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RESUMEN

Taenia solium es un cestodo endémico en el Per(; sus hospederos son el cerdo y el
humano. Solo en el intestino humano, el cisticerco (fase larval) se transforma y madura
como gusano adulto (fase diseminativa). Esta transformacion ocurre a partir de la
evaginacion del escolex, que permite al parasito adherirse a la pared intestinal, donde

crece formando un estrébilo compuesto por proglotides.

El desarrollo hacia gusano adulto implica eventos de proliferacion, migracion celular y
reorganizacion del tejido muscular. Estos procesos se han estudiado en cestodos como
Hymenolepis, Echinococcus y Mesocestoides, pero han sido poco explorados en T.
solium. Conocer el desarrollo del parasito puede ayudar a identificar blancos terapéuticos.
En este trabajo se compard la expresion de genes clave de T. solium asociados a la
proliferacion celular (h2b), la miogénesis (myoD) y la transicion epitelio-mesénquima
(TEM; snail-1), relacionada con migracion celular, antes y después de la evaginacion del

escolex.

Mediante RT-gPCR, se observo que la mayor expresion de myoD y h2b ocurre antes de
la evaginacion. La expresion de snail-1 es menor en esta etapa que después de la
evaginacion, lo que sugiere una mayor migracion celular hacia las nuevas regiones en

formacidn del cisticerco evaginado.

Este es el primer estudio en el que se ponen a prueba marcadores de miogénesis, TEM y
proliferacion celular, como procesos criticos para el desarrollo de T. solium. Conocer el
papel de estos mecanismos y de sus factores de transcripcion (MyoD y Snail-1),
contribuye a entender la biologia del parasito.

Palabras clave: Taenia solium, proliferacion celular, miogénesis, transicion epitelio-

mesénquima (TEM)



ABSTRACT

Taenia solium is an endemic cestode in Peru; its hosts are pigs and humans. Cysticercus
(larval phase) transforms and matures into an adult worm (disseminative phase) in the
human intestine. This transformation starts with the evagination of the scolex, which
allows the parasite to adhere to the intestinal wall, where it grows to form a strobila

composed of proglottids.

The development of the adult worm involves proliferation events, cell migration, and
reorganization of muscle tissue. These processes have been studied in cestodes, such as
Hymenolepis, Echinococcus, and Mesocestoides, but have been scarcely explored in T.
solium. Understanding the development of this parasite can help to identify therapeutic
targets. In this study, the expression of key genes in T. solium associated with cell
proliferation (h2b), myogenesis (myoD), and epithelial-mesenchymal transition (EMT;
snail-1), related to cell migration, was compared before and after the evagination of the

scolex.

RT-gPCR revealed that the highest expression of myoD and h2b occurred prior to
evagination. snail-1 expression was lower at this stage than after evagination, suggesting

greater cell migration towards the new regions of the evaginated cysticercus.

This is the first study in which markers of myogenesis, EMT, and cell proliferation were
tested as part of critical processes for the development of T. solium. Knowing the role of
these mechanisms and their transcription factors (MyoD and Snail-1) contributes to

understanding the biology of the parasite.

Key words: Taenia solium, cell proliferation, myogenesis, epithelial-mesenchymal
transition (EMT)



INTRODUCCION

Taenia solium es el platelminto parasito de mayor importancia en salud publica,
causante de una zoonosis endémica en diversos paises en vias de desarrollo, como
el Per( (1-3). Dada la complejidad de las interacciones hospedero-parasito, el
ciclo de vida completo de T. solium es imposible de reproducir en el laboratorio.
Por ello, se emplean platelmintos parasitos modelo, como Hymenolepis y
Mesocestoides, para estudiar la biologia del desarrollo de los cestodos (4-11).
Hymenolepis microstoma es el cestodo mas estudiado en el que ya se han
caracterizado vias de sefializacion involucradas en su desarrollo larval y estrobilar
(9,112).

A pesar de las dificultades logisticas y experimentales asociadas al trabajo con T.
solium, se han realizado estudios sobre el desarrollo de la oncosfera hacia el
cisticerco (12-14). Sin embargo, hay escasa informacién sobre la metamorfosis
larval del cisticerco hacia el gusano adulto, un proceso que incluye etapas clave
para el desarrollo del parasito, como la evaginacion del escolex y la formacion del
estrobilo. Aungue estos procesos han sido descritos desde un punto de vista
morfologico (15,16), aln no se ha explorado su regulacién a nivel genético. Por
lo tanto, sigue siendo una incognita qué genes controlan el desarrollo de T. solium.
Dado que el gusano adulto es el estadio diseminativo de este cestodo, estudiar sus
mecanismos de desarrollo es esencial para comprender la biologia del parasito y

encontrar formas de interrumpir su ciclo de vida.

Las modificaciones morfologicas que T. solium atraviesa para convertirse en
gusano adulto, que se hacen evidentes a partir de la evaginacion del escolex,
involucran cambios transcripcionales que aun no han sido caracterizados. En este
trabajo, se analiza la expresion de los genes myoD y snail-1, reguladores de la
miogénesis y la transicion epitelio-mesénquima (TEM), respectivamente, durante
la evaginacion del escélex en larvas metacestode de T. solium. Ademas, se evalla
la proliferacion celular, un proceso clave que impulsa el desarrollo a lo largo del

ciclo de vida de los cestodos.


https://www.zotero.org/google-docs/?YI4nRx
https://www.zotero.org/google-docs/?K5dN0Q
https://www.zotero.org/google-docs/?XF9JL5
https://www.zotero.org/google-docs/?4tY0ee
https://www.zotero.org/google-docs/?CvCEm7

Todos estos mecanismos son fundamentales a nivel molecular, celular y
fisiologico durante el complejo desarrollo del cisticerco hacia gusano adulto.
Entender los eventos clave que permiten el establecimiento de T. solium en el
intestino humano puede ayudar a identificar blancos terapéuticos que eviten el

desarrollo del parasito adulto en el huésped.

Generalidades sobre Taenia solium

1.1 Ciclo de vida e impacto en la salud publica

Taenia solium forma parte del filo de los Platelmintos o gusanos planos. Estos se
caracterizan por tener simetria bilateral, ser acelomados, no contar con érganos
circulatorios ni respiratorios y tener un sistema digestivo incompleto (17). Dentro
de este filo existen organismos de vida libre y parasitos obligados, siendo estos
ultimos parte del clado Neodermata (18,19). Este grupo abarca las clases
taxonomicas Monogenea, Trematoda y Cestoda, a la cual pertenece T. solium
(18,19).

T. solium es un cestodo endémico en diversos paises en vias de desarrollo de
América Latina, Africay Asia (1,16). En el Per(, persiste como problema de salud
publica al causar una zoonosis en diferentes regiones de la sierra, la costa norte y
la selva alta (2). Su ciclo de vida es complejo, ya que involucra dos hospederos:
el cerdo como hospedero intermediario y el humano como hospedero definitivo.
El gusano adulto se desarrolla y crece en el intestino delgado humano (teniasis)
luego de que este ingiera cisticercos viables enquistados en carne de cerdo mal
cocida. El estadio adulto se autofecunda y produce una abundante cantidad de
huevos microscépicos, altamente infecciosos, que se diseminan a través de las
heces del teniésico. Por contaminacion fecal-oral, cerdos y humanos pueden
ingerir estos huevecillos, que tras desplazarse en la sangre se alojaran como
cisticercos en diferentes tejidos blandos (cisticercosis). La infeccion del cerebro
con cisticercos se conoce como neurocisticercosis (NCC) y es la causa de diversos

cuadros neuroldgicos (1,3).

Se ha estimado que laNCC generade 0.25 - 9.00 AVAD:s (afios laborales perdidos
debido a enfermedad) por cada 1,000 personas por afio (20). En el 2010, la OMS


https://www.zotero.org/google-docs/?uhib7Q
https://www.zotero.org/google-docs/?rldjnH
https://www.zotero.org/google-docs/?cqX8EV
https://www.zotero.org/google-docs/?iuFumv
https://www.zotero.org/google-docs/?nfcArU
https://www.zotero.org/google-docs/?wpolup
https://www.zotero.org/google-docs/?HEMsKM

determind que méas de 370,000 personas en todo el mundo tuvieron epilepsia
asociada a NCC. Esto provoco 28,000 muertes y 2.8 millones de AVADs (21). En
nuestro pais, aproximadamente el 54% de un salario minimo se utiliza para costear
el tratamiento de la NCC durante el primer afio. Dentro de los gastos de la atencion
médica, el diagndstico de la enfermedad (36%) y la compra de medicinas (27%)

son los rubros que generan una mayor repercusion economica (22).

Ademas, la cisticercosis porcina genera una reduccion significativa del valor del
cerdo en el mercado, afectando la economia de los criadores (20,23). En un
estudio realizado en Camer(n, Africa, el precio del cerdo se reduce hasta en un
30% (24). En Peru, se ha visto que en Andahuaylas los campesinos pueden llegar
aperder entre un tercio y la mitad del precio del cerdo, o todo, si este es confiscado
(25).

1.2 Metamorfosis del estadio larval al adulto

1.2.1 Evaginacion del escolex

A nivel morfoldgico, la transformacion de una larva cisticerco vesicular hacia
gusano adulto empieza con la evaginacion del escélex y continda con la
formacidn de proglétides (estrobilacion). Ambos procesos son proliferativos,

criticos en el desarrollo del parasito (1,16,26).

El estadio larval o cisticerco es una vesicula membranosa, con forma de quiste,
llena de fluido. En su interior se encuentran invaginados el escolex
(pseudocabeza) y cuello del parasito (1,16) (Figura 1A). Estudios in vitro han
revelado que el cisticerco viable muestra movimientos continuos, pero lentos,
de relajacion y contraccién, gracias a la doble capa de fibras musculares
ubicadas debajo del tegumento (16). La interaccion con enzimas digestivas y
sales biliares induce la evaginacion del escolex, un proceso en el cual este
emerge del quiste (Figura 1B). Una vez liberado en el duodeno, el escolex se
adhiere a la mucosa intestinal utilizando sus 6rganos de fijacion: ganchos y
ventosas (1,15,16,26).


https://www.zotero.org/google-docs/?jp3c8V
https://www.zotero.org/google-docs/?p8RW1G
https://www.zotero.org/google-docs/?yndVeq
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Figura 1. Dibujo de cisticerco sin evaginar el escélex (A) y de cisticerco con el
escOlex evaginado (B) mostrando sus estructuras correspondientes. Figura

modificada de Leunis, J. (1891). Schul-Naturgeschichte. Editorial: Hannover Hahn.

La evaginacion también ocurre espontaneamente, pero in vitro se ha visto que
la bilis induce este proceso (15,27-29). Debido a su naturaleza anfipatica, las
sales biliares actian como agentes tensoactivos que incrementan la
permeabilidad de la membrana del quiste (30). Esto facilita la entrada de
enzimas digestivas, las cuales contribuyen a la degradacién de la vesicula y
favorecen la liberacion del escélex (30). Este proceso no seria solamente
mecanico, porque el uso de hormonas como la progesterona y la
gonadotropina coriénica humana (hCG) favorece la evaginacion (31,32). Sin
embargo, se han estudiado muy poco los mecanismos celulares, moleculares

y eventos de sefializacion implicados.

1.2.2 Generacion del estrobilo por accion de células proliferativas

El cuerpo o estrobilo del parasito esta conformado por cientos de proglétides
sucesivas. Las proglotides son segmentos hermafroditas que se encuentran en
grados de madurez creciente a lo largo del gusano. Las mas distales al escolex
son las mas maduras, producen cientos de huevecillos infecciosos por

autofecundacion y reciben el nombre de proglétides gravidas. El desarrollo de


https://www.zotero.org/google-docs/?lN2LwW
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las proglétides se inicia después de la evaginacion del escélex, a partir de

celulas proliferativas presentes en la base del escélex y en el cuello (1,16,26).

Estas células proliferativas se han identificado y caracterizado mediante
técnicas histologicas, ultraestructurales, celulares y moleculares en
platelmintos de vida libre (planarias) y parésitos como el trematodo
Schistosoma mansoni y los cestodos Echinococcus e Hymenolepis (10,33-35).
Dichas poblaciones de células reciben el nombre de neoblastos en planarias,
células somaticas proliferativas (PSC) en S. mansoni y células germinativas
en Echinococcus e Hymenolepis (10,33-36). En el caso de T.solium, se han
detectado células proliferativas morfolégicamente similares a neoblastos,
mediante el marcaje con bromodesoxiuridina (BrdU), en quistes no
evaginados y evaginados in vitro (37). No obstante, aln se requiere
caracterizar estas células y asi comprobar si realmente se trata de neoblastos,
los cuales por definicion cuentan con un nicleo y nucleolo bastante grandes,
pero un escaso citoplasma que contiene mitocondrias y ribosomas libres
(36,37).

Para detectar las células en replicacion se toma como referencia la expresion
de histona de tipo h2b. Esta actia como un marcador molecular bastante
conservado y se expresa de manera especifica en células proliferativas de
planarias, treméatodos y cestodos (10,33,34,36). Se considera un marcador de
celulas proliferativas, porque la sintesis de las histonas canonicas, como lo es
la histona h2b, es dependiente del ciclo celular (38). En este caso, los
transcritos de h2b solamente se acumulan durante la fase S, que es cuando se

requieren nuevas histonas para acompafar la replicacion del ADN (38).

En Hymenolepis diminuta se vio que h2b se expresa en el parénquima del
cuello, mas no en los bordes del gusano, donde estan el tegumento y el
musculo (10). Por lo que la posicion de las células proliferativas esta
espacialmente restringida a la zona central del cuerpo del parasito, siguiendo

un patrén conservado (10). A pesar del potencial de h2b como marcador de
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proliferacion, no se ha evaluado su expresion en los distintos estadios de T.

solium que pueden mantenerse in vitro.

2. Mecanismos moleculares claves en el desarrollo

2.1 Miogénesis y los principales genes reguladores

2.1.1 Miogenesis y su regulacion génica en vertebrados

La miogénesis es la formacion del tejido muscular, proceso que se ha
estudiado sobre todo en vertebrados, especialmente en mamiferos (39,40). En
estos organismos, los reordenamientos celulares, durante la miogénesis, son
controlados por genes que se expresan de manera periddica. Esto se conoce
como expresion génica oscilante (39-41). A partir de este mecanismo, se

establecen los precursores del masculo esquelético: las somitas (41).

Las somitas son segmentos derivados del mesodermo que dan lugar al
musculo esquelético en los vertebrados. Los morfogenos secretados de tejidos

adyacentes determinan el destino miogénico de las somitas (39,40).

Estudios en mamiferos también pusieron en evidencia a un gen regulador
clave de la diferenciacion muscular: myoD. Este gen codifica un factor de
transcripcion que pertenece a los factores reguladores miogénicos (MRFs)
(39,40). MyoD determina el destino de un linaje celular, convirtiendo células

no especializadas en células musculares (39,40).

2.1.2 Factores de transcripcion miogénicos de tipo bHLH y su
identificacion en los bilateria

En los Gltimos diez afios, se ha identificado en mamiferos una compleja red de
factores de transcripcion responsables de regular la formacion del musculo
esquelético (40). La determinacion y diferenciacion de los mioblastos
somaticos son procesos dirigidos, esencialmente, por cuatro proteinas MRF,
caracterizadas por su dominio bHLH (basic helix-loop-helix): MyoD, Myf5,
miogenina y MRF4 (Factor Regulador Miogeénico 4) (40).
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Los MRFs no trabajan de manera aislada, sino que interactiian con otros
factores para dirigir las células hacia la miogénesis (40). Entre ellos estan los
factores de transcripcién Pax, que actian upstream de MyoD. Otros genes
reguladores involucrados son six1 y six4, sus cofactores eyal y eya4, al igual
que el gen dach2. Este complejo (Six-Eya-Dach) activa a genes como pax3,
myoD, mrf4 y miogenina (40,42). Cada uno de ellos interviene en distintas
etapas del desarrollo muscular, trabajando en conjunto para establecer el

fenotipo del musculo esquelético (40,43).

