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Resumen.

Los platelmintos pardsitos son organismos de gran importancia a nivel sanitario y
econdmico. Dentro de estos parasitos, los cestodos son un subgrupo, los cuales presentan
ciclos de vida complejos que pueden involucrar a varios hospederos. A lo largo de su ciclo
de vida se identifican tres estadios bien diferenciados: oncdsfera (primer estadio larvario),
metacestodo (segundo estadio larvario) y adulto.

Los sistemas de neurotransmisién de los platelmintos pardsitos son considerados
posibles blancos para el desarrollo de nuevos farmacos contra estos organismos. En este
trabajo se indagd en la presencia de sistemas de neurotransmision clasica vy
neuropeptidérgica en el ciclo de vida de cestodos, utilizando a Hymenolepis microstoma
como modelo de estudio. Se buscaron genes relacionados a estas vias de sefializacién en el
genoma de H. microstoma y otros platelmintos pardsitos por métodos bioinformaticos,
demostrando la pérdida evolutiva de algunos sistemas de neurotransmisién clasica en
cestodos como ser dopamina, octopamina, tiramina, histamina y GABA. Por otro lado, se
demostré la presencia de los genes necesarios para las vias serotoninérgicas, colinérgicas y
glutamatérgicas. Ademas, nuestro grupo describié previamente una gran cantidad de genes
de neuropéptidos en el genoma de H. microstoma, muchos de los cuales fueron validados
mediante peptidomica y utilizados como base para el estudio de estos sistemas en esta
tesis.

Se detectdé mediante analisis transcriptdmicos, RT-PCR e hibridacién in situ
fluorescente la expresién diferencial de genes relacionados a las vias de neurotransmision
clasica y peptidérgica en los diferentes estadios del ciclo de vida de H. microstoma. En el
estadio adulto se identificé la expresion de genes marcadores de cada una de estas vias en
forma localizada al sistema nervioso. En cambio, en el estadio de oncdsfera, sumamente
reducido en tamafio y morfologia, sélo existe expresién de marcadores glutamatérgicos y
peptidérgicos. En particular nuestros resultados sugieren que existen solamente dos a tres
células peptidérgicas en la oncdsfera, en donde detectamos la expresién de un nuevo
neuropéptido especifico de este estadio.

Se realizaron estudios funcionales in vitro para analizar a los sistemas de
comunicacidon peptidérgicos, mediante el agregado de neuropéptidos sintetizados
guimicamente y de drogas que afectan las vias de sefializacién de segundos mensajeros que
estos sistemas comunmente utilizan. Los estudios funcionales consistieron en estudios de
motilidad de oncdsferas y metacestodos activados de H. microstoma, y de larvas de
Mesocestoides corti (otro cestodo modelo). Comprobamos que la motilidad de estas larvas
es afectada por inhibidores de las vias de proteinas quinasas A y C, y se detectd que el



neuropéptido denominado Npp-33 (homodlogo del neuropéptido SIFamida descrito en otros
animales) promueve la motilidad de las larvas in vitro. También se realizaron estudios de
los efectos de los neuropéptidos sintéticos sobre el crecimiento y desarrollo de los
metacestodos activados de H. microstoma en cultivos in vitro, en donde se obtuvieron
resultados preliminares que sugieren un rol regulatorio de la proliferacién celular por parte
de los sistemas neuropeptidérgicos.

El trabajo realizado durante esta tesis permitié un amplio estudio de los sistemas de
comunicacion neuropeptidérgica en las diferentes etapas del ciclo de vida de los cestodos,
utilizando a H. microstoma, que permitid introducir en Uruguay a un organismo novedoso
en esta area de estudio.



Introduccion.

- Generalidades de los cestodos:

Los platelmintos, también llamados gusanos planos, son un grupo de animales que
comprende tanto organismos de vida libre como asi también parasitos. Los platelmintos
pertenecen a los protostomados, un gran grupo de animales invertebrados que es uno de
los dos grandes grupos que dividen a los denominados animales bilaterales (organismos con
simetria bilateral). Dentro de los protostomados existen dos grandes grupos: ecdysozoa y
lophotrochozoa, en el primero se agrupan (entre otros filos) los artréopodos y los
nemdtodos, mientras que en el segundo se encuentra, junto a otros grupos, a moluscos,
anélidos y a los platelmintos [1,2]. En la Figura .1 se muestra una filogenia con la disposicidn
de estos grupos en el arbol evolutivo.

Dentro de los platelmintos, existe un clado compuesto exclusivamente por animales
parasitos, este grupo recibe el nombre de Neodermata [3], nombre dado por el tegumento,
0 neodermis, que recubre a estos organismos, siendo un sincitio celular especializado de
gran importancia para su vida como pardasitos. En la Figura .1 B puede observarse un arbol
filogenético simplificado de los platelmintos, en donde se muestran a los tres grandes
grupos dentro de Neodermata: Monogéneos, Trematodos y Cestodos. En este trabajo nos
enfocaremos en los cestodos, un grupo de platelmintos pardsitos con ciclos de vida
complejos. La variedad de especies de cestodos es tan grande, que se ha postulado que
para practicamente todas las especies de vertebrados conocidas existe una especie de
cestodo que la puede parasitar [4]. Por estas razones los cestodos son responsables de
problemas sanitarios y econdmicos en todo el mundo, ya que tanto el humano como los
animales domésticos pueden verse afectados por estos pardsitos. Existen estudios previos
en Uruguay, por ejemplo, que muestran el impacto econédmico del cestodo Echinococcus
granulosus. Este cestodo causaba, en el afio 2000, un costo total de 2,9 a 22 millones de
délares americanos por afio en nuestro pais [5]. Por otro lado, las enfermedades causadas
por estos organismos representan a algunas de las llamadas “enfermedades desatendidas”,
ya que infectan en mayor medida a la poblacion mundial vulnerable (niveles altos de
pobreza, junto a escasos habitos de higiene y procesamiento de sus alimentos). Las escasas
opciones terapéuticas que hoy en dia existen contra estos parasitos, junto a evidencias de
resistencia frente a las drogas actuales mostradas por algunas especies de cestodos y de
otros platelmintos parasitos [6,7] da cuenta de la urgencia de conocer mas sobre la biologia
de estos animales, para a través de un mejor entendimiento de la misma desarrollar nuevas
alternativas terapéuticas para enfrentar a las enfermedades que generan.
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Figura I.1. Localizacion de los cestodos en el arbol evolutivo de los animales. A, se muestra un arbol
filogenético simplificado, en donde se destaca la localizacién de los platelmintos en el arbol evolutivo de los
Metazoa. B, arbol filogenético simplificado de los platelmintos, en donde se observa al grupo monofilético de
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muestran a los “No Neodermata” comunmente llamados “Turbellaria”, aunque este término carece en la
actualidad de soporte evolutivo y se ha convertido en meramente descriptivo.

Los cestodos generalmente parasitan a mas de un hospedero a lo largo de su ciclo
de vida, en el cual tienen tres etapas bien marcadas: oncdsfera, metacestodo y adulto [8].
El ciclo comienza con los huevos, que contienen a la oncdsfera, una larva reducida en
tamafio y morfologia (de unos 30 um), la cual posee 6 ganchos que le da el nombre
alternativo de hexacanto y que utiliza para fijarse y atravesar el tubo digestivo. Los ganchos
pueden moverse por estar acoplados a un sistema muscular, que se cree es coordinado por
un sistema nervioso (SN) reducido, descripto en algunas especies por la presencia de
Unicamente un par de células nerviosas [9], aunque la identidad de éstas células cémo
células nerviosas aun no ha sido debidamente confirmada. Al ingresar en el hospedero
apropiado, la oncdsfera sufre un proceso de metamorfosis en el que se dan cambios
morfoldgicos profundos, generando tejidos de novo para asi alcanzar el estadio de
metacestodo (segundo estadio larvario). EI metacestodo generalmente se encuentra
enquistado y quiescente. En este estadio puede darse reproduccién asexual de las larvas,
aungue esto se da en unas pocas especies de cestodos, como Echinococcus spp., siendo un
proceso atipico [10]. Al ser ingerido por el hospedero definitivo, el metacestodo tiene una
forma similar a la del escdlex del adulto, con los érganos de fijacion caracteristicos de cada
especie, sin presentar aun la tipica segmentacién ni el desarrollo del aparato reproductor,
estructuras que son generadas post-implantacién. El adulto estd formado por un extremo
anterior, el escélex, con drganos de fijacion al hospedador, compuesto generalmente por
cuatro ventosas y una corona de ganchos (rostelo). El escélex es seguido por una cadena de
segmentos (o progldtides) cada uno de los cuales desarrolla los sistemas de reproduccién




tanto masculino como femenino completos, denominada la estrobila. La regidn
inmediatamente posterior al escélex (llamada cuello o regidn germinativa) genera
proglétides continuamente, por lo que las proglétides nuevas, las mas inmaduras, son las
mas cercanas al escélex y las mas alejadas las mds desarrolladas. Recientemente se ha
demostrado, en el cestodo Hymenolepis diminuta, que las células diferenciadas de la region
anterior del cuello proveen de un nicho para el mantenimiento de la capacidad de las células
madre inmediatamente posteriores, para que formen segmentos en forma continua, siendo
requerida la presencia de un escélex para mantener el estado indiferenciado [11]. En los
proglétides mas desarrollados se genera por reproduccién sexual la formacion de nuevos
huevos que contienen oncdsferas. Estos huevos seran liberados en las fecas, para ser
ingeridos nuevamente por un hospedero intermediario, completando el ciclo.

En el estadio adulto existe un SN formado por dos ganglios cerebroideos ubicado en
el escdlex, unidos por una comisura central, junto a otros ganglios asociados al rostelo, y
varios cordones nerviosos longitudinales que se extienden a lo largo de todo el cuerpo.
Dentro de los cordones nerviosos existen dos cordones nerviosos laterales principales, y
junto a estos cordones se encuentran otros dos cordones nerviosos laterales a cada lado,
uno ventral y uno dorsal, al conjunto de todos estos cordones los denominaremos en
conjunto como cordones nerviosos laterales. En la parte media se encuentra
adicionalmente un par de cordones mediales ventrales y otro par de cordones dorsales, a
los que denominaremos en conjunto como cordones nerviosos mediales. Finalmente, estos
cordones longitudinales se conectan por fibras nerviosas transversales (FNT) que conectan
los cordones de un lado a otro (Figura 1.2). Esto genera un aspecto simétrico del SN de los
cestodos, tanto en el eje izquierda derecha como en el sentido dorso-ventral de la pared
corporal y de los musculos que inervan, que también son simétricos [12]. No es simétrica,
en cambio, la inervacién del aparato reproductor, en forma relacionada a la asimetria de
estos aparatos.
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Figura 1.2. Sistema nervioso de un cestodo adulto. Modificado de Halton & Maule, 2006 [12].

Dentro de las especies de cestodos que causan las enfermedades mas graves
encontramos a Echinococcus multilocularis, Echinococcus granulosus y Taenia solium. Estas
especies son dificiles de estudiar directamente por tener condiciones de mantenimiento
demandantes, tanto del punto de vista de bioseguridad, como de sus costos asociados a la
infeccion, en algunos estadios, en animales de gran porte. Por este motivo, otras especies
de cestodos han sido tomadas como modelos de estudio para indagar en la biologia basica
de estos parasitos. Idealmente, los modelos a utilizar deben ser cercanos filogenéticamente
a los organismos de interés, este es el caso de Hymenolepis microstoma y Mesocestoides
corti que pertenecen al orden ciclofilidea. Este orden de cestodos terrestres, incluye a




Taeniidae (en donde se encuentras las especies antes mencionadas que producen
infecciones graves) y otras especies de importancia sanitaria y/o veterinaria. En Uruguay se
ha utilizado previamente a M. corti como modelo de estudio de cestodos ciclofilideos [13—
16]. M. corti genera infecciones en raton en su forma de metacestodo (llamada tetratiridios
en esta especie), generando una gran cantidad de material biolégico para trabajar, lo cual
es una de sus grandes ventajas. Por otro lado, una de las principales limitaciones de M. corti,
es que no es posible acceder facilmente a todas las etapas de su ciclo de vida en condiciones
de laboratorio, incluso uno de los hospederos de su complejo ciclo de vida sigue sin ser
identificado [17]. Otro modelo de estudio de cestodos ciclofilideos, que si permite
facilmente el acceso a todas las etapas de su ciclo de vida, es H. microstoma, comunmente
llamado “Tenia de ratén”, el cual se ha implementado de forma relativamente reciente para
su estudio en nuestro laboratorio y nuestro pais. H. microstoma es el cestodo
principalmente utilizado en el presente trabajo, y los detalles de este organismo se
describen a continuacion.

- Hymenolepis microstoma como organismo modelo:

Hymenolepis microstoma es un modelo muy completo para el estudio de la biologia
de los cestodos, presentando varias ventajas para su uso en investigacién [18]. Desde el
punto de vista de bioseguridad, se destaca que este organismo no causa infecciones en
humanos, salvo casos excepcionales, mas especificamente un reporte de cuatro personas
en Australia con una coinfeccion con Hymenolepis nana [19]. Por otro lado, es posible
acceder a todas las etapas de su ciclo de vida de forma sencilla, dado que sus hospederos
naturales son de facil mantenimiento en el laboratorio. El ciclo de vida de H. microstoma
tiene dos hospederos, el hospedero intermediario es el escarabajo de la harina, Tribolium
confusum (aunque también pueden utilizarse escarabajos T. castaneum, Tenebrio molitor,
y Oryzaephilus surinamensis), y el hospedero definitivo es el ratéon, Mus musculus, ambos
relativamente faciles de mantener desde el punto de vista logistico y econdmico. Su ciclo
de vida presenta tres etapas principales: la oncdsfera (primer estadio larval), el
metacestodo (segundo estadio larval, llamado cisticercoide en esta especie) y el adulto (la
etapa en la que se producen érganos reproductores y que por reproduccion sexual genera
los huevos que contienen nuevas oncésferas), un esquema de este ciclo de vida puede
observarse en la Figura I.3. En la naturaleza, los ratones ingieren a un escarabajo infectado
con cisticercoides de H. microstoma. El cisticercoide completamente desarrollado en su
forma enquistada tiene un tamafio de unos 500 um, aunque puede seguir creciendo hasta
unos 3 mm si tiene suficiente espacio, y persiste mucho tiempo dentro de los escarabajos
(hasta que estos mueren). Al ingresar al sistema digestivo del ratén los cisticercoides se



activan, este proceso consiste en la degradacion de los tejidos protectores de esta larva
enquistada, y la salida, desde una zona denominada cdpsula, del cisticercoide activado de
unos 150 um de largo. El cisticercoide activado es muy similar al adulto, e incluye al escélex,
con las cuatro ventosas y la corona de ganchos, junto a la regién del cuello, aunque con
estas estructuras mds pequeiios que en el adulto. Luego de activarse las larvas comienzan
a moverse, fijdndose con sus ventosas y su corona de ganchos al intestino, para
posteriormente migrar y establecer la infeccidon en el ducto biliar del ratén, en donde se
desarrollaran como adultos (alargandose y generando segmentos). El adulto es el mas
grande de los estadios, llegando a medir varios centimetros de largo dentro del intestino
del raton. El tamafio de los segmentos es variable, dependiendo de su grado de maduracion.
Por ejemplo, la zona del cuello tiene unos 250 um de ancho mientras que los segmentos
mas desarrollados rondan el milimetro. Los segmentos van desarrollandose de la siguiente
manera: comienzan sin estructuras internas definidas, posteriormente desarrollan un
primordio genital desde el cual se desarrolla inicialmente el aparato reproductor masculino,
y luego el femenino, lo que permite que se dé la fecundacion para comenzar la generacion
de huevos dentro del utero. Cada segmento generard tanto los érganos reproductores
femeninos como masculinos, y los huevos se producirdn por medio de reproduccion sexual
por autofecundacion o fecundacién cruzada. Los huevos contienen a las oncésferas, las
cuales son liberadas al medio externo junto con las heces del ratén. Los huevos de H.
microstoma con sus correspondientes membranas protectoras (cascara y membranas
internas) mide en su totalidad unos 60 um, mientras que la oncésfera activada (al
eclosionar) tiene un tamafio de unos 30-35 um. Los huevos asi liberados pueden ser
ingeridos por escarabajos, en este proceso de ingestion la cascara de las oncdsferas se
rompe, junto con sus membranas internas, estimulando que las mismas se activen y
comiencen a moverse. El movimiento de las oncdsferas consiste en un movimiento ciclico
de extensidn y retraccién de sus ganchos, gracias a este movimiento atravesaran el intestino
de los escarabajos y se localizaran en el hemocele, en donde se desarrollaran como
cisticercoides, completando el ciclo. Las oncésferas se desarrollan en cisticercoides en
aproximadamente una semana, mientras que los cisticercoides se desarrollan en adultos
con segmentos gravidos en aproximadamente 14 dias, por lo que en menos de un mes se
puede completar el ciclo de vida [18]. En condiciones de laboratorio, los cisticercoides
desarrollados son facilmente extraidos por diseccion de escarabajos y pueden ser
introducidos en el sistema digestivo de ratones por una sonda gastrica, generando la
infeccion de los mismos. Los adultos pueden ser recolectados de ratones mediante
diseccion del intestino y el ducto biliar, de esta forma se pueden conseguir segmentos
gravidos (que contienen oncdésferas), estos son expuestos a los escarabajos que los ingieren,
infectando a los escarabajos y de esta forma completando el ciclo de vida.




El genoma de H. microstoma fue publicado en 2013 [20] y mejorado en 2020 [21],
lo cual es una gran ventaja para poder utilizar diferentes técnicas de biologia molecular en
este organismo. Ademds se ha encontrado que en este modelo es factible realizar
aproximaciones experimentales mediante ARN de interferencia (ARNi) en la etapa de
cisticercoide, para evaluar la funcion de diferentes genes mediante supresién de la
expresion génica por este método [22]. H. microstoma tiene la particularidad de ser un
modelo en el cual se realizé una gran cantidad de investigacién en el siglo pasado, y que en
los ultimos anos ha resurgido el interés en utilizarlo para investigacién de cestodos, por sus
caracteristicas ventajosas antes mencionadas. En este sentido, muchos de los articulos
descriptivos del mantenimiento de las diferentes etapas del ciclo de vida de este organismo
en cultivo requieren de cierto cuidado, por su antigliedad, para extrapolar la informacion
alli descripta y trabajar adecuadamente en la actualidad [23-27]. Gran cantidad de
informacidén sobre la biologia de este organismo también es producto de la extrapolacién
de resultados obtenidos de otras especies de Hymenolepis como H. diminuta y H. nana, por
ser muy cercanas evolutivamente.

Huevo/Oncdsfera

Adulto

Mus musculus Tribolium confusum

Ingesta de escarabajos infectados por parte
del raton

Desarrollo de los cisticercoides en adultos dentro del sistema digestivo de los ratones

Figura 1.3. Ciclo de vida de Hymenolepis microstoma. Se muestran los tres estadios principales del ciclo de
vida de H. microstoma y sus dos hospederos. En las flechas azules se muestra el desarrollo desde cada etapa
de del ciclo de vida de H. microstoma hacia la siguiente. En flechas verdes se muestran los roles clave de los




hospederos en la naturaleza para cerrar el ciclo. Las barras de escala son de 25 um en la oncdsfera y de 50 um
en cisticercoide y adulto.

La estructura del sistema nervioso de H. microstoma varia a lo largo de su ciclo de
vida. Se ha propuesto que el sistema nervioso de las oncésferas, en H. diminuta, esta
compuesto Unicamente por 2 o 3 células nerviosas con axones que proyectan sobre la
region de los ganchos posteriores. Estas células nerviosas fueron descriptas mediante
tincidn con un anticuerpo contra Tubulina acetilada, un marcador de microtubulos
estabilizados que detecta, entre otras estructuras, a las proyecciones neuronales [28]. A su
vez la presencia de células neuronales en oncdsferas también ha sido demostrada por
microscopia electrénica de transmision (MET) en Hymenolepis nana [29]. El conjunto de
neuronas reducido en oncdsferas parece ser conservado entre cestodos ya que también se
han observado al par de células nerviosas en la zona central de oncdsferas en E.
multilocularis [30] y en Mosgovoyia ctenoides [9], entre otras especies. Al infectar al
hospedero intermediario las oncdsferas pierden sus diferentes tejidos diferenciados (entre
ellos el nervioso), para generar durante la metamorfosis a cisticercoide tejidos
diferenciados de novo a partir de sus células madre [31]. El sistema nervioso del adulto
cumple en lineas generales con lo descripto previamente para los adultos de cestodos en
general (Figura 1.2), con los ganglios cerebrales, los ganglios asociados al rostelo y los
cordones nerviosos laterales, mediales y transversales. El sistema nervioso de los
cisticercoides es muy similar al del adulto, y ha sido estudiado en detalle mediante
microscopia electrdnica evidenciando la presencia de 3 grupos principales de ganglios que
componen al SN central (SNC) [32] y la presencia de células nerviosas con cuatro tipos
diferentes de vesiculas sinapticas, que llevaron a la clasificacion de 4 tipos neuronales (un
tipo de neuronas sensoriales, dos tipos de interneuronas y un cuarto tipo con caracteristicas
de inter y motoneuronas) [33]. Los estudios del sistema muscular y los mecanismos de
innervacion en este cestodo, mostraron una intrincada conexién neuro-muscular, donde
cada fibra muscular puede estar en contacto sindptico con mds de una neurona, y cada
neurona realiza contactos sindpticos con multiples fibras musculares [34]. En estos estudios
ultraestructurales se encontraron prolongaciones neuronales con vesiculas denominadas
de nucleo denso, evidenciando la presencia de células neurosecretoras, o
neuropeptidérgicas [35,36]. Este tipo de células, son bdsicamente células nerviosas que
sintetizan y secretan péptidos de pequeio tamafio denominados neuropéptidos. Otros
estudios realizados mediante MET de la zona del cuello y el escélex en adultos de H. nana 'y
H. diminuta, llevaron a la postulacion de la presencia de glandulas unicelulares, algunas en
la zona de cuello y otras en estrecha relacién a la musculatura de las ventosas [37]. Estos
sistemas de comunicacion neuropeptidérgicos son el foco de investigacidn de este trabajo,




gue busca caracterizar a los mismos en el ciclo de vida de los cestodos, utilizando a H.
microstoma como modelo central de estudio. Las caracteristicas generales de los
neuropéptidos son descriptas a continuacion.

- Generalidades de los Neuropéptidos:

Los neuropéptidos u hormonas peptidicas son péptidos de pequefio tamafio,
tipicamente entre 4 y 40 aminodcidos, sintetizados y liberados tanto por células nerviosas
como enddcrinas. Los neuropéptidos se utilizan como mecanismos de comunicacién celular
siendo liberados al medio circundante o al torrente sanguineo (actuando como hormonas).
Los neuropéptidos actlian en conjunto con neurotransmisores clasicos, y tienen diferentes
efectos en las células receptoras, incluyendo efectos inmediatos (por ejemplo, afectando a
la regulaciéon del potencial de membrana de la célula receptora, lo que en neuronas puede
afectar la probabilidad de disparar un potencial de accién) asi como efectos a largo plazo,
modificando la regulacidon de la expresion génica, sinaptogénesis, entre otros. [38]. Muchos
neuropéptidos y sus efectos han sido estudiados en invertebrados [39], mostrando una gran
diversidad de funciones en las que estdn involucrados estos sistemas en diferentes
organismos.

A diferencia de los neurotransmisores clasicos que son producidos en las terminales
sindpticas por enzimas especificas, los neuropéptidos son producidos, como otras proteinas
de secrecién, en ribosomas asociados al Reticulo Endoplasmatico Rugoso, posteriormente
pasan al Aparato de Golgi y finalmente son transportados en vesiculas de secrecion, siendo
acumulados en estas ultimas. Las vesiculas de secrecién en donde se acumulan los
neuropéptidos son denominadas de nucleo denso. A modo general, las vesiculas sindpticas
pueden clasificarse en dos grandes grupos por su aspecto al MET [40]: las vesiculas de
nucleo denso, originadas por sintesis en el Aparato de Golgi y asociadas a secreciones del
tipo peptidicas, y vesiculas pequenas de nucleo liucido, asociadas al almacenaje de
moléculas de pequefio tamafio (como acetilcolina o glutamato), utilizadas en Ia
neurotransmision denominada clasica (en el primer capitulo de la seccidn de resultados se
da informacidon mas detallada de las vias de neurotransmision clasica).

La maduracidén de los neuropéptidos es un proceso particular con varios pasos, los
cuales se esquematizan en la Figura 1.4 y se detallan a continuacién. Los genes de
neuropéptidos generan ARN mensajeros, que al traducirse generan un denominado
prepropéptido, un péptido inmaduro que contiene un péptido sefial y a una o mas
porciones peptidicas que no seran incluidas en los péptidos maduros. Los péptidos maduros
son la o las porciones peptidicas de los prepropéptidos que finalmente seran utilizados para



la comunicacion celular. En los primeros pasos de maduracion, se da la remocion del
péptido sefal. El péptido resultante, aun inmaduro, se pasa a denominar propéptido.
Posteriormente, el propéptido sufre un clivaje en sitios dibasicos (o raramente
monobadsicos) de Arginina y Lisina, mediante enzimas prohormona convertasas especificas
de la familia PCSK (por su nombre en inglés, Proprotein convertase subtilisin/kexin family).
Dentro de la familia PCSK en diferentes especies de animales hay dos prohormona
convertasas que se encargan del clivaje de la mayoria de los neuropéptidos en las vias de
secrecion reguladas en neuronas y células enddcrinas, denominadas PC2 y PC1/3 [41]. Si
bien los clivajes mediados por PCSK pueden ser considerados las vias candnicas y mas
conocidas en este proceso de sintesis, en trabajos recientes se ha encontrado que otras
proteinas pueden encargarse de los clivajes para la maduracién de neuropéptidos, en
particular la L catepsina ha demostrado tener un rol sumamente importante para la
maduracion de algunos neuropéptidos [42,43]. Por otro lado, existen otros péptidos no
neurales, como la bradiquinina y la angiotensina procesados por otras enzimas para la
formacién de péptidos maduros [44]. Por ejemplo, para el procesamiento de la angiotensina
tienen un rol catalizador las enzimas convertidoras de angiotensina 1 y 2 (ACE1 y ACE2,
respectivamente, es interesante destacar, por el contexto coyuntural en el que se escribe
esta tesis, que se ha descripto que la enzima ACE2 es el receptor del virus SARS-COV-2 [45]).
Luego del clivaje de los neuropéptidos, el proceso de maduracion continda, removiendo a
los aminoacidos remanentes en los extremos (Argininas y Lisinas, de los sitios de clivaje)
mediante Carboxipeptidasas E, y posteriormente se pueden dar una serie de modificaciones
postraduccionales para completar la maduracién. Una de las modificaciones
postraduccionales mas tipicas, estd dada por la amidacién del extremo C-terminal de los
neuropéptidos, por la modificacidon de una glicina presente en esta posicién en particular
(luego del clivaje y de la remocidn de los sitios de corte). En los animales este proceso puede
darse de dos maneras, por una reaccidn secuencial de dos enzimas PHM y PAL (siglas por
sus nombres en inglés, peptidylglycine a-hydroxylating monooxygenase, y peptidyl o-
hydroxyglycine a-amidating lyase, respectivamente) y/o por una Unica enzima bifuncional
denominada PAM (sigla por su nombre en inglés, peptidylglycine a-amidating
monooxygenase) que produce ambas reacciones secuenciales. La presencia de estas
enzimas es variable entre los diferentes grupos [46]: en mamiferos el proceso se da por la
enzima bifuncional PAM, en Drosophila melanogaster por las enzimas PHM y PAL por
separado, mientras que en el platelminto parasito Schistosoma mansoni estarian presentes
las tres enzimas PAM, PHM y PAL, la presencia de estas tres enzimas en el genoma parece
ser ancestral entre bilaterales, perdiéndose algunas de ellas a lo largo de la evolucién.
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Figura 1.4. Esquema del proceso de sintesis de Neuropéptidos. Modificado de Li and Kim, 2008 [47].

Los neuropéptidos generan cambios sobre las células blanco al interactuar con
receptores especificos, acoplados usualmente a proteinas G (GPCRs, por su nombre en
inglés, G protein-coupled receptor). El modo general de accién de los GPCRs es mediante
cambios conformacionales que sufren al unirse a su ligando, generando este cambio una
modificacidn en la proteina G que tienen acoplada. Estas proteinas G se componen de tres
subunidades a, B y v, los cambios conformacionales se dan en la subunidad a la cual esta
acoplada a un GDP en su modo inactivo, y al ser el receptor activado por su ligando se
produce un cambio conformacional en esta unidad a que estimula la unién a un GTP, lo cual
a su vez generara otro cambio conformacional que liberara a la subunidad a de las otras
dos subunidades. Estas subunidades al ser activadas interactian con diferentes proteinas
para continuar con la via de sefalizaciéon en la que estén involucradas. Estas vias de
comunicacidon generalmente funcionan mediante cascadas de segundos mensajeros,
principalmente por medio de las vias de PKA y PKC (siglas por sus nombres en inglés, protein
kinase A, y, protein kinase C, respectivamente).



