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RESUMEN

Taenia solium es un cestodo endémico en el Pert que infecta a cerdos y humanos. Dos
de sus estadios son: larva metacestode y gusano adulto. La larva se aloja en los tejidos
blandos, formando un quiste que contiene al escolex y cuello invaginados del parasito. El
gusano adulto se desarrolla en el intestino humano: a partir del cuello se forma un
estrobilo de proglotides que producen huevecillos, convirtiéndose en el estadio

diseminativo del parasito.

La metamorfosis del estadio larval al adulto implica cambios transcripcionales que
originan modificaciones morfoldgicas, principalmente la evaginacion del escolex y la
generacion del estrobilo. Ambos procesos son criticos en el desarrollo del parésito, pero

los genes involucrados en estos eventos han sido poco explorados en 7. solium.

Estudios en otros platelmintos han identificado elementos transcripcionales que regulan
el crecimiento y la regeneracion. Entre ellos se encuentra myoD, un factor de
transcripcion que induce y dirige la diferenciacion de las células musculares. Como se
conocen ortdélogos en urocordados y equinodermos, myoD resulta ser un regulador

universal de la miogénesis en animales bilaterales.

En planarias, myoD induce la formacion de los musculos longitudinales, indispensables
para iniciar la regeneracion. En Hymenolepis microstoma, myoD presenta una mayor
expresion en el cuello y escolex del estadio adulto. Esto sugiere que el gen cumple un
papel en el desarrollo muscular de ambos platelmintos. Sin embargo, no se ha definido ni
caracterizado la expresion de genes reguladores de miogénesis en 7. solium, siendo este

proceso esencial en el cuello para la extension continua del estrébilo. Por ello, se propone



evaluar la expresion de myoD en larvas y parasitos evaginados in vitro y usar una técnica
de silenciamiento para comprobar si este gen regula el desarrollo muscular del cuello y,
por lo tanto, participa en la metamorfosis de larva a adulto de 7. solium.

Palabras clave: Taenia solium, myoD, miogénesis, cuello

ABSTRACT

Taenia solium is an endemic cestode in Peru that infects pigs and humans. Two of its
stages are: metacestode larva and adult worm. The larva lodges in soft tissues, forming a
cyst that contains the invaginated scolex and neck of the parasite. The adult worm
develops in the human intestine: a strobilus of proglottids that produce eggs is formed

from the neck, becoming the disseminative stage of the parasite.

The metamorphosis from the larval to the adult stage implies transcriptional changes that
originate morphological modifications, mainly the evagination of the scolex and the
generation of the strobilus. Both processes are critical in the development of the parasite,

but the genes involved in these events have been scarcely explored in 7. solium.

Studies in other flatworms have identified transcriptional elements that regulate growth
and regeneration. Among them is myoD, a transcription factor that induces and directs
muscle cell differentiation. As orthologs are present in urochordates and echinoderms,

myoD turns out to be a universal regulator of myogenesis in bilateral animals.

In planarians, myoD induces the formation of longitudinal muscles, essential to initiate
regeneration. In Hymenolepis microstoma, myoD has a higher expression in the neck and

scolex of the adult stage. This suggests that the gene plays a role in the muscle



development of both flatworms. However, the expression of myogenesis regulatory genes
in 7. solium has not been defined or characterized, despite the fact that myogenesis is an
essential process in the neck for the continuous extension of the strobilus. Therefore, it is
proposed to evaluate the expression of myoD in larvae and evaginated parasites in vitro
and to use a silencing technique to confirm if this gene regulates the muscular
development of the neck and, hence, participates in the metamorphosis from the larval to
the adult stage of 7. solium.

Key words: Taenia solium, myoD, myogenesis, neck

ESTADO DEL ARTE

1. Aspectos generales sobre Taenia solium
1.1. Ciclo de vida e importancia
Taenia solium es un cestodo parasito de importancia en salud publica que infecta a
cerdos y humanos. La infecciébn con esta tenia y la enfermedad resultante,
neurocisticercosis (NCC), son comunes en varios paises en desarrollo de
Latinoamérica, Asia y Africa (1,2). Ademas de causar enfermedad, con un promedio
de 9 AVADs (afios laborales perdidos debido a enfermedad) por cada 1000 personas
por afio (3), este parasito genera pérdidas econdmicas para los ganaderos debido a la
cisticercosis porcina (4). Esta condicion vuelve al cerdo un animal riesgoso para la
ingesta, por lo que su precio en el mercado se reduce hasta en un 30% segun un estudio
realizado en Camerun, Africa (3). En el Pert, un estudio en Andahuaylas estim6 que
los campesinos perdian entre un tercio y la mitad del precio del cerdo, o todo, si este
era requisado (5). En cuanto a impacto econdmico por neurocisticercosis humana en
nuestro pais, se ha visto que el 54% de un salario minimo anual es empleado para

costear el tratamiento durante el primer afio (6). El diagndstico de la enfermedad (36%)



y la compra de medicamentos (27%) representan los mayores gastos asociados a

atencion médica (6).