La red de factores responsables de la miogénesis ha sido estudiada en diversos
animales bilaterales, abarcando tanto protostomados (gusanos, moluscos,
artropodos) como deuterostomados (equinodermos, cordados). En
protostomados se han identificado genes ortdlogos de myoD, como hlh-1 en el
nematodo Caenorhabditis elegans y nautilus en el artropodo Drosophila
melanogaster (40,44,45). Por su parte, entre los deuterostomados, se han
reportado ortélogos en organismos como el equinodermo Strongylocentrotus
purpuratus (Sp-MyoD2), el urocordado Ciona intestinalis (Ci-MRF) e incluso
en el cefalocordado Amphioxus (AmphiMyoD) (40,44,46). Este Gltimo ort6logo
sefiala la conexidn evolutiva entre los procesos de miogénesis en invertebrados
y vertebrados (46). A diferencia de los vertebrados, los invertebrados parecen
haber mantenido solo un factor de transcripcion, con alto grado de homologia,
dentro de toda la familia de MRFs del tipo bHLH (45).

La identificacion de estos ortdlogos destaca la notable conservacion de myoD
en vertebrados e invertebrados (45), lo que facilita estudios comparativos en
los Bilateria para corroborar su papel esencial en el proceso de miogénesis
(40,44).

2.1.3 MyoD, una proteina de funcién conservada y determinante en la
miogénesis

MyoD fue el primer factor regulador miogénico identificado en esta familia de

MRFs (39,43). Su dominio bHLH le permite reconocer y unirse a la secuencia

E-box en el promotor de los genes asociados al musculo esquelético, activando

su transcripcion (39,43). Este dominio de unién es altamente conservado en
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animales bilaterales, lo cual explica la existencia de los diferentes ortélogos
mencionados previamente (39,43). Esto convierte a MyoD en un regulador
universal de la miogénesis, capaz de inducir y dirigir la diferenciacion

muscular (39).

Asimismo, se lo conoce como un "regulador maestro™” debido a su capacidad
de convertir diversos tipos celulares, como fibroblastos, células nerviosas,
adipocitos y hepatocitos, en musculo esquelético (39). Este descubrimiento
demostrd, por primera vez, que un unico gen puede inducir un proceso
complejo de diferenciacion (39). Ademas, como “factor pionero”, MyoD
accede a genes en cromatina abierta y cerrada, facilitando la reprogramacién
de células de diferentes linajes hacia el linaje muscular (39). Esto lo logra al
reclutar acetiltransferasas de histonas (HATs) y el complejo Swi/Snf para

remodelar y abrir la cromatina cerrada (39).

Tanto MyoD como todo el grupo MRF tienen una funcién conservada,
cumpliendo con el principio de estabilidad evolutiva (40). Esto es caracteristico
de secuencias con alta presion de seleccion, debido a su importancia biolégica
(40). Precisamente, los factores de transcripcion miogénicos tienen un papel
esencial durante el desarrollo y han permanecido a lo largo de la evolucion, lo
que se refleja en la conservacion de su dominio de union al ADN (bHLH) (40).
Estas familias, con secuencias altamente conservadas, comparten un origen y

una funcién en coman (40).

La funcion de MyoD ha sido extensamente documentada, esencialmente en
mamiferos, pero esta funcién también se conserva en invertebrados. Ademas
de los ortdlogos en artropodos, nematodos, tunicados y equinodermos (40,44),
también se han reportado secuencias ortdlogas de myoD en platelmintos de vida
libre y parasitos: myoD en Schmidtea mediterranea y HmN_000553800 en

Hymenolepis microstoma (8,47).

10


https://www.zotero.org/google-docs/?e7z4qp
https://www.zotero.org/google-docs/?OQELCb
https://www.zotero.org/google-docs/?4pJNMH
https://www.zotero.org/google-docs/?sf8Ook
https://www.zotero.org/google-docs/?PALYzT
https://www.zotero.org/google-docs/?jGbyty
https://www.zotero.org/google-docs/?lYtsD8
https://www.zotero.org/google-docs/?0ztW3o
https://www.zotero.org/google-docs/?7yNeYO
https://www.zotero.org/google-docs/?zOTlju
https://www.zotero.org/google-docs/?hrL2cb
https://www.zotero.org/google-docs/?MdmKjS

2.2 Transicion epitelio-mesénquima (TEM) vy los principales genes

reguladores

2.2.1 Latransicion epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso complejo
en vertebrados

La conversion de células epiteliales a mesenquimales, transicion epitelio-
mesénquima (TEM), es esencial para varios aspectos de la embriogénesis, la
reparacion de tejidos e incluso durante diversos estados patologicos (48). En
la TEM, las células epiteliales pierden su polaridad apical-basal y adherencia
con otras células (uniones célula-célula) (48,49). En cambio, adquieren
caracteristicas mesenquimales, como motilidad celular, mayor capacidad
migratoria, invasividad de la membrana basal y elevada resistencia a la
apoptosis (48,50).

Se ha clasificado la TEM en tres subtipos distintos segun el entorno bioldgico
en el que ocurren. El tipo 1 se da durante eventos de desarrollo como la
implantacion, la formacion del embrion y el desarrollo de 6rganos (49,50).
La TEM del tipo 2 estd relacionada con la cicatrizacion de heridas, la
regeneracion de tejidos y la fibrosis de 6rganos (50). Por otro lado, la TEM
de tipo 3 se lleva a cabo en células neoplasicas que previamente han sufrido

cambios genéticos en oncogenes y genes supresores de tumores (49,50).

La TEM es un proceso altamente conservado y, a su vez, bastante complejo.
Es activado por factores intrinsecos y extrinsecos y esta finamente regulado
de manera temporal y espacial. Especificamente, requiere de factores de

transcripcion, proteinas efectoras y moléculas de sefializacion (49).

Generalmente, la TEM se caracteriza por la supresion de los marcadores
epiteliales que incluyen a proteinas de union tipo Gap (como la conexina),
proteinas de uniones adherentes (en especial, E-cadherina) y proteinas de
uniones estrechas (ocludina, claudina). Entre todos los marcadores epiteliales,
la E-cadherina es el méas representativo, porque actta en conjunto con el

sistema de adhesion intercelular para mantener la polaridad de las células
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(49). Ademés, como parte de la TEM, existe una regulaciéon positiva de
marcadores mesenquimales como la vimentina, N-cadherina, fibronectinas,
Slug, Twist y Snail (49).

2.2.2 Factores de transcripcion involucrados en la TEM de vertebrados

En vertebrados, el complejo programa de la TEM esta coordinado por
diversos factores de transcripcion pertenecientes a las familias Snail, Twist y
Zeb, las cuales controlan la expresion genética necesaria para los cambios en
los fenotipos celulares. Estos factores colaboran con reguladores
epigenéticos, postranscripcionales y postraduccionales, respondiendo a vias
de sefializacion como las de TGF-B, Wnt, Hedgehog y Notch (49,51).

Los reguladores transcripcionales més estudiados en la TEM son las proteinas
con el dominio de unién dedo de zinc (Snail y Zeb) y la familia Twist de
factores de transcripcion con el dominio bHLH (49). Todos ellos se unen a la
secuencia E-box en el promotor de la E-cadherina y reprimen su transcripcion
(48). La familia Snail, conformada por los factores Snail-1 y Snail-2, regula
directamente la disminucién de la adhesion célula-célula y aumenta la
motilidad celular (48).

Cabe recalcar que estas descripciones de la TEM y de sus factores de
transcripcion corresponden esencialmente a vertebrados, pues se conoce poco
de este mecanismo en invertebrados; los méas estudiados a este nivel son D.

melanogaster y C. elegans (52-55).

2.2.3 Snail-1 es un factor de transcripcion inductor de la TEM en
vertebrados

Dentro de la familia de factores de transcripcion Snail, Snail-1 y Snail-2 se

consideran necesarios y suficientes para dar inicio a muchos de los pasos de

la TEM (48). Especificamente, Snail-1 es un represor transcripcional

caracterizado por tener los dominios dedos de zinc C2H2(56). Este factor tiene

un papel fundamental, pues se ha observado ampliamente su expresion en

procesos de la TEM que anteceden a los demaés factores de transcripcion (57).
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Incluso se ha visto que Snail-1 puede inducir otros factores de transcripcion
como Zeb-1, Zeb-2 y Snail-2 (57). Ademas, la pérdida de Snail-1 afecta
considerablemente ciertos procesos de desarrollo, como la formacién del
mesodermo durante la embriogénesis en ratones (57). Incluso se ha visto que
ratones knockout para snail-1 mueren durante la gastrulacion, debido a una
TEM defectuosa (58). Por ello, ha sido bastante estudiado como marcador

clave de este programa de transicion epitelio-mesénquima (57).

Snail-1 no solamente se encarga de la represion de proteinas epiteliales como
E-cadherina y claudinas, sino que también es responsable de la regulacién
positiva de vimentina y fibronectina, entre otros biomarcadores
mesenquimales (56). Ademas, promueve la invasion a través de la lamina
basal y contribuye en la activacién de fibroblastos, un proceso impulsado en

células mesenquimales (48,57).

Diferentes vias de sefializacion convergen en Snail-1 para activar la TEM
(58). Eso lo convierte en un regulador central en este proceso, ya sea en
condiciones fisiol6gicas como patolégicas (58). Segun lo que se ha visto en
diferentes sistemas, se ha planteado un modelo en el que los miembros de la
superfamilia TGF-B/BMP activan a Snail-1, cuyos niveles son regulados por
la sefalizacion del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (58). Al
mismo tiempo, Snail-1 mantiene la regulacién negativa de la E-cadherina
(58). Esto permite que la f-catenina se acumule en el citosol, estabilizada por
la via de sefializacion Wnt, y esté disponible para reclutar a los factores de
transcripcion TCF (factor de células T) y LEF (factor potenciador linfoide)
en el nucleo (58,59). De esta manera, promueve la expresion de mas genes de
la TEM (58). Asimismo, la expresion de Snail-1 aumenta la sefializacion de

Whnt, lo que propone un circuito de retroalimentacion positiva (48).
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3. Miogénesis y su regulacion molecular en platelmintos

3.1 Miogenesis en platelmintos de vida libre

3.1.1 Desarrollo muscular en planarias

Las planarias son conocidas por su capacidad regenerativa y de renovacion
de tejidos mediante la proliferacion y diferenciacién de neoblastos, células
madre adultas pluripotentes (47). Estas células proliferativas han sido
ampliamente estudiadas, por lo que se ha descrito Smed-H2B como una
variante especifica de histona que se usa como marcador molecular de

neoblastos en la planaria Schmidtea mediterranea (33,47,60).

Tras una amputacion o lesion, los neoblastos proximos a la herida proliferan
y dan lugar al blastema regenerativo, un grupo de células indiferenciadas que
se transformaran en los diferentes tipos de células requeridos para restaurar
las estructuras perdidas (47). En planarias, las nuevas células musculares

derivan especificamente de estos neoblastos pluripotentes (47).

Durante el proceso de regeneracion en planarias, las células musculares, en
particular los miocitos, desempefian un papel fundamental. Ante una lesion,
los miocitos de la pared corporal, en la region afectada, se contraen para asi
cerrar la herida, preparando el area donde se desarrollara el blastema (61).
Ademas de su funcion contréctil, estas células musculares proporcionan
informacién posicional que dirige tanto la renovacion de tejidos como el
proceso de regeneracion (62). Esto ocurre gracias a la activacion de genes de
control posicional (PCGs) en la mayoria de las células musculares,
otorgdndole al musculo una doble funcidn: la contraccion y el control de
patrones corporales (62). La expresion de estos PCGs, en el musculo, ocurre
incluso en ausencia de neoblastos en S. mediterranea, sugiriendo que el
musculo proporciona, de manera independiente, las instrucciones

posicionales cruciales para regenerar cualquier parte del cuerpo (62).

La pared corporal de las planarias estd compuesta por una red subepidérmica

de fibras musculares (61). La capa mas externa es la de fibras circulares,

14


https://www.zotero.org/google-docs/?xbGGzS
https://www.zotero.org/google-docs/?XagMRy
https://www.zotero.org/google-docs/?8QhNJK
https://www.zotero.org/google-docs/?gA1LEV
https://www.zotero.org/google-docs/?MLHFti
https://www.zotero.org/google-docs/?QzvRKC
https://www.zotero.org/google-docs/?grWARr
https://www.zotero.org/google-docs/?49CwZM
https://www.zotero.org/google-docs/?wQ8dND

seguida por una capa intermedia de fibras diagonales y una capa interna de
fibras longitudinales (61). En conjunto, esta red muscular preserva la forma

y la integridad del cuerpo de la planaria (61).

Asimismo, existen fibras musculares rodeando el sistema digestivo, los
organos reproductivos, la abertura bucal y la faringe (47,61). En particular, se
ha planteado que los neoblastos situados en la base de la faringe ingresan a
esta estructura, donde comienzan a diferenciarse en miocitos (47,61).
Posteriormente, estas células migran hacia el musculo subepitelial,

integrandose entre las células musculares preexistentes (47,61).

3.1.2 Papel especifico de myoD en el desarrollo muscular de planarias

El tejido muscular que forma la pared corporal de las planarias es de
naturaleza esquelética, debido a la expresion de genes especificos de este tipo
de mdsculo, como la miosina esquelética de cadena pesada y el factor de

transcripcion miogénico MyoD (47).

En Schmidtea mediterranea se identifico un ortélogo de myoD, cuya
expresion se confirmo en neoblastos, sugiriendo también su expresion en
células progenitoras miogénicas (47). Ademas, myoD se expresa en las fibras
subepidérmicas distribuidas por todo el cuerpo del animal, sobre todo en la

superficie ventral (47).

MyoD es esencial, especificamente, para la formacidn de las fibras musculares
longitudinales que recorren el eje anteroposterior (AP) en las planarias (63).
En Schmidtea, el silenciamiento de myoD provoca la pérdida de dichas fibras,
lo que resulta en una incapacidad total de regeneracion (63). Después de la
amputacién, estas planarias no logran regenerar los polos anterior y posterior
que son esenciales para establecer los patrones iniciales en el blastema, los
cuales marcan el inicio del proceso regenerativo (63). Ademas, estos animales
experimentan un cambio en su fenotipo, mostrdndose mas alargados y

delgados, probablemente debido a la falta de desarrollo muscular (63).
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3.2 Miogénesis en platelmintos parasitos

3.2.1 Musculatura del gusano adulto

Por lo general, los platelmintos parasitos poseen musculo de tipo liso (64,65).
Esta musculatura lisa corresponde a los musculos "lentos", capaces de
contraerse durante periodos prolongados con un bajo consumo energético, lo

que les permite contrarrestar la peristalsis del hospedero (65).

En la mayoria de los platelmintos adultos, se observan tres sistemas
musculares claramente definidos. EI primero es el musculo somatico,
responsable tanto del movimiento locomotor como de la conformacion del
cuerpo (64,65). El segundo sistema corresponde a los musculos de los
organos de fijacion, que estdn compuestos por fibras musculares estriadas y
fibras de paramiosina (64,65). El tercer sistema muscular se relaciona con
funciones especificas: en los trematodos, esta vinculado al tracto alimenticio,

mientras que en los cestodos, se asocia al sistema reproductor (64,65).

El masculo somatico en los platelmintos parasitos esta compuesto por tres
tipos de fibras, cada una vinculada con movimientos tipicos que realizan estos
organismos (64). Las fibras circulares permiten los estiramientos, las fibras
longitudinales permiten que el gusano se encoja y las fibras diagonales

posibilitan las flexiones (64).