La via de PKA (Figura 1.5, A) estd dada por la activacion de una proteina G a
estimuladora (Gs) la cual interaccionara con una enzima adenilato ciclasa, la cual se
encargara de producir AMP ciclico (AMPc) a partir de ATP [40,48,49]. Este AMPc es lo que
se considera el segundo mensajero de la via, ya que de él depende la actividad de PKA, la
proteina quinasa principal de esta via de sefalizacién. PKA tiene dos subunidades, una
reguladora (PKAreg) y una catalitica (PKAcat), la PKAreg mantiene inactiva a la PKAcat que
es la que tiene la actividad quinasa. Al unirse AMPc a la PKAreg esta deja de interaccionar
con PKAcat permitiendo que fosforile diferentes sustratos generando modificaciones a
corto y largo plazo. Las modificaciones a corto plazo estdn dadas, por ejemplo, en la
modificacion de canales idnicos, activando o inhibiendo su apertura, o promoviendo la
disposicion de mds o menos canales en la membrana celular, entre otros. Por otro lado, las
modificaciones a largo plazo estan dadas por la modificacidn de la expresidn génica de la
célula blanco, por ejemplo, mediante la activacion de factores de transcripcion como CREB
(por su nombre en inglés, cyclic-AMP response element-binding). Algunos canales como los
HCN pueden activarse tanto por las modificaciones provocadas por PKA como directamente
por la interaccion con AMPc [50,51]. Esta via de PKA también puede estar regulada por las
proteinas G inhibitorias (Gi) las cuales inhiben a la produccién de AMPc mediante la
inhibicidn de la enzima adenilato ciclasa (teniendo el efecto inverso de la Gg).

La otra via principal de accién de los GPRCs es mediante la via de PKC (Figura 1.5, B),
esta via tiene como proteina Ga asociada en la mayoria de los casos a una denominada Gq
la cual activard a una Fosfolipasa C [40,52,53]. Esta fosfolipasa tiene como sustrato a un
fosfolipido de la membrana plasmatica, denominado Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, que
clivara dando lugar a diacilglicerol e inositol trifosfato (IP3), siendo liberado este ultimo de
forma soluble en el citoplasma. El IP3 favorecera la liberacién de calcio del reticulo
endoplasmatico, el calcio se unira a la proteina quinasa principal de esta via, la PKC (por su
nombre en inglés, protein kinase calcium-dependent), que para activarse necesita tanto de
la unidén de calcio como de diacilglicerol, ambos producidos en esta via de sefalizacion, lo
que llevara como en el caso de PKA a la fosforilacidn de sustratos especificos a partir de esta
guinasa, generando cambios en la actividad celular. El calcio liberado también se unira a
otras proteinas reguladoras de respuesta a calcio como las calmodulinas, teniendo otros
efectos.
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Figura 1.5. Componentes moleculares principales de las vias de PKA y PKC activadas por GPCRs. A, via de
PKA, AC: adenilato ciclasa; FD: fosfodiesterasa; PKAreg: subunidad reguladora de PKA; PKAcat subunidad
catalitica de PKA. B, via de PKC, PI(4,5)P: fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; DAG: diacilglicerol; IP3: inositol
trifosfato.

Ademas de los GPCR, existen otros receptores peptidicos denominados receptores
de guanilil ciclasas, que promueven la produccidon de GMP ciclico (GMPc), molécula que es
necesaria para la activacién de la quinasa PKG (por su nombre en inglés, cGMP-dependent
protein kinase) [40,54]. Un receptor del tipo PKG fue descripto en insectos, mas
especificamente en la mosca Bactrocera dorsalis, el cual tiene como ligando a la hormona
de eclosién, donde gracias a la acciéon de esta hormona y su receptor se liberan grandes



cantidades de la hormona desencadenante de la ecdisis, favoreciendo este proceso de
muda caracteristico de artrépodos [55]. Otro ejemplo de estos receptores que producen
GMPc son los del péptido natriurético atrial (ANP) NPRA y NPRB, la accion de esta via
contrarresta los efectos de hipertensién e inhiben la hipertrofia cardiaca [56]. Un dato
interesante de los receptores de ANP es que el aumento de GMPc que producen interviene
en la regulacién de los denominados ENaC (por su nombre en inglés, epitelium sodium
channel) en las células receptoras [57]. Los ENaC permiten el ingreso de sodio a las células,
lo cual es importante en la reabsorcidn de sodio en el rifién, pero también como factor
despolarizante de las células, siendo encontrado también en el sistema nervioso periférico
y central [58]. En definitiva, las cascadas de segundos mensajeros son activadas por la
acumulacién de grandes concentraciones de AMPc (PKA), calcio (PKC) o GMPc (PKG) en el
medio intracelular, los cuales activardn a las quinasas generando la fosforilacién de
sustratos especificos, los que finalmente producirdn cambios en la actividad celular [40].

Otro forma de accién de los neuropéptidos, aunque menos comun, es mediante la
apertura directa de canales idnicos, esto fue descripto inicialmente en moluscos, en donde
se detectd un canal de sodio que tiene como ligando un péptido de secuencia FMRFamida
[59]. Canales idnicos activados directamente por neuropéptidos también han sido
descriptos en otros grupos, como en cnidarios [60], los cuales son grupos clave en la
investigacion sobre la evolucion de estos sistemas.

Se considera a los sistemas de comunicacion peptidérgicos como los primeros en ser
utilizados para la comunicacién nerviosa en la historia evolutiva de los animales [61], por lo
que estos sistemas de comunicacién han derivado enormemente, generando una gran
variedad en las diferentes especies de animales presentes en la actualidad. Algunos de estos
sistemas de comunicacién, se mantienen presentes en diferentes grupos cumpliendo
funciones extraordinariamente relacionadas, como en el caso de los neuropéptidos
promotores de ecdisis (muda), también presentes en animales deuterostomados como
vertebrados (los cuales no mudan), y que recientemente se describid se expresan
fuertemente en las transiciones morfoldgicas mas significativas de este segundo grupo
durante su vida, lo que muestra una funcidén ancestral extremadamente conservada de
algunos de estos sistemas neuropeptidérgicos [62]. Por otro lado, en otras vias
peptidérgicas, pueden observarse grandes diferencias al comparar los genes de
neuropéptidos presentes en los genomas de animales, entre grandes grupos
filogenéticamente distantes. Por ejemplo, existen grandes diferencias al comparar entre
animales bilaterales (organismos con simetria bilateral que incluye a deuterostomados y
protostomados) y no bilaterales (poriferos, cnidarios, placozoos y ctendforos), y también al
comparar dentro de bilaterales entre deuterostomados (equinodermos, protocordados,
cordados, vertebrados, etc) y protostomados (insectos, nematodos, moluscos,




platelmintos, etc) [63]. Esta divergencia evolutiva lleva a que estos sistemas sean muy
diferentes, por ejemplo, entre platelmintos parasitos y sus hospedadores. Esto ultimo, junto
a que estos sistemas actian generalmente mediante GPCRs (los cuales son comunmente
accesibles al disefio de drogas que afecten su actividad [64]), han ocasionado que los
sistemas de comunicacién neuropeptidérgicos sean propuestos como posibles blancos
farmacoldgicos para la generacidon de nuevas drogas contra platelmintos parasitos y las
infecciones que estos producen [20,65]. La gran divergencia de estos sistemas
neuropeptidérgicos permitirian afectar terapéuticamente a los pardsitos y no al
hospedador, lo cual ha impulsado el estudio de estos sistemas en platelmintos parasitos y
helmintos en general (lo que incluye a nematodos), ya que siempre se busca afectar
terapéuticamente a sistemas especificos del pardsito con el menor efecto posible sobre
componentes que pertenezcan al hospedador. A continuacion, se detallan caracteristicas
de estos sistemas en platelmintos.

- Neuropéptidos en platelmintos:

Los sistemas de comunicacidn neuropeptidérgicos han sido estudiados en diferentes
especies de platelmintos, tanto en organismos de vida libre como las planarias, como asi
también en especies parasitas, como cestodos y otros platelmintos parasitos del grupo
Neodermata (trematodos y monogéneos). La visiéon general, dada por el estudio en
conjunto de estos grupos, ha aportado considerablemente al entendimiento global de los
sistemas neuropeptidérgicos en estos organismos. Se ha encontrado que una gran cantidad
de estos sistemas que estan presentes en otros animales bilaterales se han perdido en
platelmintos, especialmente en parasitos, y a su vez se ha encontrado que muchos de ellos
son especificos de estas especies. A continuacidn, se mencionan algunos de los principales
descubrimientos de este campo de investigacidn.

La investigacion de los sistemas neuropeptidérgicos en platelmintos de vida libre ha
sido desarrollada utilizando diferentes aproximaciones experimentales. Los estudios de
este campo comenzaron con los estudios clasicos, mediante el uso de anticuerpos contra
neuropéptidos conocidos en otros animales. Un ejemplo es el descubrimiento del
neuropéptido GYIRFamida en la planaria Dugesia tigrina, en extractos de este organismo,
mediante el uso de anticuerpos contra FMRFamida detectados en moluscos [66]. Mas
recientemente, se han realizado estudios mas globales de los neuropéptidos presentes en
planarias utilizando al organismo Schmidtea mediterrdnea, el cual es el Unico platelminto
en el que se han hecho analisis peptidémicos globales. Mediante la combinacién de andlisis
peptidomicos y deteccion bioinformatica se han descubierto una gran cantidad de
neuropéptidos en S. mediterrdnea. Se encontraron a varios neuropéptidos conservados en



otros animales bilaterales como: el péptido cerebral, hormona liberadora de
gonadotropina, péptidos relacionados a insulina, miomodulina, piroquinina, péptido pedal
(ppl), y una expansién de genes en este organismo de la superfamilia de Neuropéptidos Y
(NPY, compuesta por una gran cantidad de neuropéptidos tanto en vertebrados como
invertebrados, que cumplen diversas funciones). Tras estos analisis se detecto la presencia
de muchos de estos neuropéptidos en el sistema nervioso y en los érganos reproductores,
incluyendo al aparato copulador y a células glandulares alrededor de éste, en los testes y
en el oviducto. Los resultados sugieren que estos sistemas tendrian roles nerviosos y en la
reproduccién de planarias [67]. Para estudiar la implicancia de estos sistemas, otros
trabajos estudiaron mas en detalle los neuropéptidos que pudieran tener un rol en la
regeneracion (caracteristica esencial de estos organismos), identificando al neuropéptido
de secrecién spp-20 sobreexpresado durante el proceso regenerativo [68]. Para llevar a
cabo experimentos funcionales de estos sistemas neuropeptidérgicos, se llevaron a cabo
estudios de interferencia génica en planaria. Una buena estrategia para observar de manera
global las diferentes funciones en las que estdn implicados los sistemas neuropeptidérgicos,
es mediante la alteracién, no de un neuropéptido en particular, sino de factores clave del
proceso de biosintesis de los mismos, los cuales son compartidos entre ellos (Figura 1.3).
Por ejemplo, una de las enzimas clave de este proceso de biosintesis, es la prohormona
convertasa PC2. Al silenciar la expresiéon de pc2 en la planaria Schmidtea mediterrdnea
(mediante ARN de interferencia) se encontré que los niveles de péptidos procesados
correctamente, analizados mediante espectrometria de masa, se ven alterados. La
interferencia de pc2, a su vez, altera de formas diversas a este organismo, llevando a que
se produzcan problemas en la regeneracidn, en el desarrollo de érganos reproductivos y en
la coordinacidon del movimiento [65,67,69]. Estos resultados remarcan la importancia de
estos sistemas de comunicacién, y la diversidad de funciones que cumplen en estos
organismos. De forma mas especifica, se encontré que al menos 5 neuropéptidos son
responsables de los movimientos de la faringe, que este organismo realiza para alimentarse
[69], y que un neuropéptido de la superfamila NPY, llamado npy-8 tiene un rol clave en el
desarrollo del sistema reproductor de S. mediterrdnea [67], mediante interaccién con el
receptor NPYR-1 [70]. Mas alld de que estos organismos estdn muy relacionados
evolutivamente con los parasitos, existen diferencias evidentes entre estos organismos
dada por sus estilos de vida parasitos o de vida libre, por lo que el estudio de estos sistemas
también se ha realizado directamente sobre especies de platelmintos parasitos como se
describe a continuacion.

La deteccién de neuropéptidos en platelmintos parasitos comenzé con estudios
bioquimicos, utilizando grandes cantidades de extractos de material biolégico (en algunos
casos 1 kg de parasito [71]), junto al aislamiento de péptidos por HPLC, e inmunoreactividad
cruzada con péptidos ya conocidos para otras especies, como se menciond anteriormente




para planarias. El primer neuropéptido descripto mediante estas técnicas bioquimicas en
cestodos, fue el Neuropéptido F (NPF), en la Tenia Ovina, Moniezia expansa, el cual fue el
primer homélogo conocido en invertebrados de la familia de neuropéptidos Y (NPY)
presente en vertebrados [71]. Por estas mismas técnicas también fueron descriptos NPF en
otras especies de platelmintos parasitos como Fasciola hepatica y Schistosoma spp. [72].
Recientemente, se han descripto neuronas de M. expensa con presencia de NPF, que tienen
como blanco de sus prolongaciones a diferentes grupos de fibras musculares, tanto en el
parénquima como en los drganos de fijacion [73]. Mas alla de las dificultades de estas
técnicas bioquimicas (entre ellas la obtencién de suficiente material bioldgico), fueron
descriptos mediante las mismas diferentes neuropéptidos en platelmintos pardsitos. Se
encontraron 7 neuropéptidos en total, 5 dentro de un grupo denominado FLP (siglas por
sus nombres en inglés, FMRFamide-like peptides) y dos dentro de los NPF antes
mencionados [65]. La familia de los FLP es considerada la familia mas grande de
neuropéptidos presente en invertebrados, acompaifiado esto con un amplio rango de
funciones encontradas para los mismos, como la neuromodulaciéon de la locomocion,
reproduccién y alimentacion [74]. Mas alla de los importantes resultados obtenidos por
estos estudios pioneros en el area, hoy en dia la busqueda de nuevos genes de
neuropéptidos se ha visto acelerada a pasos agigantados por el avance de la secuenciacién
de organismos. Algunos de estos neuropéptidos encontrados en platelmintos pardsitos
incluso han sido evaluados en ensayos funcionales, con claros ejemplos sobre la motilidad
en diferentes grupos, como trematodos [75] o en cestodos [76].

Luego de secuenciar el genoma de diferentes especies de platelmintos parasitos, se
avanzd a gran velocidad en el hallazgo de nuevos genes de neuropéptidos in silico, estos
estudios permiten obtener rdpidamente un panorama global de los diferentes genes que
componen a estos sistemas de comunicacion, aunque esta deteccion debe venir
acompafada de validaciones experimentales luego de su deteccion. Para poner en nimeros
concretos esto Ultimo, y entender la diferencia entre la busqueda de neuropéptidos
mediante estas técnicas y las anteriores, basta ver por ejemplo un trabajo de 2009 de Paul
McVeigh y colaboradores donde encontraron: 96 posibles neuropéptidos en 60 precursores
de neuropéptidos putativos utilizando datos gendmicos de 10 especies de platelmintos,
mediante busqueda BLAST. En este trabajo intentaron identificar los neuropéptidos
inicialmente mediante BLAST de secuencias conocidas para estos genes de otros
organismos, aungque no tuvieron resultados positivos, por lo que pasaron a una busqueda
mediante blast degenerados con un molde base como el siguiente KRX3-11GKRX3-11GKRX3-
11GKRX3-11GKR, donde “KR” representa a los sitos de corte por parte de las prohormonas
convertasas, “X3-11” una variable de diferentes largos de cualquier aminoacido para
pequefios péptidos, y “G” un residuo de glicina terminal (que serd procesado de forma de
generar una amidacion C-terminal en el péptido). De esta forma encontraron diferentes




neuropéptidos, algunos de ellos conservados evolutivamente en otros animales bilaterales,
y una gran cantidad de neuropéptidos Unicamente presentes en platelmintos. Junto a este
analisis bioinformatico, también se detectaron para algunos de estos genes sus patrones de
expresion mediante Inmunohistofluorescencia (IHF) en Schistosoma mansoni, mostrando
su expresion en el SN. Sin embargo, se encontraron muy pocos genes de precursores
neuropéptidos en cestodos mediante esta metodologia [77]. Tanto en este ultimo trabajo
mencionado, como en otros donde el foco son grupos de invertebrados no platelmintos
[78], la busqueda por blast de neuropéptidos se ve facilitada por la presencia de paracopias
repetidas de un mismo neuropéptido (o neuropéptidos similares) dentro de un mismo
precursor. Esto quiere decir que un mismo prepropéptido genera varios péptidos maduros
iguales o similares al ser procesado. Sin embargo, aunque la presencia de paracopias de
neuropéptidos maduros es un buen insumo a la hora de comparacion entre secuencias para
la busqueda por BLAST, esta caracteristica es poco comun en platelmintos parasitos,
especialmente en cestodos [20].

Mas alld de los grandes avances en la busqueda de genes de neuropéptidos
mediante BLAST entre diferentes genomas, esta técnica tiene sus limitaciones, por las
caracteristicas intrinsecas de su biosintesis discutida previamente. ¢Por qué? Porque los
genes de neuropéptidos codifican para la secuencia de aminoacidos que sera el
neuropéptido maduro, pero también codifican para otras partes del prepropéptido inicial,
que seran degradadas proteoliticamente durante el proceso de biosintesis, por
consecuencia de esta degradacion, estas secuencias de aminodcidos del prepropéptido, se
encuentran bajo menor presion evolutiva de conservacidn que las del péptido maduro, las
zonas de clivaje por prohormona convertasas o el péptido sefal. Esto en conjunto, genera
que, incluso entre especies relativamente cercanas evolutivamente, sélo una pequefia
parte del gen de cada neuropéptido sea conservado, lo que implica que muchos de ellos no
pueden ser detectables unicamente mediante BLAST. Sumado a lo anterior, la busqueda
por BLAST, en el mejor de los casos, solo encontrara neuropéptidos homologos a los ya
conocidos en otros organismos, otra limitante importante de esta forma de busqueda. En
2016, nuestro grupo utilizd6 estas caracteristicas, que complejizan la busqueda
bioinformatica de neuropéptidos de forma clasica por BLAST, para generar un novedoso
método bioinformatico que detecta este tipo de genes mediante comparacion evolutiva.
Este método basicamente busca genes relativamente cortos (ORFs de 250 aminodcidos o
menores) con péptido sefial, que al comparar entre diferentes especies tenga una regién
muy conservada (neuropéptido maduro) flanqueada por sitios dibasicos de arginina y lisina
(sitios de corte por prohoroma convertasas), y rodeadas estas Ultimas por secuencias no
tan conservadas (secuencias del propéptido no utilizadas en la comunicacién
neuropeptidérgica). Este método, publicado por Koziol y colaboradores en 2016 [79], fue
validado utilizdndolo sobre genomas de organismos modelo donde se han comfirmado




experimentalmente gran cantidad de genes de neuropéptidos (Drosophila melanogaster y
Caenorhabditis elegans y la planaria Schmidtea mediterranea). Al utilizar este método en
estos organismos modelo, se detecté a la mayoria de los neuropéptidos detectados
previamente por métodos experimentales, e incluso se encontraron muchos otros que no
habian sido detectados, incluyendo a homdlogos claros de neuropéptidos conservados en
otros animales. Gracias a este método bioinformatico se detectaron una gran cantidad de
genes de neuropéptidos en el genoma de diferentes especies de platelmintos parasitos y
mas especificamente de cestodos, entre ellos Hymenolepis microstoma.

Mediante el método bioinformatico descripto anteriormente se detectaron para H.
microstoma, 39 genes de neuropéptidos, de los cuales 11 muestran homologia clara con
neuropéptidos ancestrales presentes en otros animales bilaterales, mientras que el resto
serian especificos de platelmintos o incluso de cestodos. Estos genes para precursores de
neuropéptidos se muestran en la Tabla I.1.

GenelDs Nombre Neuropéptido conservado
HmN_000556000 npp-1 -
HmN_000050100 npp-2 -
HmN_000166500 npp-4 -
HmN_000072750 npp-5 -
HmN_000648800 npp-6 Miomodulina
HmN_000787500 npp-14 -
HmN_000592500 npp-15.1 -
HmN_000592400 npp-15.2 -
HmN_000462100 npp-20.1 NPF
HmN_000295600 npp-20.2 NPF
HmN_000069000 npp-20.3.1 NPF
HmN_000069100 npp-20.3.2 NPF
HmN_000206600 npp-20.4 NPF
HmN_000096800 npp-20.5 NPF
HmN_000377100 npp-24 -
HmN_000165500 npp-26 -
HmN_000326200 npp-27.1 -
HmN_000326100 npp-27.2 -
HmN_000234350 npp-28 -
HmN_000212550 npp-29.1 -
HmN_000212650 npp-29.2 -
HmN_000183900 npp-30 -
HmN_000223650 npp-31/32.1 -




HmN_000205400 npp-31/32.2 -
HmN_000142950 npp-31/32.3 -
HmN_000514300 npp-33 SIFamida
HmN_000315550 npp-34 Lugina
HmN_000148600 npp-35 Pirokinina
HmN_000511300 npp-36 -
HmN_000695950 npp-37 -
HmN_000382900 npp-38 -
HmN_000430600 npp-40 -
HmN_000866400 npp-41 CCAP
HmN_000876950 npp-42 -
HmN_000508100 npp-43 -
HmN_000197700 npp-44.1 -
HmN_000827150 npp-44.2 -
HmN_000540950 npp-45 -
HmN_000088450 npp-46 -

Tabla I.1. Genes de neuropéptidos de H. microstoma identificados en Koziol et al, 2016 [79]. Se muestran
los GenelDs de cada gen de la versidén del genoma utilizada en esta publicacidn, Tsai et al, 2013 [20]. Los
numeros de los npp estan dados por familias conservadas dentro de platelmintos. Los pardlogos de esa familia
dentro del genoma de H. microstoma estan representados por nimeros tras un punto después del nimero
de cada familia. Los genes de neuropéptidos que estan conservados en otros organismos bilaterales se
encuentran destacados, y el nombre utilizado comunmente para estos neuropéptidos aparece en la tercera
columna. NPF: Neuropeptide F; CCAP: crustacean cardioactive peptide.

En este trabajo de 2016 Koziol y colaboradores, también se investigd a los posibles
receptores de neuropéptidos presentes en el genoma de H. microstoma y otros cestodos
mediante analisis filogenéticos, encontrando genes relacionados a receptores para todos
los neuropéptidos detectados que presentan homodlogos en otros organismos bilaterales.
En este trabajo también se encontraron receptores ortdlogos a los receptores de la
hormona liberadora de tirotropina (TRH, por su nombre en inglés, Thyrotropin-releasing
hormone) y de taquicinina (TK), aunque no se encontraron homologos claros de los
neuropéptidos TRH y TK. A continuacién, se detallan caracteristicas generales de estos
neuropéptidos que se encuentran conservados entre cestodos y otros animales bilaterales.

La Miomodulina (cuyo homdlogo es npp-6 en H. microstoma) fue descripta
inicialmente en Aplysia californica, un caracol muy utilizado en la investigacion del sistema
nervioso de moluscos. Este neuropéptido fue identificado como un promotor de la
velocidad y fuerza de mordida cuando este animal se alimenta, teniendo su accién en
conjunto con serotonina y otros péptidos denominados cardioactivos [80]. Utilizando
anticuerpos contra miomodulina de A. califdrnica se detectaron zonas inmunorreactivas en



D. melanogaster, tanto en el sistema nervioso central como en la zona peritraqueal,
sugiriendo funciones neuropeptidérgicas en estas regiones [81].

El neuropéptido SIFamida (cuyo homdélogo es npp-33 en H. microstoma) fue aislado
primariamente en moscas de la carne Sarcophaga bullata (Neobellieria bullata en la
publicacién original), en donde se describid su accién miotrépica [82]. La distribucién de
este neuropéptido fue encontrada por inmunofluorescencia in toto en diferentes especies
de artrépodos, en donde se encontré una distribucién conservada de dos pares de células
inmunorreactivas en el pars intercerebralis (uno de los centros principales del sistema
neuroenddcrino central de estos organismos) con proyecciones hacia el cordén nervioso
central [83]. Posteriormente se caracterizd funcionalmente a este neuropéptido y su
receptor en D. melanogaster, donde se encontré que su actividad es importante en el
control del ciclo suefio-vigilia [84]. Los roles encontrados para este neuropéptido muestran
la gran diversidad funcional de este y otros sistemas neuropeptidérgicos, pudiendo afectar
diferentes funciones incluso en el mismo organismo u organismos similares.

El neuropéptido Lugina (cuyo homoélogo es npp-34 en H. microstoma), también
descubierto en A. califérnica (dado su nombre por encontrarse en el cuadrante izquierdo
superior del ganglio abdominal, en inglés, Left Upper Quadrant cells), con neuropéptidos
maduros con motivo C-terminal RY amida, ha sido estudiando en diferentes grupos de
invertebrados, mostrando una amplia cantidad de funciones en las que se encuentra
implicada: la regulacion de la alimentacidn, la puesta de huevos, la locomocién y en el
tiempo de esperanza de vida [85].

Pirokinina (cuyo homélogo es npp-35 en H. microstoma), fue el primer neuropéptido
descubierto en cucarachas Leucophaea maderae en 1986, donde se encontré que tenia
actividad en la contraccion del intestino [86]. También es conocido en D. melanogaster con
el nombre de miotropina. En D. melanogaster se logré detectar a la localizacidon de este
neuropéptido con el anticuerpo anti-miomodulina de moluscos que se comentd
previamente [81], por similitud de su secuencia aminoacidica con la miomodulina. En D.
melanogaster estudios en mutantes mostraron un rol adicional de la Pirokinina, siendo
importante para la sobrevida de las larvas luego de la ecdisis (muda) y en la ingesta de
alimentos [87].

El péptido cardioactivo de crustaceos (CCAP, cuyo homdlogo es npp-41 en H.
microstoma), es el neuropéptido considerado como el mds conservado entre diferentes
especies de artrépodos [88]. La secuencia PFCNAFTGC-NH2 se mantiene extremadamente
conservada entre las especies de insectos y crustaceos en donde ha sido investigado. Las
cisteinas de su secuencia son altamente conservadas entre especies y forman un puente
disulfuro que es esencial para su funcién. Como su nombre indica, este neuropéptido esta



involucrado en la actividad cardiaca, la cual es estimulada por el mismo. Por otro lado, tiene
un rol central en la estimulacidn de la ecdisis. Recientemente se ha comprobado que este,
junto a otros neuropéptidos relacionados, no sdlo tienen un rol en la ecdisis, sino que son
altamente expresados en transiciones morfoldgicas bruscas de la vida de los animales, tanto
de protostomados como de deuterostomados, con una posible analogia/homologia de
funcién sumamente interesante para los animales que no realizan muda en donde también
este neuropéptido esta presente [62].

Por otro lado, tenemos a los neuropéptidos que no fueron encontrados en el
genoma de H. microstoma, pero si sus posibles receptores. La TK (cuyo homdlogo podria
ser npp-24 en H. microstoma, si bien la similitud de secuencia es limitada) tiene diversas
funciones que ejerce a través de su unidn a sus receptores GPCRs especificos. Estos
neuropéptidos se expresan en el sistema nervioso y en células enteroenddcrinas del
aparato digestivo de invertebrados y vertebrados [89,90]. Se ha observado que los
receptores identificados para TK, pueden ser activados sin embargo por una serie de
neuropéptidos del tipo FMRFamida en C. elegans [91]. A su vez, tenemos al receptor de
TRH, fuertemente estudiado en vertebrados por su estimulacion de la liberacién de
Tirotropina (TSH) [92], y que por mucho tiempo fue considerado como un neuromodulador
ausente en protostomados. Recientemente, la caracterizacion en invertebrados de
neuropéptidos que activan a ortdlogos del receptor de TRH, revelaron que este receptor es
activado por neuropéptidos del tipo EFLGamidas, los cuales estdn presentes en planarias,
pero no fueron encontrados en platelmintos pardsitos. Otro punto interesante es que el
receptor de TRH fue bien caracterizado en C. elegans en donde se encontré que el mismo
estd implicado en la estimulacion de una via de sefalizacién que promueve el crecimiento
de este organismo [93].

En el presente trabajo realizamos un analisis general de las diferentes vias de
neurotransmision presentes en el ciclo de vida de los cestodos, con foco en los sistemas de
sefalizacion neuropeptidérgicos, utilizando a H. microstoma como modelo principal de
estudio. En la seccidn de Resultados mostramos el trabajo realizado con este objetivo. En el
Capitulo 1 mostramos nuestros analisis de las diferentes vias de neurotransmisiéon
presentes en platelmintos parasitos, donde encontramos una perdida masiva de vias de
neurotransmision en cestodos. En el Capitulo 2 se encuentra el analisis transcriptomico de
los tres principales estadios del ciclo de vida de H. microstoma, teniendo datos de buena
calidad por primera vez para todas las etapas principales del ciclo de vida de una especie de
cestodo. En el Capitulo 3 se hace foco en el estudio de la expresién de genes implicados en
las diferentes vias de neurotransmisién en el ciclo de vida de H. microstoma, de genes de
neuropéptidos y de los que se identificaron en el trabajo que se muestra en el primer
capitulo de resultados. Los siguientes capitulos muestran los resultados obtenidos para




cada estadio principal del ciclo de vida de H. microstoma. En el Capitulo 4 se muestran
resultados para el estadio adulto, tanto de la deteccion de la expresidn génica en diferentes
tejidos por hibridacidn in situ, como asi también la optimizacién de su cultivo in vitro. En el
Capitulo 5 el estadio protagonista sera el primer estadio larval, la oncésfera, con la
deteccion de la expresion de diferentes genes de precursores de neuropéptidos, y el
desarrollo de diferentes ensayos de motilidad. Finalmente, en el Capitulo 6 se muestran los
resultados obtenidos para metacestodos, en donde se utilizaron cisticercoides de H.
microstoma y también tetratiridios de M. corti, centrandonos en ensayos funcionales de
motilidad y de cultivo in vitro.