El ciclo de vida de T.solium es complejo, involucra al cerdo como hospedero
intermediario y al humano como hospedero definitivo. Ademads, presenta tres estadios:
el huevo, que contiene al embrion u oncosfera, la larva metacestode (quiste o
cisticerco) y el gusano adulto. En los tejidos del cerdo infectado esté presente el estadio
larval (cisticercosis porcina). Al ingerir la carne de cerdo infectada con cisticercos, el
gusano adulto se desarrolla en el intestino humano (teniasis). Este gusano produce una
gran cantidad de huevecillos altamente infecciosos que se liberan al ambiente mediante
las heces, contaminando alimentos que se encuentran en condiciones insalubres. Por
esta razon, el estadio adulto se considera el estadio diseminativo del parasito. Cuando
una persona ingiere accidentalmente los huevecillos, estos eclosionan en el tracto
digestivo y liberan las oncosferas, que se desarrollan como cisticercos y se alojan en

tejidos blandos como el musculo esquelético y el cerebro (neurocisticercosis) (1,2,4).

1.2. Metamorfosis del estadio larval al adulto

1.2.1. Evaginacion del escolex

El estadio larval o cisticerco consta de una vesicula membranosa, a manera de
quiste, que contiene en su interior al escolex (pseudocabeza) y cuello invaginados
del parasito (1,2). In vitro, se ha visto que el cisticerco viable se contrae y se relaja
de forma lenta y continua. Esto se debe a una doble capa de fibras musculares
localizadas justo debajo del tegumento (1). Cuando los cisticercos entran en
contacto con enzimas digestivas y sales biliares, se induce la evaginacion del

escolex, proceso en el que este emerge del quiste. Al ser el escolex liberado en el



duodeno, se adhiere a la mucosa intestinal gracias a sus organos de fijacion:

ganchos y ventosas (1,2,7,8).

In vitro, se conoce que la bilis induce la evaginacion, aunque la evaginacion
espontanea también ocurre. Las sales biliares pueden actuar como agentes
surfactantes que aumentan la permeabilidad de la membrana del quiste, lo cual
permite el ingreso de enzimas digestivas que ayudan a disgregar la vesicula (9).
El proceso, sin embargo, no seria solo mecénico, ya que el uso de hormonas como
la progesterona y la gonadotropina coriénica humana (hCG) favorecen la
evaginacion (10,11). No obstante, los eventos de sefializacion y los mecanismos

celulares y moleculares implicados se han explorado muy poco.

1.2.2. Generacion del estrobilo

Después de la evaginacion del escolex, el cuello va a emerger gradualmente y, a
partir de las células proliferativas presentes en esta zona, se empezara a formar el
estrobilo de proglotides. Estas proglotides son segmentos hermafroditas que
conforman el cuerpo del gusano y se encuentran en distintos grados de madurez.
La diferenciacion continua de estas estructuras conlleva a la formacion de las
proglotides gravidas, mas distales, capaces de producir cientos de huevecillos

(1,2,7).

1.3. Musculatura del gusano adulto
1.3.1. Sistemas musculares principales presentes en platelmintos parasitos
Generalmente, el muasculo de los platelmintos parasitos es de tipo liso, tiene

miofibras delimitadas por un sarcolema y acopladas por uniones de tipo gap



(12,13). Los elementos contractiles son protofibrillas delgadas y gruesas. La
musculatura lisa de los cestodos corresponde a los musculos “lentos”, capaces de
contraerse por un tiempo prolongado con bajos costos energéticos,

contrarrestando asi la peristalsis del hospedero (13).

Se pueden encontrar tres sistemas musculares bien diferenciados en la mayoria de
platelmintos adultos. El primero es el musculo somadtico, encargado del
movimiento locomotor y de darle forma al cuerpo. El segundo es el sistema
muscular de los organos de fijacion, que pueden incluir fibras musculares
estriadas y fibras de paramiosina. El tercer sistema muscular es el del tracto

alimenticio, en el caso de trematodos, y reproductivo, en cestodos (12,13).

El musculo somatico forma una red de fibras que incluye varias agrupaciones
musculares. La musculatura de la pared corporal esta conformada por fibras
circulares externas y longitudinales internas (12). Las fibras musculares
diagonales pasan por debajo de las longitudinales en muchos monogeneos y
trematodos, pero estan en menor cantidad o ausentes en diversos cestodos como
Moniezia expansa e Hymenolepis diminuta (12,14). Los tres tipos de musculo
somatico se relacionan con los movimientos que la mayoria de platelmintos
realiza regularmente: estiramientos (fibras circulares), encogimientos (fibras
longitudinales) y flexiones (fibras diagonales) (12). Todas estas fibras musculares
pueden unirse, mediante hemidesmosomas, a la [dmina basal o al material fibroso
intersticial. En cestodos, los musculos somaticos estin mejor desarrollados en las
capas mas profundas del cuerpo, donde predominan las fibras longitudinales (12).

Estas fibras estan estratificadas en capas corticales externas y medulares internas.