La miogénesis es fundamental en la fisiologia de los cestodos, ya que la
contraccion muscular les permite desplazarse dentro de su hospedero y
adherirse al epitelio intestinal del mismo (65,66). A pesar de ello, la
informacion disponible sobre T. solium es limitada y se reduce a una
descripcion general del entramado de miofilamentos presente en las
proglotides (16). Lo que se conoce con mayor detalle es la presencia de
isoformas de actina en el cisticerco. Las isoformas de miosina tipo Il también
se han identificado, tanto en las etapas larvales como en el estadio adulto
(67,68).
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3.2.2 Desarrollo muscular en un platelminto paréasito modelo de

laboratorio: Hymenolepis microstoma

Ciertas especies de cestodos dentro del género Hymenolepis se han
aprovechado como organismos modelo, entre ellas, Hymenolepis microstoma
(7). Esto se debe a que su ciclo de vida completo se ha logrado mantener en
condiciones de laboratorio (7), a diferencia de T.solium. Ademas, los
hospederos de H. microstoma (el raton y el escarabajo de la harina) facilitan
la logistica de mantenimiento (7). Por ello es que se ha descrito a mayor
detalle cada uno de sus estadios (oncdsfera, cisticercoide y gusano adulto),
documentando incluso las cinco fases (S1-S5) del desarrollo de la oncosfera
hacia larva cisticercoide (4,5,9) (Figura 2A). Recientemente, se han podido
subdividir mejor estas cinco fases larvales en base a detalles anatomicos aun
mas finos (69) (Figura 2B). De esta manera, se facilita un estudio mas
completo de los procesos de desarrollo en cada uno de los estadios descritos

del parasito.
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Figura 2. Desarrollo de la larva de Hymenolepis microstoma.

(A) Se representan las cinco fases del desarrollo de la oncésfera hacia larva
cisticercoide (S1 - S5). (B) Estas cinco etapas de desarrollo se han subdividido, en
funcidn a detalles anatémicos mas precisos. Figuras modificadas de Jarero et al. (9)

y Montagne et al. (69)

Al igual que en otros cestodos, H. microstoma presenta una musculatura
conformada por fibras longitudinales, transversales y circulares (9,66).
Ademas, se ha observado la presencia de un anillo subepidérmico de miocitos

no contréctiles (9).

La musculatura del estrobilo se divide en dos laminas corticales: el muasculo
superficial y el muasculo medular. EI masculo superficial esta formado por
fibras delgadas, tanto longitudinales como circulares. Por otro lado, el

musculo medular consiste también en fibras longitudinales y circulares, pero
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de mayor grosor. Ademas, los limites entre las proglotides estan delimitados

por fibras musculares transversales (66).

En la corteza del gusano adulto de H. microstoma, como ocurre en todas las
tenias, se encuentra una region particular donde el tejido nervioso, las células
germinativas y los masculos longitudinales estan interconectados (9). Esta
area se conoce como "“cilindro de sefializacion del desarrollo™ (DSC) (9).
Estudios han revelado la expresion de diversos factores pertenecientes a las
vias de sefializacion Wnt, Notch y Hedgehog (Hh) dentro del DSC (9). Se
sabe que los factores de las vias Hh y Notch se relacionan con el sistema
nervioso y, por otro lado, se presume que los factores Wnt se expresan

predominantemente en las células musculares (9).

3.2.3 Organizacion de los componentes musculares en Taenia solium

El cuerpo de T. solium estd conformado por una sucesion de segmentos,
denominados proglotides, recubiertos por una capa tegumentaria (16). La

morfologia muscular de este parasito no se ha estudiado a profundidad (16).

La disposicion de los miofilamentos es una caracteristica notable que si se ha
descrito en el tejido del estrobilo de T. solium. Este entramado de fibras
incluye fibras somaticas del muasculo liso, dispuestas en haces de
miofilamentos longitudinales, que se conectan con haces de miofilamentos
perpendiculares (16). Como consecuencia, se forma una red densa de

miofibrillas que abarca toda la capa externa del tejido del estrébilo (16).

En base a estudios previos realizados en otros cestodos, especialmente en H.
diminuta, se presume que T. solium presenta una disposicion similar en su
musculatura, con fibras circulares externas y longitudinales internas ubicadas
debajo del tegumento (26,64-66). Ademas, en capas mas profundas, seria
razonable encontrar mas fibras longitudinales junto con fibras transversales

que delimiten los segmentos individuales de las proglotides (66).
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3.2.4 Diferencias en la expresion de myoD segun el estadio y la region de

H. microstoma

El anélisis del transcriptoma, mediante la secuenciacion de mMRNA (MRNA-
seq), en H. microstoma, reveld la expresion diferencial de multiples genes
implicados en diferentes procesos de desarrollo (8). Entre ellos, destaco
myoD, cuya expresion variaba dependiendo del estadio y de la region

especifica del cuerpo del gusano (8).

El analisis de mMRNA-seq revel6 una alta expresion del gen myoD en el estadio
larval y en el adulto (8). En particular, su expresion es mayor en las areas del
escllex y el cuello del gusano adulto (8). A diferencia de las muestras
larvales, no se llevd a cabo la hibridacion in situ de montaje completo
(WMISH) con las muestras correspondientes al escdlex y el cuello del adulto.
Esto impidio observar la distribucion espacial del gen en estas regiones

especificas (8).

Por otro lado, la hibridacion in situ realizada en las larvas permitioé examinar
la expresion espacial y temporal de myoD durante la metamorfosis larval
(Figura 3). Se observaron diferencias en la expresion del gen en las tres
regiones de la larva cisticercoide (gusano juvenil, quiste y cola) (8). En la
region anterior del estadio larval S1, la expresion de myoD es difusa, pero se
observa una mayor expresion en las areas correspondientes a las ventosas y
el rostelo. En la region posterior, se evidencia una alta expresion de myoD en
los tejidos del quiste, alrededor de la cavidad larval, donde se desarrollan
laminas musculares delgadas. Por el contrario, las células responsables de
formar la cola del cisticercoide no expresan el gen en las etapas iniciales de
la metamorfosis (S1). Este mismo patron de expresion se conserva en el
estadio larval S3. A medida que avanza el desarrollo, en el estadio
cisticercoide juvenil post-enquistamiento (S4), la expresion de myoD sigue
siendo fuerte en la region anterior; sin embargo, en el cisticercoide maduro

(S5), la expresion comienza a limitarse al area de la cola (Figura 3) (8).
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Figura 3. Expresion espacial de myoD durante la metamorfosis larval de H.
microstoma. Los asteriscos laterales indican las ventosas nacientes y el asterisco
central indica el bulbo perteneciente al rostelo. Las flechas indican las regiones de la
larva que dan origen al gusano juvenil (“juvenile”), los tejidos del quiste (“cyst”) y

la cola (“tail”). Figura obtenida de Olson et al. (8).

Resultados similares se obtuvieron por Montagne et al. (69) al evaluar la
expresion de myoD como factor de transcripcion relacionado con el desarrollo
muscular, durante la metamorfosis larval de H. microstoma. Hubo una fuerte
expresion de myoD en los futuros tejidos del quiste en el estadio larval 3.2,
cerca de la parte posterior. No obstante, myoD no se expreso del todo en la

banda de miocitos marginales (dv) durante el estadio 2.2 (Figura 4) (69).
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Figura 4. Expresion del ortélogo de myoD en H. microstoma durante la
metamorfosis larval de este cestodo. dv: banda lateral de miocitos marginales. Figura
obtenida de Montagne et al. (69).

Aungue MyoD sea un factor de transcripcion relevante, al inducir un proceso
critico en el desarrollo, no ha sido caracterizado en T. solium. Esto podria
deberse a lo complicado que es acceder a los estadios de este parasito y que,
a su vez, estos sean Utiles para la experimentacion. No obstante, estudiar a
MyoD en T. solium ayudaria a dilucidar la funcidn del tejido muscular durante
el desarrollo del paréasito, especificamente, en la metamorfosis de larva

cisticerco a gusano adulto.

4. Snail-1 es un factor de transcripcion TEM también presente en platelmintos

4.1 Importancia de snail-1 en platelmintos de vida libre

4.1.1 snail-1 se expresa en los neoblastos de planarias

En planarias también se ha observado la expresién de este regulador
transcripcional. Un homologo de snail-1 se expres6 junto con colageno en un
83,8% de las células de planarias que no sufrieron lesion alguna (70). snail-
1 también se expresé en el 2,3% de neoblastos y se coexpresé con myoD en
el 35,7% de células de planarias heridas (70). Esto sugiere un posible papel

de snail-1 en la especificacion del tejido muscular. Ademas, este factor se
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expresé en células positivas para smedwi-1 (marcador de neoblastos) durante

la regeneracion (70).

4.1.2 La migracion celular en planarias requiere de snail-1

Abnave et al. (71) establecieron un ensayo para estudiar el control molecular
de la migracién de neoblastos. Con ello demostraron que los homélogos de
factores de transcripcion de la TEM (snail-1, snail-2 y zeb-1) son necesarios
para la migracion celular a los sitios donde haya ocurrido una lesion (71).
También determinaron que estos factores son importantes para establecer la

morfologia de las células migratorias (71).

En el contexto de este ensayo de migracion, las planarias a las que se les habia
realizado ARN de interferencia (ARNiI), ya sea de snail-1 o snail-2, no
lograron regenerarse luego de una lesion (71). Esto sugiere que el
silenciamiento de estos genes provocd un fallo en la migracion celular.
Asimismo, en estas planarias hubo una disminucion en el porcentaje de
células que mostraron proyecciones citoplasmaticas extendidas, las cuales

son un indicativo de la morfologia migratoria (71).

A nivel de expresion, se vio que tanto snail-1 como snail-2 se expresaron en
neoblastos, positivos para smedwi-1, en la region migratoria después de
ocurrida una lesion (71). Un 87% de neoblastos expresaron snail-1'y un 93%
expresaron snail-2 (71). Este patron de expresion sugiere que estos factores
de transcripcion actuan de forma auténoma durante el control de la migracion
de neoblastos (71). Ademas, esto demuestra que los miembros de la familia
Snail mantienen una funcion conservada, en planarias, respecto a la
regulacion de la migracion celular ante un dafio tisular (71). De esta manera,
también se establece que los mecanismos de la TEM se conservan a lo largo

de los animales bilaterales (71).
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4.2 snail-1 en un platelminto parasito modelo de laboratorio

4.2.1 snail-1 se expresa en el gusano adulto de H. microstoma

Se evalud la expresion de un ortélogo de snail-1 en diferentes estadios y
regiones de H. microstoma (8). Los experimentos de WMISH demostraron
que snail-1 se expresa a manera de gradiente a lo largo del paréasito adulto (8)
(Figura 5). Hay una mayor expresion en la zona central del cuello que se
extiende a traves de la parte central del estrobilo; sin embargo, la expresion
disminuye hacia la region inferior del estrobilo, donde se encuentran los
primordios genitales (8). No se observa expresion de snail-1 en la parte
cortical 0 méas externa del gusano adulto, lo cual podria explicarse por la
presencia de células miogénicas ya diferenciadas en esta zona (8). Dichas
células, en estado de proliferacion, pueden haber migrado desde la zona del

parénguima del gusano hacia el tegumento para finalmente diferenciarse (8).

snail

Figura 5. a. Expresion espacial de snail-1 en el escélex, cuello y estrobilo inmaduro.

f. Expresion de snail-1 en los primordios genitales. Figura obtenida de Olson et al.

).
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A pesar de que Snail-1 es inductor de un proceso clave del desarrollo, como
lo es la transicion epitelio-mesénquima, no se ha evaluado su expresion en los
diferentes estadios de T.solium, considerando que este parasito sufre

modificaciones morfoldgicas notables como la evaginacion y estrobilacion.

El estudio tanto de MyoD como Snail-1 estaria contribuyendo a confirmar el
papel determinante de estos factores de transcripcion en la biologia del

desarrollo de un parasito de importancia en salud pablica.

I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
1. Hipdtesis:

Los genes myoD y snail-1 muestran expresion diferencial en el cisticerco de T. solium,

dependiendo de la evaginacion del escolex; esta variacion en los niveles de expresion

esta relacionada con la proliferacion celular.

2. Objetivos:

2.1.

2.2.

Objetivo general:

Evaluar procesos fundamentales en el desarrollo de T. solium, tales como la
miogénesis, la transicion epitelio-mesénquima y la proliferacion celular, a
través de la expresion de genes clave implicados en estos mecanismos (myoD,
snail-1 y h2b, respectivamente) en larvas metacestode, segln la evaginacion

del escolex.

Objetivos especificos:

a) ldentificary analizar las secuencias de los factores de transcripcion myoD
y snail-1 y del marcador de proliferacion histona h2b de T. solium con
herramientas bioinformaticas.

b) Comparar la expresion relativa de mensajeros de myoD, snail-1y h2b, a
través de RT-gPCR, en larvas de T. solium sin evaginar el escélex y

después de evaginar el escélex in vitro.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

1. Disefio general

En este trabajo se midio la expresion de los genes myoD y snail-1 que codifican
factores de transcripcion que inducen la miogénesis y la transicién epitelio-
mesénquima (TEM), respectivamente. Igualmente, se evalud la expresion del
marcador de proliferacién histona h2b. El anélisis de expresion de estos genes se
realiz6 por ensayos de PCR cuantitativa de transcripcion reversa (RT-qPCR), a partir

del ARN extraido de cisticercos de T. solium sin evaginar y evaginados.

2. Obtencion de cisticercos

Los cisticercos de T. solium fueron colectados por el grupo colaborador de
veterinarios en el Centro de Salud Global de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia en la region de Tumbes, tras la necropsia de un solo cerdo naturalmente
infectado en esa misma region para el proyecto “ldentificacion transcriptomica de
determinantes celulares en la transicion in vitro de larva metacestode (cisticerco) a
gusano adulto en Taenia solium” (SIDISI 209290). Los quistes fueron trasladados el
mismo dia a Lima, por via aérea, en un medio de transporte que consiste en PBS 1X
con una dilucién al 1X de Gibco™ Antibiotic-Antimycotic (penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml y anfotericina B 0.25 pg/ml) (15240-062, Thermo Fisher

Scientific).

3. Experimento piloto para estandarizacion de condiciones de cultivo

Previo a la realizacion de la presente tesis, se llevd a cabo un experimento piloto con
70 cisticercos provenientes de un solo cerdo igualmente identificado en Tumbes. El
objetivo fue estandarizar las condiciones de cultivo de cisticercos de T. solium para
que se lleve a cabo la evaginacion del escolex in vitro. Se emple6 el medio de cultivo
RPMI 1640, HEPES (Gibco™ 23400-021, Thermo Fisher Scientific), el cual fue
suplementado con NaHCOs 2g/L, B-mercaptoetanol 1.6 puM y con Gibco™
Antibiotic-Antimycotic al 1X.

En el experimento se consideraron siete grupos, un grupo control no cultivado y seis

grupos bajo condiciones de cultivo distintas, empleando 10 cisticercos por grupo:
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1. Grupo control: cisticercos no cultivados que fueron preservados
inmediatamente en solucion caotropica (RNA Later®, Invitrogen
AM7021, Thermo Fisher Scientific).

2. Cisticercos en medio RPMI suplementado, sin suero fetal bovino (FBS) y

sin &cido taurocdlico (AT)

Cisticercos en medio RPMI suplementado, sin FBS + AT 0.1%

Cisticercos en medio RPMI suplementado, con FBS 1%y sin AT

Cisticercos en medio RPMI suplementado, con FBS 1% + AT 0.1%

Cisticercos en medio RPMI suplementado, con FBS 10% y sin AT

Cisticercos en medio RPMI suplementado, con FBS 10% + AT 0.1%

N o o o~ W

Para el cultivo, se utilizaron placas de 24 pozos con 1 quiste por pozo en 1.5 ml de

medio RPMI 1640 suplementado. EI cambio de medio se realizd cada 48h.

