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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxiribonucléico

ADNCc: ADN copia

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero
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BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indo indolil fosfato
DAPI: 4',6-diamino-2-fenilindol
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Aislamiento, cultivo y caracterizacion de células proliferativas

de M.corti
En platelmintos de vida libre, las células somaticas diferenciadas no se dividen,
siendo las responsables de la renovacion celular, homeostasis y la regeneracion, las
células madre indiferenciadas denominadas neoblastos. En platelmintos parasitos
se ha descripto un mecanismo similar, donde las células con capacidad
proliferativa se denominan germinativas. Estas células conservadas han sido
descriptas en muchos modelos de parasitos y en particular en Mesocestoides corti,
nuestro modelo de estudio.
En este trabajo se realizé la caracterizacién morfolégica de los distintos tipos
celulares presentes en M. corti mediante estrategias complementarias, tincién con
colorantes, inmunohistoquimicas con anticuerpos especificos y microscopia
electrénica de transmision. La utilizacion conjunta de estas técnicas permitid

describir distintos tipos celulares presentes en este organismo.

La identificacion y caracterizacion morfoldgica de las células proliferativas hace
importante la implementacion de herramientas que permitan continuar y mejorar
la caracterizacion de estas células. Es por ello que parte de este trabajo se centrd en
el aislamiento de estas células por citometria de flujo. Se trabaj6 en la optimizacién
y puesta a punto de un protocolo para la obtencién de suspensiones celulares,
posterior tincion y andlisis por citometria de flujo para separar las poblaciones en

las diferentes fases del ciclo celular.

Ademads, como primera aproximacion a la generacion de lineas celulares que
permitan realizar estudios de ARN de interferencia, transfeccién y transplante
celular en este modelo, se realizaron cultivos in vitro de células de M. corti, donde
fue posible obtener células capaces de proliferar durante periodos breves de

tiempo.

A nivel molecular, existen genes marcadores considerados especificos de estas
células proliferativas. Durante el desarrollo de esta tesis se aislo y caracterizé el gen
pL10, miembro de las DEAD helicasas. La determinacién de los patrones de
expresion espacio-temporal de este gen, indican que este gen estd siendo expresado
preferencialmente en células de la linea germinal, y su expresion al igual que la de

los genes pumilio no parece variar a lo largo del desarrollo estrobilar de M. corti.



Por otra, la busquedas i silico de los genomas de Platelmintos parasitos permitieron
identificar genes pL.10 y pumilio; y genes miembros de la familia DEAD en el

genoma de M. corti.

Se comenzo a trabajar en la puesta a punto de la metodologia de ARN interferencia
logrando resultados prometedores en cuanto a optimizacion de entrada de

moléculas exodgenas y la deteccion de las mismas en el interior celular.
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1. Platelmintos

ocooo

1.1. Caracteristicas generales

Los platelmintos son invertebrados acelomados, los cuales presentan el cuerpo
aplanado dorso-ventralmente. El mismo, es macizo relleno de tejido
parenquimatico laxo. En el interior de este parenquima se encuentran los érganos
genitales, tubo digestivo incompleto (cuando éste esta presente), y los sistemas

nervioso y excretor.

En cuanto al epitelio externo, las formas libres estan cubiertas por un epitelio
ciliado, mientras que las formas parasitas carecen de ellos, a pesar de que pueden
estar presentes en algunas de sus formas larvarias. El tegumento en las formas
parédsitas se encuentra constituido por un sincicio celular, que contiene
mitocondrias, vacuolas, cuerpos de inclusién, enzimas y otras sustancias con
propiedades antigénicas, ademds puede presentar escamas y Organos de fijacion.
La funcion del tegumento es brindar proteccion al parasito frente a la accion de los
jugos digestivos y de otras sustancias nocivas para €l, que puedan estar presentes
en el huésped. Este tegumento se encuentra conectado en su limite interno
(membrana basal) a células situadas en el parénquima. La zona subyacente a €l se
encuentra formada por fibras musculares y el resto del cuerpo por una red de
células y fibras interconectadas que constituyen el parénquima. No existe cavidad
general como en el caso de los nematodos y las estructuras intraparenquimatosas
corresponden a los organos genitales. [1] . En la mayoria de los casos la

organizacion del sistema genital es hermafrodita.

El sistema digestivo, si esta presente, es siempre ciego y comunica con el exterior
por un unico orificio que oficia de boca y de ano. Cuando el sistema digestivo no
esta presente, como en algunas formas de vida parasitas, el tegumento permite la

absorcién de los nutrientes provenientes del hospedador.

En general, dentro del ciclo biolégico de las formas pardsitas se presentan uno o
mas huéspedes intermediarios, pudiendo llegar a ser bastante complejo. A veces
ocurre la reproduccion asexual en la forma larvaria del pardsito ya sea como etapa
natural dentro del ciclo o como una eventualidad dentro del mismo. Cuando esta

etapa se da en el hombre como huésped, puede causar cuadros graves.
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1.2. Clasificacion y relaciones filogenéticas

Tradicionalmente se admitian cuatro clases de Platelmintos de acuerdo a los
caracteres de los gusanos adultos: Turbelarios de vida libre, Monogeneos,
Trematodos, y Cestodos todos ellos de vida parasita, pero la filogenia interna de
los platelmintos ha sido objeto de varios estudios moleculares y morfoldgicos. Sin
embargo, solo existe un consenso limitado acerca de la posicion de los diferentes
grupos (Figura 1). Recientemente, Egger y colaboradores, (2015) ha demostrado
que entre los platelmintos parasitos, los Cestodos estdn mas cerca de los

Trematodos que de los Mongeneos [2].

Cestoda

| DESE S

Monogenea

Tricladia

Macrostomida

Figura 1- Esquema sobre las relaciones filogenéticas internas de los platelmintos.
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2. Mesocestoides corti Cestodo modelo

Las infecciones parasitarias son un problema de salud animal y humana alrededor
del mundo. En particular los cestodos, como Echinococcus granulosus, Echinococcus
multilocularis, Taenia saginata y Taenia solium, son agentes causantes de
enfermedades de relevancia sanitaria tanto en paises en vias de desarrollo como en
paises desarrollados[3]. Para desarrollar estrategias de control y/o erradicacion de
estas enfermedades, es importante conocer los aspectos moleculares del desarrollo

de éstos parasitos.

M. corti es un cestodo que se ha instaurado como modelo de estudio para
profundizar en el conocimiento de la biologia de los cestodos debido a sus multiples
ventajas para reproducir su ciclo de vida en cultivo in vitro desde oncoésferas

obtenidas iz vivo hasta el estadio adulto sexualmente maduro [4—7]

En nuestro laboratorio se han optimizado las condiciones para su cultivo desde la
fase larvaria hasta el estadio adulto [8] y es utilizado desde hace un tiempo para el
estudio de genes potencialmente involucrados en los eventos de su ciclo de vida y
desarrollo [9-13]

Tradicionalmente se clasifica a M. corti dentro del Filo Platelmintos, dentro de la
Clase Cestodos en el Orden de los Ciclofilideos [revisado por 8,14] . En estudios
filogenéticos, se ha visto que la familia Mesocestoididae aparece como una rama muy
basal dentro de los Ciclofilideos al considerar caracteres morfoldgicos, o incluso por
fuera del orden cuando se analizaron caracteres morfologicos |y
moleculares, [revisado por 15] El desconocimiento de la totalidad de su ciclo de vida

dificulta una clasificacién taxondmica definitiva [16].

oooo

2.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida es complejo y posee 3 hospedadores. El gusano adulto segmentado
presenta cuatro ventosas y carece de rostelo. Este produce huevos con oncoésferas
que infectan al primer hospedador intermediario, aun desconocido, y algunos
autores proponen que sea un artréopodo [17]. Luego de esto, este primer
intermediario es ingerido por un segundo, que pueden ser canidos, lagartijas y

serpientes, en donde la larva infectante, tetratiridio, se desarrolla en la cavidad
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peritoneal. En estos huéspedes M. corti es capaz de replicarse por fision
longitudinal. Al ser ingeridos por el huésped definitivo se desarrollan al estadio

adulto en el intestino del mismo (Figura 2).

El humano se
corvierte en
hospedero

O accidental al
ingerir carne
cruda con
tetratiridios

A\ =Estadio Infectivo
A =estadio Diagnéstico

Carnivoros (incluidos gatos vy

perros) sirven come hospedero Adultos en el

definitivo  principal vy son intestino delgado

infectados  al ingerir  carne

conteniendo tetratiridios. Proglétides gravidos eliminados

enlasheces

0A

Los gusanos se desarrollan,
dando larvas tetratiridias,
cuando son ingeridas por el
segundo hospedero
intermediario

N—

o Oncosferas ingeridas por un

hospedero intermediario Oncosferas dentro de los huevos
artropodo (desconocido) se 9 incluidos en el organo parauterino
desarrollan a un estadio del proglotide gravido

larvario cisticercoide

Figura 2- Ciclo de vida de M. corti. Requiere tres hospederos para completar su ciclo de vida. 1: Los
proglétides gravidos son eliminados en las heces del hospedero definitivo (principalmente carnivoros,
incluyendo canidos, félidos y mustélidos). 2: Dentro de cada proglotide gravido, cientos de oncosferas estan
contenidas en el 6rgano parauterino. 3: El primer hospedero intermediario es presuntamente un artrépodo (de
identidad desconocida), que es infectado al ingerir los proglétides gravidos o las oncosferas. En este se cree que
las oncosferas se desarrollan a un segundo estadio larvario (cisticercoide o procercoide). 4: Cuando el primer
hospedero intermediario es ingerido por el segundo hospedero intermediario (pequefios mamiferos, aves,
reptiles y anfibios) el segundo estadio larvario se desarrolla al tercer estadio larvario infectivo (tetra iridio). 5:
Los hospederos definitivos se infectan al ingerir carne contaminada con tetratiridios. En este hospedero, el
cestodo se establece en el intestino delgado, donde madura. Pueden observarse proglotides gravidos en las heces
a las dos semanas de infeccion. 6: Los humanos no son los hospederos definitivos usuales, pero pueden
infectarse al ingerir carne poco cocida de animales infectados con tetratiridios. Adaptado de
http://www.dpd.cdc.gov/HTML/Mesocestoidiasis.htm.
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2.2. Morfologia Tetratiridio y reproduccion asexual

Los tetratiridios son los estadios larvarios que infectan al segundo hospedero
intermediario y su morfologia es relativamente sencilla. Estd comprendido por un
cuerpo macizo, parenquimatoso, en el cual existe un sistema excretor (similar, a
grandes rasgos, al del adulto) y donde se extienden dos cordones nerviosos laterales
principales y otros ocho cordones accesorios, con conectivos entre ellos, desde un
cerebro bipartito anterior, convergiendo en un plexo posterior alrededor del poro
excretor [18-20]. A nivel del parénquima no existen otros organos, dado que el
sistema reproductor no se encuentra aun esbozado. En el extremo anterior posee un
escolex con cuatro ventosas musculares; entre las ventosas, existe un surco apical,
a partir del cual se forma el surco de fisién longitudinal durante la reproducciéon
asexual. En esa misma zona, existe una masa celular poli-nucleada conectada
mediante puentes citoplasmaticos al sincicio tegumentario, llamada el macizo

apical, (Figura 3A) [21]

Exteriormente, se encuentra rodeado por el tegumento, un sincicio celular que en
su superficie esta provisto de microvellosidades especializadas (microtricos). Los
nucleos de este sincicio se encuentran hundidos en el parénquima, en cuerpos
perinucleares, que se conectan con el tegumento a través de delgados puentes
citoplasmaticos. Bajo el tegumento existe una capa fibrosa, y luego se encuentra el
sistema muscular sub-tegumentario, compuesto de fibras circulares (externas) y
longitudinales (internas) (Figura 3B y B"). El parénquima se encuentra dividido en
parénquima cortical (externo) y parénquima medular (laxo e interno). Este
parénquima presenta células especializadas, como las células parenquimaticas de
almacenamiento de glucégeno, y las células calcareas, que forman cada una un
corpusculo calcareo (cuya funcion tal vez sea el almacenaje de desechos). Entre
ambos tipos de parénquima se encuentra una capa de musculatura longitudinal
interna. Junto a esta capa de musculatura discurren los cordones nerviosos laterales

[21,22].

En el hospedero intermediario, los tetratiridios son capaces de multiplicarse

asexualmente en la cavidad del cuerpo y el higado [23].
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Tipicamente, al comienzo de la division asexual, se duplican las estructuras
anteriores. Sin embargo en ciertos casos la division puede comenzar en forma
previa a la duplicacion de las estructuras, resultando en tetratiridios con inicamente
dos o incluso una sola ventosa [24,25]. Tras proseguir la fision, los individuos se
separan. IdentificAindose al individuo parental debido a la formacién de wun
segundo poro excretor lateral, en el ultimo punto de divisioén entre ambos [18,25].
Este poro puede observarse como una protrusion lateral. A medida que se suceden
ciclos de reproduccion asexual, todas las divisiones culminan de un mismo lado del
cuerpo (el lado proliferativo), acumulandose estos crecimientos laterales en ese
mismo lado. Eventualmente, estos crecimientos laterales pueden separarse
individualmente, o varios juntos, como extremos acéfalos [18,25,26], incapaces de

regenerar el escolex y por lo tanto estériles (Figura 4C) [26].

Figura 3- Larva tetratiridia de M.corti. A) Inmnohistoquimica con anticuerpo anti Tropomiosina de E.
granulosus (anti-TrpEg), en corte longitudinal de tetratiridio; B) y B’) Detalle de tincion con anticuerpo anti —
TrpE.g y DAPI respectivamente, de la capa muscular interna en el subtegumento; C) Division asexual del
tetratiridio por fisién longitudinal. 1) Comienzo de la division tras la duplicacion de estructuras anteriores. 2)
Separaciéon de dos individuos, dejando un crecimiento lateral con un poro excretor en el progenitor. 3) Nuevo
ciclo de division desde el mismo lado (proliferativo) del individuo progenitor. Abreviaturas: iml, capa muscular
interna; s, ventosas; st, subtegumento; t, tegumento. A,B,B"Modificado de [27]; C, Modificado de [25]. En A, B
y B’ la barra representa 50 pum
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2.3. Gusano adulto y estrobilizacion

El gusano adulto es un tipico cestodo segmentado (Figura 4A), compuesto por un
escolex anterior con cuatro ventosas y una estrobila formada por varios segmentos
o proglotides en distintos estadios de maduracidn, siendo los segmentos anteriores
inmaduros (en general mas anchos que largos) y los posteriores maduros (en

general mas largos que anchos) (Figura 4B,C).

En la Figura 4D, se muestra un esquema de del gradiente de maduracion antero
posterior a lo largo de las proglotides. Al ingresar al hospedador definitivo, los
tetratiridios se elongan y adquieren una forma vermiforme. Suelen aparecer varios
segmentos simultaneamente, siendo el desarrollo mas acelerado en los posteriores.
En paralelo con el desarrollo de los proglétides aparecen nuevos segmentos en la
region anterior. Al tiempo que aparecen los segmentos, se observa el rudimento del
sistema reproductor masculino (Figura 4D, Estadio 1) que se diferenciara en el
saco del cirro y los testiculos. El sistema reproductor femenino se desarrolla
levemente después que el masculino, y comienza por la apariciéon del rudimento
femenino (Figura 4D, Estadio 4). Cuando los testiculos estdin maduros, el ovario
aun esta en desarrollo, aunque el utero se desarrolla simultdneamente. Para el
momento que maduran los ovarios y las glandulas vitelinas, los testiculos
comienzan a degenerar. El segmento maduro (Figura 4D, Estadios 5 y 6,) incluye
dos canales excretorios laterales, conectados por una comisura transversal, y los
sistemas reproductores masculino y femenino. El sistema reproductor masculino
estd compuesto por los testiculos ubicados lateralmente, conectados a vasos
deferentes que desaparecen una vez que el testiculo vacio su contenido; y el saco del
cirro, que contiene un cirro enrollado. El sistema reproductor femenino estd
compuesto por un ovario bilobular, con dos glandulas vitelinas pequefias, el cual se
conecta con el utero ubicado en la linea media. En el extremo posterior del utero
existe una masa oscura de células que daran lugar al Organo parauterino,
claramente visible en los segmentos mas posteriores. Este comienza a desarrollarse
cuando los ovarios y glandulas parauterinas degeneran, una vez que el Utero esta
lleno de 6vulos y células vitelinas. Surge por la proliferacion de las células de la
region posterior del utero, diferencidandose en una cdpsula fibrosa de paredes

delgadas. En estos segmentos ya no se observan los canales excretorios. En los

16



Ihsitdetoil Aislamiento, cultivo y caracterizacion de células proliferativas
de M.corti

segmentos gravidos (Figura 4, Estadio 9) se observan en el 6rgano parauterino las

oncosferas, que se identifican por los 6 ganchos y la cubierta fina protectora del
huevo [6,28].

1: Segmentacion y aparicion del
rudimento masculino

2:Sacodel cirroy testiculos Sacodel cirro

3: Ductos espermaticos y poro Ducto espermatico

genital Poro Genital
4: Aparicion del rudimento ;
k Testiculos
femenino
. ; : Cirro
5: Cirroy Gtero vacio, testiculos
maduros =
Utero
6: Ovariosy glandulas vitelinas
maduras, degeneran testiculos Ovarios

Glandulas vitelinas

7: Formacion de érgano parauterino,
degeneran ovarios

8: Degeneran glandulas vitelinas Organo parauterino

9: Segmento gravido

huevos

Figura 4- Estadio adulto segmentado de M. corti. De A a C organismos tefiidos con TO-PRO-3 para visualizar
etapas de desarrollo estrobilar de M. corti. A) Visidon general de ejemplar segmentado, donde es posible observar
regidn del escolex, cuello y regidn anterior de la estrobila con segmentos progresivamente mas desarrollados; B)
Visualizaciéon de segmentos tempranos del desarrollo estrobilar, primordios tempranos (flechas); C) D)
Esquema del gusano adulto mostrando el gradiente de maduracién antero-posterior a lo largo de los
proglotides. A, B, C, Modificado [29]. D, Modificado de[28]. En A barra representa 1000um, en B 50pum y en
C 100um.
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2.4. Etapas del cultivo in vitro alcanzadas en el laboratorio

Se ha logrado reproducir la mayor parte del ciclo de vida in vitro. Es posible el
desarrollo desde oncoésferas obtenidas a partir de gusanos segmentados de
infecciones naturales a tetratiridios [7] y la multiplicacién asexual de éstos en la
cavidad peritoneal de ratones infectados [30]. También se puede lograr el desarrollo
estrobilar y maduracion partiendo del tetratiridio hasta alcanzar el estadio
adulto[4,6]. Esto, sumado a la facilidad de obtener material parasitario (tetratiridio)

en grandes cantidades a partir de ratones infectados experimentalmente,
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constituyen importantes ventajas para la adopcion de este organismo como modelo

de estudio de cestodos.

3. Estudio de neoblastos en platelmintos

Los platelmintos, como se menciond anteriormente, son un filo altamente diverso
en términos de morfologia, desarrollo y ciclos de vida. Sin embargo, tienen en

comun una poblacion unica de células indiferenciadas denominadas “neoblastos”.

Todas las células somaticas diferenciadas no se dividen, mientras que estas células
(neoblastos) son las tnicas con capacidad proliferativa, siendo éstas la fuente de
nuevas células responsables de la renovacion celular, crecimiento y regeneracion
[31-34]. Este mecanismo particular de renovacion celular es bastante inusual, ya
que la mayoria de los animales presenta células madre tejido especificas capaces de
proliferar para cumplir esta funcién. En cestodos también se ha descripto esta
poblacién de células indiferenciadas similar a los neoblastos, denominadas células

germinativas [33,35,36]

oooo

3.1. Neoblastos en Platelmintos de vida libre

Como se menciono, estudios sobre poblaciones de células proliferativas en
platelmintos de vida libre, demostraron la existencia de un set de células
indiferenciadas, responsables de la renovacion celular durante el mantenimiento,
crecimiento y regeneracion de tejidos. Mientras que las células somaticas

diferenciadas no proliferan, ni se desdiferencian. [32,33]

Estas células han sido estudiadas en profundidad en platelmintos de vida libre. Los
estudios se han centrado especialmente en planarias, las que presentan una gran
capacidad regenerativa. Particularmente, estos estudios se han centrado en las
especies Schmidtea mediterranea y Dugesia japonica[37-39]. Ademas se han realizado
estudios en linajes mas basales, como en especies del genero Macrostomum [32,40—
44].

Las planarias tienen la capacidad de regenerar completamente sus organismos
desde casi cualquier parte del cuerpo [37] y renovar sus tejidos a una tasa muy
alta[39]. Los tejidos y Organos de las planarias carecen de células somaticas con

capacidad proliferativa, y por lo tanto son mantenidas por la incorporaciéon de
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neoblastos que residen en el parénquima alrededor de los 6rganos[38,39]. Los
estudios originales realizados en planaria se vieron limitados por la incapacidad
técnica de marcar las células proliferantes con timidina tritiada *H-T) o el analogo
de timidina, 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU). Newmark y Sanchez Alvarado
(2000)  resuelven dicho inconveniente mediante la micro-inyecciéon y la
alimentacion de planarias con BrdU. Estos ensayos permitieron determinar la
localizacion de estas células en el organismo.
Los neoblastos en planaria, se distribuyen por toda la regiéon interna del
parénquima, exceptuando la region anterior, delante de los fotoreceptores y la
faringe, siendo estas las unicas regiones incapaces de regenerarse luego de una
amputacion [37,39,45]. Durante la regeneracion, estas células se acumulan detrds
del blastema, madas especificamente el post-blastema, zona donde ocurre la
proliferacion celular. El blastema es post-mitético, mientras que los neoblastos se
encuentran inmediatamente en la region adyacente a él (Figura 5). En
experimentos de pulso y caza utilizando BrdU, se evidencia la migracién de las
células que incorporaron BrdU desde el parénquima hasta las regiones exteriores,
incluso por delante de los fotorreceptores, y a nivel de la epidermis donde se
diferencian. [37,46].
La caracterizaciéon morfolégica de los neoblastos de planaria muestra que son
células indiferenciadas basofilicas pequefias, con un gran nucleo y nucléolo y escaso
citoplasma. A nivel ultraestructural, presentan abundancia de ribosomas libres,
mitocondrias pequenas, escasez de RER y Golgi.[47,48] En la region perinuclear,
presentan granulos de Ribonucleoproteina (RNP) denominados cuerpos
cromatoides, que son estructural y molecularmente similar a los granulos presentes

en las células germinales de muchos animales (Figura 5B —C) [47-50].
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© nNeoblastos en proliferacién

© Progenie temprana de neoblastos
© Progenie de neoblastos
¢ Células diferenciadas

d Migracion

3 Muerte celular

Figura 5- Neoblastos de Planaria A) Distribucion de células proliferativas en la planaria Giardia dorotocephala.
Barra representa 450 pm.; B) Morfologia de Neoblastos identificados en macerados celulares de Giardia
dorotocephala. (verde BrdU) Barra representa 10 um.; C) Imagen de microscopia electrénica de Transmision de
Neoblasto de planaria. En esta imagen las flechas indican presencia de cuerpos cromatoides; D) Esquema de
distribucién de neoblastos de planaria. En la imagen se ejemplifica el proceso requerido para mantener la
homeostasis y renovaciéon natural de tejidos. Este proceso requiere que la poblacidon de stem cells se diferencie y
migre a la locacion correspondiente, incluyendo la regién de la faringe y los fotoreceptores que se encuentran
libres de noeblastos mitoticos.; D) Esquema proceso de regeneracion. Se observan los caracteristicos pulsos de
proliferacién y muerte celular. La progenie de neoblastos derivada de los blastemas regenerativos dentro de los
cuales se diferencian para regenerar las estructuras distales. A y B Tomada de [45], C -tomada de [51], D —
D’modificada de [52]

En la dltima década, el desarrollo de avances tecnoldgicos como interferencia
mediada por ARN, citometria de flujo y aislamiento de las células por sorting
celular, secuenciacion masiva de ARN, han revolucionado el estudio de estos tipos
celulares a nivel celular y molecular [39,53].

Como se mencionaba en el parrafo anterior, un importante punto de inicio en la
investigacion referente al estudio de neoblastos, es la identificacion de genes
expresados activamente en estos. Los genes identificados son candidatos para
regular importantes aspectos de la biologia de los neoblastos, ademas de funcionar
como marcadores de estos neoblastos y su progenie indiferenciada (ver mas

adelante).

ocooo0

3.2. Células germinativas de Cestodos

En cestodos las células indiferenciadas se denominan células germinativas, estas

son las equivalentes a los neoblastos de planaria [31,33,34].
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Mediante técnicas de histologia clasicas , estas células han sido caracterizadas,
como células con forma redondeada u ovalada con un citoplasma altamente
basofilico debido a la presencia de ribosomas libres, con pocas extensiones
citoplasmaticas y un gran nucleo con un nucléolo predominante (Figura 6B- C)

[13,54-59].

Mas de un linaje de células germinativas, morfoldégicamente similares, puede
existir, y en algunos modelos, se ha propuesto la existencia de varios subtipos de
células germinativas basados en su relacion nucleo-citoplasma, su tamafo y sus
caracteristicas de tincion [54,57]. A nivel ultraestructural, estas células han sido

descriptas en oncosferas y en cestodos adultos [55,56,60-63].

Estas células presentan caracteristicas similares a las descriptas para neoblastos de
planarias. Alta relacién nucleo citoplasma, poca heterocromatina presente en el
nucleo, citoplasma electron-denso con abundancia de ribosomas libres y escaso
Reticulo endoplasmico y aparato de Golgi. La tnica excepcion es que en cestodos

nunca se ha descripto la presencia de cuerpos cromatoides. (Figura 6)

En cestodos adultos y durante las etapas tempranas de la segmentacidén, se han
descripto patrones conservados para la distribucién de células germinativas en
proceso de proliferaciéon. En varias especies éstas se localizan en la regién del
cuello, a partir de donde se forman los segmentos. Las células se encuentran
mayormente o casi exclusivamente en la region externa del parénquima, cercana a
la capa muscular en Diphyllobothrium spp.[56], Cylindrotaenia diana [54], Hymenolepis
diminuta y Hymenolepis nana [55,64], T. solium [35] y M. corti [13] (Figura 6A).En el
parénquima cortical la proliferacién se encuentra ausente o restringida a la region
mas interna.

La conservaciéon en la “relacion” o la proximidad que existe entre las células
germinativas y la capa muscular interna, sugiere que las células musculares y /o los
cordones nerviosos cercanos, puedan estar generando sefiales para estas células

germinativas.
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En contraste, en los estadios de metacestode de H. diminuta and T. solium, las
células germinativas proliferantes no se encuentran restringidas al parénquima
medular, sugiriendo que existe una gran variabilidad en los estadios larvarios
[35,55]. En E. granulosus se ha descrito la existencia de parches de células
proliferativas en la capa germinal del quiste hidéatico, a partir de los cuales se
desarrollarian los protoescolices y la proliferacién celular disminuiria una vez que

comienza la diferenciacion de los mismos [36].

Recientemente, Koziol et al (2014) ha caracterizado las células germinativas de E.
multilocularis y ha demostrado que son las tnicas con capacidad proliferativa en el
metacestode, siendo estas responsables del crecimiento de la vesicula larval. Esta
poblaciéon de células, nuevamente presentan morfologia similar a los neblastos de
planaria y contienen altos niveles de expresion de una nueva familia de
transposones no auténoma (ta-TRIMs). Estas células germinativas presentan
heterogeneidad a nivel molecular, dado que solo algunas expresan genes
homologos conservados de fgfr, nanos y argonauta, sugiriendo la presencia de

distintas sub-poblaciones [65,66].
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Figura 6- Células germinativas de cestodos. A) Distribucion de células germinativas de D. dendriticum
mediante ensayos de timidina tritiada.; B) Modelo esquematico de las células germinativos de la region del
cuello en un segmento de Diphyllobothrium dendriticum. C) Microscopia electronica de célula de E.
multilocularis; D) Célula germinativa de region del cuello del adulto H. citelli encontrada en suspensiones
celulares, Imagen en panel 1 — interfase, 2-4 diversas fases de mitosis. Imagen modificada [65]-C tomada de
articulo de [66]

3.2.1. Proliferacion en Mesocestoides corti

Originalmente, Hess (1975) describe células grandes basofilicas con grandes
nucléolos como posibles células germinativas, en preparados de formas larvarias
(tetratiridios) in toto con verde de metilo / pironina Y .Estas son generalmente
encontradas en mitosis (indice mitético de hasta 4 %), mientras que en las células
parenquimaticas, pequefias, poco basofilicas, sbélo observa proliferacion

excepcionalmente.

La distribucion de estas células es en todo el parénquima, formando un gradiente
antero-posterior: su abundancia es méaxima en la region del escodlex tras las
ventosas, y disminuye hacia la regién posterior. Las células basofilicas se acumulan

ademas en las regiones de regeneracidon naturales y tras la amputacion experimental
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de dos ventosas. Estudios con timidina tritiada, que demuestran la existencia de
células proliferantes indiferenciadas en el parénquima, pero ademds, en la
estructura mitética sincitial denominada macizo apical [21] , ubicada en el extremo
apical, sitio donde se inicia la fisién longitudinal durante la reproduccién asexual.
Desde este sincicio se desprenden células migrantes que luego se diferenciarian en

una variedad de células somaticas.

Estudios subsecuentes de autoradiografia [67] o utilizando bromodeoxiuridina [68]
han confirmado la abundancia de mitosis en esta region, pero ademas se observa
una distribucién diferente de las células marcadas respecto a la descripta por Hess
[21,22]. Esta distribucion muestra una abundancia preferencial en la region de los
cordones nerviosos, y en células diferenciadas del tegumento. Estas discrepancias
probablemente pueden ser atribuidas a diferentes tiempos de incubacion (24 horas
en los estudios mas recientes, en un unico pulso sin caza), que segin los parametros
de duracion del ciclo celular y de velocidad de migracién en otros organismos
relacionados [41,45,56], y a los tiempos observados por Hess (1980), podrian
permitir la migracion y diferenciacion de las células marcadas en esta ventana

temporal.

En el marco de la Tesis de Maestria del Dr. Uriel Koziol, se realizd la
caracterizacion de las células proliferantes durante el desarrollo de M. corti, y la
posterior migracion de su progenie utilizando bromodeoxiuridina [13]. Los
resultados obtenidos demuestran que las células proliferantes en M. corti se
encuentran en el parénquima interior, en particular en proximidad con la capa
muscular interna. Es posible observarlas a nivel de las ventosas, oOrganos
predominantemente musculares. Las células proliferantes estan ausentes en el
parénquima cortical exterior y de la region sub-tegumentaria. La renovacién y
crecimiento en estas regiones proviene a partir de las células que proliferan en el
parénquima medular, desde donde migran. Interesantemente, durante el desarrollo
estrobilar el numero de células que llegan a estas regiones es menor, y el destino de
la mayor parte de las células proliferantes se encuentra en las estructuras

reproductoras.

En la larva, son mas abundantes en las regiones anteriores (escolex y cuello)

disminuyendo su numero en las regiones posteriores que no segmentan. Sin
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embargo, en forma similar a lo descrito por Smith y McKerr, no se encontrd que el
macizo apical fuese una region especialmente proliferante en relacién a otras
regiones del escolex. Tras proliferar, la progenie celular migra al parénquima
exterior y tejido sub-tegumentario donde se diferencian para contribuir a estos
tejidos en los que no existen células proliferantes. Durante el desarrollo a la forma
adulta se observan en el cuello acumulaciones periddicas de células proliferantes,
incluyendo una masa central en cada primordio de segmento. Esta masa
indiferenciada es el primordio genital, que generard los Organos reproductores

masculinos y femeninos en cada segmento (Figura 7).

s
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Figura 7-Caracterizacion de células proliferantes durante el desarrollo de M. corti A) Distribucion de células
proliferativas en la larva tetratiridia de M. corti. La barra representa 100um;B) Escélex representante del
ejemplar presentada en A. La flecha indica un nucleo BrdU positivo presente en el parénquima cortical. Barra
representa en B y C.; C) Region cercana al cuello del tetratiridio iniciando la segmentacion, flechas indican
acumulaciones periddicas de células BrdU en el parénquima medular. D) Escélex; E) Inicio de la estrobila Las
flechas indican nucleos BrdU en la region subtegumentaria.; F) Segmentos posteriores Las flechas indican los
primordios genitales y los asteriscos indican primordio de los testes. Figuras tomadas de [29]

Histoldégicamente, células con caracteristicas similares a las células germinativas
descritas de otros cestodos se encuentran presentes en el parénquima medular de
M. corti. Las caracteristicas de las células germinativas en M. corti son similares a las
de otros cestodos [54-56,59], en cuanto a su nucleo voluminoso, nucléolo

prominente, forma oval e intensa basofilia debida a la abundancia de ARN.
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4. Marcadores Moleculares

Las stem cell juegan roles criticos en diversos procesos, tales como renovacion,
crecimiento, reparacion y regeneracion de tejidos (Figura 8) [69]. El uso de
diferentes técnicas, hibridacion in situ, deplecion de neoblastos por irradiacion,

ARN]{, etc; ha permitido la identificacién de diversos marcadores de neblastos.

