0.1%AT + 40 pM IWP-3; M: Marcador (Muyal er al, 2009)



Anexo 5: Cuantificacién de ARN total de las muestras.
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0.1%, 1% | 6ATD4 | 55.7 | 202|171 0.1%.40 | 24AT404 309 | 213 191
WP-
DMS0 6ATDs | 381 | 201 152 “MIWP3 MoaTa05 357 | 218 259
6ATD6 | 45.7 | 2.03 | 1.70 24AT40-6 217 | 2.14 055
6AT1 438 | 195|139 EVATD1 422 | 199 182
6AT2 63.5 | 200 1.54 __. EVATD2 501 |207 181
6h d EV horas de
oras de | gAT3 30.4 | 191|132 cultivo AT | EVATD3 594 | 214 198
cultivo, AT or 10
0.1% 6AT4 | 456 |198| 145 0.1%1% | EVATD4 448 |210 212
6ATS | 205 |180| 114 DMSO EVATD5 407 | 210 195
6AT6 555 | 2.04| 154 EVATD6 27 |211 221
6AT10-1 | 53.9 |2.04 | 1.67 EVATI 563 | 212 089
6 horas de | SAT10-2 | 39.7 | 2.03 | 158 I EVAT2 417 | 207 176
cultivo, AT | 6AT10-3 | 34.2 | 1.96 | 1.53 cumf;a;.; EVAT3 327 | 202 222
01%.10 | 6aT10-4 | 42.1 206|184 (1o EVAT4 392 | 217 223
uM IWP-3 -
6AT10-5 | 36.2 |2.05]| 1.79 EVATS 196 | 202 197
6AT10-6 | 48.2 |2.01] 1.59 EVAT6 441 | 208 094
6AT40-1 | 21.6 | 202 | 1.51 EVATI10-1 458 | 206 125
6horas de | 6AT40-2 | 45 208|182 pyy o 4 | EVATIO2 446 | 202 178
cultivo, AT | 6AT40-3 | 56.6 | 208|200 cultivo, AT | EVATI03 391 | 201 207
01%.40 | gaT404 | 57.1 | 206|186 01%.10 | EyaTios 444 | 204 1095
uM IWP-3 uM IWP-3
6AT40-5 | 485 |2.10| 1.94 EVATI0-5 513 | 208 197
6AT40-6 | 553 |203| 172 EVATI0-6 414 | 211 272
24ATD1 | 353 [ 206 1.13 EVAT40-1 585 | 209 194
4 45 5 TATAO- 45
24 horas de | 2¥ATD2 | 458 | 215|260 . . |EVAT40-2 456 | 206 186
cultivo, AT | 24ATD3 | 368 | 211|252 cuitivo, AT | EVAT40-3 54 | 211 224
0.1%, 1% | 24ATD4 | 429 [217| 259 0.1%.40 | EVAT404 476 | 208 195
DMSO  I"4atDs | 39 | 216 | 242 “MIWP3 TpuaTa05 435 | 208 186
24ATD6 | 42.2 | 208 182 EVAT40-6 664 | 212 223




Anexo 6: Codigo en R para anéalisis de mejor gen de referencia.

# Instalar si es necesario:

# install.packages(c("readxI", "dplyr", "tidyr", "ggplot2", "openxlsx™))
library(readxl)

library(dplyr)

library(tidyr)

library(ggplot2)

library(openxIsx)

# === 0. Leer archivo ===

archivo <- "Data AT cqs genes de referencia.xIsx"
cq_data <- read_excel(archivo)

genes <- colnames(cq_data)

# Crear carpeta para guardar graficos
dir.create(*graficos_rankings", showWarnings = FALSE)

# === 1. BestKeeper con correlaciones ===
pearson_mat <- cor(cq_data, use = "pairwise.complete.obs"”, method = "pearson™)
pearson_df <- as.data.frame(as.table(pearson_mat)) %>%
filter(Varl !'= Var2) %>%
group_by(Varl) %>%
summarise(Mean_Pearson = mean(Freq, na.rm = TRUE)) %>%
rename(Gene = Varl)
bestkeeper_res <- cq_data %>%
summarise(across(everything(),
list(SD = ~sd(.x, na.rm = TRUE),
Mean = ~mean(.x, na.rm = TRUE)))) %>%
pivot_longer(cols = everything(),
names_to = c("Gene", "Metric"),
names_sep ="_") %>%
pivot_wider(names_from = Metric, values_from = value) %>%
mutate(CV = SD / Mean * 100) %>%
left_join(pearson_df, by = "Gene") %>%
mutate(Rank_BK = rank(SD))

# Guardar grafico BestKeeper
bestkeeper_res <- bestkeeper_res %>%
mutate(Gene_lower = tolower(Gene))
ggplot(bestkeeper_res, aes(x = reorder(Gene_lower, Rank_BK), y = SD)) +
geom_col(fill = "tomato™) +
geom_text(aes(label = round(SD, 2)), hjust =-0.1) +
labs(title = "Ranking BestKeeper (SD)", x = "Gen", y = "SD") +
theme_minimal() +
coord_flip() +
theme(axis.text.y = element_text(face = "italic"))
ggsave("graficos_rankings/ranking_bestkeeper.png”, width = 6, height = 5)