Se registré el momento de evaginacion de los cisticercos de cada grupo, ya sea a las
20, 44, 64, 88 0 116 horas de permanecer en cultivo. A partir de esta informacion, se
determind el porcentaje de evaginacion de los cisticercos para cada condicion de

cultivo y tiempo determinado.

4. Cultivo de cisticercos

Las condiciones de cultivo descritas a continuacion se determinaron a partir de los
resultados obtenidos en el experimento piloto. Se definid que el suero fetal bovino es
prescindible, por lo que se decidio6 eliminarlo al contener factores de crecimiento que
podrian afectar procesos de desarrollo en T. solium. Ademas, se comprobd que el
acido taurocolico es un buen inductor de la evaginacion in vitro; entre las 24 y 48h en

cultivo con AT al 0.1%, la mayoria de cisticercos evagino el escolex.

Al llegar al laboratorio, las muestras fueron lavadas 3 veces, durante 1 minuto, con
una solucién de PBS 1X méas Gibco™ Antibiotic-Antimycotic 1X. Después de los
lavados, se seleccionaron aquellos quistes enteros y de buen aspecto para proceder
con el cultivo en el medio RPMI 1640, HEPES, pH 7.4. EIl medio fue suplementado
con NaHCOs 2g/L, B-mercaptoetanol 1.6 uM y con Gibco™ Antibiotic-Antimycotic

al 1X; también se agrego acido taurocdlico (AT) al 0.1% para simular el ambiente del
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intestino. Se emplearon placas de cultivo de 24 pozos de 1.9 cm? con 1 quiste por
pozo en 1.5 ml de medio RPMI 1640 suplementado. EI cambio de medio se realizé
cada 48h.

Se empled un total de 40 cisticercos, los cuales fueron distribuidos equitativamente
en 4 grupos (ver Figura 6). Los quistes no cultivados (control) fueron inmediatamente
preservados en solucién caotropica (RNA Later®, Invitrogen AM7021, Thermo
Fisher Scientific) después de haber sido lavados. Los quistes de los grupos “no
evaginados”, “recién evaginados” y “evaginados en crecimiento” fueron cultivados

en medio RPMI 1640 suplementado e inducidos a evaginacion in vitro con AT al
0.1%:

1. Parésitos no cultivados (control): individuos recién recolectados que no se
colocaron en cultivo. Su escélex no habia evaginado.

2. Parasitos “no evaginados”: individuos mantenidos 6 horas en cultivo. Escélex
no evaginado.

3. Parasitos “recién evaginados”: individuos colectados cuando mostraron el
escolex fuera de la vesicula (cabezay cuello visibles, o retraidos en el parénquima
vestibular). Estas formas se observaron entre las 24 y 48h en cultivo.

4. Parasitos “evaginados en crecimiento”: individuos que mostraron el escolex

fuera de la vesicula, cultivados hasta las 120h.

En cultivo
|
|
No cultivados (control) No evaginados Recién evaginados Evaginados en crecimiento
N=10 N=10 N=10 N=10
’®o 0 4o R

s - | N z

- § . ; .‘ ¥4 g

Y Y Y
A las 6h Entre dias 1y 2 En el 5to dia

Figura 6. Distribucion de muestras en grupos para analisis de expresion por RT-gPCR.
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La seleccion y colecta de cisticercos para cada grupo (“no evaginados”, “recién
evaginados” y “evaginados en crecimiento”) se realizd tomando en cuenta el fenotipo
del individuo en el momento dado, utilizando como referencia datos de una curva de
evaginacion realizada en un experimento piloto con 70 cisticercos colectados de un
solo cerdo igualmente identificado en Tumbes. Segln el experimento piloto, hubo un
pico en el numero de cisticercos evaginados entre las 24 y 48 horas de iniciado el
cultivo en presencia de AT (inductor de evaginacion). Dicha informaciéon fue

ratificada en la presente tesis.

Después de colectar los cisticercos de cada grupo, estos se preservaron en RNA

Later® hasta la posterior extraccion de ARN.
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5. ldentificacion y caracterizacion in silico de las secuencias de los genes myoD,

snail-1 y h2b en Taenia solium

Mediante la herramienta “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST), se realizo
la identificacion de los ortdlogos de myoD (TsM_000079400), snail-1
(TsM_000952500) y h2b (TsM_000989300) en el genoma de T. solium (disponible
en WormBase Parasite gracias a la contribucion de Tsai et al. (72)). Con BLAST se

buscaron e identificaron secuencias homologas, en T. solium, a los genes ya anotados
de myoD vy snail-1 en H. microstoma (8) y al gen de la histona h2b en H. diminuta
(10).

Adicionalmente, se realiz6 un alineamiento global con EMBOSS Needle. Esto sirvio

para comprobar que el grado de identidad de los ortélogos de myoD, snail-1 y h2b,
entre Taenia e Hymenolepis, fuera superior al 25% en zonas de alineamiento de al

menos 100 aminoéacidos y asi considerar homologia (Figuras 7-9 y Tabla 1).

La identificacidn de las secuencias obtenidas se reforz6 con un analisis de dominios
conservados de las proteinas resultantes, para ello se utilizéd InterPro del European
Bioinformatics Institute (EBI) y la base Conserved Domain Database (CDD, NCBI).

Las proteinas codificadas por myoD, snail-1 y h2b presentaron sus dominios

caracteristicos (Figuras 10-12).

6. Disefio de primers

Con ayuda del software Primer-BLAST se disefiaron oligonucleotidos (primers) para

los ensayos de expresion por gPCR de los genes myoD, snail-1 y h2b (Anexo 1). La

herramienta Oligo Analyzer permitio evaluar la calidad de los primers en base a su

capacidad de formacién de estructuras secundarias, homodimeros y heterodimeros.

7. Preparacion de la muestra para la extraccion de ARN total

Previo a la extraccion de ARN, se retird cada cisticerco del RNA Later®, este se lavo
con 1ml de agua grado biologia molecular y se lo colocé en una placa Petri estéril,
donde la vesicula del quiste se retird con ayuda de un bisturi. Cabe resaltar que no se
realizaron secciones anatomicas del parasito. Se trabajo con el cisticerco entero de T.

solium, exceptuando la vesicula. El cisticerco sin vesicula fue transferido a un tubo
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con 600 pL de la solucion estabilizadora DNA/RNA Shield ™ (R1200, Zymo
Research), donde fue lisado utilizando un homogeneizador de tejidos, trabajando

sobre hielo molido.

8. Extraccion de ARN total

Se extrajo el ARN total de cada uno de los 10 cisticercos pertenecientes a cada grupo:
no cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en
crecimiento. La extraccion se realizd mediante columnas de silice, siguiendo las
indicaciones del kit de extraccion de ARN Quick-RNA™ Miniprep Plus Kit (R1057,
Zymo Research). EI ARN obtenido se cuantifico a traves de una medicién de
fluorescencia usando el fluorometro Qubit 4 (Q33238, Thermo Fisher Scientific) y el
kit respectivo de cuantificacion de ARN Qubit RNA HS Assay Kit (Q32852, Thermo
Fisher Scientific). Se verifico la integridad del ARN con un gel de agarosa con lejia

al 1%. La concentracion e integridad del ARN extraido se muestran en los Anexos 2

y 3.

9. Generacion de cDNA mediante transcripcion reversa (RT-PCR)

Se generd cDNA por transcripcion reversa a partir de 100ng del ARN total de cada
una de las 10 muestras pertenecientes a cada grupo. Para ello, se utilizo el kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (4368814, Applied Biosystems™),
siguiendo el protocolo respectivo en el termociclador: 25°C por 10 minutos, 37°C por

120 minutos y 85°C durante 5 minutos.

10. PCR en tiempo real (QPCR)

El analisis de expresion relativa de los genes myoD, snail-1y h2b se realiz6 por g°PCR
con el kit PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (A25742, Applied Biosystems™),
Se trabajo por triplicado para cada muestra (tres réplicas técnicas), utilizando 1 pL
del cDNA generado en la etapa anterior y los primers especificos para cada gen
evaluado. Las reacciones se realizaron en un termociclador de tiempo real C1000 Dx
Thermal Cycler with CFX96 Real-Time System (1841000-1VD, BIO-RAD) con el
siguiente protocolo de ciclado: 50°C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos y 39 ciclos

de 95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto. Como parte del protocolo de ciclado,
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se evaluo la especificidad de los primers mediante una curva de fusién que oscilaba

entre 60°C y 95°C con incrementos de 0.5°C.

La expresion génica relativa se calculé utilizando el método de Livak (2-24€4)(73,74).
Para ello, se normalizé la expresion del gen de interés respecto al gen de referencia

(rpl13) y se calibrd frente al grupo control (parésitos no cultivados).

Primero, se calcul6 la diferencia del ciclo de cuantificacion (ACq) entre el gen de
interés y el gen de referencia para cada muestra, lo que constituye el paso de
normalizacion:

ACq = Cq (gen de interés) — Cq (gen de referencia)

Luego, se calcul6 la diferencia entre el valor ACq de la muestra experimental y el
valor ACq promedio del grupo control (parasitos no cultivados). Esto se realiz6 para
cada una de las muestras experimentales. La diferencia entre estos valores da lugar al
AACq:

AACq = ACq (muestra experimental) — ACq promedio (muestra control)

Finalmente, aplicando la formula 2"24€4 se obtiene el cambio relativo en la expresion
del gen de interés (fold change). Este valor representa un aumento o disminucion de

la expresion del gen de interés, relativo al grupo control (parasitos no cultivados).

11. Determinacion del gen de referencia

Los datos obtenidos por gPCR se normalizaron con el gen de la proteina ribosomal
L13 (rpl13), perteneciente a la subunidad mayor 60S del ribosoma (75). Este gen
resulté ser el mas estable luego de un anélisis de estabilidad de la expresion génica
para cinco candidatos a genes de referencia: malato deshidrogenasa citosélica (mdh),
proteina ribosomal L13 (rpl13), citocromo c¢ oxidasa subunidad 1 (cox-1), proteina
quinasa 3 activada por mitogeno (mapk3) y fosfoglicerato quinasa 1 (pgkl). Los
primers para estos genes candidatos (Anexo 1) habian sido previamente disefiados y
analizados como parte de un trabajo independiente del laboratorio. A partir de dicho

trabajo, se desarroll6 un manuscrito que actualmente se encuentra en revision y que
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busca justamente validar genes de referencia para analisis de expresion en estadios
pre-adultos de T. solium.

Para la presente tesis, la estabilidad de expresion de los cinco genes candidatos se
probé en las cuatro condiciones experimentales. Para ello, utilizando los primers
especificos de cada gen candidato, se realizaron corridas de qPCR con el cDNA
generado a partir de parasitos no cultivados (control), no evaginados, recién
evaginados y evaginados en crecimiento. De esta manera, se obtuvieron los valores
del ciclo de cuantificacion (Cq) de todos los genes candidatos para cada condicién

experimental.

Estos valores de Cq se ingresaron a la herramienta en linea RefFinder, la cual realiz
el anélisis de estabilidad de la expresion génica, integrando los resultados de los
algoritmos estadisticos principales (geNorm, NormFinder, BestKeeper y el método

comparativo de ACt) en un puntaje final para cada gen. Esta puntuacion final se

calcul6 automaticamente por RefFinder mediante la media geométrica de los valores
obtenidos por los cuatro algoritmos estadisticos. Los puntajes finales mas bajos

indican menos variabilidad y, por lo tanto, mayor estabilidad genética.

12. Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizé con el software Graphpad
Prism 9 (Graphpad® San Diego, CA). Para evaluar la distribucion de los datos se
utilizé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y se inspeccion6 graficamente la
distribucion mediante el grafico cuantil-cuantil o grafico Q-Q. A partir de estas
pruebas, se determind que uno o0 mas grupos independientes, a evaluar, no cumplian
con el supuesto de normalidad. Por lo tanto, se optd por utilizar la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis, utilizando el estadistico H, para comparar la expresion
relativa (fold change, 2449 de un determinado gen entre cuatro grupos
independientes de cisticercos con fenotipos distintos, basados en la evaginacién del
escélex (no cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en

crecimiento).
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De esta manera, se consideraron las siguientes variables:

- Variable dependiente: condicion diferencial de la expresion relativa al grupo
control (fold change, 2-44¢4) de los genes de interés (myoD, snail-1 y h2b).

- Variable independiente: evaginacion del escolex de los cisticercos
pertenecientes a cada grupo experimental (no cultivados (control), no evaginados,

recién evaginados, evaginados en crecimiento).

Para la prueba de Kruskal Wallis, se consideraron las siguientes hipotesis:

- Ho (Hipotesis nula): Los rangos promedio de los datos de expresion relativa (fold
change, 224¢9) de un determinado gen son iguales en todos los grupos de
cisticercos.

- Hi (Hipotesis alternativa): Al menos uno de los grupos de cisticercos tiene un

rango promedio diferente.

Posteriormente, se realizd la prueba post hoc de Dunn para determinar
especificamente entre qué grupos existen diferencias significativas.
Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando los valores de

p eran <0.05.

13. Aspectos éticos

El presente trabajo esta inscrito con registro SIDISI 207862 y fue exonerado de
revision por parte de la Direccion Universitaria de Investigacion, Ciencia y
Tecnologia (DUICT) de la UPCH. Ademas, se encuentra vinculado al proyecto
amplio SIDISI 209290 (“Identificacion transcriptdmica de determinantes celulares en
la transicion in vitro de larva metacestode (cisticerco) a gusano adulto en Taenia
solium”), el cual regula el sacrificio de cerdos infectados bajo sedacion para colectar
cisticercos de T. solium y fue aprobado por el Comité Institucional de Etica Animal
(CIEA) de la UPCH. Esta aprobacion se mantuvo vigente durante la coleccion del

material empleado en la tesis.
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IV. RESULTADOS

1. Identificacion in silico de los genes myoD, snail-1 y h2b en Taenia solium

Olson y colaboradores (8) identificaron las secuencias de myoD y snail-1 durante el
andlisis del transcriptoma completo de H. microstoma. Estas secuencias se utilizaron para
realizar la busqueda de genes ortélogos en T. solium. En el caso de h2b, se utilizd la
secuencia reportada por Rozario et al. (10) en H. diminuta. En base a estas secuencias, se
realizdé una busqueda mediante pPBLAST, en la base de datos WormBase Parasite, por
homologos presentes en T. solium. De esta manera, se identificaron las secuencias
TsM_000079400, TsM_000952500 y TsM_000989300 correspondientes a myoD, snail-

1y h2b, respectivamente.

Tras realizar el alineamiento global por EMBOSS Needle (Figuras 7-9), myoD, snail-1y
h2b de T. solium tuvieron un porcentaje de identidad del 63.3%, 63.7% y 99.2%,
respectivamente, con las secuencias de H. microstoma (myoD Yy snail-1) y H. diminuta
(h2b) (Tabla 1). Al ser estos valores mayores al 25%, las secuencias de ambos

platelmintos se consideraron homologas.

Las tres secuencias de aminoacidos correspondientes a myoD, snail-1 y h2b también
pasaron por un analisis de dominios conservados mediante InterPro y CDD. Las tres
presentaron los dominios ya reportados de las respectivas proteinas. Respecto a MyoD,
se observa correspondencia con la familia de factores reguladores miogénicos (MRFs)
(Figura 10). Ademaés, se confirm¢d la presencia del dominio bHLH (IPR011598),
caracteristico de este factor de transcripcion, que pertenece a la superfamilia bHLH. En
cuanto a Snail-1, el andlisis mostré el dominio dedo de zinc tipo C2H2 (IPR013087),
propio de esta proteina (Figura 11). Por ello, corresponde a la superfamilia dedos de zinc
C2H2. Por otro lado, para H2B se observa correspondencia con la superfamilia de pliegues
de histonas (Histone-fold superfamily). Dentro de este grupo, la secuencia pertenece a la
familia histona H2B y tiene el dominio IPR0O07125, propio de esta histona canonica
(Figura 12).