Asimismo, estan presentes las fibras transversales, pero rara vez las diagonales
(12,14). La informacion sobre 7. solium se limita a una descripcion general sobre
el entramado de miofilamentos en las proglotides (1). Lo que si se ha identificado
ha sido la presencia de isoformas de actina en el cisticerco, mientras que las
isoformas de miosina tipo II se han descrito tanto en el estadio larval como en el

adulto (15,16).

La musculatura de los d6rganos de adherencia, como las ventosas, posee una
disposicion compleja, pero se deriva principalmente de los musculos de la pared
corporal. Las ventosas se abren por accion de los musculos meridionales y se
cierran debido a la contraccion de los misculos radiales y de las fibras dispuestas

ecuatorialmente (12).

Los tractos alimenticio (es6fago y ciego intestinal) y reproductivo (oviducto,
conductos vitelinos, ootipo, Utero) estan provistos mayormente de fibras
circulares, mientras que las fibras longitudinales y diagonales se encuentran en

menor cantidad o incluso ausentes (12).

1.3.2. Organizacién de los componentes musculares en 7. solium
El cuerpo de T. solium estd compuesto de una serie de segmentos llamados
progldtides, cubiertos por una superficie tegumentaria. La morfologia muscular

de este parasito no se ha descrito muy a fondo (1).

Una caracteristica resaltante que si se ha descrito en el tejido del estrobilo de 7.

solium, es el entramado de los miofilamentos. Este entramado ocurre debido a que



la fibras somaticas del musculo liso, organizadas en haces de miofilamentos
longitudinales, se conectan a haces de miofilamentos perpendiculares u oblicuos
(1) (Figs. 1 & 2). De esta forma, se genera una red bastante densa de miofibrillas

en toda la capa externa del tejido del estrobilo (1).

A partir de lo que se ha reportado previamente en otros cestodos, en especial en
H. diminuta (Figs. 3 & 4), se esperaria que en 7. solium también estén presentes
las fibras circulares externas y las longitudinales internas debajo del tegumento
(7,12—14). En capas aun madas profundas se esperaria encontrar mas fibras
longitudinales, pero también fibras transversales que marquen los limites entre

proglotides (14).

2. Miogénesis en vertebrados y los principales genes reguladores
2.1. Miogénesis y su regulacion molecular en vertebrados
La formacion del tejido muscular o miogénesis ha sido principalmente estudiada en
vertebrados, sobre todo en mamiferos (17,18). A partir de ello, se determin6 que los
reordenamientos celulares en la miogénesis son controlados mediante ciclos
periddicos de expresion genética. Esto se conoce como expresion génica oscilante

(17-19).

El musculo esquelético en los embriones de los vertebrados se origina a partir de
somitas, segmentos derivados del mesodermo. Para que se dé la determinacion
miogénica de las somitas, se requiere de morfogenos secretados de tejidos
adyacentes. Todos ellos dan inicio y restringen la miogénesis a la region de

formacion muscular del dermomiotoma (17,18).



Los estudios realizados en mamiferos, también revelaron por primera vez al gen
myoD, un factor capaz de determinar el destino de un linaje celular y convertir células
indiferenciadas en células musculares. Desde ese momento, se puso en evidencia su

funcién como un factor regulador miogénico (MRF) durante el desarrollo (17,18).

2.2. Factores de transcripcion miogénicos de tipo bHLH y el desarrollo del musculo
esquelético
A lo largo de la ultima década, se ha descrito en mamiferos una red que controla la
formacion del musculo esquelético, la cual depende del ingreso de las células a un
programa miogénico. La determinacion y diferenciacion de los mioblastos somaticos
dependen principalmente de la expresion de los MRF de tipo bHLH (dominio basic
helix-loop-helix), un grupo de cuatro proteinas especificas del misculo que incluyen
a MyoD, Myf5, miogenina y al Factor Regulador Miogénico 4 (MRF4) (18). En esta
red también participan otros factores de transcripcion que dirigen a las células hacia
la miogénesis, actuando cooperativamente con los MRF (18). Todos ellos actian en
multiples puntos del linaje muscular para establecer en conjunto el fenotipo del
musculo esquelético (18,20). La red de factores responsable de la miogénesis se viene
identificando en todos los animales bilaterales, incluyendo protostomados y
deuterostomados. Entre los protostomados, por ejemplo, se han identificado
ortdlogos de myoD en nematodos (hlh-1 en Caenorhabditis elegans) y artrépodos
(nautilus en Drosophila) (18,21). Respecto a los deuterostomados, se han reportado
ortdlogos en equinodermos (Sp-MyoD2 en Strongylocentrotus purpuratus) y
urocordados (Ci-MRF) (18,21). Estos filos son sefialados en el arbol filogenético de

los bilateria (22), en la Figura 5. La identificacion de estos genes revela un alto grado



de conservacion de myoD, permitiendo realizar estudios comparativos en los bilateria
a fin de comprobar la participacion de este factor en la miogénesis (18,21). Incluso
se ha establecido la filogenia de AmphiMyoD, un ortdlogo en Amphioxus, sehalando

el vinculo entre la midgenesis de invertebrados y vertebrados (23).