# === 2. Delta-Ct comparativo ===
delta_ct_list <- list()
for (i in 1:(length(genes)-1)) {
for (j in (i+1):length(genes)) {
delta <- cq_data[[genes[i]]] - cq_data[[genes][j]]]
delta_ct_list[[paste(genes[i], genes[j], sep = " _vs_")]] <- sd(delta, na.rm =
TRUE)
¥
¥

delta_ct_df <- as.data.frame(delta_ct_list) %>%
pivot_longer(cols = everything(), names_to = "Comparacion”, values_to = "SD")
%>%
separate(Comparacion, into = c¢("Genl1", "Gen2"), sep =" _vs_")
delta_ct_ranking <- bind_rows(
delta_ct_df %>% select(Gene = Genl, SD),
delta_ct_df %>% select(Gene = Gen2, SD)
) %>%
group_by(Gene) %>%
summarise(Mean_SD = mean(SD, na.rm = TRUE)) %>%
mutate(Rank_dCt = rank(Mean_SD))

# Guardar grafico delta-Ct
delta_ct_ranking <- delta_ct_ranking %>%
mutate(Gene_lower = tolower(Gene))
ggplot(delta_ct_ranking, aes(x = reorder(Gene_lower, Rank_dCt), y = Mean_SD))
+
geom_col(fill = "seagreen™) +
geom_text(aes(label = round(Mean_SD, 2)), hjust =-0.1) +
labs(title = "Ranking delta-Ct", x = "Gen", y = "SD media") +
theme_minimal() +
coord_flip() +
theme(axis.text.y = element_text(face = "italic"))
ggsave("graficos_rankings/ranking_deltact.png", width = 6, height = 5)

# === 3. NormFinder simple ===
normfinder_simple <- function(cq_data) {
n_genes <- ncol(cq_data)
stab_values <- rep(NA, n_genes)
names(stab_values) <- colnames(cq_data)
for (i in 1:n_genes) {
var_sum<-0
for (j in 1:n_genes) {
if(i!=)){
diff_ij <- cg_data[[i]] - cq_data[[j]]
var_sum <- var_sum + var(diff_ij, na.rm = TRUE)
¥
}



stab_values[i] <- var_sum / (n_genes - 1)
¥
data.frame(Gene = names(stab_values),
Stability = stab_values,
Rank_NF = rank(stab_values))
¥

ranking_normFinder <- normfinder_simple(cq_data)

# Grafico NormFinder
ranking_normFinder <- ranking_normFinder %>%
mutate(Gene_lower = tolower(Gene))

ggplot(ranking_normFinder, aes(x = reorder(Gene_lower, Rank NF), y =
Stability)) +
geom_col(fill = "purple™) +

geom_text(aes(label = round(Stability, 2)), hjust = -0.1) +

labs(title = "Ranking NormFinder (simplificado)", x = "Gen", y = "Estabilidad")
+

theme_minimal() +

coord_flip() +

theme(axis.text.y = element_text(face = "italic"))
ggsave("graficos_rankings/ranking_normfinder.png", width = 6, height = 5)

# === 4. geNorm iterativo segun Vandesompele et al. (2002) ===
geNorm_iterativo <- function(cq_data) {
expr_rel <- 27(-as.matrix(cg_data))
genes_restantes <- colnames(expr_rel)
ranking <- data.frame()
while (length(genes_restantes) > 2) {
M _values <- sapply(genes_restantes, function(gene_i) {
otros_genes <- setdiff(genes_restantes, gene_i)
sds <- sapply(otros_genes, function(gene_j) {
log_ratios <- log2(expr_rel[, gene_i] / expr_rel[, gene_j])
sd(log_ratios, na.rm = TRUE)

b

mean(sds)

b

peor_gen <- names(which.max(M_values))

ranking <- rbind(ranking, data.frame(Gene = peor_gen, M value =

M_values[peor_gen]))
genes_restantes <- setdiff(genes_restantes, peor_gen)

}

# Anadir los dos genes mas estables (sin nuevo célculo M)
ranking <- rbind(ranking,
data.frame(Gene = genes_restantes[1], M_value = NA),
data.frame(Gene = genes_restantes[2], M_value = NA))

ranking$Rank _gN <- nrow(ranking):1



return(ranking)

}

ranking_geNorm <- geNorm_iterativo(cq_data)

# Grafico geNorm actualizado
ranking_geNorm <- ranking_geNorm %>%
mutate(Gene_lower = tolower(Gene))
ggplot(ranking_geNorm, aes(x = reorder(Gene_lower, Rank_gN), y = M_value)) +
geom_col(fill = "orange™) +
geom_text(aes(label = ifelse(is.na(M_value), ", round(M_value, 2))), hjust = -
0.1) +
labs(title = "Ranking geNorm iterativo (M value)”, x ="Gen", y = "M") +
theme_minimal() +
coord_flip() +
theme(axis.text.y = element_text(face = "italic"))
ggsave("graficos_rankings/ranking_genorm.png", width = 6, height = 5)