Hipotesis y Objetivos.

- Hipétesis del trabajo.

Los neuropéptidos y las vias de neurotransmision clasica cumplen importantes y
diversas funciones a través de las diferentes etapas del ciclo de vida de los cestodos,
expresandose en el sistema nervioso y en otros tejidos.

Los genes de neuropéptido detectados previamente en el genoma de cestodos por
métodos bioinformaticos son procesados y utilizados como hormonas peptidicas para
cumplir diferentes funciones.

- Objetivo general.

Caracterizar a los diferentes sistemas de neurotransmisiéon en Hymenolepis
microstoma enfocdndonos en los sistemas de comunicaciéon neuropeptidérgicos, mediante
estudios de expresién génica, profundizando a nivel funcional en algunos de estos sistemas.

- Objetivos especificos.

Estudiar la expresion de genes de neuropéptidos y de otros genes implicados en vias
de neurotransmision en el ciclo de vida de cestodos, utilizando a los tres estadios principales
del ciclo de vida de H. microstoma, e identificar diferencias de expresion especificas entre
estadios.

Validar experimentalmente a los neuropéptidos detectados previamente para H.
microstoma in silico, mediante estudios peptidémicos.

Identificar, mediante hibridacidn in situ, los tejidos en donde se expresan los genes
de neurotransmisién clasica y neuropeptidérgicos en las diferentes etapas del ciclo de vida
de H. microstoma.

Optimizar métodos de cultivo in vitro para las tres principales etapas del ciclo de
vida de H. microstoma: oncdsfera, cisticercoide y adulto.

Indagar en las funciones que tienen algunos de los neuropéptidos identificados
previamente, en el ciclo de vida de H. microstoma, estudiando sus efectos sobre la
motilidad, los patrones de proliferacion celular y sobre el desarrollo.




Resultados.

Capitulo 1: “Analisis de marcadores de neurotransmision

clasica en cestodos: evidencia de una pérdida amplia de vias

de neurotransmisores”

Se detectaron in silico las vias de comunicacidon nerviosa en el genoma de cestodos
y otros platelmintos parasitos. Este primer capitulo de resultados fue publicado en formato
de articulo en 2018.

Publicacidn original: M. Preza, J. Montagne, A. Costabile, A. Iriarte, E. Castillo, and U. Koziol,

“Analysis of classical neurotransmitter markers in tapeworms: Evidence for extensive loss of
neurotransmitter pathways,” International Journal for Parasitology., vol. 48, pp. 979-992, 2018
[94]. https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2018.06.004

Para esta publicacién participé en: el disefio experimental, la identificacion de componentes
moleculares utilizados para la comunicacidn nerviosa en organismos modelo, el desarrollo del Script
utilizado para encontrar a los genes asociados a estos componentes moleculares en platelmintos
parasitos, los analisis filogenéticos preliminares utilizando al programa MEGA [95], la obtencidn de
material bioldgico, la realizacién experimental de WMISH (incluyendo sintesis de las sondas de ARN
marcadas con digoxigenina, analisis de imagenes obtenidas por microscopia confocal mediante FlJI),
analisis de los resultados, armado de figuras y correcciones del articulo antes de ser enviada la
version final.

La informacién suplementaria de este articulo puede ser observada y descargada en
el siguiente enlace:

https://drive.google.com/drive/folders/1EcYTuxJWCbSTP CPvjPV aRjhzgDkHDQ?usp=shari
ng
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Abstract

Parasitic flatworms have complex neuromuscular systems that serve important functions in
their life cycles. However, our understanding of neurotransmission in parasitic flatworms is
limited. Pioneering studies have suggested the presence of several classical
neurotransmitter systems, but their molecular components have not been characterized in
most cases. Because these components are conserved in bilaterian animals, we searched
the genomes of parasitic flatworms for orthologs of genes required for neurotransmitter
synthesis, vesicular transport, reuptake, and reception. Our results show that tapeworms
have lost the genes that are specifically required in other animals for synaptic signaling using
the classical neurotransmitters dopamine, tyramine, octopamine, histamine and gamma-
aminobutyric acid (GABA). These results indicate that these signaling pathways are either
absent in these parasites, or that they require completely different molecular components
in comparison to other animals. The orthologs of genes related to histaminergic and GABA
signaling are also missing in trematodes (although Schistosoma-specific histaminergic
receptors have been previously described). In contrast, conserved genes required for
glutamatergic, serotonergic and cholinergic signaling could be found in all analyzed
flatworms. We analyzed the expression of selected markers of each pathway in the
tapeworm Hymenolepis microstoma by whole-mount in situ hybridization. Each marker was
specifically expressed in the nervous system, although with different patterns. In addition,




we analyzed the expression of proprotein convertase 2 as a marker of peptidergic cells. This
gene showed the widest expression in the nervous system, but was also expressed in other
tissues, suggesting additional roles of peptidergic signaling in tapeworm development and
reproduction.

Keywords: Neurotransmitter, Cestode, Trematode, Monogenean, Planarian, Neuropeptide
F

1. Introduction

Parasitic flatworms, including monogeneans, trematodes (flukes) and cestodes
(tapeworms), are responsible for many helminthiases of medical and veterinary
importance. Although parasitic flatworms are popularly regarded as reduced and
degenerate, they have complex neuromuscular systems that serve essential functions in
their life cycles [12,96,97]. These functions include migration of the parasites within their
hosts, as well as attachment using muscular holdfast organs. The importance of the
neuromuscular system for helminth parasites is highlighted by the fact that it is the main
target of many anthelmintic drugs currently in use, and is considered to be a key target for
the development of novel anthelmintics [98-101].

Classical neurotransmitters are evolutionarily ancient and their signaling pathways are
widely conserved in bilaterian animals. This includes their biosynthetic pathways and their
receptors, as well as distinct transporters for their accumulation in synaptic vesicles and for
reuptake following synaptic release. With few exceptions, these activities are performed by
homologous proteins in different animal phyla, including vertebrates, nematodes and
arthropods [102-115]. In comparison to these model organisms, knowledge of
neurotransmission mechanisms in parasitic flatwormes is still sketchy, especially in the case
of tapeworms. The nervous system of parasitic flatworms is particularly challenging to
study, as it is diffuse, difficult to dissect, and hard to identify in living tissues or with common
histological methods [37,100,116]. Early research in the field focused on searching for the
presence of different neurotransmitter substances through chemical and
immunohistochemical methods (which provided great detail on the anatomy of the nervous
system), as well as characterizing the effects of different neurotransmitters on whole
worms or muscle strip preparations (reviewed by Maule et al., 2006 [100]; Ribeiro et al.,
2005 [117]). These early studies provided strong evidence for roles of 5-hydroxytryptamine
(serotonin; 5-HT) and glutamate as myoexcitatory neurotransmitters, and of acetylcholine
(ACh) as a myoinhibitory neurotransmitter, in stark contrast with the classical
myoexcitatory role of ACh in vertebrates. Additionally, more limited evidence indicated the




presence and effects of other neurotransmitters such as dopamine (DA), tyramine (TA),
octopamine (OA), histamine (HA), and gamma-aminobutyric acid (GABA) in parasitic
flatworms.

More recently, with the advent of molecular biology and parasite genomics, several studies
have focused on the characterization of flatworm neurotransmitter receptors, transporters
and biosynthetic enzymes, including their biochemical characterization by expression in
heterologous systems. For example, in the trematodes of genus Schistosoma mansoni,
several receptors were de-orphanized, including G-protein coupled receptors (GPCRs) for
ACh, DA, HA, 5-HT and glutamate, and Cys-loop ligand gated ion channels (LGICs) for ACh
and glutamate [118-127]. Recently, the first tapeworm receptors were characterized, as
two GPCRs from Echinococcus granulosus and another GPCR from Mesocestoides corti were
shown to be activated by serotonin [128]. In these and other studies [129-131],
phylogenetic analyses were performed for particular families of neurotransmitter
receptors, transporters and biosynthetic enzymes in some species. However, no systematic
classification has been done of the different components of classical neurotransmitter
pathways in the predicted genomes of parasitic flatworms.

We have recently described the neuropeptide complement of parasitic flatworms, and
analyzed the expression of selected neuropeptide genes in the tapeworm Echinococcus
multilocularis [79]. The various expression patterns exhibited by these genes indicated a
hidden complexity of the nervous system of tapeworms, and motivated us to examine the
expression of markers of classical neurotransmitter pathways. In this work, we analyzed the
published genomes of parasitic flatworms in order to systematically characterize which
conserved components of neurotransmitter pathways are present in each species. For each
neurotransmitter we study the phylogenetic distribution of genes coding for proteins
involved in biosynthetic pathways, receptors, vesicular transporters and proteins
responsible for synaptic reuptake. Our results indicate that tapeworms lack the genes that
are required in all other animals for biosynthesis and synaptic signaling of the classical
neurotransmitters DA, TA, OA, HA and GABA. Furthermore, the genes related to HA and
GABA signaling are also absent in trematodes. These results suggest that those signaling
pathways are absent in these parasites, or that they require completely different molecular
components in comparison to other animals. We consequently focused on general markers
of cholinergic, serotonergic, glutamatergic and peptidergic signaling and studied their
expression through whole-mount in situ hybridization in the model tapeworm Hymenolepis
microstoma [18]. This allowed us to map for the first time the detailed localization of the
perikarya of all the main nervous signaling systems using specific markers.




2. Materials and Methods.
2.1. Detection of genes related to classical neurotransmission in parasitic flatworms

We searched for genes involved in classical neurotransmission pathways on the predicted
proteomes of parasitic flatworms with published genome sequences: Echinococcus
granulosus, Echinococcus multilocularis, Hymenolepis microstoma and Taenia solium [20],
Clonorchis sinensis [132], Fasciola hepatica [133], Gyrodactylus salaris [134], Mesocestoides
corti (a tapeworm that was sequenced by the Wellcome Trust Sanger Institute in the context
of the 50 Helminth Genomes Project using gDNA that was provided by our group),
Opistorchis viverrini [135], Schistosoma japonicum (Schistosoma japonicum Genome
Sequencing and Functional Analysis Consortium, 2009 [136]), and Schistosoma mansoni
[113]. For most species, we used the WormBaseParasite9 versions of the predicted
proteome (WBPS9, downloaded on 16/11/2017,
https://parasite.wormbase.org/index.html, [137]), except for E. multilocularis, E.
granulosus, and H. microstoma, for which we used the original published versions (version
3). The gene models of F. hepatica and S. japonicum were in many cases too fragmented to
use in global analyses, and we did not use these sequences in the rest of this work. For
comparison, we included the proteome of the mollusk Lottia gigantea and the published
proteins from Aplysia californica (both from UniProt (http://www.uniprot.org/,
downloaded on 14/11/2017), as well as the proteome of the free living-flatworm Schmidtea
mediterranea from SmedGD [138]
(http://smedgd.stowers.org/downloads/#Smed_Unigenes, downloaded on 16/02/2016).
For Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans and Homo sapiens we used the
Uniprot reference proteomes (without isoforms,
https://www.ebi.ac.uk/reference_proteomes, downloaded on 11/03/2015).

We searched the predicted proteomes of flatworms and Lottia gigantea, using for each
protein family the complement of sequences from the model organisms D. melanogaster,
C. elegans and H. sapiens as queries in BLASTp searches [139], with an e-value cutoff of 10-
5. This is a conservative cutoff, especially when taking into consideration that the queries
from H. sapiens produced hits with e-values between 10-40 and 10-180 to their orthologs
in C. elegans. Then, we removed the flatworm sequences that despite showing some
similarity to the initial reference queries, actually belong to more distant protein subfamilies
(for example, removing neuropeptide receptors from the set of amine GPCRs). For this, we
applied a filter with a modified reciprocal BLASTp search using the flatworm sequences as
gueries against a protein database containing the complete reference proteomes of D.
melanogaster, C. elegans, and H. sapiens. We then removed the flatworm sequences for
which their best hit was not any of those used in the initial search. Because we observed



that several conserved proteins were absent from tapeworms (see sections 3.1 to 3.8), we
also used the corresponding sequences that we identified in S. mansoni and S. mediterranea
to search for additional proteins in the predicted proteome of tapeworms, but no additional
proteins belonging to these clades were identified. For the final datasets, we also included
additional experimentally characterized sequences from other invertebrate species. The
complete fasta files including the original queries and the sequences from flatworms used
in this work are included as Supplementary Data S1.

In some cases, we removed incomplete gene models that could hinder the alignment and
further phylogenetic analyses. We conducted BLASTp searches using these sequences as
queries against the reference proteomes of D. melanogaster, C. elegans and H. sapiens to
determine if we had probably lost genes of interest at this step for the posterior
phylogenetic analysis. We compiled those sequences and included them in a separate list
of genes that are likely to be present in the genome of these parasites, but for which we
could not provide phylogenetic evidence (these are coded in yellow in Figure 1).
Furthermore, we searched for sequences that may have escaped the automatic gene
predictions by searching the genomes by tBLASTn, using the reference proteins from D.
melanogaster, C. elegans and H. sapiens as queries against the genomes of parasitic
flatworms in which the predicted coding sequences were masked, with an e-value cutoff of
10-10. However, only very short gene fragments were found by this method, which did not
allow us to confidently assign their identities.

2.2. Phylogenetic analysis

Protein sequences of each family were aligned using CLUSTAL OMEGA v1.2.4 [140]. At the
same time alignments were done using MAFFT v7.3 [141], with the E-INS-i implemented
algorithm. In both cases phylogenies were subsequently inferred using the maximum-
likelihood method with an amino acid LG+G (with 8 substitution rate categories in the
gamma distribution) model by means of PHYML v3.1 [142] with 5 random starting trees.
The default SH-like test was used to evaluate branch supports in each analysis [143]. Both
alignment methods were used as input for phylogenetic tree construction and results in
highly similar branching patters, thus only clustal phylogenetic trees were reported here
(the few observed differences are indicated for each tree in the supplementary material).



2.3. Whole-mount in situ hybridization (WISH)

The life cycle of H. microstoma was maintained in collaboration with Jenny Saldafia and
Mahia Minteguiaga, Laboratorio de Experimentacion Animal, Facultad de Quimica,
Universidad de la Republica, Uruguay (“Mantenimiento del ciclo vital completo del cestodo
Hymenolepis microstoma utilizando sus hospedadores naturales Mus musculus (ratén) y
Tribolium confusum (escarabajo de la harina)”; protocol number: 10190000025215,
Comisién Honoraria de Experimentacidon Animal, Uruguay), as previously described [18].

The worms were taken from infected mice and kept in phosphate-buffered saline (PBS).
They were anesthetized on ice for 5 minutes and killed with 4% paraformaldehyde (PFA;
prepared in PBS) at 90°C, to prevent them from contracting. The worms were then fixed in
the 4% PFA solution overnight at 4°C, transferred to 100% methanol on the next day, and
kept at -20 oC until further use. The specimens were finally cut with a scalpel into small
fragments of approximately 0.5 to 1 cm of length. We performed fluorescent WISH on these
fragments using digoxigenin-labeled probes, following the protocol described by Koziol et
al. (2014) [144].

We generated probes for hm-pc2 [HmN_000583100.1], hm-chat [HmN_000095900.1], hm-
tph  [HmN_000994100.1], hm-vglut [HmN_000748900.1], and hm-npp-20.1
[HmN_000462100.1] by RT-PCR amplification, cloning into the pGEM-T vector (Promega)
and subsequent in vitro transcription, as previously described [144]. The primers used for
RT-PCR are provided in Supplementary Table 1. For negative controls we used sense probes
which did not give any signal (data not shown). DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) was
used as a nuclear stain. All samples were analyzed using Leica TCS-SP5 and Zeiss Axio
Observer 721, LSM 800 confocal microscopes (Institut Pasteur Montevideo).

2.4. Whole-mount immunohistofluorescence.

Immunohistofluorescence of adult H. microstoma specimens was performed with anti-
serotonin antibodies (Immunostar, diluted 1:300), following the protocol of Koziol et al
(2013) [145]. The specimens were analyzed using a Leica SP5 confocal microscope (Institut
Pasteur Montevideo).



3. Results.

We systematically searched the published genomes of flatworm parasites for enzymes
involved in the synthesis of neurotransmitters, vesicular and reuptake transporters, and
ionotropic and metabotropic receptors. All of these belong to a variety of protein families
that contain different paralogs that are not involved in neurotransmission. In order to
identify the specific clades to which these sequences belong we performed phylogenetic
analyses for each protein family, including proteins from Homo sapiens, Drosophila
melanogaster and Caenorhabditis elegans, as well as experimentally characterized proteins
from other organisms. Furthermore, we included the free-living flatworm Schmidtea
mediterranea, and the mollusk Lottia gigantea as an additional lophotrochozoan for
comparison [Supplementary figures 1-14]. Because some genomes from parasitic flatworms
contain fragmented gene models, we also performed reciprocal BLAST searches of
sequences that were too short to include in our phylogenetic trees, and searched the
genomes by tBLASTn for genes that may not be included among the current gene models
(see materials and methods, section 2.1). We summarize our results in Figure 1, and provide
a detailed analysis of the proteins related to each neurotransmitter below.

Lgi Sme Gsa Sma Csi Ovi Mco Hmi Tso Egr Emu
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. Vesicular Transport VACHT
AcethhO‘ Ine lonotropic receptors nAChR (LGIC)
Metabotropic receptors mAChR (GPCR)
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Figure 1. Conserved genes required for synthesis, vesicular transport, reuptake and
reception of different neurotransmitters in flatworms. For each neurotransmitter, the
presence (green) or absence (red) of each gene is indicated according to the phylogenetic
analyses presented in Supplementary Files 1-14. Short and fragmentary gene models were
not included in the phylogenetic analyses, and were analyzed separately by reciprocal
BLAST, as indicated in yellow (see materials and methods). Asterisks indicate genes that are
shared by different neurotransmitter systems. Gene abbreviations are provided in the main
text. Species abbreviations: Lgi, L. gigantea; Sme, S. mediterranea; Gsa, G. salaris; Sma, S.
mansoni; Csi, Clonorchis sinensis; Ovi, O. viverrini; Mco, M. corti; Hmi, H. microstoma; Tso,
T. solium; Egr, E. granulosus; Emu, E. multilocularis.

3.1. Acetylcholine

We could find all the conserved components required for cholinergic signaling in the
genomes of flatworms, as well as in the mollusk L. gigantea. All analyzed flatworm species
have an ortholog of choline-O-acetyltransferase (ChAT), the enzyme that catalyzes the
single step required for the synthesis of ACh from choline [Supplementary figure S1].
Likewise, all species had a clear ortholog of the vesicular ACh transporter (VAChT), which is
a member of the SLC18 family of transporters [146] [Supplementary figure S2]. In other
animals, the gene that codes for VAChT is located within the first intron of the ChAT gene,
and both genes share the first exon (i.e., they are actually alternative splicing isoforms of
the same transcription unit, within the so-called cholinergic locus [105,147]). In all parasitic
flatworms except the monogenean G. salaris, VAChT is closely adjacent to the 5’ region of
AChT in the assembled genome, and it is possible that a first shared exon exists but was not
included by the automatic gene prediction methods since this first exon is non-coding in
other animals. There are no known reuptake transporters of ACh in animals, as this
neurotransmitter is hydrolyzed by the enzyme acetylcholinesterase in the synaptic cleft.

Acetylcholine signaling in animals is mediated by metabotropic receptors (mAChR) that
belong to the group of amine receptors of the GPCR superfamily, and by ionotropic
receptors of the Cys-loop LGIC superfamily that function as homo or heteropentamers
[105,107,110,148]. All analyzed flatworms have several members of the clade of mAChR
receptors [Supplementary Figure S3]. Furthermore, they all have members of different
clades of cholinergic LGICs [Supplementary Figure S4]. Most of the cholinergic LGIC
receptors in animals are excitatory. However, a group of inhibitory acetylcholine-gated
chloride channels has been described in lophotrochozoans, including in the trematode S.
mansoni [122,149]. Our phylogenetic analysis shows that members of this group are
present in all analyzed flatworms [Supplementary Figure S4]. Indeed, among these



sequences, the vast majority have a conserved Pro-Ala dipeptide in the linker region
between the M1 and M2 helices that is characteristic of anionic channels [122,150] (cationic
channels typically have a glutamate residue in this linker region, and this residue was never
found at this position among the putative acetylcholine-gated chloride channels of parasitic
flatworms).

3.2. Serotonin

We could also identify all the components required for serotonergic signaling across
flatworms and in the mollusk L. gigantea. Serotonin is synthesized from tryptophan in two
steps that are catalyzed by the enzymes tryptophan hydroxylase (which is specific for
serotonin synthesis) and aromatic L-amino acid decarboxylase (AADC, which also has roles
in other pathways, including in the synthesis of DA). An ortholog of tryptophan hydroxylase
was found in all analyzed flatworms [Supplementary figure S5], although only small
fragments of the gene could be found in the monogenean G. salaris. Furthermore, the
ortholog of S. mansoni has been experimentally confirmed to be a bona fide tryptophan
hydroxylase [129]. AADC could also be putatively identified in all analyzed flatworms
(although note that the known and putative AADC sequences form a paraphyletic group in
the phylogenetic tree of decarboxylases, and that an additional duplication is present in
flatworms [Supplementary Figure S6]). Serotonin is transported into synaptic vesicles by the
conserved vesicular monoamine transporter (VMAT), which also transports other
monoamine neurotransmitters (DA, TA and OA) [109,151,152]. VMATs are part of the SLC18
family of transporters [146], and we could find clear orthologs of VMAT in all analyzed
flatworms [Supplementary Figure S2]. Reuptake of serotonin is performed by SERT, a
conserved clade of the SLC6 family (this family also contains other neurotransmitter
transporters) [108,153,154]. An ortholog of SERT was previously characterized in S. mansoni
[124], and ortholog sequences were also present in the genomes of all analyzed flatworms
[Supplementary Figure S7].

There are several well conserved clades of amine GPCRs that are activated by serotonin
[155]. All clades were found in the mollusk L. gigantea, but only some clades could be found
in flatworms [Supplementary Figure S3]. One clade contains the 5-HT-7 receptors from
vertebrates, and contains several receptors that have been shown to respond to serotonin
in free-living and parasitic flatworms [125,128,156]. One or more members of this clade
were found in all analyzed flatworms. Another conserve clade of serotonin GPCRs contains
the vertebrate 5-HT-1 and 5-HT-5 receptors, and members of this clade are also found in all
analyzed flatworms. An additional conserved clade that contains the 5-HT-2 receptors of
vertebrates could only be identified in the planarian S. mediterranea, the monogenean G.




salaris, and the trematode O. viverrini. Finally, a clade that contains the 5-HT-4 was absent
from all of the analyzed flatworm genomes.

In addition to the conserved serotonin GPCRs, some animals have serotonin-gated Cys-loop
LGIC receptors. These are evolutionary novelties that are only found in particular animal
groups, and consistently, no flatworm sequences were allied to these ionotropic serotonin
receptors [Supplementary Figure S4].

3.3. Dopamine

The biosynthesis of DA starts with tyrosine, and requires two steps that are catalyzed by
Tyrosine hydroxylase (TH, which is specific to DA synthesis) and AADC (an enzyme that is
shared with the serotonin synthesis pathway, as described above). TH is present in the
mollusk L. gigantea, the planarian S. mediterranea, the monogenean G. salaris, and in all
analyzed trematodes (in particular, the TH ortholog of S. mansoni was characterized by
Hamdan and Ribeiro (1998) [157]). However, it the ortholog of TH is specifically absent from
all tapeworms [Supplementary figure S5]. Similarly, only tapeworms lack orthologs of the
invertebrate Dopamine Transporter (iDAT), a clade of the SLC6 family of transporters that
is responsible for DA reuptake in invertebrates [108] [Supplementary Figure S7]. This
transporter was characterized in S. mansoni, and shown to be a bona fide dopamine
transporter [158]. Finally, all analyzed flatworms except tapeworms have orthologs of
conserved clades of DA receptors of the GPCR amine group [106,109,126,159]
[Supplementary Figure S3]. An additional dopaminergic GPCR receptor has been
experimentally characterized in S. mansoni, as part of a group of flatworm-specific GPCRs
that have duplicated and diverged extensively in Schistosoma spp. (the SmGPR clade [120]).
However, tapeworms lack homologs of this group. Taken together, these results suggest
that DA mediated signaling has been lost in tapeworms, but is present in all other
flatworms. Note that VMAT, the vesicular transport for DA, is present in all analyzed
flatworms as it also transports serotonin (see above).

3.4. Octopamine and tyramine

OA and its precursor TA serve as classical neurotransmitters in many animals, but are found
as trace amines in vertebrates [109,160—-162]. In their biosynthetic pathway, tyrosine is first
decarboxylated to TA by Tyrosine Decarboxylase (TDC), and TA is then hydroxylated to
Octopamine by Tyramine B-Hydroxylase (TBH). These enzymes are present in all analyzed
flatworms except tapeworms [Supplementary Figures S6 and S8]. Likewise, tapeworms lack
a homolog of the OA reuptake transporter OAT, another member of the SLC6 family of
transporters [108,163] [Supplementary Figure S7]. OA and TA are also transported into



synaptic vesicles by VMAT [104], which is present in all analyzed flatworms as it also
transports serotonin (see above).

There are several clades of amine GPCRs that serve as receptors for OA and/or TA and are
widely conserved in many bilaterian animals. According to the nomenclature of Bauknecht
and Jekely (2017) [102], these include the Tyramine-1 and Tyramine-2 groups of receptors
for TA, and the Octopamine-a and Octopamine-f groups of receptors for OA. Additionally,
a GPCR activated by OA has been described in Drosophila melanogaster [164], which is
orthologous to a2-adrenergic receptors from vertebrates and other bilaterians. The relative
specificities of these receptors for OA and TA are sometimes variable in different species
[102,109,160,165]. Among flatworms, we could identify orthologs of the Tyramine-1 and
Octopamine-P receptors in the planarian S. mediterranea, the monogenean G. salaris, and
in trematodes (although we couldn’t find any Tyramine-1 receptors in C. sinensis). We
additionally found an ortholog of Octopamine-a receptors in S. mediterranea. However, no
orthologs of any of these receptors could be found in tapeworms [Supplementary Figure
S3]. Together with the lack of specific transporters and biosynthetic enzymes for these
neurotransmitters, our results suggest the loss of these neurotransmitters in tapewormes.

Until recently, adrenergic signaling has been considered to be absent in invertebrates.
Adrenaline is synthesized from DA by a single reaction step catalyzed by Dopamine B-
hydroxylase (DBH), which is the invertebrate ortholog of TBH. This enzyme can hydroxylate
DA and TA in vitro, although with different efficiencies [166]. OA and TA are classically
thought as the functional equivalents of adrenaline in invertebrates, and their receptors are
closely related. However, orthologs of vertebrate al-adrenergic and a2-adrenergic have
been recently found in diverse invertebrate phyla, and shown to be most sensitive to
adrenaline [102]. This suggested that adrenaline, OA and TA coexisted as neurotransmitters
in the last bilaterian ancestor, and have been selectively lost in different lineages. Orthologs
of adrenergic receptors are absent from the genomes of parasitic flatworms, but orthologs
of al and a2 adrenergic receptors were found in the planarian S. mediterranea
[Supplementary Figure S3].

3.5. Glutamate

The ubiquitous amino acid glutamate functions as a neurotransmitter in all animals with a
nervous system, and we could find the central components of glutamatergic signaling in all
analyzed flatworms. Glutamate is specifically packaged into synaptic vesicles by the
vesicular glutamate transporter (VGLUT,; a specific clade of the SLC17 family of transporters
[104,111,153,167]), and is reuptaken from the extracellular space by the Excitatory Amino




Acid Transporters (EAATs, which are members of the SLC1 family of transporters
[104,111,168]). Both transporters can be found in the genomes of all analyzed flatworms
[Supplementary Figures S9 and S10].

Glutamate ionotropic receptors (iGluRs) constitute an independent superfamily of
excitatory receptors, which includes the NMDA and non-NMDA families [103,111]. There
are multiple members of both of these groups of iGIuRs in all of the analyzed flatworm
genomes [Supplementary Figure S11]. In addition, several homologs of the conserved
metabotropic glutamate GPCRs [111,169-171] are also present in the genomes of all
analyzed flatworms [Supplementary Figure S12]. One of these receptors from S. mansoni
has been functionally confirmed to be activated by glutamate [127]. Finally, we also
searched for glutamate-gated chloride channels of the Cys-loop LGIC superfamily. Such
inhibitory ionotropic receptors for glutamate are absent from vertebrates, but can be found
in several animal phyla, and evolved convergently in nematodes and different
lophotrochozoan phyla [172,173]. Among these, a group of glutamate-gated chloride
channels has recently been described in the trematode S. mansoni, and close homologs
were identified in other trematodes and in tapeworms [118]. In this work, we additionally
confirmed the presence of members of this group of receptors in all of the analyzed
flatworm genomes [Supplementary Figure S4]. Among flatworm glutamate-gated LGICs,
one particular arginine residue within loop A of the principal face of the extracellular
domain was proposed to be required for glutamate binding [174]. This residue was
conserved in all sequences from this clade, except two receptors from G. salaris, suggesting
that these are true glutamate receptors. Therefore, all analyzed flatworms have the
molecular machinery required for glutamate-mediated neurotransmission, which would
include a diverse array of excitatory and inhibitory receptors.