35


https://www.zotero.org/google-docs/?a2R2K9
https://www.zotero.org/google-docs/?zzI4AH
https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPR011598/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPR013087/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPR007125/

HmN_000553800 1 MLGGSNSDYSSSEVAPNAT-———- AKLHDSESSNSASRSEVVYPYPEYA 44
[ elzell 210 ]eex]] I R R R N

TsM_000079400 1 ML-ESSGDY-TSEVVTTATPSVPQPSKLODADSNGSGGR-ENIYPYPEYP 47

HmN_000553800 45 NLMGYETAGVNQNRPFPTDSHPGPLQTLVSQLVAKSELTSNEGNYDHLLY 94
LDz s wsaa L bwa LS LLDEDLDPELEDEELE T LD Ee L TTTTT ]

TsM_000079400 48 NLMGYDNS—-ASHGRPFLNDTHPGPLQTLVSQLVAKSELGSNEANYDHLLY 96

HmN_000553800 95 SATTSAAAPGYPPFYGNQPAAGYMPPSFEGFYPQSYTAYMSDHLNSSTDL 144

N N N Y e A A AR AR
TsM_000079400 97 SASSTAAVAAYSPFYGNQ--SGGMSTSFENFYPHSYTAYMSDHLNNSTDL 144

HmN_000553800 145 NGFAYSGGYPTNRGYETSDY—-AGTEYPSQHPATSSANKPAAATANALD 191

L1l lee ezl o] 1]]2] eles ] fafse ] sfa]ee]z]
TsM_000079400 145 NGFPYSSTYASNRVYETSEYGSATSNTYQNQHPSTTNANK-SAPTSSAID 193

HmN_000553800 192 SSSTSSVNSTCSAMEPGFSNNPGFYLKPEEGGKLPGFFSAPNSGVQSAPN 241

LOETLEL e TEEE s e Pz e DEEELLTDEI e [l 2] ]2 :
TsM_000079400 194 SSSTSSVTSTCSAMDSTFSST-GFYIKPEEGGKVGGFFANPNNA--—-- T 237

HmN_000553800 242 TAGTTPTTCNLNSSIDKNQGKRMVDTRRNSGDMRKKVRSLQQTPKKADS- 290

A N R R A N R R A R e A
TsM_000079400 238 AAVTTTTTCNTNSSIDKEQRKRIVEPRKNGADMRKKIRTHQQA-KKAESS 286

HmN_000553800 291 —-VTEKTAKSSLGMSEDRSPISM-GDSGDDTCSSDDE-HGPGNKEEHVLA 336
R N e N R R N N R A E A RNy
TsM_000079400 287 PCITOKDVKTSLAVREDHSPLSL GODSGDDSTSSDDDGHCSGNKEERIIA 336

HmN_000553860 337 PGSHGQCLLWACKAC RERRRLRKVNEAFETLKRRT 386
II|III|IIIII|IIIIIIIIIIII|III|I|III|IIIIIIIIIIII|I
TsM_000079400 337 RRLRKVNEAFETLKRRT 386
HmN_000553800 387 CSNPNQRMPKVEILRTAIDYIENLEEMLHRNGVLLGTSPTGTSPSAGNLL 436
I|IIIII|III|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII [eieifes]]e]]
TsM_000079400 387 NLEEMLHRNGVLLGPSASSSSAAAGTLL 436
HmN_000553800 437 RSAGRYPS—-TNPSTPSNKINSVDGARIQRVVSGTRGRKAGGISKGDKA 483
[l2eller wfaianis L Lellsea Pl lwas {alTLIewzs 1]
TsM_000079400 437 RSSSRYSTGAGANNAAVNSKITSVESGRIQRTGNGNRGRKAAALTKGDKV 486
HmN_000553800 484 GDQTRPEYSNIVPTSGTPNGTQASFMKMETAQAPMQTEEQSYRGYASILA 533
R A e N e S A R A A E AR YA
TsM_000079400 487 GN-NRADYTGIAATSAANTG-QASFMKMETSQAMPTEDESSYRGYTTSLA 534
HmN_00055386@0 534 NNGWPPSIQVHDPNSVSGVTV---—-SPPPWRHMAPPLNSNTSEKSATAVP 579
LOLEL« D fa L LTI ]t ] LI fee 2 ]eaet]]]
TsM_000079400 535 NNGWPASIPVHDPNSVGGASVPAVSPPPPWRHVTPSLSG——AETPTSAVP 582
HmN_000553860 580 EKALC 584

xTSM—000379430 583 EKALC 587

Figura 7. Alineamiento global, por medio de Emboss Needle, de dos secuencias de
aminoacidos de MyoD pertenecientes a H. microstoma (HmN_000553800) y T. solium
(TsM_000079400).
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Figura 8. Alineamiento global, por medio de Emboss Needle, de dos secuencias de
aminodcidos de Snail-1 pertenecientes a H. microstoma (HmN_000348000) y T. solium
(TsM_000952500).

HDID_@ee037e6 1 MGPKVVSGKAAKKASKVKYPKTDKAKKRRRKESYAIYIYKVLRQVHPDTG 50
ToM_000989300 1 MAPKIVACKAAKKASKVKVPKTDKAKKRRRKESTATYIYKVLRQUIPOTS 50
HDID_eeeoe3706 51 ISSKAMSIMNSFVNDIFERIAAESSRLAHYNKKSTITSREIQTAVRLLLP 100
ToM 000989300 51 1SSKAMSTINSFNDIFLRIAESSRLANNKKSTITSRELQTAVRLLLS 100

HDID_0@0@3706 101 GELAKHAVSEGTKAVTKYTGSK 122
[CEEELTETELEET LIl

TsM_000989300 101 GELAKHAVSEGTKAVTKYTGSK 122
Figura 9. Alineamiento global, por medio de Emboss Needle, de dos secuencias de
aminoacidos de H2B pertenecientes a H. diminuta (HDID_0000370601) y T. solium

(TsM_000989300).
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Tabla 1. Modelos de los genes myoD, snail-1 y h2b de T. solium homdélogos a los genes

reportados en Hymenolepis

Especie Nombre Numero de acceso Numero de Numero de Numero de Porcentaje
del gen Hymenolepis aminoacidos acceso T. solium aminoacidos de
Hymenolepis T. solium identidad
(%)
H.microstoma myoD HmN_000553800 584 TsM_000079400 587 63.3
H.microstoma snail-1 HmN_000348000 370 TsM_000952500 357 63.7
H. diminuta h2b HDID_0000370601 122 TsM_000989300 122 99.2
MyoD
I 1 T I et 0 I ey I [ o e (=Lt 15 o 7 o L T S s (I [ el I (0015, I G e

587

Superfamilia _
Familia s WAL Al

Dominio

Familia de fact i
superfamitia bHLH (D oquaores (D Dominio bHLH [ |PRO11598

miogénicos (MRFs)

Figura 10. Dominios conservados en la proteina MyoD de T. solium identificados en CDD e
InterPro. Se observa el dominio bHLH (IPR011598), caracteristico de los miembros de la familia
MRF.
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Snail-1
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Figura 11. Dominios conservados en la proteina Snail-1 de T. solium identificados en CDD e
InterPro. Se observan los dominios dedos de zinc C;H, (IPR013087), propios de esta
superfamilia.

H2B
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de histonas (Histone-fold -

superfamily)

Figura 12. Dominio conservado presente en la histona H2B (IPR007125) de T. solium
identificado en CDD e InterPro que corresponde con la superfamilia de pliegues de histonas

(Histone-fold superfamily).

2. rpl13 es el gen més estable entre cinco candidatos a genes de referencia evaluados
para todas las condiciones experimentales

Se realiz6 un anélisis de estabilidad genética de cinco candidatos a genes de referencia
(mdh, rpl13, cox-1, mapk3, pgkl). Se consideraron estos genes en funcién a su estabilidad

previamente reportada en otro cestodo, Echinococcus spp. (rpl13 y mapk3) (75). También

se incluyeron genes en base a su papel en procesos celulares esenciales, como el
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metabolismo (mdh y pgkl) (76,77), y por ser ampliamente utilizados para la

normalizacion de cuantificacion relativa (cox-1) (78-83).

La herramienta RefFinder integré los resultados de los principales algoritmos estadisticos
(geNorm, NormFinder, BestKeeper y el método comparativo de ACt) en un puntaje global
para cada gen. A partir de ello, se genero una clasificacion final de los genes candidatos
que demuestra que el gen mas estable en todas las condiciones experimentales es rpl13,
al obtener la puntuacién final mas baja por RefFinder (Figura 13). Esto indica menos
variabilidad que los demas genes. Por el contrario, se determind que el gen mdh fue el
menos estable de los cinco candidatos, ya que presento la puntuacion final mas alta,
indicando mayor variabilidad genética (Figura 13). Por lo tanto, se emple6 a rpl13 como
gen de referencia para normalizar los datos obtenidos por gPCR.
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3 2913
2.5
2 1.861
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1
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RPL13 PGK1 MAPK3 COX-1 MDH
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algoritmos para evaluacién de genes de referencia
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Figura 13. Clasificacion integral de RefFinder de los mejores candidatos a genes de referencia
en base a sus puntuaciones de estabilidad genética. La puntuacion final de cada gen se calculd
mediante la media geométrica de los valores obtenidos por los algoritmos geNorm, Normfinder,
BestKeeper y el método comparativo ACt que permiten analizar la estabilidad genética de cada
candidato. Los valores mas bajos indican menos variabilidad y, por lo tanto, mayor estabilidad

genética.
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3. Andlisis estadistico realizado con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y

la prueba post hoc de Dunn

a) Andlisis estadistico no paramétrico de los datos de expresion relativa de
myoD
Se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis para determinar si existen diferencias
significativas en la expresion relativa del gen myoD entre los cuatro grupos
experimentales de cisticercos. El valor obtenido para el estadistico H fue de 25.01
con 3 grados de libertad, lo cual implica un valor aproximado de p<0.0001. Este
valor permite afirmar que existen diferencias estadisticamente significativas en la
expresion relativa del gen myoD entre al menos dos de los grupos de cisticercos
(Tabla 2).

Posteriormente, se aplico la prueba post hoc de Dunn para determinar entre qué
grupos exactamente se presentaron diferencias significativas respecto a la
expresion relativa de myoD. Los valores de p que se muestran en la tabla 3 son
valores de p ajustados por multiplicidad, mediante el método de Bonferroni, para
minimizar el riesgo de falsos positivos (error tipo 1) debido a las comparaciones

maltiples.

Se observé que los valores de expresion relativa de myoD entre los cisticercos no
cultivados y los recién evaginados mostraron diferencias significativas
(p=0.0028). Lo mismo sucedid entre los cisticercos no cultivados y los cisticercos
evaginados en crecimiento (p<0.0001). Hubo una tercera comparacion que mostro
diferencias significativas entre los grupos de cisticercos no evaginados y los
evaginados en crecimiento (p=0.0084). Las demas comparaciones entre grupos no

presentaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 3).
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Tabla 2. Rangos promedio y estadisticos calculados a partir de la prueba Kruskal-

Wallis con los datos de expresion relativa del gen myoD en los grupos de cisticercos

no cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en

crecimiento
Fenotipo de los N Rango Estadisticos de prueba
cisticercos promedio
Expresion No cultivados 10 32.60 Numero de grupos 4
relativa (control)
?ne)loD 98N No evaginados 10 25.90 | H de Kruskal-Wallis | 25.01
Recién evaginados 10 14.30 al 3
Evaginados en 10 9.20
crecimiento Valor aproximado | <0.0001
dep
Total de 40
observaciones

N: tamafio de la muestra, H: estadistico de prueba de Kruskal-Wallis, gl: grados de libertad

Tabla 3. Resultados de la prueba de comparaciones multiples de Dunn con los datos de

expresion relativa del gen myoD para determinar diferencias estadisticas entre los grupos

de cisticercos no cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en

crecimiento

Comparaciones entre grupos Z Valor de p ajustado
No cultivados (control) vs. No evaginados 1.282 >(0.9999

No cultivados (control) vs. Recién evaginados 3.501 0.0028

No cultivados (control) vs. Evaginados en

crecimiento 4.476 <0.0001

No evaginados vs. Recién evaginados 2.219 0.1589

No evaginados vs. Evaginados en crecimiento 3.195 0.0084
Recién evaginados vs. Evaginados en

crecimiento 0.9756 >(0.9999

Z: estadistico de prueba de Dunn
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b) Analisis estadistico no paramétrico de los datos de expresion relativa de snail-
1
Se aplico la prueba de Kruskal-Wallis para determinar si existen diferencias
significativas en la expresion relativa del gen snail-1 entre los cuatro grupos
experimentales de cisticercos. El valor obtenido para el estadistico H fue de 26.48
con 3 grados de libertad, lo cual implica un valor aproximado de p<0.0001. Este
valor permite afirmar que existen diferencias estadisticamente significativas en la
expresion relativa del gen snail-1 entre al menos dos de los grupos de cisticercos
(Tabla 4).

Posteriormente, se aplico la prueba post hoc de Dunn para determinar entre qué
grupos exactamente se presentaron diferencias significativas respecto a la
expresion relativa de snail-1. Los valores de p que se muestran en la tabla 5 son
valores de p ajustados por multiplicidad, mediante el método de Bonferroni, para
minimizar el riesgo de falsos positivos (error tipo 1) debido a las comparaciones

maltiples.

Se observo que los valores de expresion relativa de snail-1 entre los cisticercos no
cultivados y los no evaginados mostraron diferencias significativas (p<0.0001).
Lo mismo sucedi6 entre los cisticercos no evaginados y los recién evaginados
(p=0.0056). Hubo una tercera comparacion que mostrd diferencias significativas
entre los grupos de cisticercos no evaginados y los evaginados en crecimiento
(p=0.0109). Las demas comparaciones entre grupos no presentaron diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 5).
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Tabla 4. Rangos promedio y estadisticos calculados a partir de la prueba Kruskal-Wallis

con los datos de expresion relativa del gen snail-1 en los grupos de cisticercos no

cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en crecimiento

Fenotipo de los N Rango Estadisticos de prueba
cisticercos promedio
Expresion No cultivados 10 31.90 Numero de grupos 4
relativa (control)
Sdﬁ;” 1gen No evaginados 10 5500 | H de Kruskal-Wallis | 26.48
Recién 10 22.80 gl 3
evaginados
Evaginados en 10 21.80
crecimiento Valor aproximado | <0.0001
dep
Total de 40
observaciones

N: tamafio de la muestra, H: estadistico de prueba de Kruskal-Wallis, gl: grados de libertad

Tabla 5. Resultados de la prueba de comparaciones multiples de Dunn con los datos de

expresion relativa del gen snail-1 para determinar diferencias estadisticas entre los grupos

de cisticercos no cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en

crecimiento

Comparaciones entre grupos Z Valor de p ajustado
No cultivados (control) vs. No evaginados 5.050 <0.0001

No cultivados (control) vs. Recién evaginados 1.741 0.4905

No cultivados (control) vs. Evaginados en

crecimiento 1.932 0.3203

No evaginados vs. Recién evaginados 3.309 0.0056

No evaginados vs. Evaginados en crecimiento 3.118 0.0109
Recién evaginados vs. Evaginados en

crecimiento 0.1913 >0.9999

Z: estadistico de prueba de Dunn
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c) Andlisis estadistico no paramétrico de los datos de expresion relativa de h2b

Se aplicd la prueba de Kruskal-Wallis para determinar si existen diferencias
significativas en la expresion relativa del gen h2b entre los cuatro grupos
experimentales de cisticercos. El valor obtenido para el estadistico H fue de 22.65
con 3 grados de libertad, lo cual implica un valor aproximado de p<0.0001. Este
valor permite afirmar que existen diferencias estadisticamente significativas en la
expresion relativa del gen h2b entre al menos dos de los grupos de cisticercos
(Tabla 6).