# === 5. Ranking combinado ===
ranking_total <- ranking_geNorm %>%
left_join(ranking_normFinder %>% select(Gene, Rank_NF), by = "Gene") %>%
left_join(delta_ct_ranking %>% select(Gene, Rank_dCt), by = "Gene") %>%
left_join(bestkeeper_res %>% select(Gene, Rank_BK), by = "Gene") %>%
mutate(Geomean_Rank = exp(rowMeans(log(across(starts_with("Rank_"))),
na.rm = TRUE))) %>%
arrange(Geomean_Rank)

# Grafico combinado
ranking_total <- ranking_total %>%
mutate(Gene_lower = tolower(Gene))

ggplot(ranking_total, aes(x = reorder(Gene_lower, Geomean Rank), y =
Geomean_Rank)) +
geom_col(fill = "steelblue™) +

geom_text(aes(label = round(Geomean_Rank, 2)), hjust =-0.1) +
labs(title = "Ranking combinado (media geométrica de 4 métodos)",
x ="Gen", y = "Ranking combinado™) +
theme_minimal() +
coord_flip() +
theme(axis.text.y = element_text(face = "italic"))
ggsave(“graficos_rankings/ranking_combinado.png”, width = 6, height = 5)

# === 6. Exportar resultados a Excel ===
write.xIsx(list(
"Ranking_Completo" = ranking_total,
"BestKeeper" = bestkeeper _res,
"Correlaciones_BK" = pearson_df,
"Delta_Ct" = delta_ct_ranking,
"geNorm™ = ranking_geNorm,
"NormFinder_simple" = ranking_normFinder



), file = "Ranking_genes_referencia_ COMPLETO.xIsx")

Anexo 7: Cqs de muestras utilizadas para seleccion de genes de referencia.

Muestra MDH RPL13 cox1 MAPKI PGK1 EFifa | GAPDHZ |GAPDH1 BACTINT | BACTINZ| TBP UBEZ
PreAT1 2308 25,84 2407 27.87 25,61 21.56 31.48 2193 2123 25.03 28,28 31.73
Pre AT2 2248 25.20 2252 25.08 23.07 18.75 A0.27 19.21 2084 23.08 27.06 A0TE
Pre AT 2191 24,82 2278 26.25 2341 2008 31,83 20.34 2239 2543 2714 36
PreAT4 20,72 23,64 #3163 26.68 24.30 19.25 29.61 3028 158 3368 2557 3125
Pre ATS 2140 24,55 2292 27.02 24,27 1281 a0.43 20.75 2354 23.9% 27.82 3093
Pre ATE 21 8B 24.75 2214 25.62 23.30 18927 A0.78 20 BB 2114 2387 27.83 040
PreAT7 2147 24.09 2304 27.23 2486 1942 041 2010 2150 2418 26,89 ansz
Pre ATE 2140 24,13 2162 24,83 22.E8 1904 a0.53 19.30 21.72 24.18 25.58 3168
EVAT1 2181 24,84 2287 26,37 23,85 2049 anal 20.58 22.15 23.53 27.81 3098
EVATZ 20AE 23.26 22086 2543 2331 1841 259.94 20.34 2213 23.01 2699 2085
EVAT3 =1 23,78 283 26.04 23.37 19.10 41.35 30.24 I1E8 .20 2634 3070
EVATA 20 4B 23.E1 2322 25.64 23,32 1398 31.01 20.61 21.08 20.65 26,30 301B
EVATS 2085 2374 23.71 25.73 23.16 2009 A0ET 19.27 2083 20.39% 2576 sy
EVATE 2168 24.47 2438 26,22 2381 1544 A0.E5 20.34 21.13 22.04 26,13 3pan
EVAT? 2038 23,56 2347 25.48 23.00 19.73 a0.28 19.98 2088 21.1% 2598 3058
EVATE 2161 24,35 2368 25.58 23,12 1835 30,68 2050 21.01 22.58 26.20 anzl
EVATS 2108 23.89 2373 25.80 23,36 19.55 a0.00 2012 2128 2378 2602 2888
EVAT10 2061 23,654 23457 2547 23.28 19.72 30.01 19.71 21.14 20.3% 28,57 il
POSTEVAT1 2268 24,639 24.04 26,60 24,43 2053 30,72 22.37 2083 23.05% 2748 3058
POSTEVAT2 2104 23,88 23.17 25.83 23.58 1847 31.31 20.81 23.32 23.72 2636 2796
POSTEVATI | 213 2387 2342 2545 2387 19.96 31,13 20.EE 2200 2187 2608 e
POSTEVATA 2021 23,34 2240 25.00 22,60 1856 A0.63 13.43 2156 20.88 2545 3167
POSTEVATS | =130 23,75 2346 25.18 23,54 18,15 31.10 21.22 21.18 22.40 2660 3098
POSTEVATE | 2062 23.67 22.74 25.12 23.00 18.13 A0.83 20.22 28.98 21.01 2607 3166
POSTEVATT 20,73 23,61 .14 25.63 23.24 19.56 3179 FLUN 0591 21.31 2591 3147
POSTEVATS | 2058 25.E4 2342 2543 22,95 13,54 A1.51 20.10 2159 21.14 2588 3144
POSTEVATS | 2043 22,65 21487 2389 22.27 1832 29.91 19.48 2127 20.27 2483 InSH
POSTEVATIQ 2024 23.22 2240 2486 22,63 18.86 A0.71 20.03 2056 2148 2600 30E