3.6. GABA

GABA is an inhibitory neurotransmitter in many animal phyla [107,114,175]. Evidence of the
presence of GABA in the nervous system of some trematodes and flatworms has also been
reported in the past [176—178]. However, to our surprise, we could only find homologs of
the genes required in other animals for GABAergic signaling in the mollusk L. gigantea, the
planarian S. mediterranea and the monogenean G. salaris. In contrast, all of these genes
were absent in the genomes of trematodes and tapeworms. This included the enzyme
glutamate decarboxylase (GAD), which is required for the main biosynthetic route for GABA
in the nervous system of animals [Supplementary Figure S6]. An alternative route for GABA
synthesis from putrescine has been described in specific regions and developmental stages
in the nervous system of mammals [179]. However, ornithine decarboxylase, which is




required for putrescine synthesis, is also absent from the genomes of parasitic flatworms
(data not shown). Likewise, the levels of putrescine in the tissues of these parasites have
been shown to be extremely low [180].

Vesicular transport of GABA occurs in most GABAergic cells by the vesicular inhibitory amino
acid transporters (VIAAT), which constitute the SLC32 family of transporters [104,153,181].
These transporters are similar to those of the SLC36 and SLC38 families, and we included all
three families in our phylogenetic analyses. Among flatworms, phylogenetic analyses only
identified orthologs of VIAAT in the planarian S. mediterranea and the monogenean G.
salaris, but not in tapeworms and trematodes [Supplementary Figure S13]. On the other
hand, there is one conserved clade among SLC6 transporters involved in GABA reuptake in
animals (this clade includes the neuronal GAT1 protein of vertebrates; note that additional
GABA transporters of the SLC6 family are present in other cell types in vertebrates, but
appear to be evolutionary novelties from an expansion of another branch of SLC6
transporters [104,114,153,154]). As with GAD, an ortholog of GAT1 is found in the planarian
and monogenean genomes, but not in trematodes and tapeworms [Supplementary Figure
S71.

Conserved receptors for GABA in animals include GABA GPCRs which are most closely
related to glutamate GPCRs, as well as inhibitory Cys-loop LGIC receptors that are similar to
the glutamate-gated chloride channels [107,110,114]. Phylogenetic analyses indicated that
orthologs of known GABAergic GPCRs are present in the mollusk L. gigantea and in the
planarian S. mediterranea, but are absent from parasitic flatworms [Supplementary Figure
S$12]. On the other hand, orthologs of GABA-responsive LGICs are present in L. gigantea, S.
mediterranea and G. salaris, but absent from trematodes and tapeworms (similar results
were described for S. mansoni by Dufour et al. (2013) [118]) [Supplementary Figure S4].

3.7. Histamine

Histamine (HA) serves as a neurotransmitter in vertebrates and is also known to be a
neurotransmitter in the model mollusk Aplysia californica and in D. melanogaster [182].
However, it is probably absent in C. elegans [109] and its roles as a neurotransmitter in
invertebrates are less well characterized. HA is synthesized from histidine in a single
reaction catalyzed by Histidine decarboxylase (HDC). Surprisingly, HDC could only be found
in the mollusk L. gigantea, and is absent from all analyzed flatworm genomes
[Supplementary Figure S6]. Vesicular transport of HA is carried out by VMAT, and no high
affinity transporters for histamine reuptake have been characterized [107,151]. Therefore,
it is not possible to search for additional specific markers of HA signaling.




The best characterized receptors for HA are specific amine GPCRs (H1-H4 receptors) in
vertebrates, and two inhibitory Cys-loop LGICs in D. melanogaster that are related to GABA
ionotropic receptors [182,183]. Interestingly, clear orthologs of the vertebrate H1 and H3-
H4 groups of GPCRs were found in the mollusk L. gigantea [Supplementary Figure S3],
suggesting that GPCR mediated HA signaling may be ancestral in bilaterians. No ortholog of
these HA receptors were found in flatworms. However, two HA receptors have been
experimentally characterized in the trematode S. mansoni, as part of the flatworm-specific
SmGPR clade (that also contains DA-responsive receptors, but is absent in tapeworms, as
described above) [119,121].

3.8. Purinergic signaling

In addition to its many metabolic roles, ATP serves as a chemical messenger in both synaptic
and non-synaptic signaling. In mammals, ATP is stored into synaptic vesicles by the vesicular
nucleotide transporter (VNUT), a member of the SLC17 family of transporters [167,184].
Orthologs have been found in diverse invertebrate models, but have not been functionally
characterized yet [184]. Orthologs of VNUT could be found in the mollusk L. gigantea and
in most flatworms, but are surprisingly absent from the assembled genomes of taeniid
cestodes (E. granulosus, E. multilocularis, and T. solium) [Supplementary Figure S9]. ATP
receptors include the ionotropic P2X receptors, which are an ancient and independent
family of ATP-gated channels [112]. Several members of this family are found in all analyzed
flatworms [Supplementary Data S2], and one member has been characterized in the
trematode Schistosoma mansoni [185]. In contrast, purinergic receptors of the P2Y GCPR
group are absent from flatworms (data not shown), and to the best of our knowledge, are
vertebrate-specific.

3.9. Expression of markers of neurotransmitter pathways in Hymenolepis microstoma.

We determined the expression patterns of genes specifically involved in individual
neurotransmitter pathways that we could find in the genome of the tapeworm H.
microstoma. We chose orthologs of ChAT, TPH and VGLUT as possible markers of
cholinergic, serotonergic and glutamatergic cells, respectively. In addition, we were
interested in comparing these markers of classical neurotransmitter pathways with a
marker that would label the majority of peptidergic cells (ideally, a marker required for the
processing of the majority of the neuropeptides that we previously described in H.
microstoma [79]). Most neuropeptides are processed from longer precursors by proprotein
convertases of the PC1/3 and PC2 families [186]. Our phylogenetic analysis showed that




only PC2 is found in parasitic flatworms [Supplementary Figure S14], and a PC2 homolog
has been shown to be widely expressed in the nervous system of planarians [67,187],
making it a promising candidate. Note however that some neuropeptides may not require
cleavage or may be cleaved by additional proteases. Therefore, some peptidergic cells may
not be labeled by this marker. We describe the results for each marker below (Figures 2 to
6), and a graphical summary of all expression patterns is provided in Figure 7.

3.9.1. Expression of hm-pc2 as a peptidergic marker

The H. microstoma hm-pc2 gene shows extensive expression in the nervous system (Figure
2). Indeed, of all the expression patterns that we investigated, it is the one that most
completely recapitulates the anatomical description of the nervous system by Webb and
Davey based on electron microscopy of serial sections [32]. In the scolex (head) the nervous
system has a three-tiered structure that comprises: the paired cerebral ganglia surrounding
the main (cerebral) transverse commissure; a pair of rostellar ganglia within the rostellar
sac; and a single rostral ganglion within the rostellar bulb (Figure 2A, Figure 7). All of these
structures contain numerous hm-pc2 + cells, and in the case of the cerebral ganglia and
commissure, the cell bodies are clearly located in the periphery, surrounding the central
neuropile. The cerebral ganglia have dorsal and ventral projections, the so called anterior
cerebral nerves, which run between the suckers and also have associated hm-pc2+ positive
cell bodies. Within the suckers, only a few positive cells were found.

In the posterior of the scolex, the cerebral ganglia transition smoothly into the lateral nerve
cords of the neck and segments (also known as the main longitudinal nerve cords) (Figure
2A). In these nerve cords, hm-pc2+ cell bodies surround a central region that contains the
nerve fibers. The dorsal and ventral pairs of medial nerve cords also arise from the cerebral
ganglia, and have numerous small hm-pc2+ cell bodies. At the dorsal and ventral midlines
between these medial nerve cords, many small hm-pc2+ cells are found with bipolar
projections that form the delicate transverse commissures linking the nerve cords [188].

In the chain of segments (strobila), weakly positive cells can also be seen in the ring
commissures that link the nerve cords (an anterior, median, and posterior commissure is
present in each segment, as described with other markers in Hymenolepis diminuta
[189,190](data not shown). Many small hm-pc2 + cells are found in the nerve plexus that
innervates the genital atrium and pore in each segment (Figure 2B). Additional positive cells
appear in nervous structures that are associated with the developing reproductive system,
including two to three hm-pc2+ cells that are located in the proximity of the ovary and
vitelline gland, next to the ootype (Figure 2C).




Interestingly, we could also detect hm-pc2 expression in two cell populations that are
probably non-neuronal. On the one hand, there is a population of hm-pc2+ cells located in
a row in the center of the germinative neck region (indicated by an arrow in Figure 2A).
These cells are only inherited by some of the developing segments as these are formed in
the posterior neck. On the other hand, strong expression is also seen in the cells of the wall
of the external seminal vesicle (Figure 2B, 2D). These additional sites of expression suggest
that peptides processed by PC2 may have additional, non-nervous roles in cestode
development and reproduction (see the discussion).

In comparison, we also analyzed the expression of the neuropeptide precursor gene hm-
npp-20.1 (Figure 3). This is one of six paralogs of Neuropeptide F precursors that are present
in the genome of H. microstoma [79], and we chose this particular gene because it is the
ortholog of Moniezia expansa NPF (MeNPF), the first neuropeptide isolated from any
parasitic flatworm [191]. Antibodies against MeNPF have been extensively used for the
detection of peptidergic cells in different flatworms [192]. In contrast to the abundance of
hm-pc2+ cells, hm-npp-20.1 is only expressed in a few cells in the scolex: three to four large
cells in the main transverse commissure and four to eight cells in the rostellar sac. It is also
expressed by few cells in the lateral nerve cords, but not in any other nervous or non-
nervous structures (Figure 3).
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Figure 2. WISH of hm-pc2 in H. microstoma adults. A. Scolex and neck (A1, maximum intensity projection of
the dorsal-most focal planes (0-30 um) showing the medial nerve cords; A2, maximum intensity projection of
focal planes in the middle region (30-66 um) showing the main lateral nerve cords, rostral ganglion, rostellar
ganglia, cerebral ganglia and cerebral commissure; notice the hm-pc2 positive cells in the middle of the neck
region as well (arrow); A3, maximum intensity projection of the complete z-stack with color-coded depth). B.




Mature segment (B1, maximum intensity projection of WISH (green) and DAPI nuclear staining (blue); B2,
maximum intensity projection of WISH with color-coded depth). C. Detail of hm-pc2 positive cells in the vicinity
of the vitelline gland and ovary (green, WISH; blue, DAPI). D. Detail of a section of an immature segment
showing hm-pc2 positive cells in the external seminal vesicle (green, WISH; blue, DAPI). Abbreviations: ed,
ejaculatory duct; esv, external seminal vesicle; ov, ovary; sr, seminal receptacle; t, testis; vit, vitelline gland.
The asterisks mark the position of genital pores. Bars: 50 um.
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Figure 3. WISH of hm-npp-20.1 in H. microstoma adults. A. Scolex and neck. B. Immature segments. C. Mature
segments. In all cases, the top panel shows maximum intensity projections of WISH with color-coded depth,
and the bottom panel shows maximum intensity projections of WISH (green) and DAPI (blue). Bars: 50 um.

3.9.2. Expression of hm-vglut as a glutamatergic marker

This gene is expressed in numerous cells in the nervous system, including the cerebral
ganglia and cerebral commissure, the rostellar ganglia, the main longitudinal and medial
nerve cords, and the transverse and ring commissures of the neck and strobila (Figure 4A,
4B).

In the developing reproductive system, expression is also seen in the cells of the plexus
surrounding the genital atrium and pore, and in a few dorsal and ventral cells that are
associated with the male and female reproductive organs, respectively (Figure 4C, 4D).




Figure 4. WISH of hm-vglut in H. microstoma adults. A. Scolex and neck (A1, maximum intensity projection
of the dorsal-most focal planes (0-28 um) showing the medial nerve cords; A2, maximum intensity projection
of focal planes in the middle region (28-52 um) showing the main lateral nerve cords, rostellar ganglia, cerebral
ganglia and cerebral commissure; A3, maximum intensity projection of the complete z-stack with color-coded
depth). B. Early immature segments (maximum intensity projection with color-coded depth). C. Later
immature segments with developing genital primordia (gp) (maximum intensity projections of WISH (green)
and DAPI (blue)). D. Mature segments, right side. The asterisks mark the position of genital pores. Bars: 50
pm.

3.9.3. Expression of hm-chat as a cholinergic marker

Although hm-chat expression is found in most of the nervous structures of the adult, the
number of cells that express this gene in each region is relatively low. Most hm-chat+ cells




can be found at the base of the suckers, in all nerve cords, and in anterior nerves and
transverse commissures (Figure 5A). In contrast, very few positive cells can be found in the
ganglia of the scolex or in the cerebral commissure.

In mature segments, positive cells are also found in the nerve plexus surrounding the genital
atrium and the genital pore (Figure 5B).

238-62 um ;-

Figure 5. WISH of hm-chat in H. microstoma adults. A. Scolex and neck (A1, maximum intensity projection of
the dorsal-most focal planes (0-38 um) showing the medial nerve cords; A2, maximum intensity projection of
focal planes in the middle region (38-62 um) showing the main lateral nerve cords, rostellar ganglia, cerebral
ganglia and cerebral commissure; A3, maximum intensity projection of the complete z-stack with color-coded
depth). B. Mature segments, right side. The asterisks mark the position of genital pores (B1, DAPI; B2, WISH;
B3, merge with DAPI in blue and WISH in green). Bars: 50 um.

3.9.4. Expression of hm-tph as a serotonergic marker

Of all the markers investigated in this work, hm-tph is expressed in the fewest cells. AlImost
all of the hm-tph+ cells are found along the lateral nerve cords and at their initial portion
adjacent to the cerebral ganglia (Figure 6A, 6B). Very few positive cells are seen in the
rostellar ganglia, and only one weakly positive cell is found in the main transverse
commissure. No expression is seen in the medial nerve cords or in the transverse and ring




commissures. In mature segments, two to three positive cells are found at the base of the
cirrus sac (Figure 6C).

Staining with an anti-serotonin polyclonal antibody shows an identical localization of the
positive cell bodies as that obtained with WMSH for hm-tph, but also demonstrates their
projections (Figure 6D and Koziol (2017) [10]; see also similar results published for anti-
serotonin staining in Hymenolepis diminuta [188]). These projections run through all of the
main nerve cords and commissures, and also innervate the genital pore (Figure 6D and data
not shown).

hm-tph
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Figure 6. WISH of hm-tph and anti-serotonin immunoreactivity in H. microstoma adults. A. Scolex and neck
(WISH, maximum intensity projection with color-coded depth showing the main lateral nerve cords). B.




Immature segments (maximum intensity projection of WISH (green) and DAPI (blue). C. WISH of mature
segments, right side. The asterisks mark the position of genital pores (WISH in green, DAPI in blue). D. Anti-
serotonin immunohistofluorescence of mature segments (right side). Notice the pair of positive cells
associated with the genital pore in C and D. Bars: 50 pm.
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Figure 7. Summary of WISH expression patterns obtained in this work. The top panel shows the expression
in the scolex and neck (light-green circles on top of a dark green diagram of the nervous system), and the
bottom panel shows a cross section of the neck (red indicates the position of the external and inner muscle
layers). Abbreviations: CG, cerebral ganglia; LNC, lateral nerve cords; MNC, medial nerve cords; RG, rostral
ganglion; RLG, rostellar ganglia.

4, Discussion

Work on model species from different phyla has shown that the molecular components
required for neurotransmitter synthesis, transport and reception are remarkably conserved
in bilaterian animals. However, our work clearly indicates that many of these components
were lost in tapeworms, and in some cases also in other flatworms. The databases that we
used for our analyses includes high-quality genome assemblies obtained with different
sequencing technologies [113,193], and the results are largely identical among different
species of tapeworms and trematodes. Furthermore, for every neurotransmitter in each
species, all the specific components of the pathway were either present or absent
simultaneously, with few exceptions. These exceptions are found only in genome




assemblies of lower quality, and may be due to insufficient coverage. The generation of
genome assemblies from additional flatworm species, together with continued
improvements on currently existing genome assemblies and gene predictions will be
important to confirm or refute our results.

Therefore, our results imply that several neurotransmitters were either lost from these
species, or that the pathways that are required for their synthesis, transport and reception
are completely different between these species and other animals. Either conclusion would
have important consequences for our understanding of the biology of parasitic flatworms,
and for the search of novel anthelmintics targeting the neuromuscular system. However,
there are several reasons why it is not possible to decide between both alternatives solely
on the basis of in silico data. In particular, although neurotransmitter pathways are largely
conserved among bilaterian animals, there are several exceptions. These exceptions are
based on the promiscuity of some of the components, and from non-orthologous gene
displacement of others. One well studied example are the trace amines in vertebrates,
which include TA and OA [162]. Although vertebrates have lost the TDC enzyme, they
produce very low levels of TA from tyrosine in a reaction catalyzed by AADC (a paralog of
TDC), albeit less efficiently. They also produce trace levels of OA from TA through the DBH
enzyme. Vertebrates lack the TA and OA receptors found in other animals, and although OA
and TA do not function as classical neurotransmitters in vertebrates, TA is a ligand for the
Trace Amine-Associated Receptor 1 (TAAR1), a member of an unrelated group of
vertebrate-specific GPCRs. Additional examples of novel, clade-specific receptors for known
neurotransmitters are the TA-gated and DA-gated Cys-loop LGIC receptors from C. elegans
[194], and the Sm-GPR clade of GPCRs from S. mansoni [119,120], which includes novel DA
and HA receptors. Substrate promiscuity and changes in substrate specificity may also occur
among transporters. For example, VMAT2 has been proposed to transport GABA in specific
nerve cells in mammals [195]. Similarly, Drosophila lacks the OAT transporter, and OA has
been proposed to be reuptaken by other transporters in this species [104,160].

In the case of flatworms, there are other uncertainties that make this question even more
complex. On the one hand, our analyses suggest that there are entire clades of receptors
and transporters with unknown specificities that are only found in flatworms and other
lophotrochozoans. Two good examples are the sister groups to the VGLUT and VNUT
receptors, with members that are only found in flatworms and Lottia gigantea
[Supplementary Figure S10]. Likewise, there are many lophotrochozoan and flatworm-
specific GPCRs with similarity to amine receptors [Supplementary Figure S3] as well as Cys-
loop LGICs [Supplementary Figure S4]. Additionally, parasitic flatworms may obtain some
neurotransmitters from their host. For example, high-affinity tegumental transport of
serotonin in Hymenolepis diminuta was demonstrated in vitro [196]. The source of HA in S.




mansoni has also been hypothesized to be from the host rather than from the parasite
[117]. If true, this may explain the presence of a HA receptor in the absence of the HA
synthesis pathway, and would indicate that HA sensitivity evolved convergently for this
GPCR.

The best characterized neurotransmitters in parasitic flatworms are ACh, serotonin and
glutamate [100]. Their presence in the tissues of tapeworms is well documented from
different species, as is their activity on muscle contractility. Our results are in good
agreement, as the required synthetic enzymes, transporters and receptors are present in
all analyzed flatworms. In contrast, reports on the presence of other neurotransmitters in
flatworms are more variable and species-dependant. In the case of tapeworms, many
studies that searched for biogenic amines were unable to identify DA, TA or OA, or found
them only in small amounts [197,198]. In the tapeworm Diphyllobothrium dendriticum, DA
could be found in larger amounts, and its precursor L-DOPA was highly abundant in gravid
proglottids [199]. In these proglottids, L-DOPA is synthesized by the enzyme Tyrosinase
during the process of quinone tanning of the eggshells [200]. We were able to find an
ortholog of tyrosinase in the draft genome of the related species Diphyllobothrium latum
([137]; data not shown). However, eggshell tanning is absent from higher cestodes [200],
and the gene was concordantly absent from the genomes of Echinococcus spp., T. solium,
H. microstoma and M. corti (data not shown). The data that is most contradictory with our
results is that from Ribeiro and Webb (1983) [198], who provided evidence for the synthesis
of TA and OA from tyrosine by adults of Hymenolepis diminuta in vitro. To the best of our
knowledge, this is the only report of TA and OA synthesis in any tapeworm, and it would be
very interesting to replicate these results in this and additional species with modern
methods that can directly confirm the identity of the neurotransmitters, such as liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry or to fast-scan cyclic voltammetry
detection [201,202].

The absence of genes required for GABA synthesis, transport and reception in the genomes
of trematodes and tapeworms was particularly surprising. GABA-like immunoreactivity has
been described in the nervous system of some trematodes and tapeworms [177,178,203].
Furthermore, glutamate decarboxylase (GDC) activity was biochemically detected in
extracts of S. mansoni [178], but we were unable to find an ortholog of GDC in its genome.
It is possible that another decarboxylase is the source of this activity, but its identity and its
relevance in vivo is unclear. On the other hand, GDC activity was reported to be absent from
extracts of the tapeworm Moniezia expansa [204].

WISH expression analysis of H. microstoma allowed us to easily localize cells involved in
different neurotransmitter systems with great detail and specificity. However, one



drawback of this strategy is that only the perikarya are labeled (where the mRNA are
located), but not the projections of these cells. Antibodies against epitopes that are
conserved within these validated markers across parasitic flatworms would be a highly
convenient tool. Although all of the marker genes were expressed in the nervous system,
their expression patterns were different from each other. Orthologs of ChAT and TPH were
expressed in relatively few cells, which were mostly absent from the main nervous ganglia.
Their localization was congruent with previous immunofluorescence and histochemical
studies of serotonergic and cholinergic cells in different species of Hymenolepis [188,190].
In contrast, the ortholog of VGLUT was widely expressed in a large number of cells in the
nervous system. Because of the ubiquity of glutamate in all tissues, antibodies against
glutamate typically give a relatively strong background (for example (Webb and Eklove,
1989 [205])), and the use of VGLUT as a marker is a significant improvement for the
localization of glutamatergic cells. Although ACh is the fast-acting excitatory
neurotransmitter in the neuromuscular junction of vertebrates and nematodes [105,107],
neuromuscular transmission mediated by glutamate is typical in insects [206,207], and both
cholinergic and glutamatergic neurotransmission has been reported in mollusks [208]. In
combination with the known myoexcitatory effects of glutamate and the myoinhibitory
effects of ACh on muscle activity in tapeworms [100], our data suggest that glutamate could
signal directly on the muscle fibers of tapeworms, perhaps as a fast neurotransmitter.

On the other hand, the proprotein convertase PC2 served as an excellent marker for the
nervous system. Because PC1/3 is absent from parasitic flatworms, its expression should
label the majority of peptidergic cells. Antibodies against MeNPF have also been extensively
used to describe peptidergic cells in many parasitic flatworms, providing great detail of the
anatomy of their nervous systems[100,209]. It is likely that the antibody cross-reacts with
several NPF paralogs and with other neuropeptides that have the common C-terminal RF-
amide motif [210]. However, unlike PC2, it would not label peptidergic cells that produce
other neuropeptides. Co-release of classical neurotransmitters and neuropeptides is typical
in neurons of model animals, but has not been demonstrated in parasitic flatworms. Double
immunostaining for MeNPF and serotonin has usually shown little co-localization in
different flatworm species [97], and in the future it will be interesting to determine if the
more general peptidergic marker PC2 is co-localized with classical neurotransmitters.

Interestingly, we found expression sites for hm-pc2 outside the nervous system, indicating
that PC2 could process peptides that serve other roles besides neural transmission. The hm-
pc2+ cells in the neck are particularly interesting. These cells may correspond to the so-
called unicellular endocrine cells that were described by Specian et al. (1979) [37]. Their
localization could indicate a role of these cells in regulating proliferation and development
in the neck germinative region. In addition, there was a very conspicuous expression of hm-



pc2 in cells surrounding the external seminal vesicle, suggesting that these cells may
produce and secrete a substance that is stored together with the spermatozoa. Little is
known about accessory male reproductive glands in tapeworms, and none had been
previously described in Hymenolepis spp. Unicellular accessory glands have been described
in the cestode Cylindrotaenia hickmani [211], and these cells secrete electron-dense
particles that adhere to spermatozoa in the lumen of the external sperm duct. Thus, it is
possible that seminal secretions of tapeworms include peptides that are transferred during
insemination. In Drosophila melanogaster, the peptide Acp70A (also known as sex peptide)
is produced in the male accessory glands and is transferred (attached to the spermatozoa)
to the female during mating. In the female, it is released and interacts with the
myoinhibitory peptide receptor that is expressed in the female reproductive tracts, inducing
post-mating responses such as decreased receptivity to mating and increased egg
production [212,213]. It is tempting to speculate that the secretions of the accessory male
glands could have analogous functions on post-mating regulation of the female
reproductive system in tapeworms.
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Legend to Supplementary Figures

Supplementary Figure S1. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of Choline-O-
acetyltransferases and related sequences. Numbers next to nodes represent branch
support values. In all phylogenetic trees included as supplementary figures, the species of
origin of the sequences are represented as follows: mollusks are indicated with black circles,
planarians with blue circles, the monogenean Gyrodactylus salaris with magenta circles,
trematodes with red circles (gene codes starting with Smp indicate sequences from S.
mansoni; Csin indicates C. sinensis; and T265 indicates O. viverrini), and cestodes with green
circles (gene codes starting with MCOS indicate sequences from M. corti; HmN indicates H.



microstoma; EgrG indicates E. granulosus; Emul indicates E. multilocularis). We indicate
with different colors the neurotransmitter pathways to which the sequences may belong,
based on experimentally characterized members of each clade, according to the following
color code: cholinergic signaling (green), serotonergic signaling (red; note that components
that are also shared by other pathways have been colored in red exclusively), histaminergic
(light blue), tyraminergic/octopaminergic (orange), dopaminergic (yellow), GABAergic
(blue), glutamatergic (purple). Numbers next to nodes represent branch support values.

Supplementary Figure S2. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of Solute Carrier
Family 18 (SLC18) transporters. Numbers next to nodes represent branch support values.

Supplementary Figure S3. Maximum Likelihood phylogenetic analyses of biogenic amine
GPCRs and related sequences. Numbers next to nodes represent branch support values. In
phylogenetic analyses using the MAFFT alignment and in trimmed alignments, the SmMGPR
sequences from S. mansoni and the related sequences from other flatworms clustered with
the Tyramine-2 receptors.

Supplementary Figure S4. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of Cys-Loop Ligand
Gated lon Channels. Numbers next to nodes represent branch support values.

Supplementary Figure S5. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of aromatic amino
acid hydroxylases. Numbers next to nodes represent branch support values.

Supplementary Figure S6. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of Group Il amino
acid decarboxylases. Numbers next to nodes represent branch support values. In the
phylogenetic analysis using the MAFFT alignment, the glutamate decarboxylase clade was
not resolved.

Supplementary Figure S7. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of Solute Carrier
Family 6 (SLC6) transporters. Numbers next to nodes represent branch support values.

Supplementary Figure S8. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of Copper-enzyme
hydroxylases. Numbers next to nodes represent branch support values.

Supplementary Figure S9. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of Solute Carrier
Family 17 (SLC17) transporters. Numbers next to nodes represent branch support values.

Supplementary Figure S10. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of Solute Carrier
Family 1 (SLC1) transporters. Numbers next to nodes represent branch support values.

Supplementary Figure S11. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of ionotropic
glutamate receptors. Numbers next to nodes represent branch support values.




Supplementary Figure S12. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of Class C GPCRs
(also known as the Glutamate family of GPCRs). Numbers next to nodes represent branch
support values.

Supplementary Figure S13. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of the Solute Carrier
Family 32, 36 and 38 (SLC32, SLC36 and SLC38) transporters. Numbers next to nodes
represent branch support values.

Supplementary Figure S14. Maximum Likelihood phylogenetic analysis of proprotein
convertases. Numbers next to nodes represent branch support values. In the phylogenetic
analysis using the trimmed MAFFT alignment, the SMU15000885 sequence from Schmidtea
mediterranea did not cluster with the PC1/3 clade.



Capitulo 2: “Analisis transcriptomico de los diferentes

estadios del ciclo de vida del cestodo modelo Hymenolepis

microstoma”

Se llevé a cabo el anadlisis transcriptémico mediante RNAseq de las diferentes etapas
del ciclo de vida de H. microstoma. Este segundo capitulo de resultados de la tesis también
se muestra en formato de articulo cientifico, publicado en 2021.

Articulo original: M. Preza et al., “Stage-specific transcriptomic analysis of the model
cestode Hymenolepis microstoma,” Genomics, vol. 113, no. 2, pp. 620-632, Mar. 2021. [214]
10.1016/j.ygeno.2021.01.005

Para esta publicacion participé en: la obtencidn del material bioldgico, extraccion de ARN
de cada estadio, analisis bioinformaticos (todos los descriptos en el articulo) utilizando la version 1
del genoma de H. microstoma (WBPS-1), la realizacion experimental de WMISH (incluyendo sintesis
de las sondas de ARN marcadas con digoxigenina, analisis de imagenes obtenidas por microscopia
confocal mediante FUJI), andlisis de los resultados, armado de figuras y correcciones del articulo
antes de ser enviada la versidn final.

La informacién suplementaria de este articulo puede ser observada y descargada en
el siguiente enlace:

https://drive.google.com/drive/folders/1EcYTuxJWCbSTP CPvjPV aRjhzqDkHDO?usp=shari
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Abstract

Most parasitic flatworms go through different life stages with important physiological
and morphological changes. In this work, we used a transcriptomic approach to analyze the
main life-stages of the model tapeworm Hymenolepis microstoma (eggs, cysticercoids, and
adults). Our results showed massive transcriptomic changes in this life cycle, including key
gene families that contribute substantially to the expression load in each stage. In
particular, different members of the cestode-specific hydrophobic ligand-binding protein
(HLBP) family are among the most highly expressed genes in each life stage. We also found
the transcriptomic signature of major metabolic changes during the transition from
cysticercoid to adult worms. Thus, this work contributes to uncovering the gene expression
changes that accompany the development of this important cestode model species, and to
the best of our knowledge represents the first transcriptomic study with robust replicates
spanning all of the main life stages of a tapeworm.