Posteriormente, se aplico la prueba post hoc de Dunn para determinar entre qué
grupos exactamente se presentaron diferencias significativas respecto a la
expresion relativa de h2b. Los valores de p que se muestran en la tabla 7 son
valores de p ajustados por multiplicidad, mediante el método de Bonferroni, para
minimizar el riesgo de falsos positivos (error tipo 1) debido a las comparaciones

maltiples.

Se observo que los valores de expresion relativa de h2b entre los cisticercos no
cultivados y los no evaginados mostraron diferencias significativas (p<0.0001).
Lo mismo sucedi6 entre los cisticercos no evaginados y los cisticercos recién
evaginados (p=0.0096). Hubo una tercera comparacién que mostr6 diferencias
significativas entre los grupos de cisticercos no evaginados y los evaginados en
crecimiento (p=0.0013). Las deméas comparaciones entre grupos no presentaron

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 7).
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Tabla 6. Rangos promedio y estadisticos calculados a partir de la prueba Kruskal-Wallis

con los datos de expresion relativa del gen h2b en los grupos de cisticercos no cultivados

(control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en crecimiento

Fenotipo de los N Rango Estadisticos de prueba
cisticercos promedio
Expresion | No cultivados 10 12.20 Numero de grupos 4
relativa (control)
gg'b 9en | No evaginados 10 3520 | H de Kruskal-Wallis | 22.65
Recién evaginados 10 18.70 gl 3
Evaginados en 10 15.90
crecimiento Valor aproximado de | <0.0001
Total de 40 P
observaciones

N: tamafio de la muestra, H: estadistico de prueba de Kruskal-Wallis, gl: grados de libertad

Tabla 7. Resultados de la prueba de comparaciones multiples de Dunn con los datos de

expresion relativa del gen h2b para determinar diferencias estadisticas entre los grupos

de cisticercos no cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en

crecimiento
Comparaciones entre grupos Z Valor de p ajustado
No cultivados (control) vs. No evaginados 4.400 <0.0001
No cultivados (control) vs. Recién evaginados 1.244 >0.9999
No cultivados (control) vs. Evaginados en crecimiento | 0.7079 >(.9999
No evaginados vs. Recién evaginados 3.157 0.0096
No evaginados vs. Evaginados en crecimiento 3.692 0.0013
Recien evaginados vs. Evaginados en crecimiento 0.5357 >0.9999

Z: estadistico de prueba de Dunn
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4. La histona h2b se sobreexpresa en los quistes no evaginados y su expresion

disminuye cuando ocurre la evaginacion

Los resultados de abundancia de transcritos, obtenidos por RT-gPCR, se presentan como
valores de expresion relativa (fold change, 2-24¢9) en funcién de los resultados del grupo
control (parésitos no cultivados). El fold change se ubica en el eje Y de las gréficas 14 a
16 y representa los valores de 2224, normalizados respecto al gen de referencia rpl13.
Los valores de fold change relativos al grupo control de cada una de las muestras se

presentan en el Anexo 4.

Se evaluo la expresién de la histona h2b, como marcador de proliferacion, en los quistes

no cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en crecimiento.

La expresion de h2b aumenta significativamente en el grupo de quistes no evaginados
(p<0.0001) en relacion al grupo de cisticercos no cultivados (control), pero esta tendencia
no se mantiene cuando se da la evaginacion. La expresion disminuye de forma
significativa en los cisticercos recién evaginados (p=0.0096) y en los evaginados en

crecimiento (p=0.0013), con respecto a los no evaginados (Figura 14 y Tabla 8).

No se observan diferencias en la expresion de h2b entre los quistes no cultivados con
aquellos recién evaginados (p>0.9999) y con los evaginados en crecimiento (p>0.9999).
Pasa lo mismo con la expresion del gen entre los quistes recién evaginados y los

evaginados en crecimiento (p>0.9999) (Figura 14 y Tabla 8).
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Figura 14. Expresion relativa del gen de la histona h2b en 4 condiciones experimentales:
no cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en crecimiento.
** p < 0.01; **** p < 0.0001. Circulos oscuros: cisticercos evaginados. Circulos

blancos: cisticercos no evaginados.

Tabla 8. Significancias estadisticas (valor de p) obtenidas al comparar la
expresion relativa del gen h2b entre los grupos de cisticercos no cultivados

(control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en crecimiento

Grupo No cultivados | No Recién Evaginados en
(control) evaginados | evaginados | crecimiento

No evaginados | <0.0001 | ------------ 0.0096 0.0013

Recién >0.9999 0.0096 | -------mee- >0.9999

evaginados

Evaginados en | >0.9999 0.0013 >0.9999 | ----meeeee-

crecimiento

Se realiz6 un analisis estadistico empleando la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba

post hoc de Dunn para el ensayo de expresion de h2b.

48




5. Laevaginacion de la larva de T. solium se asocia con la subexpresion del gen myoD

La expresion de myoD en los cisticercos se evalud en las 4 condiciones experimentales:

no cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en crecimiento.

Después de estar 6h en cultivo (grupo no evaginados), los quistes permanecian sin
evaginar y la expresion de myoD en este punto tiende a bajar; sin embargo, no se trata de

una disminucion estadisticamente significativa (p>0.9999) (Figura 15y Tabla 9).

Conforme los escolices de los quistes empiezan a evaginar, al cabo de 24-48h (grupo
recién evaginados) en cultivo, la expresion de myoD disminuye de forma significativa
respecto al grupo control (p=0.0028). Esta tendencia se mantiene en el grupo de
evaginados en crecimiento al compararlo con el grupo control (p<0.0001) y con el grupo

de cisticercos no evaginados (p=0.0084) (Figura 15y Tabla 9).

No obstante, la expresion en los quistes recién evaginados no se reduce
considerablemente al compararla con el grupo de quistes no evaginados (p=0.1589). Lo
mismo sucede con la expresion del gen entre los grupos de recién evaginados y
evaginados en crecimiento (p>0.9999). A pesar de que las diferencias entre estos grupos
no se consideran estadisticamente significativas, se observa una tendencia de reduccién
en la expresion de myoD conforme los quistes evaginan y permanecen en cultivo (Figura
15y Tabla 9).
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Figura 15. Expresion relativa del gen myoD en 4 grupos experimentales: no cultivados

(control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en crecimiento. **, p < 0.01;

**** p < 0.0001. Circulos oscuros: cisticercos evaginados. Circulos blancos: cisticercos

no evaginados.

Tabla 9. Significancias estadisticas (valor de p) obtenidas al comparar la

expresion relativa del gen myoD entre los grupos de cisticercos no cultivados

(control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en crecimiento

Grupo No cultivados | No Recién Evaginados en
(Control) evaginados evaginados | crecimiento

No evaginados | >0.9999 | ------------ 0.1589 0.0084

Recién 0.0028 0.1589 | ---memeeeee >0.9999

evaginados

Evaginados en | <0.0001 0.0084 >0.9999 | -

crecimiento

Se realiz6 un analisis estadistico empleando la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba

post hoc de Dunn para el ensayo de expresion de myoD.
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6. ElI gen del factor de transcripcion Snail-1 se expresa diferencialmente en

cisticercos de T. solium antes y después de evaginar el escélex

Se determind la expresion de snail-1 en quistes no cultivados (control), no evaginados,

recién evaginados y evaginados en crecimiento.

En relacion al grupo control, la expresion de snail-1 disminuye significativamente
(p<0.0001) en aquellos cisticercos que han permanecido durante 6h en cultivo, pero que
no han evaginado (grupo no evaginados). Respecto a los no evaginados, la expresion de
snail-1 tiende a aumentar de forma significativa (p=0.0056) después de que los cisticercos
evaginan (recien evaginados). Este aumento en la expresion de snail-1 se mantiene en los

cisticercos evaginados en crecimiento (p= 0.0109) (Figura 16 y Tabla 10).

Sin embargo, no se observan diferencias en la expresion entre quistes recién evaginados
y los evaginados en crecimiento (p >0.9999), lo cual también sucede al comparar la
expresion de snail-1 entre los quistes no cultivados del grupo control con aquellos recién
evaginados (p=0.4905) y con los evaginados en crecimiento (p=0.3203) (Figura 16 y
Tabla 10).
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Figura 16. Expresién relativa del gen snail-1 en 4 condiciones experimentales: no

cultivados (control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en crecimiento.

* p < 0.05; **, p <0.01; **** p < 0.0001. Circulos oscuros: cisticercos evaginados.

Circulos blancos: cisticercos no evaginados.

Tabla 10. Significancias estadisticas (valor de p) obtenidas al comparar la

expresion relativa del gen snail-1 entre los grupos de cisticercos no cultivados

(control), no evaginados, recién evaginados y evaginados en crecimiento

Grupo No cultivados | No Recién Evaginados en
(Control) evaginados | evaginados | crecimiento

No evaginados | <0.0001 | ---—-------- 0.0056 0.0109

Recién 0.4905 0.0056 | ----m-m-m--- >0.9999

evaginados

Evaginados en | 0.3203 0.0109 >0.9999 | -

crecimiento

Se realizé un andlisis estadistico empleando la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba

post hoc de Dunn para el ensayo de expresién de snail-1.
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V. DISCUSION

Este trabajo tuvo como finalidad determinar si existen cambios en la expresion de
genes (myoD y snail-1) asociados a mecanismos claves del desarrollo durante la
evaginacion del escolex de T. solium. Como esta evaginacion marca la transicion del
estadio larval al adulto, que implica crecimiento y por tanto requiere alta actividad
proliferativa, también se evalud la expresion del marcador de proliferacién, histona
h2b, durante este proceso. Este es el primer estudio en el que se ponen a prueba
marcadores de la miogénesis y la transicion epitelio-mesénquima, como procesos de
desarrollo en T. solium. Los resultados confirman que la evaginacién del escolex se
asocia con proliferacion, segun la expresion de h2b. Ademas, existen diferencias en
la expresion de los genes myoD y snail-1 en larvas antes y después de evaginar el

escolex.

Se establecio un disefio experimental, basado en la morfologia del estadio larval

de T. solium, para estudiar genes marcadores de procesos de desarrollo

Las investigaciones relacionadas a la biologia del desarrollo de platelmintos se han
realizado, sobre todo, en platelmintos de vida libre (planarias) (33,47,60-63,70,71).
Respecto a platelmintos parasitos, ha sido posible establecer modelos para trabajo en
el laboratorio con cestodos como Hymenolepis y Mesocestoides corti, que permiten
evaluar diferentes aspectos de su desarrollo gracias a su facil obtencion,
mantenimiento y manipulacién (4-10,36,69). H. microstoma es uno de los gusanos
parasitos modelo: se han descrito todos sus estadios larvales detalladamente, desde el
estadio 1 (S1) al estadio 5 (S5) (4,5,9,69). Esto facilita el estudio de sus etapas de

desarrollo.

En cambio, en T. solium no existe una definicion y clasificacion especifica de cada
uno de los estadios de la metamorfosis larval. Al no tener puntos de tiempo definidos
para estudiar mecanismos de desarrollo en T. solium, trabajos previos del laboratorio
(82,83) tomaron, como referencia, puntos de tiempo aproximados. Asi fue como se
establecieron 3 puntos de tiempo (horas en cultivo) en los cuales se realizaba la
colecta de los individuos para su analisis, segun el disefio experimental: Oh, 24h y
120h. Los individuos mostraban diferencias morfoldgicas en cada uno de esos

tiempos y se observo que a las 120h los cisticercos tenian escolex, cuello y proglétides
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inmaduras fuera de la vesicula (82,83). Si bien estos puntos de tiempo eran Utiles para
observaciones unicamente morfolégicas, no habia informacién para conocer si
correspondian necesariamente a momentos importantes en el desarrollo a nivel
molecular o celular. Por lo tanto, para esta tesis se optd por definir estos puntos en
base al fenotipo del individuo, pero teniendo como eje central a la evaginacion del
escolex. A partir de ello, se tomaron puntos antes, durante y después de dicho proceso

y se definieron los grupos experimentales de “no evaginados”, “recién evaginados” y

“evaginados en crecimiento”, todo ello sin limites de tiempo muy marcados.

Esta es una aproximacion muy gruesa comparada con las subdivisiones de estadios
larvales que se manejan en Hymenolepis, segun detalles anatdbmicos mas finos:
estadio O, estadio 1.1, estadio 1.2, estadio 2.1, estadio 2.2, estadio 3.1, estadio 3.2,
estadio 4.1, estadio 4.2 y estadio 5 (4,5,9,69). Sin embargo, es un primer alcance que

se debe ir perfeccionando para analizar genes pioneros en el desarrollo de T. solium.

La mayor actividad proliferativa ocurre antes de la evaginacion del escolex de T.

solium

La histona h2b se ha empleado como marcador de celulas proliferativas en
platelmintos de vida libre (planarias) y parasitos como Schistosoma mansoni,
Hymenolepis diminuta y Echinococcus multilocularis (10,33,34,36). Por lo tanto, se
optd por usar un homologo de h2b, como marcador molecular conservado, para
evaluar la proliferacion en cisticercos de T. solium antes y después de evaginar el

escolex.

Se observo la mayor expresion de h2b, y por tanto mayor actividad proliferativa, en
cisticercos antes de evaginar el escélex (Figura 14). El escolex invaginado del
cisticerco es una zona de crecimiento celular (84). En Echinococcus granulosus y E.
multilocularis, estudios ultraestructurales demostraron la existencia de células
germinativas que proliferan y se acumulan en el protoescélex en formacion
(36,85,86). A partir de esta zona, las acumulaciones masivas de células proliferativas
se proyectan gradualmente hacia el interior de la vesicula hija del quiste hidatidico,
en forma de elipse, formando asi el protoescélex inicial (36,85,86) (Figura 17). Se ha

descrito, a nivel morfoldgico, este tipo de crecimiento en la larva cisticerco de T.
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solium. Se menciona que una proliferacion sucesiva en la zona de crecimiento,
ubicada en la region del escolex invaginado, permite que el rostelo y las ventosas
adquieran su posicion correcta. A partir de la zona de crecimiento, continla el
desarrollo del cisticerco invaginado y, en consecuencia, también la morfogénesis del
futuro cestodo (84) (Figura 18). Por lo tanto, la proliferacién en la base del cuello
invaginado estaria continuando el crecimiento larvario, acomodando las estructuras
del escolex (ventosas y rostelo) en su disposicion final y forzando o “empujando” al
escolex para que este finalmente pueda salir (evaginar) de la vesicula. De esta manera,
el crecimiento del cisticerco estaria ocurriendo desde el polo posterior hacia el
anterior (84).
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Figura 17. Esquema que representa el desarrollo de la larva metacestode de Echinococcus
multilocularis. (A) Protuberancia temprana de la capsula de cria. (B) Capsula de cria con
protuberancia del protoescolex. (C) Cépsula de cria con protoescélex en desarrollo tardio.
(D) Cépsula de cria con protoescélex invaginado. El tegumento sincitial estd de color naranja,
las células germinativas en marron, las células de almacenamiento de glucogeno/lipidos en
violeta, las células del corplsculo calcareo en azul, las células nerviosas en verde y las células
y fibras musculares en rojo. CL: capa laminada, CG: capa germinal, LH: liquido hidatidico,
cc: capsula de cria, ps: protoescélex, r: rostelo, v: ventosa. Figura modificada de Koziol et al.
(36).
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Figura 18. Esquema que representa la proliferacion sucesiva de la zona de crecimiento
ubicada en la region del escolex invaginado (A, B, C). Esta proliferacion lleva al rostelo y a
las ventosas a su posicién normal (D) y dirige el crecimiento sucesivo del escolex hacia el

canal invaginado (E) en cisticercos de mayor edad. Figura obtenida de Slais et al. (84).