Anexo 8: Dominios de las secuencias de aminoacidos de cada uno de los genes de interés.

rpl13 Dominio: Ribosomal protein L13

1 Pl L0 ™ 1M 125 150 17s 20

) L v a1 L T L ' o L o L o e
Query seq. MO R ORI FAHRFL YOR MOCP ML SO ELLASYL TGSRER I YDPRG DOCO SV TVNGSRY [AARTNS UYAREFLY THHT RFGPYRVEETMEE HAR0P TEVL RREVRSHL KNWT GRRORL AR HI FAOG TETU PREL, TRNYSGYT RO, PTPRALERYSHEE INA R LFTMANY A RPLSOY THPRARAGEVSTVTETKI

Specitic hits 1 ——
Superfanilies Ribosomal _L13 superfamily

tbp Dominio: TATA box binding protein

Query seq,
ORR nbersckion suefect Ay ) h A hh hAAG L kb b bk &
TFITA interaction purfacs | ikoh b Lk TF1IB intarsction pwrfacs b LTy
BEZ intersction sefocs | TR Y "
Sesctfleghlts S e
Superfanilies TBP_TLF superfamily

ube2 Dominio: Ubiquitin-conjugating enzyme

1 i1} il 3a an :.Io (.ln Ila (1] ';III I.TD 1

I [l i [ . [ [ [ ] [ ] 0 i [ [ " [ [} [ i [ " L] [ [ i [] [ ] ] . [ [] ] ] [ " [ [ [l i ] ] (]
Query seq. HOQESCFHYKLCPTYPKGRPEVSFSSLHFHPKIDSSYGSYCLGRLODWOSCYSLLOLIKATISYLIDHPGFOLLNNSFGCGHNLAAAHENSEKDLY YOHLYASHRGPLITFS
Superfanilies 3 UBCc_UEV superfamily

pactinl Superfamilia SSF53067 Actin-like ATPase domain

1] E1 1 ELi) Ine

H L1} FT 1 11 L]
Query seq,  E————————————————————————————————————————————————

Specific hits
Superfanilies ASKHA_ATPase-1ike superfamily




pgkl Dominio: Phosphoglycerate kinase

Query seq,
l-bﬂ-ﬂi&bqni!w! #hbe il k & 'y catalytic sibe §
BOP binding sits | L [T5Y k
iepe rapiems i
Superfanilies . Phossbog iycarats_hinass supariand Iy

mdh Dominio: Lactate/malate dehydrogenase, N-terminal; Lactate/malate dehydrogenase, C-terminal

1 = S0 b g i 125 1% 7% 20 2% 1] e 300 3% 32

Query seq. w
Y ablndkny site Jo A 54 % A ETY A 'Y
mla\q binding site ) 4 A ..A A A l ‘

diner inkerfoce § A

Specific hits MDH_ cgtoplasmic cutosollc

Superfanilies | NADB_Rossmann superfamily

efla Dominio: Elongation factor Tu (EF-Tu), GTP-binding domain; Translation elongation factor EFTu-like, domain 2; GTP-
eEF1A, C-terminal domain

H =0 168 111 P11} =0 m = L1l} 448
. e ————————————————————————————
o I"% bindisg #ita
[Fi!—ulplw birding site G4 ko= G5 ko=
Lative GEF interociios site
Gl box Swilch I resion
Switah 11 reflen
G2 box G5 Box

Specific hits (5 -{THH
Superfanilies P-loop_NTPase superfamily




mapk3 Dominio: Protein kinase domain

1 o0 100 1% 20 %0 300 %0 1
Query seq.
RTP bimding site iy - A S T T < 1Y
KIN docking site | A _BAAA . A ma
schive site TN A A A LUAATA YN EUEN B TS A
polypestide substrate binding site | A A " —— '\ A
activation leop (A=loce) Jnommmumsssmy

Specific hits STKc_ERK1_2_like
Superfanilies {

PKc_like superfamily

pactin2 Superfamilia SSF53067 Actin-like ATPase domain

H S =0

i 1]

Query seq.
Superfanilies <

gapdhl Dominio: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, NAD(P) binding domain;

Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase, catalytic domain

1 L1 1

1%0 n 1) n 3N
T
Specific hits
Superfanilies

Gp_dh_N superfamily | Gp_dh_C superfamily |

gapdh2 Dominio: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, NAD(P) binding domain;

Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase, catalytic domain

1 5 100

1% 200 %0 300 38
Query seq. o ————————————
Specific hits |G N
Superfanilies i

_Gp_dh_N superfamily | | Gp_dh_C superfamily |




cox1 Dominio: Cytochrome c oxidase-like, subunit I domain

1 2 L1 ™ Law 138 L]
Query seq,

I LT e b 1) Foy )
Specific hits

Superfanilies COX1 superfamily

h2b Familia Histone H2B; dominio: Histone H2A/H2B/H3

1 18 BT ]

L33 1>II ”
Query seq,

L1} "e  F-)
| i i [ i [} [ ] i i ] i ¥ [ ] | i ] [ [ i i i i ) [ 0 " i 1 i i [ [ 1 i i i [ [
HAPKYYSGKAAKKASKYKYPHTOKAKKRRRKESYAIY IV KYLROVHPOTG I SSKANS INNSFYNDIFERIARESSRLAHYNKKSTITSREIOTAVRLLLPGELAKHAYSEGTHKAVTRY TESK
Superfanilies Historne




argonaute-1 (argo) Dominio: Protein argonaute, N-terminal; Argonaute, linker 1 domain; PAZ domain; Protein argonaute, Mid
domain

100 200 300 400 S00 “oo 700 800 218
Query seq,
Specific hits N Rl P2 e e O S
Superfanilies |froo¥ pwarfanily | frodt sue| PAZ superfamily = Fewld se Frodtid suerfoid Piwi-like superfamily
Score Expect Method ldertties Positives

Gan
1702 bits(4409) 0.0 Compositional matrix adjust. 809/850(95%) 832/850(97%) 2/850(0%)

E. multilocularis 148 TPPT--QHSFIFEPPARNSHGTEGRATALRANHFE I TVPHGF LHMYDVAISPEKCPRRVNRE I TE THVNSMHYQNY FYNQKPVFOGRRNMYTROPLPIGNE TVELEVTLPGEGRORVFKY 257
. . +PPT W FIFEPPARNSHGTEGRAI L+ANHFEIT+ L HYDVAISPEKCPRRVNREITETMVNS#HY NYF NQKPVFOGRRMMYTR PLPIGN+T+ELEVTLPGEGRORVFKV
Taenia solium go  SPPTSTMHPF IFEPPARNSHGTEGRATNLXANHF € I TLASEDLEHYDVATSPEKCPRRVNRE T TETMVNS LHYVINYF NNQKPVFDGRRAMYTRKPLPIGNDTLELEVTLPGEGRDRVFKY 188

E. multilocularis 258 AIRHVSEVSLFSLEDALDGRSKRIPADAVISLOVIMRHLPSMSYTPVGRSFFQTPERGYDNPLGGGREVWF GFHQSVRPSQWRMMLNIDVSATAFYKSQSVIDFMCEVLDLTDKNDQRRP 377
Teeni ) ATRM+S4VS  SL4DAL G+SKRIPADA+ISLOVIMRHLPSMSYTPVGRSFFQTPERGYDNPLGGGREVWF GEHQSVRPSQH+MMLNIDVSATAF YK SQSVIDFMCEVLDL TOKNDQRRP
aenia solium 189 ATRHLSKVSFQSLXDALSGKSKRIPADALISLDVIMRHLPSMSYTPVGRSFFQTPERGYDNPLGGGREWFGFHQSVRPSQWKMMLNIDVSATAF YKSQSVIDFMCEVLDLTDKNDQRRP 308

E. mutltilocularis 378 LTDSQRVKFTKEIXGLKVE I THCGSMRRKYRVCNVTRRSAQSQSFPLI TVESTVAKYFQORYNIVLNYPNLPCLQVGQEQKHTYLPLEVCNMVAGQRCIKKL TOMQTSTMIKATA 497
. ) LTDSQRVKF TKE IKGLKVE I THCGHMRRICYRVCNVTRRSAQSQSFPL TVES TVAKYFQORYNIVINYPNLPCLQUVGQEQKHTYLPLEVCNMVAGQRC IKKL TOMQTSTMIKATA
Taenia solium 399 | TDSQRVKFTKE IKGLKVE I THCGNMRRKYRVCNVTRRSAQSQSF PLQLDSGATVES TVAKYFQORYNIVLNYPNL PCLQVGQEQKHTYL PLEVCHMVAGQRC TKKL TOMQTSTHIKATA 428

E. multilocularis 498 RSAPOREXEINNLVRRANFNADPHLQMFGI TVIPRMVDIQGRVIPAPK I TKAQASRSAPDREKE TNNLVRRANFNADPHLQMFGI TVIPRMVDIQGRVIPAPKIQYGGRTKAQAS 557
RSAPOREXEINNLVRRANF+ DPHL+MFGIV4PRIVDIQGRVIPAPKI TRAQASRSAPDREKE INNLVRRANF 4+ DPHL +MFGI+V+PRMVDIQGRVIPAPKIQYGGRTKAQAS

Taenia solium 420 RSAPDREXEINNLVRRANFSGOPHLKMFGTSVLPRMVDIQGRVIPAPK IQYGGRTKAQASRSAPDRENE TNNLVRRANF SGDPHLKMEGT SVLPRMVDIQGRVIPAPK IQYGGRTKAQAS 488