2.3. MyoD, una proteina de funcidon conservada que es determinante en la miogénesis
MyoD fue el primer factor de transcripcion de la familia MRF en ser identificado. El
dominio bHLH, al igual que en los demas MRFs, le confiere la capacidad de
reconocer la secuencia E-box en las regiones reguladoras de genes que se expresan
en el musculo esquelético, activando asi la transcripcion de los mismos (17,20).
Ademas de lo observado en mamiferos, la presencia de ortdlogos de MyoD en el
arbol filogenético indica que este factor de transcripcion es un regulador universal de
la miogénesis y un “interruptor maestro” capaz de inducir y dirigir la diferenciacion

de células musculares en los bilateria.

Es llamado “interruptor maestro”, porque se demostr6 que puede convertir otros tipos
de células (fibroblastos, células nerviosas, adipocitos y hepatocitos) en musculo
esquelético (17). Estos resultados brindaron la primera evidencia directa de que un
solo gen puede iniciar un proceso complejo de diferenciacion. El hecho de ser un
“factor pionero” (capaz de acceder a genes en una cromatina abierta como cerrada),
también facilita la induccidon de células de distinto linaje en células musculares,
puesto que MyoD recluta a las histonas acetiltransferasas (HATs) y al complejo

Swi/Snf para remodelar y abrir una cromatina cerrada (17).
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No solo MyoD es una proteina de funcién conservada, sino que todo el grupo MRF
cumple con el principio de estabilidad evolutiva de las “secuencias mas importantes”
(18). Esto se debe a que es una familia de factores de transcripcion que actian durante
el desarrollo y que se han mantenido a lo largo de la evolucién, mostrando una
conservacion excepcional en su dominio de unién al DNA (bHLH) (18). Estas
familias que tienen secuencias extremadamente conservadas comparten un origen y

una funcién en comun (18).

La funcion miogénica de MyoD ha sido ampliamente descrita, sobre todo, en
mamiferos, pero tiene una funcion conservada en invertebrados. El gen presenta
secuencias ortdlogas en especies como: Drosophila, C. elegans, tunicados y el erizo
de mar morado (18,21). Ademas, existen ortdlogos en platelmintos de vida libre y
platelmintos  parasitos: myoD en Schmidtea mediterranea  (68%ID),
HmN 000553800 en Hymenolepis microstoma y TsM 000079400 en T. solium
(89%ID) (24-26). El grado de identidad de los ortologos de S. mediterranea y T.
solium se basa en una comparacion de estas secuencias, disponibles en la base de
datos de WormBaseParasite (26), con el ortélogo publicado de H. microstoma (25).
Asimismo, al alinear secuencias de los ortélogos de myoD en S. mediterranea, H.
microstoma 'y T. solium, se observd una region altamente conservada que

corresponde al dominio bHLH (Fig.6).

3. Miogénesis en platelmintos de vida libre
3.1. Desarrollo muscular descrito en planarias
Las planarias son bastante conocidas por su habilidad de regenerarse y renovar

cualquier tipo de tejido a través de la diferenciacion de neoblastos, células madre
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adultas pluripotentes (24). Tras una amputacion, los neoblastos que rodean la herida
proliferan y dan lugar al blastema regenerativo, células no diferenciadas que daran
lugar a los tipos celulares necesarios para restablecer las estructuras faltantes (24).
Nuevas células musculares en planarias surgen a partir de neoblastos pluripotentes

(24).

Las células musculares, especificamente los miocitos, son funcionalmente
importantes durante la regeneracion en planarias. Al presentarse una lesion, los
miocitos mas cercanos actuan rapidamente y cierran la herida por contraccion de la
pared corporal en el area donde se formara el blastema (27). Las células musculares
también brindan informacion posicional que guia la renovacion del tejido y la
regeneracion (28). Esto se logra mediante los genes de control de posicion (PCGs)
que se expresan en la mayoria de estas células; el musculo tiene una doble funcién:
contraccion y control de patrones (28). La expresion de PCGs en células musculares
puede darse incluso en ausencia de neoblastos, por lo que el musculo es el encargado
de proporcionar las instrucciones posicionales para regenerar cualquier region del

cuerpo (28).

La pared corporal de las planarias estd rodeada por una red densa y compacta de
fibras musculares subepidérmicas en diferentes orientaciones (24). La estructura
muscular de la pared corporal depende del tamafio de la planaria; en términos
generales, consiste en una capa externa de fibras circulares, una capa intermedia de
fibras diagonales y una capa interna de fibras longitudinales (27). Adicionalmente,
fibras musculares dorsoventrales conectan las superficies dorsal y ventral del cuerpo

(27). Toda esta musculatura de la pared les sirve, sobre todo, para mantener la forma
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e integridad del cuerpo (27). Asimismo, poseen fibras musculares alrededor del
sistema digestivo, los 6rganos reproductivos, la abertura de la boca y en la faringe
(24,27). En esta ultima estructura, se planted que los neoblastos en la base de la
faringe ingresan a ella y empiezan la diferenciacion a miocitos (24,27). Luego, pasan
a la musculatura subepitelial y se intercalan entre las viejas células musculares

(24,27).