En los cisticercos recién evaginados y en los evaginados en crecimiento también se
detectd proliferacion, ya que la zona central del cuello es el foco de la actividad
proliferativa que permite generar las proglétides (6,8,10,26,36,87,88). Sin embargo,
la proliferacion en dichos cisticercos es menor en comparacion con los no evaginados
(Figura 14). Esto podria estar sucediendo porque en los cisticercos recién evaginados
y en los evaginados en crecimiento se han empezado a desarrollar estructuras
posteriores del gusano, como la zona debajo del cuello que vendria a ser el estrébilo
temprano o en formacion. En M. corti se ha determinado que el nimero de células
proliferativas es mas abundante en las regiones anteriores (escllex y cuello) y
disminuye en las zonas posteriores del parasito, especificamente, en la regién
inmediatamente después del cuello (6). Esto podria explicar la reduccion en la
expresion de h2b en cisticercos evaginados, porque ya han empezado a desarrollar

estructuras posteriores al escolex y cuello que requieren mayor migracion y
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diferenciacion celular, por encima de proliferacién. Por ello, es posible que luego de
que las células proliferen en el cuello, algunas migren hacia la region que se encuentra
inmediatamente después del mismo, es decir, hacia la proglétide en formacion mas
joven e inmadura. Es ahi donde estas células finalmente se diferenciarian y
disminuirian su expresiéon de h2b. Este proceso de migracién se ha observado en el
estadio larval (tetratiridio) y adulto de Mesocestoides corti (6). Se determiné que las
células proliferativas se originan en el parénquima medular, pero, en
aproximadamente 24 horas, migran y se pueden encontrar en el parénquima cortical

y tejido subtegumentario, donde se diferencian (6).

En el marco del presente trabajo, se pudo corroborar la presencia de células
proliferativas en el parénquima medular de T. solium, gracias a pruebas preliminares
de WMISH realizadas durante un entrenamiento en el Laboratorio de Biologia Celular
de Cestodos del Dr. Uriel Koziol (Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay). En dicho laboratorio se utiliza como cestodo modelo a Hymenolepis
microstoma. No obstante, gracias al vasto conocimiento que el grupo de investigacion
tiene en la técnica de hibridacién in situ, se pudo trabajar también con muestras de T.
solium. Al realizar el entrenamiento se usaron cisticercos evaginados que estuvieron
un mayor tiempo en cultivo, es decir, mas de los 5 dias (120h) establecidos en el
disefio experimental de la presente tesis. Dado que los cisticercos usados para hacer
WMISH no tenian las mismas caracteristicas que los empleados para los ensayos de
gPCR, no se consideraron los resultados obtenidos como parte principal de este

trabajo.

Sin embargo, es importante resaltar que los resultados de la hibridacion in situ en T.
solium, utilizando la histona h2b como marcador de proliferacion (Anexo 5), son
bastante informativos y similares a lo observado en Hymenolepis diminuta (10). La
histona h2b tiene una mayor expresion en la zona del parénquima medular del cuello
e incluso en la base del escolex del cisticerco evaginado de T. solium. Dicha expresion
va disminuyendo conforme se desciende a lo largo del parénquima medular del
estrobilo. También se observa bastante ruido de fondo en la parte superior del escolex,
lo cual no asegura que la sefial en esa region sea del todo verdadera. Ademas, h2b no

se expresa en los bordes del gusano, donde se encuentran el musculo y el tegumento.
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Este patrén de distribucion de las células proliferativas es conservado en cestodos
adultos, como Hymenolepis, Echinococcus y Mesocestoides corti y también se ha
descrito durante las primeras etapas de la segmentacion (6,10,11,26,36). En
platelmintos parasitos, las células proliferativas se encuentran principal o
exclusivamente en el paréngquima interno (medular) del gusano adulto, sobre todo en
el parénguima del cuello (10,11,26,36). En la zona del parénquima externo (cortical),
es decir, en los bordes del animal, la proliferacion esta ausente o se restringe a las
regiones mas internas (6,26). De esta manera, se puede inferir que el patron de
expresion de h2b y, por ende, la localizacion de las células proliferativas, también son

caracteristicas que se conservan en gusanos adultos de T. solium.

Cabe mencionar que se presentaron dificultades técnicas al momento de trabajar con
cisticercos evaginados y no evaginados de T. solium, durante el entrenamiento en la
Universidad de la Republica (Uruguay). Dado que el tegumento es significativamente
mas grueso que el de H. microstoma, hubo problemas de penetracion de la sonda y
montaje de las muestras. En especial, el montaje de los cisticercos no evaginados fue
bastante complicado, pues las estructuras ain estan envueltas y apretadas. Por ello, es
que las larvas no evaginadas de T. solium presentan un volumen considerable. No son
muestras “planas” como los gusanos adultos de H. microstoma. En base a esto, se
propone optimizar el protocolo de WMISH para T. solium, extendiendo tiempos de
incubacion y optando por criocortes al momento de hacer los montajes con cisticercos

no evaginados y con aquellos evaginados parcialmente.

La miogénesis predomina en el desarrollo temprano de la larva metacestode de

T. solium, antes de la evaginacion del escélex

El andlisis transcriptomico realizado por Olson et al. (8) en H. microstoma determind
que myoD fue uno de los genes sobreexpresados en el gusano adulto, especificamente
en las zonas del escélex y cuello. Por el contrario, en el presente trabajo se observa
una disminucion progresiva en la expresion de myoD conforme los quistes evaginan
(grupo recién evaginados) y se mantienen en cultivo por 120h (grupo evaginados en
crecimiento) (Figura 15). Esta diferencia de resultados podria deberse a que Olson et
al. (8) utilizaron secciones del gusano para realizar el anélisis transcriptomico. A

partir de ello, se vio que myoD se sobreexpresd en la seccion del “escolex-cuello”

58


https://www.zotero.org/google-docs/?ZrVKan
https://www.zotero.org/google-docs/?5NeixW
https://www.zotero.org/google-docs/?NdvoRn
https://www.zotero.org/google-docs/?2toByx
https://www.zotero.org/google-docs/?W1TslK

(escolex unido al cuello), a comparacion de la seccion “media” (segmentos con
proglotides maduras) y “final” (segmentos subterminales, gravidos) de H. microstoma
adulto (8). En cambio, en el presente estudio se empledé como unidad de analisis al
cisticerco entero sin vesicula (evaginado y no evaginado) de T. solium. No se han
realizado secciones anatdmicas de la muestra, por ende, es probable que una expresion
eventualmente elevada de myoD en el escélex y cuello de los gusanos evaginados se
haya visto disminuida por la presencia de algunas proglétides en formacion,
posiblemente de baja expresion de myoD. En estudios futuros seria recomendable
seccionar cada cisticerco evaginado de T. solium en escdlex, cuello y proglétides
inmaduras. Esta aproximacion resultaria mas informativa al identificar la expresion

de marcadores en regiones especificas del parasito.

Por otra parte, puede que la expresion de myoD sea mayor en los cisticercos no
evaginados que en los recién evaginados y evaginados en crecimiento (Figura 15),
porque las etapas iniciales de la miogénesis estan determinadas por una expresion
muy temprana de genes reguladores especificos, dentro de los cuales estd myoD (89).
En C. elegans, la expresion de estos genes, que regulan la determinacion y
diferenciacion del musculo, comienza en las primeras etapas de la embriogénesis (89).
La expresion del gen hlh-1 de C. elegans (homdlogo a myoD de vertebrados) y la
presencia de su producto proteico, CeMyoD, se identifican especificamente en los
blastomeros individuales (89). Estas estructuras posteriormente dan lugar al sistema
muscular del nematodo (89). De esta forma, la determinacion de células del linaje
miogénico en C. elegans se lleva a cabo en las primeras etapas del desarrollo (89).
Por ende, es probable que myoD se esté expresando, sobre todo, en los estadios mas
tempranos del desarrollo de T. solium. En este trabajo, este estadio vendria a ser el

cisticerco no evaginado.

Esta expresion temprana de myoD también coincide con lo que se ha descrito en
vertebrados. Cada factor de transcripcion, dentro de la familia de MRFs, se expresa 'y
regula una cierta etapa de la miogénesis (89). En particular, MyoD suele observarse
en los mioblastos en proliferacién, pues se encarga de la determinacion inicial de las
células precursoras hacia el programa miogénico (89). Por otro lado, factores como

miogenina y MRF4 se observan en células musculares postmitoticas, ya que estos
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factores participan principalmente en la diferenciacion terminal del tejido muscular
(89). En el caso de T. solium, al igual que en otros invertebrados, parece que se ha
conservado solo MyoD como factor de transcripcion, dentro de la familia de MRFs
(45,90). Por ello, luego de la expresion temprana de myoD en cisticercos no
evaginados, empezarian a activarse directamente genes especificos del musculo,
como aquellos genes estructurales que codifican proteinas contractiles: miosina y
actina (39,89).

Aparte de cuantificar la expresion de myoD en tiempo real, también es relevante
analizar la expresion del gen a nivel espacial en los tejidos del parasito. Olson et al.
(8) y Montagne et al. (69) realizaron hibridacion in situ (WMISH) de myoD en las
larvas cisticercoides de H. microstoma, mas no en el gusano adulto (Figuras 3y 4).
Se observo que la expresion de myoD fluctla a través de las diferentes regiones de los
estadios larvales (S1 a S5) de H. microstoma, pero mayormente se expresa en las
zonas donde se desarrollaran estructuras con alta funcion muscular (ventosas, rostelo
y cola del cisticercoide) (8,69). Este patrén de expresion implica que la metamorfosis
larval es un proceso altamente dinamico y corrobora que la especificacion del destino
celular y la diferenciacion probablemente comienzan desde las primeras etapas. Por
lo tanto, se propone evaluar también la expresion de myoD, mediante WMISH, en el
estadio méas temprano del parésito que se puede mantener in vitro: el cisticerco no
evaginado. Esto permitira observar con mayor claridad la distribucion de factores de
transcripcion, como MyoD, que regulan etapas iniciales de la miogénesis. No
obstante, a partir del entrenamiento realizado en el Laboratorio de Biologia Celular
de Cestodos (Uruguay), debe tomarse en cuenta que en el cisticerco que ain no ha
evaginado el escolex, las estructuras estdn muy enrolladas y compactas. Esto dificulta
la interpretacion de las imagenes obtenidas por medio de la hibridacion in situ, pues

no se pueden reconocer las estructuras del parasito con facilidad.
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La transicion epitelio-mesénquima puede ser un proceso incompatible con un
estado altamente proliferativo en T. solium, por lo que la expresion de snail-1

aumenta después de la evaginacion del escélex

La transicion epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso en el que las células
epiteliales pierden su polaridad apical y adquieren un fenotipo mesenquimal,
aumentando asi las propiedades migratorias de las células, la invasividad y la
resistencia apoptética (56). Snail-1 es un represor transcripcional de la E-cadherina,
por lo que disminuye la adherencia entre células y aumenta su capacidad migratoria
(56). Como inductor de la TEM (56), se ha observado que es indispensable para que
se lleve a cabo la migracién celular en planarias y para establecer la propia morfologia

de las células migratorias (71).

Al evaluar la expresion de snail-1 en T. solium, se vio que esta tiene su menor
expresion en cisticercos no evaginados, con respecto al control y los otros estadios.
En cambio, cuando se da la evaginacion (cisticercos recién evaginados), la expresion
de snail-1 aumenta y se mantiene en los cisticercos evaginados en crecimiento (Figura
16). Dichos resultados podrian estar indicando una baja migracion celular, vista a
través de la subexpresion de snail-1, durante las etapas mas tempranas del desarrollo
de T. solium, es decir, antes de la evaginacion. Esto podria deberse a que en los
estadios iniciales estaria predominando la proliferacion celular, lo cual es sustentado
por la sobreexpresion de h2b en los cisticercos no evaginados. La presencia de
abundantes células proliferativas, antes de la evaginacion, permite el crecimiento del
cuello y el acomodo de las estructuras del escolex invaginado (84). Posteriormente,
al darse la evaginacion, aumentaria la migracién celular, representada por una mayor
expresion de snail-1. Esto implicaria que las células que estaban proliferando en el
cisticerco no evaginado, especificamente las células del cuello, empezarian a migrar
hacia las nuevas estructuras en formacion (especificamente, hacia la progl6tide mas
proximal al escélex, primera en una serie de proglétides jovenes e inmaduras) para

luego diferenciarse en el gusano recién evaginado y en el evaginado en crecimiento.
T. solium es un platelminto pseudosegmentado. La pseudosegmentacion es un tipo de
organizacion corporal en la que el organismo, externamente, aparenta ser segmentado

(91). Sin embargo, internamente no existen divisiones verdaderas, como los septos,
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que separen las proglétides (91,92). Los septos son finas paredes de tejido conectivo
que actdan como divisiones internas entre las unidades repetitivas del cuerpo de
organismos verdaderamente segmentados, como los anélidos (92). Al carecer de
septos, todas las proglotides de T. solium estan interconectadas por el parénquima, lo
que implica que no son completamente autébnomas ni independientes (91,93). En
consecuencia, si bien cada proglotide tiene su propio sistema reproductivo, sigue
dependiendo del resto del estrobilo para procesos vitales como la distribucién de
nutrientes y la eliminacion de desechos (91,92). La pseudosegmentacion, por lo tanto,
afecta la independencia total de las proglétides, haciendo que su unicidad sea

principalmente a nivel reproductivo y no estructural.

En este sentido, la pseudosegmentacion podria facilitar, en cierta medida, la
migracién de células mesenquimales desde el cuello hacia la proglotide en formacion
que estd mas proxima al escdlex. Esto podria deberse a la continuidad del tejido
parenquimatoso y a la ausencia de verdaderas barreras (septos) a lo largo del cuerpo
del paréasito (91).

Asimismo, la transicion de tejido epitelial a mesenquimal implica una profunda
reorganizacion del citoesqueleto que puede ser incompatible con un estado altamente
proliferativo (94). Por lo tanto, cuando las células estan proliferando, es probable que
su capacidad para llevar a cabo la TEM disminuya. Esto podria explicar la
subexpresion de snail-1 en los cisticercos no evaginados, los mismos que mostraron
una mayor proliferacion celular. Esta oposicion entre ambos procesos podria deberse
a los factores de transcripcion y mecanismos que promueven la TEM, los cuales
pueden estar inhibiendo la proliferacion. Esto ha podido corroborarse en mamiferos

y nematodos, teniendo a Snail-1 como inhibidor de la proliferacién celular (55,94).

En un estudio realizado en mamiferos por Vega et al. (94) se observo que células
epiteliales de raton, transfectadas con snail-1, presentaron una menor tasa de
proliferacion celular. Lo mismo se confirmé en regiones de un embrion de ratén que
expresaban snail-1 de manera enddgena (94). De esta manera, se determind que la
expresion de este gen inhibe la proliferacion celular gracias a que Snail-1 reprime la

transcripcion del gen de la ciclina D2, esencial para la transicion de la fase Glala S
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(94). Asi es como el gen snail-1 altera la progresion del ciclo celular tanto en células

cultivadas como en embriones en desarrollo (94).

En C. elegans también se ha visto que el gen ces-1, que codifica una proteina de la
familia Snail, puede regular la progresion del ciclo celular en neuroblastos (55).
Especificamente, CES-1 inhibe la transcripcion de cdc-25.2. Este gen codifica una
fosfatasa homologa a CDC25, necesaria para activar la quinasa dependiente de ciclina
(CDK) que permite la transicion de la célula de la fase G2 hacia la mitosis (55). Yan
et al. (55) determinaron que CES-1 se une a una region upstream del gen cdc-25.2,
reprimiendo directamente su transcripcion y, por ende, blogueando el ciclo celular
(55).