Keywords: Tapeworm, RNA-seq, Flatworms functional genomics, Gene family evolution,
Antigen B.

1. Introduction

Many parasitic flatworms have complex life cycles, with divergent life stages that are
well adapted to their respective hosts. Their genomes encode the genetic information
required for the development and maintenance of very different life forms and for their
metabolic and immunological interactions with their respective hosts.

In the case of cestodes (tapeworms), most species have a hermaphroditic adult stage
that is an enteric parasite of a vertebrate definitive host. Within this host, adults generate
a chain of segments from the neck (each segment containing male and female reproductive
systems) and reproduce sexually to generate thousands of infective eggs that are released
to the environment. These eggs contain the first larval stage, known as the oncosphere, a
highly reduced larval form that can passively infect the intermediate host. Once in the



intermediate host, the oncosphere invades parenteral tissues and undergoes a drastic
metamorphosis into a second larval stage, the metacestode. The metacestode infects the
definitive host when it is ingested together with the intermediate host and develops into
the adult, closing the life-cycle.

Many zoonotic diseases of humans and domestic animals are caused by the larval stages
of tapeworms, including the metacestodes of Echinococcus granulosus, Echinococcus
multilocularis and Taenia solium. Thus, it is very important to study in detail the life-stage
specific adaptations of these species, however this is not easy due to their infectivity to man
and to the challenges of maintaining their complete life cycle in the laboratory. Genomic
and transcriptomic analyses of these and other tapeworms have shed light on their
transcriptional adaptations, confirming previously known differences in gene expression
between life stages and identifying hundreds of differentially expressed genes (DEGs).
Among differentially expressed genes many members of gene families have been identified
[20,215-219]. Genes families are made up of paralogous copies of genes that emerge as a
result of duplication and speciation [220-222]. As a general rule gene family expansions are
associated to 1) the functional diversification of the resulting duplicates, or 2) proteins that
keep the original function but increase gene dosage to increase protein product [223,224].
Kinases, proteases, ion-channels, and detoxification proteins, among many others, have
been identified as functional categories coded by gene families that tend to expand in many
flatforms lineages but also in other worms [225]. Duplicated genes within these categories
have been shown to be differentially expressed throughout the parasite cycle of many
species (see for instance [16,226], among many others). Thus, sequence divergence after
duplication may not only affect coding sequences but also regulatory regions.

Hymenolepis diminuta and Hymenolepis microstoma have been the workhorses of
classical studies of cestode physiology and biochemistry, due to the simplicity of their in
vivo culture. Their life cycles include rodents as definitive hosts and beetles as intermediate
hosts, where the metacestodes (named cysticercoids in these species) reside in the
hemocoel. The genomes of these tapeworms have been recently published [21,227].
Furthermore, Olson et al [21] have published transcriptomic data from H. microstoma
larvae undergoing metamorphosis from oncosphere to metacestode, and of the different
regions of the adult worm [219]. Their work identified genetic regulators that participate in
these complex developmental processes. In a related manner, Rozario et al have analyzed
transcriptomic data of the germinative neck region of adults and of irradiated neck tissues
(depleted of their stem cells) of H. diminuta in order to identify the specific factors that
provide the neck region with its unique proliferative capacity [11]. However, no studies have
analyzed the transcriptomic profiles of each of the life-stages of Hymenolepis species
comparatively.




In this work, we generated transcriptomic data for all of the main life-stages of H.
microstoma (eggs containing infective oncospheres, infective cysticercoids, and adults). Our
results identified hundreds of highly expressed, stage-specific transcripts. These genes
include many cases of stage-specific expression of different paralogs within expanded
families of secreted proteins which may be of relevance for host-parasite interaction. In
particular, members of the cestode-specific Antigen B / hydrophobic ligand-binding protein
(HLBP) family are among the most highly expressed genes in each life stage. Furthermore,
we identified a strong transcriptional signature of a metabolic shift between larval and adult
stages which correlates well with classical biochemical studies of Hymenolepis. As far as we
know, no single transcriptomic study has covered all of the main life stages with robust
biological replicates in any tapeworm species so far. Thus, this work contributes to reaching
a comprehensive understanding of the life cycle and evolution of cestodes.

2. Materials and Methods

2.1 Organisms and samples.

The life cycle of H. microstoma was maintained using C57 mice as definitive hosts, and
Tribolium confusum as intermediate hosts, as described [18] in collaboration with Jenny
Saldana and Laura Dominguez, Laboratorio de Experimentacion Animal, Facultad de
Quimica, Universidad de la Republica, Uruguay (“Mantenimiento del ciclo vital completo del
cestodo H. microstoma utilizando sus hospedadores naturales Mus musculus (ratén) y
Tribolium confusum (escarabajo de la harina)”; Protocol number: 10190000025215,
Comisién Honoraria de Experimentacion Animal, Uruguay). Four samples of each stage
were used as biological replicates. Adults were obtained from the bile duct and intestine of
infected mice 3 to 4 months post-infection, and the posterior-most segments containing
developing eggs were removed before further processing. A maximum of ten adults was
obtained from each mouse. Cysticercoids were obtained from the dissection of infected
beetles in phosphate-buffered saline (PBS) 2 to 3 months post-infection. Eggs were
obtained by collecting them after careful dissection of gravid segments of adult worms in
PBS, washed several times with PBS, and treated with 0,5% trypsin for 30 minutes at room
temperature in order to remove any remaining contamination of adult tissues. The eggs
were then incubated overnight at 8 2C, since this procedure is known to increase the ability
of oncospheres to become activated [228], and we have found it to increase egg infectivity
(Preza and Koziol, unpublished results). Finally, the eggs were placed on a filter with a 27
pum mesh and washed extensively with PBS. Microscopical analysis of the resulting egg
preparations after staining with Hoechst 33342 demonstrated the absence of any remaining




contaminating cells from adult tissues (data not shown). These eggs were obtained from
the posterior-most regions of the adult worm and included fully-formed, infective
oncospheres (as determined by the infection of T. confusum) but probably also included
eggs with oncospheres at the latest stages of embryonic development. Note that egg
manipulation conditions (trypsin treatment and maintenance of isolated eggs at low
temperatures) are likely similar to those encountered by the eggs in the natural life cycle of
this species as they are released, first to the contents of the intestine, and later to the
environment; therefore it is possible that some aspects of gene expression could have been
influenced by their handling for isolation although to a very minor extent.

2.2 RNA extraction, library preparation, and sequencing.

Total cellular RNA was isolated and purified with TRl Reagent (Sigma Aldrich) in
combination with the Direct-zol RNA Miniprep (Zymo Research), including the DNase
treatment step to remove contamination with genomic DNA. RNA yield was estimated with
the Qubit RNA Broad Range Assay Kit (Thermo Fisher), and RNA integrity was evaluated by
means of agarose gel electrophoresis. RNA yields were between 1 and 3 pg of total RNA for
eggs and cysticercoids, and between 10 and 30 pg of total RNA for adults. Libraries from
individual samples were sequenced with Illumina’s HiSeq4000 at Macrogen (Korea), by
means of 100 bp paired-end reads. Libraries were prepared from total RNA, using poly(A)
enrichment of mRNAs. Libraries were barcoded and multiplexed for sequencing.

2.3 Reference genome and annotation.

The genome sequence of H. microstoma version 3 (HMN_v3, GCA_000469805.3),
recently published by Olson et al [21], was downloaded from the Wormbase ParaSite
database available at parasite.wormbase.org [137]. Coding sequences and annotations

were also downloaded from this site. Mitochondrial genes were identified with MITOS web
server [229] and added manually to the annotation file. Available cestode coding sequences
were also downloaded from the Wormbase ParaSite database in order to identify
homologous gene clusters for multigene family evolution analysis. Protein sequences
secreted by the canonical pathway were predicted employing SignalP v 5 [230].



https://parasite.wormbase.org/

2.4 Reads trimming, mapping reads, and read count.

Reads quality was assessed with FASTQC v0.11.8 (available at
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). The proportion of reads with an average
Phred quality score above Q30 and Q20 were measured with Seqgkit v0.13.0 [231].
Sequences were trimmed based on quality using sickle v1.33 (available at
github.com/najoshi/sickle), a Phred score of 30 was used as the threshold. High-quality
reads were mapped against the genome using HISAT v2.1.0 [232]. Mapped reads were
counted based on the available annotation data using the python script htseq-count v0.11.1
[233].

2.5 Differential expression analysis.

All pairwise comparisons between stages were done: Adults vs. Cysticercoids,
Cysticercoids vs. Eggs, and Eggs vs. Adults. In each case, differentially expressed genes
(DEGs) were detected using the R package edgeR (v3.12.0) [234]. This package uses the
trimmed mean of M-values (TMM) as the RNA-Seq normalization method, calculates gene-
wise negative binomial dispersion parameters using an empirical Bayes procedure, and fits
generalized linear models followed by likelihood ratio tests for detecting DEGs [235]. Only
genes with read counts greater than 10 in at least 9 of the samples were considered for
differential expression analysis and functional enrichment test. The P-values were adjusted
for multiple testing using the FDR procedure [236]. Genes with an FDR p-value < 0.01 were
considered as statistically significantly differentially expressed. In order to visualize the
overall relationship between the samples under study, a multidimensional scaling (MDS)
analysis was performed. Transcript per million (TPM) was estimated for each gene in each
biological replicate. All these analyses were also done using edgeR. Heatmaps shown in the
main text were generated with Heatmapper [237] and Volcano plots with the
EnhancedVolcano v3.11 package in R [238]. The heatmap summarizing all DEG genes
presented as Supplementary Figure 1 was generated with the R package v1.0.12. TPM
measurements were normalized per gene following the formula (Gen TPM in Sample-
[Lowest TPM measured]) / ([Largest TPM measured] - [Lowest TPM measured]).

2.6 Functional enrichment analysis.

Gene Ontology (GO) annotation for whole-genome proteins was predicted using the
EggNOG mapper tool v1.0.3 [239]. Significantly enriched GO terms among differentially
expressed genes were identified using Fisher’s exact test, using the package topGO v3.11




[240]. For these analyses, the predicted DEGs for each life-stage comparison were
compared with the expressed genes as background set. GO terms with weight Fisher < 0.005
were considered significant.

2.7 Comparative analysis

For selected multigene families we reconstructed phylogenetic relationships in a
maximum likelihood framework. Homologous genes were grouped using blastp v2.8.0
searches seeded with well-known reference proteins [241] followed by manual curation. A
minimum identity of 70%, and a minimum query coverage of 70% were set as thresholds
for significant blast hits. The resulting sets were aligned using MAFFT v7.471 using the L-
INS-i method [242]. Model selection [243] and phylogenetic analyses were done using 1Q-
Tree v1.6.12 [244], and support for the nodes was evaluated with the ultrafast bootstrap
procedure [245]. The expression values of E. granulosus and E. multilocularis were taken
from previous published works [20,217,246]. Plotting of phylograms and corresponding
expression heatmaps in supplementary figures were done with the R package ggtree v3.11
[247].

2.8 gPCR.

We used the kit QuantiNova SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) in the Applied Biosystems
StepOnePlus Real-Time PCR System to carry out the gPCR analysis. We used three different
samples with two technical replicates for each life cycle stage and we analyzed the seven
genes of the Hydrophobic Ligand Binding Proteins (HLBPs) present in the genome of H.
microstoma. The forward and reverse primers used for each gene are provided in
Supplementary Table 1. Based on the RNA-seq results, we selected the gene
HmN_000337500 (Translation Initiation factor 4E-1A) as a housekeeping gene for
normalization. This gene has a low coefficient of variation between samples and a relatively
high expression level. We used the method of delta-delta-Ct to estimate relative expression
levels between samples [248].

2.9 Fluorescent whole-mount in situ hybridization.

The partial coding sequence of HmN_000056300.1 was amplified from adult cDNA with
primers Fw “TTTGCCCTTGTATTCCTTGC” and Rv “CCCAGCCTTTGTCTTAGTCG” and cloned
into pGEM-T (Promega). Tyramide-FITC based fluorescent whole-mount in situ




hybridization (WMISH) of H. microstoma adults was performed with a digoxigenin-labeled
antisense probe for the cDNA fragment of gene HmN_000056300.1, as previously described
[94,144]. Control experiments with sense probes did not result in any signal (Data not
shown). Samples were co-labeled with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) as a nuclear
stain and imaged using Zeiss Axio Observer Z1 LSM 800/880 confocal microscopes, either
directly or after cutting into cryosections of 10 um of thickness.

2.10 Nile Red staining.

The distribution of lipids in H. microstoma adults was studied by staining with Nile Red
[249]. Briefly, worms were fixed with 4% paraformaldehyde prepared in PBS for one hour
at room temperature, washed extensively with PBS, and stained with 100 ng/ml Nile Red in
PBS. Nile Red shows a spectral shift to shorter wavelengths with decreasing solvent polarity.
Therefore, the distribution of polar lipids was analyzed in the rhodamine channel and that
of neutral lipids in the FITC channel using Zeiss Axio Observer Z1 LSM 800/880 confocal
microscopes.

3. Results and Discussion

3.1 Overall transcriptomic results and differential gene expression analysis between pairs

Ol stages.

We sequenced whole transcriptomes for each of the four replicates of each life stage.
Reads and metadata can be accessed in the NCBI SRA database under the accession
numbers SRR11928941-52 linked to Bioproject: PRINA637398. A summary of sequencing
statistics and read alignment to the reference genome is presented in Table 1. In brief, more
than 12 x 10° paired-end reads were produced for each replicate. After trimming by length
and quality an average of 11 x 10° high-quality reads were mapped to the reference genome
of H. microstoma. The average mapping rate was 90%, approximately 85% of these were
uniquely mapped, that is, reads mapped to exactly one location within the reference
genome. This number of reads is enough to accurately quantify the expression level of
genes in eukaryotes (see for instance [250]). Note that gene expression among replicates is
highly correlated, so, besides sequencing depth, the four biological replicates in each stage
confirm the robustness of the study. Previous RNA-seq expression analyses in flatworms
used similar sequencing depth and a similar number of replicates [193,219].




A total of 8627 genes were considered expressed (a threshold of 10 reads mapped to
each gene in at least nine samples was set). On average the 5% top expressed genes account
for 58.3% of the total reads generated (SD=+/-5.8%). A high correlation in expression level
is observed among replicates from the same stage (Pearson, r2 > 0.97), but very low
correlation values were observed between different life stages (r> < 0.12 for all
comparisons), suggesting that clear differences exist in gene expression between them
(Supplementary Figure 1). A multidimensional scaling (MDS) analysis was done in order to
study the overall similarities and differences in gene expression between the samples under
study. The MDS plot shows the distribution of the 12 samples in a two-dimensional space,
axis x, dimension 1, and axis y, dimension 2 (Supplementary Figure 1). The scatter plot
clearly shows that the replicates of the same stage cluster together and apart from the
replicates from other stages. The greatest variation represented by dimension 1, is
observed between the adult stage and the other two stages. On the other hand, dimension
2 mainly differentiates eggs from cysticercoid and adult stages. This result suggests that our
estimates of differences in gene expression are robust. The number of differentially
expressed genes (DEGs) (FDR < 0.01, Fold Change > |2|) between stages was very high,
between 2078 and 2763 in all comparisons, representing 20-27% of the total annotated
genes in the genome (Supplementary Figure 2 and Supplementary Table 2). Once again, this
result indicates a major regulatory reprogramming in the successive stages of the life cycle
of H. microstoma.

Based on our pairwise comparisons between life-stages, we performed a functional
enrichment analysis of Gene Ontology Terms (Supplementary Table 3). In general, we found
the application of these analyses to H. microstoma to be problematic. On the one hand,
automatic assignment of orthology for transferring functional information is not trivial,
given the large phylogenetic distance of tapeworms to most model organisms, and their
very fast rate of molecular evolution. On the other hand, we noticed that a relatively small
number of genes contributed to a large proportion of the enriched GO terms (even for many
GO terms that appear to represent very different processes). Thus, the total 135 enriched
GO terms are associated with 1301 up and down-regulated genes, however, the top 179
genes generated 124 enriched GO terms. For example, many annexin paralogs were
differentially expressed between life stages, and these are associated with many different
GO terms, thus contributing to tenths of enriched GO terms in all comparisons. However,
invertebrate annexins have radiated and diverged independently of vertebrate annexins
[251], so orthology assignments between them are not truly meaningful, making functional
inference doubtful.

Despite these difficulties, manual inspection of the enriched GO terms and their
contributing genes allowed us to identify individual processes and components that are




robustly enriched. One GO Cellular Component term that was enriched for both up and
downregulated genes in all pairwise comparisons is GO:0005887 (Integral component of
plasma membrane). Within this very general term, an inspection of the DEGs contributing
to its enrichment revealed an assortment of different types of transporters, channels, and
receptors. It is likely that some of these genes are of tegumental expression, which would
be of direct relevance to the interaction between each life stage of the parasite and their
respective host. Additionally, important differences were found among DEGs within this GO
term for a variety of receptors and transporters that are involved in neurotransmission
(Supplementary Table 4; [20,79,94]), hinting at important differences in the use of signaling
pathways in the nervous system of each life stage. Another robust pattern that we identified
was a strong enrichment in the adult stage of partially overlapping terms related to cilia and
flagella (e.g. GO:0005930 axoneme, G0:0031514 motile cilium, GO:0036126 sperm
flagellum, GO:0003341 cilium movement, among others). This is probably related to the
production of sperm in the adult strobila, as in tapeworms motile cilia or flagella are only
found in sperm and in the flame cells of protonephridia (flame cells are absent from the
oncosphere larvae of Hymenolepis and other cyclophyllidean cestodes).

Additionally, many of the enriched terms are difficult to relate directly to the highly
divergent biology of tapeworms. For example, gluconeogenesis (G0O:0006094) is known to
be absent in tapeworms and other parasitic flatworms [252]. Enrichment of this pathway in
the adult can probably be explained because the DEGs that contributed to this GO term are
also key genes for malate dismutation, an anaerobic catabolic pathway that is of paramount
importance for most parasitic flatworms (described in more detail below), but which lacks
a corresponding GO term as it is not found in most typical model organisms such as
vertebrates. It is likely that other enriched GO terms that are difficult to reconcile with the
biology of tapeworms are related to the use of conserved gene regulatory networks and
metabolic pathways for other novel, parasite-specific functions.




Table 1: Basic metrics of the RNA-seq transcriptomic analysis.

Sample Raw read Trimmed Quality Mapped Overall Reads pairs # Genes with
pairs read pairs Q20/Q30 read pairs™  mapping mapped to coding TPM>=5
(%)" rate (%) genes
Al 13003765 12119272 99.3/96.7 10105091 93.6 8879150 6847
A2 13781380 12765319 99.3/96.6 10543072 92.7 9322827 6870
A3 14485798 13460237 99.3/96.7 11121804 91.5 9867759 7156
A4 13884001 12907688 99.3/96.7 11030018 95.6 9791696 7243
C1 14559774 12908088 99.1/95.6 8256739 74.9 7369083 6029
Cc2 14255917 12708756 99.2/95.7 8757778 83.7 7822549 5922
Cc3 12923240 11281056 99.1/95.5 8769499 93.7 7804563 5903
c4 14680727 13020017 99.1/95.6 10311655 94.0 9344934 5952
o1 12937021 11548953 99.1/95.7 9350746 96.5 7832648 5928
02 13357430 11916569 99.1/95.6 9489088 96.1 7857542 5541
03 13180435 11809998 99.1/95.7 9664822 96.8 7780812 5632
04 12360240 11055632 99.1/95.6 8648472 95.6 7167762 5409

* Quality of reads after trimming measure as Q20 and Q30, % of reads with an average Phred quality score
above 20 and 30, respectively.

** Total mapped reads pairs.




3.2 Stage-specific expressed genes substantially contribute to the top highly expressed
genes in all stages.

An interesting pattern that was apparent from our transcriptomic analysis is that there
are many highly expressed genes (i.e. with expression levels > 1000 TPM) that are stage-
specific or very highly overrepresented in one stage (i.e. with fold changes > 10 between
the stage with the highest expression and any of the two other stages) (Figure 1,
Supplementary Table 2). We refer to these genes as highly-expressed, highly-enriched (HE-
HE) genes. For example, among the top 100 most highly expressed genes in adults,
cysticercoids or eggs, 46, 7, and 35 of these genes showed expression fold-changes above
10 in comparison to all the other stages, respectively. Among the HE-HE genes, we found
large multigenic families for which different paralogs were preferentially expressed in each
life-stage (Supplementary Table 5). Some of these families are well known and have been
shown to be of importance for the host-parasite interaction in parasitic flatworms and
nematodes [253-256].

Among these, the Hydrophobic Ligand Binding Proteins (HLBPs) are a family of small,
cestode-specific proteins that bind to a variety of lipids and other hydrophobic ligands [257].
There have been many independent expansions of these genes in different cestode species;
in Echinococcus spp., these proteins are referred to as Antigen B1 to B5, and some of these
are very highly expressed in the metacestode stage that infects the intermediate hosts
(including man) [254]. In H. microstoma, we observed that all HLBP genes are massively
expressed in specific life-stages, with at least one HLBP that is uniquely expressed in each
life stage (Figure 2A, Supplementary Table 5). In cysticercoids, two HLBP genes
(HmN_000893100 and HmN_000893200) are the most highly expressed genes in this stage
and together comprise over 20% of all mRNA transcripts. In adults, four HLBP genes
(HmN_000056300, HmN_000056400, HmN_000056500 and HmN_000804500) are among
the top 10 most highly expressed genes. Finally, HmN_000893300 is most highly expressed
in the eggs, and HmN_000893200 is also expressed in this stage, but at lower levels than in
cysticercoids. We further confirmed by gPCR these gene expression differences between
the different life stages of H. microstoma (Figure 2B). Most of these genes have a predicted
signal peptide for secretion, as is the case with all the studied Antigen B genes from
Echinococcus spp., but the adult-specific gene HmN_000056500 lacks a signal peptide and
is predicted to have a cytoplasmic localization, as has been shown for its characterized
orthologs from Moniezia expansa [258] and H. diminuta [259,260].

The H. microstoma HLBP genes are found in two genomic clusters (Figure 2C). One of
these contains genes HmMN_000893100, HmN_000893200, HmN_000893300, and
HmN_000804500, which are most similar to the known Antigen B genes from Echinococcus




spp. This cluster from H. microstoma is syntenic to the known cluster of Antigen B genes
from Echinococcus multilocularis (genes EmuJ)_000381100 to EmuJ_000381800, consisting
of Antigen B1 to B5 [261]) (Figure 2C). The other cluster of H. microstoma comprises genes
HmN_000056300, HmN_000056400, and HmN_000056500, and these genes are most
similar and syntenic to an uncharacterized pair of HLBP genes from E. multilocularis,
Emul_000525100, and Emul_000525400. We could not find strong evidence of expression
for these E. multilocularis genes in any life stage in previously published transcriptomic data
[20,246] (Figure 2C and Supplementary Figure 3). Therefore, different lineages of cestodes
appear to have selected the expression of different HLBP genes in their homologous life
stages.

Finally, we studied by WMISH the expression of HmN_000056300, a putatively secreted
HLBP, in the adult stage of H. microstoma (Figure 3A). The gene was highly expressed in the
strobila, as predicted by the regional transcriptome of [219] and is the most highly
expressed member of this family in this stage according to our results. Interestingly, the
expression was mainly observed in the cells of the inner parenchyma and little expression
was observed in the cells that form the tegumental syncytium that covers the parasite
(Figure 3A). This indicates that the protein is probably mainly secreted to the interstitial
extracellular milieu, and not directly towards the host. Although this gene is strongly
expressed in the parenchymal cells of the adult that surround the eggs (Figure 3A, bottom
row), almost no signal was seen in our RNA-Seq data of dissected eggs, further supporting
the absence of contaminating adult cells in this sample. Interestingly, the expression of this
gene in the inner parenchymal cells of the strobila correlates well with the distribution of
large lipid droplets in the inner parenchyma, as observed with Nile Red staining (Figure 3B)
and as described by Sudan Black staining [262,263]. In comparison, Antigen B of E.
multilocularis is known to be a major component of the hydatid fluid within the
metacestode and is thought to be exposed to the host given the presence of antibodies
against these proteins in infected patients. However, it is not clear if this exposure is the
result of active secretion of the protein towards the host, or the result of hydatid fluid
leakage from damaged larvae [254,264].

Another well-known family of secreted proteins that are thought to be related to host-
parasite interactions is the CAP domain family (an acronym for CRISP, Ag5, and PR-1), also
known as VAL (Venom Allergen-Like) proteins, an ancestral family of proteins that has
undergone many species-specific expansions in parasitic flatworms and nematodes
[16,265]. In line with possible functions in the interaction of each life-stage with its
respective host and host location, the majority of the 25 VAL genes found in the genome of
H. microstoma were DEGs (Supplementary Figure 4, Supplementary Table 2 and 5), in some
cases with levels of expression above 1000 TPM. Interestingly, this included several genes




that were expressed in the eggs, which could be potentially involved as part of the
secretions of the oncosphere during the infection phase [266]. Some VAL genes are also
highly expressed in the oncosphere of E. multilocularis [16,246]. However, the VAL genes
that are highly expressed in the oncosphere of each species are not orthologous to each
other (Supplementary Figure 4), indicating that although the expression of many VAL genes
is stage-specific for both tapeworms, different paralog genes are expressed in each life
stage of each tapeworm species. This process supports the idea that the VAL family has
undergone recurrent duplications events throughout the cestode evolution followed by
functional divergence [16].

The family of monodomain Kunitz-type inhibitors has also been proposed to have a role
in the interaction between the parasite and the host. These proteins were well studied in E.
granulosus previously and were shown to include peptidase inhibitors as well as channel
blockers that are secreted towards the host [255,256]. We found 11 genes coding for
monodomain Kunitz proteins in the predicted proteome of H. microstoma, 9 of which have
a putative signal peptide (Supplementary Table 5). Many of these genes show differential
expression between stages, with one gene with relatively high expression in eggs (22 to 162
times more highly expressed as compared to other life stages), one gene enriched in
cysticercoids (3 to 10 times more highly expressed as compared to other life stages), and
three genes enriched in adults (more than 25 times more highly expressed as compared to
other life stages), whereas the other Kunitz genes have relatively low expression in all the
stages. We performed a phylogenetic analysis to detect the relationships between the
monodomain Kunitz proteins of H. microstoma, E. granulosus and E. multilocularis, and
compared gene expression between orthologs using the transcriptomic data available
[20,217] Supplementary Figure 5). It appears that many Kunitz genes are differentially
expressed in the life cycle of tapeworms, but similar to what was observed for VAL proteins,
orthologous genes are not always expressed in homologous life stages. The expression of
some of these genes is enriched in homologous life stages, as in the case of H. microstoma
ku-2 (HmN_000881100) and its orthologs from E. granulosus (EG_10096; EG_04958) that
are expressed in the adult stage, and ku-11 (HmN_002041400) and its ortholog from E.
granulosus (EG_05482) that are expressed in eggs and oncospheres, but in other cases
orthologs are expressed in different life stages. Intriguingly, orthologous genes are highly
expressed in cysticercoids of H. microstoma and in oncospheres of Echinococcus
multilocularis, both of which will be exposed to the digestive enzymes of rodents (as
definitive and intermediate hosts, respectively).

Additionally, we identified two novel protein families of clustered, HE-HE genes, which
unlike those discussed above, showed similar stage-specific expression for all their paralogs.
We have named the first family as putatively “Secreted Oncospheral Acidic Proteins”, or




SOAPs (Figure 4A, Supplementary Table 5). These nine genes are clustered together within
58 kb of scaffold HMIN_06_pilon, interspersed with a few other genes within that region. All
of these genes share similar signal peptides (even at the nucleotide level, indicating that
they have originated from recent duplications), followed by short (ca. 50 to 400 amino acid
residues), low complexity and highly-charged, acidic sequences (with estimated isoelectric
points between 2.95 and 4.79, and with glutamate plus aspartate content between 18% and
56 %). Their gene structure contains several small exons, and Olson and col. have recently
described these genes as a family of related micro exon genes (MEGs), in which these small
exons can be alternatively skipped during splicing. An increased copy of recently duplicated
genes with no functional divergence after duplication is usually linked to an increased
protein product demand. Many secreted proteins that are required in specific moments in
huge amounts tend to duplicate more than other genes, thus this gene expansion increases
the fitness of the organisms [224,267]. Interestingly, these proteins showed differences in
the low complexity region suggesting that besides increased dosage there may be some
level of functional divergence to cope with specific functional requirements in the
oncosphere. All of these genes are highly expressed in the eggs, with combined expression
values above 37,000 TPM for this stage as compared to <40 TPM for other stages (Figure
4A, Supplementary Table 5). Interestingly, we have also found an undescribed and
putatively secreted protein with a repetitive, acidic sequence that is massively expressed in
E. multilocularis oncospheres (EmulJ_001142400). This gene is one of the three most highly
expressed genes in oncospheres, as determined from the data of Huang et al [246] (RPKM
values above 19,000 for all oncosphere replicates), and its ortholog in E. granulous
(EG_07633) is the most highly expressed gene in the oncospheres, as determined from the
data published by Zheng et al [217] (RPKM value of 71960). Note, however, that it is not
possible to resolve orthology between these proteins of Echinococcus and Hymenolepis
given the low complexity of their sequence and the lack of flanking syntenic regions.