3.2. Papel especifico de MyoD en el desarrollo muscular de planarias

El musculo de la pared corporal de las planarias muestra algunas caracteristicas
similares a las células del musculo esquelético y a las del musculo liso. Sin embargo,
su naturaleza es esquelética debido a que expresa genes de miosina esquelética de

cadena pesada y el factor de transcripcion miogénico MyoD (24).

Un homologo del gen myoD fue identificado en la planaria Schmidtea mediterranea
(24) y se ha comprobado su expresion en neoblastos, lo que sugiere, a su vez, que se
expresa en progenitores miogénicos (24). myoD también se expresa en fibras
subepidérmicas a lo largo de todo el animal, especialmente en la superficie ventral
(24). Como estas células corresponden a la musculatura de la pared corporal, se

deduce que el musculo de las planarias es principalmente esquelético (24).

MyoD es necesario para formar las fibras musculares longitudinales, ubicadas a lo
largo del eje anteroposterior (AP) (29). Al silenciar el gen myoD en Schmidtea, se
perdieron estas fibras y ocurri6 una falla total en la regeneracion: estas planarias,
después de ser amputadas, no pudieron regenerar los polos anterior y posterior,

esenciales para formar patrones en el blastema (inicio de la regeneracion) (29).
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Ademas, los animales presentaron un fenotipo diferente, pues se volvieron mas
largos y delgados, presumiblemente por la falta de musculatura (29), efecto
comparable a la atrofia muscular en casos de caquexia por inhibicién o degradacion

de MyoD (30).

4. Miogénesis en un platelminto parasito modelo de laboratorio
4.1. Desarrollo muscular en Hymenolepis microstoma
Al igual que en los demads cestodos, H. microstoma tiene una musculatura compuesta
de fibras longitudinales, transversales y circulares (14,31). Igualmente, se ha

identificado un anillo subepidérmico de miocitos no contractiles (31).

La musculatura del estrobilo se puede dividir en dos laminas corticales: musculo
superficial y musculo medular. El musculo superficial estd compuesto de fibras
delgadas, tanto longitudinales como circulares, mientras que el musculo medular se
compone de los mismos tipos de fibras pero mas gruesas. Por otra parte, las fibras

musculares transversales marcan los limites entre proglétides (14).

Dentro de la corteza del gusano adulto de H. microstoma, al igual que en todas las
tenias, existe una region en particular donde el tejido nervioso, las células
germinativas y los musculos longitudinales estdn estrechamente unidos. Esta region
es descrita como un “cilindro de sefalizacion del desarrollo” (DSC) (31). Se ha
demostrado que varios factores de la via Wnt, Notch y Hedgehog (Hh) se expresan
dentro del DSC (31). Los factores de las vias Hh y Notch estan asociados al sistema
nervioso, mientras que se asume que los factores Wnt se expresan en las células

musculares (31).
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4.2. Diferencias en la expresion de myoD segin el estadio y la region de H.
microstoma

La secuenciacion del transcriptoma (mRNA-seq) de H. microstoma mostrod la

expresion diferencial de varios genes involucrados en distintos procesos de

desarrollo. Entre estos genes estaba myoD, cuya expresion fue diferente segun el

estadio y la region corporal del gusano (25).

A partir de los resultados de mRNA-seq, se determin6 que hubo una alta expresion
del gen en el estadio larval y en el gusano adulto; sin embargo, la mayor expresion
de myoD se dio en las zonas del escolex y el cuello del estadio adulto. A diferencia
de las muestras larvales, no se realizo Whole-mount in situ hybridization (WMISH)
con las muestras del escolex-cuello del gusano adulto, por lo que no se pudo observar

la expresion espacial del gen (25).

Por otro lado, el WMISH de las larvas permiti6 observar la expresion genética
espacial y temporal de myoD durante la metamorfosis larval. Las tres regiones de la
larva cisticercoide presentaron diferencias en la expresion del gen. En la zona
anterior, la expresion de myoD es difusa, pero se distingue una mayor expresion en
la region de las ventosas y el rostelo. En la zona posterior, se muestra una expresion
bastante marcada en los tejidos del quiste, alrededor de la cavidad larval, area en la
que se desarrollan laminas musculares delgadas. En cambio, las células encargadas
de formar la “cola” del cisticercoide no expresan el gen durante las primeras etapas

de la metamorfosis (S1). El gen myoD contintia expresandose fuertemente en la parte
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anterior del estadio cisticercoide juvenil post-enquistamiento (S4), pero su expresion

empieza a restringirse al area de la “cola” en el cisticercoide maduro (S5) (25).

PROBLEMA DE INVESTIGACION

Las infecciones causadas por 7. solium, tanto teniasis como neurocisticercosis,
prevalecen en paises subdesarrollados de Latinoamérica, Africa y Asia (1,2). La
metamorfosis del estadio larval al gusano adulto implica modificaciones morfoldgicas
como la evaginacion del escolex y la generacion del estrobilo (1,2,4,7). Ambos procesos,
criticos para el desarrollo del parésito, han sido descritos morfoldégicamente (1,8), mas no
a nivel genético. No obstante, se han estudiado vias de sefializacion involucradas en el
desarrollo larval y estrobilar de otros cestodos, como H. microstoma (31). Queda por

responder cudles son los genes que regulan el desarrollo de 7. solium.