E. multilocularis 558 PQLGVWDMRGKQFFSGIE IK TRATACFAPKRIVREDSLQQFVIQLQKI SNOAGMPIQSPPSFCKYATGQOQVEPMFRF LKNQHVGLOUIVWWILPGKTPVYAEVKRVGDIMFGLATQCVQS 677
Taenia soli MmgFSGlEIKMIA(FMRMEHLQQF»!&.GISMOIQSWSF(KYATWEPHFRFLWNGLQLIVWLP(KIMAEVXR\K;DD‘GLATQ(VQS
aeniasolium g9  pPQLGVWOMRGKQF FSGIE IK TRATACFAPKRIVREEALQQF I 1QLQK I SNDAGHPTQSPPSFCKYATGQDQVEPHERFLKNQHVGLQL TVWWILPGK TPVYAEVKRVGDIMEGLATQOVQS 608

E. multilocularis 678 KNVNKTSPQTLSNLCLKINVKLGGINSILVPAVRPTVFREPVIFFGADVTHPPAGDK TKPS TAAVWASHDAHPSRYSATVRVQSHAQE T IQDLYPMVRSLLLQFYQSTRFKPARIIYYRD 797

. ) KNVNKTSPQTLSNLCLKINVKLGGINSILVP VRPTVFREPVIFFGADVTHPPAGOKTKPS IAAVVASHDAHPSRYSATVRVQSHRQE T QDL YPHMVRSL L LQFYQSTRFKPARI IYYRD
Taenia solium gg9 KNVNKTSPQTLSKLCLEINVKLGGINS ILVPGVRPTVFREPVI FFGADVTHPPAGOK TKPS LAAWASHDAHPSRYSATVRVQSHRAQE 1 IQDL YPHVRSLLLQFYQSTRFKPARIIYYRD 728

E. multilocularis 798 GVSEGQFSNVLNHELRAIREACLKLEIE TTFVWVOKRHHTRLFCADKKDQMGRSGNIPAGTTVOHVI THPTEFDF YLCSHAGIQGT SRPSHYHVUWDONNF SADDLONL TYQLCHT - 917
. . GVSEGQF SNVINHE LRATREACH+LE4! "FW\Q(RM“RLF(MWP&TWWTEFWLCWI@YWMW%{M
Taenia solium 729 GVSEGQF SAVLNHE L RATREACVRLELEVQPGT TFVWVOKRHHT AL FCADKKDQMGRSGNIPAGT TVDHVI THPTE FDFYLCSHAGIQGT SRPSHYHVLWDDNNF SADDLQHL CHT
E. multilocularis 918 YVRCTRSVSIPAPAYYAHLVAFRARYHLVEKEIDSGEGSQKSCGNSDERTPTAMMRAVTVHPE TLRVMYFA 987
. . YVRCTRSVSIPAPAYYAHLVAFRARYHLVEXE IDSGEGSQKSGNSDERTPTAMMRAVTVHPE TLRVMYFA
Taenia solium g4g YWRCTRSVSIPAPAYYAHLVAFRARYHLVEKE IDSGEGSQUSGNSDERTPTAMMRAVTVHPETLRVMYFA 918




wntl Dominio: Wnt domain

Query seq,
Superfanilies

wntlla Dominio: Wnt domain

Query seq,
Superfanilies

wntllb Dominio: Wnt domain

Query seq,
Superfanilies

fzb Dominio: Frizzled domain; Frizzled/Smoothened, 7TM; GPCR, family 2-like, 7TM

1 b 150 ns 3 e
Query seq,

. 4 528 w0 [t 7%
Specific hits e e e S LR

Superfonilies Fz superfamily

Frizzled superfamily




sfrp Dominio: Frizzled domain

1 |2 198 1=e 200 b1 ) =17 ] 22 an EE L
Query seq,  e——————————————————————————————————————
Specific hits rz
Superfanilies Fz superfamily

sfl Dominio: Frizzled domain

H - -1} =2l= =11} b1y 50 835 ==
Query seq,  E————————————————————————————————————————————————————
Specific hits x
Superfanilies Fz superfamily




axin-1 Dominio: RGS-Domain

1 L1

HEL L1
Query seq,

1] 224 LI T 1) I3
Specific hits
Superfanilies

| RGS superfamily

gsk3 Dominio: Glycogen synthase kinase 3, catalytic domain; Protein kinase domain

1 1]
Query seq.

n =
Superfanilies

LTI 1]

Pkinase

tcf/lef-1 Dominio: High mobility group box domain

L1} it 11 il
Query seq,

L1 (31 Tun
Specific hits

LI1) LILI -
Superfanilies &

Score

Expect Method Identities Positives Gaps

S8/77(75%) 67/77(87%) 0/77(0%)

H.sapiens 265 KKPTIKKPLNAFMLYMKEMRAKVIAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYELARK ERQLHMQLYPGWSARDN
KK

341
‘ IKKPLNAFML+MKEMR +V ECTLKESAAINQILG++WH LSR EQ KYYE+AR+ ++LH +LYPGWSARDN
Esolium 171 KKAHIKKPLNAFMLFMKEMRPRVQEECTLKESAAINQILGKKWHELSRAEQTKYYEMARQAKELHQRLYPGWSARDN

131 bits{329) 2e-37 Compositiocnal matrix adjust.