We have named the second novel family of clustered, HE-HE genes as Adult specific,
Single exon, putatively Anchored Proteins (ASAPs, Figure 4B, Supplementary Table 5). These
are single-exon genes that code for proteins sharing similar N and C terminal regions (with
clear conservation even at the nucleotide level), for which in most cases a signal peptide
and a Glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchorage site were predicted, respectively.
Before the GPIl anchorage site, these proteins share a short track that is rich in serine and
threonine residues. In between the conserved termini, these genes encode for low
complexity proteins, and in most cases these sequences and/or the serine and threonine
tract are predicted to be subjected to O-glycosylation. In their overall structure, these genes
are reminiscent of the apomucins that are produced by the metacestodes of Echinococcus
spp. [20,268], although they do not share any clear sequence similarity. These genes are
distributed in a few clusters in the genome of H. microstoma (Supplementary Table 5), and




genes within each cluster are most similar to each other, indicating that they have arisen
from lineage-specific tandem duplications (Supplementary Figure 6). Most of these genes
are highly expressed in adults (with combined expression values above 76,000 TPM for this
stage as compared to <40 TPM for other stages) (Figure 4). Although technically challenging
due to their sequence similarity and repetitive nature, it would be very interesting to
determine if these proteins are found on the surface of adult worms in the future.
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Figure 1. "Volcano plot" of adjusted statistical significance (FDR) against log2 fold change between analyzed



stages. The top 5% of highly expressed genes of each stage are indicated in color: Cysticercoids (red), Adults
(blue), and Eggs (green). Thresholds of significance (< 0.05 FDR) and log2 fold change (> 2) are indicated with
dashed lines. These plots were generated with the EnhancedVolcano package in R. To the right photos of the
main life-stages of H. microstoma studied in this work. The scale bars represent 25 um in Egg and 50 pum in
Cysticercoid and Adult.
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Figure 2. Expression of HLBP genes in the life cycle of H. microstoma. A. Heatmap showing the expression of
HLBP genes in individual RNA-seq replicates of H. microstoma adults (A1-A4), cysticercoids (C1-C4) and eggs
with infective oncospheres (01-04). B. Heatmap showing the relative expression of HLBP genes in adults (A1-
A3), cysticercoids (C1-C3) and eggs with infective oncospheres (01-03), as determined by gRT-PCR
(normalized with the housekeeping gene elF4E-1A). C. Diagram of the syntenic clusters of HLBP genes in the
genomes of E. multilocularis and H. microstoma. Orthologous genes in these syntenic regions are indicated
below. HLBP genes are indicated in red.
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Figure 3. Cellular expression of the adult-specific HLBP gene HmN_000056300. A. In situ hybridization with
an antisense probe for HmN_000056300 in mature and gravid segments of H. microstoma. The hybridization
signal is shown in green, and nuclear staining with DAPI is shown in magenta. B. Distribution of neutral lipids
in the segments of H. microstoma. Frontal view of a dissected segment stained with Nile Red (the rhodamine
channel, showing the distribution of polar lipids, is shown in magenta, and the FITC channel, showing the
distribution of neutral lipids, is shown in green). Abbreviations: e, eggs; ip, inner parenchyma; op, outer
parenchyma ; sr, seminal receptacle; t, tegument; tes, testicles.
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Figure 4. Novel families of HE-HE genes. A. SOAPs. The left panel shows the sequence of selected SOAPs. The
predicted signal peptide is shown in bold and italics. Acidic residues are shown in red and in bold, and basic
residues are shown in blue. The right panel shows a heatmap of the expression of SOAP genes in individual
RNA-seq replicates of H. microstoma adults (A1-A4), cysticercoids (C1-C4) and eggs with infective oncospheres
(01-04). B. ASAPs. The left panel shows the general structure of ASAP proteins, and an alignment of the C-
terminal region, including the Serine/threonine rich region (purple) and the putative GPI anchor signal
(orange). The right panel shows a heatmap of the expression of ASAP genes in the same individual RNA=seq
replicates of H. microstoma adults as in the top panel.




3.3 Metabolic shifts in the life cycle of H. microstoma.

Parasitic flatworms have an unusual catabolic metabolism, using carbohydrates as the
major or only energy substrate, and undergoing fermentative processes even in the
presence of oxygen, leading to the excretion of reduced end products [252,266]. Two main
pathways are prevalent in tapeworms, branching in glycolysis at the level of
phosphoenolpyruvate (PEP): lactic fermentation, leading to the excretion of lactate, and
malate dismutation, resulting in the production of succinate and acetate [252,266] (Figure
5A). For Hymenolepis adults, malate dismutation is thought to be the main catabolic
pathway, although lactic fermentation has also been described, especially in infections with
a high parasitic burden [269,270].

It has been shown for H. diminuta that a major metabolic shift occurs in the transition
from cysticercoid to adult worm, in which the enzymatic activities required for malate
dismutation are strongly up-regulated [271]. We have found in H. microstoma a parallel
increase in the relative transcriptomic abundances of genes coding for two key enzymes
involved in malate dismutation, phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK,
HmN_000176500, 34-fold up-regulation) and cytosolic malate dehydrogenase (cMDH,
HmN_000258300, 29-fold up-regulation) (Figure 5B top panel, Supplementary Table 6).
Both genes are among the 20 most highly expressed in the adult worm. Furthermore, there
are two enzymatic activities that are involved in malate dismutation, but for which no
specific gene or protein has been identified in tapeworms: fumarate reductase (FRD)
catalyzing the reduction of fumarate to succinate, i.e. the inverse reaction to succinate
dehydrogenase (SDH) in the tricarboxylic acid cycle (TCA); and acetate:succinate CoA-
transferase (ASCT), required for the production of acetate. We observed the expression of
succinate dehydrogenase subunits in the adult worm (higher than for other TCA cycle
genes) (Figure 5B bottom panel, Supplementary Table 6). This suggests that some subunits
may be shared between SDH and FRD, as described for other helminths [272,273]. In
particular, there are two paralogs of SDHC in H. microstoma [274], one that is highly
expressed in adults and in cysticercoids (HmN_003036360), and another paralog of
moderate expression levels but which is up-regulated 37-fold in adult worms with respect
to cysticercoids (HmN_003036350). On the other hand, an ASCT protein has been identified
in vitro in the trematode Fasciola hepatica [275], and its ortholog in H. microstoma
(HmN_003032760) is upregulated 2.4-fold in adult worms relative to cysticercoids (Figure
5B top panel, Supplementary Table 6). Finally, a mitochondrial NAD(P) transhydrogenase
activity has been proposed to be important for malate dismutation in H. diminuta,
connecting NADPH generation via mitochondrial NADP*-specific malic enzyme, with NADH
formation required for electron transport and fumarate reduction [276]. We observed a 10-
fold up-regulation of mitochondrial NAD(P) transhydrogenase (NNT, HmN_000240800) in



adult worms relative to cysticercoids (Figure 5B top panel, Supplementary Table 6).
Altogether, our transcriptomic results in H. microstoma are highly concordant with the
previously described metabolic transition between cysticercoids and adults in H. diminuta,
and indicates that a major regulatory rearrangement at the transcriptomic level is at the
base of this process. Furthermore, the low levels of transcripts for key enzymes of malate
dismutation that are present in the infective eggs of H. microstoma indicate that this
pathway is unlikely to be a major catabolic pathway for this life stage.

Lactic fermentation requires the enzyme lactate dehydrogenase (LDH), and two paralogs
of LDH are found in the genome of H. microstoma. Interestingly, these paralogs show strong
expression biases between life stages, being maximally expressed either in adult worms
(HmN_000705800), for which lactate excretion is well documented, or in eggs
(HmN_000478500), suggesting that lactic fermentation may be an important catabolic
pathway for this life stage. (Figure 5B middle panel, Supplementary Table 6).

Flow through the direct tricarboxylic acid (TCA) cycle is thought to be very low in most
adult cestodes (including Hymenolepis spp.), with very low enzymatic activities reported for
the first enzymes of the cycle [277,278]. We see concordant patterns in our transcriptomic
data, with very low gene transcript levels for citrate synthase, aconitase and isocitrate
dehydrogenase in adult worms (Figure 5B bottom panel, Supplementary Table 6).
Interestingly, much higher levels of transcripts are found for these genes in cysticercoids,
indicating that the TCA cycle may have a more prominent catabolic role in this life stage.
Among genes involved in the TCA cycle, high expression levels are only seen in adults for
subunits of SDH and of Succinyl-CoA ligase, and for fumarase, all of which are also involved
in malate dismutation.

Finally, we noticed very high expression levels of two genes related to amino acid
metabolism in adult worms. One is HmN_003043640, an isoform of Glutamate
Dehydrogenase (GDH) that is up-regulated ca. 400-fold in adults in comparison to other life
stages. This enzyme has been proposed to be involved in the excretion of alanine, a minor
fermentative end-product described in adults of H. diminuta [279]. The other is aspartate
aminotransferase (HmN_000529700), which has been proposed to be involved in the ability
of H. diminuta to catabolize aspartate (one of the few amino acids that have been proposed
to be catabolized in any tapeworm, [280]).
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Figure 5. Differential gene expression of genes involved in central catabolic pathways in the life cycle of H.
microstoma. A. Diagram of the main known catabolic pathways for glucose in tapeworms. Reactions related
to malate dismutation are shown in red. B. Heatmap of the expression of candidate genes related to malate
dismutation, lactic fermentation and the Krebs cycle in individual RNA-seq replicates of H. microstoma adults
(A1-A4), cysticercoids (C1-C4) and eggs with infective oncospheres (01-04). Note that some proteins from the
second half of the Krebs cycle also participate in malate dismutation. Abbreviations: AcCoA, Acetyl Coenzyme
A; ACN, aconitase; ASCT, Acetate:succinate CoA-transferase; cMDH, cytosolic Malate dehydrogenase; CS,
citrate synthase; FUM, Fumarate; FUMA, Fumarase; FRD, Fumarate reductase; IDH, Isocitrate dehydrogenase;
LDH, Lactate dehydrogenase; MAL, malate; MDH, Mitochondrial malate dehydrogenase ME, Malic enzyme;
NNT, NAD(P) transhydrogenase; OAA, Oxalacetic acid; OGDC, Oxoglutarate dehydrogenase complex; PDH,
Pyruvate dehydrogenase; PEP, Phosphoenolpyruvate; PEPCK, Phosphoenolpyruvate carboxykinase; PK,
Pyruvate kinase; SCS, Succinyl-CoA synthetase; SDH, Succinate dehydrogenase; Suc, Succinate; SucCoA,
Succinyl Coenzime A.

4. Conclusions

In this study, we used RNA-seq to characterize the transcriptomic profile of all of the
main life stages of Hymenolepis microstoma, a model species of cestode physiology and
biochemistry. Approximately 36% of the annotated genes, which represent 46% of
expressed genes (see above), change expression significantly among stages, thus as
described in other cestodes and parasitic flatworms, major transcriptomic changes
characterize the transit through the life cycle of H. microstoma.

Among the most expressed genes we identified expanded multigene family members
that showed a significantly differential expression or even expression restricted to a unique
stage. That is, paralogous genes are expressed at different times during the live cycle
suggesting some grade of functional divergence. Our results showed that there are highly
expressed HLBP genes for each stage, but interestingly homologs identified in the E.
multilocularis genome do not share the same expression patterns among life stages,
suggesting that different cestode species have evolved to express different HLBP genes in
homologous life stages. Similar results were found for the VAL and the Kunitz-type inhibitors
families, where orthologous genes are not expressed in homologous stages. These results
may be explained in terms of selection driving the functional divergence of new copies,
however, other possible explanations such as relaxed selection could not be completely
discarded. Two novel highly-expressed, highly-enriched protein families were identified,
here named SOAPs and ASAPs. In both cases all paralogs showed similar stage-specific
expression.




Our results also support the idea of a major metabolic shift in the transition from the
cysticercoid to the adult stage as two main enzymes in the malate dismutation pathway are
significantly up-regulated in this stage. Importantly, based on homology searches and
differential expression between adults and cysticercoids, we identified candidate genes
coding for previously described enzymatic activities related to malate dismutation.
Experimental characterization of these genes could bridge the gap between classical
biochemical studies of tapeworm metabolism and the identification of specific molecular
components. More generally, the transcriptomic data generated in this work represent a
significant contribution to the future study of changes of gene expression during the life
cycles of flatworm parasites.
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Supplementary Table 6. Summary of results of expression analysis on metabolism-related
genes identified in the present work.

Supplementary Figure 1. A. Multidimensional scaling (MDS) plot showing the relative
similarities in the transcriptomic profile between samples. The four transcriptomic
replicates of each stage, Cysticercoids (red), Adults (blue), and Eggs (green), are indicated.
B. Pairwise correlation plots and Pearson correlation values among replicates of the three
stages.

Supplementary Figure 2. Heatmap of differentially expressed genes (DEGs) across the four
replicates of each H. microstoma stage (A = Adult, C = Cysticercoids, O = Eggs). A hierarchical
clustering based on the expression profile is shown for DEGs and replicates. DEGs were
identified in at least one pairwise comparison between stages.

Supplementary Figure 3. Comparative expression patterns and maximum-likelihood
phylogenetic tree of members of the HLBP gene family in H. microstoma (HmN), E.
granulosus (EG), and E. multilocularis (Emul). The numbers of interior branches in the tree
represent estimated bootstrap support. The expression data from E. granulosus were taken
from Zheng et al. 2013, while data from E. multilocularis were taken from [20] (A) and [246]
(B). Expression values are shown as the average log(TPM+1) value among replicates, when
available. A = Adult, O = Oncosphere, C = Cysticercoid; PSC = Protoscolesces, Mc =
Metacestode Cyst; P = Pre-gravid adult, G = Gravid adult, M = Metacestode; NO = Non-
activated oncosphere, AO = Activated oncosphere, 4WM = 4-week metacestodes miniature
vesicles, CM = Metacestodes small vesicles cultivated in vitro. Gray boxes represent non-
available data.

Supplementary Figure 4. Comparative expression patterns and maximum-likelihood
phylogenetic tree of members of the VAL gene family in H. microstoma (HmN), E. granulosus
(EG), and E. multilocularis (Emul). The numbers of interior branches in the tree represent
estimated bootstrap support. The expression data from E. granulosus were taken from
Zheng et al. 2013 [217], while data from E. multilocularis were taken from [20] (A) and [246]
(B). Expression values are shown as the average log(TPM+1) value among replicates, when
available. A = Adult, O = Oncosphere, C = Cysticercoid; PSC = Protoscolesces, Mc =
Metacestode Cyst; P = Pre-gravid adult, G = Gravid adult, M = Metacestode; NO = Non-
activated oncosphere, AO = Activated oncosphere, 4WM = 4-week metacestodes miniature
vesicles, CM = Metacestodes small vesicles cultivated in vitro. Gray boxes represent non-
available data.

Supplementary Figure 5. Comparative expression patterns and maximum-likelihood
phylogenetic tree of members of the Kunitz-type inhibitors gene family




in H. microstoma (HmN), E. granulosus (EG), and E. multilocularis (Emul). The numbers of
interior branches in the tree represent estimated bootstrap support. The expression data
from E. granulosus were taken from Zheng et al. 2013, while data from E. multilocularis
were taken from [20] (A) and [246] (B). Expression values are shown as the average
log(TPM+1) value among replicates, when available. A = Adult, O = Oncosphere, C =
Cysticercoid; PSC = Protoscolesces, Mc = Metacestode Cyst; P = Pre-gravid adult, G = Gravid
adult, M = Metacestode; NO = Non-activated oncosphere, AO = Activated oncosphere,
AWM = 4-week metacestodes miniature vesicles, CM = Metacestodes small vesicles
cultivated in vitro. Gray boxes represent non-available data.

Supplementary Figure 6. Maximum Likelihood phylogeny of members of the ASAP gene
family in H. microstoma (HmN), E. granulosus (EG), and E. multilocularis (Emul). The
numbers of interior branches represent estimated bootstrap support. Scaffold, position,
signal peptide presence/absence, and gene name were also indicated for each gene.




Capitulo 3. Estudio de la expresion de genes implicados en
las diferentes vias de neurotransmision en el ciclo de vida
de H. microstoma.

Se investigaron las diferencias de expresiéon génica de los genes involucrados en
mecanismos de neurotransmisién, identificados previamente, en las tres etapas principales
del ciclo de vida de H. microstoma. Se procedié analizando los datos transcriptémicos
obtenidos mediante RNAseq, y se analizaron las diferencias de expresién mediante RT-PCR
semicuantitativas para algunos de los genes implicados. El analisis se realizé principalmente
utilizando la versién 1 del genoma de H. microstoma [20] por ser la utilizada en la deteccion
de los genes de neuropéptidos en 2016 por Koziol et al. [79] y en el hallazgo de los diferentes
componentes moleculares involucrados en la comunicacién nerviosa que se describen en el
Capitulo 1.

Al observar los resultados de esta seccién en los diferentes estadios, es importante
tener algunas consideraciones para el caso de cisticercoides. Los cisticercoides son larvas
gue tienen una gran cantidad de tejidos larvarios, entre los cuales se encuentra enquistado
al escédlex, el cual es la parte de esta larva que continuara con el ciclo de vida, siendo
liberada al entrar en el hospedero definitivo y la cudl se desarrollard como adulto. El escélex
comprende aproximadamente el 10 % de los tejidos de estos cisticercoides (evidenciado en
H. diminuta por comparacién de extracciones proteicas de larvas enquistadas y activadas
[281], y también por andlisis de imagenes en este trabajo de cisticercoides enquistados de
H. microstoma). Por lo tanto, al trabajar con ARN total de cisticercoides sin activar, existe
representacion de los genes expresados en el escdlex, que podrian ser similares a los
expresados en el adulto es su parte anterior. De todas formas, se esperaria que los valores
de expresidn génica estén principalmente influidos por la expresidon en la capsula y
cercomero, tejidos de la larva que rodean y protegen al escélex y que son descartados
durante la infeccidn.

3.1 Anadlisis de las diferencias de expresidon de los genes implicados en las
diferentes vias de neurotransmision.

3.1.1 Andlisis de datos de RNAseq para los componentes moleculares involucrados en las vias

de neurotransmision.

Se analizaron los niveles de expresién, medidos en TPM, de los genes involucrados
en las vias de neurotransmisién cldsica y de las enzimas clave del proceso de sintesis de
neuropéptidos, detectados en el Capitulo 1, utilizando los datos de RNAseq descriptos en el




Capitulo 2. Los niveles de expresidn y el resultado del analisis de expresién diferencial para
cada uno de estos genes se muestran en la Tabla 3.1. A continuacidn, se detalla lo que se
observa de estos analisis para cada caso:

Acetilcolina: lo primero que se observa es que la enzima implicada en la sintesis de
este neurotransmisor, asi como el transportador vesicular se expresan casi exclusivamente
en el estadio adulto. Una gran cantidad de receptores no son expresados en el estadio de
oncésfera, con la excepcién de dos receptores que se encuentran mas expresados en
oncésferas en términos de TPMs, pero que no presentan diferencias significativas con el
estadio adulto. El gen de chat (acetiltransferasa de colina), es el que fue utilizado para su
deteccion por WMISH (ver Capitulo 2, Preza et al 2018 [94]) y por PCR semi cuantitativa
como se muestra mas adelante.

Serotonina: como en el caso anterior, la gran mayoria de los genes se expresa mas
en el estadio adulto con respecto a los otros dos estadios de estudio. El Unico gen que se
expresa mas en cisticercoide y en oncdsfera en conjunto, y que practicamente es el Unico
de esta via expresado en oncdsfera, es el gen de L-aminodcido aromdtico descarboxilasa,
perteneciente a la via de sintesis de serotonina, pero también a otros procesos
independientes a esta via de neurotransmision. En el caso de cisticercoides también se
destaca un receptor 5-HT-7 que tiene mayor expresidn en este que cualquiera de los otros
dos estadios, aunque también se expresa en adulto en menor medida. El gen de triptéfano
hidroxilasa (tph), el cual fue utilizado en las WMISH y en las RT-PCRs semicuantitativas se
expresa casi exclusivamente en adultos.

Glutamato: para esta via de neurotransmisiéon no hay una diferencia tan clara de
preferencia de uso por parte de un estadio en particular como en las dos anteriores. El gen
del transportador vesicular de glutamato (vglut) se expresa en los tres estadios, aunque
significativamente mads en adultos al comparar con cisticercoides. El transportador EAAT se
expresa fuertemente en oncésferas y adulto, también es expresado en cisticercoides,
aunque significativamente menos que en los dos primeros. De los seis receptores de
glutamato asociados a canales de cloro dos de ellos se expresan diferencialmente mas en
adultos que en los otros dos estadios y uno de ellos mas en oncdsferas que en cisticercoides.
Los receptores ionotrépicos se expresan en lineas generales mas en el estadio adulto y los
receptores acoplados a proteinas G tienen a un integrante expresado de forma
practicamente exclusiva en adulto y otro en oncésferas. El gen de vglut es el que fue
utilizado en las WMISH que se muestran en el Capitulo 1 y también en las RT-PCRs
semicuantitativas.

Comunicacidon purinérgica: en estos sistemas el transportador vesicular de
nucledtidos (vnut) se expresa en los tres estadios sin diferencias significativas. De los tres
receptores P2X detectados en el genoma de H. microstoma uno de ellos tiene baja
expresion en los tres estadios y los otros dos tienen una alta expresién en la oncésfera,
seguidos por una expresidon moderada en adulto y practicamente nula en cisticercoide.




Comunicacion peptidérgica: se analizaron 3 genes implicados en la via de sintesis
de neuropéptidos. Tanto pc2 como la Carboxipeptidasa E se expresan menos en
cisticercoides que en los otros dos estadios. Encontramos que de las enzimas involucradas
en la amidacion C terminal de neuropéptidos en animales, Unicamente la peptidilglicina-
alfa amidante monooxigenasa (PAM) esta presente en H. microstoma (y en cestodos en
general), la misma es expresada en los tres estadios sin diferencias significativas. Cabe
destacar que mas alla de las diferencias de expresidn, estos 3 genes se expresan en todos
los estadios. El gen de pc2 fue el utilizado para las WMISH que se muestran en el Capitulo 1
y RT-PCR semicuantitativa, como marcador general de estos sistemas de comunicacion.

Acetilcolina
Geneids On-TPM | Cc-TPM | Ad-TPM GeneName A:\Il)s: ce | a dl\EIIZI-Egg Cc\EIls)Iggg
HmN_000095900 0,20 0,53 3,27 Chat Si Si No
HmN_000096000 0,35 0,45 3,18 VAChaT Si Si No
HmN_000393300 0,08 3,78 5,70 nAChR (LGIC) inhibitorio No Si Si
HmN_000241200 0,14 1,54 4,27 nAChR (LGIC) inhibitorio No Si Si
HmN_000410700 0,19 1,18 2,14 nAChR (LGIC) inhibitorio No Si Si
HmN_000122500 2,34 1,25 11,09 nAChR (LGIC) Si No No
HmN_000344500 : 2,14 8,70 nAChR (LGIC) inhibitorio Si No Si
HmN_000527900 1,03 0,18 1,43 nAChR (LGIC) Si No Si
HmN_000074400 0,03 1,27 2,22 mAChR (GPCR) No Si Si
HmN_000890400 2,64 1,54 1,34 mAChR (GPCR) No No No
Serotonina
Geneids On-TPM | Cc-TPM | Ad-TPM GeneName A:\Z' ce | a df,':;gg CCS':E'gg
HmN_000994100 1,00 0,78 19,36 TPH Si Si No
HmN_000591900 26,59 2,44 L-AADC Si Si No
HmN_000074400 0,03 1,27 2,22 VMAT No Si Si
HmN_000596500 0,08 0,31 1,81 SERT Si Si No
HmN_000156500 0,27 24,33 4,41 5-HT-7 (GPCR) Si Si Si
HmN_000156300* 0,11 0,44 1,78 5-HT-7 (GPCR) Si Si No
HmN_000578900 0,95 0,32 1,56 5-HT-1/5 (GPCR) Si No Si
HmN_000665300 0,63 0,13 1,37 5-HT-1/5 (GPCR) Si No Si
Glutamato
Geneids On-TPM | Cc-TPM | Ad-TPM GeneName A:\?s- ce | a dI\EIIZI-Egg Cc\EII:IEgg
HmN_000748900 7,53 2,37 5,22 VGLUT No No Si
HmN_000367500 12,81 70,28 EAAT Si No Si
HmN_000508400 8,63 8,13 18,15 Non-NMDA-iGIuR No No No




HmN_000841800 1,12 1,42 22,26 Non-NMDA-iGIuR Si Si No
HmN_000483600 0,03 1,82 18,68 Non-NMDA-iGIuR Si Si Si
HmN_000483700 2,75 13,48 17,06 Non-NMDA-iGIuR No Si No
HmN_000679100 1,91 1,11 7,67 Non-NMDA-iGIuR Si No No
HmN_000679300 1,15 1,33 6,08 Non-NMDA-iGIuR Si No No
HmN_000815700 9,05 22,74 32,33 Non-NMDA-iGIuR No No No
HmN_000296700 0,00 0,42 1,92 Non-NMDA-iGIuR Si Si Si
HmN_000238600 0,43 0,40 1,20 Non-NMDA-iGIuR No No No
HmN_000127100 0,18 0,09 0,52 Non-NMDA-iGIuR Si No No
HmN_000380800 0,51 3,47 10,32 NMDA-iGIuR No Si Si
HmN_000380500 0,66 2,89 6,71 NMDA-iGIuR No Si No
HmN_000250200 0,60 1,73 3,35 NMDA-iGIuR No No No
HmN_000439000 0,07 0,62 8,57 GluCl LGIC Si Si Si
HmN_000451500 2,17 0,27 0,87 GluCl LGIC No No Si
HmN_000776500 1,99 1,46 1,96 GluCl LGIC No No No
HmN_000318600 1,16 0,41 35,91 GluCl LGIC Si Si Si
HmN_000250400 3,77 4,28 1,81 GluCl LGIC No No No
HmN_000286800 8,90 12,39 7,94 GluCI LGIC No No No
HmN_000520300 3,42 0,15 0,36 Glutamate GPCR No Si Si
HmN_000241100 0,05 0,29 2,39 Glutamate GPCR Si Si No
Purinergico
Geneids On-TPM | Cc-TPM | Ad-TPM GeneName A:‘Z c | a dI\EII:Egg Cc\EIl:Egg

HmN_000721600 6,20 33,11 14,36 VNUT No No No
HmN_000691000 0,03 0,41 0,64 Receptor P2x

HmN_000740700* 0,52 2,48 Receptor P2x Si Si Si
HmN_000740800* 26,42 0,51 6,12 Receptor P2x Si Si Si

Peptidérgico
Geneids On-TPM | Cc-TPM | Ad-TPM GeneName A:\'I)S' ce | a df,[:égg af,':égg

HmN_000583100 13,76 3,54 20,88 PC2 Si No Si
HmN_002148000* | 23,70 | 12,54 | 24,00 Pept:‘gﬁ‘éig‘geeigp;a('s;“':;aﬁ”g No No No
HmN_000091700* ! 4,2 19,6 Carboxypeptidase E Si Si No

Tabla 3.1. Analisis de los niveles de expresion medidos en TPM de los genes implicados en las diferentes
vias de neurotransmision de H. microstoma. En |la primera columna se muestran los GenelDs de cada gen.
Los genes estan agrupados dependiendo de la via de sefializacidn en la que estan implicados. Se muestran los
niveles de expresion de cada gen medidos en TPM, con un formato de color condicional, en el que el rojo es
el valor mas bajo (0) y en azul los valores mas altos de expresion, con valores intermedios en blanco.
Finalmente se indica si se encontraron diferencias de expresion significativas entre los estadios. Los genes
subrayados en gris no fueron considerados en los analisis de expresiéon diferencial por tener muy pocos
conteos durante el andlisis. ED: Expresion diferencial; Egg: huevo/oncdsfera; Cc: cisticercoide; Ad: adulto. Los
GenelDs marcados con “*” son tomados de la version 3 del genoma de H. microstoma (WBPS 14), ya que no




se encontraban en la versidn 1 del mismo (WBPS 1). Non-NMDA iGR: Receptor ionotrdpico de glutamato no
NMDA; NMDA iGR: Receptores ionotropicos NMDA.

3.1.2 PCRs semicuantitativa de marcadores de las diferentes vias de neurotransmision.

Se procedid a confirmar las diferencias de expresién génica de marcadores de las
vias de neurotransmisién mediante RT-PCR semicuantitativa. Se utilizé chat como marcador
de la via de acetilcolina, triptéfano hidroxilasa (tph) como marcador de la via de serotonina,
vglut como marcador de la via glutamatérgica y pc2 como marcador general de las vias
peptidérgicas. Los resultados de esta parte del trabajo se muestran en la Figura 3.1. Se
observa que los marcadores de las vias de sintesis de acetilcolina y serotonina estan
practicamente ausentes en oncdsfera, con un nivel intermedio de expresion en cisticercoide
y mayormente expresados en adulto. Por otro lado, los marcadores de las vias de glutamato
y de sefalizacion peptidérgica se encuentran expresados de forma similar en los tres
estadios. Estos resultados se correlacionan de buena manera con los datos obtenidos
mediante los analisis transcriptédmicos.