Neoblastos

Auto-renovacion O

Diferenciacion de Diferenciacion/ especificacion
células somaticas de células linea germinal

Figura 8- Esquema de los procesos en los que se encuentran involucrados los neoblastos. Los neoblastos
pueden “auto-mantenerse” para mantener el nimero suficiente de estas células en el organismo, diferenciarse
en células somaticas durante la regeneracién y renovaciéon de tejidos o producir células de la linea germinal.
Modificado de[69]

Estos genes, 1nicialmente han sido descriptos por analisis de genes candidatos, o
por datos de transcriptoma de planarias depletadas de neoblastos por irradiacién y
de neoblastos purificados por Citometria de flujo [38,39,46,70-82].

Para la identificaciéon de estos genes potenciales, se ha utilizado la irradiacion
gamma para la deplecion de neoblastos. Los neoblastos de planaria son sensibles a
la irradiacion ionizante debido a que son las dunicas células con capacidad
proliferativa.[46,74,83—85]. Analisis de expresion basados en microarray en dos
especies diferentes, comparando planarias normales e irradiadas ha permitido
identificar una serie de genes potencialmente involucrados en la biologia de los

neoblastos [46,74] El estudio del transcriptoma de planarias depletadas de
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neoblastos por irradiacion (S. mediterranea) ha permitido la identificacion de genes
downregulated bajo esta condicion [86].
Como es de esperar, ya que los neoblastos son unicas células con capacidad
proliferativa, entre estos genes encuentran genes involucrados en la regulacion del
ciclo celular, pero también se genes que regulan mecanismos de desarrollo en otros
animales [52] Estos genes marcadores caracteristicos de estas células o de sub-
poblaciones de las mismas, han mostrando la heterogenicidad de los neoblastos.
Estudios de RNAIi, han permitido encontrar posibles funciones para estos genes,
relacionandolos con el mantenimiento, proliferaciéon y diferenciaciéon de estos
neoblastos. Estos estudios han mostrado que, los neoblastos expresan
especificamente componentes de GMP (del inglés Germline Multipotency Program, y
de manera mas general, proteinas relacionadas a regulacion de expresion de genes
[77,87].
Muchos de estos genes parecen tener una funciéon importante en el mantenimiento
de los neoblastos o en la diferenciacion, incluyendo ortélogos de vasa o piwi [73,81].
Varios genes piwi son expresados en neblastos de planaria, particularmente
smedwi-1 de S. mediterranea y su ortdlogo en otras especies de planarias es el
marcador molecular mas utilizado[73,88].
Aunque no es muy claro el fenotipo observado para smedwi-1 en RNAI1, otros
genes piwi (smedwi-1 y smedwi-3) han mostrado, por RNA1, ser importantes para la
diferenciacion y auto renovacion de los neoblastos.
Otros tipos de genes se encuentran expresados en neoblastos, entre ellos
reguladores epigenéticos y factores de transcripcidon, asi como también
componentes de vias de sefializacion, incluyendo receptor FGF [39,79,81,89].
Recientemente, Onal y colaboradores (2012), describieron en planarias ortdlogos de
los reguladores ESC de mamiferos Oct4, Sox2 y Nanog. Los transcriptomas de stem
cell de mamiferos y planarias estan muy correlacionados. Esto puede indicar la
conservaciéon de los reguladores responsables de la pluirpotencia entre ambos
modelos, y mas aun, la conservacion entre todos los metazooarios.
En la Tabla 1 se resumen parte de los marcadores moleculares que han sido
estudiados. La misma se elabor6 basada en las revisiones de los trabajos de Koziol,

2009, Onal et al, 2012 y Rodriguez-Esteban et al ,2015 [29,79,82]
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Tabla 1- Genes marcadores de neoblastos, basada en los trabajos [29,79,82]

Funcion Gen * Familia génica Patron de expresion Fenotipo de RNAi Referencia
Pumilio (unién al Neoblastos. eanelio Inhibicién de la regeneracion y
DjPum ARN, regulacion » 8208 homeostasis de renovacion celular Salvetti et al., 2005 [75]
e cerebral. ;
post-transcripcional) (neoblastos no mantenidos).
Todos expresados en o o
smedwi-l. smedwi-2 neoblastos. Smedwi-I: Sn:;i?glélgsséesﬁ iﬁezfér;ngfggl_z‘ Reddien, Oviedo et al. 2005;
T ’ PIWI (Argonauta) neoblastos y progenie . o & y Guo et al., 2006; Palakodeti
smedwi-3 . ; proliferacion; neoblastos
indiferenciada post- . . . et al., 2008 [73,76,88]
g incapaces de diferenciarse.
mitotica.
smopElblaein 6 Efectos menores en la
DjPiwi-1 PIWI (Argonauta) neoblastos en la linea . Rossi et al., 2006.[38]
. . regeneracion.
media del organismo.
Bruno (unioén al Neoblastos. eanelio Inhibicién de la regeneracion y
smed-bruli ARN, regulacién » 8208 homeostasis de renovacion celular Guo et al., 2006 [76]
. cerebral. .
traduccional) (neoblastos no mantenidos).
Procesamiento, Células de la linea
metabolismo y D Nanos (co-l.rep'resores germinal (neoblastos Sir e AprAEE, Sato et al., 2006 [90]
transporte de post-transcripcionales) | acumulados en cordones
ARN laterales).
Células de la linea
germinal (neoblastos e, , Handberg-Thorsager y Salo,
Nanos (co-represores | acumulados en cordones Eliminacion de las gonadas ;
smed-nos e . 2007; Wang et al., 2007
post-transcripcionales) laterales), probables masculinas. [91.92]
células precursoras de los ’
ojos durante el desarrollo.
Reduccion de namero de .
SML-1 (proteina de . Rossie et al.,2007 ;
Smed-sam68L1 unién a ARN) Neoblastos progenie de neoblastog.,Defectos Eisenhoffer et al.. 2008[46,74]
en la regeneracion
DjCBC-1 DEAD ARN helicasa Ne(?blastos, linea Sin fenotipo aparente Yoshida-Kashikawa et al.,
germinal, neuronas. 2007 [50]
subunidad 4 de factor Reduccion de namero de
Smed-THOC4 de exportacion Neoblastos

ARNm THO

progenie de neoblastos. Defectos
en la regeneracion

Eisenhoffer et al., 2008[46]
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Smed-tudl proteinas con dominio ?eir(;bilrfjlt Ossi,s?e?reg Reduccion en el numero de Solana et al. 2009[93]
TUDOR nervioso central neoblastos.
Smed-tud2 pmtem%clggﬁommlo Linea germinal No estudiado Solana et al. 2009 [93]
Diviod Vasa / PL10 (DEAD Necoé‘ﬁﬁztsoflg’lgrﬁrglzgle; Sin fenotino anarente Shibata et al.,1999; Rouhana
e ARN helicasas) qorminal poap etal., 2010 [70,77]
Reduccion en el niimero de
neoblastos. Perdida de la
Smed-SmB Lsm (proteina de Neoblastos, ganglio organizacion estructural de Fernandez-Taborda et al.,
union al ARN) cefalico cuerpos cromatoides. En 2010 [94]
planarias en regeneracién no
generacion de blastema
Factor de , , . .
Smed-nf-YB transcripcion células de linea germinal Degeneracion de testes Wang et al., 2010 [95]
Distal-less (Factor de En oio durante
Procesamiento, Smed-dlx transcripciép con - eJneracic’)n Inhibiciéon de la Regeneracion Lapan et al. , 2011 [96]
metabolismo y homeodominio )
transporte de Sp6-9 (factor de . e .
ARN Smed-sp6-9 transcripcion con En ojo dur.a’n te Inhibicion de la Reg'eneracmn Lapan et al. , 2011[96]
dedos de zinc ) regeneracion (copa de los ojos)
Proteinas que C e,
contienen SRY-box Dlsmb.u clon Reduccion en el numero de
Smed-soxP-1 (o e parenquimatica neoblastos Wagner et al., 2012 [81]
transcripcion ) (reeltiwites)
Neoblastos incapaces de repoblar
hospedador irradiado (reduccion
Smed-ncoad Receptor nuclear Neoblastos en el nimero de neoblatos) En Boser et al., 2013 [97]
regeneracion, imposibilidad de
generar Blastemas
Factor de
Smed-pbx hg;?;;g;&?ocggo Nec;l;l;t;itic;s C};ggfsme; Defectos en la regeneracion Blassberg et al., 2013 [98]

TALE
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Familia Forkhead Inhibicion de regeneracion de
Smed-foxA (Factor de Subtipo de neoblastos faringe Adler et al. , 2014 [99]
transcripcion) g
DiMCM2 LAl (factgres s Neoblastos No estudiado Rossi et al., 2000[71]
replicacion)
, PCNA (abrazadera de . ..
DjPCNA la ADN polimerasa) Neoblastos No estudiado Orii et al., 2005 [72]
. .. . Reddien et al., 2005,
. Smed-cyclinB Ciclina B Neoblastos No estudiado Eisenhoffer et al 2008 [46,73]
Ciclo .celu.lrar y Subunidad de Reduccion de nimero de
replicacion Smed-RRM?2-1 ribonucleotido Neoblastos progenie de neoblastos. Defectos Eisenhoffer et al., 2008 [46]
difosfato reductasa en la regeneracion
Smed-pp32a EE gﬁi{gﬁ ;r)o tema Neoblastos Sin efecto apreciable. Eisenhoffer et al., 2008 [46]
Reducciéon de numero de
Smed-CYCD CDK4/6 (Ciclina D) No detectado progenie de neoblastos . Defectos Zhu et al., 2013 [100]
en la regeneracion
Histona (variante de . .
Smed-H2AZ Histona H2A) Neoblastos No estudiado Rossi et al.,2007 [74]
CHD4/Mi Neoblastos, cerebro y Reduccion de numero de
Smed-cdh4 (remodelador de cordones nerviosos progenie de neoblastos . Scimone et al., 2010 [101]
. ., cromatina) ventrales Inhibicién de Regeneracion
Modificacion
dela Histona deacetilasa Reduccion de namero de
Cromatina Smed-hdac-1 (Remodeladores de Neoblastos, nervioso progenie de neoblastos . Defectos Zhu et al., 2013 [100]
cromatina) en la regeneracion
Smed-cbx-1 Proteina con Neoblastos progfésiausglgzggar:;? er]gedfictos Eisenhoffer etal,, 2008;
cromobox S Bonucelli et al., 2010 [46,102]
en la regeneracion
W e ety Smed-HMGs high mobility group Neoblastos No estudiado Eisenhoffer et al., 2008 [46]

nucleico
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Proteinas de Shock

No detectable en
organismos intactos. En

e, . Fernandez-Taborda et al.,
Smed-Hsp60 térmico regeneracion se dispara Inhibicion de regeneracion 2011[103]
Chaperonas expresion en blastema
Proteinas de Shock NeoblastJS. e ., Fernandez-Taborda et al.,
Smed-Hsp70 .. Regeneracion en Inhibicion de regeneracion
térmico 2011 [103]
blastema y post-blastema
Receptor de FGF .
DiFGFR-1 (Fibroblast Growth ARNm: neoblastos, Sin fenotipo aparente Ogawa et al., 2002 [89].
ganglio cerebral.
Factor).
Innexinas (forman . Inhibicion de la regeneracion y
. . . ARNmM: neoblastos, y . 9
Y smedinx-11 uniones comunicantes . o homeostasis de renovacion celular Guo et al., 2006 [76]
Comunicacion ) progenie post-mitotica .
entre células) (neoblastos no mantenidos).
celular
Cabeza, faringe y menor
Receptor de factor de expresion en ganglio .,
Smed-egfi-3 crecimiento cefilico. Durante Defectos en la formacion de Fraguas et al., 2011[104]
A . blastemas
epidérmico regeneracion en
blastemas
MM . Ventaja de supervivencia de la
Smed-msh-2 ) R (Reparacion de Neoblastos y progenie poblacién de neoblastos en Hollenbach et al., 2011 [105]
Mismatch en el ADN) . -
presencia de dano de ADN
Componente de Defectos en la formacion de Gonzalez -Esteves et al., 2012
Smed-Ist-8 mTORC1 Neoblastos blastemas [106]
En organismos intactos,
Otras Expresado en células del acumglaqon de. ,IICObIaStF)S y
parénquima (incluyendo PHEEES ©HmEslim Copeehllet Gonzalez-Estévez et al
Smed -smg-1 PIKK (kinasa) . estos neoblastos. En planarias en o
neoblastos) ,ganglio ., lacis 2012 [106]
cefalico regeneracion, acumulacién
’ descontrolada de neoblastos y
progenie en blastemas
Smed-jnk MAPKSs kinasas Subtipo de neoblastos Inhibicién de regeneracién Almuedo-Castillo et al., 2014

[107]
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TERT (subunidad , 22 5 g
Smed-tert enzimatica de la Neoblastos, finca o educeion de actividad Tan et al., 2011 [108]
ielpEEen) germina telomerasa (en planarias sexuales)
Reduccidn de actividad mitdtica.
Expresion ubicua en Disminucién de la expresion de
C p .. neoblastos y progenie. EN Gonzalez-Estévez et al. ,
Smed- tor TOR (protein kinasa) neoblastos y tejidos ) . - 2012
diferenciados planarias en regeneracion , 012 [106]
imposibilidad de generar
blastemas

k
Dj (Dugesia japonica)

Smed (Schmidtea mediterranea)
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Poco se sabe sobre la expresion génica de células germinativas en cestodos, pero el
analisis de los genomas de Cestodos y Trematodos han mostrado que importantes
componentes de GMP, como ortélogos de piwi, vasa y tudor (grupo 9) han sido
perdidas en estos linajes [109].Esto sumado a la falta de cuerpos cromatoides en
cestodos, implica la existencia de diferencias importantes con los neoblastos de
planaria.[110]. Es posible que, en las células germinativas de Cestodos y
Trematodos, otros genes paralogos de Argonauta, DEAD box helicasas junto con
proteinas de la familia de genes 9, pueden realizar funciones similares a piwi, vasa u

genes tudor.

En trematodos, la existencia de neoblastos-/ike ha sido demostrada, en células del
parénquima de adulto y de la larva en S. mansoni. Pardlogos de piwi (sm-ago2-1) y
vasa (sm-vig-3), son expresados especificamente en estas células tipo neoblasto y
tienen roles importantes en su mantenimiento [80,111]. Ademas, al menos un
receptor FGF es expresado especificamente neoblastos y es esencial para su

mantenimiento indicando relaciones comunes ente planaria y S. mansoni [80].

ocoooo

4.1. pL10, DEAD-box RNA helicasa ATP dependiente

Las DEAD box helicasas pertenecen a la superfamilia 2 de helicasas (SF2), esta
superfamilia representa la mayor familia de helicasas en eucariotas y consiste en
muchas familias de proteinas bien definidas. El gen pL10, pertenece a la familia de
DEAD box helicasas.

Esta familia se encuentra caracterizada por la presencia de 12 motivos conservados
que permiten su clasificacion [112,113]. De acuerdo a esta, las proteinas DEAD
box y familias relacionadas DEAH, DExHy DExD se refieren comunmente como
familia de helicasas DExD/H. Estas familias relacionadas pueden ser distinguidas
de las DEAD box por variaciones en estos motivos conservados. Estos motivos se
agrupan en un core central de 350-400pb, con extremos amino y carboxy terminales
variables [114]. Estos motivos se encuentran involucrados en la unidén e hidrolisis
del ATP (actividad ATPasa), actividad helicasa y su regulacion [114,115].

La familia DEAD lleva el nombre derivado de la secuencia DEAD (Asp-Glu-Ala-

Asp) presente en el motivo Walker B.
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Figura 9- Motivos caracteristicos en proteinas DEAD-box. En la figura se muestra la secuencia conservada de
los motivos caracteristicos de proteinas DEAD — box, comparados con la secuencia consenso de SF2. Figura
tomada de [116]

Estructuralmente presentan un plegamiento similar al de proteinas con dominio
tipo o—f-RecA. La determinaciéon de estructura cristalografica, muestra que
presentan dos dominios globulares unidos, conteniendo generalmente 5 hojas By
5 hélices o ( Figura 10). El dominio amino terminal, contiene los motivos de unién
al ATP (Q, cuando estd presente; I y II); los motivos de hidrolisis del ATP (mot
III) y motivos de uniéon al ARN (Ia y Ib). El carboxy terminal contiene los motivos
de union al ARN (IV y V) y el VI que puede coordinar la actividad de
desenrrollamiento y la actividad ATPasa. Las secuencias que flanquean la region
del core son las mas variables, permitiendo interacciones adicionales con los

sustratos o cofactores; o bien confieren actividades adicionales [114].
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Dominio 1

Dominio 2

Figura 10- Estructura cristalografica de proteina DEAD box Mj DEAD.En la figura se sefialan los dos
dominios. Los distintos motivos se sefialan de la siguiente manera: motivo Q en salmon, el motivo I en azul,
motiivo Ia en violeta, motivo Ib en rosa, motivo II en rojo,motivo III en amarrillo, motivo IV en verde, motivo
V en violeta claro, motivo VI en turqueza. Modificado de [114].

Las proteinas DEAD se encuentran presentes en casi todos los organismos y en
muchos de ellos cumplen importantes funciones. En eucariotas, estan involucradas
en todos los procesos que tienen que ver con el ARN, incluyendo splicing,
exportacion nuclear, degradacion y traduccién. Ademas se cree que juegan un rol
en la regulacion del desarrollo. En procariotas estan involucradas con la biogénesis
del ribosoma, iniciacion de la traduccion y el decaimiento del ARN. Haciendo de
estas proteinas jugadores cruciales en las adaptaciones y respuestas al estrés del
ambiente [115,117].

Entre las proteinas DEAD box, las proteinas Vasa y pL.10 son muy similares entre
ellas. La secuencia de aminodcidos de las proteinas pL.10 se encuentra altamente

conservada desde levaduras a humanos [118].

El gen DEDI1 de levadura, es requerido para la iniciacién de la traduccion en casi
todos los ARN mensajeros, y proteina pL10 de raton puede rescatar el fenotipo de
una levadura con una deleccion ded! [119]. Estos resultados indican que DED1 y
pL10 son homologos funcionales y que la funcién de genes pL.10-/ike se encuentra
conservada entre los eucariotas. Pese a que pL10 se expresa durante la

espermatogénesis en raton [120], otros pL10 relacionados como DEAD? and
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DEAD3 en raton, y pL10 en zebrafish, son expresados en una variedad de tejidos
[121-124]. Por lo que genes relacionados con pL10 pueden presentar diversas

funciones.

Los genes vasa solo han sido reportados en metazoarios [95,124—-138]. Se ha visto
que el ARN mensajero de los productos de los genes relacionados con vasa se
localiza en las células de la linea germinal. En algunos casos, por ejemplo vasa de
Drosophila, glh-1, glh-2 and glh-4 en Caenorhabditis elegans, y la proteina XVLG-1 de
Xenopus se ha visto que se encuentran involucradas en la formacion y

mantenimiento de la linea germinal. [126,135,139].

La similitud de la secuencia de las proteinas relacionadas a vasa y pL10 y la
existencia restringida de vasa a los metazooarios siguiere que el antecesor de los
genes vasa es derivado de un gen antecesor relacionado con pL10 adquiriendo una
especificidad en la linea germinal. Sin embargo, no se sabe si los genes relacionados
con vasas estan involucrados en la formacion de la linea germinal en metazooarios
inferiores [140]. Recientemente, Tsai1 et al. (2013), ha reportado que Trematodos y
Cestodos carecen de marcadores moleculares caracteristicos de células madre,
como lo genes piwi y vasa. En lugar del gen vasa, presentan al menos dos copias de
pL10, y estos autores proponen que estos genes estarian cumpliendo la funcién de

genes vasa en estos organismos [109].

Los trematodos S. mansoni and Clonorchis sinensis, y el Monogeneo, Neobenedenia
girellae, codifican para una helicasa DEAD —box que puede ser asignada a la
familia de pL10 [109,141,142]. Los andlisis de expresién de los genes helicasa
Smylg2 de S.mansoni 'y Ngvig2 de N. girellae, revelan que éstos presentan expresion
especifica de la linea germinal. [142,143]. El silenciamiento por ARN interferencia
(ARNI1) del gen Ngvig2, lleva a la perdida de células de la linea germinal, indicando
que estos genes juegan un rol durante el desarrollo de la linea germinal [110,142].
Estos hallazgos sugieren que las vias asociadas a células madre en platelmintos

parasitos puede estar altamente modificada [109].
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4.2. Genes pumilio.

Las proteinas pumilio son miembro de la familia de proteinas de unién al ARN
conocidas como familia PUF. Las proteinas PUF constituyen una familia
conservada evolutivamente de represores post-transcripcionales, presentes desde
levaduras hasta humanos y plantas. Se encuentran caracterizadas por la presencia
de un dominio C-terminal altamente conservado, denominado PUM-HD (del
inglés Pum Homology Domain;)[144,145]. Las proteinas PUF se unen a motivos de
secuencia en la regiéon 3'UTR de blancos de ARNm especificos y reprimen su

traduccidn.

El dominio PUM-HD consiste en ocho repetidos imperfectos colocados en tdindem
de 36 aminoacidos mas regiones N y C- terminales flankeantes, llamadas Csp-1 y
Csp-2 respectivamente. Estas regiones flankeantes también muestran similitud
menor con los repetidos por lo que también se les llama repetido 1 y 8 (Figura 11).
Tipicamente, el dominio PUM —-HD se ubica en la regiéon C- terminal de la
proteina, existiendo grandes regiones de secuencias repetitivas poco conservadas en

la region N- terminal [144,146,147].

Estructuralmente, cada uno de los repetidos del PUM-HD conforma una unidad
estructural compacta, y los diferentes repetidos tienen un plegamiento muy similar
entre si, conformado por tres alfa-hélices. La cara concava, interactia con el ARN
[148] y estd conformada por la sucesion paralela de las hélices namero 2 de todos
los repetidos. La hélice 2 es la mas conservada evolutivamente [144,148], y
mutaciones en la region N-terminal de la misma afectan la unién al ARN
blanco[149]. La cara convexa estd conformada por la hélice 3 de cada repetido, e
Interacciona con varios factores proteicos requeridos para la funcién de proteinas
Pum. Es relativamente lisa, excepto por la protrusion de un pequefio /loop entre los

repetidos R7 y R8 ( Figura 11). revisado por [29]
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A

Figura 11- Dominio PUM- HD. A) Alineamiento de los residuos de la hélice 2 de cada repetido PUF. B)
Estructura del dominio PUM-HD de la proteina HsPum 1 en complejo con el ARN NRE. R1 a RS indican los
repetidos sucesivos, y R1y R8'los motivos Csp-1 y Csp-2 respectivamente. Los repetidos estan coloreados en
forma alternada de azul y amarillo. Ademas, se encuentran representadas las cadenas laterales de los residuos
en las hélices numero 2 de cada repetido que interaccionan directamente con el ARN. La flecha indica el Joop

que protruye entre R7 y R8. Modificado de [29]

Las proteinas PUF reconocen secuencias especificas, conocidas como elemento de
reconocimiento NRE (nanos response element) presente en el 3'UTR de mensajeros
blanco. El primer NRE descripto fue identificado en el 3'UTR del factor de
transcripcidon hunchback (hb) compuesto por la secuencia 5" UGUANAUA 3°[150].

La conservacion de las caracteristicas bioquimicas y genéticas de la funcién de los
miembros de la familia PUF han sido reveladas a partir de estudios de organismos
modelo. Las proteinas Pumilio de todos los eucariotas investigados son capaces de
unir el NRE del 3'UTR de hunchback de D. melanogaster, demostrando la alta

conservacion en la especificidad de union [151-158].
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La interaccidén de varios factores proteicos con Pum se encuentra conservada en
diferentes modelos. La interaccidon entre Pum y homologos de Nanos de D.
melanogaster es una de las mas caracterizadas. Nanos es una proteina con una regioén
C-terminal conservada, compuesta por dos dedos de Zinc, a través de la cual

interacciona en forma inespecifica con el ARN [145] y con Pumilio [159].

La proteina pumilio de Drosophila Pum es requerida para la segmentacion
apropiada de la parte posterior y la formacién del abdomen en embriones
tempranos. Ademas es necesaria para el establecimiento de un gradiente antero-
posterior de la transcripcion del factor hb, el cual se encuentra ausente en la region
del polo posterior del organismo, permitiendo la formacion de los 8 segmentos
abdominales. Pumilio se une a NRE dentro de la region 3 "UTR del ARNm de hb,
y causa el arresto traduccional, reprimiendo la traduccion de ARNm de hb, solo en
la regidn posterior del embridn, dado su asociacidén con la proteina dedos de zinc,
Nanos (nos) junto con la interacciéon de Bruno (Brat) Nos es reclutada por
PUM/NRE para formar un complejo cuaternario consistente con PUM, ARNm de
hb, nos y Brat [159]. Este complejo promueve la deadenilaciéon del mensajero del
gen hb e inhibe la sintesis de la proteina. Pum también puede reprimir la traduccion
de hb por un mecanismo secundario independiente de polyA, probablemente por
interferencia con factores de iniciacion de la traduccidén. Interesantemente, el
dominio de uniéon al ARN, PUM-HD, es suficiente para cumplir la funcion de
PUM vy el solo es capaz de unir ARN.

Otros factores proteicos con los que interactia Pum en diferentes animales suelen
ser también proteinas de union al ARN (en muchos casos con funciones de
regulacidn traduccional conocida), como ser Brat y Ccr4 en D. melanogaster [160—
162], DAZ y DAZL en humanos [163] y CPEB en C. elegans y en oocitos de
Xenopus [155,164].

Si bien las funciones bioldgicas de las proteinas PUF son muy variadas, incluso
para una unica proteina, se ha planteado que su funcién ancestral en los metazoos
es el mantenimiento de la proliferacion y pluripotencialidad en células madre[144].
En D. melanogaster, Pumilio es requerido para mantener la proliferacion y evitar la
diferenciacion anticipada de las células de la linea germinal, asi como para su

desarrollo y migracion [165-168]. El desarrollo correcto de las células germinales
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en D. melanogaster depende, al menos en parte, de la represion del ARNm de la
ciclina B en las células germinales primordiales mediada por Pumilio y Nanos, que
evita divisiones prematuras de las mismas [161]. Pumilio interactua también con el
ARNmMm de la ciclina B de Xenopus laevis [155]. Roles similares han sido encontrados

para PUF-8 y FBF-1/2 de C. elegans [169-172], y para DjPum de Dugesia japonica.

La expresion de proteinas Pumilio no suele ser exclusiva de células madre, dada la
gran variedad de funciones que cumplen. Sin embargo, una expresion preferencial
en células germinales y otros tipos de células madre, y en el sistema nervioso, ha
sido caracterizada para algunos organismos [75,163,173]. La expresion en células
germinales ha sido confirmada en otros modelos como Drosophila melanogaster y

Caenorhabditis elegans (ver los parrafos anteriores).

Otras funciones de proteinas PUF son muy variadas, e incluyen la regulaciéon de la
excitabilidad, dendritogénesis y otros detalles de la fisiologia neuronal en
mamiferos y en Drosophila [174-180]. En C. elegans, que posee una gran cantidad de
proteinas PUF, se han descrito otros roles como el cambio en la linea germinal de
C. elegans entre la produccion de espermatozoides y la produccion de oocitos [181],
y el desarrollo de la vulva [182] y de la hipodermis [183]. En Drosophila, pumilio
fue caracterizado originalmente por su efecto maternal en la represion de los
ARNm de hunchback y bicoid durante el establecimiento del gradiente
morfogenético antero-posterior en embriones [184—-187]. Estudios de la asociacién
de proteinas PUF con ARNm a gran escala muestran el gran nimero de ARNm
con los que cada proteina interactua, sugiriendo un numero aun mayor de
funciones [188,189]. Por ejemplo, en el caso de Puf3p de S. cerevisiae, este tipo de
estudios demostré la asociacion de la proteina principalmente con ARNm
codificantes para proteinas mitocondriales, lo que llevo a la caracterizacion del rol
principal de esta proteina como un regulador de la biogénesis y actividad

mitocondrial [188,190,191].

En el caso particular de M.corti, Koziol et al, (2008) describen dos secuencias
parciales correspondientes al dominio PUM-HD en este organismo Pum 1 y Pum
2. La expresion de estos genes se da a lo largo de todo el desarrollo entre el estadio
larval y el estadio adulto. La expresion se observa en varios tejidos pero

preferencialmente en lo primordios de los testes y genitales y en las células
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proliferantes. Estos resultados obtenidos durante la realizacion de la Tesis de
Maestria del Dr. Uriel Koziol, sugieren que existe una expresion preferencial de
los genes pumilio en las células proliferantes, pero no serian marcadores

moleculares exclusivos de las mismas (Figura 12) [29]

Figura 12- Patrones de Expresion de Pumilio de M. corti. A) Hibridacion in situ con sonda antisense para
McPuml. Corte longitudinal de tetratiridio iniciando la segmentacion en la region del cuerpo. Las flechas
indican los primordios de los testes. En el inserto de la figura, se muestra la expresion en el primordio genital
tardio. B) Hibridacion iz situ con una sonda antisense para McPumZ2. Corte longitudinal de tetratiridio iniciando
la segmentacion en la region del cuerpo. En la figura se observa la expresion de McPum2 en otros tejidos; es
importante notar las células fuertemente positivas en la region de los cordones musculares internos, indicadas

por flechas Figuras modificadas de [29]

Durante el desarrollo de la Tesis de Maestria del Dr. Koziol, ain no se disponia
con la cantidad de genomas con los que contamos actualmente. Koziol realizé una
busqueda para determinar la presencia de estos genes. Para ello, realiz6 una
busqueda por RT-PCR en varias especies de platelmintos incluyendo secuencias de
Cestodos, Trematodos y Tricladias y una busqueda iz silico, en bases de datos de
EST y en los genomas que si se encontraban disponibles (E. multilocularis, S.
mansoni, S.mediteranea) Sus resultados muestran que, en las especies de Tricladia
estudiadas existe unicamente un gen con dominio PUM-HD, mientras que en las
especies de platelmintos parasitos hay dos genes con dominio PUM-HD [29]. Estas
secuencias forman dos clados completamente separados, PlathPuml, con
secuencias de todas las especies y PlatyPum2, compuesto exclusivamente por

secuencias de especies parasitas [11].
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1. Hipotesis de Trabajo

En M.corti y otros Cestodos existen las células proliferativas, siendo estas las
unicas con capacidad de dividirse o proliferar, por lo que creemos que van existir
genes que se expresen especificamente en estas células que servirian como
marcadores de las mismas.

La hipétesis en la cual se basa este trabajo, es que los mecanismos celulares y
moleculares del desarrollo se conservan evolutivamente, 1o que hace probable que

se encuentren mecanismos similares a otros organismos en parasitos.

La caracterizacion de estas células puede aportar en la comprension de la biologia

parasitaria y su eventual control.

2. Objetivo

ocooo

2.1. Objetivo general

Contribuir al conocimiento y la caracterizacion de las células germinativas de
cestodos mediante su aislamiento y cultivo. Evaluar el rol funcional de los

marcadores moleculares en estas células.

oooo0

2.2. Objetivos especificos

1.- Identificar y aislar las células proliferativas para su caracterizacion.

2.- Investigar si pL10 y pumilio son marcadores moleculares de las células

proliferativas de M. corti.

3.- Estudiar su rol en el mantenimiento y diferenciacion de las células proliferativas

utilizando interferencia de ARN.

Para cumplir con estos objetivos especificos, nos planteamos las siguientes

actividades:

1. Realizar la caracterizacion morfologica y molecular de los distintos tipos
celulares, utilizando microscopia confocal, electrénica de transmision,

técnicas moleculares, histoquimica e inmunohistoquimica.
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Auislar células proliferantes o germinativas de M. corti
Optimizacién del cultivo de células germinativas de M. corti
Aislar el gen pL.10 de M. corti.

Determinar la expresion los marcadores moleculares de las células

germinativas.

Realizar analisis bioinformaticos para determinar la estructura de los genes
marcadores de estas células y andlisis filogenéticos de los mismos,
utilizando la informacién disponible en los genomas de parasitos

recientemente secuenciados.