247




groucho Dominio: Groucho/TLE, N-terminal Q-rich domain; WD40 repeats like

125 =0

areadille repeat > arsadille rereat
arpadills repsat

arsadills repeat

—
arsadille ropeat & areadillo rapsat
pulabive pepiide binding site
Specific hits

| ARM | |ARM
Superfanilies frw sup | Rrm e

s s 62 e o7 100
Query seq,
Specific hits NN
Superfanilies TLEN superfanily Herpes_BLLF1 g
PcateninaA Superfamily SSF48371 armadillo repeats
Query seq. : areadillo repeat 2




PcateninaB Superfamily SSF48371 armadillo repeats

[ o = = x= £ o e E3 £




notum Dominio: Notum related, PAE

0 7% tL L) L L] 175 200 FIFd

Query seq.
Superfanilies PRE

Score ‘Expect Method Identities Positives Gaps
140 bits(353) 8e-43 Compositional matrix adjust. 81/204(40%) 109/204(53%) 18/204(8%)

H. sapiens 109 YYLKESRG--SRRHI..I.FLEGG\\NCFNRENCDSRYDTRRLHSSRDHPRTRTGTGILSSQ"YYLKESRG-~SRRHI.LFLEGGNYCFNRENCDSHYDTMRLMSSRDWRTRTGTGILSSQP 166
YY¥++ S+ SR Wa++LEGGWYCF+ C SR T L SSRW R  GeLS  YY4s S+ SR Wes+LEGGWYCF+ C SR T L SSRW R G+LS
69  YYVRRSKDLKSRNWMIYLEGGWYCFDEATCISRQITNHALFSSRTWHMIRYIGGVLSWOO YYVRRSKOLKSRNWMIYLEGGWYCFDEATCISRQITNHALFSSRTWHMIRYIGGVLSWOD 128

3§ 226 LLLAGSSAGGTGVLLNVORVAE----------- QLEKLGYPAIQVRGLADSGWFLDNKQY RHT - - - D(VDTI TCAPTEAIRRGI 295

+4 AGSSAGG GV4LN+DR+A Q Y 40+ GL DS WFL++ Y CPEIRGI
188 WFAGSSAGG!GVMLNIDRLARRLRRGLRYRRHQQSTRNYGRLQISGLVOSANFLNHPTYAQAYSGSCTSIYDCPPEEGILRGI 271

porcupine TsM_000587900

% 100

Famniies




Score

Expect Method Identities Positives Gaps

422 bits(1085) 9e-149 Compositional matrix adjust. 209/279(75%) 229/279(82%) 7/279(2%)

Emu)_000111210
_PORCN
TsM_D00537900

Ema)_000111210
_PORCN
TsM_DDOSE7900

Etnul_000111210
_PORCN
TsM_0D0587900

Ermu)_000111210
_PORCN
TsM_0D0587200

MDFGETDLTGYGGVFDEDSDIYLNNRY - - -HYDDEMYEGGFDYYEMQDVDKGFAAFCGST VRQVWPNIWISLVACLVWRGCQGLFRLLLSSTTTPNYLPQIFETLLNAISILLGIILLRH
MDFG TDLTGYGG FDED +N+RY H D MYE F YYE+QDVD+GFAAFCGSI VRQVWPNIWISLVACLVWRGC+GLFRLLLSSTTTPNYLPQIFE LLNAIS+LLGI+LLRH
MDFGATDLTGYGGAFDEDD - - - INSRYYHHHSGDGMYEDDFGYYEVQDVDEGFAAFCGST VRQVWPNIWISLVACLVWRGCRGLFRLLLSSTTTPNYLPQIFEALLNATSMLLGIVLLRH

FFGDLYVRPCAFVFTVGFFVSSNFILRDTTVRLGKSQTPVGWTSQMVLVTVYCLLLQLYC EFFMNPREWHMIRGTTMLLVMKATSVAASRGPDQQTLEMGF LRHY LARCGYAFSPGSVIF
FFGDLYVRPCAFVFTVG F4++ N + R +T + + P GWTSQMV VTV CLLLQLYCEFFMNPREWHMIRGT M+L MKAISVAA R P QQ+lL+ GFL+HYLAWCGYAFSPGSVIF
FFGDLYVRPCAFVFTVGAFLAFNTMTRGSTACGDEPRKPTGWTSQMVFVTVCCLLLQLYC EFFMNPREWHMIRGTAMVLAMKATSVAAPRSPHQQSLOTGFLQHYLAWCGYAFSPGSVIF