Oncosfera Cisticercoide Adulto

Ciclos

ELP

PC2

Chat

TPH

Vglut

Figura 3.1. RT-PCRs semicuantitativas para genes implicados en las diferentes vias de neurotransmision. Se
muestran los resultados de gel de agarosa a los 26, 30 y 34 ciclos de ciclado de la RT-PCR para los tres estadios




principales del ciclo de vida de H. microstoma. ELP: Ezrin-radixin-Moesin-like protein (gen normalizador). PC2:
Prohormona convertasa; Chat: Acetil transferasa de colina; TPH: Triptofano hidroxilasa; Vglut: transportador
vesicular de glutamato. Este experimento fue repetido 3 veces con resultados similares.

En suma, estos resultados sugieren que la neurotransmisidon por acetilcolina y
serotonina no son empleados en el estadio de oncdsfera (aunque la expresidn de receptores
colinérgicos es llamativa), y son utilizados casi de forma exclusiva por adultos. La via de
glutamato y los sistemas peptidérgicos son utilizados en los tres estadios, aunque con
algunas diferencias de los niveles de expresion. Finalmente, las vias purinérgicas parecen
utilizarse en los tres estadios (si se observa la expresién del transportador vesicular),
aungue los receptores encontrados tienen una expresiéon que sobresale en el estadio de
oncosfera.

3.2 Anadlisis de las diferencias de expresion de los genes precursores de
neuropéptidos.

3.2.1 Andlisis de los datos de RNAseq de los genes de precursores neuropéptidos.

En esta parte se analizan a los genes de precursores de neuropéptidos (“npps” desde
ahora, por su nombre en inglés, neuropeptide precursors). Estos genes analizados son los
descritos en Koziol et al. en 2016 [79] junto a un gen que fue detectado por peptidémica
(npp-49.1) y sus paralogos que fueron detectados bioinformaticamente (npp-49.2, npp-49.3
y npp-49.4), como se describird posteriormente en la seccién 3.4. Los datos de este analisis
se muestran en la Tabla 3.2. A modo general, se detectdé que muchos genes de
neuropéptidos son expresados en cada uno de los estadios del ciclo de vida de H.
microstoma. Se observa que en el estadio de cisticercoide es en el que se expresan menos
genes de neuropéptidos en comparacién a los otros estadios, lo que sugiere una baja
cantidad de los mismos en la cdpsula y cercémero de estas larvas. Por otro lado, muchos
genes son expresados en la oncésfera, lo cual es sorprendente dado su reducido tamarfioy
cantidad de células totales (alrededor de 30). Algunos de los genes parecen ser
especialmente expresados (> 10 fold change) en cada estadio: seis en el estadio adulto (npp-
4, npp-6, npp-15.2, npp-20.1, npp-31/32.1, npp-31/32.3), uno el estadio de oncdsfera (npp-
46), y s6lo un gen parece ser especialmente expresado en el estadio de cisticercoide (npp-
44.2) aunque su valor de TPM es relativamente bajo.

En los adultos es en donde se detectd el mayor nimero de npps expresados y
diferencialmente expresados en comparacién con los otros dos estadios, lo cual es
razonable por la variedad de tejidos y funciones que estan presentes en esta parte del ciclo
de vida. En mayor detalle, se vio que en el adulto, nueve genes son expresados
significativamente mas que en los otros dos estadios: npp-4, npp-6, 15.2, 20.1, 27.1, npp-




31/32.1, npp-31/32.3, npp-44.1, npp-49.1; ademas, se identifican dos genes con expresion
exclusiva en adulto, npp-20.2 y npp-38, que no fueron considerados en estos analisis de
expresion diferencial por no tener suficientes reads en los datos transcriptdmicos para mas
de tres muestras, sin embargo estos genes parecen ser especificos de adultos, mostrando
un valor de TPM diferente a 0 sélo en este estadio. Todos estos genes de npps especificos
o de elevada expresion en adultos son interesantes genes candidatos a tener un rol en el
desarrollo de segmentos y/o en la regulacion del sistema reproductor, funciones especificas
de este estadio.

Nueve genes son expresados mayormente en oncésferas de forma significativa:
npp-20.3.1, npp-27.2, npp-28, npp-29.2, npp-36, npp-37, npp-43, npp-46 y npp-49.2; siendo
npp-20.3.1 el gen con mayor valor de TPM en este estadio. Este mismo gen es el Unico
expresado significativamente mas, tanto en oncésfera como en cisticercoide en
comparacion al adulto. El gen de npp mas expresado en cisticercoides y en adultos es el
npp-49.3, aunque también es fuertemente expresado en oncésferas (cabe destacar que
este gen es el de mayor valor de TPM por estadio de todos los npps aqui presentados).

GenelDs Npps (Detalles) Egg-TPM | Cc-TPM | Ad-TPM | ED-AdVsCc | ED-AdVsEgg | ED-CcVsEgg
HmN_000556000 npp-1 1,33 44,45 55,26 No Si Si
HmN_000050100 npp-2 125,76 14,40 55,71 Si No Si
HmN_000166500 npp-4 4,21 0,79 44,48 Si Si Si
HmN_000072750 npp-5 69,93 5,01 27,79 Si No Si
HmMN_000648800 | npp-6 (Miomodulina) 2,17 3,78 47,44 Si Si No
HmN_000787500 npp-14 108,66 6,39 131,71 Si No Si
HmN_000592500 npp-15.1 169,07 16,26 72,17 Si No Si
HmN_000592400 npp-15.2 0,22 2,04 79,59 Si Si No
HmN_000462100 npp-20.1 (NPF) 0,85 1,97 25,67 Si Si No
HmN_000295600 npp-20.2 (NPF) 0,00 0,69 6,44
HmN_000069000 npp-20.3.1 (NPF) 959,88 140,68 5,22 Si Si Si
HmN_000069100 npp-20.3.2 (NPF) 1,14 19,37 9,00 No Si Si
HmN_000206600 npp-20.4 (NPF) 4,67 0,99 5,35 Si No Si
HmN_000096800 npp-20.5 (NPF) 35,61 1,90 20,91 Si No Si
HmN_000377100 npp-24 0,85 6,15 21,12 No Si Si
HmN_000165500 npp-26 0,10 33,22 202,97 Si Si Si
HmN_000326200 npp-27.1 0,22 6,23 46,61 Si Si Si
HmN_000326100 npp-27.2 104,37 1,01 14,10 Si Si Si
HmN_000234350 npp-28 269,24 1,94 56,52 Si Si Si
HmN_000212550 npp-29.1 18,38 0,81 8,33 Si No Si
HmN_000212650 npp-29.2 109,27 6,77 37,36 Si Si Si
HmN_000183900 npp-30 80,16 10,61 66,50 Si No Si
HmN_000223650 npp-31/32.1 0,30 3,25 71,50 Si Si Si




HmN_000205400 npp-31/32.2 7,91 1,51 9,42 Si No Si

HmMN_000142950* npp-31/32.3 0,00 0,62 11,32 Si Si No
HmN_000514300 npp-33 (SIFamida) 11,84 1,17 18,59 Si No Si

HmN_000315550 npp-34 (Lugin) 26,80 2,08 31,12 Si No Si

HmN_000148600 npp-35 (Pirokinina) 51,54 1,25 23,77 Si No Si

HmN_000511300 npp-36 628,70 4,91 118,69 Si Si Si

HmMN_000695950* npp-37 259,36 8,66 51,29 Si Si Si

HmN_000382900 npp-38 0,00 0,00 4,32

HmN_000430600 npp-40 45,19 1,48 33,78 Si No Si

HmN_000866400 npp-41 (CCAP) 27,90 0,78 106,77 Si No Si

HmN_000876950* npp-42 10,15 0,52 45,42 Si No Si

HmN_000508100 npp-43 76,74 2,19 24,61 Si Si Si

HmN_000197700 npp-44.1 1,00 0,63 22,32 Si Si No
HmN_000827150* npp-44.2 0,00 8,32 0,33 Si No Si

HmN_000540950* npp-45 20,43 3,01 17,63 Si No Si

HmN_000088450* npp-46 184,96 0,29 9,29 Si Si Si

HmN_000255600 npp-49.1 6,94 15,16 928,38 Si Si No
HmN_000255700 npp-49.2 147,19 0,27 20,06 Si Si Si

HmN_000255800 npp-49.3 419,38 1385,89 No No Si

HmN_000593200 npp-49.4 0,13 28,06 67,44 No Si Si

Tabla 3.2. Andlisis de los niveles de expresién medidos en TPM de los genes de neuropéptidos detectados
en el genoma de H. microstoma. En la primera columna se muestran los GenelDs de cada gen. Segunda
columna los nombres de cada gen de neuropéptido junto a su nombre comun si es que son de los conservados
entre otros organismos bilaterales. Se muestran los niveles de expresion de cada gen medidos en TPM, con
un formato de color condicional, en el que el rojo es el valor mas bajo (0) y en azul los valores mas altos de
expresion, con valores intermedios en blanco. Finalmente, se indica si se encontraron diferencias de expresién
significativas entre los estadios. Los genes subrayados en gris no fueron considerados en los analisis de
expresién diferencial por tener muy pocos conteos durante el analisis. Los genes marcados con “*”no se
encuentran en la versidn original del genoma y fueron afladidos manualmente para este andlisis, colocdndoles
un ndmero con un “50” terminal ubicdndolos entre los dos genes predichos mas préximos entre si. ED:
Expresion diferencial; Egg: huevo/oncésfera; Cc: cisticercoide; Ad: adulto; npps: precursor de neuropéptido.

3.2.2 RT-PCRs semicuantitativas para los genes de precursores de neuropéptidos.

Se llevé a cabo el estudio de los niveles de expresion de los diferentes genes de npps
mediante RT-PCR semicuantitativa. Se realizd esta técnica para todos los npps, excepto
para: npp-40 por problemas de amplificacién, y para los 4 genes npp-49.x, ya que fueron
identificados posteriormente en los analisis peptiddomicos. Los resultados obtenidos en esta
parte se muestran en la Figura 3.2. Se logrd detectar la expresién de estos genes en los tres
estadios principales del ciclo de vida de H. microstoma, encontrando diferencias de
expresion entre varios de ellos. Es de resaltar la buena correlacion que se encuentra entre
los niveles de expresion detectados en esta parte y los que se muestran en la Tabla 3.2 de




este capitulo, en el andlisis de los datos de RNAseq para estos mismos genes. Cabe destacar
que a diferencia de los analisis de RNAseq, en estos experimentos los adultos no estaban
depletados de huevos.
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Figura 3.2. RT-PCRs semicuantitativas de los genes de neuropéptidos detectados en Koziol et al., 2016 [79].
Se muestran los resultados de gel de agarosa a los 26, 30 y 34 ciclos de ciclado de la PCR para los tres estadios
principales del ciclo de vida de H. microstoma.

3.3 Anadlisis de las diferencias de expresion de los receptores de
neuropéptidos.

Se analizaron los GPCRs asociados a la comunicacién neuropeptidérgica obtenidos
de los trabajos anteriores de Koziol et al., 2016 y de Tsai et al., 2013 [20,79]. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 3.3. Se puede apreciar que los niveles de expresion de
estos genes se encuentran, en términos generales, al menos un orden de magnitud por
debajo de los niveles de expresidn de los genes de npps en términos del valor de TPM. Se




destaca de estos resultados que los receptores de CCAP-R, el de Miomodulina MyMo-R3 y
un receptor de ligando no identificado (HmN_000504200), se expresan significativamente
mas en oncdsferas que en los otros dos estadios. El resto de los receptores tienen expresion
compartida entre dos estadios, aunque no parece haber genes especificos de adultos o
cisticercoides. Muchos genes aparecen con una muy baja expresién en todos los estadios.

Geneid Posible ligando predicho 1(':::IIVI TCI:;\II '?Pc:\;l A:\Il)s: ce | a dliIz-On CcI\EIIZ;)n
HmN_000225600 No identificado por filogenias 0,88 0,44 1,70 Si No No
HmN_000322900 No identificado por filogenias 0,38 0,19 0,61
HmN_000345000 No identificado por filogenias 4,18 0,39 1,41 No No Si
HmN_000379200 No identificado por filogenias 1,44 0,85 1,85 No No No
HmN_000419200 No identificado por filogenias 0,58 0,39 1,13 No No No
HmN_000504200 No identificado por filogenias 7,06 0,25 0,45 No Si Si
HmN_000585200 No identificado por filogenias 7,09 1,05 2,84 No No Si
HmN_000619200 No identificado por filogenias ! 11,49 | 6,84 No Si No
HmN_000674000 No identificado por filogenias 1,40 0,62 3,41 Si No No
HmN_000741700 No identificado por filogenias 25,72 | 12,97 | 23,39 No No No
HmN_000752300 No identificado por filogenias 1,53 0,51 0,78
HmN_000779700 CCAP-R 25,31 | 0,92 5,19 Si Si Si
HmN_000085600 Lug-R 0,00 0,25 1,17
HmN_000276100 Myomodulin-R1 14,26 | 6,15 2,46 No Si No
HmN_000292400 Myomodulin-R2 2,18 1,81 4,62 No No No
HmN_000454700 Myomodulin-R3 4,75 0,13 0,34 No Si Si
HmN_001010400 Myomodulin-R4 0,00 | 0,00 | 0,16
HmN_000426400 NKY-R 0,39 | 0,10 | 0,41
HmN_000147700 NPY-R1 0,19 1,89 0,44 No No Si
HmN_000399200 NPY-R2 4,58 2493 | 7,63 No No No
HmN_000480300 NPY-R3 3,87 1,24 1,79 No No Si
HmN_000640600 NPY-R4 0,00 0,31 0,46
HmN_000699100 NPY-R5 0,89 0,72 1,91 No No No
HmN_000695400 PK-NMU-R 0,29 | 0,09 0,54
HmN_000334100 SIFa-R 6,81 0,26 3,83 Si No Si
HmN_000224700 TK-R 0,00 | 0,03 | 0,82
HmN_000875700 TRH-R 0,23 | 0,05 0,87

Tabla 3.3. Analisis de los niveles de expresion medidos en TPM de los GPCRs de neuropéptidos detectados
en el genoma de H. microstoma. En la primer columna se muestran los GenelDs de cada gen. En la segunda
columna se muestra a los posibles ligandos de estos receptores para aquellos que fueron identificados por
analisis filogenéticos, en Koziol et al., 2016 [79]. Se muestran los niveles de expresion de cada gen medidos




en TPM por estadio, con un formato de color condicional, en el que el rojo es el valor mas bajo (0) y en azul
los valores mas altos de expresidn, con valores intermedios en blanco. Finalmente, se indica si se encontraron
diferencias de expresion significativas entre los estadios. Los genes subrayados en gris no fueron considerados
en los analisis de expresidn diferencial por tener muy pocos conteos durante el andlisis. ED: Expresion
diferencial; Egg: huevo/oncdsfera; Cc: cisticercoide; Ad: adulto.

3.4 Analisis peptidomico de los genes de neuropéptidos identificados
previamente in silico.

A través de la colaboracion con el laboratorio de la Dra. Liesbet Temmerman, de la
Universidad Catdlica de Leuven, Bélgica, se confirmé mediante peptiddmica la presencia
varios de los neuropéptidos que habian sido detectados in silico. Se utilizaron adultos de H.
microstoma para las extracciones proteicas, se eligio a este estadio por la facilidad de
obtencién de grandes cantidades de tejido en comparacién a los otros estadios, y porque
es el estadio con mayor cantidad de neuropéptidos expresados, lo cual es ideal para validar
los npp putativos predichos in silico. Se identificaron a través de estos andlisis peptiddmicos
a 30 de los 39 npps predichos. Los resultados obtenidos de esta parte del trabajo se
muestran en la Tabla 3.4. Basicamente, se realizaron 5 experimentos con las siguientes
muestras: utilizando gusanos enteros con segmentos grdvidos, sin segmentos gravidos,
Unicamente escoleces y un experimento con un gran pool de todas las partes de los gusanos
adultos (similar al de adultos con segmentos gravidos, pero con mayor cantidad de tejido
total). Teniendo en cuenta a los neuropéptidos detectados in silico previamente se detectd
al menos un neuropéptido maduro para 22 precursores, esto quiere decir que directamente
fue detectada la secuencia de al menos uno de los neuropéptidos conservados predichos
qgue tendria la actividad bioldgica luego del procesamiento post-traduccional. Para otros
ocho neuropéptidos predichos in silico, sélo fueron detectada la region flanqueante a los
sitios de corte de prohormona convertasas, siendo esta region mas grande que el
neuropéptido maduro, facilitando su deteccién mediante esta técnica. El neuropéptido
npp-15.2 fue encontrado con una glicina en el extremo carboxilo terminal, lo que sugiere
gue se detectd al péptido aun sin terminar su procesamiento (para dejar un extremo amida
en esta posicion en lugar de la glicina), de modo similar npp-6 y npp-43 se detectaron sin la
finalizacidn de su procesamiento predicho, con una lisina en el extremo carboxilo terminal
(npp-6 incluso con la secuencia C terminal glicina-lisina), lo que sugiere que aun no sufrieron
al procesamiento de la Carboxipeptidasa E. Una explicacidon de hallar a los neuropéptidos
con estas secuencias terminales, es que su tamafio es mayor debido a que aun tiene a estos
aminodcidos sin procesar, favoreciendo su deteccién por espectrometria de masa,
perdiéndose con mayor probabilidad los completamente procesados, que son mas
pequefios [282]. Otra diferencia encontrada con las secuencias predichas es que el
neuropéptido npp-31/32.3 fue encontrado sin la metionina inicial predicha en su secuencia
del péptido maduro, en las vias de secrecion no suelen encontrarse metionina-
aminopeptidasas (MAPs) pero tal vez esto pueda ser un artefacto del procesamiento en el




cual estas proteinas citoplasmaticas actuaron sobre estos péptidos. Junto a la validacion
experimental de estos neuropéptidos como tales, se encontraron adicionalmente algunos
fragmentos peptidicos que podrian llegar a ser nuevos neuropéptidos. Mds especificamente
se detectaron 8 péptidos, que corresponden a los productos de genes con algunas
caracteristicas similares a los genes de npps que no habian sido detectados previamente.
De estos 8 genes de npps putativos, uno de ellos tiene caracteristicas claras que
corresponden a un gen de npp, tanto a nivel de posibles sitios de procesamiento, como de
conservacion diferencial entre péptidos maduros y regiones flanqueantes, el npp-49.1,
(HmN_000255600). Mediante posterior analisis bioinformatico se detectd que el gen de
npp-49.1 tiene 3 pardlogos en el genoma de H. microstoma: HmN_000255700,
HmN_000255800 y HmN_000593200. Tanto npp49.1 como sus paralogos fueron afiadidos
a todos los analisis de expresidon génica que se mostraron previamente (npp-49.1
(HmN_000255600), npp-49.2 (HmN_000255700), npp-49.3 (HmN_000255800) y npp-49.4
(HmN_000593200). Finalmente, no fueron detectados los péptidos maduros ni las regiones
flanqueantes de los siguientes neuropéptidos: npp-2, npp-20.2, npp-20.3.1, npp-20.3.2,
npp-20.4, npp-20.5, npp-38, npp-42, npp-44.2. La falta de deteccion de estos neuropéptidos
puede estar dada por diversos factores como su baja expresion, su pequefio tamafio, o por
limitaciones de la técnica de deteccién (se amplia en la discusién).

Cabe destacar que el neuropéptido Npp-46, previamente mostrado en los analisis
transcriptomicos como expresado principalmente en oncésferas, sélo pudo ser detectado
en las muestras de este analisis que tenian segmentos gravidos.

Total de
Region del Con Con Sin Segmentos  Escolices Escolices muestras en
Precursor L . Segmentos  Segmentos L.
péptido Grividos1  Grévidos 2 Gravidos muestra 1 muestra 2 donde fue
detectado
npp-1**

(HmN_000556000) B 0
flanqueante Presente 1
npp-4 (HmMN_000166500) maduro 0
flanqueante Presente 1

npp-5 (HmMN_000072750,

HmN_000072700 en v3
. maduro 0

incorrectamente
fusionado )
flanqueante Presente 1
Presente
npp-6 (HMN_000648800) maduro (con GK 1
terminal)
flanqueante Presente 1
npp-14

(HmN_000787500; maduro Presente 1

HmN_003013690 en v3)
flanqueante Presente Presente Presente Presente Presente 5




npp-15.1
(HmN_000592500)

maduro

flanqueante Presente
npp-15.2 maduro P(r:;:rge
(HmN_000592400) .
terminal)
flanqueante Presente Presente Presente Presente Presente
npp-20.1
(HMN_000487300) maduro Presente
flanqueante Presente
npp-24
(HMN_000377100) maduro Presente
flanqueante Presente Presente
(HmNiggC-)i?SSSOO) maduro Presente Presente Presente Presente
flanqueante Presente Presente Presente Presente
npp-27.1 maduro Presente Presente Presente Presente Presente
(HmN_000326200)
flanqueante Presente
-27.2
(Hml\?_pop00326100) maduro Presente Presente Presente
flanqueante Presente
npp-28 (HmMN_000234350 maduro AEsETE
env3)
flanqueante
npp-29.1
(HmN_000212550 en v3) LU
flanqueante Presente Presente
npp-29.2
(HmN_000212650 en v3) LU
flanqueante Presente Presente
npp-30
(HmN_000183900;
- P P P P
HmN_003021340 and maduro resente resente resente resente
003021330 en v3)
flanqueante Presente Presente Presente Presente
npp-31/32.1**
P P P P
(HMN_000223650) maduro resente resente resente resente
flanqueante
npp-31/32.2**
(HmN_000205400) maduro Presente Presente
flanqueante Presente
Presente
npp-31/32.3 .
M
(HMN_000142950%) maduro (sin
inicial)
flanqueante Presente
npp-33
d P t
(HmN_000514300) maduro resente
flanqueante
npp-34**
(HMN_000315550) maduro Presente
flanqueante Presente Presente Presente
npp-35 maduro Presente Presente

(HmN_000148600)




flanqueante Presente Presente 2
(HmNiggC-)iiBOO) maduro Presente Presente Presente 3
flanqueante Presente Presente Presente 3

npp-37

d

(HmN_000695950*) maguro 0
flanqueante Presente Presente 2

npp-40
(HMN_000430600) maduro Presente 1
flanqueante Presente 1

npp-41
(HmN_000866400) WEEI 0
flanqueante Presente 1

Presente

npp-43

(HMN_000508100) maduro (con K !
terminal)
flanqueante Presente 1
npp-44.1
(HMN_000197700) maduro Presente 1
flanqueante 0
L5908 ([l LU0 0 maduro Presente 1
v3)
flanqueante Presente 1
-4

(HmNjO%T)0868450*) maduro Presente | Presente 2
flanqueante 0
(HmNN_F:)r())ggélssoo) maduro Presente Presente 2
flanqueante Presente 1

Tabla 3.4. Deteccion de neuropéptidos en H. microstoma mediante analisis peptidémico. Se muestran los
diferentes neuropéptidos detectados en los analisis peptiddmicos, para algunos de ellos se detectd
directamente al neuropéptido maduro y para otros se detectaron regiones del propéptidos que no
contribuyen al neuropéptido maduro final, sino a la regidén flanqueante del neuropéptido maduro en el
propéptido. Se indica si se encontré alguna diferencia con la secuencia predicha in silico en cada recuadro. Los
neuropéptidos marcados con “*” no se encuentran en la version original del genoma y fueron afiadidos
manualmente para este analisis, colocandoles un nimero de GenelD con un “50” terminal ubicandolos entre
los dos genes predichos mas proximos entre si de la versidon 1 del genoma [20]. Con “**” se marcaron a los
neuropéptidos que se perdieron en versiones 3 (v3) del genoma de H. microstoma. La muestra “Con
segmentos gravidos 1” es la que fue realizada con mayor cantidad de material de adultos, lo que facilité la
deteccidn de varios neuropéptidos.




Capitulo 4. El estadio adulto: expresion de los sistemas de
comunicacion neuropeptidérgicos en este estadio y su
cultivo in vitro.

4.1 Deteccidon de genes implicados en la comunicacion neuropeptidérgica mediante
WMISH.

En este capitulo se mostraran diferentes resultados de WMISH en adultos de H.
microstoma. En el Capitulo 1 de resultados, se mostraron resultados de WMISH para pc2, y
se discute que este gen es expresado en practicamente todas las estructuras del SN de este
estadio. En este capitulo se mostrard la distribucién de la expresidén de genes de precursores
de neuropéptidos y de receptores de neuropéptidos a través de esta misma técnica. Para
muchos neuropéptidos el patrén de expresion se mostrara mediante proyecciones en Z de
las WMISH y también en proyecciones transversales de la zona del cuello generadas por el
analisis de las imagenes obtenidas del microscopio de barrido laser confocal. Para poder
comparar mejor los resultados de las WMISH de los neuropéptidos con los resultados
obtenidos para pc2, en la Figura 4.1 se muestra una proyeccién en Z (serie A) y proyecciones
transversales, mostrando los diferentes componentes del sistema nervioso marcados con
esta prohormona convertasa necesaria a priori para el procesamiento de la mayoria de los
neuropéptidos. Para las diferentes proyecciones que se mostrardn en este capitulo se
nombraran como cordones nerviosos laterales (LNC, lateral nerve cords) a los cordones
nerviosos laterales principales junto a los dorsales y ventrales accesorios, mientras que a
los cordones nerviosos mediales ventrales (VMNC, ventro-medial nerve cords) y dorsales
(DMNC, dorso-medial nerve cords) seran mencionados en conjunto como cordones
nerviosos mediales (MNC, medial nerve cords).
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Figura 4.1. WMISH de pc2. Se muestran resultados de WMISH para pc2 en H. microstoma. En verde se
muestran los resultados de la WMISH y en azul se muestra la sefial nuclear por tincion con DAPI. A, se muestra
una proyeccion en Z sélo para la sefial de WMISH en donde se sefialan las diferentes estructuras que expresan
a este gen. B, proyecciones transversales de la zona del cuello de la imagen mostrada en A. CEU: células
enddcrinas unicelulares putativas; CG: ganglio cerebral; CTC: comisura cerebral transversal; DMNC: cordones
nerviosos mediales dorsales; FNT: fibras nerviosas transversales; FNTD: fibras nerviosas transversales
dorsales; FNTV: fibras nerviosas transversales ventrales; LNC: cordones nerviosos laterales; MNC: cordones
nerviosos mediales; RG: ganglio rostral; RLG: ganglio rostelar; VMNC: cordones nerviosos mediales ventrales.
Barras de escala: 100 um en A,y 20 um en B.1.

4.1.1 Deteccion por WMISH de genes de precursores de neuropéptidos (npps)

A partir de los resultados previos obtenidos en los andlisis de expresién génica de
diferentes neuropéptidos, se seleccionaron algunos de estos genes que los codifican para
analizar la distribucién de su expresion mediante WMISH. Se seleccionaron genes por sus
niveles de expresidn, su especificidad de estadio, por ser npp conservados en otros animales
bilaterales y/o por tener un efecto descrito previamente en cestodos (como en el caso de
npp-2, por mostrar que induce proliferacion celular en E. multilocularis [283]). Se
detectaron 12 genes de npps en el estadio adulto de H. microstoma mediante WMISH: npp-
2, npp-6, npp-15.2, npp-20.1, npp-20.4, npp-29.1, npp-29.2, npp-33, npp-38, npp-41, npp-
49.1, npp-49.3. Se realizaron ademas WMISH para otros cuatro genes de npps (npp-20.3.1,
npp-46, npp-49.2 y npp-49.4), pero sin detectar sefial fluorescente en los tejidos del adulto
para ninguno de ellos.

A modo general se detectd la expresion de muchos npps principalmente en el SN,
encontrando diferentes patrones de expresiéon dependiendo del npp analizado. Los




patrones de expresion fueron por lo general no segmentarios y se evidencié por primera
vez una expresion asimétrica de genes en el sistema nervioso de cestodos. La técnica de
WMISH no es una buena técnica para evidenciar prolongaciones celulares, porque el ARNm
no es abundante en estas extensiones, aunque en algunos casos la sefial fluorescente
permitio evidenciar el inicio de estas proyecciones. La mayor parte de los npps analizados
aqui se corresponden con los dominios de expresién detectados para pc2, lo cual era
esperable porque a priori esta enzima seria necesaria para el procesamiento de los
neuropéptidos aqui detectados. En el final de esta seccidn se muestran esquematizados los
resultados obtenidos para cada npp. A continuacién, se pasan a detallar los resultados
obtenidos para cada uno de los neuropéptidos detectados mediante esta técnica.

Deteccion de npp-2: Los resultados para este npp se muestran en la Figura 4.2 Este
npp presenta una amplia expresion en el sistema nervioso del adulto. Se puede observar
una alta expresion en el ganglio rostelar (RLG, por su nombre en inglés, rostellar ganglia),
en los ganglios cerebrales en la base de los cordones (CG, por su nombre en inglés, cerebral
ganglia), en algunas células de la comisura cerebral transversal (CTC, por su nombre en
inglés, cerebral transversal commisure), en los cordones nerviosos laterales (LNC, por su
nombre en inglés, lateral nerve cords), en los cordones nerviosos mediales (MNC, por su
nombre en inglés, medial nerve cords) y en las células que generan las fibras nerviosas
transversales Dorsales (FNTD). Se puede apreciar que este gen presenta diferencias de
expresion en el eje dorsoventral, mostrando una expresién en células dorsales que no estd
presente en el lado ventral, evidenciado por las FNTD en las proyecciones transversales de
la zona del cuello (Figura 4.2: A.3y A.4), y mas claramente en las proyecciones transversales
de regiones mads avanzadas del desarrollo de la estrébila (Figura 4.2: B.3 y B.4). En el caso
de las células en los LNC, estas tienen una clara morfologia neuronal, al poderse distinguir
el inicio de sus proyecciones (Figura4.2: D.1y D.2), se pueden distinguir diferentes tamafios
y morfologias, sugiriendo diferentes poblaciones de neuronas expresando este npp. La
distribucién de la expresidn de este neuropéptido no parece ser segmentaria en los
cordones nerviosos, pero si en las FNTD en la estrébila (Figura 4.2: C.1, C.2).