Realizar estudios funcionales mediante ARN interferencia para inferir el rol

de los genes pumilio y pL10.
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3. Estrategia Experimental

En la Figura 13 se ilustra el esquema experimental empleado en el transcurso de

esta tesis.
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Figura 13- Esquema de estrategia experimental empleada en esta Tesis.
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1. Obtencion de Material Parasitario.

ocooo

1.1. Cultivo de M. corti

La cepa de M. corti estudiada fue obtenida originalmente por Specht y Voge (1965).
Los tetratiridios de M. corti fueron mantenidos mediante pasajes sucesivos en la
cavidad peritoneal de ratones por Jenny Saldafia y colaboradores en el Laboratorio
de Experimentacion Animal de la Facultad de Quimica- Universidad de la

Republica.

Para el cultivo in vitro de M. corti, los ratones fueron sacrificados mediante
dislocacion cervical en acuerdo con la reglamentacion vigente por la CHEA. Se
extrajeron los tetratiridios en condiciones de esterilidad mediante el lavado de la
cavidad peritoneal con solucién de Hanks (Apéndice 1). Los tetratiridios recogidos
fueron lavados cinco veces con solucidon de Hanks estéril, y cultivados en placas
con medio RPMI 1640 modificado (RPMI mod; Apéndice 1) con 10 % de suero
fetal bovino (SFB; PAA pantech) en estufa incubadora a 37 ° C en una atmodsfera con
5 % CQO,. En ocasiones los tetratiridios fueron almacenados en solucion de Hanks
a 4 ° C por hasta 2 semanas antes de iniciar su cultivo. Se cultivaron
aproximadamente 400 a 500 pl de tetratiridios por cada 15 ml de medio. Se

cambiaron dos tercios del medio de cultivo cada 48 a 72 horas.

Para inducir el desarrollo estrobilar, se afiadié al medio, tras dos dias de cultivo,
Taurocolato de Sodio (TC; Sigma-Aldrich; 1 mg/ml concentracion final),
manteniendo la concentracion de TC durante los cambios de medio. Esto es una
modificaciéon del método reportado por Britos (2000). En estas condiciones, el
desarrollo estrobilar es aparente a los 7 -10 dias de cultivo tras la induccidon con
TC. Los cultivos fueron realizados con la colaboracién del Dr. Uriel Koziol, la

Mag. Alicia Costabile y la Lic. Serrana Estrade.
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1.2. Extraccion de ARN

Los organismos obtenidos de los cultivos in vitro se lavaron 3 veces en PBS
(Apéndicel) y se congelaron a -80°C en Trizol (Sigma — Aldrich). Se utilizo 1ml de
Trizol por cada 100ul de parasitos. Los mismos se disgregaron mecanicamente con
homogeneizador y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente. A
continuacién, se agregaron 0.2ml de cloroformo y se incubaron a temperatura
ambiente 5 minutos. Se centrifugd 15 minutos a 12000xg a 4°C y se recuperd la fase
acuosa en un nuevo tubo. Se precipitd el ARN con 0.5 voliumenes de isopropanol
incubando 5 minutos a temperatura ambiente y centrifugando durante 15 minutos a
12000xg a 4°C. El ARN se resuspendi6 en 30ul de agua mQ fresca. Se almacend a

-80°C hasta el momento de su uso.

Se elimind el ADN remanente por digestion con DNAsa RQ1 (Promega). Se realizd
en una reaccidon de 100ul de volumen final conteniendo 15ul de ARN
(aproximadamente 5ug), buffer 1X, 10 unidades de enzima y 100 unidades de
inhibidor de RNasas (Ribolock RNase inhibitor, Fermentas o RNase Inhibitor, Applied
Biosystems). Se incub6 60 minutos a 37°C y a continuaciéon a 65°C durante 10
minutos con Stop Solution. Se agregd un volumen de cloroformo y se recuper6 la
fase acuosa. Se precipité el ARN durante toda la noche a -80°C con 0.1 volumenes
de LiCl 4M y 2.5 volumenes de etanol absoluto. Se centrifugd6 20 minutos a
12000xg a 4°C y se resuspendio en 15ul de agua mQ fresca y se almacené a -80°C

hasta el momento de su uso.

Se verifico la integridad del ARN mediante andlisis en gel de agarosa (ver punto

2.1) y se cuantific6 mediante espectrofotometria a 260nm.

Todo el material utilizado fue tratado con DEPC 0.1% y se utilizaron reactivos

libres de RNasas.
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1.3. Retrotranscripcion de ARN

La sintesis de ADNCc se realizdé a partir de 1ug de ARN total utilizando 400
unidades de SuperScript II ® RT (Invitrogen), en presencia de 40 unidades de
inhibidor de RNAsas (RNAsa out, Invitrogen), utilizando 500 ng de Oligo dT
(Fermentas), segun indicaciones del fabricante. Se utilizaron muestras de ARN

provenientes de diferentes etapas del desarrollo estrobilar de M.corti.

ocooo

1.4. Preparacion de material para estudios histologicos

1.4.1. Preparacion de organismos para Hibridacion in toro de ARN

Se fijaron ejemplares de M. corti en distintos estadios del desarrollo estrobilar
durante 30 minutos en PFA 4% diluido en PBS, a temperatura ambiente, y se
lavaron durante 5 minutos con PBSTx (Apéndice 1). Se incubaron en solucién
reductora (Apéndice 1) durante 10 minutos a 37°C y se lavaron durante 5 minutos
en PBSTx. Se deshidrataron incubando a temperatura ambiente en metanol 50%
diluido en PBSTx y metanol 100% durante 10 minutos cada uno. Se almacenaron a

-20°C hasta el momento de su uso.

1.4.2. Preparacion de organismos para inmunohistoquimica

Se fijaron ejemplares con 5 dias de cultivo toda la noche a 4°C en PFA 4% diluidos
en PBS y se lavaron 3 veces con PBS durante 15 minutos con agitacién. A
continuacion se deshidrataron por incubacién en soluciones de concentracién
creciente de etanol diluido en PBS (30%, 50%, 75% y 100%) durante 15 minutos

con agitacion.

Luego se procesaron para inclusién en bloque de parafina. Para ello, se incubaron
2 veces con isopropanol durante 15 minutos y se realizd un pasaje por
Paraplast:isopropanol 1:1 durante 40 min a 60°C. Para finalizar, se incluyeron en

Paraplast puro y se realizaron cortes con micrétomo de 10um de espesor. Se

almacenaron a 4°C hasta su utilizacion.
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2. Electroforesis de Acidos nucleicos
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2.1. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Para el analisis de acidos nucleicos se realizaron geles de agarosa al 1% en buffer
TAE 1X (Apéndice 1). Para la siembra de las muestras se utilizo el buffer de carga

6X descrito en el Apéndice 1.

En el caso de geles para el andlisis de ARN se utilizaron reactivos libres de RNasas

y soluciones preparadas con agua tratada con DEPC.

La visualizacion se realizé mediante exposicion a luz ultravioleta junto a la adicién
al gel de distintos agentes intercalantes: Bromuro de Etidio (Sigma-Aldrich),
GelRed™ (Biotium) o SYBR ® Safe. Los geles fueron fotografiados con una camara

fotografica acoplada a un transiluminador de luz ultravioleta.

3. Suspensiones celulares

oooo

3.1. Células Fijadas: Glicerol Acético Agua

Este protocolo se utilizd en los experimentos para determinar las caracteristicas

morfologicas de los distintos tipos celulares de M. corti.

Los especimenes fueron cultivados durante 6 dias segun el protocolo descripto en la
seccion 1.1. Los especimenes se lavaron 3 veces en PBS y se colocaron en una
solucion de macerado que contiene Glicerol, acido acético y agua en una
proporcién 1:1:13 respectivamente, durante toda la noche a 4°C (protocolo
modificado de [192]. Al dia siguiente los ejemplares, se disgregan totalmente con
pipeta pasteur, las células fueron diluidas 1/10 en solucion de macerado y

adheridas en portaobjetos silanizados (SilanePrep slides, Sigma-Aldrich).

cooo

3.2. Células Viables : Tripsina- EDTA

Las suspensiones celulares se llevaron a cabo a partir del cultivo iz vitro de 200ul de
larvas, durante 6 dias en 6ml de RPMI modificado segin lo descripto en la seccion
1.1.
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Las larvas se lavaron 2 veces en PBS suplementado con 2 mM EDTA (PBS-
EDTA). Posteriormente los tetratiridios se cortaron con bisturi en placa de Petri
en un volumen minimo de PBS -EDTA. A continuacion fueron incubados en
horno de hibridacién con agitacidn (45 strokes/minutos) con una solucion 0.1% de
Tripsina en PBS -EDTA a 37 ° C durante 10 minutos. Con el mazo de un mortero
las larvas fueron disgregadas suavemente sobre una placa de Petri y colocadas en
agitaciéon 5 minutos con una barra magnética a minima velocidad a temperatura
ambiente. La disgregacién completa de las suspensiones se logré utilizando pipeta
pasteur y posteriormente se agregd suero fetal bovino al 1% para inactivar la

tripsina.

Los restos celulares se dejaron sedimentar y las células se colocaron en otro tubo.
Finalmente, las células se centifugaron a 4000 rmp durante 5 minutos y se

resuspendieron a la densidad celular adecuada (10° células /ml).

El PBS-EDTA puede ser sustituido por RPMI suplementado con 2mM de EDTA
para la preparacion de células vivas que son utilizadas para el aislamiento de las

células por citometria de flujo y cultivo in vitro.

4. Identificacion de tipos celulares en M.corti

En esta seccion se describen los tipos de tincion con diferentes colorantes con el fin

de identificar los tipos celulares de M.corti.

En todos los casos las suspensiones celulares fueron obtenidas segun el siguiente

esquema:

TT incubados
durante 4hs en
EdU

Tincion con

colorantes
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4.1. Ensayo de Proliferacion celular utilizando Click-iT® EdU Alexa
Fluor® 594 (Thermo Cientific)

En este ensayo, el andlogo de timidina EJdU es incorporado al ADN recién
sintetizado y luego puede ser revelado y detectado por microscopia de
fluorescencia. Para ello, los tetratiridios fueron incubados con 20uM de EdU

durante 4hs.

Posteriormente se procede a realizar el revelado segun instrucciones del fabricante.
Brevemente, los ejemplares se fijaron en PFA 4% durante 20 minutos, se lavaron 3
veces con 3% BSA en PBS durante 5 minutos. Se permeabilizaron con 0.5% triton-
X100 en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. En paralelo se prepara el
cocktel de reaccién (volumen final 500ul) segin instrucciones del fabricante,
utilizando 430ul de 1X Buffer de reaccion Click-iT® EdU, 20 ul de CuSO,, 1,2 ul
Azida Alexa Fluor® 594 (590/615nm) ,50ul de Buffer aditivo 1X Click-iT® EdU.

Una vez finalizado el tiempo de permeabilizacidn, los preparados son lavados 2
veces con 3% BSA en PBS durante 5 minutos y se agrega el cocktel de reaccion, el
cual se incuba durante 30 minutos en la oscuridad. Nuevamente son lavados con
3% BSA en PBS durante 5 minutos.

En este punto se realiza la tincion con dilactato de DAPI (1pg/ml) durante 15
minutos en la oscuridad. Las ldminas son lavadas 3 veces con PBS por 5 minutos
y montadas en Anti Fade Prolong (Invitrogen). Los preparados se analizaron
mediante microscopia de fluorescencia con microscopio Olympus, ultilizando el
filtro U-MNUA2 (UV, Excitacion 360-370nm) para DAPI y el U-MWIG3
(rodamina, Excitacién 530-550nm) para EdU.

4.2. Tincion de suspensiones celulares con Whole Cellomic Stain (WCS,
Thermo Scientific)

WCS, es un colorante que se une a la superficie celular y componentes de células
fijadas de manera uniforme, lo que permite la identificaciéon de los limites y forma

de las células mediante microscopia de fluorescencia.
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Las células son obtenidas segun el esquema descripto anteriormente y el protocolo
de tincion se detalla a continuacién: Inicialmente se realizé el protocolo de revelado
de EdU, sin realizar la tincién con DAPI (seccion 4.1). A continuacion, se lavaron
los preparados 2 veces con PBS por 5 minutos y se cubrieron con la solucion de
WCS (segun instrucciones de fabricante) e incubaron por 30 minutos a
temperatura ambiente protegidos de la luz. Se lavaron 3 veces con PBS por 5
minutos y se realiza la tincién con DAPI (ver seccion 4.1). El resultado se analiz6
con microscopia de epifluorescencia utilizando microscopio Zeiss Axio Imager.

Filtro UV para DAPI, FITC para WCS y Rodamina para EdU.

ocooo

4.3. Tincion de suspensiones celulares con IP

El IP es un colorante que se une a los 4acidos nucleicos, impermeable a la
membrana plasmatica, por lo que por general se utiliza para analizar viabilidad
celular, pero ademas puede ser utilizado para tefiir células y visualizar la forma de

las mismas.

En el caso de la tinciéon con IP no se realizo el revelado de EAU ya que se
superponen los espectros de emision y por lo tanto no es posible la deteccion de

ambas tinciones.

Para tefiir con este colorante, las células fueron permeabilizadas con 2 pasajes en
0.05 % triton en PBS durante 5 minutos e incubadas durante 15 minutos con una
solucion de IP 2,5ug/ml protegido de la luz. Finalmente, fueron lavadas 3 veces
con PBS por 5 minutos y se realizé la tincion con DAPI segiin lo descripto
anteriormente. Se analizo el resultado con microscopia de epifluorescencia en

microscopio Olympus utilizando los filtros de UV para DAPI y rodamina para IP.

4.4. Tincion de suspensiones celulares con Rojo Nilo (RN,Sigma-
Aldrich)

RN es una tincién lipofilica, que permite detectar la presencia de gotas lipidicas

intracelulares por microscopia de fluorescencia.

Las muestras se lavaron 2 veces con PBS por 5 minutos, se incubaron con una

solucion de RN 100ng/ml, y posteriormente se realizdé la tincion con DAPI
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(seccidn 4.1). Se analiz6 los resultados con Microscopia de epifluorescencia en el
microscopio Zeiss Axio Imager. Z1, utilizando el filtro UV para DAPI y el de

rodamina para RN.

ocoo0o0

4.5. Inmunohistoquimica en cortes y suspensiones celulares

Los preparados se fijaron en PFA 4% durante 15 minutos, se lavaron 3 veces con
PBS durante 5 minutos. Las células se permeabilizaron utilizando 2 lavados en
0.05% Tritén diluido en PBS durante 5 minutos. Los preparados se bloquearon en
3% BSA en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y se incubaron con la
dilucion adecuada del anticuerpo primario de interés durante toda la noche a 4°C.
En la Tabla 2 se resumen los anticuerpos utilizados para inmunohistoquimica en
este trabajo.

Después de remover el anticuerpo primario, se lavaron 4 veces en PBS durante 10
minutos y se incubaron con anticuerpo secundario correspondiente (ver Tabla 2)
durante 2 horas a temperatura ambiente. Nuevamente se repite el paso de lavado y
se realiza la tincion con DAPI (seccion 4.1). Se analizaron los resultados con

Microscopia de epifluorescencia en el microscopio Zeiss Axio Imager. Z1.

Tabla 2-Anticuerpos utilizados para inmunohistoquimica.

Dilucion

Anticuerpo Especie de origen atilizada Fuente
Anti tubulina acetilada Raton 1/50 Santa Cruz
Anti ribosoma Conejo 1/500 Kun et al., 2007 [193]
Anti raton conjugado Jackson
FITC (anticuerpo Conejo 1/100 Immunoresearch (115-
secundario) 095-003)
Anti conejo conjugado Jackson
TRITC (anticuerpo Burro 1/100 Immunoresearch (711-
secundario) 025-152)
Anti conejo conjugado
FITC (anticuerpo Cabra 1/1000 Invitrogen (A11034)
secundario)

Las suspensiones celulares preparadas se realizaron segun lo descripto en la seccion

3.1, y se continua con el protocolo descripto en los parrafos anteriores.
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4.6. Microscopia electronica de transmision

Organismos con 4 dias de cultivo se lavaron 3 veces en buffer PHEM (Apéndice 1)
durante 5 minutos y fueron fijados con Glutaraldehido (GA) al 2,5% diluido en
PHEM por 1 hora a 4°C con agitacion. Los organismos fueron lavados 6 veces en
PHEM vy se realiz6 la descalcificacion de los corptsculos calcareos utilizando
EDTA 0,5M pH 7.2 toda la noche a 4°C con agitacién. Los ejemplares fueron
lavados 3 veces durante 5 minutos con PHEM vy se realiza la tincion con tetréxido
de osmio al 1 % en PHEM durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion.
Nuevamente fueron lavados 6 veces durante 5 minutos con PHEM y se procedio a
deshidratar la muestra con pasajes sucesivos en solucion de Alcohol 25,50, 70, 95,
% durante 15minutos cada vez, con agitacion. Luego fueron lavados 2 veces
durante 30 minutos en alcohol 100% sin agua (alcohol con arcilla). Para realizar
el proceso de infiltracion en resina epoxy (Apéndice 1), la muestra fue sumergida
en pasajes sucesivos de resina 25, 50, 75 y 100 % durante 60 minutos. Finalmente,
la muestra quedo toda la noche en campana de extraccidén en resina pura. Al dia
siguiente se cambi0 la resina y los ejemplares se colocaron en moldes para armado

de los bloques. Para la polimerizacion se colocaron 1 dia a 40°C y otro a 60°C.

Cuando se trabajé con suspensiones celulares, el protocolo seguido fue el mismo

con las siguientes modificaciones:

Las suspensiones fueron utilizadas siguiendo el protocolo glicerol —acetico y agua
(seccién 3.1), entre cada punto se agregd un paso de centrifugacion a 4000rpm
durante 3 minutos para colectar las células en el fondo del tubo y se trabajé en
eppendorf tipo beem para generar bloques que contenga las células en la punta del

mismo.

5. Citometria de Flujo y sorting celular

ocooo

5.1. Analisis de ciclo celular por citometria de flujo

Las suspensiones celulares se prepararon segun el protocolo Tripsina- EDTA

descripto en la seccién 3.2.
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Las mismas se fijaron en etanol 70% toda la noche a 4°C, se lavaron en PBS-
EDTA y se resuspendieron a la densidad celular apropiada (10° células /ml).
Aproximadamente 300.000 células fueron tratadas con 50 pg/ml de Ribonucleasa
A (Sigma — Aldrich) durante 15minutos a 37°C y tefiidas durante 15 minutos a
temperatura ambiente, protegidas de la luz, con 50 pg/ml de Ioduro de Propidio
(IP). El analisis de ciclo celular por citometria de flujo se realizd utilizando el

citometro de fluyjo CyAn (Beckman Coulter) o BD Accuri C6 (BD Biociencies).

5.2. Tincion de suspensiones celulares para separacion celular por

citometria de Flujo

Las suspensiones celulares monodispersas de ejemplares de M. corti fueron

realizadas segun el protocolo descripto en la seccion 3.2

Las células viables se identificaron utilizando una tincion selectiva con Calceina
AM (Sigma-Aldrich; excitacion 485 nm; emision 530 nm), substrato de una estearasa
intracelular, util para determinar el volumen celular de células viables. Las células
muertas se identificaron por su incapacidad de excluir el Ioduro de propidio (Sigma-
Aldrich, excitacion 535, emision 560720 nm). El analisis de ciclo celular se realizé
utilizando la tincion nuclear de ADN con Hoechst 33342 (Invitrogen; excitacion 360

nm, emision 400-550 nm).

La utilizacion conjunta de estos colorantes permite la identificacién de aquellas
células que se encuentran en fase G0/G1 del ciclo celular, las cuales consistiran en
una mezcla compleja de células diferenciadas no proliferantes y de células
proliferantes en G1, y aquellas células que se encuentran proliferando en fases S y
G2/M del ciclo celular.

Para la realizacion de la tincion, las suspensiones se incubaron a 20°C durante 90
minutos en RPMI —EDTA conteniendo 0,02 pug/ml de Calceina AM. Las células se
lavaron en PBS-EDTA y se resuspendieron a una densidad celular adecuada
(10°celulas/ml). El colorante Hoechst se agregd a una concentracion final de
S5ug/ml y se incuba a 37°C durante 20 minutos. EI IP se agregd a una
concentracion de 2ug/ml inmediatamente antes de realizar el ensayo de

citometria.
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5.3. Analisis de ciclo celular y sorting de células vivas

El analisis citométrico y sorting celular se realiza utilizando High-Speed cell sorter
MoFlo (Beckman Coulter). El analisis de los siguientes parametros se realiza en el
software Summit 4.3 (Beckman Coulter): forward-angle light scatter, sideward scatter, canal
FL 1 (530/40 band pass) para la deteccion de Calceina AM, canal FL 2 (580/30
band pass) para IP y canales FL 7/FL 8 para determinacion de Hoechst 33342 y
andlisis de pulso para discriminacién de dobletes (pulso-area/pulso altura en un

rango de 450/65 nm).

Las células se separaron utilizando boquilla de 70nm a una tasa de 500-1500
eventos por segundo. El modo de sorting seleccionado es Sort purify 1-2 drops y la
decision de sorting fue realizada segin la siguiente estrategia de gates: Plots
FL1/FL2 para determinacién de células viables (Calceina AM positivas /IP
negativas), FL7/FL8 para analisis de pulso para discriminaciéon de dobletes y
seleccion de G2/M y G0/G1.

Los ensayos de citometria de flujo fueron realizados en colaboracion con la Dra.
Valentina Porro y Mag. Sabina Victoria en la Unidad de Biologia Celular del

Instituto Pasteur de Montevideo.

6. Cultivo de células de M.corti

Las células fueron preparadas segun lo descripto en la secciéon 3.2, con las

siguientes modificaciones:

Las suspensiones se prepararon a partir de 2,5ml de tetratiridios, la incubacién con
la solucion de Tripsina 0.1% se realiz6 durante 20 minutos. Después de la
disgregacion con pipeta pasteur, se agrego6 un paso de filtracion de restos celulares a
través de una malla de 30 um. Antes de recuperar las células, éstas se centrifugaron
a 1000rpm durante 1 minuto para eliminar los corptsculos calcareos. Finalmente,
una vez recuperadas fueron resuspendidas a una densidad celular adecuada y se

filtraron por filtro ésteril Easy streiner de 40um.

Debido a que las células de M. corti son muy pequefias y dificiles de distinguir de los

restos  celulares se vuelve muy dificil la cuantificacion  directamente por
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microscopia. Por ello, se realiz6 una cuantificacion por medicion de la turbidez
con un espectrofotometro, donde 1 unidad de células del parasito, se define como la
cantidad de células que incrementan la turbidez (Abssynm) €n 0.02 unidades luego
de ser diluidas 125: 10.000 en PBS. En los ensayos realizados se plaquearon 500U
totales de células.
Las condiciones que se utilizaron para cultivar las células se detallan en la Tabla 3,
donde las condiciones reductoras hacen referencia a suplementar los medios con

L-Cisteina, B-mercaptoetanol y bathocuproine disulfonic acid.

Tabla 3- Condiciones de cultivo testeadas para cultivo de células.

Medio Condiciones CO2 N2 Temperatura
Reductoras

DMEM - + + 37°C
+

Liquido Hidatico - + + 37°C
+

Medio condicionado - + + 37°C
por Hepatocitos +

Para evaluar la capacidad de proliferacidon de las células in vitro, fue realizado un
ensayo de incorporacién de EAU, previo a ser retiradas de cultivo, durante 4 hs. Se
retiraron alicuotas de las distintas condiciones de cultivo a las 20 y 72hs, se
centrifugaron y resuspendieron en volumen minimo de solucién de macerado.
Posteriormente, las células fueron adheridas y se revela el ensayo de EdU segun

indicaciones del fabricante (ver seccion 4.1).

Los ensayos de cultivo in vitro fueron realizados en el laboratorio del Dr. Klaus
Brehm Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie. Wiirzburg-Alemania, con la

colaboracion del Dr. Uriel Koziol.

7. Estudio marcadores moleculares de M. corti

ocooo

7.1. Aislamiento del gen pL.10

Para el aislamiento del gen pL10 se utilizaron los cebadores degenerados
descriptos en la Tabla 4, utilizados previamente en la literatura para lograr la

amplificacion del gen vasa en otros organismos [142]. Los mismos permiten la
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amplificaciéon de una region de 400 pares de bases correspondiente a los motivos

MACAQT y DRMLDMG.

Tabla 4-Primer degenerados utilizados para amplificar gen pL.10

Nombre Secuencia Codifica

FwVasa 5"ATGGCNTGYGCNCARACNGGN-3" | MACAQTG

RvVasa 5'"NCCCATRTCNARCATNCKRTC-3" | DRMLDMG

La amplificacién del fragmento de interés se realizo a partir de 2 ul de ADNc de
segmentados de M.corti, F.hepatica y E.granulosus, en 25 ul de reaccion, bajo las
siguientes condiciones de reaccion: 1X de buffer de reaccion, 2mM de MgCl,, 0.4
mM de dNTPs, 0.8uM de cada cebador, 1 unidad de taq polimerasa (Invitrogen) por

reaccion. Las condiciones de ciclado utilizadas para la amplificacion se resumen en
la Tabla 5.

Tabla 5- Condiciones de amplificacién para amplificacién gen pL10.

Etapas Temperatura °C Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 5 min
Desnaturalizacion 94 30 seg
Annealing 50 30 seg
Extension 72 1 min
Extension final 72 10 min
Ciclos 35

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de
agarosa 1% en buffer TAE y visualizado por tincidon con Bromuro de Etidio para la
amplificacion de M. corti, mientras que para E. granulosus y F. hepatica 1os productos

de amplificacién se visualizaron utilizando SYBR ® Safe.

Los fragmentos de interés fueron purificados utilizando Isolate PCR and Gel kit
(Bioline) y clonados en vector pGEM- T- Easy (Promega) segin instrucciones del

fabricante.

Células competentes de Escherichia coli XL-1 Blue (Stratgene), fueron transformadas
con las mezclas de ligacion y plaqueadas en LB —ampicilina (100pg/ml), X-gal

(30pg/ml) e IPTG (0.16mM).
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El rastreo de clones recombinantes, se realizd por purificacién de ADN plasmidico
mediante el método de lisis alcalina seguida de digestion con EcoRI o PCR
utilizando los cebadores Fw vasa y Rv vasa. El protocolo de PCR se realiz6 en 15 pul
de reaccion, bajo las siguientes condiciones: 1X de buffer de reaccion, 2mM de
MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.2uM de cada cebador, 0.5 pl de plasmido y 0.5
unidades de U-Taq polimerasa (SBS) por reaccién. Las condiciones de ciclado

utilizadas son las mismas utilizadas para la amplificacion.

Se secuenciaron clones recombinantes para cada muestra hasta obtener un clon
correspondiente a la secuencia del gen de interés para cada especie. Las reacciones
de secuenciacion fueron realizadas por el servicio de secuenciacién de
MACROGEN Korea o por la Unidad de Biologia Molecular del Instituto Pasteur

de Montevideo.

Para determinar la identidad de las secuencias obtenidas se realizo en primer lugar
una busqueda en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) mediante la herramienta BLAST [194].

Los alineamientos se realizaron con el programa ClustalX [195] y se visualizaron
mediante el programa BioEdit [196]. Los analisis filogenéticos se realizaron con el

programa MEGAS5 [197]

ocooo

7.2. Estudios in silico de genes marcadores

7.2.1. Busqueda de genes ortélogos de pL10 y genes pumilio en

genomas de Cestodos.

La busqueda de secuencias homologas de los genes pL.10 en los genomas de los
Cestodos: E. multilocularis E. granulosus, T. solium y H. micostoma se realiz6 mediante
BLAST en 1la base de datos disponible en WormBase  ParaSite

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

Los alineamientos se realizaron con el programa ClustalX [195] y se visualizaron
mediante el programa BioEdit [196]. Las estructuras génicas analizadas en el

programa Artemis (http://www.sanger.ac.uk/science/tools/artemis).
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7.2.2. Busqueda de miembros de la familia de DEAD en genomas

de Cestodos.

La busqueda de secuencias de genes pertenecientes a los miembros de la familia
DEAD en los genomas de Cestodos: E. multilocularis E. granulosus, M.corti, T. solium
y H. micostoma, se realizd buscando genes que contengan el término DEAD en las
anotaciones automaticas de los genomas disponibles en WormBase ParaSite

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

Los alineamientos de las secuencias obtenidas fueron alineadas con MUSCLE
v3.8.31 [198], utilizando los parametros por defecto. Los analisis filogenéticos se

realizaron con FastTree version 2.1.7 SSE3 [199], con los parametros por defecto.

7.2.3. Identificacién de isoformas de genes marcadores pL10 y

pumilio

Los datos obtenidos del transcriptoma del estadio larval de M. corti fueron
ensamblados por la Mag. Alicia Costabile utilizando el pipeline TUXEDO. El
mismo asigna dos identificadores a un transcripto, Nombre del gen y nombre de la
1soforma correspondiente. Si hay existencia de reads que apoyen una isoforma

diferente al modelo génico se ensambla un nuevo transcripto.

Para realizar la busqueda de las isoformas, se realiza una busqueda de los genes en
base a su nombre de gen asignado y se interroga la cantidad de transcriptos que

fueron ensamblados.

7.3. Analisis de expresion por PCR a tiempo final de genes pumilio y
pL10

Para estudiar como se expresan los genes pumilio y pL10 durante el desarrollo
estrobilar se realizaron reacciones de PCR utilizando como molde ADNc de
M.corti, obtenido segun lo descripto en seccion 1.3, a diferentes etapas del desarrollo
0, 2,4,6,8, 10 dias de cultivo).

Las reacciones de PCR fueron realizadas con Taq polimerasa (Invitrogen) en las

condiciones descriptas anteriormente (seccion 7.1), utilizando 1ug de ADNc para
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cada caso. Los cebadores y las condiciones de amplificacion se detallan en la Tabla

6.

Tabla 6- Cebadores y condiciones de amplificaciéon utilizadas para PCR semicuantitativa durante desarrollo de
M.corti

Fw (55 3') Rv (5% 37)
Pumil ATCATATGCCAGAACGGAGTCGCCTAC ATGGATCCTCACTTCAAGTAGTATTTCTCCATCTTGC
Pum?2 ATCATATGGGGGTTCCTGTTAGCAGAAGCCAG ATGGATCCTCAACCACCTGTTAGCAGAAGCCAG
pL10 ATGCGGTCGGCTTCATC TTAATACGACTCACTATAGCGCCTTCTTGATACCGTTCT
Programa Pum 1y Pum 2 pL10
amplificacion
Desnaturalizacion inicial 94 5 min 94 5 min
Desnaturalizacion 94 30 seg 94 30 seg
Annealing 58 30 seg 50 30 seg
Extension 72 1min 72 1min
Extension final 72 10 min 72 10 min
Ciclos 35 35

7.4. Analisis de expresion por RT- PCR en tiempo real de genes pumilio
y pL10

Los ADNCc utilizados para las reacciones de RT- PCR fueron obtenidos por la Mag.
Alicia Costabile [200]. Brevemente, se realizaron cultivos, a diferentes dias de
desarrollo de M.corti entre tetratiridio (0 y 2 dias de cultivo) y gusano adulto
segmentado (10 dias de cultivo), incluyendo gusanos alargados (4 dias de cultivo),
gusanos con principio de segmentacion (6 dias de cultivo) y gusanos segmentados
no adultos (8 dias de cultivo). Incluyendo a su vez, replicas técnicas de las mismas
y seleccién de organismos para obtener poblaciones homogéneas. Posteriormente,
se extrajo el ARN como se describid en la seccidon 1.2, realizarondo el tratamiento
con DNasa de la mitad del volumen obtenido. Los ARNs generados fueron
retrotranscriptos con la enzima SuperScript™ III (Invitrogen ) utilizando 500ng de
ARN total, 250ng de cebadores al azar (Invitrogen ), 0.5 mM de cada dNTP, 40
unidades de inhibidor de RNasas (Ribolock RNAse Inhibitor — Fermentas), y 200

unidades de enzima en un volumen final de 20ul. Se incub6 la reaccion durante 60
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minutos a 50°C y a continuacién 15 minutos a 70°C para inactivar la enzima. Para
la retrotranscripcion se eligid una estrategia de cebado al azar (random priming), que
permite obtener una representacion de todos los tipos de ARN presentes. Ademas
evita los sesgos debido al enriquecimiento de mensajeros cortos o la pérdida de
mensajeros con el extremo 3’ degradado que se producirian al sintetizar el ADNc

con un cebador oligo-dT.

Se disefiaron cebadores especificos para los genes de interés pumilio y pL10 (Tabla
7) y se utilizaron como genes control Tropomiosina y GAPDH (disefiados y

validados por Mag. Alicia Costébile).