MyoD es un factor de transcripcion que induce y dirige la diferenciacion de las células
musculares a partir de diversos tipos de células (17,18). El gen myoD, descrito
esencialmente en mamiferos, tiene ortdlogos en varios invertebrados (18,21). Los
ortdlogos descritos en platelmintos como S. mediterranea, H. microstoma 'y T. solium
(24-26) muestran un alto grado de conservacion, indicando que la regulacion del
desarrollo muscular en platelmintos tendria semejanzas con la descrita en vertebrados

(29).

La miogénesis es esencial en la fisiologia de 7. solium, ya que la contraccion muscular
permite que la tenia se movilice en el intestino y se mantenga adherida al epitelio
intestinal (13,14). Particularmente, la miogénesis en el cuello es fundamental en la

metamorfosis hacia gusano adulto, pues la extension continua del estrdbilo se basa en la
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formacion de nuevas células musculares conforme se diferencian las proglotides (25). Por
esta razon, el cuello no solamente le brinda soporte al escolex, sino que se trata de una

zona de crecimiento que da paso al desarrollo del estadio diseminativo del parésito (1,14).

También se ha visto que las células musculares, en platelmintos, expresan genes de
control posicional (PCGs), por lo que el musculo no solamente realiza contracciones, sino
que también controla los patrones de desarrollo (28,31). En el cestodo Echinococcus
multilocularis, se ha demostrado que las células musculares expresan factores Wnt (em-
wntl y em-wntl la), también denominados PCGs (31,32). En H. microstoma, una tesis
presentada el 2018 en University College London, Reino Unido, comprobd la expresion
de varios factores Wnt, los cuales regulan la orientacion anteroposterior en animales, en
la region denominada “cilindro de sefializacion del desarrollo”(DSC) (31). En esta region
se encuentran musculos longitudinales, por lo que el estudio plantea que es probable que
los factores Wnt se expresen en ellos (31). Igualmente, se observé la expresion del factor
Hmic-Wntl la en una region denominada la “zona de transicion”, que empieza en la parte
final del cuello y se extiende hasta el comienzo del estrobilo (31). Debido a la expresion
espacialmente restringida de este gen, los autores asumen que se trata de un factor que da
inicio a la estrobilacion, ya que estaria brindando informacion posicional sobre la parte
anterior y posterior de los segmentos del parasito (31). Adicionalmente, se ha visto la
sobreexpresion de genes de la via Wnt (Wntl, Wnt4, Wnt5, Fz4, y LRP5/6) en el estadio
adulto de Taenia pisiformis. Esto implica que la ruta permanece activa durante el
desarrollo de este estadio y que probablemente esta asociada con la formacion del eje
anteroposterior en el gusano adulto (33). La capacidad de Wnt de activar MyoD,
observada en cultivos de somites mamiferos, establece un vinculo en las rutas de

senalizacion (34).
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Los estudios acerca de la biologia de platelmintos parasitos, como 7. solium, son escasos,
debido a que es complicado tener acceso a organismos vivos de todos los estadios que
resulten utiles para la experimentacion (1). Por esta razén, se ha estudiado la funciéon y
expresion del gen myoD en platelmintos que se pueden mantener en el laboratorio, como
planarias (de vida libre) y cestodos del género Hymenolepis. En planarias, myoD se
expresa en progenitores miogénicos y en las fibras musculares diferenciadas de la pared
corporal (24). Adicionalmente, el gen cumple un papel especifico en la miogénesis, pues
es necesario para formar las fibras longitudinales, esenciales para iniciar la regeneracion
(29). La regulacion diferencial de myoD en H. microstoma, donde el escolex y el cuello
del estadio adulto presentan la mayor expresion del gen (25), es otra evidencia de que
myoD cumple un papel en el desarrollo muscular de los platelmintos. A partir de estas
evidencias, es razonable postular que este gen regula el desarrollo muscular del cuello de
T.solium, induciendo la formacion de las fibras musculares longitudinales en esta zona,

todo esto durante la metamorfosis de larva a adulto.

Establecer el papel de myoD en la miogénesis del cuello de 7.solium permitiria determinar
la funcion del tejido muscular en el desarrollo del parasito, especificamente en la
metamorfosis de larva cisticerco a gusano adulto. Ademas, el estudio estaria
contribuyendo a confirmar el papel determinante de este factor de transcripcion “pionero”

en el desarrollo muscular, a lo largo de la escala evolutiva.
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ESTRATEGIA DE INVESTIGACION
Como parte de este trabajo, para evaluar el papel que cumple myoD en el desarrollo
muscular del cuello de T. solium, se ha realizado un analisis de similitud de secuencias

con el genoma del parasito (35). A partir de ello, se halld un ortélogo de myoD,

TsM 000079400 (26).