Se puede inferir, entonces, que en los cisticercos no evaginados de T. solium se estan
dando las condiciones propicias para favorecer una alta proliferacion celular por sobre
los demas mecanismos de desarrollo evaluados (miogénesis y transicion epitelio-
mesénquima). Como parte de estas condiciones que favorecen la proliferacion, estéa
la subexpresion de snail-1 que disminuye la TEM en este grupo. En base a los estudios
mencionados en mamiferos y nematodos, Snail-1 también puede actuar como
inhibidor de la proliferacién. Por lo tanto, es posible que la subexpresion de snail-1
en cisticercos no evaginados esté evitando una posible inhibicion de la proliferacion
celular en este estadio de T. solium. Al ser el estadio mas temprano que puede
mantenerse in vitro, estaria necesitando mas del crecimiento y divisién celular para
seguir desarrollando el cuello, acomodando las estructuras del escélex (ventosas y

rostelo) y, eventualmente, evaginar.

Por otro lado, en H. microstoma (8) se realiz6 hibridacion in situ para observar la
expresion de snail-1 en gusanos adultos (Figura 5). Este factor de transcripcion se
expresa en la parte del parénquima a lo largo del cuerpo del parésito adulto, mas no
en las zonas de los bordes del gusano (8). La zona central del cuello es la que presenta
mayor expresion de este gen y conforme se desciende hacia la region inferior del
estrobilo, donde estan los primordios genitales, la expresion disminuye (8). Por lo
tanto, se trata de un patron de expresion, a manera de gradiente, a través del cuerpo

de H. microstoma (8). Olson et al. (8) recalcan también que no se observa expresion
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del gen en la zona cortical 0 més externa del gusano adulto, porque es probable que
en esta region las células migratorias hayan pasado ya a un estado de diferenciacion.
Al ser H. microstoma un cestodo, como T. solium, se puede esperar que la expresion
de snail-1 sea similar en ambas especies. En consecuencia, para observar la
distribucién espacial de este factor de transcripcion en T. solium y asi analizar mejor
su funcion a nivel celular, se sugiere hacer tambien tinciones, mediante WMISH, de
snail-1 y otros marcadores epiteliales y mesenquimales que puedan estar presentes en
el parésito. De esta forma, se tendria la figura mas completa de la TEM durante el
desarrollo del mismo. No obstante, se deben tomar en cuenta las dificultades
identificadas, previamente, al momento de realizar WMISH con cisticercos de T.

solium y asi tomar las aproximaciones mas adecuadas para solucionarlas.

V1. CONCLUSIONES

1. Se identificaron in silico secuencias homdlogas de los factores de
transcripcion MyoD y Snail-1 y del marcador de proliferacion histona
H2B en el genoma de T. solium. Para corroborar la ortologia de los genes,
se realiz6 un analisis bioinforméatico de dominios conservados para cada
secuencia.

2. La expresion de myoD es mayor en cisticercos no evaginados en
comparacion con los recién evaginados y los evaginados en crecimiento.

3. EIl gen snail-1 se subexpresa en los cisticercos no evaginados, pero su
expresién aumenta en cisticercos recién evaginados y evaginados en
crecimiento.

4. La mayor expresion del gen h2b se observo en cisticercos no evaginados
que en cisticercos recién evaginados y evaginados en crecimiento, lo que
se relaciona con mayor actividad proliferativa antes de la evaginacion.

5. Al ocurrir la evaginacion (en cisticercos recién evaginados y en los
evaginados en crecimiento), la expresion de myoD y h2b disminuye.

6. Entre los cisticercos de los grupos recién evaginados y evaginados en

crecimiento, la expresién de myod, snail-1 y h2b se mantiene similar.
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VII. LIMITACIONES DEL TRABAJO Y RECOMENDACIONES

Entre las limitaciones del trabajo estan aquellas relacionadas a aspectos
logisticos de la obtencion, transporte y procesamiento de las muestras. Los
cisticercos se obtienen por el grupo colaborador de veterinarios en el Centro de
Salud Global de Tumbes, a partir de un solo cerdo naturalmente infectado que
se adquiere de criadores informales de esa regién. Por ello, el estudio estuvo
sujeto a la disponibilidad de cerdos infectados y a la pericia del grupo
colaborador de Tumbes. Aunque el transporte de las muestras se realiz6 por via
aerea hacia Lima, aun existe un rango de tiempo de hasta 20 horas, desde que
los cisticercos son extraidos del cerdo hasta que llegan al laboratorio, en el que
parte de su desarrollo no estuvo bajo condiciones controladas. Ademas, al recibir
los cisticercos en el laboratorio, estos se deben cultivar inmediatamente y de
forma simultanea. Las muestras no pueden almacenarse para un procesamiento
posterior, ya que no se sabe cdmo detener su desarrollo una vez que se
encuentran fuera de la carne del cerdo vivo. Todos estos factores dificultan la
reproducibilidad de experimentos. En la presente tesis se trabajo nicamente con
cisticercos provenientes de un mismo cerdo y no se repitio el experimento. Por
ende, no se ha hecho una comparacion entre cisticercos obtenidos de diferentes
cerdos, la cual habria permitido verificar los resultados, detectar errores y

variabilidad y reforzar la fiabilidad de los datos en general.

Otra limitacion importante es la ausencia de una definicion y clasificacion
precisa para cada etapa de la metamorfosis larval de T. solium, por lo que no se
tienen puntos de tiempo concretos para estudiar mecanismos de desarrollo en el
parésito. Por el contrario, en Hymenolepis se han establecido 5 estadios larvales
(S1-S5) con caracteristicas anatomicas particulares (4,5,9,69). Esta clasificacion
permite abarcar las principales fases del desarrollo desde oncosfera hacia larva

cisticercoide de Hymenolepis (4,5,9,69).

A nivel técnico, no se secciono al parasito evaginado en porciones anatomicas
independientes, por ejemplo, en escolex, cuello y proglétides inmaduras, como
si lo han hecho en estudios de cestodos del género Hymenolepis (8,11). El haber

trabajado con el organismo completo no permite evaluar la expresion de factores
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reguladores en estructuras particulares de T. solium, considerando que el
cisticerco contiene una larva compleja ya formada. Por ello, en este estudio no
se ha determinado qué mecanismos moleculares se llevan a cabo en cada region

especifica del parasito.

Cabe mencionar también que el cisticerco no evaginado presenta sus propias
limitaciones. Dado que el escolex y cuello estan superenrollados dentro de la
vesicula del cisticerco, no es viable seccionar este estadio del parasito. Ademas,
el propio tegumento de T. solium en larvas con el escolex evaginado y, sobre
todo, en las que aun no evaginan el escélex, es bastante grueso y complica el
desarrollo de técnicas como la hibridacién in situ. Por tal razon, se puede optar
por criocortes antes de hacer el montaje en laminas; sin embargo, la

identificacion de las estructuras del parasito también resulta compleja.

Ademas, para estudiar el desarrollo del cisticerco hacia gusano adulto, se
recomienda incluir la etapa mas temprana, es decir, antes de la evaginacién del
escolex, pues es la que proporcionara mayor informacion sobre eventos

vinculados con la alta actividad proliferativa que precede a la evaginacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Secuencias de los primers para los genes de interés (myoD, snail-1y h2b) y
los candidatos a genes de referencia (mdh, rpll3, cox-1, mapk3 y pgkl) de Taenia

solium
Nombre del gen Secuencia de los primers (5°— 3°) Tamaiio del NuUmero de acceso
producto (pb) (WormBase Parasite)
myoD F | TGCCGTCACTACTACCACTAC 195 TsM_000079400
R | TCCTCCCTCACAGCAAGACT
snail-1 F | TGTGGCTCCTAAATGGTCAC 127 TsM_000952500
R | TTCACTTCCGAGTGCGTCTG
h2b F | GCTCCTAAAGTAGTGTCAGGCA 104 TsM_000989300
R | ATGGCGTAGCTCTCCTTCCT
mdh F | TAAGGTGCTGGTTGTTGGCA 131 TsM_000048200
R | CGACCTGATAGATGGCACGG
rpl13 F | TCCAATGCTATCGGGTGAAT 74 TsM_000621100
R | CGCCTCGTGGATCGTATATT
cox-1 F | CCGTTAGGAGGTGGTGATCC 154 TsM_000113400
R | ACCCATAAAAGCCAAAAGCA
mapk3 F | TCAAGCCGGACTACTTACCG 140 TsM_000447200
R | CACGGTTGCTGTACATCTCG
pgkl F | GACACCGCTACTTGTTGTGC 125 TsM_000796500
R | TCCGAAAGAGCTGATACGCC
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Anexo 2. Cuantificacién fluorométrica, por Qubit, del ARN total extraido de 10
muestras de cada condicion (cisticercos no cultivados (control), no evaginados,
recién evaginados y evaginados en crecimiento).

Estado Condicion segun fenotipo Cédigodela | Concentracion por
muestra Qubit (ng/mL)
No evaginado No cultivado (control) NC12 37.2
No evaginado No cultivado (control) NC13 58
No evaginado No cultivado (control) NC14 38.2
No evaginado No cultivado (control) NC16 70
No evaginado No cultivado (control) NC19 30.1
No evaginado No cultivado (control) NC20 55
No evaginado No cultivado (control) NC22 49.4
No evaginado No cultivado (control) NC23 43.1
No evaginado No cultivado (control) NC32 37
No evaginado No cultivado (control) NC33 53
No evaginado No evaginado NE3 16.6
No evaginado No evaginado NE5 135
No evaginado No evaginado NE7 14.3
No evaginado No evaginado NE9 12.2
No evaginado No evaginado NE10 15
No evaginado No evaginado NE12 20.9
No evaginado No evaginado NE13 10.8
No evaginado No evaginado NE14 12.9
No evaginado No evaginado NE17 275
No evaginado No evaginado NE18 16.8
Evaginado Recién evaginado RE2 26.8
Evaginado Recién evaginado RE3 42.3
Evaginado Recién evaginado RE7 28.6
Evaginado Recién evaginado RE12 30.8
Evaginado Recién evaginado RE13 25.2
Evaginado Recién evaginado RE16 36.7
Evaginado Recién evaginado RE20 30.4
Evaginado Recién evaginado RE23 27.1
Evaginado Recién evaginado RE24 31
Evaginado Recién evaginado RE25 27.3
Evaginado Evaginado en crecimiento EC4 26.9
Evaginado Evaginado en crecimiento EC5 23.6
Evaginado Evaginado en crecimiento EC6 18.4
Evaginado Evaginado en crecimiento EC7 28.4
Evaginado Evaginado en crecimiento EC9 23.2
Evaginado Evaginado en crecimiento EC15 21.4
Evaginado Evaginado en crecimiento EC19 54
Evaginado Evaginado en crecimiento EC20 29.6
Evaginado Evaginado en crecimiento EC24 28.4
Evaginado Evaginado en crecimiento EC25 335
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Anexo 3. Integridad del ARN extraido, evaluada mediante geles de agarosa con

-
lejia al 1%
(o
RE RE RE RE RE RE RE RE RE RE
2 3 7 12 13 16 20 23 24 25
M
— 48k8
- 1B kB

NE  NE NE  NE NE NE NE NE NE NE EC EC EC EC EC EC EC EC EC EC
3 5 7 9 10 12 13 14 17 18 4 5 6 7 9 15 19 20 24 25

NC  NC NC NC  NC NC NC  NC NC NC
12 13 14 16 19 20 22 23 32 33

48kB

18k8

48k8
18k8

18kB

Geles de agarosa con lejia al 1% para observar la integridad del ARN total de las muestras de T.
solium correspondientes a las cuatro condiciones experimentales: A. Cisticercos no cultivados
(control); B. Cisticercos no evaginados; C. Cisticercos recién evaginados; D. Cisticercos
evaginados en crecimiento. En todas las muestras se observan las dos bandas, a 4.8 kB 'y 1.8 kB,
que representan al ARN ribosomal 28S y 18S, respectivamente. No se observa degradacion del
ARN. Los marcadores de peso molecular utilizados en las cuatro corridas no migraron
correctamente, por lo que se tomd la imagen del marcador (M) de ADN de 0.5kb — 7.0kb de
Muyal et al. (95) para determinar el peso aproximado de las bandas. NC: cisticercos no cultivados
(control). NE: cisticercos no evaginados. RE: cisticercos recién evaginados. EC: cisticercos

evaginados en crecimiento.
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Anexo 4. Valores calculados del fold change (2-*2€9) de cada gen de interés (myoD,
snail-1y h2b) para todas las muestras de los grupos experimentales

Condicién Cédigo de 2-44Cq
S Ao la muestra
fenotipo myod snail-1 h2b
NC12 1.9061566 | 2.5951777 | 1.631275
NC13 0.6116027 | 0.4727557 | 0.5532487
NC14 0.7759309 | 0.7367089 | 0.7788046
N NC16 0.6928748 | 0.5753453 | 0.6702014
cumv‘;dos NC19 1.2546921 | 1.5773469 | 1.54685
(control) NC20 1.2869892 | 1.0370605 | 1.1090569
NC22 0.6258982 | 0.5700525 | 0.708415
NC23 1.7540218 | 1.8606843 | 1.4432621
NC32 1.3049549 | 1.2447304 | 1.1481677
NC33 0.6896805 | 0.8903843 | 1.0540914
NE3 0.4187032 | 0.1718434 | 1.5576092
NE5 0.6464751 | 0.2140223 | 2.5420634
NE7 0.5880456 | 0.1648432 | 3.1954077
NE9 0.5131076 | 0.1527418 | 2.4840026
No NE10 1.005096 | 0.2435855 | 3.7912318
evaginados NE12 0.7156536 | 0.1837522 | 2.5303437
NE13 0.7074336 | 0.2062549 | 2.3993883
NE14 0.5962544 | 0.1983105 | 2.4216662
NE17 0.7634823 | 0.2076895 | 3.7390368
NE18 0.853029 | 0.2610684 | 2.83366
RE2 0.4678117 | 0.5713711 | 1.3128178
RE3 0.3979521 | 0.7932422 | 1.3188983
RE7 0.4710656 | 0.4598281 | 1.3373094
RE12 0.3187874 | 0.6194959 | 1.6578728
Recién RE13 0.4765392 | 0.5661148 | 1.6388305
evaginados RE16 0.4477194 | 0.4815753 | 1.3435034
RE20 0.5512072 | 0.6921548 | 1.2164413
RE23 0.4007201 | 0.3804644 | 0.9326019
RE24 0.3721613 | 0.43402 | 0.5674899
RE25 1.1980322 | 1.4003945 | 1.3188983
EC4 0.3093546 | 0.4793551 | 1.3940993
EC5 0.3195248 | 0.4514068 | 1.3342232
EC6 0.3687377 | 0.4951142 | 1.3067653
— EC7 0.5119235 | 0.6533071 | 1.2249023
vagmados ™ Eco | 0.4710656 | 06238048 | 1.3067653
crecimients]__EC16 0.3015913 | 0.4928316 | 0.9347592
EC19 0.2953846 | 0.5113915 | 1.3188983
EC20 0.3721613 | 0.4684066 | 1.1914073
EC24 0.5037105 | 0.7083332 | 1.2680984
EC25 0.4754394 | 0.5726928 | 1.1534856
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Anexo 5. Hibridacion in situ de h2b en cisticerco con escélex evaginado de Taenia

solium que permanecié hasta 250h en cultivo

h2b (10x)

Escodlex

y
cuello

P: parénquima medular
T: tegumento

Expresion espacial de la histona h2b, mediante WMISH, en un cisticerco que permanecio hasta
250h en cultivo con el escolex y cuello evaginados. Se observa una mayor expresion de h2b en el
parénguima medular del cuello y en la base del escélex, mas no en el tegumento del gusano. Este
patrén de distribucién de las células proliferativas es conservado en otros cestodos como
Hymenolepis, Echinococcus y Mesocestoides. La tincion de nucleos se realizé con yoduro de

propidio (PI).
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	2.1.3 MyoD, una proteína de función conservada y determinante en la miogénesis
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