Tabla 7- Primers disefiados para ensayo qPCR

Fw Rv
Pum 1 5’AGGAAAAGAGCCGCATAATCG 3’ 5'GTACCTCGTTGATCAGAGCTTG 3’
Pum?2 5" GGCTGTAGAGTGATCCAACG 3 5" GTGCTGGACAACGTAATTTCC 3’
pL10 5’CAGCACAAGAAAGCGAACATG 3’ 5" TTATGGCGGTGCGGATATG 3’
GAPDH | 5CGTACTGCCGCACAAAATATTATT 3’ 5'CCGTTAAGCTCAGGAATGACCTT3’
TPM 5’CAAGTGGTCGTCTAACTGAAACGT 3’ 5’ACGGTTCCTCTCGCTCTCTTC 3’

Para las reacciones de PCR se utilizo el termociclador en tiempo real Rotor Gene™

6000 (Corbett Life Science). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 10ul
utilizando el kit QuantiTect SYBR Green PCR (QIAGEN) con 0.9uM de cada cebador
y una dilucién 1/4 de cada ADNCc generado.

El programa de ciclado consistid en una desnaturalizacion inicial de 15 minutos a
95°C, 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos y 60°C por 1 minuto y una curva de
melting desde 60°C a 95°C para determinar la especificidad de la reaccion. El
analisis de los datos se realizé utilizando el programa Rotor GeneTM 6000 Series
Software (Corbett Life Science) y el calculo de los niveles de cambio en la expresion se

realiz6 mediante el método del 2 [201].

Los experimentos y andlisis de resultados de qPCR fueron supervisados por la

Mag. Alicia Costabile.
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7.5. Analisis de la expresion espacial del gen pL10

7.5.1. Transcripcion in vitro de sondas marcadas con Digoxigenina-

UTP (DIG-UTP)

Para la obtencién de la sonda marcada, se utilizé6 como molde la region clonada en
el plasmido pGEM-T-Easy. El inserto se encuentra clonado de forma tal que la

transcripcioén utilizando el promotor T7 genera transcriptos sense.

Se realizaron preparaciones de ADN plasmidico con el kit ISOLATE Plasmid Mini
kit (Bioline) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos se incubaron
toda la noche a 37°C con 5 unidades de la enzima de restriccion Apal (Fermentas) en
un volumen final de 25ul conteniendo el buffer recomendado por el fabricante. Esta
enzima digiere el vector entre el promotor T7 y el sitio de insercion del gen de

interés y no corta los insertos ligados al vector.

El producto de digestion fue utilizado como molde para la sintesis de la sonda anti-
sentido utilizando la ARN polimerasa SP6. Las reacciones de marcado se
realizaron en 20ul de volumen final, en las siguientes condiciones: 1X buffer de
transcripcidén, mezcla de tNTPs con DIG-UTP (concentraciones finales 0.35mM
DIG-UTP (Roche), 0.65mM UTP, ImM ATP, ImM CTP, ImM GTP, ), 40 unidades
de inhibidor de RNasa (Rnasa out, Invitrogen ), aproximadamente 1pg de ADN
molde y 20 unidades de ARN polimerasa SP6 (Promega). Se incubaron durante 60
min a 37°C y se trataron con 2 unidades de DNasa RQI (Promega) durante 15
minutos a 37°C. Posteriormente se precipitaron con 2.5 volimenes de etanol
absoluto y 0.1 volumenes de LiCl 4M y se disuelven en 50 % formamida,

calentando 10 minutos a 65°C.

7.5.2. Hibridacion in situ sobre organismos enteros

Se rehidrataron los organismos almacenados en metanol 100% (seccion 1.4) por
incubacion a temperatura ambiente en metanol 50% y PBSTx (Apéndice 1) durante
10 minutos cada uno. Se trataron con Proteinasa K (Apéndice 1) para permeabilizar
los organismos y se fijaron 10 minutos a temperatura ambiente en PFA 4% en PBS.

Se lavaron 2 veces durante 5 minutos cada vez en PBSTx y durante 10 minutos en
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solucion de prehibridacién (Apéndice 1) diluida 1/2 en PBSTx. Se prehibridaron
los organismos durante 10 minutos a 60°C para inactivar la fosfatasa endogena y 2

horas a 56°C en solucion de prehibridacion.

Se desnaturaliz6 la sonda durante 5 minutos a 80°C y se enfri6 rapidamente en
hielo. Para la hibridacion se incubaron los organismos toda la noche a 56°C en
solucion de hibridacidn precalentada conteniendo 0.1 ng/ul de sonda (Apéndice 1).
A continuacion se realizaron 2 lavados de rigurosidad decreciente durante 30
minutos a 56°C con cada una de las soluciones de lavado precalentadas descritas en
el apéndice 1 (Soluciones 1 a 3). A continuacién se lavaron 2 veces en MABT
(Apéndice 1) durante 10 minutos cada vez a temperatura ambiente y se bloquearon
durante 2 horas en solucién de bloqueo (Apéndice 1) a temperatura ambiente. Se
incubaron con anticuerpo anti-Digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Rocke)
diluido 1/4000 en solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C en camara

humeda.

Se lavaron 6 veces con MABT durante 20 minutos a temperatura ambiente y se
incubaron 10 minutos en buffer AP (Apéndice 1) a temperatura ambiente. Se
revelaron con reactivo NBT/BCIP (Apéndice 1) siguiendo el desarrollo de color
bajo lupa y se fijaron en PFA 4% diluido en PBS durante 10 minutos a temperatura
ambiente, seguido de un lavado en PBSTx. Se montaron en glicerol 80% en PBS y
se fotografiaron un microscopio Olympus modelo BHA con una camara adaptada

(USB Eye-Piece Digital Microscope Camera — Dino-Lite).

7.5.3. Hibridacion in situ sobre suspensiones celulares.

Los preparados celulares fueron obtenidos segin el método de glicerol, acético y

agua segun se describid previamente en la seccion 3.1 de esta seccion.

Los mismos fueron refijados en PFA 4% durante 15 minutos y lavados 3 veces
durante 5 minutos. Se deshidrataron por incubacidon en soluciones de concentracion
creciente de etanol diluido en PBS (25%, 50%, 75% y 100%) durante 1 minuto. Se
prehibridaron en un soluciéon de prehibridacion (Apendicel) durante 5 minutos a
56°C. Se desnaturaliz6 la sonda durante 5 minutos a 80°C y se enfri6 rapidamente
en hielo. Para la hibridacion se incubaron los organismos toda la noche a 50°C en

solucion de hibridacion precalentada conteniendo 2 ng/ml de sonda (Apéndice 1).
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A continuacion se realizaron 2 lavados en SSC 2X durante 20 minutos a 50°C con
cada una de las soluciones de lavado precalentadas (apéndice 1, solucién 1). A
continuacion se lavaron 2 veces en MABT (Apéndice 1) durante 10 minutos cada
vez a temperatura ambiente y se bloquearon durante 2 horas en solucién de
bloqueo (Apéndice 1) a temperatura ambiente. Se incubaron con anticuerpo anti-
Digoxigenina conjugado a peroxidasa (Roche) diluido 1/50 en solucién de bloqueo

durante 1 hora.

Se lavaron 3 veces con MABT durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
incubaron 10 minutos en buffer Imidazol 0.1 M pH 7.6 diluido en PBS a

temperatura ambiente.

En paralelo se prepar6 la solucion de revelado de tiramida. La misma es utilizada
diluida 1/100 en buffer Imidazol 0.1 M pH 7.6 conteniendo 0.001% de peroxido de

hidrogeno.

Los preparados se incubaron con la solucién de revelado durante 5 minutos en la
oscuridad. Se lavaron 5 veces en PBS durante 5 minutos. A continuacion se realizé
el protocolo de tinciébn con DAPI (seccion 4.1).Se analizé el resultado con
microscopia de epifluorescencia en microscopio Olympus utilizando los filtros de

UV para DAPI y FITC para Tiramida.

8. Interferencia de ARN
8.1. Sintesis de Mensajero de Luciferasa

Para sintetizar ARN mensajero de Luciferasa de luciérnaga, el ADN molde es
preparado por PCR a partir de p-GL3-Basic (Promega, Madison, W1, USA).

La transcripcion in vitro del ARN con caperuza a partir del producto de PCR se
realizo utilizando mMessage mMachine T7 Ultra kit (Ambion, Austin, TX, USA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

El ARN resultante es precipitado con cloruro de litio, resuspendido en agua
nucleasa free y cuantificado por espectrofotometro (ND-1000, NanoDrop

Technologies, Wilmington, DE).
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8.2. Obtencion plasmido pActinaSm_LUC

El plasmido pActinaSm_LUC contiene el gen de la luciferasa bajo el control del

promotor de actina de S. mansoni fue cedido por el Dr. Gabriel Rinaldi.

A partir del stock de bacterias F.coli transformadas con el plasmido, se realizaron
midipreps utilizado el Kit Plasmid Midi Kit (QIAGEN) o AxyPrep™ Plasmid Midiprep

Kit (Axygen®) segun las instrucciones del fabricante.

8.3. Sintesis de moléculas de ARN doble cadena

Las moléculas de ARN doble cadena (ARNdc) fueron generados a partir de
transcripcidn in vitro a partir de productos de PCR generados a partir de primers

especificos conteniendo colas con la secuencia del promotor T7.

Los ARN(dc se sintetizaron y purificaron utilizando Megascript RNAi kit (Ambion) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La integridad de las moléculas fue verificada como se describid en la seccion 2 de
materiales y métodos, y la pureza de las mismas fue verificada midiendo la relacién
ADN,s/ADN,s. La concentraciéon de las mismas fue determinada mediante

espectrofotometria (ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE).

8.4. Electroporacion de moléculas exogenas

Organismos cultivados por 9 dias como se describi6é anteriormente (seccion 1.1 de
materiales y métodos) fueron colocados en medio RPMI modificado sin SFB,
suplementado con una solucidon 335 pug/ml de Tripsina durante 24 horas previas a
la electroporacion.

Los organismos fueron lavados en medio libre de tripsina en Somule Wash
(adecuado para la electroporacién, ver apéndicel) y resuspendidos 100 ul de medio
Somule conteniendo las moléculas a electroporar. Estos fueron colocados en la cuba
de electroporacion (Electroporation cuvettes 0.4 cm, Invitrogen) para ser sometidos a
una onda cuadrada de electroporacion (200V, 20mS, 1 pulso) en un electroporador
BTX ElectroSquarePorator™ ECM830 (BTX, San Diego, CA). Inmediatamente
después de la electroporacion, los parasitos fueron transferidos a un medio para ser

cultivados como se describio anteriormente.
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8.5. Deteccion de moléculas exdgenas por PCR a tiempo final

La expresion del mLUC fue determinada mediante RT-PCR. Los parasitos tratados
fueron retirados del cultivo 3 horas post- electroporacion ARNmLUC. El ARN y el
ADNc fueron preparados segun se detallé en seccion 1.2 y 1.3 de materiales y

métodos.

Para el caso de los organismos tratados con plasmido pActinaSm_LUC, los
organismos se retiraron de cultivo 48hs post —electroporacion se realizo tratamiento

con DNAsa con el fin de eliminar pldasmido molde remanente.

La amplificacion por PCR del ARNmLUC fue realizada utilizando primers
especificos (que generan un producto de 550pb). Como controles en los ensayos se
utilizaron primers de Tropomiosina y CRISP, genes utilizados como controles en el

laboratorio que amplifican fragmentos de 250 y 500 pb respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8- Primers especificos para ARNmLUC, Tropomiosina y Crisp

Nombre Secuencia (5" * 3°)
LUC_Fw GTGCCAGAGTCCTTCGATAG
LUC_Rv ACAACTTTACCGACCGCGCC
TPM_Fw CTGAAGCTGAAGTTGCAGCCATGA
TPM_Rv TCGTACTTACGTTCAGCATCCTCC
CRISP_Fw CAAGTACCAACACGAGC
CRISP_Rv GGGATGTGGTTTAGGCC

La amplificacion de los fragmentos de interés se realizo a partir de 2 ul de ADNc,
en 25 ul de reaccidn, bajo las siguientes condiciones de reaccion: 1X de buffer de
reaccion, 2mM de MgCl,, 0.4 mM de dNTPs, 0.8uM de cada cebador, 1 unidad de
taq polimerasa (Invitrogen) por reaccion. Las condiciones de ciclado utilizadas para

la amplificacion se resumen en la Tabla 9.
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Tabla 9- Condiciones de amplificacién utilizadas para PCR para deteccién de incorporacién de moléculas
exogenas.

Etapas Temperatura °C Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 5 min
Desnaturalizacion 94 30 seg
Annealing 55 30 seg
Extension 72 Imin
Extension final 72 10min
Ciclos 35

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de

agarosa 1% en buffer TAE y visualizado por tinciéon con Bromuro de Etidio.

ocooo

8.6. Ensayo de Actividad de Luciferasa
Los parasitos fueron colectados, lavados 3 veces en PBS y almacenados a -80°C.

La determinacién de la actividad Luciferasa en los extractos de parasitos fue
determinada utilizando Promega's luciferase assay reagent system  segin las
instrucciones del fabricante y se detectd la emisidén luminica en lumindémetro Sirius

luminometer (Berthold, Pforzheim, Germany).

Para normalizar el ensayo se determino la concentracion de proteinas utilizando
Bicinchoninic acid assay (BCA kit, Pierce, Rockford, IL) segun las instrucciones del

fabricante.

68



RESULTADOS Y DISCUSION



Aislamiento, cultivo y caracterizacion de células proliferativas
de M.corti

1. Caracterizacion morfoldogica de células de M. corti.

Debido el pequefio tamano de las células de cestodos resulta muy dificil la
identificacion de los diferentes tipos celulares iz situ analizando su morfologia
mediante técnicas de rutina de la microscopia fotonica, excepto con la utilizacion
de microscopia electronica [58,61]. Por ello con el fin de identificar los tipos
celulares presentes en este organismo, se emplearon metodologias
complementarias. Se realizaron tinciones con diferentes colorantes a partir de
suspensiones celulares, identificacion por inmunohistoquimica con anticuerpos

especificos y finalmente microscopia electronica de transmision.

ocooo

1.1. Suspension celular con Glicerol acético y agua

Para realizar la caracterizaciéon celular a partir de macerados celulares, se
selecciond un protocolo que permitiera obtener células fijadas sin alterar la
morfologia celular. Basados en la literatura seleccionamos un método empleado
para obtener macerados celulares en Hydra y en Hymenolepis [59,192]. E1 mismo
involucra el uso de una solucidn que permite disgregar los tejidos a células
individuales utilizando glicerol, acido acético y agua en una proporcion 1:1:13. Este
protocolo fija las células manteniendo la morfologia celular, y al mismo tiempo las
dispersa. El inconveniente de este método es que genera mucho detrito celular y
muchos agregados celulares al pasar las células a PBS, pero como se menciond

anteriormente mantiene muy bien la morfologia celular.

Si realizamos un extendido del material obtenido (Figura 14), podemos observar
claramente la morfologia celular de las diferentes células presentes en la imagen
(flechas verdes continuas), ademas de la presencia de detritos (flechas blancas

continuas) y agregados celulares (flechas blancas discontinuas).
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Figura 14-Microscopia de epiflourescencia de suspensiones celulares utilizando protocolo Glicerol, acético y
agua Imagen obtenidas en colaboracion el Dr. Uriel Koziol. En rojo se representan los nucleos, tincién con IP.
Las flechas continuas verdes indican distintos tipos celulares. Las flechas blancas continuas indican detritos
celulares, flechas blancas discontinuas indican agregados celulares.

Este método resulta muy efectivo para realizar caracterizacidén celular pero no tan
adecuado para realizar métodos citométricos debido a que las suspensiones
celulares presentan mayor cantidad de detrito y agregados celulares pudiendo
interferir en la lectura del equipo. Es por ello que se selecciond para la
identificacion y caracterizacion de los tipos celulares presentes en M. corti y no para

citometria.

ocooo

1.2. Identificacion de tipos celulares en M.corti

1.2.1. Tincién con colorantes celulares

Con el fin de identificar los diferentes tipos celulares presentes en macerados

celulares realizamos tinciones con diferentes colorantes.

Para identificar células proliferativas realizamos un marcado utilizando el andlogo
de timina EdU en macerados celulares, segin se describié en seccidén 4.1 de
materiales y métodos. A su vez, tefiimos los macerados con DAPI combinado con
IP o WCS que tifien todos los acidos nucleicos, andlogo a la tincién para células
basofilicas ricas en ARN con Pironina Y. En paralelo se realiz6 tincion de lipidos

utilizando Rojo Nilo combinado con DAPI
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Figura 15- Macerado celular de M. corti. Resumen de los diferentes tipos celulares observados en
suspensiones celulares después de tenir con diferentes tinciones. Los tipos celulares son indicados a
la izquierda de la imagen A- Células germinativas, B-musculares, C-tegumentarias, D- Corpusculos
calcareos, E- flamigeras y las tinciones en la parte superior. I- WCS, Whole Cell Staining, visualizado
en verde; DAPI visualizado en azul; EdU, visualizado en rojo; II-IP, Ioduro de propidio,
visualizado en rojo; III-RN, Rojo Nilo, visualizado en naranja. Barra representativa para todas las
imagenes.

Comparando los resultados obtenidos con los obtenidos por Koziol, et al. (2015),
fue posible la identificacién de diferentes tipos celulares. Entre ellos las células
germinativas. Estas células presentan pequefio tamaio (5- 10 um a lo largo del eje),
una forma fusiforme, alargada “simil ojo” caracteristica de estas células, tefiidas
intensamente con IP o WCS y en algunos casos se puede identificar la presencia de
prolongaciones citoplasmaticas desde los polos de los cuerpos celulares. El nucleo
es grande y redondeado, con la presencia, por lo general, de un nucléolo
prominente y fina cromatina granular, que da como resultado una tincién brillante

con DAPI; la presencia de gotas de lipidos citoplasmaticas son raras (Figura 15 A).

Todas las células morfologicamente diferenciadas son consistentemente EdU

negativas (Figura 15 columna I) indicando que son generadas por diferenciacion de
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las células madre indiferenciadas. Estos resultados son consistentes con lo descripto
previamente por nuestro grupo de trabajo en organismos enteros [13].
Ente las células diferenciadas es posible reconocer diferentes tipos celulares a través
de la comparacion con estudios de histologia clasica en otros cestodos
[58,59,61,66,202].
Entre ellas, las células musculares, que son de pequefio tamafio con nucleo rico en
heterocromatina, donde en algunos casos es posible observar parte de las
prolongaciones celulares porque sufren rupturas durante el procedimiento de
preparacion del macerado, o las células tegumentarias que presentan una forma
irregular con un citoplasma fuertemente tefiidas con IP o WCS y uniformemente
tefiidas con RN. Las células formadoras de corpusculos calcareos, con un nucleo
pequeio localizado en la periferia celular con un citoplasma grande que presenta
poca tincién con IP, WCS o RN, células flamigeras correspondientes al sistema

excretor dada su forma caracteristica (Figura 15 B-E).

En resumen, podemos concluir que se logrd la identificacion de las células
proliferativas de M. corti en macerados celulares. Podemos afirmar que las mismas
presentan morfologia conservada, similar a las descriptas por nuestro grupo [13] y
a las células de otros cestodos descriptos en la bibliografia [54-56,59]. Estas son
células pequefias con una alta relacion nucleo —citoplasma, con forma fusiforme
que presenta un nucléolo prominente y se tifilen intensamente con colorante de
células basofilicas, ricas en ribosomas.

Ademas se logro6 identificar diferentes tipos celulares presentes en macerados de M.
corti utilizando diferentes tinciones celulares, entre ellas células musculares,
tegumentarias y células formadoras de corpusculos calcareos y flamigeras. Estas
células diferenciadas no se dividen (todas células EdU negativas), confirmando los

datos obtenidos por nuestro laboratorio (Figura 16)
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Figura 16-Tipos celulares presentes en Cestodos. A) Células proliferativas en el cuerpo de la larva de M.corti,
células tefiidas con Bromuro de etidio (color rojo) y DAPI (color azul); B, B, B”") Células germinativas
presentes en suspensiones celulares de E. multilocularis, B) células tefiidas con WCS (verde), EdU (rojo) y
DAPI. B’) Igual que en B pero tincién realizada con IP (naranja). B”") tinciéon con Rojo nilo (naranja). C,
C’C"") Células tegumentarias presentes en suspensiones celulares de E.multilocularis; C) células tefiidas con
WCS (verde), EAU (rojo) y DAPI. C") Igual que en B pero tincion realizada con IP (naranja); C”’) tincién con
Rojo nilo (naranja). D) Célula asociada al corpusculo calcareo presente en suspensiones celulares de
E.multilocularis. D) Célula muscular identificada en suspensiones celulares de H. citelli Abrebiaturas g- celulas
germinativas.Flechas blancas indican mitosis.. Imagenes de A modificadas de [29]; B-D imagenes modificadas
de [66]. E modificada de [59]. Las barras representan en A-D 10um y en E 20pum

Logros:

1. Identificacion de distintos tipos celulares utilizando diferentes colorantes, WSC,

IP, RN.

2. Identificacion de células germinativas con morfologia conservada con las de otros

Cestodos.
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1.2.2. Identificacion de tipos celulares por Inmunohistoquimica con

anticuerpos especificos.

Una estrategia complementaria para intentar clasificar los tipos celulares presentes
en M. corti fue la utilizacion de anticuerpos especificos. En el laboratorio se disponia
de marcadores del sistema muscular (tropomiosina) y sistema nervioso (tubulina
acetilada). A su vez, la Dra. Alejandra Kun, contaba con un anticuerpo anti-
ribosomas lo que permitiria identificar si efectivamente las células proliferativas de

M. corti presentan un citoplasma baséfilo, rico en ribosomas.

Los resultados obtenidos para el marcador del sistema muscular sobre suspensiones
celulares no fueron muy exitosos, ya que la tropomiosina se encuentra
principalmente en los haces musculares que se pierden durante el meétodo de

disgregacion celular.

En cambio para el marcador de sistema nervioso los resultados obtenidos fueron
mas alentadores. La tubulina acetilada es un marcador de sistema nervioso y
ademads marca de manera muy intensa las células de los protonefridios del sistema
excretor. Esto hace que para lograr la identificacion de células nerviosas (positivas
para tubulina acetilada) se deba saturar la imagen que se estd observando para
lograr la deteccion. Las inmunohistoquimicas realizadas con este anticuerpo fueron
realizadas tanto en cortes de organismos enteros como en suspensiones celulares
(segun se describi6 en la seccion 4.5 de Materiales y Métodos). Esta estrategia se
realizd con el fin de lograr identificar in situ y en suspensiones celulares las

neuronas del sistema nervioso de este organismo.
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Figura 17- Inmunohistoquimica de sistema nervioso utilizando anticuerpo anti- tubulina acetilada A) corte
transversal de M corti; B) Detalle de cordon nervioso y primordio genital; C) Detalle de corte transversal; D-K)
Suspensiones celulares de M. corti; L) Esquema de la organizacion general en un corte transversal en la region
posterior al escolex. En la figura las flechas continuas sefialan cordones nerviosos principales, flechas
discontinuas neuronas y flechas punteadas protonefridios. En Azul se visualiza DAPI y en verde anti-tubulina
acetilada. Abreviaturas: cnl: cordon nervioso lateral, pm: parénquima medular, m/i: musculatura longitudinal
interna, st/pc. subtegumento/parénquima cortical, ¢ tegumento. L. tomada de [13]. El espesor de los cortes es
de 10um, las barras representan en A) 100 um, B) - C) 50 um; D-K) 20 pm.

En la Figura 17 se puede observar el resultado obtenido, tanto para cortes como
para suspensiones celulares, de dicha tincion. En la misma es posible identificar
tanto células del sistema nervioso como protonefridios del sistema excretor.

En las inmunohistoquimicas realizadas en cortes, es posible identificar claramente
los componentes del sistema nervioso, entre ellos los cordones nerviosos principales
que se encuentran fuertemente marcados con el anticuerpo anti-tubulina acetilada
(Figura 17A, B indicados con flecha continua). A su vez, es posible detectar la
presencia de neuronas en la regién del parénquima cortical (Figura 17 A-C,
indicadas con flechas discontinuas) y la presencia de neuronas que conectan la
region interna con el tegumento, tal vez funcionando como neuronas de

senalizacion (Figura 17C, flecha discontinua). Un detalle a destacar, es que fue
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posible detectar las células del sistema excretor (protonefridios), porque la tubulina
acetilada se une a las cilias de dichas células. En la figura es posible apreciar la
presencia de estas células como una regién puntillada indicada con flecha

punteada (Figura 17A).

En cuanto a las suspensiones celulares, las células identificadas como posibles
integrantes del sistema nervioso aparecen como células con nucleos muy pequefios
con prolongaciones y proyecciones del soma celular que pudieran corresponder a
neuritas celulares (Figura 17D-J), generalmente estas prolongaciones se ven
afectadas por el proceso de preparacidén de la suspension por lo que a veces hay
restos de las mismas en las preparaciones. En este tipo de preparacion, nuevamente

es posible identificar células correspondientes al sistema excretor (Figura 17K).

Estd reportado en la bibliografia que las células germinativas presentan
caracteristicas morfologicas conservadas [54-56,59], entre ellas citoplasma basoéfilo
debido a la presencia de abundantes ribosomas libres en su citoplasma. Como se
disponia de un anticuerpo anti-ribosoma se quiso evaluar, sobre suspensiones
celulares particularmente en células germinativas, si el citoplasma de éstas se
encontraba enriquecido en ribosomas y si presentaban alguna diferencia respecto a
los demas tipos celulares presentes en la muestra. Como estrategia para identificar
claramente las células germinativas, se utilizd el marcador de proliferacion EAU de
manera de sefializar aquellas células que se encontraban sintetizando ADN en el
momento de la incubacion, como doble marcaciébn junto con la

inmunohistoquimica.
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Figura 18- Inmunohistoquimica sobre suspensiones celulares de M. corti utilizando anticuerpo anti ribosoma.
A-M-Suspensiones celulares de M. corti. La flecha continua indica un corpusculo calcareo. En Azul se visualiza
DAPI, en rojo EAU y en verde anti-ribosoma. La barra represental) pm en todos los casos, excepto en J que
representa 20pm.

La Figura 18 resume parte de los resultados obtenidos en este ensayo. Las células
1dentificadas como proliferativas (EdU positivas, marcacion roja en el nucleo)
presentan una seflal puntillada en el citoplasma celular, indicando la presencia de
posibles ribosomas en dicho citoplasma. En algunas células germinativas la sefial
parece ser menos intensa que en otras pero por lo general las células presentan
buena intensidad de sefial, indicando que tal vez esta caracteristica de citoplasma
basoéfilo pueda estar conservada en las células de M. corti. Respecto a los otros tipos
celulares presentes en la preparacion, en todos los casos hay una senal
citoplasmatica del anticuerpo anti-ribosoma. En algunos tipos celulares como los
corpusculos calcareos la sefial parece localizarse puntualmente en determinados
puntos del citoplasma (Figura 18, flecha continua), mientras que en los otros tipos

celulares hay una distribucidon mas homogénea de la sefial.
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En conclusion la utilizacion de tubulina acetilada permitié la identificacion de
células perteneciente al sistema nervioso de M. corti, tanto en cortes como en
suspensiones celulares del parasito.
La primera descripcion del sistema nervioso en M.corti fue realizada por Hart
(1967), mostrando que este organismo presenta un cerebro bipartita y dos ganglios
asociados a cada ventosa (un ganglio medio y otro lateral). Varios cordones
nerviosos surgen de la region anterior y se extienden a lo largo del cuerpo
convergiendo en plexo posterior alrededor del poro excretor. Los principales
troncos surgen de la base del cerebro y se ubican en el cuerpo. Dos cordones
secundarios surgen de cada par de ganglios de las ventosas, uno lateral y otro
medio. Los cuatro ganglios laterales de las ventosas emiten cuerdas laterales que
corren junto a las del cerebro. Los troncos de los ganglios mediales corren mas
centralmente. En total en un tetratiridio hay 10 cordones atravesando el cuerpo
[18,203].
Yaegashi y colaboradores (1993) estimaron el nimero de neuronas del escolex y
mostraron que los animales poseen una cabeza angosta con cuatro ventosas tiene
250 neuronas. Cuando el escolex se ensancha previo a la fision, el nimero de
neuronas aumenta hasta cinco veces. Cuando se producen las cuatro ventosas
adicionales, las neuronas se reducen a alrededor de 500. Finalmente, cuando los
animales tienen dos cabezas angostas, con cuatro ventosas en cada cabeza el
numero total de neuronas retornan a alrededor de 250 en cada una. Por lo tanto, en
la multiplicacion asexual de M. corti ocurre una superproduccion y subsiguiente
eliminacién de neuronas[revisado por 203,204] (Figura 19).
Los resultados obtenidos en esta tesis coinciden con los reportados anteriormente

en la bibliografia.
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B

Figura 19- Sistema nervioso del tetratiridio M.corti. A- Individuo teflido con anticuerpo anti serotonina
mostrando cuerpos celulares y fibras inmunoreactivas en el cerebro, los cordones nerviosos principales (mc) y
los menores, alrededor de las ventosas (S) y las comisuras, B- Esquema de sistema nervioso del tetratiridio, C-
Espécimen tefiido con el método de tricolina, mostrando una gran acumulacion de células y fibras en el escolex,
D- Esquema de células nerviosas y gliales, a-neurona multipolar,b-neurona unipolar, c- célula neurosecretoria,
d- neurona XX, e-axon gigante, f- glia asociada a fibras gigantes, g-célula tipo fibroblasto, h- célula sandwich , .
A modificado de [205], B-C modificado de [18], D- tomado de [206]

El uso de anticuerpo anti- ribosoma permiti6 identificar la presencia de ribosomas
en el citoplasma tanto de células germinativas como en otros tipos celulares. En
algunos tipos celulares la sefial presenta una localizacién mas restringida (CC)

mientras que en otros es una sefal intensa dispersa en toda la region citoplasmatica.

1.2.3. Identificacion por Microscopia Electronica de Transmision

El uso de la microscopia electronica de transmision (MET) para la caracterizacién
de las células proliferativas y de los diferentes tipos celulares, es fundamental para

lograr dilucidar la ultraestructura morfologica de las células.
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Se decidi6 trabajar realizarondo una caracterizacion general del organismo entero
con el fin de intentar evaluar a estas células en su contexto tisular, y poder
comparar estos resultados con los pocos disponibles en la literatura. Por otro lado,
se trabajo con suspensiones celulares buscando identificar y caracterizar diferentes
tipos celulares.
Es importante destacar que la MET es una técnica demandante, siendo todos los
pasos, desde la inclusion de la muestra, la obtencion de grillas con cortes adecuados
hasta la tincion de los mismos con metales pesados, claves para una buena

visualizacion en el microscopio electronico.

Sin haber optimizado completamente esta técnica, los resultados obtenidos

permiten la identificacion de algunos tipos celulares.

Hay autores que definen al tetratiridio anatdomicamente como tegumento,
parénquima, musculos internos, sistema excretor y nervioso, y un pool de células
germinativas [21].

En cortes hay regiones espaciales del organismo que son claramente distinguibles,
como es la region del tegumento, pero en otras mas internas es muy dificultosa la
1dentificacion de lo que se estd observando. La baja complejidad estructural de
M.corti hace dificil la ubicacién en el andlisis a gran aumento de estructuras
internas.

Esto hace que sea muy dificil saber en qué regién del ejemplar se esta trabajando,
por lo que se intentd realizar grillas seriadas de un ejemplar que se sabia
exactamente cudl era su posicion inicial al momento de realizar los cortes por lo
que era en principio mas factible identificar en que region del ejemplar estabamos.

Lamentablemente este enfoque tampoco contribuyo6 a resolver el problema.
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Figura 20- Microscopia electronica de transmisién de organismos enteros de M.corti. A-B) Corte a nivel de
region de tegumento. C) Esquema detallado de la region tegumentaria D) Corte del organismo E) Micrografia
de cuerpos celulares en region subtegumentaria. Las flechas blancas continuas indican células tegumentarias,
flechas discontinuas células musculares. Abreviaciones cb, puentes citoplasmaticos; CC, corpusculo calcareo; f7,
capa fibrosa; mf., fibras musculares subtegumentarias circulares (externas) y longitudinales (internas); mt,
Microtriquias; pm, cuerpo celular de sistema muscular subtegumentario, pt, cuerpo perinuclear del tegumento
(citon tegumentario); s, citoplasma superficial (tegumento) ; t, tegumento. C tomado de[13], E Modificada
de[21]. Magnificacién: A, B- 5800X, D-10000X.