Posteriormente, se debe confirmar la expresion del gen en larvas y parasitos evaginados
in vitro. Para ello, los quistes de 7. solium seran cultivados en medio RPMI suplementado
y se inducira la evaginacion usando 4cido taurocdlico al 0.3%. Este es un acido biliar, por
lo que su accion surfactante sigue siendo la misma in vitro y en el intestino humano, al
momento de inducir la evaginacion. Luego, se utilizara WMISH para observar los
patrones espaciales y temporales de la expresion del gen en los quistes evaginados,
especificamente en las zonas del escolex-cuello, la parte media del estrobilo y el quiste

propiamente dicho.

Una vez comprobada la expresion de myoD, se silenciard el gen mediante interferencia
de ARN (RNAI), utilizando el método de microinyeccion de ARN de doble cadena a T.
solium. Los grupos experimentales con los cuales se trabajard serian los siguientes: un
grupo de gusanos evaginados en medio RPMI con 4cido taurocélico sin microinyeccion,
y otros dos grupos de organismos en el mismo medio, pero un grupo seria tratado con el
ARN de doble cadena de un gen no relacionado y el otro grupo recibiria la microinyeccion
del ARN de doble cadena del gen myoD. De esta forma, al observar los efectos de la
ausencia de myoD, se podra constatar si regula el desarrollo muscular del cuello del

parasito.
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Si bien se ha realizado RNAi de myoD solamente en planarias (29), existen antecedentes
de que la técnica funciona satisfactoriamente en organismos emparentados con 7. solium.
En cestodos, se han silenciado genes esenciales para la division celular (zmym3 'y pogzl)
en Hymenolepis diminuta, genes hox (Post-2) en H. microstoma y recientemente se ha
usado RNAI para silenciar el gen tetraspanina-1 en Echinococcus granulosus (36-38).
De igual manera, esta técnica se ha empleado en trematodos para silenciar los genes de
las catepsinas B y L en Fasciola hepatica y genes de acuaporinas como SmAQP en

Schistosoma mansoni (39,40).
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ANEXOS

Fig.2 Microfotografia electrénica de una proglétide inmadura
Fig.1 Microfotografia electrénica de una proglétide inmadura de T.solium que muestra un haz de miofibrillas (myo).

de T.solium que muestra haces de miofibrillas (myo)  Referencia: Willms, 2008, Current Topics in Medicinal
conectados entre si (flecha con doble cabeza). Chemistry

Neo=neoblastos, Flechas con 1 cabeza apuntan al glucégeno

citoplasmatico.
Referencia: Willms, 2008, Current Topics in Medicinal
Chemistry

superficial

Fig.3 Musculatura del estrébilo de H.diminuta.(C)Las tinciones con
faloidina (celeste) y DAPI (gris) muestran los musculos de la superficie
(fibras mas apicales) del estrobilo y los misculos medulares o mas
internos.(D)Representaciéon de la estructura muscular y del tegumento.
MT=Microtriches o microvellosidades especializadas, DC=Citoplasma
distal, SM=Musculo superficial, TC=Cyton tegumentario, MM=Musculo
medular

Referencia: Rozario & Newmark, 2015, Experimental Parasitology Fig.4 Musculatura del estrobilo de H.diminuta. Las fibras
longitudinales medulares (internas) son los musculos mas visibles

tefidos con faloidina(celeste) a lo largo del cestodo. (E)Vista
frontal del masculo superficial, incluyendo fibras longitudinales, de
una regién inmadura del estrobilo.(E")Vista ampliada de fibras
musculares circulares en la capa superficial (flechas
amarillas).(F)Vista frontal del musculo medular, incluyendo fibras
longitudinales, del estrébilo. (F') Vista ampliada de las fibras
musculares circulares en la capa medular (flechas rojas).(G)Las
fibras musculares transversales en el estrdbilo marcan los limites
de las proglétides (flechas rojas). También se observa que los
genitales terminales presentan considerable tejido muscular
(asteriscos).

Referencia: Rozano & Newmark, 2015, Experimental Parasitology
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— Animalia

Fig.5 Arbol filogenético de los bilateria donde se sefialan los filos mencionados en el texto, los
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cuales presentan ortélogos del gen myoD.

Arbol filogenético obtenido de: Satoh, 2014, Proceedings of the Royal Society B: Biological

Sciences

SMEET034317001
ReN_000553800
TeM_000079400

SMEET034317001
HaN 000553800
TaN_000079400

SMEST034317001
HeN_ 000553800
TaN_000079400

SMEET034317001
HmN_000553800
TsN_000079400

SMEET034317001
BaN_000553800
TeN_000079400

SMEST034317001
BeN_000553800
TeN_000079400

SMEST034317001
AeN_000553600
TeN_000079400

SMEET034317001
HeN 000553800
TaN_000079400

SMEST034317001
HmN_000553800
TsM_000079400

SMESTO034317001
HmN 000553800
TeM_000079400

SMEST034317001
HmN_000553800
TsM_000079400

MLGGSNSDYSSSEVAPN ~ =~~~ ATAKLADSES SNSASRSEVVYPYPEYANLNGYETAGVN
ML-ESSCDYTSEVVTTATPSVPQPSKLODAD - SNGSGCRENIYPYPEYPNLMNGYDNSA-S