GPWFGFDSYLHAIRLIGPSSGNPFWKDLLRTAVSFATAI 276
GPWFGF+SYLH +LI SS NP L AV F+I I
GPWFGFESYLHGTQLIDSSSVNPGLNFQL-AAVLFSIGI 348

SSLLHGLNFQLAAVLFSIGIYAYIDF IFRERLS TKVSACIGARACPE TCNHRNR THRWWVRGVNLLFSCLATFHLAYLAVMFDTSEQQOKGYNMFHVLDKWSNLNFLSHITASLTYLLCFFI 518
55+ GLNF VLFSIGIYAYIDF R RLS K SACIGARACP TONHRNR NRWWVRGVN+LFS LAIFHLAYLAVMFDTSE GYNM HVL +KWS+LNFLSHI+A LTY LCF 1
SSVNPGLNFQLAAVLFSIGIYAY IDFRLRARL SAKWSAC IGARACPNTCNHRNRANRWWVRGVNVLFSGLATFHLAYLAVMFDTSEEQOKGYNMLHVL EKWSSLNFLSHIVAGLTYALCFLI 450

117
190
237
310




Anexo 9: Primers seleccionados y tamafio de productos.

Gen Primers (Forward/Reverse) Product | Gen Primers (Forward/Reverse) Product
0 (pb) 0 (pb)
plis | [CCAATGCTATCGGGTGAAT - it AGCAGTTCCTCCACAAGACG | 189
CGCCTCGTGGATCGTATATT TGCCGAAGAGAGCATTCCTG
GCCAAAGTGCGAGATGAGAT GGCAGGCGAGGTTCTGTAAT | 239
thp CCCGATTTGTCTGAATCCAA 89 wntlla | o GCACAGTAGCGACCGATTT
TTGTCCCACTTATCCCAAGG CGAGTGCCCAGACAGACGAT | 186
ube2 | ACGGCCTAAGCACACTGAAC 100 wntllb | oA GCAGTTGACGGAAGCAGA
| ATCGTAGCACCACCAGAACG ACCCGCAACTACAAGACCTG | 192
Pactinl | oG ATTCGTCGTACTCCTG 113 fzb CGCCGCAATAGGTAAAGCAG
ogkt | GACACCGCTACTTGTTGTGC 125 Sirp TCAGCATTCGCAACAGCAAC | 140
TCCGAAAGAGCTGATACGCC AGTGGGTTTGTGGCAGGTAG
TAAGGTGCTGGTTGTTGGCA ATACGGAAGGGGTCGCAAAG | 133
mdh CGACCTGATAGATGGCACGG 131 s ATCGCAGGTGGAAACGGAAT
o TTGCTGCTGGTACTGGTGAG 138 i1 ACATTCAGCAGGGTGGTCTG | 158
CGCTATAATCAACCGCATCC ATGGTAAGTGGCAGGTGTGG
o3 | TCAAGCCGGACTACTTACCG 10 “ CTGGTGACAAGTCCTCCACC | 180
P CACGGTTGCTGTACATCTCG g TCGATGAATCAGTCCCAGCG
Jacting | GTGCGAGACATCAAGGAGAAG | 1 wtlef.1 | AAGCACAGCATCACCCCTAC | 151
GGAAGCGTTCATTGCCAACT CCGAAAGGAGATACCGAGGC
aodh1 | TCCAAGAGATGAATGCCAATGC | |- roucho | GTAGCCGCAGGTATGGAGTC | 190
gap CAGAAGGAGCCGAGATGATGA g TGAACAGGTTAGCACCCCAC
gapdha | CAAACTTGCCAAACCTGCCA 153 featd CCTGGAGCCTAGTATGTGCG | 187
GCGTCGAAAGTGGATGATGC AGTGAGAGGATTGTGTGGCG
coxl | CCGTTAGGAGGTGGTGATCC 154 5 TTCCGTCTCACTGTCGATGC 150
ACCCATAAAAGCCAAAAGCA fea TCACCAGCCAGGAAACAGTC
hob GCTCCTAAAGTAGTGTCAGGCA | o ot CTGACAGGTCTCCACGCTTC 175
ATGGCGTAGCTCTCCTTCCT ACCGAATCATGTGCCAGGTG
arco | ATTAGACAGTGGTGCGACGG 194
9 AGGTCTGCATGTCAGTGAGC




Anexo 10: Logaritmo de la dilucion de ADNc vs Cq de cada gen.
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Anexo 11: Andlisis de componentes principales de réplicas bioldgicas de CTRL,
PRE_EV_AT,EV_AT yPOST_EV_AT.

[44]
e

g Condicion
(] % ® ctrl
2 0 ® ev at
& @ ® post ev at
I ‘ ® pre_ev_at
T
o @
10
o
-20 10 0 10

PC1: 62% variance



Anexo 12: WMISH de h2b.

a Adulto de Hymenolepis microstoma. En azul, h2b.

100 um

Rozario et al., 2019
b Post evaginado de cisticerco de Taenia solium. En azul nlcleos celulares marcados con DAPI. En
verde h2b.

10X (0.7 zoom
digital) SNAP

0.5mm

Laboratorio de proliferacion y desarrollo 218. José Maravi y Valeria Villar. 2025.