Los resultados obtenidos se resumen en la Figura 20. En las im4genes A y B es
posible identificar la region del tegumento. Hess (1980), describe esta region como
un sincicio tegumentario, con un sistema muscular subtegumentario y una capa
fibrosa que separa a ambos (Figura 20C) [21]. El sincicio tegumentario estd
compuesto por un citoplasma superficial no nucleado cuyos cuerpos celulares yacen

debajo en el parénquima cortical. Los musculos subtegumentarios consisten en una

82



Aislamiento, cultivo y caracterizacion de células proliferativas
de M.corti
densa red de fibras musculares longitudinales y circulares, cuyos cuerpos celulares
se encuentran en el parénquima cortical.
Los resultados obtenidos, muestran claramente que el tegumento esta formado por
un sincicio celular (indicado con una t en la imagen), cuyos cuerpos celulares se
localizan en la region del parénquima (Figura 20, flechas blancas continuas). En la
superficie del tegumento, se aprecia la presencia de microtriquias, también
descriptas por Hess. Estas estructuras se encuentran presentes en todos los
cestodos, y son consideradas andlogos a las microvellosidades del epitelio intestinal,

ayudando a aumentar a la capacidad de absorcion del tegumento.

Es posible identificar los puentes celulares que unen los cuerpos celulares al sincitio.
También es posible la identificacidén de los cuerpos celulares, correspondientes a las
fibras musculares situadas en el parénquima medular (Figura 20, flechas

dicontinuas).

La imagen D muestra una regiéon en donde no es posible determinar exactamente
su ubicacién en el organismo dado que no existe en la grilla ningun aspecto
morfologico caracteristico que permita su localizacion, aunque en esta regidon
encontramos células con las caracteristicas estructurales a los cuerpos celulares de
las células del sincicio celular. Las imagenes descriptas de los cuerpos celulares del

sincicio tegumentario son semejantes a las reportadas por Hess (Figura 20E) [21]

Observando mas micrografias, es posible ver células con diferentes caracteristicas
electrondensas, como las mostradas en la Figura 21. En este caso, no se distinguen
caracteristicas anatdmicas o ultraestructurales que permitan identificar o afirmar a
que tipo celular corresponden. Esto probablemente se deba a que el grosor de los

cortes no permite una visualizacion ultraestructural adecuada.
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:z A

Figura 21- Microscopia electrénica de transmision sobre organismos enteros de M.corti. A-G- Diferentes tipos
celulares presentes en los cortes realizados. B es una ampliacion de la region seflalada en A. Las flechas de
colores en las imagenes muestran células con diferentes caracteristicas, los asteriscos indican posibles uniones
celulares. Abreviaciones: C, citoplasma; CC, corpusculo calcareo; N, nucleo. Magnificaciéon: A- 8000X;B,G-
10000X C-7200X, E.F- 29000X

La imagen en el panel A, muestra la presencia de un grupo de células con
caracteristicas similares (flechas verdes continuas), citoplasma grande electron
lucido y un nucleo prominente y la presencia de otro tipo celular metabolicamente
diferente debido a la coloraciéon de su citoplasma (flechas verdes discontinuas). A
su vez, es posible observar la presencia de células con inclusiones intracelulares con
aspecto de los corpusculos calcareos. En el panel B, se observa una ampliacion
unicamente la regién que contiene al grupo celular descripto anteriormente. Aqui
observando las células de la derecha, podemos sugerir que puede existir una
comunicacion celular entre estos tipos celulares (asteriscos), aunque nos
encontramos trabajando a una baja resolucion para poder confirmar esta hipoétesis.
En el panel C, las células sefialadas con flechas azules discontinuas, presentan
caracteristicas de fibras musculares longitudinales. Tal vez, esta regién pueda
corresponder al sistema muscular subtegumentario, presente en la zona debajo del
sincicio del tegumento. La célula mostrada en el panel D podria ser una de tipo

muscular, dadas las caracteristicas de célula alargadas con prolongaciones y nucleo
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rico en heterocromatina. Mientras que la observada en el panel E tiene aspecto de
tipo tegumentario caracterizado por una forma irregular.
De todas formas es muy dificil afirmar que sea asi, ya que no es posible definir
caracteristicas ultraestructurales que permitan confirmar esta hipotesis. Para poder
mejorar estos inconvenientes seria necesaria la obtencidén de secciones de espesores
mas finos que permitan obtener mayor resolucion ultraestructural de los
preparados, para poder clasificar correctamente los tipos celulares presentes.
La unica excepcidn en este caso, es la imagen mostrada en F, donde es posible
identificar un corpusculo calcareo. Este tipo celular es claramente identificable ya
que presenta caracteristicas que hacen muy facil su identificacioén. Entre ellas, la
presencia de un nucleo periférico desplazado debido al crecimiento durante la
biogénesis del corptsculo, sumado a la presencia de matriz organica [207].
Los resultados obtenidos de MET con suspensiones celulares, se ejemplifican en la

Figura 22.
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Figura 22- Microscopia electronica de suspensiones celulares de M.corti. A-G- Diferentes tipos celulares
presentes en los cortes realizados. G es una ampliacion de la imagen mostrada en el inserto. Magnificacion: A-
5800X, B-7200X, C, E, inserto G-10000X, D-14000X, F, G- 29000X.

Estos resultados no son muy satisfactorios, ya que no es posible apreciar
caracteristicas ultraestructurales. Claramente los tipos celulares mostrados en la
figura presentan el contenido celular dafiado. Esto puede deberse al proceso de
preparacion de las suspensiones celulares y/o el método de fijacion, mas que al
grosor de los cortes. Probablemente el protocolo que se empled para la preparacion,
no permitié una fijaciéon adecuada de la muestra lo que llevo a una mala definicion
ultraestructural. Las células ejemplificadas en los paneles del A al E, posiblemente
sean células del tipo muscular y tegumentario. Las mostradas en los paneles A, Cy
E tal vez sean del tipo tegumentario ya que muestran una morfologia similar a la
descripta para estas células. La célula mostrada en el panel en el panel B puede ser

del tipo nervioso o muscular pero es muy dificil poder definir, ya que presenta
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protuberancias que bien puedan ser derivadas de prolongaciones dendriticas o
derivadas de fibras musculares. En el panel D, probablemente pueda ser del tipo
muscular, dada su forma alargada.
La célula presentada en el panel F, como en el caso de las micrografias obtenidas
para organismos enteros, es claramente identificable ya que presenta la morfologia
clara del CC, con un nucleo desplazado a la periferia y la presencia de la matriz
organica. En el panel G de la figura, se muestra lo que presenta caracteristicas de
una célula germinativa, con esa forma alargada “simil 0jo”, con un nucleo grande
y un nucléolo prominente.
Obviamente estas clasificaciones no pueden considerarse certeras , ya que no se
cuenta con los elementos estructurales claros que permitan la identificacion real de
los diferentes tipos celulares. Para comprobar y confirmar estas hipotesis,
necesariamente se debe buscar otro método ya sea de preparaciéon de las
suspensiones que no fije la preparacion, tal vez el utilizado para los ensayos de
citometria, de manera que obtener un mejor resultado al momento del proceso de
fijacion con glutarahdeido, u otro método  que mejore los resultados

ultraestructurales.

Resumiendo los resultados obtenidos por MET, fue posible la identificacion de
distintos tipos celulares, por ejemplo los tegumentarios y los musculares obtenidos
en las secciones de organismos enteros. También logramos la identificacion de
células asociadas al corpusculo, tanto con organismos enteros como en
suspensiones celulares dada sus caracteristicas conservadas.  Ademas en
suspensiones celulares, observamos células que posiblemente puedan corresponder
a células de tipo germinativo, ya que presentan la forma caracteristica y conservada
entre los cestodos en general, aunque es muy dificil de afirmar esta propuesta ya

que no se cuentan con elementos ultraestrurales que puedan verificarlo.

Es importante recordar, que realizar técnica de histologia clasica o MET, para
poder identificar los tipos celulares presentes en este tipo de organismos y en
cestodos en general es muy complicado ya que este tipo de células son muy

pequefias y dificiles de identificar.
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Hace muchos afios ya, hay autores que proponian que “..los Cestodos, son objetos
desfavorables para estudios histoldgicos (...), las verdaderas relaciones de varios
elementos celulares (por ejemplo, el musculo y elementos del tejido conectivo;
nervios y sistema excretor) son dificiles de distinguir y  son facilmente
distorsionables debido a los fijadores empleados, llevando a la generacion de
artefactos”... [208]. Anos mas tarde, Lumsden y Specian (1980), plantean que atin
en esa época hay aspectos de la citoarquitectura de los Cestodos, permanecen
desconcertantemente enigmaticos [209]. Por lo que, el conocimiento de los tipos
celulares y su ultraestructura es algo fundamental a estudiar y a mejorar, pero
claramente no es un proceso facil de llevar a cabo. Esto lleva a la necesidad de
identificar y separar los distintos tipos de células y la busqueda de marcadores

moleculares caracteristicos que permitan identificar los diferentes tipos celulares.

Logros:
1. Identificacion de células tegumentarias, musculares, corpusculos calcareos.

2. Identificacion de células germinativas con morfologia similar a células

germinativas de otros Cestodos.

2. Aislamiento de células proliferativas de M. corti

La identificacién y caracterizaciéon morfologica de las células proliferativas nos
conduce a la implementacion de herramientas que permitan continuar y mejorar la
caracterizacion de estas células. Es por ello que parte de este trabajo se centrd en el

aislamiento de estas células por citometria de flujo.

ocooo

2.1. Optimizacion de protocolo para suspensiones celulares de M.corti

Para poder realizar el aislamiento de las células proliferativas de M. corti, fue
necesario generar un protocolo de disgregacion celular a partir de los organismos
enteros. El método empleado para la caracterizacion morfolégica no es adecuado
para utilizar para citomeria de flujo, ya que la fijacion de las células interfiere en la

coloracion posterior.
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Como no se disponia de un protocolo para obtencidon de suspensiones celulares
especifico para Mesocestoides, fue necesaria la implementacion un protocolo
adecuado que permitiera la obtencidon de una preparacion celular monodispersa, sin

agregados celulares y factible de ser analizada por citometria de flujo.

Basados en los trabajos de Higuchi et al. (2007) y Spilliotis et al. (2008), se
seleccion6 un método que permitiera el aislamiento de células. Este protocolo
combina disgregacidon mecanica y quimica. Para lograr la disgregacion se testaron
el uso de protocolos que incluian Unicamente tripsina 0 una combinacion de
tripsina y colagenasa. En laTabla 10 se resumen las condiciones ensayadas para

cada método.

Tabla 10-Condiciones de disgregacion enzimatica evaluadas.

Condicion Concentracion | Analizado por Coeficiente de
Citometria variacion
Tripsina 0.10% SI 7.5
Tripsina 0.05% SI 9.82
Tripsina 0.025% SI 10.6
Colagenasa-Tripsina | 0,20mg/ml SI 16.6
Colagenasa-Tripsina | 0,18mg/ml No -

Una vez obtenidas las preparaciones, éstas fueron analizadas por citometria de
flujo. Este andlisis permiti6 determinar cual protocolo era el mas adecuado para
generar una suspension celular monodispersa, en la que era posible definir
adecuadamente las diferentes fases del ciclo celular, con la menor cantidad de
dobletes y de detrito celular.

Para este andlisis, utilizamos suspensiones celulares fijadas en EtOH 70% y
tefiidas con ioduro de propidio (IP) (secciéon 5.1, Materiales y métodos). Este
colorante permite determinar el contenido de ADN para analizar ciclo celular, ya
que es un agente intercalante que se une estequiometricamente al ADN
aumentando su fluorescencia, permitiendo relacionar la intensidad de

fluorescencia con el contenido celular de ADN.
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En la Figura 23 se muestra el analisis de los resultados obtenidos por citometria de

flujo para cada uno de los protocolos evaluados.
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Figura 23- Evaluacion de protocolos de disgregacion por Citometria de Flujo. El andlisis de ciclo celular se
realizo6 utilizando Ioduro de propidio (50mg/ml). A- 0.1% Tripsina. B- 0.05% Tripsina. C- 0.025% Tripsina. D-
0,2 mg/ml Colagenasa- 0.1% Tripsina . Insertos —Distribucion de las poblaciones en cada fase del ciclo celular,
y eliminacién de dobletes. Modificada de [210]

Los resultados obtenidos muestran que la utilizacién combinada de tripsina y
colagenasa no genera una preparacion celular adecuada. En el histograma (Figura
23D), se puede observar que no es posible identificar las diferentes poblaciones en
cada fase del ciclo celular, y ademas no es posible visualizar picos estrechos ni con
un coeficiente de variacién adecuado. El coeficiente de variacion (CV) nos permite
determinar la calidad de los histogramas, dado que nos brinda informacion sobre la

reproducibilidad de la sefial producida por las células individuales. Un CV < al 5%
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refleja una calidad alta y uno entre 5-10% representa una calidad buena. Idealmente
se deberia trabajar con CV <5%, pero un CV < 8% también es aceptable

(comunicacion personal Dra. Valentina Porro).

Segun lo expresado anteriormente, con el valor de CV obtenido en el tratamiento
de tripsina y colagenasa (16.6%), se debe descartar este tratamiento.

El andlisis de los tratamientos que incluian unicamente Tripsina, permitieron
identificar en todos los casos las diferentes poblaciones celulares que corresponden
a cada fase del ciclo celular (Figura 23A- C). Si se realiza una comparacion entre
los histogramas de los tres ensayos, es posible observar picos estrechos en todos los
casos, si bien en el uso de 0.1 % de tripsina los picos son mas definidos (Figura
23A) lo cual se ve reflejado en el CV correspondiente. Ademas si se observa la
eliminacién de dobletes, inserto de la figura, podemos observar que el tratamiento
de 0.1 % de tripsina es uno de los que produce la menor cantidad de dobletes. Un
doblete es generado cuando dos células unidas, cada una de ellas con contenido de
ADN equivalente a fase GO/G1 del ciclo celular, es analizada por el citdmetro

como un evento unico cuyo contenido de ADN se corresponderia a G2/M.

En base a los resultados anteriormente expuestos, el protocolo optimizado resultd
en la combinacién de una disrupcién mecanica y quimica en donde inicialmente los
gusanos son cortados en pequefos fragmentos, colocados en una solucion 0.1% de
tripsina con agitacion moderada. Luego son rotos suavemente con el mazo de un
mortero para ser colocados en un agitador magnético a minima velocidad. Las
muestras son completamente disociadas a células Unicas cuando son aspiradas a

través de una pipeta pasteur (Figura 24).
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Figura 24- Esquema de protocolo experimental para obtencion de suspensiones celulares de M. corti.

Para evaluar la morfologia de las células una vez finalizado el proceso, se realiz6é un
extendido de las células (Figura 25). En esta figura es posible observar una
suspension celular, con la presencia de nucleos evidenciados por la tincién con

DAPI, sin la presencia de agregados celulares y con diferente morfologia celular.

Figura 25 — Microscopia de epiflourescencia de suspensiones celulares utilizando protocolo con tripsina 0.1%.
Imagen obtenida en colaboracion con el Dr. Uriel Koziol. En azul se representan los nucleos, tincion con DAPI
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El andlisis de las imdgenes obtenidas de las preparaciones de microscopia de
epifluorescencia, muestra que efectivamente el uso de este protocolo de
preparacion celular es adecuado para la generacién de suspensiones celulares
monodisperas, donde es posible observar células con diferentes tipos de

morfologia.

El uso de la citometria de flujo utilizando suspensiones de células fijadas, obtenidas
a partir del protocolo descripto anteriormente, permitié6 ademas realizar una
evaluacion del contenido de ADN celular, para estimar las cantidades de células

obtenidas en las diferentes fases del ciclo celular.

Para hacer el analisis del histograma como el representado en la Figura 26 y
reconocer las poblaciones celulares, es necesario ver que las células que se
encuentran en fase G0/G1 (antes de la sintesis de ADN) tienen una cantidad X
definida de ADN. Las células en fase G2 o M contienen una cantidad de ADN de
2X y durante la fase S (sintesis de ADN) las células en esta fase contienen niveles

de ADN entre X y 2X. [211]
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Figura 26- A) Esquema de ciclo celular; B) Histograma representativo del perfil de ciclo celular obtenido del
analisis de suspensiones celulares fijadas en EtOH 70% tefiidas con IP de M. corti La distribucién del ciclo
celular fue realizada contando todas las células en la muestra y representando su contenido celular. C)
Histograma representativo del perfil de ciclo celular obtenido suspensiones celulares de S. mediteranea (planaria)
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tefiidas con IP. Figura A tomada de http://www.profesorenlinea.cl/Ciencias/Celular_Ciclo.html; B,
modificado de [210]; C modificado de[212]

En la Figura 26b se muestra un histograma representativo de la distribucion de las
células a lo largo del ciclo celular. Analizando la distribucién de las células a lo
largo del ciclo celular, en una preparacién de células fijadas, tefiiddas con IP y con
un CV apropiado de 7.92, estimamos que el 92% de las células se encuentran en
GO0/G1, 3.7% en fase S y el 3.3% en fase G2/M. Esta distribucion de células en
cada fase del ciclo celular parece mantenerse a lo largo de experimentos
independientes. Y mas aun, esta distribucidén celular es comparable a la que se
observan en otros platelmintos [212], indicando que el método es lo suficientemente
sensible para detectar células proliferativas a partir de los macerados celulares del

parasito.

Para determinar si el método que se desarrolld era sensible para detectar cambios
reproducibles en la variacion del porcentaje de células poliferativas (S o G2/M),
luego de realizar tratamientos experimentales a los ejemplares en cultivo y
utilizados luego en el macerado celular, testamos diferentes condiciones.
Inicialmente, seleccionamos dos tratamientos que causaran efectos opuestos en la
proliferacion celular. Por un lado, un tratamiento con colchicina, agente citostatico
que bloquea la salida de las células en fase M del ciclo celular, llevando a un
aumento en la proporcion de células en fase G2/M. Mientras que por otro lado,
testamos un  tratamiento con hidroxiurea (HU), agente inhibidor de Ia
ribonucleotido reductasa que es toxico para aquellas células sintetizando ADN en
fase S, llevando a una disminucién de células proliferativas. Este tratamiento ya
habia sido utilizado previamente para la eliminacién de las células proliferatiavas

en otros invertebrados [66,213,214].

Los resultados obtenidos para el caso de organismos tratados con 0.018% de
colchicina luego de 12hs de tratamiento, mostraron una tendencia al incremento
del numero de células en G2/M (Figura 27A-B). En el caso del tratamiento con
HU no fue posible la detecciéon de una disminucion significativa en el nimero de

células proliferativas (datos no mostrados).
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Posteriormente, se testo el protocolo de activacion con pepsina de larvas en cultivo
empleado para E. granulosus, pensando que tal vez la activacion de las larvas pueda
inducir a un aumento en la proliferacion celular. Los resultados obtenidos en este
caso no mostraron diferencias significativas respecto al protocolo original ( Figura
27C-D).
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Figura 27-Tratamientos realizados en suspensiones celulares de M. corti para testar variacion del porcentaje de
células proliferativas. A) Control; B) Tratamiento con colchicina; C) Control; D) Pepsina.
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Todos los resultados expuestos hasta aqui muestran qué se generd un método
efectivo para evaluar suspensiones celulares por citometria de flujo (Figura 24).
Esto nos permite evaluar rapidamente los efectos sobre la capacidad proliferativa
de diferentes tratamientos mediante el estudio de cambios en el numero de células

en las diferentes etapas del ciclo celular utilizando marcacién con IP.

Recientemente en el laboratorio se cuenta con un nuevo modelo de cestodo,
Hymenolepis microstoma. Por esta razon, se planted evaluar si el protocolo puesto a
punto para M. corti era adecuado para este cestodo. Estos experimentos permitirian
validar nuestro protocolo de preparacion de suspensiones. Para ello se realizé una
diseccion a nivel de las primeras proglotides del gusano adulto de H. micostoma de
forma de obtener la region del cuello, zona mas rica en células proliferativas. Esta
regién fue tratada utilizando el protocolo descripto anteriormente y en paralelo se

trabajaron con ejemplares de M. corti como control del ensayo.

En la Figura 28 podemos observar una comparacion de los ciclos celulares de

H.microstomay M. corti.
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Figura 28-Histogramas de Ciclo celular de suspensiones celulares fijadas en EtOH 70% de A) Hymenolepis
microstoma; B) Mesocestoides corti. La distribucion del ciclo celular fue realizada contando todas las células en la
muestra y representando su contenido celular.
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En las condiciones del ensayo, se puede observar que si bien existe un patrén
similar en la distribucién de las células en cada fase del ciclo celular, en este caso
particular, en Hymenolepis existe una mayor proporcion de células en fase S y

menor proporcidn de células en fase G2/M.

Estos resultados demuestran que el método de disgregacion es efectivo en otros
cestodos, lo que permitiria realizar tratamientos que afecten la capacidad
proliferativa y determinar como afecta la distribucion de las células en cada fase del

ciclo celular.

Logros:

1. Protocolo optimizado para obtener suspensiones celulares monodispersas, sin

agregados celulares y factibles de ser analizados por citometria de flujo.

Este protocolo permite definir adecuadamente las diferentes fases del ciclo celular,

con la menor cantidad de dobletes y de detrito celular.

2. Método sensible para detectar cambios reproducibles en la variacion de porcentajes

de células proliferativas luego de realizar tratamientos experimentales.

3. Método adecuado para ser aplicado a otros modelos de Cestodos.

oooo0

2.2. Aislamiento de células proliferativas por citometria de flujo

2.2.1. Tincion de células viables para Citometria de flujo

Cuando se contd con un protocolo para la preparacién de suspensiones celulares
apto para citometria de flujo, fue necesario trabajar en la puesta a punto de los

diferentes colorantes a utilizar para su identificacion.

Se comenz6 trabajando con Hoechst 33342 e IP. El primer colorante se une al
surco menor del ADN en forma estequiométrica. El mismo es considerado vital por
su capacidad de ser permeable a las membranas de células vivas y el segundo se
utilizé para analizar viabilidad celular. Dado que los resultados obtenidos con estos

colorantes fueron infructuosos en cuanto al andlisis de las poblaciones celulares, se
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resolvio la incorporacion de un tercer colorante, calceina AM. El ensayo realizado
con esta molécula se basa en la conversiébn del colorante no- fluorescente a
fluorescente por la actividad de estearasas intracelulares en células vivas. La
incorporaciéon de este colorante permitié el andlisis y la identificaciéon de las

poblaciones celulares en las diferentes fases del ciclo celular.

La optimizacion del protocolo de tincidén implicd un arduo trabajo ya que se debid
seleccionar la concentracién adecuada para cada colorante individualmente y
evaluar posteriormente la triple coloracion. En la Tabla 11 se resume las

concentraciones que fueron testeadas para cada colorante.

Tabla 11- Concentraciones evaluadas para los colorantes Hoechst y Calceina. En negrita se sefialan las
concentraciones utilizadas finalmente.

Hoechst Calceina
[Ing/ml [ Jng/ml
0.2 0.01

2 0.02
3 0.2
4 0.25
5 0.35

20

A partir de los resultados obtenidos de los analisis citométricos de estos
experimentos, se seleccion6 un protocolo de coloracién en el que se utiliza una
combinacion de de 5 ug/ml de Hoechst y 0.02 ng/ml de Calceina. En el momento
previo a introducir la muestra en el citdmetro se incorpora la coloracion con IP a

una concentracion de 2ug/ml.

2.2.2. Determinacion de porcentaje de células en cada fase del ciclo

celular a lo largo del desarrollo estrobilar de M. corti

Previo a realizar el aislamiento de las células por citometria de flujo, se realizdé un
ensayo donde se evalud el porcentaje de células en cada fase de ciclo celular a lo
largo del desarrollo en cultivo de M. corti (Tabla 12, Figura 29). Este ensayo
permiti6 determinar la cantidad de dias de cultivo adecuados para obtener la mejor
relacion entre la cantidad de células proliferativas y una buena definicién de las

poblaciones celulares. En la Figura 29 se representan los plots y la tabla resume la
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proporcion de células en cada fase del ciclo celular correspondientes a 2, 4, 6, 8, 10

y 13 dias de cultivo.
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Tabla 12- Porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular durante el desarrollo estrobilar de M. corti

N Células

en cultivo.
%G0/G1 % S % G2/M
2 dias de cultivo 75.5 16.3 4.5
4 dias de cultivo 72 18.5 4
6 dias de cultivo 81.7 10.1 52
8 dias de cultivo 77.3 14.4 4
10 dias de cultivo 77 13.7 4.7
13 dias de cultivo 72.7 17.5 5.9
2 dias de cultivo 4 dias de cultivo
A |B

Hawchst 3330 bl

Waechst 1130 bal

Haechst 13302 bal

4D

kst 3350 bal

Figura 29- Evaluacion de los
porcentajes de células en
cada fase del ciclo celular a
lo largo del desarrollo
estrobilar de M. corti  Se
visualizan los histogramas
del ciclo celular, el analisis
de ciclo celular se realizd

utilizando Hoechst 33342.

10 dias de cultivo 13 dias de cultivo A-2 dias de cultivo, B-4 dias
& de cultivo, C-6 dias de

E F
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Basados en el porcentaje absoluto de células en fase G2/M ( Tabla 12) y la buena
separacion de los picos entre las fases GO/G1 y G2/M, (Figura 29), se definid

trabajar con organismos con 6 dias de cultivo.

Si se analizaron los porcentajes de células en cada experimento, se observa que es
muy similar para todos los ensayos. Si bien los ejemplares con 6 dias no presentan
los porcentajes de células proliferativas mas altos en total (incluyendo fase S), si
presentan una muy buena definicion de las poblaciones celulares en las distintas
fases del ciclo celular. Esto hace que se puedan definir mejor las poblaciones y las
estimaciones de las proporciones de células sean mas adecuadas. Si comparamos el
caso de organismos con 13 dias de cultivo con el de 6 dias es posible ver que limitar
las poblaciones en el primer caso es mucho mas dificil porque las nubes de las
diferentes fases de ciclo se vuelven mas anchas y por lo tanto mas dificil de

delimitar llevando a una estimacién inadecuada de las cantidades de células.

Una vez finalizada la etapa de identificacion de las diferentes poblaciones celulares,
y la determinacién de dias de cultivo 6ptimos, proseguimos con el aislamiento por
citometria de flujo de las fracciones celulares presentes en GO/G1 y S, G2/M para

su caracterizacion.

2.2.3. Aislamiento de células mediante sorting celular

Para poder realizar separacién celular, las poblaciones a separar deben ser
1dentificadas mediante una estrategia de seleccion de poblaciones (con gates) y uso
de diferentes pardmetros que permitan seleccionar exclusivamente aquellas células
que sean de interés. Particularmente en este trabajo, suspensiones celulares
obtenidas a partir de organismos con 6 dias de cultivo fueron preparadas y tefiidas
segun lo descripto en los apartados anteriores, para ser sometidas a analisis por
Citometria de flujo y sorting celular. Las muestras ingresadas en el citdmetro
primero son seleccionadas por los parametros Foward ligth scatter (FSC) y Side ligth
scatter (SSC; Figura 30A). El parametro FSC es proporcional al area de la superficie
celular o al tamano, mientras que SSC es proporcional a la granulosidad o
complejidad interna de la particula que se estd analizando. Este andlisis permite

seleccionar la poblacién de interés en cuanto a tamafio y granulosidad y a su vez
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eliminar del analisis restos celulares. Posteriormente, se realiza una exclusion de
dobletes para seleccionar unicamente las células singuletes para el analisis (Figura
30B). Como se explico en la seccidon 2.1 de resultados, los dobletes son generados
cuando por el citdbmetro pasan dos células unidas, cuyo contenido de ADN es
equivalente a la fase GO/G1, y son registradas como un unico evento. Es por esto
que la exclusion de dobletes es fundamental para no llevar a un error en el nimero

relativo de células en fase G2/M.

La poblacion celular seleccionada es entonces analizada en base a su intensidad de
tinciébn con colorantes vitales y contenido de ADN. Para la identificacion de
aquellas células viables contenidas en la poblacién seleccionada, se grafica la
intensidad de fluorescencia relativa de IP contra la de calceina AM (Figura 30C). El
corte en la delimitacion de cada poblacion se realiza utilizando un control sin tefiir
y single staing para cada colorante (datos no mostrados). Una vez seleccionada la
poblacidén de células viables (calceina positivas/ IP negativas), las muestras son
seleccionadas para analisis de ciclo celular (tincion con Hoechst 33242, Figura
30E) para determinar en qué fases del ciclo celular se encuentran vy realizar la

decision de sorting (Figura 30D).
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Figura 30-Aislamiento de células por citometria de flujo. Separacién utilizando triple tincion Hoechst
33342/ CalceinaAM/Ioduro de propidio. A) Dot plot Foward ligth scatter (FSC) contra Side ligth scatter (SSC) para
seleccionar la poblacion por tamafio y granulosidad; B) Dot plot de células individuales Hoechst 33342 Area vs
Hoechst 33342 lineal. Este dot plot permite la exclusion de dobletes ya que presentan el doble de sefal de
tincién Hoechst 33342 lineal; C) Dot plot de Intensidad de fluorescencia de calceina AM vs Ioduro de propidio
que permite la seleccion de células viables (calceina positivas/Ioduro propidio negativas); D) Dot plot de células
individuales (Hoechst 33342 Area vs Hoechst 33342 lineal). Este dot plot permite la seleccion de la poblacion
para sorting basados en su contenido de ADN, en esta imagen se observa la seleccién de gates de las
poblaciones a separar. E) Histograma de tincion con Hoechst 33342 de células viables (de células en el plot
Figura 30D), el mismo muestra diferentes contenidos de ADN para las celulas del parasito que se correponden
a diferentes fases del ciclo celular. Figura modificada de [210].

Luego de realizado el sorting celular la morfologia de las células en cada fraccién es

analizada microscopicamente (Figura 31).
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A) Suspension celular B) Fraccién GO/G1

DAPI

DIC

Merge

Figura 31- Morfologia de células en A) suspension celular; B) fraccion G0/G1; C) fraccion G2/M. La barra
representa Spum. Figura modificada de [210]

En esta figura es posible observar las caracteristicas morfoldgicas de las células
antes y después de la separacion celular. Tanto en la suspensién celular como en la
fraccion obtenida para células en fase G0/G1 la poblacion celular que se observa es
diversa, donde es posible encontrar células de distintos tamafos y formas (Figura
31 A-B). Mientras que en la fraccion G2/M se observa una poblacién celular

homogénea en cuanto a forma y tamano de las células (aproximadamente Sum de
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didmetro). Las células presentan una morfologia esférica con un nucleo grande y

escaso citoplasma, caracteristico de células germinativas (Figura 31C).

Concluyendo, desarrollamos un método que permite el aislamiento de las células
proliferativas de M.corti por Citometria de flujo y sorting celular. Las células
aisladas correspondientes a la fraccion G2/M presentan  caracteristicas
morfologicas de células germinativas conservadas, igual a la de otros platelmintos
[45,54-56,59,80], pequefio tamafio, forma esférica con una alta relacion nucleo/

citoplasma.

Estos resultados no solo abren las puertas a la realizacion de otros proyectos que
estan siendo actualmente desarrollados en el laboratorio, dada la posibilidad de
obtener las células proliferativas M. corti, sino que también pueden contribuir para
facilitar la caracterizacion de las células proliferativas de M.corti y de otros modelos

de Cestodos.

De los resultados descriptos en las secciones anteriores se publicé un articulo en la
revista Experimental Parasitology, en la cual junto con Dr. Uriel Koziol soy primera

autora. El mismo se adjunta en el apéndice 2.

Logros:

1. Identificacion de poblaciones celulares en el Citometro de flujo, mediante triple

marcado.
2. Determinacion de tiempo 6ptimo de cultivo in vitro

3. Aislamiento de poblaciones celulares de M.corti mediante sorting celular.
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3. Cultivo in vitro de suspensiones celulares de M. corti.

La generacion de una linea celular de M. corti abriria las puertas para mejorar la
caracterizacion morfologica de estas células proliferativas e incluso ensayos
funcionales de ARN interferencia. Esto permitiria la identificaciéon de blancos
especificos que lleven a largo plazo a generar herramientas para lograr la

erradicacion de estos y otros parasitos.

Inicialmente se propuso que los experimentos de cultivo in vitro se realizarian a
partir de células aisladas por citometria de flujo. Esto seria l6gicamente lo ideal
dado que se parte de células purificadas donde la mayor cantidad de células son
neoblastos. Sin embargo, los resultados obtenidos por citometria de flujo muestran
que las proporciones celulares obtenidas son bajas, y ademds se suma el
inconveniente de que las preparaciones pueden quedar con algunos detritos
celulares por lo que muchas veces los eventos registrados por el citometro no son
siempre la cantidad real. Es por ello que se optd por trabajar con suspensiones
celulares sin purificar. Esto logicamente genera el inconveniente de que las células
con capacidad proliferativa se ven diluidas en la preparacion y tampoco se pierden
los detritos celulares, pero la ventaja es que se puede partir de mucho material

inicial facilmente por lo que puede ser una buena primera aproximacion.