HECSFPOSTOPT m o e e NYDww = YSCPYSAC-LEAAFFLVNQTCP
ONRPFPTDEHFCGPLOTLVEQLVAKSEL TENECNYDELLYSATTSAAAPCYPFFYCNQP A~

HGRPFLRDTAPGPLOTLVSQLVARSELCSNEANYDHLLYSASSTAAVAAYSPFYGNQS -~
1. X L,z * A LT *h o owx

YNTCTNIMPRSLSLVDRMMMNN SNHLYDRENTEHSAS Y P o oo o o o (434
-weeACVMPRPSPECFYPQS Y« ~ TAYMSDELNS STDLNCPAYSCOYPTRRCYETSDYAGT-
—emeeOCMETSPENFYPHEY - ~TAYMEDELNNSTDLNCFPYSSTYASRAVYETSEYGESAT
LA £ T $ o33 wrww, ol

LNKIEQKLPTTSSKTTPSTLVSTSSNSISNSEFNSSRSSSQFPTYDLISSLNNSNYDMYD
~=EYPSQHPATS SANKEAMAT
ENTYQNQHPSTTRANKSA-PT

o2 Wawer, .. 2 o . 22%W suw
SPYAAYLAAGYYQSPGFALRQYDAAGTSQPSNTDLYHS -~~~ =~~~ SLAASSCLNLNYSQ
~-~TCSANEPGF SHNPGF YLKPEECCKL ~~PGFFPSAPNSCVOSAPNTAGTTPTTCNLNSSI
== TCESAMDSTFS~STCFYIKPEECCKV =~ ~COFPANPNRAT A« v o AVITTTTCNTNSSI

: s : v e ' . R

--AKSRALSEPAGSCODPOSONI TSNNH-ANNSYSPTTADFGSPRALSSSS0S INDGROP
DERQGKRMVDTRRNSGDMR-KKVRSLOCTPKKA--DSVTEK - ~~--T-AKSSLCMSEDRSP
DKEQRKRIVEPRENCADMR ~-XKIRTHQOAKKAESSPCITDK~~~~D~VKTSLAVREDHSP

«1 318 12 « * 3 o313 1 31 1 1 «I% L1 2.3l

TEENS~~SPOXLELAIEQELCPREEEEVLVPCESHCOQCLLWACKACKKR TV

ISMGDS-GDD-TCSSDDERGPCRREERVLAPCSAGOCLLWACKACKKRTMO

LSLCGDSGDDSTSSDDDCEGSCRKEERI IAPCSAGOCLLWACKACKKRTMO
A

P R Y T LA L)

RERARLRKVNEAFETLEKRRTSCNPNQRMPEVEILXNAIDYIESLEELLNSVCKLPATVCE
RERARLREKVNEAFETLERRTCSNPNQRNPEVEILATAIDY IENLEEMLARNGVLLGTSPT
RERRRLREVNEAFETLERRTCSKPNOQRNPRVEILRTAIDY IENLEEMLARNGVLLGPSAS

AARARRRANRRAURRA N AN AR RAR R R AR R AAR R wRRpek v

LKERRKKNPEN----- SRTATAGKQKD PNETINDEQK - - - e A
GTSPSACNLLRSACRYPSTN -~ -PSTRSNKINSVDGARIQRVVSGTRCRKACCISKCDKA
SSSAAACTLLRESERYSTCACANNAAVNEKITSVESCRIQRTCNCNRCAKAAALTKCDEY

.. PR L .

ENK-YPETICKLPwwmmm TTRKSYVASDLEQQ == mm wmm IYQSNM-~LKSSTLDQLSSI
CDQTRPEYSNIVPTSCTPNCTOASFMEMETAQAPMOTEEQSYRCYASILANNGWPPSIQV
GNR-RADYTGIAATSA-ANTGOASFMEMETSQAMPTEDESSYRGYTTSLANNGWPASIFV

i H 1 %33 3 4 . LI ]

VORISTTNITI ~~=ememeccccccccaaan ADHSMDARPENS -~ 466

HDPNSVSGVTV--~-~-SPPPWREMAPPLNSNTSEKSATAVPEKALC 584

HDPNSVCCASVPAVSFPPEWRHVIPSLSCA~~ETPTSAVFEKALC 587
- - s . . wwa

Fig.6 Comparacién de secuencias de aminodcidos de MyoD en H.microstoma con
las de S.mediterranea y T.solium. Los dominios bHLH altamente conservados estan
sefialados con un recuadro rojo. El asterisco representa un aminoacido idéntico entre
las secuencias. Se pueden acceder a estas secuencias en WormBaseParasite con
los siguientes nombres:

-HmN_000553800 (Hymenolepis microstoma)

-SMEST034317001 (Schmidtea mediterranea)

-TsM_000079400 ( Taenia solium)
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