Los experimentos de cultivo in vitro se realizaron en el laboratorio del Dr. Klaus
Brehm durante una pasantia de investigacion. Estos experimentos se basaron en el
protocolo que se emplea en dicho laboratorio para la realizacidon de cultivos
primarios de Echinococcus multilocularis [215-217], y modificaciones de nuestro
protocolo de preparacion de las suspensiones celulares. Para obtener la cantidad de
material equivalente, se aumento la cantidad de material de partida, se implement6
el uso de una malla de 30 um de forma de retener la mayor cantidad de restos
celulares, la eliminacion de corpusculos calcareos mediante centrifugacion y la

filtracion final de la preparacion con un filtro estéril de 40um.

En la Figura 32 se muestra un esquema de la estrategia utilizada para realizar el

cultivo de las células.
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+EdU 4hs Cultivo en diferentes medios
Suspensiones 3\'; — Cultivo de células
celulares e S . —EdU por 4hrs
Bt .
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Figura 32- Esquema de estrategia utilizada para realizar el cultivo de células de M.corti A) Estrategia empleada
para el control positivo, B) Estrategia empleada para las muestras problema.

Para testar la capacidad proliferativa de las células en cultivo se utilizo la
incorporacién del andlogo de timina EdU que se incorpora a las moléculas de

ADN recién sintetizado, como se describio en la seccién 4.1.

En estos ensayos se trabajé utilizando dos condiciones, una donde se expone a los
organismos a una incubacion con EAU previa a la preparacion de la suspension
(control positivo). El control positivo, permite validar la deteccion de EAU que se
utilizo para controlar la proliferacidn in vitro de las células puestas en cultivo.

La otra condicion trabajada es la que los organismos son expuestos a EdU
posterior a la preparacién de la suspension para determinar su capacidad de

proliferacion en cultivo.

Las células preparadas son testadas en diferentes medios de cultivo, en condiciones
no reductoras y reductoras, siempre en un ambiente conteniendo N, y CO,. Los
medios testados fueron DMEM, liquido hidédtico y medio condicionado por
hepatocitos, segun se describi6 en la seccién 6 de materiales y métodos.

El andlisis de los resultados utilizando la técnica de EAU puede ser visualizado con
microscopia de fluorescencia, donde es muy importante determinar la co-
localizacion derivada de la incorporaciéon de la molécula junto con la tincion del

colorante DAPI.

En la Figura 33 se muestran los resultados para los experimentos de cultivo in vitro
en los diferentes medios de cultivo retirados a las 20 horas. En estos experimentos

es posible encontrarse dos posibles resultados (que pueden coexistir), uno en el que
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existan células que proliferan y otro en el cual hay células que se mantienen en

cultivo sin proliferar.
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Figura 33- Cultivo in vitro de células de M. corti. A-B, Células en cultivo en medio DMEM sin agentes
reductores, C-D, Células en cultivo en medio DMEM con agentes reductores, E-F, Células en cultivo en
liquido hidatico sin agentes reductores, G-H, Células en cultivo en liquido hidatico con agentes reductores, I-J,
Células en cultivo en medio condicionado por hepatocitos sin agentes reductores, K-L, Células en cultivo en
medio condicionado por hepatocitos con agentes reductores. En azul se visualiza DAPI, en rojo EdU. Las
flechas continuas indican ntcleos positivos para EdU, flechas discontinuas indican presencia de nucleos dada
su tincion con DAPIL.

Los resultados de la figura muestran que para todos los medios y condiciones
testadas, es posible detectar la presencia de células proliferativas capaces de
incorporar EAU mientras estan en cultivo (flechas continuas, ntcleos rojos). A su
vez, es importante remarcar que se observa la presencia de células que no han sido
capaces de incorporar la molécula estando en cultivo (flechas discontinuas, nacleos
azules), lo cual es esperable habiendo partido de suspensiones celulares totales, no
de células purificadas.

Para el caso del control positivo, los datos no son presentados pero también fue
posible detectar nucleos positivos para EAU, validando la técnica utilizada.

La inclusion de este control fue muy importante. Porque si los ensayos con las

células hubieran arrojado resultados negativos, los mismos no se podrian relacionar
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con un error en la técnica del ensayo de proliferacion o directamente con la

incapacidad de las células de proliferar en cultivo.

Las suspensiones celulares fueron mantenidas en cultivo hasta 72 horas después de
iniciado el mismo (Figura 34). Este ensayo se continud para todos los medios
testeados, pero durante el procesamiento de las muestras (deteccion de EdU), parte

de las muestras se perdio debido a que las mismas se desprendieron del portaobjeto.

En las condiciones que pudieron ser interrogadas, los resultados muestran que,
existen células capaces de proliferar en cultivo. Esta capacidad fue evidenciada por
la deteccion de la molécula EAU, lo que muestra que parte de las células fueron

capaces de dividirse.
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Figura 34- Cultivo in vitro de células de M. corti. A-B, Células en cultivo en liquido hidatico sin agentes
reductores, C-D, Células en cultivo en medio DMEM sin agentes reductores, E-F, Células en cultivo en
liquido hidatico con agentes reductores. En azul se visualiza DAPI, en rojo EdU. Las flechas continuas indican
nucleos positivos para EAU, flechas discontinuas indican presencia de nucleos dada su tincion con DAPI.
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Durante el tiempo que las células se mantuvieron en cultivo, se realizé un
seguimiento por microscopia Optica convencional para evaluar el estado de las
mismas. Claramente la visualizacion de las células en el cultivo es muy dificultosa
debido al tamano pequeno de las mismas. En todos los casos se apreciaba la
presencia de mucho detrito celular, y ademas era posible observar pequefias esferas
restringentes (transparentes), probablemente las células. Estas células en cultivo no
parecen asociarse entre ellas, ni tampoco adherirse al material plastico que las
contiene, parecen crecer libres en suspension sin asociacion ninguna a diferencia de
lo que sucede con los cultivos primarios de E. multilocularis, que después de 24hs en

cultivo las mismas comienzan a asociarse [216].

Evaluando los resultados generales de estos ensayos es importante destacar que se
logré obtener células de M. corti capaces de proliferar en cultivo, en todas las
condiciones ensayadas. Las mismas fueron capaces de sobrevivir en cultivo
manteniéndose viables y con capacidad de proliferar hasta 72hs. Esto habla de la
capacidad de las mismas de resistir en condiciones de anoxia, tal vez debido a
ambiente natural en el interior del huésped y también es posible pensar que en
principio son capaces de crecer en cualquiera de los medios ensayados sin
preferencia por ninguno dado que no existe mayor proporcion de células en uno u
otro medio.

El agregado de condiciones reductoras al medio de cultivo tampoco pareceria
indicar que se mejoren las condiciones para volverlas mds propicias a inducir una
mayor tasa de proliferacion. Mas aun, se testaron algunos suplementos (heparina e
insulina) que se sabe que tienen la capacidad de aumentar la proliferacion celular en

cultivo y tampoco se obtuvieron resultados diferentes a los mostrados previamente.

Una alternativa planteada, es realizar co-cultivo de células de E. mulitilocularis junto
con las células de M. corti. Este ensayo puede ser favorable, ya que las células de
Echinococcus en cultivo tal vez puedan generar factores de crecimiento mas
adecuados que puedan promover la proliferacién celular de las células de

Mesocestoides. (Comunicacion personal Dr. Brehm)

Estos resultados, muestran que las células derivadas de M. corti son capaces de
proliferar en cultivo in vitro, algo que hasta el momento no se habia testado ni

reportado. Ademads de las células proliferativas, existe una poblacién capaz de
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mantenerse en cultivo sin proliferar. Esto hace que este trabajo contribuya de
forma importante al avance del estudio de genomica funcional en cestodos, ya que
nos permitirda generar una herramienta para poder evaluar roles funcionales de

diferentes de marcadores moleculares por lo menos en cultivos de corta duracién.

Logros:
1. Demostrar que existen células de M. corti capaces de proliferar en cultivo.
2. La proliferacion celular es independiente de los diferentes medios de cultivo.

3. Fue posible el mantenimiento de cultivo de corta duracion.

4. Estudio de Marcadores Moleculares de M. corti.

Dada las dificultades que presenta la identificacion de diferentes tipos celulares por
métodos de histologia clasica o bien MET, surge la necesidad de identificar
marcadores moleculares especificos para cada tipo celular. La existencia de
marcadores moleculares conservados en este tipo de células, brinda la posibilidad
de caracterizar estas poblaciones celulares desde un perfil molecular. Debido a que
poco se conoce sobre estos organismos, todo conocimiento es importante para
intentar elucidar si este patron se conserva entre los platelmintos, mas precisamente

en los cestodos.

ocooo

4.1. Aislamiento del gen pL10

Se propuso el aislamiento y caracterizacion de un gen perteneciente a la familia de
las DEAD helicasas. Inicialmente planificamos el aislamiento del gen wvasa,
altamente conservado en este tipo de células. Este gen se encuentra asociado

también al desarrollo de la linea germinal.

Es importante recalcar que, en el momento que se comenzd a trabajar en el

aislamiento de este marcador, no se disponia de la gran cantidad de genomas
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disponibles actualmente. Es por ello que inicialmente, realizamos una busqueda
bioinformatica en el genoma de Echinococcus multilocularis, especie altamente
relacionada cuyo genoma estaba disponible, y esto nos revelo la ausencia de este
gen en esa especie. La utilizacién de este tipo de estrategia ya habia sido utilizada
en el laboratorio para la busqueda de genes, obteniéndose resultados satisfactorios.
Es por ello que se decidio aislar el gen pL.10. El mismo también pertenece a la
familia de las DEAD helicasas y se encuentra asociado a una expresion conservada
en las células de la linea germinal, y por lo tanto considerado un marcador

molecular de las mismas.

El aislamiento de este gen fue realizado utilizando primers degenerados descriptos
en la bibliografia [142], los cuales reconocen dos de los motivos conservados en la
familia de las DEAD helicasas. El primer Fw reconoce el motivo MACAQT vy el
Rv amplifica la secuencia proteica DRMLDM Yy el producto de amplificacién es de
400 pb aproximadamente. En la Figura 35 podemos observar los productos de
amplificacion obtenidos mediante RT-PCR, utilizando como molde ADNc de M.
corti, F. hepatica, E. granulosus segun lo descripto en la seccién 7.1 de materiales y

meétodos.

A B
McsS MPM MPM F hep E. gran

Figura 35-Resultados de amplificacion por PCR con primers degenerados para el gen pL10. A) RT-PCR con
ADNCc de organismos segmentados de M. corti B) F. hepatica y E. granulosus. La flecha roja indica el fragmento
de interés amplificado correspondiente a 400pb aproximadamente. Abreviaciones: McS, M. corti segmentado; F.
hep, F. hepatica; E. gran, E.granulosus; MPM, Marcador de peso molecular.
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Como es posible observar en la Figura 35, la utilizacién de los primers
degenerados, permite la amplificacion de la banda de interés en todas las especies,
pero ademas existe amplificacion inespecifica. Esto probablemente se deba al uso
de bajas temperaturas de annealing debido al uso de primers degenerados que puedan
producir el pegado inespecifico de los mismos.
Una vez purificados los fragmentos de interés, los mismos fueron clonados y
secuenciados para confirmar que efectivamente se contaba con las secuencias de
interés.
En el caso de M. corti, se intentd completar la secuencia del gen amplificado
mediante ensayos de RACE 3" una técnica que ya se encontraba implementada en
el laboratorio con resultados satisfactorios. En este caso, reiterados intentos para

completar la secuencia fueron infructuosos.

Mediante estudios filogenéticos se evaluaron las relaciones de ortologia entre los
genes amplificados, los de otros platelmintos y animales para confirmar que se

trataba del gen del interés y no otro miembro de la misma familia.
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Figura 36- Relaciones filogenéticas de las secuencias amplificadas para los genes pertenecientes a la familia de
las DEAD helicasas de M. corti, E. granulosus y F. hepatica. El arbol fue construido utilizando Neighbor-Joining
bajo el modelo JJT con un bootstrap de 1000 replicas. Para poder verificar las relaciones de ortologia entre estos
genes en el arbol se incluyen, secuencias correspondientes a las subfamilias pL10 y vasa; se incluyen como
grupo externo secuencias pertenecientes a las subfamilias DDX5 y DDX17. Las flechas de color rojo indican
las secuencias amplificadas en este trabajo. Los codigos de acceso se incluyen en una tabla en el apéndice 3.

Estos andlisis muestran que las secuencias aisladas para M. corti y F. hepatica,
agrupan con los genes pertenecientes a los miembros de la familia pL10. La
secuencia amplificada correspondiente a pL10 de M.corti, presenta una asociacion
con su ortélogo en el cestodo E. multilocularis. La secuencia amplificada para F.
hepatica presenta relaciones de ortologia con su ortélogo en P. destorman un parasito
trematodo. Sin embargo, la secuencia amplificada para E. graulosus presenta una
asociacion con una ARN helicasa dependiente de ATP, clasificada como DDX5
miembro de esta familia del trematodo de S. mansoni. Mas aun, un blast realizado
con esta secuencia amplificada en el genoma de E. granulosus disponible (ver
seccion 4.2 de resultados) revela que el mismo se encuentra clasificado como una
DDX5, confirmando los resultados obtenidos a partir de las relaciones

filogenéticas.
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4.2. Estudios in silico de genes marcadores

Mientras se desarrollaba esta tesis se secuenciaron varios genomas de helmintos,
incluido M.corti, los cuales estan disponibles publicamente en WormBase ParaSite.
La disponibilidad de estos genomas, abre las puertas al desarrollo de herramientas

que permite el estudio global de diferentes genes.

4.2.1. Busqueda de genes ortodlogos de pL10 en genomas de

Cestodos.

Se realizé una busqueda de la secuencia in silico del gen pL.10 a partir de la aislada
experimentalmente, permitiendo completar la secuencia de interés. Para ello, se
utilizo la secuencia amplificada previamente y esta fue utilizada para realizar un
tblastn en el genoma de M. corti. De los resultados obtenidos se selecciono el hit
que presentaba mejor e-value y con el programa Artemis se determin6 el modelo
génico completo, identificando los sitios de splicing y la presencia de los motivos
caracteristicos. A su vez, siguiendo esta misma estrategia, se realizd la misma
busqueda en los genomas de Cestodos relacionados. E.granulosus, E. multilocularis,
H. microstoma y T. solium, utilizando como secuencia qguery la de M. corti. Esta
busqueda permitio la identificacidén de las secuencias correspondientes a pL10 de

estos parasitos.
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Figura 37- Alineamiento de las secuencias de pL10 resultante de la busqueda i# silico en genoma de Cestodos.
A) Estructura génica consenso del gen pL10 para los cestodos estudiados. B) Esquema representativo de los
motivos pertenecientes a la familia de DEAD helicasas. C) Alineamiento resultante de las secuencias obtenidas
para T. solium, H. microstoma, E. granulosus, E.mulitlocularis y M. corti. En el alineamiento se sefialan los motivos
caracteristicos de la familia DEAD. Las flechas rojas indican los limites de los exones. Esquema en B tomado
de [143]

En la Figura 37 se representa el alineamiento de las secuencias proteicas obtenidas
de la busqueda in silico del gen pL10 en los genomas de Cestodos. A partir de los

modelos génicos, obtenidos en dicha busqueda y su analisis en el programa
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Artemis, es posible inferir que la estructura génica de este gen se encuentra
conservada. El gen pL10 en estos Cestodos presenta 7 exones en todos los casos y
los limites de los mismos se encuentran altamente conservados, con la excepcion
del final del ex6n 2 donde hay una diferencia tanto para M.corti como para T. solium
respecto a H. microstoma y Echinococcus spp. Analizando el alineamiento es posible
observar que las secuencias entre los diferentes organismos se encuentran muy
conservadas, presentando diferencias méas marcadas en el inicio del ex6on 2 y la
region final del altimo exoén. Las relaciones de ortologia para estos genes fueron
evaluadas en un arbol, comprobando que efectivamente estdbamos frente a los

genes ortdlogos de M. corti (datos no mostrados).

4.2.2. Busqueda de genes pertenecientes a la familia de DEAD

helicasas

Con el fin de evaluar cual y cudntos de los miembros de la familia DEAD se
encuentran presentes en Cestodos, se realizo con la colaboracion de la Mag. Alicia

Costabile una busqueda en los genomas de los Cestodos.

Se evaluaron aquellos genes que se encontraban anotados automadticamente, la
busqueda se realizo utilizando la palabra DEAD. Este analisis revel6 la presencia
de un numero enorme de secuencias para cada especie evaluada (61 E. granulosus,
60 E. multilocularis, 62 H microstoma, 59 T solium 'y 53 M corti). Con estas secuencias
se realizd un analisis filogenético para evaluar cual eran las relaciones filogenéticas
entre ellas. (datos no mostrados). Una vez inspeccionado el arbol, se comprobo que
para todos, menos para algin caso particular de M.corti, existia un ortélogo
representante de E. multilocularis, por lo que se decidid eliminar del analisis las
secuencias correspondientes a los genomas de E. granulosus, H. microstoma y T.
solium, debido a la cantidad inmanejable de secuencias. Una segunda depuracion
de los datos fue realizada cuando se incorporaron al andlisis secuencias de
referencia para cada miembros de la familia. El cruce de esta informacion junto con
la de los genomas seleccionados permitid eliminar aquellas secuencias
correspondientes a miembros de la familia emparentada DEAH. Finalmente el

arbol resultante se muestra en la Figura 38.
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Figura 38- Relaciones filogenéticas de proteinas de la familia DEAD. En el analisis se incluyen las secuencias
obtenidas de la busqueda #n silico en los genomas de E.multilocularis, M.corti, S.mansoni. El arbol fue construido
utilizando el método de Maximum likelihood utilizando el programa 2.1.7 FastTree. Para poder verificar las
relaciones de ortologia entre estos genes en el arbol se incluyen, secuencias de referencia correspondientes a
miembros de la familia DEAD. Las flechas de color rojo indican las proteinas presentes en genoma de M. corti,
la flecha de color violeta indica la secuencia de pL10 de M. corti amplificada en este trabajo. Los cddigos de
acceso se incluyen en una tabla en el apéndice 3.

Los resultados muestran que entre las proteinas anotadas en los genomas de
Cestodos se encuentran presentes casi todos los miembros de la familia DEAD, con
la excepcion de los miembros DDX4, DDX10, DDX25, DDX28, DDX43,
DDX47, DDX59. No es posible afirmar que estos miembros no se encuentren en el
genoma de Cestodos, ya que es probable que los genes mencionados no se

encuentren anotados. Para verificar esta hipdtesis es necesario interrogar mediante
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blast los genomas de interés utilizando como query las secuencias de referencia

correspondiente.

Recientemente se ha reportado en la literatura que los genes vasa se encuentran
ausentes en los genomas de cestodos y trematodos [109,110]. Es importante
destacar que no se encontraron genes vasa (DDX4) para ninguno de los Cestodos

analizados, confirmando los resultados obtenidos por estos autores.

En relacion a los genes presentes en M. corti, fue posible la identificacion de varios
miembros de la familia (indicados con flechas de color rojo en la figura). Sin
embargo muchos genes no se encuentran identificados en el analisis. Para
corroborar que los genes faltantes efectivamente no se encontraban en el genoma y
que no fuera error de anotacion, se realizé un blast sobre el genoma de Mesocestoides
utilizando como query las secuencias de E.multilocularis anotadas. Estos
resultados, si bien son preliminares, indican que estos genes se encuentran
presentes en el genoma de este Cestodo, pero no se encuentran anotados. Para
confirmar que los genes que se encuentran sin anotar son efectivamente los
correspondientes ortdlogos de E. multilocularis, es necesario el ensamblado manual

de cada una de las secuencias y posterior andlisis de relaciones filogenéticas.

4.2.3. Busqueda de genes ortologos de pumilio en genomas de

Cestodos.

Se realiz6 una busqueda i silico de los genes pumilio en los genomas de Cestodos
E.granulosus, E. multilocularis, M.corti, H.microstoma y Taenia solium. Para ello, se
realizd una busqueda de estos genes en las anotaciones automadticas que se
encuentran disponibles en WormBase Parasite. Los resultados obtenidos de esta
busqueda son coincidentes con los encontrados por Koziol et al. (2008), en donde
se describe la presencia de dos genes pumilio para especies parasitas. En la Figura
39 se muestran los resultados obtenidos del alineamiento de las secuencias

correspondientes para Puml.
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T.solium, H.microstoma En el alineamiento se

us, E.multilocularis, M.corti,
sefialan con lineas de colores los repetidos del dominio PUM-HD. Las flechas rojas indican limites de los

exones, las flechas naranjas indican limites de exones diferentes para H.microstoma.
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El alineamiento de las secuencias, junto con su andlisis en el programa Artemis,
permitié evaluar la calidad de Ia anotacidon. Para pumiliol la anotacion predicha

de los genes encontrados en los Cestodos estudiados es adecuada.

Todos los genes puml presentan la misma cantidad de exones predichos. La
longitud de dichos exones es variable. Los aminoacidos definidos como limites de
los exones se encuentran bien conservados a excepcion de algun caso particular.
Para el exénlde H.mirostoma, este AA se encuentra ubicado en una regidén anterior
al limite consenso (indicado con flecha naranja en Figura 39). El analisis de la
secuencia en el programa Artemis no permite identificar una secuencia similar en la
region a la del “limite consenso” para este caso, por lo que no pareceria ser un
error en la anotacion la diferencia en cuanto al limite de los exones. En la parte A
de la Figura 39 se resumen los modelos génicos obtenidos. Como es posible
apreciar en el esquema, se identificaron los diferentes exones y los tamafios
respectivos. Utilizando variaciones en los diferentes colores se intentd sefnalar las

diferencias en relacién al tamafo de cada exon.

La parte B de la figura se muestra los alineamientos de las secuencias respectivos.
El andlisis de los alineamientos muestra que las regiones fuera de dominio PUM-
HD son variables, coincidente con lo indicado por Koziol et al. (2008). Mientras
que, la regién del dominio PUM-HD es facilmente reconocible debido a su alta
conservacion. Con las secuencias obtenidas para cada especie, se realizd una
busqueda de regiones conservadas en PFAM y a partir de los resultados se
identificaron 7 repetidos en la region del PUM-HD, indicados con lineas de colores

en el alineamiento.

En relacién a los genes pumilio 2, se realizaron las mismas busquedas descriptas en

los parrafos anteriores y los resultados obtenidos se muestran en la Figura 40.
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sefialan con lineas de colores los repetidos del dominio PUM-HD. Las flechas rojas indican limites de los

exones, las flechas naranjas indican limites de exones diferentes para H.microstoma.
Los resultados del analisis de la busqueda de genes pumilio 2, muestran que este

Estructuras génicas para cada gen identificado para los cestodos estudiados. B) Alineamiento resultantes de las
secuencias obtenidas para E. granulosus, E.multilocularis, M.corti, T.solium, H.microstoma En el alineamiento se

Figura 40- Alineamiento de las secuencias de PUM2 de la busqueda i silico en los genomas de Cestodos. A)

gen presenta 10 exones en todos los organismos evaluados
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microstoma que presenta 9 exones. El analisis manual de la secuencia
correspondiente al gen pum2 de H.microstoma, muestra que el ex6on 7 de
H.microstoma, contiene las secuencias correspondientes al ex6én 7 faltante, y este
exon predicho no contiene sitios canodnicos de splicing en la regiébn que
corresponderia al limite del mismo. En el caso del gen correspondiente a T.solium,
se realizd6 un curado manual de la secuencia ya que el andlisis de la secuencia
evidencié un error la prediccion de exones, suprimiendo un exén e incorporado

uno extra.

El analisis del alineamiento de las secuencias nuevamente evidencia la
conservacion del dominio PUM-HD, y la variabilidad de la region fuera de la
misma. En cuanto a los limites de exones, en este caso, los AA en el limite de los
mismos se conservan (flechas rojas) con algunas excepciones para el caso de H.

microstoma (indicado con flecha azul), en el exén 1.

4.2.4. Identificacion de isoformas de genes marcadores pL10 y

pumilio

Recientemente, utilizamos datos de transcriptoma del tetratiridio de M. corti [218],
para realizar comparacién con los genes anotados automdticamente en el genoma.
Esto permitiria identificar la presencia de nuevas isoformas en los distintos genes
evaluados, que no estuvieran contempladas en la anotaciébn automatica y

evidenciar posibles errores de anotacion.

Los resultados, mostraron la presencia de 2 posibles isoformas del gen pL10 de M.
corti, 3 isoformas para puml, y una unica isoforma para pum2. En la Figura 41, es
posible observar un esquema de los modelos génicos y las isoformas obtenidas para

el estadio larval tetratiridio de M.corti.
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Figura 41-Esquema representativo modelos génicos e isoformas encontradas para genes pL10 y pumilios. A)
Moédelo génico anotado e isoformas correspondiente al gen pL10; B) Modelo génico anotado e isoformas
correspondiente al gen pum1; C) Modelo génico anotado e isoforma correspondiente al gen pum2.

Para el caso del gen pL10, la isoforma representada como isoforma 1, es idéntica

no solo al modelo génico anotado, sino que también coincide con la anotada

manualmente (realizado previo a la anotacion). La segunda isoforma identificada

comparte la mayor parte de los exones (2-7) difiriendo en el primero y el ultimo
(Figura 41A).

En el caso del gen puml, las isoformas identificadas son 3, donde la isoforma 1 es

1déntica al modelo génico anotado, mientras que la isoforma 2 no contiene el

primer exon, y el correspondiente exon 2 de esta isoforma es un poco mas largo

que el de la 1. En el caso de la isoforma 3, esta carece de los 2 primeros exones y su

tercer ex6n en mas corto que su correspondiente en las demds isoformas (Figura

41B). La busqueda de promotores alternativos en la region entre el exén 1 y el exon

2 utilizando el programa Promoter scan, no evidencio la presencia de un promotor en

la regién entre ambos exones. Por lo que, si la existencia y expresién de estas

1soformas es verdadera, se estarian expresando mediante un promotor unico, 5’

upstream. El gen pum 2 sin embargo no revelo la presencia de nuevas isoformas.

Para poder verificar experimentalmente la expresion de estas isoformas, se

realizaron primers de forma de poder amplificar completas cada una de las
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1soformas. Para cada gen, se disen6 un primer que permita la amplificacion a partir
del ex6n 1 de cada isoforma, mientras que el reverse se disefid en base a una
secuencia compartida por todas las isoformas. Los PCRs se realizaron utilizando
un pool de ADNc de diferentes dias de cultivo, para poder analizar todos los
estadios juntos, evitando la posibilidad de obtener un resultado negativo debido a

que no se exprese en un estadio particular.
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Figura 42- Disefio de primers para comprobar existencia de isoformas de genes pL10 y puml. A) Primers
disefiados para isoformas del gen pL10. B) Primers disefiados para isoformas del gen puml. Flechas rojas
indican primers forward, flechas azules primers reverse.

Para el gen pL10, se logro la amplificacion de productos que podrian corresponder
con las posibles isoformas de pL10, por lo que los productos de amplificacion
fueron purificados y enviados para su secuenciacién. Los resultados preliminares
obtenidos de dicha secuenciacion no fueron concluyentes, por lo que los mismos

deben ser repetidos.

Para el gen puml directamente no se logré la amplificaciéon de ninguna de las
1soformas. Tal vez, una posible explicacion de estos resultados, es que los tamafios
de los productos a amplificar sean muy grandes (2000pb la isoforma mas grande), a
pesar de haber utilizado una Taq polimerasa capaz de levantar productos de ese
tamafio, o bien que los niveles de expresion de estas isoformas sean muy bajos
impidiendo la amplificacion de los mismos.

Es importante destacar que, los resultados obtenidos de la prediccion de modelos
génicos en el transcriptoma tal vez puedan ser un artefacto de los mismos y por

tanto la existencia de estas isoformas no sea real. EIl ensamblaje de los datos
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transcriptomicos de M.corti se realizd con un unico método, en el cual el programa
utiliza un algoritmo que mapea los reads y de ese mapeo surgen los transcriptos
ensamblados. El programa genera predicciones que pueden contener errores. Una
alternativa que puede plantearse, es probar con otro programa que permita el
ensamblado de transcriptos y comprar los resultados obtenidos.
Por este motivo es importante destacar que los resultados son preliminares, y que
la bioinformatica permite la generacion de hipodtesis que deben ser corroboradas y

validadas con ensayos experimentales.

Logros:
1. Aislamiento de parte de secuencia codificante del gen pL10 de M.corti

2. Identificacion in silico de pL10 de E.granulosus, E.multilocularis, T.solium y

H.microstoma. Determinacion de estructura génica de estos genes.

3. Identificacion de algunos miembros de la familia DEAD en genoma de M.

corti

4. Busqueda in silico de genes pumilio en genoma de FE.granulosus,
E.multilocularis, M.corti, T.solium y H.microstoma. Determinacion de la

estructura génica de los mismos.

ocooo

4.3. Analisis de la expresion de genes Marcadores de células

proliferativas

4.3.1. Analisis de la expresion espacial por hibridacion in foto del

gen pL.10 de M. corti

Para el analisis de la expresion espacial del ARNm se realizaron hibridaciones in
situ en organismos enteros (iz toto de 4 y 11 dias de cultivo). Para ello se utilizé una
sonda antisentido complementaria a la regién codificante amplificada para el gen

pL10. En la Figura 43 se resumen los resultados obtenidos.
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Figura 43-Hibridacion in toto sobre ejemplares de M. corti. Incubacion con 0.1ng/pl de sonda antisentido pL.10
marcada con Digoxigenina. Revelado con anticuerpo anti-Digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina y
deteccion con NBT-BCIP. A) Ejemplares con 4 dias de cultivo; B) Ejemplares con 11 dias de cultivo; C)
Region ampliada de ejemplar mostrado en B. D) corte de segmento desarrollado tomado de [29]. En todos los
casos los asteriscos sefialan los primordios de los testes, la flecha continua el primordio genital y la discontinua
la regidén subtegumentaria. Abreviaturas: pc, parénquima cortical; pm, parénquima medular; t, tegumento.
Barra representa en A- B 200 um, en C-D 100 pm.

Los resultados muestran que la expresion del gen parece dispararse tempranamente
(4 dias de cultivo, Figura 43A), no presentando diferencias significativas de
expresién, una vez que es iniciado el cultivo de los organismos. En organismos
poco desarrollados parece existir una expresion baja distribuida a lo largo de todo el
organismo, mostrandose una expresion mdas intensa a nivel de la regidn

subtegumentaria (Figura 43 A flecha discontinua).

En organismos mas desarrollados (11 dias de cultivo) se observa expresion discreta
a nivel de los proglétides, en la region del parénquima cortical (Figura 43 B-C).

En estos parece existir una expresion diferencial o mayor en los primordios de los
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testes, compatible con una posible expresion del gen en células germinales (Figura
43 B-C asteriscos). Estos resultados son similares a los resultados descriptos
previamente en la bibliografia de otros platelmintos [142,143]. Para ejemplificar el
desarrollo del aparato reproductor de M. corti se incluye una imagen (Figura 43D)
donde es posible identificar los primordios de los testes (asteriscos) y el primordio
genital. Si comparamos las imagenes obtenidas para el gen pL.10 (B-C) y la imagen
en D es que podemos inferir que parece existir una sefial preferencial en los
primordios de los testes. Es importante destacar que en controles negativos de
rutina realizados durante la técnica, en los que se incuban los organismos sin sonda

0 sin anticuerpo, la reaccion es negativa, como es de esperar (datos no mostrados).

Finalmente, debemos confirmar estos resultados preliminares mediante co-
localizacion de marcadores especificos de cada tejido para asegurarnos en qué
sistema del organismo se expresan estos genes. Tal vez, se podria realizar un
experimento en donde los organismos sean incubados con EAdU en cultivo, para
luego intentar determinar si existe una co-localizacidén de la expresion de este gen
junto con las células positivas para EAU. Ademas se podrian realizar ensayos de
co-marcacidon con los marcadores de tejido nervioso y tejido muscular, disponibles
en el laboratorio, de manera de recabar mas informacién acerca de la localizacién

celular de esta sefial.
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4.3.2. Analisis de la expresion espacial por hibridacidn iz situ de los

genes pL10 y pumilio de M. corti sobre suspensiones celulares.

Para continuar con la caracterizacién del gen pL10 realizamos ensayos de

hibridacion in situ sobre suspensiones celulares de M. corti.

Figura 44- Hibridacion in situ del gen pL10 sobre suspensiones celulares de M. corti A-D — Suspensiones
celulares de M.corti. La flecha blanca indica células con morfologia de células germinativas. La barra en A
representa 20um y B-D- representa 10pum

Los resultados presentados en Figura 44 muestran que es posible detectar
expresion del mensajero del gen pLL10. Estos muestran que se observa expresion
del gen tanto en células de tipo germinativas (sefializadas con flechas blancas),
como también expresion en otros tipos celulares que no presentan las caracteristicas
morfologicas de este tipo celular mencionado. Estos resultados estarian indicando
que la expresiéon de este gen no es exclusiva de las células con capacidad
proliferativa, sino que también estaria existiendo expresion a nivel de las células
diferenciadas. Los controles negativos de rutina realizados durante la técnica, en los
que se incuban los organismos sin sonda, la reaccién es negativa (datos no

mostrados).

Si analizamos la region utilizada para el disefio de la sonda empleada en este
ensayo, es posible ver que la misma contiene una parte del dominio conservado
para esta familia multigénica. Tal vez la expresidén generalizada a los distintos tipos
celulares se deba a que la sonda utilizada esté reconociendo las 2 posibles isoformas

1dentificadas por comparacion con el transcriptoma (descripto anteriormente,
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seccion 4.2.4 de resultados) o a mas de un gen perteneciente a la familia y no

exclusivamente al gen pL10 (Figura 45).

Sonda pL10 M. corti

Q molif Walker A Motif la Motif Ib Walker B Mot Ill Motif IV Motif V Motif VI

o

Figura 45- Esquema representativo de los motivos pertenecientes a la familia de DEAD helicasas. En la region
superior del esquema en verde se representa la sonda utilizada para la hibridacion in situ de M.corti en
suspensiones celulares. Esquema modificado de [143]

Como se observa en el esquema, estas hipotesis podrian ser factibles ya que la
regién reconocida por la sonda contiene a los motivos caracteristicos que hace que
sean clasificados como miembros de la familia de las helicasas. A su vez, las
isoformas identificadas se encuentran contenidas en esta region. Esto hace que no
sea posible determinar si la expresion detectada es unicamente del gen pL10 y sus
isoformas, o de otros genes pertenecientes a la familia de las DEAD helicasas. Para
resolver este inconveniente, seria importante identificar regiones que no se
encuentren tan conservadas entre todos los miembros de forma de intentar estudiar

unicamente la expresion del gen pL.10 y de sus isoformas.

4.3.3. Determinacién de la expresion de genes pumilio y pL10

mediante PCR.

Se realizaron ensayos para evaluar la expresion temporal a lo largo del desarrollo
estrobilar de M. corti.

Para ello, se disefiaron primers especificos para pL.10 en base a la secuencia aislada
previamente, mientras que para los genes pumilio se utilizaron primers disponibles
en el laboratorio. Los ensayos de RT- PCR fueron realizados utilizando ADNc de

organismos en distintos dias de desarrollo.
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Figura 46-Expresion de los genes pL10 y pumilio 1 y 2. Productos de PCR con primers especificos para cada
gen, tras 35 ciclos de amplificacion utilizando como molde ADNc de diferentes dias de desarrollo de M. corti.
A) RT-PCR del gen pL10. B) RT-PCR del gen pum 1. C) RT-PCR semicuantitativa del gen pum 2. Las
flechas indican la banda amplificada al correspondiente al gen de interés. Azul, amplificacion gen pL10; Verde,
amplificaciéon gen puml; Rojo, amplificacion gen pum2. En la parte superior de los geles se indica que esta
sembrado en cada carril.

Los resultados ejemplificados en la Figura 46 muestran que existe expresion de los
genes evaluados en los distintos estadios del desarrollo estrobilar testados.

Como existe expresion en todas las condiciones analizadas, se decidid evaluar por
PCR en tiempo real si existen variaciones en los niveles de expresion. Para esto, se
extrajo ARN de organismos que presentaban distintos niveles de desarrollo, entre
tetratiridio (0 y 2 dias de cultivo) y gusano adulto segmentado (10 dias de cultivo),
incluyendo gusanos alargados (4 dias de cultivo), gusanos con principio de
segmentacion (6 dias de cultivo) y gusanos segmentados no adultos (8 dias de
cultivo).

Finalmente, una vez obtenidas las curvas de amplificacién (para cada gen), se
corrigieron por el ruido de fondo y se determiné un valor de fluorescencia arbitrario
en la region exponencial de la curva para determinar el valor de ciclo umbral (Ct:

ciclo fraccional donde se alcanza un cierto valor arbitrario de fluorescencia).

Para analizar si estos genes presentaban variacion en su nivel de expresion en las

condiciones ensayadas se utilizé el método 2" [201], siendo ACt’ = Ct gen A, tiempo x —

Ct gen A, tiempo 0-

Una vez verificadas las condiciones de reaccion y que los controles funcionaron

como era esperado, se procedio a realizar el calculo de la razéon de cambio en la
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expresion de los genes de interés a lo largo del desarrollo estrobilar. Para ello se
calcul6 la razéon de cambio de la cantidad de pL10 y de los genes pumilio
normalizada a dos genes de referencia (GAPDH y TPM) en relacion a tetratiridios
(2d de cultivo). En la Figura 47 se muestran graficamente los resultados obtenidos

para los genes de interés respecto a los genes de referencia (GAPDH y TPM).
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Figura 47- Razon de cambio de los genes de interés respecto a los distintos genes de referencia. Se muestran los
valores promedios de la variacién para cada estadio de desarrollo. A) Ensayo realizado para los genes pumilio
respecto al gen referencia GAPDH; B) Ensayo realizado para el gen pL10 y los genes pumilio, respecto al gen
referencia TPM. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Para determinar si existe una diferencia de expresion significativa a lo largo del
desarrollo de M. corti para los genes estudiados, se realizo el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis, para cada set de los datos. Los resultados de este test muestran que
no existen diferencias significativas de expresion para ningunos de los genes
estudiados.
Si bien las diferencias no son significativas, se puede visualizar cierta tendencia que
apunta a pensar en una diferencia en los niveles de expresion de los genes
estudiados. Sin embargo, las desviaciones estandar observadas son grandes, por lo
que se deberian realizar los ensayos nuevamente, con un mayor numero de réplicas
tanto técnicas como bioldgicas, para disminuir esta desviacion y poder determinar
si esa tendencia es efecto de los datos o consecuencia de una diferencia en los
niveles de expresion durante el desarrollo estrobilar.
Es importante destacar que para confirmar estos ensayos de RT-qPCR se deben
realizar ensayos de curvas de melting, control sin RT, corrida en electroforesis de
los productos obtenidos para determinar los tamafios amplificados y determinar la

eficiencia de los primers utilizados.

Logros:

1. Determinacion de patron de expresion espacial, del gen pL10 de M.corti. Los
resultados en su conjunto parecen indicar que no existe una expresion

exclusiva del gen pL10 en las células germinativas de M.corti.

2. Determinacion de expresion temporal de genes marcadores, pL10 y pumilio.
No parece existir diferencia de expresion a lo largo del desarrollo estrobilar

de M.corti para ninguno de los genes estudiados.

5. ARN interferencia

La disponibilidad de herramientas genéticas es muy limitada en helmintos en
general. La interferencia de ARN (ARNi) es una técnica en la que se suprime a
nivel postranscripcional la expresion de un gen blanco mediante el uso de

moléculas de ARN doble cadena. Esta es practicamente la tinica herramienta de
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genética reversa disponible para el andlisis de la funcidon génica en helmintos. La
heterogeneidad de estos pardsitos no hace sencilla la transferencia de esta
tecnologia y se requiere la estandarizacién de cada modelo parasitario. Otras
herramientas como mutagénesis dirigida, transgénesis, inactivacion génica knock

out han sido dificiles de instrumentar en parasitos.

Son varias las caracteristicas de estos organismos que hacen que se presenten
dificultades para aplicar esta herramienta: ciclos de vida complejos, tegumentos
robustos, incapacidad de permanecer (para algunos estadios del ciclo) por tiempos

prolongados en cultivo, ausencia de lineas celulares estables.

Solamente en trematodos y particularmente en S.mansoni se han logrado avances

en la transgénesis[219].

Con la intencion de generar una herramienta de genética reversa que nos permita
1dentificar y confirmar funciones de los genes presuntos marcadores moleculares de
células proliferativas y de otros genes de interés, trabajamos en la puesta a punto de
la técnica de interferencia de ARN en M. corti. Este trabajo comenzo6 en el marco de
un proyecto de beca de iniciaciéon ANII al iniciar mi posgrado. En este proyecto se
trabajo en la optimizaciébn de un protocolo que permita la incorporacion de
moléculas exdgenas dentro del organismo. En los parrafos siguientes se evaluaran

los puntos focalizados durante esta optimizacion.

oooo

5.1. Tratamiento de tegumento

El problema principal que se debe sortear con este organismo es intentar penetrar la
barrera que supone el grueso y complejo tegumento de Cestodos (Figura 48A).
Ademas se suma la complejidad de que el tegumento cambia en los diferentes

estadios y en los distintos momento de un mismo estadio (Figura 48B) [220,221].
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Figura 48- Tegumento A) Representacion esquematica de la pared corporal de neodermata, donde es posible
observar la composicion y grosor del Tegumento de Cestodos. B) Transformacién del tegumento de los

protoescolex durante su diferenciacién. A) Tomado y modificado de [220]; B ) Tomado y modificado de
[221]. La flecha de color indica el tegumento de cestodos.

Para esto se ensayaron diferentes tratamientos para poder penetrar la barrera que

presenta el grueso tegumento:

+ Tripsina. La tripsina en determinadas condiciones tiene la capacidad de
generar aberturas u agujeros sobre el tegumento [67]. Para ello, se probaron
diferentes concentraciones de tripsina, intentando lograr un equilibrio entre
la concentracion de tripsina utilizada y la viabilidad de los parasitos en el
ensayo. Para medir la viabilidad de los organismos, se analiz6 la movilidad

y el estado general de los parasitos luego del tratamiento de 24 horas.

Albendazole. El albendazol es un carbamato benzoimidazolico con efectos
antihelminticos y antiprotozoarios frente a los parasitos tisulares e
intestinales. Se testd el albendazole durante una pasantia realizada en

Laboratorio de Genb6mica Estrutural e Funcional de Cestoideos en el
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Centro de Biotecnologia de UFRGS junto al Dr. Martin Cancela. Este
grupo habia comprobado la presencia de agujeros en el tegumento a

concentraciones bajas que mantuvieran los organismos vivos [222].

En la Tabla 13 se resumen las condiciones ensayadas para ambos casos.

Tabla 13-Condiciones de tratamiento testadas para albendazol y Tripsina

Tratamiento Dias en
tratamiento

Albendazol 1
(50ng/ml) 2
Tripsina 1
(335pg/ml) 2
Tripsina(670 1
ug/ml) 2

Los resultados de estos ensayos mostraron que el uso de tripsina es mas adecuado
para intentar traspasar la barrera del tegumento del organismo comparado con el

albendazole.

oooo0

5.2. Introduccion de moléculas “delivery”

El suministro de moléculas interferentes puede ser por distintas formas y el
silenciamiento es diferente segun el método de delivery utilizado. El uso de
diferentes métodos de delivery permite testar cual método es el mas adecuado como

método de incorporacidn de las moléculas.
Los métodos mas usados son (Figura 49):
+ Biolistica: bombardeo de particulas recubiertas de ADN.

+ Electroporacion: Someter al parasito a un pulso eléctrico que genera poros

transitorios en las membranas celulares permitiendo la entrada de particulas.

+ Microinyeccion: Introduccion de moléculas dentro de una poblacion

determinada de células del organismo
+ Soaking: Sumergir los parasitos en un solucion de moléculas interferentes
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+ Feeding: Alimentar los ejemplares con bacterias que expresan moléculas

interferentes

+ Transgénesis: utilizacion de vectores virales
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Figura 49 - Métodos de incorporacién de moléculas. A ) Biobalistica. B) Electroporacion. C) Microinyeccion.
D) Soaking. E) Feeding. F) Transgénesis. Imagen modificada de [223].
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En este trabajo, se testaron como métodos de entrada de las moléculas al interior
del organismo, la microinyeccidn, la utilizacidon de moléculas liposolubles como la

lipofectamina y la electroporacion.

Con el fin de evitar el uso de tratamientos enzimaticos o quimicos que puedan
comprometer la viabilidad de los organismos, se decidié probar la microinyeccion
como método de incorporacion de moléculas. Este método presenta la ventaja
adicional de poder dirigir la introducciéon de la molécula especificamente a una
zona particular. El ensayo fue realizado en el laboratorio de Biologia Celular de la
Facultad de Ciencias, utilizando Rojo fenol como molécula a microinyectar, ya que

la coloracion de la molécula permitia la evaluacion visual del resultado de la
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microinyeccidén. Afortunadamente, se logrd la inyeccion de este colorante, pero se
presentaron varios inconvenientes experimentales que llevaron a descartar esta
técnica como método de incorporacion de moléculas. El principal inconveniente
es la movilidad que presentan los parasitos dificultando introducir la punta de una
fina pipeta dentro del organismo (sin atravesarlo completamente), lo que requiere
de un tiempo elevado, reduciendo el nimero de organismos a transfectar en un

margen finito de tiempo.

El otro método probado fue la transfeccion usando lipofectamina, molécula
liposoluble, empleada para la introduccion de 4cidos nucleicos en cultivos celulares
a través de la formacion de un complejo con el acido nucleico a transfectar. Luego
de multiples ensayos, los resultados obtenidos no eran concluyentes ya que existian
problemas de contaminacién entre las muestras. En estos ensayos se utiliz6 como
molécula transfectante ARNmLUC, que normalmente no se expresa en cestodos.
Los resultados obtenidos con estos ensayos quedaban invalidados debido a la

presencia de luciferasa tanto en los controles como en las muestras tratadas.

Finalmente, se probaron diferentes condiciones de electroporacion: variacion de
voltaje, cantidad de pulsos y tiempo de duracidén del mismo, intentando determinar
cudl era la mas adecuada para estos organismos. En estos experimentos se trato de
buscar un equilibrio entre el tratamiento realizado y la viabilidad de los organismos.
Los resultados se evaluaron en relacién a la viabilidad obtenida 24 horas post
electroporacion y la misma fue medida utilizando la tincidon con eosina, en donde el
colorante ingresa al interior de organismos muertos. Los resultados obtenidos de

estos experimentos se resumen en la Tabla 14.
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Tabla 14- Condiciones de electroporacidn testada para M. cortiy evaluacion de la vitalidad

Voltaje N° de pulsos | Duracion pulso (mS) | Vitalidad

200 1 20 100%
200 1 30 61%
300 1 20 92%
125 2 20 100%
200 2 20 100%
200 % 30 7%
300 2 20 0%

Estos ensayos permitieron la seleccion de la condicién de electroporacidon mas
adecuada para M. corti que seria utilizarla posteriormente en los ensayos de
incorporacién de moléculas. Observando los resultados mostrados en la jError! No
se encuentra el origen de la referencia., mds de una condicion podria ser
seleccionada, ya que hay varias que presentan una buena evaluacién de la
viabilidad. Sin embargo, se selecciond la condicidén en la que se utiliza un voltaje
de 100V, un unico pulso y un tiempo de duracion de 20mS. La realidad es que
cualquiera de las condiciones puede ser utilizada, pero dado que esta presenta un
unico pulso, esta parecio ser la mejor para no someter a los organismos a un estrés
extra generado por la emision de un doble pulso.

Realizarondo una evaluacion general de todos los resultados obtenidos entre los
ensayos, la electroporacidon resultd ser el método mds factible para introducir

moléculas exdgenas.

ocooo0

5.3. Moléculas incorporadas

En relacién al uso de moléculas exdgenas a incorporar en el interior de los
organismos, inicialmente se trabajo con la incorporacion de moléculas de ARN
(mensajero de Luciferasa) y luego con moléculas de ADN (incorporacion de

plasmidos con genes reporteros).

El laboratorio en el que se desarrollo la tesis, en colaboracién con los laboratorios
del Dr. José Tort y el del Dr. Paul Bridney, participd en la generacién de un test

sencillo para detectar la presencia de una via de interferencia funcional en
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helmintos. EI mismo consiste en la electroporacion del ARN mensajero de
luciferasa como gen reportero, y el posterior silenciamiento del mismo,
electroporando un ARN doble cadena contra la luciferasa. El sistema fue puesto a
punto en S. mansoni 'y luego testado en F. hepatica. Aqui se reportd por primera vez
la transfeccion y expresion de un reportero (mensajero de luciferasa) en F. hepatica
[224]. Por lo cual, inicialmente se decidi6 ARNmLUC como molécula exogena,
intentando generar un control con un gen reportero que permita testear la
introduccion de la molécula en el interior del organismo y a su vez, a posteriori
poder utilizarlo como control en ensayos de interferencia.
Los ensayos fueron realizados utilizando una combinacién de las condiciones
descriptas anteriormente. Se utiliz6 una incubacién de los ejemplares con tripsina,
durante 24 hs, electroporacion de los mismos utilizando un tnico pulso de 20 mS
con un voltaje de 200V y luego colocados en cultivo durante 3 horas previo a su
procesamiento, para permitir la expresion de la enzima. Los ensayos realizados con
mensajero de luciferasa se testaron a nivel de mensajero mediante RT-PCR y se

realizo la medida de actividad de la enzima utilizando el kit Luciferase Assay System.

A su vez, también se test6 como molécula reportera un pldsmido que contiene el
gen de la luciferasa bajo el control del promotor de actina de S. mansoni cedido por
el Dr. Gabriel Rinaldi. En este caso, la transcripcion del mensajero debe darse una
vez que el plasmido es incorporado dentro de la célula, por lo que en estos
experimentos los ejemplares son colocados en cultivo durante 24 hs post
electroporacion para permitir que el proceso pueda darse. Estas electroporaciones
también fueron realizadas como se mencioné anteriormente y el proceso se evalud
unicamente por RT-PCR por no disponer del material suficiente para medir
actividad. En la Figura 50 se muestran los resultados obtenidos para estos

experimentos.
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Figura 50- RT- PCR de los ejemplares de M. corti electroporados. A) Muestras electroporadas con mensajero de
Luciferasa. Carril 1- 3 - RT-PCR de muestras control sin electroporar utilizando primers de LUC, Crisp y
tropomiosina respectivamente. Carril 4-6, RT-PCR de muestras electroporadas con mensajero de Luciferasa
utilizando primers de LUC, Crisp y tropomiosina respectivamente. Carril 7- MPM de 1Kb Fermentas. B)
Muestras electroporadas con plasmido conteniendo gen de Luciferasa bajo control del promotor de actina de S.
mansoni. Carrill-2- RT-PCR de muestras control sin electroporar utilizando primers de LUC y tropomiosina
respectivamente. Carril 3-4- - RT-PCR de muestras electroporadas con plasmido utilizando primers de LUC y
tropomiosina respectivamente. Carril 5- MPM. En la parte superior de la figura se indica a que corresponde
cada muestra y que primers fueron utilizados, ademas se indica con un circulo de color verde el fragmento
correspondiente a la amplificaciéon del mensajero de la Luciferasa. Abreviaciones: LUC, luciferasa; TPM,
tropomiosina; mLUC, mensajero de Luciferasa.

Los resultados obtenidos son muy alentadores ya que se logrd la transfeccién del
mensajero de la luciferasa, sin importar si la molécula electroporada es mensajero
sintetizado o el plasmido conteniendo el gen de la luciferasa. Esto es evidenciado
claramente por la presencia de fragmento correspondiente al producto generado
por RT-PCR utilizando primers especificos que amplifican el mensajero (Figura 50,
circulos de color verde). Por si el experimento arrojaba resultados negativos, se
incluyeron como controles los genes tropomiosina y Crisp, para verificar que los
ARN purificados y los ADNc generados a partir de los experimentos funcionaran
correctamente. En el caso del ensayo realizado con el mensajero de la luciferasa, se
realizd la medida de actividad de la enzima utilizando la luciferina como sustrato

del ensayo. Para la muestra control no se detectd actividad, mientras que para la
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muestra tratada con el mensajero fue posible la deteccion de 100 URL/seg/mg
proteina total. Estos resultados refuerzan los obtenidos en el RT-PCR ya que
unicamente en la muestra que se obtuvo amplificacion del mensajero es en aquella
que se logré detectar actividad.
Con estos resultados, se decidio intentar realizar un ensayo de interferencia. En este
ensayo se utilizé tanto doble cadena de LUC, como doble cadena de los genes
endogenos Tropomiosina y de Crisp. En este ensayo, se realiza una doble
electroporacion para el caso del mensajero de LUC y de la molécula de doble
cadena. Posteriormente, se deja en cultivo durante 3 horas. Para el caso de los
genes endbégenos se hace una unica electroporacion con el doble cadena
correspondiente.
Estos experimentos no mostraron resultados exitosos, dado que no fue posible la
deteccion de un efecto de interferencia del mensajero introducido, ni tampoco una
disminucion de los niveles de mensajeros enddgenos testeados (datos no
mostrados). Tal vez, en los ensayos de interferencia, donde se introducen las
moléculas de doble cadena, no fue posible el delivery de las mismas al interior
celular. Es importante tener presente, que las moléculas a transfectar deben
traspasar el grueso tegumento de Mesocestoides. Otra posible explicacion es que
simplemente no funciono el proceso de electroporacion. Tal vez seria importante
testear otras formas de generar rupturas en el tegumento, utilizando degradacion
enzimatica por lipasa C por ejemplo, para probar si de esta forma se mejora la
penetracién del tegumento. O mas aun, conjugar las moléculas que se quieren
transfectar a compuestos como el colesterol, que son captados por el organismo de

manera de disminuir los problemas de penetracion de las moléculas.

En resumen, se logroé optimizar las condiciones de entrada de moléculas exdgenas
capaces de atravesar el tegumento de estos organismos. A su vez, ha sido posible
detectar moléculas exodgenas dentro del parasito llevando a realizar ensayos de
interferencia con moléculas de ARN doble cadena largas, tanto con moléculas

exogenas como enddgenas del parasito.

Hace algunos afios el rapido avance del uso de la interferencia en C. elegans

entusiasmo los cientificos que estudian parasitos, a pensar en esta técnica como una
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buena alternativa para estudiar la funcién génica en platelmintos. Si bien en estos
ultimos afios se han logrado progresos importantes en platelmintos, solo fue posible

estandarizarla como técnica de rutina en planarias.

En Platelmintos si bien han habido progresos con el uso de esta tecnologia solo se
ha establecido como técnica de rutina para la elucidacién de la funcidén génica en
planarias, avanzandose en la caracterizacion de genes involucrados con la
regeneracion y el desarrollo [45]. En trematodos la ARNi ha sido probada y

optimizada en varios organismos [223].

De cualquier manera, faltan conocimientos sobre su mecanismo de accién y
presenta varios problemas que deben ser resueltos. Problemas que abarcan no solo a
los organismos en si, sino también al propio disefio experimental de la técnica.

Entre ellos:

Los parasitos presentan varios estadios durante su ciclo de vida. Se ha observado
que hay estadios mas susceptibles que otros al silenciamiento. No solo en el

estadio en si sino también en el momento dentro del mismo estadio.

- La efectividad del silenciamiento depende de los genes blancos. No todos los
genes se afectan de igual manera. La eficiencia depende del gen seleccionado y de
su expresion en el parasito. Genes que se expresan en intestino o tegumento tienen
niveles de silenciamiento mayor. También son importantes la estructura del gen,

vida media del ARNm y/o proteina.

Son muchos los pasos y las variantes a tener en cuenta en el uso de la técnica de

ARN interferencia que se recomiendan al dia de hoy:

1. Moléculas usadas y concentraciones

Hay una relacion directa entre concentracidon y supresion alcanzada. Aunque
concentraciones muy altas pueden resultar toxicas o hacer que ocurran efectos

inespecificos.
2. Controles

+ Mock: control de método de entrada.
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+ Irrelevante: gen que no cause efecto.

+ Positivo: gen expresado en el mismo tejido que el gen blanco y capaz

de afectar la expresion.
3. Analisis del silenciamiento
En este punto son varios los controles que se deben realizar:

+ Calcular la eficiencia de la transfeccion. Es necesario saber qué
proporcion de organismos incorporan la molécula y si la

incorporacidon es homogénea

+ Cuantificar la sobrevida luego de la transfeccion. Se pueden utilizar
fluorocromos, moléculas que se incorporan de forma diferente a

organismos vivos 0 muertos
+ Cuantificacion de la incorporacion
+ Determinar los efectos del silenciamiento.

+ Deteccion del fenotipo- analizar morfoldgica y funcionalmente el

organismo entero. Tamano, movilidad, estructura, mortalidad
*+ Reduccion del gen blanco y de su proteina
+ Deteccidn de efectos inespecificos

+ Realizar ensayos biologicos y funcionales

En definitiva es necesario ajustar para cada pardsito métodos de delivery,
concentraciones de moléculas utilizadas, persistencia del silenciamiento a lo largo
del tiempo, evaluar la eficiencia del silenciamiento y estadios dentro del ciclo de

vida a utilizar.

El grupo del co-tutor de esta tesis, ha trabajado en la estandarizacion de esta
técnica en F. hepatica [223] llegando a algunas conclusiones importantes que pueden

ser tenidas en cuenta para cestodos.
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+ Electroporacion y soaking usados conjuntamente es un bueno método de

delivery (Electro-soaking)

+ Se puede partir de una concentracion de 50ng/ul, durante 4 horas y luego

bajar a 2,5 ng para una incubacidén mas larga.
+ Las exposiciones largas favorecen una incorporacion estable.

+ La tincién con DAPI y FDA es un buen método para medir viabilidad y

monitorear sobrevida.

#+ Los siRNA de menor tamafio son buenos para lograr una interferencia
inmediata pero en el caso de querer que el efecto persista en el tiempo son

los ARNSs largos la mejor opcion.

Si bien los resultados en Mesocestoides no han sido concluyentes, auguran buenas
posibilidades para seguir trabajando e intentando la interferencia en este organismo.
El uso de ARNs pequefios generados a partir de ARN doble cadena largos, puede
ser una estrategia factible y exitosa y sin duda la aplicacion de la técnica en células
puede ser una alternativa valida.

Por otra parte, la disponibilidad de los genomas ha permito analizar previamente la
presencia de la via de interferencia para ARN exogenos (Figura 51) lo que nos
asegura que las moléculas existen por lo que el futuro trabajo aunque complejo es

mas promisorio.
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/ ex0-RNA interference pathvny\

Figura 51- Esquema de componentes de via de Interferencia Exdgena. En la figura se identifican los miembros
de la via presentes en los platelmintos. Figura modificada a partir de la imagen original cedida por el Mag.
Santiago Fontenla.

Logros:
1. Optimizacion de condiciones de entrada de moléculas exo6genas.

2. Deteccion de moléculas incorporadas en el interior del parasito.

146




CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS



Aislamiento, cultivo y caracterizacion de células

proliferativas de M.corti
Con el fin de describir y caracterizar los diferentes tipos celulares presentes en M.
corti se utilizaron  diferentes  estrategias:  tinciobn con  colorantes,
inmunohistoquimicas y microscopia electronica de transmision. Los resultados
obtenidos en esta etapa permitieron la identificacion de las células proliferativas
presentes en M. corti, ademas de la identificacion de otros tipos celulares presentes
en este organismo, entre ellas células musculares, tegumentarias, nerviosas, células
formadoras de corpusculos calcareos y células flamigeras.
Las células proliferativas de M. corti presentan una morfologia conservada similar a
las descriptas tanto por nuestro grupo de trabajo como también las de otros
cestodos.
Fue posible el desarrollo de un método que permite el aislamiento de las células
proliferativas de M.corti por citometria de flujo utilizando sorting celular. Este
desarrollo fue posible gracias a la obtencidén y puesta a punto de un método de
disgregacion efectivo para la generacion de suspensiones celulares, evaluacion de
la cantidad de dias de cultivo necesarios y optimizacion de las tinciones empleadas
en el sorting celular.
Uno de los puntos méas importante a remarcar es que se desarrollé un método que
permite analizar cambios en el nimero de células en cada etapa del ciclo celular,
esto brinda la posibilidad de evaluar tratamientos experimentales que puedan

afectar la capacidad proliferativas de estas células.

En este trabajo se reporta por primera vez el cultivo in vitro de células de M. corti a
partir de suspensiones celulares totales. Los resultados obtenidos muestran que
existen en cultivo células con la capacidad de proliferar in vitro durante periodos
breves de tiempo. Los cultivos fueron testeados en diferentes medios y condiciones,

en donde no se hallaron diferencias significativas.

En relacion al estudio de marcadores moleculares de células germinativas, fue
posible el aislamiento y caracterizacién del gen pL10 de M. corti.

La determinacién de los patrones de expresion espacial de este gen, en cortes y en
suspensiones celulares, indican que este gen puede estar siendo expresado
preferencialmente en células de la linea germinal, pero su expresion no seria

exclusiva de este tipo celular.
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El estudio de la expresion temporal de este gen pL10 y de los genes pumilio
(también considerados marcadores moleculares), muestra que no existirian cambios
significativos en la expresion de ninguno de estos genes a lo largo del desarrollo

estrobilar de M. corti

Utilizando herramientas informaticas in silico, fue posible la identificacion de los
genes pL10 y pumilio de los cestodos: E. granulosus, E. multilocularis, T. solium y
H.microstoma, y la determinacion de estructura génica de los mismos. A su vez, se
realizo la busqueda de posibles isoformas en datos transcriptomicos de M. corti para
estos genes. Esta busqueda revel6d la presencia de 2 posibles isoformas para gen
pL10 de M.corti, 3 posibles isoformas para el gen puml de M.corti y ninguna para el

gen pum?.

Analizando los genes predichos en el genoma de M. corti se logo identificar varios
de los miembros de la familia de helicasas con motivo DEAD en genoma de M.
corti. Un andlisis preliminar, indica que los genes faltantes estarian presentes pero

no contemplados en la anotaciéon automatica del genoma.

En relacién a ARN interferencia, se logrd optimizar las condiciones de entrada de
moléculas exdgenas capaces de atravesar el tegumento de estos organismos. A su
vez, ha sido posible detectar moléculas exdgenas dentro del parasito llevando a

realizar ensayos de interferencia con moléculas de ARN doble cadena largas.

Los resultados de esta tesis son un aporte al conocimiento de la biologia de los
Cestodos. Estos permitirdn el desarrollo de herramientas que contribuyan a
avanzar tanto en el estudio de células proliferativas en particular, asi como también

en el desarrollo de herramientas de gendmica funcional en cestodos.

Claramente la finalizaciéon de este trabajo propone la generacion de varias
perspectivas que permitan mejorar y avanzar en el estudio de los puntos estudiados

en el transcurso de esta tesis.

El uso de la MET para el estudio de los distintos tipos celulares presentes en M.
corti, es una herramienta muy valiosa y compleja, por lo que se podria trabajar para
mejorar los tratamientos de fijacion e inclusion de las muestras, sobre todo para

suspensiones celulares, para poder continuar con la caracterizacion ultraestructural
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no solo de las células proliferativas sino que también en los distintos tipos celulares

presentes en este organismo.

En cuanto al sorting de células, se deberia ahondar en el estudio de tratamientos que
puedan estimular efectivamente la cantidad de células proliferativas presente en este
organismo, de manera de poder aumentar la cantidad de células que son expuestas
para la separacion celular. Esto permitiria elevar el resultado final de la cantidad de
células separadas y de esta forma poder realizar ensayos posteriores. Esto
permitiria el cultivo celular de células purificadas, ensayos de extracciéon de ARN
para obtener datos transcriptomicos, caracterizacion morfologica de fracciones

purificadas, etc.

En relacién al cultivo de células, seria muy interesante realizar ensayos de co-
cultivo con células de E. multilocularis con el fin de determinar si bajo esta condicién
las células de M. corti son capaces de mejorar las condiciones de proliferacion. Tal
vez, aumentando el numero de células que sean capaces de permanecer viables y

ademads de proliferar en cultivo durante periodos mas largos de tiempo.

Para profundizar en el estudio de los datos que se encuentran disponibles debido a
la secuenciacién de varios genomas de helmintos y ahondar en el estudio de la
familia de las helicasas DEAD, seria bueno realizar el anotado manual de los genes
faltantes pertenecientes a la familia de las DEAD helicasas y verificar las relaciones
de ortologia mediante estudios de filogenia de manera de poder afirmar cual y
cuantos de los miembros de esta familia se encuentran presentes en el genoma de

este organismo.

Para continuar con el estudio de marcadores moleculares es importante analizar
mas finamente otros posibles candidatos como marcadores moleculares que
permitan caracterizar de forma molecular estas células. La generacion de datos
transcriptomicos de estas células germinativas (proyecto actualmente llevado a cabo
en nuestro laboratorio) puede brindar candidatos mas certeros para esta seleccion,

que posteriormente también deberdn ser confirmados experimentalmente.
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En relacién a los resultados obtenidos para pL10 en esta tesis, éste no parece ser un
marcador exclusivo de células germinativas. Pero es importante destacar que se
debera profundizar en el estudio la determinacién del patron de expresioén de este
gen. Esto se debe a que es posible que con la sonda utilizada, se esté detectando
otros miembros de la familia o bien, si la existencia de las isoformas es real, se
pueda estar detectando algunas de las dos isoformas. Estas isoformas, tal vez no
cumplan la misma funcién y es posible que una de ellas sea la que se encuentra
expresada exclusivamente en las células germinativas, y de esta manera es
imposible detectar si esto es asi 0 no. Deberiamos buscar la manera de sintetizar
una sonda que permita diferenciar a los diferentes miembros de la familia y a su vez
entre las dos isoformas putativas.
Para poder comprobar que efectivamente se encuentran presentes estas isoformas y
que las mismas son expresadas en los distintos estadios de M. corti, se deberian
repetir los ensayos experimentales relacionados a las identificaciones de las
1soformas de los genes marcadores.
En cuanto a la determinacion del patron de expresion temporal de los genes pL10 y
pumilio a lo largo del desarrollo estrobilar de M. corti, es importante repetir los
ensayos de qPCR introduciendo un mayor numero de replicas técnicas y
biologicas, para poder disminuir el error asociado a los datos y de esta forma poder

confirmar las tendencias mostradas por los resultados presentados en esta tesis.

Los avances obtenidos para el desarrollo de ARN interferencia son el puntapié
inicial para continuar avanzando en la implementacion de esta técnica en M. corti.
Una buena estrategia para continuar puede ser implementar el uso de ARNs
pequefios generados a partir de ARN doble cadena largos sobre cultivos celulares
de corta duracion. Claramente que la utilizacién de la técnica de este modo
conlleva a que es necesario ajustar nuevamente el método de delivery, determinar la
concentracion de las moléculas a utilizar, evaluar como es la persistencia del
silenciamiento a lo largo del tiempo, y a su vez determinar cual es la eficiencia del

silenciamiento.
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1. Obtencion del Material parasitario
1.1 Cultivo de M. corti

Hanks: 9.8g/1 sales de Hanks (Sigma - Aldrich, catilogo numero H6136, Lote
087K83012), 350mg/1 NaHCO3 (Fluka). Se ajust6 el pH a 7.5 y se esteriliz6 por

filtracion.

Medio RPMI 1640 modificado: 10.4g/1 RPMI (Sigma - Aldrich, catdlogo numero
R4130, Lote 049K8307), 4.2g/1 NaHCO3 (Fluka), 4.3g/1 Glucosa (Sigma - Aldrich),
4.8g/1 extracto de levadura (Sigma - Aldrich). Se ajustd el pH a 7.5, se agrego

gentamicina 50ug/ml concentracion final y se esterilizé por filtracion.

1.2 Extraccion de ARN y proteinas

PBS (Buffer Fosfato salino): 137mM NaCl, 2.7mM KCI, 10mM Na,HPO,, 1.8mM
KH,PO,. Se ajust6 el pH a 7.4 y se esterilizd por autoclavado. En el caso de
utilizarlo para extraccion de ARN se utiliz6 PBS en tabletas (Sigma — Aldrich,

catalogo nimero P4417) disueltas en agua DEPC (Sigma — Aldrich).

2. Preparacidon de material para estudios histologicos
2.1Hibridacién in toto de ARN
PBSTx: PBS — 0.5% Triton-X100

Solucion reductora: 50mM DTT, 1% NP-40, 0.5% SDS en PBS

3. Electroforesis

3.1 Acidos nucleicos

Buffer TAE 1X: 40mM Tris base, 20mM &cido acético, ImM EDTA; pH 8.4.

Buffer de carga 6X: 0.25% Azul de bromofenol, 0.25% Azul de xilencianol, 30%
Glicerol
4. Caracterizacion morfoldgica de células de M. corti

4.1Inmunohistoquimica sobre cortes y suspensiones celulares

Solucion de bloqueo: 1% BSA, 5% suero de oveja (Sigma — Aldrich), 0.05% Tween-
20 en PBS
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4.2Microscopia Electronica de Transmision

PHEM: EGTA 10mM, Pipes 60mM, Hepes 25mM, 2mM MgCl2. Esterilizado por

filtracion.
5. Estudio de Marcadores moleculares de M. corti

5.1. Analisis de expresion espacial del gen pL10
5.1.1 Cuantificacion de sondas marcadas con Digoxigenina

Buffer 1: 100mM Tris — HCl pH 7.5, 150mM NaCl.

Buffer 2: 0.5% w/v agente de bloqueo (Boehringer) en buffer 1

Buffer 3: 100mM Tris — HCl pH 9.5, 100mM NaCl, 50mM MgCl,.

Buffer de revelado: 330ug/ml NBT (Amresco), 167ug/ml BCIP (Amresco) en Buffer 3

5.1.2 Hibridacion iz toto sobre organismos enteros

Proteinasa K: 20ug/ml (New England Biolabs) en PBSTx con 0.1% SDS

Solucion de prehibridacion 50%: Formamida, 5X SCC, 1Img/ml tRNA, 1%
Tween-20

Solucion de hibridacion: 0.Ing/ul de sonda desnaturaliza en buffer de

prehibridaciéon complementado con 5% de sulfato de dextrano.

Solucion de lavado 1: Una parte de Solucion de prehibridacion con una parte de
2X SCC, 0.1% TritonX-100.

Solucion de lavado 2: 2X SCC, 0.1% TritonX-100

Solucion de lavado 3: 0.2X SCC, 0.1% TritonX-100

MABT: 1X MAB, 0.1% Tween-20

Solucion de bloqueo: 5% Suero de caballo en MABT

Buffer AP: 100mM Tris — HCI pH 9.5, 100mM NaCl, 50mM MgCl,.

Reactivo NBT/BCIP: Ready to use tablets (Roche) disueltas en agua o 330ug/ml
NBT (Amresco), 167ug/ ml BCIP (Amresco) en Buffer AP
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5.1.3 Hibridacion iz situ sobre suspensiones celulares

Solucion de prehibridacion: 100 ng/ ml de heparina, 3X SSC, DTT
Solucion de hibridacion: 2 ng/ul de sonda desnaturaliza en buffer de prehibridacion

Solucion de lavado 1: Una parte de Solucién de prehibridacién con una parte de

2X SCC, 0.1% TritonX-100.

Solucion de bloqueo: 2% reactivo de bloqueo, 5% Suero de caballo en MABT

168



Aislamiento, cultivo caracterizacion de células

proliferativas de M.corti

y

Experimental Parasitology 138 (2014) 25-29

Contents lists available at ScienceDirect
Experimental Parasitology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yexpr

Research Brief

A new approach for the characterization of proliferative cells in cestodes @c,ossMark

M.F. Dominguez *', U. Koziol ™!, V. Porro ¢, A. Costabile ™, S. Estrade?, J. Tort“, M. Bollati-Fogolin ¢,

E. Castillo**

@ Seccién Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias, Universidad de la Repiiblica, Montevideo, Uruguay

Y Institute for Hygiene and Microbiology, University of Wiirzburg, Wiirzburg, Germany
“Unidad de Biologia Celular, Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay

9 Departamento de Genética, Facultad de Medicina, Universidad de la Repiiblica, Montevideo, Uruguay

HIGHLIGHTS

RAPHICAL ABST

RACT

« Optimization of a method to obtain
cell suspensions of the cestode
Mesocestoides corti.

« Cell cycle analysis of cell suspensions
by flow cytometry.

« Isolation of cellular fractions in GO/G1
and G2/M phase of M. corti by cell
sorting.

« The cells isolated on the G2/M
fraction have the characteristics of
germinative cells.

« It is possible to obtain RNA from the
cells isolated by FACS.

675

GO/G1 s

ounts

64

G2/M

GO0/G1

G2/M

128

Propidium iodide Area

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 9 November 2013

Received in revised form 8 January 2014
Accepted 16 January 2014

Available online 24 January 2014

Keywords:
Cestodes
Proliferative cells
Flow cytometry
FACS
Mesocestoides corti

1. Introduction

Adult cestodes show constant growth, producing new segments
from the generative region of the neck. Within each segment, male
and female reproductive systems are formed and produce a
massive output of eggs by sexual reproduction. These processes re-
quire abundant cell proliferation and differentiation. Evidence
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Repiblica, Igua 4225, CP 11400 Montevideo, Uruguay. Fax: +598 25258617.
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0014-4894/$ - see front matter © 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.exppara.2014.01.005

Cestodes show a remarkable proliferative capability that sustains the constant growth and differentiation
of proglottids essential for their lifestyle. It is believed that a separate population of undifferentiated stem
cells (the so-called germinative cells) are the only cells capable of proliferation during growth and devel-
opment. The study of this particular cell subpopulation is hampered by the current lack of methods to
isolate it. In this work, we developed a reproducible flow cytometry and cell sorting method to quantify
and isolate the proliferating cells in the tetrathyridia larvae of the model cestode Mesocestoides corti,
based on the DNA content of the cells. The isolated cells display the typical germinative cell morphology,
and can be used for RNA isolation with a yield in the ng to pg range. We expect that this approach may
facilitate the characterization of the germinative cells in M. corti and other model tapeworms.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

from different cestode models indicates that similarly to what hap-
pens in free living flatworms, only undifferentiated stem cells pro-
liferate (the so-called “neoblasts” in free living flatworms and
“germinative cells” in cestodes), whereas differentiated somatic
cells do not divide (Gustafsson, 1990; Koziol and Castillo, 2011;
Reuter and Kreshchenko, 2004). These germinative cells are
thought to be responsible for all cell proliferation and renewal,
although it is not clear so far whether only one or several morpho-
logically similar geminative cell populations exist.

We and others have used Mesocestoides corti as a model to study
the proliferation and differentiation of germinative cells (Espinoza
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et al., 2007; Hess, 1981, 1980; Koziol et al., 2010). M. corti is partic-
ularly well suited for this since it is possible to easily culture and
experimentally manipulate the tetrathyridia larvae in vitro, and
to induce their development into adult worms (Barret et al.,
1982; Markoski et al., 2003; Saldaiia et al., 2001; Thompson
et al., 1982). However, simple methods for rapidly quantifying cell
proliferation and cell cycle parameters in cestodes are currently
lacking, except for hydatid vesicles of Echinococcus multilocularis
(Spiliotis et al., 2008). Methods for isolating cestode germinative
cells would allow in vitro culture and gene expression analyses,
an essential step in characterizing these particular cells. In other
flatworms, X-ray irradiation has been used to eliminate the neo-
blasts from the tissues, and the resulting animals were used for
obtaining the neoblast-specific transcriptome by comparison with
unirradiated controls (e.g. (Eisenhoffer et al., 2008; Rossi et al.,
2007)). In cestodes, however, it appears that even high irradiation
doses are ineffective (Pohle et al., 2011), and our own unpublished
results), making the isolation of germinative cells a more attractive
alternative for gene expression studies. Relatedly, the neoblasts of
planarians have been isolated by cell sorting, based on their size
and DNA content (since neoblasts are small and are the only cells
that proliferate) (Hayashi et al., 2006). These enriched neoblast
fractions were also used to study gene expression in the stem cell
compartment, without any interference from the irradiated differ-
entiated cells (Onal et al., 2012).

In this work, we have developed flow cytometry methods for
the quantification and isolation of proliferating cells in M. corti.
These methods can now be applied for studying the germinative
cells in this model, and are likely to be easily adapted to other
cestode models such as Echinococcus multilocularis larvae (Brehm,
2010a) and Hymenolepis microstoma adults (Cunningham and
Olson, 2010).

2. Materials and methods
2.1. Parasite culture and preparation of dissociated cells of M. corti

Mice infected with M. corti tetrathyridia were kindly donated by
Jenny Saldafa (Laboratorio de Experimentaciéon Animal, Facultad
de Quimica, Universidad de la Reptblica, Uruguay). Parasite re-
moval, culture and induction of strobilization were performed as
previously described (Britos et al., 2000; Koziol et al., 2010).

After 6 days of culture, tetrathyridia were washed with modi-
fied RPMI (Koziol et al., 2010) supplemented with 2 mM ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA). The worms were cut into small
pieces with a scalpel in a Petri dish with a minimal solution vol-
ume. The resultant fragments were incubated in a solution of
0.1% (w/v) trypsin (Sigma-Aldrich) in modified RPMI (lacking fetal
bovine serum) with 2 mM EDTA, during 10 min at 37°C in a
hybridization oven with mild agitation (45 strokes/min). Tissues
were then very gently broken with a mortar mallet on the petri
dish and placed on a magnetic stirrer at low speed for 5 min at
room temperature. The samples were then dissociated into single
cells by gentle pipetting. To inactivate trypsin, 1% fetal bovine ser-
um was added and the cellular debris was allowed to settle. The
supernatant was centrifuged for 5 min at 1300g and the pellet
was re-suspended in 2 ml of modified RPMI supplemented with
2 mM EDTA. The cell mixture was then filtered through 45 pum
pore-size gauze.

2.2. Preparation of single-cell suspensions for fluorescence-activated
cell sorting analysis

Viable single-cell suspensions were identified by selective
staining with Calcein AM (Sigma-Aldrich; excitation 485 nm;

emission 530 nm), an intracellular esterase substrate, useful to
determine the cellular volume of viable cells. Dead cells were iden-
tified by their inability to exclude propidium iodide (Sigma-Al-
drich, excitation 535, emission 560-720 nm). Cell cycle analysis
was performed by staining nuclear DNA with Hoechst 33342
(Invitrogen; excitation 360 nm, emission 400-550 nm). For stain-
ing, single-cells suspensions were incubated at 20 °C for 90 min
in modified RPMI with 2 mM EDTA containing 0.02 pg/mL Calcein
AM. Cells were pelleted by centrifugation at 1300g for 5 min and
resuspended in phosphate buffer saline (PBS) with 2 mM EDTA at
an appropriate cell density. Hoechst 33342 was added at a final
concentration of 5 pg/mL and incubated for 20 min at 37° C. Propi-
dium iodide was added at a final concentration of 2 pug/ml imme-
diately before cytometry.

2.3. Flow cytometric analysis and cell sorting

2.31. Cell-cycle analyses by flow cytometry of fixed cells

The cell suspension was fixed in cold 70% ethanol for at least 2 h
at 4°C. The cells were centrifuged at 1300g for 5 min and resus-
pended in PBS with 2 mM EDTA and 0.1% Triton X-100. Then the
cells were centrifuged again as described above and resuspended
at an appropriate cell density.

Approximately 300,000 cells were treated with 50 pg/ml Ribo-
nuclease A for 15 min at 37 °C and stained with 50 pg/ml of propi-
dium iodide for 15 min at room temperature protected from light.
Flow cytometric analysis was performed using a flow cytometer
CyAn (Beckman Coulter).

2.3.2. Cell-cycle analyses and flow cytometry sorting of live cells

Flow cytometric analysis and cell sorting was performed using a
High-Speed cell sorter MoFlo (Beckman Coulter) equipped with a
solid state diode 488 nm laser and a water-cooled argon ion laser
(Coherent, Innova 90C) tuned to emit at 363 nm of excitation
wavelength. Both lasefs power were set to 100 mW. Analysis of
the following parameters was carried out with Summit 4.3 soft-
ware (Beckton Dikinson): forward-angle light scatter, sideward
scatter, FL 1 channel (530/40 band pass) for Calcein AM detection,
FL 2 channel (580/30 band pass) for propidium iodide and FL 7/FL 8
channels for Hoechst 33342 determination and pulse analysis for
doublets discrimination (pulse-area/pulse height respectively at
450/65 nm range). Cells were sorted using a 70-nm nozzle at a rate
of 500-1500/eps. Sorting mode was set in Sort purify 1-2 drops
Sorting decision was performed using the following gate strate-
gies: FL 1/FL 2 plots to determine viable cells (Calcein AM posi-
tive/propidium iodide negative cells) FL 7/FL 8 Hoechst 33342
pulse analysis for doublet discrimination and G2/M selection and
G1/GO selection.

Cells suspensions and the sorted cells were analyzed with an
Olympus IX81 fluorescence microscope with Filter cube U-MNUA2
and the images were collected with a Hamamatsu Orca ER camera
using program Image Pro version 6.1.

RNA was purified with TRIreagent® (Sigma-Aldrich) and the
quantification was performed using Qubit® RNA BR Assay Kit
(Invitrogen) as instructed by the manufacturer.

3. Results and discussion

3.1. Optimization of dissociation protocols for maximum cell yield,
viability and quantification of proliferating cells

Since it is widely accepted that germinative cells are the only
proliferative cells in cestodes, it is essential for their isolation to
start from cell suspensions with high viability. This would allow
the identification of different phases of the cell cycle, providing a
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tool for their selection. We tested and optimized several methods
to dissociate the tetrathyridia, combining mechanical disaggrega-
tion with different titration series of concentration and incubation
times with trypsin or trypsin-collagenase. To quantify the effi-
ciency of the dissociation protocols in terms of cell yield and viabil-
ity, the dissociated cells were counted, stained with propidium
iodide and analyzed by flow cytometry (viable cells with intact
membranes are not stained). Furthermore, we analyzed the DNA
content of cells by flow cytometry of propidium iodide stained cells
after ethanol fixation, in order to estimate the amount of cells ob-
tained in the different stages of the cell cycle.

Cell suspensions obtained using 0.1% trypsin for 10 min in com-
bination with mild mechanical separation contains less debris,
more viable cells and less doublets of incompletely dissociated
cells as compared to the other methods tested, being the optimal
method described in Section 2.2 (Fig. 1A). With this method, we
could routinely obtain in the order of 107 cells starting from only
200 pl of tetrathyridia, and these cells were on average 90% viable.

We then analyzed the distribution of cells along the cell cycle
(GO/G1, S y G2/M) by propidium iodide staining of fixed cells,
obtaining peaks with an appropriate variation coefficient (CV) of
7.92. In these preparations, we estimated 92% of cells to be in
G0/G1, 3.7% in S and 3.3% in G2/M (Fig. 1B). The cell distribution
is comparable to that observed in other organisms (Kang and San-
chez Alvarado, 2009), indicating that the method is sensitive en-
ough to detect proliferating cells in a pool of heterogeneous cells
derived from the whole parasite. We also wished to determine if

we could detect and reproducibly measure changes in the number
of proliferative cells during development or after experimental
treatments. As a proof of principle, we determined the number of
cells in G2/M after treatment with colchicine, a cytostatic agent
that blocks the exit from M phase. Preliminary results have shown
that after treatment for 12 h with 0.018% colchicine, we could de-
tect an increase in the number of cells in G2/M.

In summary, we developed a dissociation method that com-
bines good yield and cell viability, and that can be used in for quan-
tification of the proliferating cells in Mesocestoides tetrathyridia.

3.2. Isolation of proliferative cells by fluorescence-activated cell sorting

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) strategies have been
applied to isolate highly enriched populations of planarian neo-
blasts (Hayashi et al., 2006; Higuchi et al., 2007). We have adapted
and optimized this FACS-based approach to M. corti in order to iso-
late proliferating germinative cells, by selecting cells in the G2/M
phase of the cell cycle. Single cell suspensions (obtained as de-
scribed in Section 2.2) were triple-stained with Hoechst 33342,
Calcein AM and propidium iodide. Hoechst 33342 is a dye for
DNA that can be applied to live cells, whereas Calcein AM only la-
bels viable cells, with a staining intensity that is approximately
proportional to cell size in other organisms (Hayashi et al., 2006;
Higuchi et al., 2007). We tested and optimized dye concentration
by a titration series of Hoechst 33342 (2, 3, 4, or 5 pug/ml) and Cal-
cein AM (0.35, 0.25, or 0.02 pg/ml). We determined that optimal
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Fig. 1. Flow cytometric cell-cycle analyses of fixed cells with Propidium iodide staining. (A) Representative plots of the cell cycle profile obtained with several trypsin

conc

during the

of dissociation protocols. (B) Representative frequency plots of the cell-cycle profile

from the h

mixture of cells obtained after dissociating complete parasite into individual cells. Cell cycle was determined by counting all the cells in the sample and plotting their

respective DNA content. The two prominent peaks represent GO/G1 and G2/M phase cells, respectively. The i

region peaks S phase cells.
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staining was reproducibly obtained by using 5 pg/ml of Hoechst
33342 for 20 min at 37°C and 0.02 pg/ml of Calcein AM for
90 min at room temperature. The cell suspension is next stained
with propidium iodide to label non-viable cells for later elimina-
tion during sorting. We applied this protocol to samples of M. corti
at different time points after the induction of segmentation by so-
dium taurocholate (TC) treatment, in order to determine the best

time point for the isolation of G2/M cells. We found that within
the first 13 days of culture, the best results were obtained after
6 days of TC treatment, as determined by the absolute number of
cells in G2/M, and the clear separation of the GO/G1 and G2/M
peaks (data not shown).

Labeled cells were subjected to FACS analysis (Fig. 2). First, the
degree of forward-angle light scatter and sideward scatter were
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Fig. 2. Isolation of proliferating cells by FACS (Hoechst 33342/Calcein AM/propidium iodide staining). (A and B) Dot plot of propidium iodide intensity against Calcein AM
intensity (A, control without staining; B, sample), which allows the identification of viable cells (Calcein AM positives/propidium iodide negatives) (C) Dot plot for single cells
(Calcein AM vs Hoechst 33342 area). (D) Dot plot for single cells (Hoechst 33342 lineal vs Hoechst 33342 area). This dot plot allows the identification of the cell population for
sorting based on the DNA content of individual cells, also eliminating cell doublets that have double Hoechst 33342 signal width. The analysis gates from which the cells are
sorted are shown in the frame. (E) Histogram of Hoechst 33342 staining for live cells (from the data of Fig. 2D) reveals different DNA content of the parasite cells, which
correspond to different phases of the cell cycle. The inset shows the RNA isolated from GO/G1 and the G2/M cell fractions. (F) Morphology of cells in the total cell suspensions,

(G) in the GO/G1 fraction and (H) in the G2/M fraction.
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used to exclude non- cellular debris and/or any large cell clumps
present in the samples and selected the singlets by pulse analysis
(data not shown). The samples were then analyzed based on the
intensities of DNA and vital dyes. For the identification of viable
cells, the relative fluorescence intensity of propidium iodide was
plotted against the relative fluorescence intensity of Calcein AM.
The cutoff was selected with an unstained control and single stain-
ing for each dye (Fig. 2A). Fig. 2B shows the identification of viable
cells in the sample in which most of the cells were Calcein AM po-
sitive/propidium iodide negative. The dot plot Calcein AM against
Hoechst 33342 intensity allows the identification of the M. corti
cells population for FACS analyses (Fig. 2C). These cells were se-
lected for cell cycle analysis by Hoechst 33342 staining (Fig. 2D,
E). Based on the DNA content of individual cells, we could clearly
identify the cells in G2/M for sorting. The number of cells in G2/
M obtained by this method is estimated to be 3-5%, which is con-
gruent with the results obtained by propidium iodide staining of
fixed cells (as previously described in Section 3.1). The morpholog-
ical traits of sorted G2/M were examined microscopically. This
fraction consisted of homogeneous cells in terms of size (approxi-
mately 5 um in diameter) and shape (Fig. 2H). These cells were
spherical with large nuclei and scant cytoplasm, which is charac-
teristic of germinative cells (compared with the heterogeneous
morphology of non-sorted cells (Fig. 2F), and cells in GO/G1 phase
(Fig. 2G). With this approach, we could obtain in the order of 10°
cells in G2/M phase from only 600 pl of starting tetrathyridia.
These cells were used for RNA isolation (200-500 ng obtained from
one FACS procedure, Fig. 2E, inset) which has been successfully
used for RT-PCR (data not shown).

In conclusion, we have developed and optimized flow cytome-
try methods to study and isolate proliferating cells in M. corti.
Changes in the cell cycle of the parasite cells could be reproducibly
determined using these flow cytometry assays in live and fixed
cells. Our data indicate that the methodologies described here
can be used to characterize cell cycle phenotypes caused by RNAi
studies (Pierson et al., 2010; Pouchkina-Stantcheva et al., 2013)
or drug treatments (Brehm, 2010b) in Mesocestoides and other lar-
val and adult cestodes. Finally we have succeeded with the combi-
natorial use of the fluorescent dyes Hoechst 33342, Calcein AM and
propidium iodide, which allowed us to isolate GO/G1 and G2/M cell
populations that may be used for gene expression studies and
highly enriched cultures of germinative cells. We expect that this
approach will facilitate the characterization of the germinative
cells in cestodes.
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Cédigos de acceso de secuencias de referencia utilizadas para determinar las relaciones de ortologia con los genes aislados en este trabajo.

Identificador Especie Proteinas DEAD Codigo de Acceso NBCI
Ce_GLH2 Caenorhabditis elegans RINA helicase GLH-2 AAB03337.1
Ce_GLHI1 Caenorhabditis elegans ATP-dependent RIVA helicase glh-1 NP_401063.1
Ce_gRheld Caenorhabditis elegans germline RINA helicase-4 AAMC28387.1
Ce_gRheld Caenorhabditis elegans ATP-dependent RIVA helicase glh-3 NP_401681.1
Ci_DEADbox Ciona intestinalis DEAD-Box Protein NP_001027593.1
D:r_DEADp Darnio rerio putative RINA helicase (DEAD box) CAAT3340.1
Dr_ DEADbox Danio rerio RINA helicase (DEAD box) CAAT2735.1
Dim_Vasa Dyosophila melanogaster Vasa_ DROME NP_723800.1
DiVLGA Dugesia japonica DiVLGA BAA34003.1
DjVLGB Dugesia japonica DjVLGB BAA34004.1
Em_PL10p Echinococcus multilocularis atp dependent rna helicase an (CDI972109.1
Ef PoPL10r Ephydatia fluviatilis PL10-related protein PoPL10 BAB13309.1
Ef PoVASIr Ephydatia fluviatilis Vasa-related protein PoVASI, partial BAB13310.1

Gg_Cvh Gallus gallus Cvh BAB12337.1

Dd_PIVASIx Girardia dorotocephala Vasa-related protein PIVAS] BAB13313.1

Hm_CnPL10r Hydra vulgaris PL10-related protein CnPL10 BAB13306.1

Hm_CnVASIr Hydra vulgaris vasa-related protein CnVAS1 BAB13307.1

MI_DEADbIL Macrostomum lgnano DEAD box helicase CALP1031.1

MI_DEADB2 Maucrostomum lgnano DEAD box helicase CAT21030.1

Mm_DDX3X Mus musculus ATP-dependent RINA helicase DDX3X NP_034138.1
Mm_P110 Mus musculus putative ATP-dependent RNA helicase P110 NP_140068.1

Mm_DDX4 Maus musculus DDX4 Mouse EDL18409
Ng Rhell Neobenedenia girellae RIVA helicase BAF44650.1
Ng Rhel? Neobenedenia girellae RIVA helicase BAF44660.1
Ng_ Rhel3 Neobenedenia girellae RIVA helicase BAF44661.1
Om_Vasa Oncorfrynchus mykiss Vasa NP_001117665.1

Pw_VASAZn Paragonimus westermani VASAZn ABM30180.1
Rn DDX4 Rartus norvegicus RAT DDX4 NP_001071115.1

Sj_belle Schistosoma japonicum belle ANE82510.1
$_DDX3X Schistosoma japonicum ATP-dependent RNA helicase DDX3X CAXT73517.1
5_DDX5p Schistosoma japonicum putative ATP-dependent RINA helicase DDX5 CAX75400.1

Sm_DEADbI Schistosoma mansons putative dead box ATP-dependent RINA helicase CCD75090.1

Sm_DEADbB2 Schistosoma mansons DEAD box ATP-dependent RINA helicase, putative CCD58911.1

Sm_DEADbB3 Schistosoma mansons putative dead box ATP-dependent RINA helicase CCD77209.1

Sm_DEADb4 Schistosoma mansomns DEAD box ATP-dependent RINA helicase, putative CCD58866.1
X1 DDX3 Kenopus lagvis putative ATP-dependent RINA helicase an3 NP_001095245.1
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DDX3X_Homo_sapiens Q00571.3
DDX3X MOUSE 062167.3
DDX3Y_Homo_sapiens 015523.2
DDX3Y_MOUSE (062095.2
DDX3L_MOUSE_pLl10 P16381.1
DDX4 Homo_sapiens_vasa QONQI0.2
DDX4 MOUSE_vasa Q614062
DDX43 Homo_sapiens NP 061135.2
DDX53_Homo_sapiens Q86TMS3.3
DDX5_Homo_sapiens_p68 P17844.1
DDX5 MOUSE_p68 Qel656.2
DDX17 Homo_sapiens_pi2 (002841.2
DDX17 MOUSE Q30176.1
DDX42_Home_sapiens 086XP3.1
DDX42 MOUSE QB10A7.3
DDX23 Homo_sapiens AAHO2366.1
DDX 46 _Homo_sapiens NP_035644.2
DDX46 Mus_musculus AAH2240.1
DDX4]_Home_sapiens QouIve.2
DDX4I Mus_musciclis AAHI11308.1
DDX] Homo_sapines (J024002
DDXI Mus_musculus NP_598801.1
DDX24 Homo_sapiens QOGZR7.1
DDX24 MOUSE QOESV0.2
DDX59 Homo_sapiens Q5T1Vs.1
DDX50 MOUSE QODEN9.1
DDX52_Homo_sapiens QOY2R4.3
DDX28 Homo_sapiens NP_060850.2
DDX28 Mus_musculus NP_082314.2
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Cédigos de acceso de secuencias de referencia utilizadas para identificar genes pertenecientes DEAD helicasas.

Proteinas DEAD (especie)

Numero de Acceso

elF4] Homo sapiens Pe0842
elF4l Mouse Po0843
RCK_Homo_sapies BAAQ4482
DDX6_mouse Pa4823
DdxIPA4_Homo_sapiens AAHOS162
DdxI0q_ Mus_musculus AAHI1270
DDX25 Homo_sapiens QOUHLOD
DDX25 Mus_musculus AAHB1130
DX398 Homo_sapiens (13838
DX308 MOUSE QOZINS
DDX20_Homo_sapiens QOITY4
DDX20 MOUSE QOUHI6
DDX18 Homo_sapiens BAAQ1700.1
DDX18 Mus_ musculus NP_080136.2
DDXI10_Homo_sapiens AAHD3IA54.1
DDX10 Mus_musculus AAHZ3303.1
DDX55 _Homo_sapiens AAH30020.1
DDX55 Mus_musculus BAC28450.1
DDX31_Homo_sapiens AAHI2726.2
DDX31 Mus_musculus NP_001028466.2
DDX47 Homo_sapiens QOHOS4.1
DDX47 MOUSE QOCWXO
DDX40 Homo_sapiens AAHO2674
Ddx27_Homo_saptens Q06G07T
Didx27 Mus_muscudus AAHI11321
DDX54 Homo_sapiens AATBH336
DDX54 MOUSE Q8K4L0
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Numero de ID

E. multilocularis

M. corti

3. Codigos de ID de secuencias de E. multilocularis, M. corti y S. mansoni utilizadas para identificar genes pertenecientes DEAD

5. mansoni

Emul_000511750

MCOS_0000588301

Smp_157660.1

Emul_ 001003500

MCOS_00005850101

Smp_094020.1

Emul_000300600

MCOS_0000585001

Smp_031010.1

Emul_001058400

MCOS_0000076501

Smp_172030.1

Emul_0001594600

MCOS_0000755201

Smp_133120.1

Emul_000545600

MCOS_00007585701

Smp_133120.2

Emul_ 000567300 |MCOS 0000441101 |Smp_158370.1
Emul_000055400 |MCOS_0000044301 |Smp_0396530.1
Emul_000793400  |MCOS 0000370501 |Smp_033710.1
Emul_000640000 |MCOS5_0000374401 |Smp_013750.1
Emul_000122300 |MCOS_0000465801 |Smp_154320.1
Emul_000086400  |MCOS_ 0000222201 |Smp_069600.1
Emul_001183300 |MCOS_0000251701 |Smp_068440.1

Emul_001193600

MCOS_0000014501

Smp_182110.1

EmuJ_000035000

MCOS_00006583001

Smp_211330.1

Emul_000853100 |MCOS_0000174401 |Smp_163110.1
Emul_000057300 |MCOS_0000147201 |Smp_131770.1
Emul_ 000505800 |MCOS 0000464601 |Smp_146340.1

Emul_000505100

MCOS_0000542101

Smp_213800.1

Emul_000777250

MCOS_0000000301

Smp_171180.1

Emul_ 000110700 |MCOS_0000419701 |Smp_057020.1
Emul_000150000 |MCOS_0000489201 |Smp_047110.1
EmuJ_000127400 |MCOS_0000656401 |Smp_131360.1
Emul_000789550 Smp_090440.1

Emul_0010%94300

Smp_020200.1

EmuJ_0003463900

Smp_174210.1

Emul_000666300

Smp_166400.1

Emul_000123700

Smp_123410.1

Emul_001058000

Smp_123410.2

Emul_000341500

Smp_097660.1

Emul_000346000

Smp_003660.1

Emul_001180000

Smp_093690.1

Emul_001197500

Smp_093690.2

Smp_034190.1

Smp_034190.2

Smp_127120.1
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