Figura 4.2. Deteccion por WMISH del gen npp-2 en el estadio adulto. Se muestran los resultados de la WMISH
en verde, DIC en tonalidades de grises y DAPI en azul. A, En las imagenes A.1 y A.2 se muestran proyecciones
en Z de la distribucion de la expresion en el escolex y en el cuello, A.3 y A.4 son proyecciones en el ejey de la
zona del cuello de la misma imagen mostrando la distribucidn en el eje Z de la sefial de WMISH. B, se muestra
en detalle la sefal de la zona media de un escdlex. C, se muestra una proyeccién en Z parcial en C.1y C.2,
donde se ven LNC y las FNTD con claridad en segmentos aun inmaduros (inicio de formacién del sistema
reproductor), se aprecia claramente la diferencia dorsoventral de expresion dada por las FNTD en las
proyecciones transversales de C.3 y C.4. D, se muestran en detalle la morfologia neuronal de células de los
cordones nerviosos laterales en segmentos mas maduros. CG: ganglio cerebral; CTC: comisura cerebral
transversal; DMNC: cordones nerviosos mediales dorsales; FNT: fibras nerviosas transversales; FNTD: fibras
nerviosas transversales dorsales; LNC: cordones nerviosos laterales; MNC: cordones nerviosos mediales; RLG:
ganglio rostelar; VMNC: cordones nerviosos mediales ventrales. Barras de escala: A.1y C.1: 100 um; B, A.3,
C.3,D.1y D.2: 20 pm.




Deteccidn de npp-6: Los resultados para este npp se muestran en la Figura 4.3. Este
es uno de los npps conservados en otros organismos bilaterales (homodlogo de
miomodulina). Presenta una expresion en los LNC, en FNTD, en el RLG y en los ganglios
cerebral (CG, por sus siglas en inglés, cerebral ganglia). A su vez presenta expresion en
células con morfologia de neuronas grandes que se encuentran en la regién medular central
del adulto, llamamos a estas células Neuronas Medulares Gigantes (NMG), es probable que
estas células medulares se correspondan con las células que también expresan pc2 en esta
posicidn, a las que llamamos previamente CEU (células enddcrinas unicelulares), descriptas
previamente por Specian y Lumsden [37], aunque la morfologia de estas células parece
considerablemente diferente al observar los resultados de WMISH para npp-6 (Figura 4.3)
y para pc2 (Figura 4.1). Puede apreciarse una de estas NMG en detalle en la Figura C.5. Se
observan ademas células con expresion de npp-6 cercanas a los primordios genitales (Figura
4.3, B.1, B.2 y B.3). Este npp presenta expresion diferencial en el eje dorso-ventral, con
células positivas para el mismo en la region dorsal pertenecientes a las FNTD, y a unas pocas
células que estdn presentes en una posicidn incluso mas dorsal que estas ultimas por fuera
del anillo medular (Figura 4.3: C.3 y C.4).
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Figura 4.3. Deteccion por WMISH del gen npp-6 en el estadio adulto. Se muestran los resultados de la WMISH
en verde, DIC en tonalidades de grises y DAPI en azul/cian. A, Se muestran resultados para la zona del escélex,
con proyecciones en Zen A.1y A.2 y con proyecciones transversales en A.3 y A.4 de la zona del cuello, nétese
la sefial intensa de las NMG en el centro del eje a lo largo del cuello y en los ganglios del escdlex. B, se muestran
segmentos en desarrollo alin inmaduros sexualmente, en estos segmentos se evidencia claramente la
expresidn de npp-6 en neuronas medulares gigantes, se muestra una proyeccion en Z en B.1 y en B.2,
proyeccion transversal en B.3 y B.4, detalle de la neurona marcada con magenta en B.1 mostrada en B.5y B.6,




proyeccién en Z con cddigo de colores con rango de profundidad dorso-ventral en B.7, cédigo de colores
utilizado en B.7 mostrado en B.8 llamado “Fire” en FlJI. C, se muestran segmentos en el estado de desarrollo
del primordio sexual, proyeccion en Z en C.1, proyeccién transversal de un Unico segmento en C.2 (del que
estd marcado en magenta en C.1), y proyeccién transversal de todos los segmentos que se muestran en C.1
mostrados en C.3. CAPG: células asociadas al primordio genital; CD: células dorsales; CG: ganglio cerebral;
CTC: comisura cerebral transversal; FNT: fibras nerviosas transversales; FNTD: fibras nerviosas transversales
dorsales; LNC: corddn nervioso lateral; NMG: neuronas medulares gigantes; PG: primordio genital; RLG:
ganglio rostelar; Barras de escala: 100 um en A.1, B.1, B.7, C.1; 20 um en A.3, B.3, B.5, C.2, C.3.

Deteccion de npp-15.2: Los resultados obtenidos para este npp se muestran en la
Figura 4.4. Se detectaron células que expresan a este npp Unicamente en los LNC, se
distingue claramente expresion asociada a los cordones nerviosos laterales dorsales (DLNC,
por su nombre en inglés, dorsal longitudinal nerve cords) y a los cordones nerviosos
laterales ventrales (VLNC, por su nombre en inglés, ventral longitudinal nerve cords) en las
Proyecciones transversales (Figura 4.4, serie B).
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Figura 4.4. Deteccion por WMISH del gen npp-15.2 en el estadio adulto. Se muestran los resultados de la
WMISH en verde, DIC en tonalidades de grises y DAPI en azul/cian. Se muestran resultados de este
experimento para la zona del escélex en la serie A, con proyecciones en Zen A.1, A.2 y A.3. En B se muestran
proyecciones transversales de la zona del cuello. DLNC: Corddn Nervioso Lateral Dorsal; LNC: Cordones
Nerviosos Laterales; VLNC: Corddn Nervioso Lateral Ventral. Barra de Escala: 100 um en serie Ay 20 um en
serie B.




Deteccion de npp-20.1: Los resultados obtenidos para este npp se muestran en la
Figura 4.5, como asi también en la Figura 1.3 del capitulo 1 de resultados. Este es uno de
los 6 pardlogos de NPF presentes en el genoma de H. microstoma. Se detectaron células
que expresan a este npp en los LNC, en el RLG, los CG y en la comisura cerebral transversal
que los une (CTC). Es interesante notar que en el CTC este gen se expresa Unicamente en
tres células, dos grandes y una mas pequefia, de forma similar en el RLG parece expresarse
en unas 6 células (esto se vio por andlisis plano a plano de las imagenes utilizadas para
generar las proyecciones en Z que se muestran en la figura).

Figura 4.5. Deteccion por WMISH del gen npp-20.1 en el estadio adulto. Se muestran los resultados de la
WMISH en verde, DIC en tonalidades de grises y DAPI en azul (B.1) y azul/cian (A.1, A.3). Se muestra a las
células que expresan a este npp en el escélex y en las regiones del cuello. A, proyeccién en Z de escdlex y
cuello en A.1y A.2, proyeccidn transversal Unicamente de la zona del cuello en A.3 y A.4. B, se muestra a
mayor aumento la zona del escélex de otro gusano, se muestran tres células con sefial de WMISH en el CG y




a un grupo de células positivas en el RLG. CG: ganglio cerebral; CTC: comisura cerebral transversal; LNC: cordén
nervioso lateral; RLG: ganglio rostelar. Barras de escala: 100 um en A.1; 20 um en A.3 y B.1.

Deteccién de npp-20.4: Los resultados obtenidos para este npp se muestran en la
Figura 4.6. Este es uno de los 6 pardlogos de NPF presentes en el genoma de H. microstoma.
Se detectd la expresion de este npp en dos células de la CTC y en otras células del RLG, como
asi también en los LNC. Se destaca que ademads de estos sitios antes mencionados se
detectd la expresidn de este gen en el aparato reproductor femenino en desarrollo (Figura
4.6, serie C), mas especificamente en la regién inicial de los ductos reproductores
femeninos.




Figura 4.6. Deteccién por WMISH del gen npp-20.4 en el estadio adulto. Se muestran los resultados de la
WMISH en verde y DAPI en azul (Series Ay B) y azul/cian (Serie C). En la serie A se muestra a las células que
expresan a este npp en el escélex y en las regiones del cuello, Proyeccion en Z de escélex y cuelloen A.1y A.2,
proyeccidn transversal Unicamente de la zona del cuello en A.3 y A.4. Se muestra a mayor aumento la zona
del escélex en la serie B, se observan dos células con sefial de WMISH en el CG y a otras dos células positivas




en el RLG. En la serie C se muestran segmentos mas avanzados en el desarrollo del aparato reproductor, en
donde pueden identificarse testes y 6rganos reproductivos femeninos en desarrollo, se observa sefial positiva
para la WMISH en el ducto femenino en desarrollo, se muestran proyecciones enZen C.1y C.2 y proyecciones
transversales en C.3 y C.3. CTC: comisura cerebral transversal; FD: aparato reproductor femenino en
desarrollo; LNC: corddn nervioso lateral; RLG: ganglio rostelar T: testes. Barras de escala: 100 pm en A.1y C.1;
20pmenA.3,B.1yC3.

Deteccidon de npp-29.1 y npp-29.2: Los resultados obtenidos para estos npps se
muestran en la Figura 4.7, npp-29.1 en la serie A y npp-29.2 en la serie B. Ambos
neuropéptidos muestran una amplia expresién en el sistema nervioso del adulto, en los
LNC, en los DMNC, en los VMNC, en FNTD, en células que generan las fibras nerviosas
transversales ventrales (FNTV) y en algunas células de los RLG y CG. Si bien los patrones de
expresion son similares, el gen de npp-29.2 parece expresarse en un mayor numero de
células que el de npp-29.1. Estos dos genes tienen expresién asociada tanto a las FNTV como
las FNTD. El gen npp29.1 muestra una expresion asimétrica en los LNC teniendo expresién
en la regién ventral, pero no en la dorsal, mientras que npp29.2 pareceria mostrar mas
expresion en la parte dorsal de estos cordones, aunque esta diferencia es sutil y deberia ser
cuantificada mediante conteo de células, y lamentablemente no se obtuvo un nimero de
muestras suficiente de WMISH para este gen para poder confirmarlo.
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Figura 4.7. Deteccidon por WMISH de los genes npp-29.1 y npp-29.2 en el estadio adulto. Se muestran los
resultados de la WMISH en verde, DAPI en azul/cian. Resultados de las WMISH en el escélex y cuello de adultos
para npp-29.1 en la serie Ay de npp-29.2 en la serie B. Proyecciones en Zen A.1, A.2, B.1y B.2; proyecciones
transversales en A.3, A.4, B.3 y B.4. CG: ganglio cerebral; CTC: comisura cerebral transversal; DMNC: cordones
nerviosos mediales dorsales; FNT: fibras nerviosas transversales; FNTD: fibras nerviosas transversales
dorsales; FNTV: fibras nerviosas transversales ventrales; LNC: cordones nerviosos laterales; MNC: cordones
nerviosos mediales; RG: ganglio rostral; RLG: ganglio rostelar; VMNC: cordones nerviosos mediales ventrales.
Barras de escala: 100 um en A.1y B.1; 20 um en A.3, y B.3.

Deteccion de npp-33 y npp-38: Los resultados obtenidos para estos npps se
muestran en la Figura 4.8, npp-33 en la serie A y npp-38 en la serie B. El gen de npp-33 es
uno de los que es conservado en otros organismos bilaterales (homdlogo de SIFamida en
animales bilaterales). Para ambos genes se detectd su expresion unicamente en los LNC del
adulto como se puede observar en las imagenes.
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Figura 4.8. Deteccion por WMISH de los genes npp-33 y npp-38 en el estadio adulto. Se muestran los
resultados de la WMISH en verde y DAPI en azul/cian (serie A) y en azul (serie B). Resultados de las WMISH en
el escélex y cuello de adultos para npp-33 en la serie Ay de npp-38 en la serie B. Proyecciones en Z en A.1,
A.2,B.1y B.2; proyecciones transversales en A.3, A.4, B.3 y B.4. LNC: corddn nervioso lateral. Barras de escala:
100 pmen A.1yB.1; 20 um en A.3,y B.3.

Deteccidon de npp-41: Los resultados obtenidos para este npp se muestran en la
Figura 4.9. Este es uno de los neuropéptidos que es conservado con otros animales
bilaterales, denominado en estos CCAP (por su nombre en inglés, crustacean cardioactive
peptide). Se observa una expresion altamente extendida en los componentes del SNC del
adulto, con expresiéon en: LNC, MNC, CG, FNTD y FNTV en la regidn del escdlex y cuello.
También se observa expresion en células individuales alrededor de las ventosas, y en células
individuales en la zona proliferativa del cuello, probablemente las mismas que describimos
previamente con expresion de pc2 que llamamos CEU (células enddcrinas unicelulares) en
esta regién. Las CEU que se observan en el cuello no se observan en segmentos mas
desarrollados (Figura 4.9, series B y C), donde en cambio, se pueden observar abundantes
células periféricas (CP) positivas, por fuera del SNC, las cuales por su posicion y morfologia
podrian ser células sensoriales, y que por su posiciéon no corresponderian con células que
expresen pc2 (Figura 4.9, serie D).
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Figura 4.9. Deteccion por WMISH del gen npp-41 en el estadio adulto. Se muestran los resultados de la




WMISH en verde y DAPI en azul. A, resultados de las WMISH en el escélex y cuello de adultos. B, estrébila con
comienzos de formacidn de primordio sexual. C, segmentos sexualmente maduros. D, detalles de morfologia
celular de las células que expresan este gen en el limite de la pared corporal. Proyecciones en Zen A.1, B.1,
C.1, D.1y D.2; proyecciones transversales en A.2, A.3, B.2, B.3, C.2 y C.3. CTC: comisura cerebral transversal;
CEU: células enddcrinas unicelulares; FNTD: fibras nerviosas transversales dorsales; FNTV: fibras nerviosas
transversales ventrales; LNC: corddn nervioso lateral; VMNC: corddn nervioso medial ventral; DMNC: cordén
nervioso medial dorsal; CP: células periféricas. Barra de escala: 100 um en A.1, B.1y C.1; 20 um en A.2, A.3,
B.2,B.3,C.2yD.1.

Deteccidon de npp-49.1: Este neuropéptido no fue predicho in silico por nuestro
método bioinformatico, sino que fue detectado por los analisis peptiddomicos realizados.
Los resultados obtenidos para este npp se muestran en la Figura 4.10. Este npp tiene una
expresion que, al ver las proyecciones transversales, puede distinguirse como las células
qgue lo expresan estdn en los bordes del parénquima medular (Figura 4.10, serie A), este
cilindro de células positivas del parénquima medular continlda en segmentos en los que el
desarrollo se encuentra mds avanzado (Figura 4.10, series B y C). Se observa expresion en
el CTCy en el RLG. Por otro lado, aunque algunas células poseen prolongaciones celulares
a lo largo del cuerpo, su localizacién (la cual no parece corresponder con células que
expresen pc2), asi como su morfologia general, sugieren fuertemente que este npp es
expresado en células que no pertenecen al SNC, sino que parecen ser musculares.
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Figura 4.10. Detecciéon por WMISH del gen npp-49.1 en el estadio adulto. Se muestran los resultados de la
WMISH en verde y DAPI en azul/cian. Resultados de las WMISH en: escdlex y cuello (serie A), estrébila con
primordio sexual desarrollado (serie B), segmentos con sistema reproductor maduro (serie C). Proyecciones
enZenA.l, A.2,B.1y C.1; proyecciones transversales en A.3, A.4, B.2, B.3, C.2 y C.3. CTC: comisura cerebral
transversal; RLG: ganglio rostelar. Barra de escala: 100 umen A.1,B.1y C.1; 20 umen A.3, B.2 y C.2.

Deteccion de npp-49.3: Este npp no fue detectado in silico con nuestro método de
deteccion bioinformatico, ni en los analisis peptiddmicos, sino que su deteccidn se basé en
que es uno de los 3 pardlogos que tiene npp-49.1. Los resultados obtenidos para este npp
se muestran en la Figura 4.11, donde se observa que se expresa en una gran cantidad de
células dentro del parénquima medular y en algunas por fuera de este. Lejos de Unicamente
expresarse en los limites del parénquima medular, como en el caso de npp-49.1, se pueden
observar a una gran cantidad de células positivas para este gen internamente (Figura 4.11,
A.2 y A.3). Se observa una morfologia particular de algunas de las células que expresan a
este gen, células con aspecto redondeado, con una regién central que carece de sefial de
WMISH, que no corresponde al lugar que ocupa el nucleo (en la Figura 4.11, A.1, se marcan
varias de estas células y se ven algunas en mayor detalle en la serie B). La identidad de estas
células no es clara, no parecerian ser células nerviosas, y a su vez no hay células que
expresen pc2 con estas caracteristicas. Una posibilidad es que se trate de células secretorias
y que por esto aparezca esa zona carente de sefial de WMISH en una gran region de la
célula, en donde estarian las vesiculas de secrecién. En segmentos mas desarrollados las
células detectadas por WMISH para este gen se encuentran mas dispersas (Figura 4.11,
serie C).




Figura 4.11. Detecciéon por WMISH del gen npp-49.3 en el estadio adulto. Se muestran los resultados de la
WMISH en verde y DAPI en azul/cian. A, resultados de las WMISH en el escélex y cuello, nétese las células
redondeadas con una zona sin sefial de WMISH, algunas de ellas marcadas con lineas punteadas en magenta.
B, imagen a mayor aumento de una region de la imagen A en donde se pueden apreciar a las células sin seial
de WMISH en un scon mayor claridad, los contornos de las células estdn marcados con lineas punteadas en



magenta. C, detalle de célula que expresa npp-49.3, donde se observa que la falta de sefial de la WMISH no
corresponde a la regién donde se encuentra el niicleo (tefiido con DAPI). D, distribucién de las células positivas
para este gen en segmentos con el sistema reproductor maduro. Proyecciones en Z en A.1, serie B y serie C;
proyecciones transversales en A.2, A.3. Barra de escala: 100 umen A.1y D.1; 20umen A.2, By C.1.

En la Figura 4.12 se muestran esquematizados todos los resultados obtenidos para
cada WMISH de npps en la region del escolex y cuello de adultos. Como se puede observar
algunas sefales no corresponden con el patrén observado para pc2, lo que sugiere que
existen vias alternativas de sintesis para estos npps en estas regiones.

Figura 4.12. Esquema representativo de los patrones de expresion de los genes de npps encontrados. Se
muestran esquemas de proyecciones en Z de escdlex y cuello junto a un esquema de proyecciones
transversales de la zona del cuello para cada npp. Las células con sefial para la WMISH de cada gen se muestran
en circulos verdes representando a las células encontradas. Algunas particularidades de las sefiales obtenidas
también se muestran como: las NMG de npp-6, las dos células grandes del CTC de npp-20-1, la diferencia de
expresion dorso-ventral de los LNC de npp-29.1, la forma particular de las células y su distribucién en npp-
49.1, y finalmente las células con espacios internos sin sefial que aparecen en las WMISH de npp-49.3. RG:
ganglio rostral; RLG: ganglio rostelar; CTC: comisura cerebral transversal; CG: ganglio cerebral; LNC: cordones




nerviosos laterales; MNC: cordones nerviosos mediales; FNT: fibras nerviosas transversales; FNTD: fibras
nerviosas transversales dorsales; FNTV: fibras nerviosas transversales ventrales; VMDNC: cordones nerviosos
mediales ventrales; DMNC: cordones nerviosos mediales dorsales; MLI: musculatura longitudinal interna;
MST: musculatura subtegumental.

4.1.2 Deteccion de receptores de neuropéptidos en adultos mediante WMISH.

Se realizaron WMISH en adultos de H. microstoma para genes de GPCRs que son
homdlogos de los receptores de neuropéptidos conservados en otros animales bilaterales
[79]. Se obtuvieron resultados para los receptores de SIFamida (npp-33), taquicinina (TK) y
TRH (Hormona liberadora de tirotropina). Los resultados de las WMISH para estos genes
presentan una menor intensidad de sefial que las realizadas para los npps, lo cual es
razonable porque los npps estan entre los genes con mayores niveles de expresién en las
células que los expresan [284—-286]. Los resultados de estos experimentos se muestran en
las Figuras 4.13 y Figura 4.14. El hdmologo del receptor de SIFamida (sifamida-R) tiene una
expresion en el escélex que rodea a las ventosas, a su vez presenta expresion en el LNC y
en dos capas de células continuas que aparecen tanto ventral como dorsalmente (Figura
4.13, A.1y A.3). Estas capas internas parecen ser musculatura longitudinal interna, esto se
infiere mediante comparacién con experimentos de IHF y WMISH para tropomiosina
realizados por nuestro grupo (que no se muestran), también se observa expresién en la
estréobila en bandas transversales, conformando anillos, que tienen distribucidon
segmentaria, lo cual se corresponde con la expresidon de tropomiosina en la musculatura
longitudinal interna (Figura 4.13, serie B).

El homodlogo del receptor de TRH (trh-R) presenta expresion en los LNC y también
en algunas células que delimitan el parénquima medular del adulto (Figura 4.14, serie A),
aungue no se observan las dos capas de células bien marcadas que se observan para el
sifamida-R. Para el homdlogo del receptor de taquicinina (tk-R) se detectaron células
positivas por WMISH en el poro genital, estructura en la que se ha descripto una gran
innervacién por fibras nerviosas asociadas a la musculatura compleja de la bolsa del cirro y
los ductos [73,189,287] (Figura 4.14, serie B). Se realizaron ademas WMISH para los
receptores homoélogos de NKY, CCAP, Lugina y Pirokinina, de estos receptores sélo se
obtuvieron WMISH con sefial débil para el receptor de CCAP, aunque la sefial obtenida se
perdié rapidamente en los experimentos debido a fotoblanqueo, por lo que no fue posible
registrar la sefial observada en el momento, la cual parecia tener un patrén similar al
observado para sifamida-R en la Figura 4.13, B.2 (al mirar inmediatamente los
experimentos al microscopio de epifluorescencia).
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Figura 4.13. Deteccion por WMISH de la expresidn del SIFamida-R en el estadio adulto. Se muestran los
resultados de la WMISH en verde y DAPI en azul/cian. Proyecciones en Z en: A.1, A.2, B.1y B.2; Proyecciones
transversales en A.3 y B.3. Se observan los resultados para la regidn del escélex y el cuello en la serie Ay para
segmentos sexualmente maduros en la serie B. En A.1 se realizé una proyeccion en Z de la totalidad de las
imagenes obtenidas en ese eje, en A.2 sélo de la regidn que permite observar con mayor claridad los LNC. En
B.2 y B.3 se marcan a células que expresan este gen en forma segmentaria. LNC: cordones nerviosos laterales.
Barras de escala: 100 um en A.1, A.2 yB.1; 20 um en A.3y B.3.
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Figura 4.14. Deteccion por WMISH de la expresion de trh-R (A) y tk-R (B). Se muestran los resultados de la
WMISH en verde y DAPI en azul. Proyecciones en Z en: A.1, A.2, B.1y B.2; Proyecciones transversales en A.3.
Se observan los resultados obtenidos para segmentos con el primordio sexual en desarrollo en A, y segmentos
mas avanzados en desarrollo en B. En A.1 se realizéd una proyeccién en Z de la totalidad de las imagenes
obtenidas en ese eje, en A.2 sélo de la region que permite observar con mayor claridad los LNC alineados en
el eje antero-posterior. LNC: cordones nerviosos laterales, PG: poro genital. Barras de escala: 100 um en A.1;
20 pum en B.1.

4.2 Cultivo in vitro de adultos de H. microstoma y experimentos de pulso y caza con
analogos de timidina.

Se optimizé el cultivo in vitro de adultos de H. microstoma con el fin de estudiar al
efecto de los neuropéptidos en el desarrollo de los segmentos y en la fisiologia
reproductiva. Se utilizaron diferentes metodologias de cultivo con este fin, finalmente se
utilizo para el cultivo de adultos al medio que tuvo mejores resultados en el crecimiento de
cisticercoides que se describirdn en detallen en detalle en el Capitulo 6 (véase la Tabla 6.1,
Condicién 3: medio RPMI, 30% Suero, 1% AntiAnti, Hemina 0,15 um, 0,1% Taurocolato, con
Base de Agar Triptona + 5% Sangre Ovina). Utilizando estas condiciones se realizaron
experimentos de pulso y caza con el andlogo de timidina EAU en adultos, con el fin de
analizar la proliferacidn y diferenciacién somdatica y germinal bajo nuestras condiciones de
cultivo in vitro. Se incubaron adultos con EdU al comenzar el cultivo para posteriormente
identificar el destino de las células con sefal fluorescente para este marcador metabdlico.
Con este fin, se cultivaron adultos durante 2 horas iniciales con 10 uM de EdU (pulso),
manteniéndolos posteriormente sin EdU en el medio durante: 24, 48 y 96 horas (caza). Bajo
estas condiciones el EdU incorporado por células proliferantes en fase S puede ser
detectado en las células hijas de estas células marcadas. Las células que continten
proliferando activamente irdn disminuyendo la cantidad de marca de EdU hasta que el
mismo no sea detectable, mientras que las células que incorporaron EdU y pasaron a un
estado diferenciado terminal mantendran la marca de EdU. Bajo estas condiciones se
estudié el desarrollo de los drganos reproductores a lo largo de los dias de los cultivos in
vitro, identificando a las células marcadas con EdU mediante su localizacion y su morfologia,
utilizando para este fin el co-marcado de los adultos con DAPI para la tincidn nuclear de las
células y adicionalmente la deteccién mediante WMISH de sycp-1, como marcador de
células en meiosis. El gen sycp-1 codifica para uno de los componentes mas importantes de
la profase meiética, utilizado en la formacién del complejo sinaptonémico, por lo que es un
gen clave en el desarrollo de los gametos, en mamiferos [288,289], pero también en
planarias [290] y en cnidarios [291], lo que muestra su conservacion evolutiva ancestral. La
expresion de sycp-1 se asocia con el ingreso a la profase meidtica, y cuando este deja de
expresarse con el comienzo del diploteno, aunque cabe aclarar que se esta observando
ARNmM y no a la proteina mediante esta técnica, por lo que pueden existir diferencias sutiles
con estos tiempos mencionados. Se identificd la diferenciacidn celular tanto en células




somaticas como en la gametogénesis de las células proliferantes marcadas con EdU en el
comienzo de los cultivos. Los diferentes tipos celulares y regiones en donde se localizd la
marca de EdU con el paso de los dias de cultivo in vitro se muestran resumidos en la Tabla
4.1. A continuacion se describiran los resultados obtenidos de esta parte del trabajo.

El proceso de diferenciacién celular en el escélex bajo estas condiciones de cultivo
se muestra en la Figura 4.15. En H. diminuta y otros cestodos se ha descripto a la localizacion
de las células proliferativas del adulto, las cuales se encuentran en la zona medular del
cuerpo y en el cuello, en donde se dividen activamente para luego migrar hacia regiones
mas corticales [11,14,292]. Se identificd que, bajo estas condiciones de cultivo in vitro, las
células que incorporaron EdU de los adultos de H. microstoma, dejan el cilindro proliferativo
del parénquima medulary se localizan en diferentes tejidos diferenciados. Se encontré que
inmediatamente tras el pulso de EdU de 2 horas (tiempo 0), los adultos presentan una gran
cantidad de células proliferativas en el cuello alrededor del parénquima medular, sin células
periféricas marcadas. Con el paso de los dias en cultivo, se identificé que la marca de EdU
es detectada alrededor de todo el escolex y en la superficie del cuello tanto a las 24 como
a las 48 horas de cultivo. Finalmente, a las 96 horas se ve una gran disminucion de la
cantidad de células EdU positivas, con muchas células en la zona del escélex y menos en el
cuello (Figura 4.15). Estos resultados sugieren que las células proliferantes en fase S
marcadas a tiempo 0, con el paso del tiempo se diferencian en células que migraran
ocupando un lugar mas periférico y/o en el escélex. A su vez, probablemente haya una gran
renovacion celular, y por este motivo se pierde gran cantidad de la marca de EdU a las 96
horas. Este patrén de diferenciacion desde la zona de la periferia medular hacia una zona
mas cortical es observado a lo largo de toda la estrébila. También se identifico
diferenciacién somatica en diferentes érganos del aparato reproductivo, estos resultados
se muestran en la Figura 4.16. Se identificaron células EdU positivas en el primordio genital
alargado, al momento de formar al primordio de ducto (PD), que se elongard desde el centro
del segmento hacia una de las paredes laterales, en donde se formara el poro genital (PG).
A tiempo 0 se encontraron células EdU positivas en la base del PD, y en las paredes del
mismo, mientras que a las 24 horas se mantenia la sefial, pero concentrada en el extremo
del PD mds cercano a la pared corporal; a las 48 horas se comprueba la presencia de células
EdU positivas en el PG, y se evidencia que esta sefial se va perdiendo a lo largo de los dias
analizando los resultados de las 96 horas de cultivo en donde la senal de EdU persiste en el
PG, pero con menos células marcadas.

En las génadas, se identificd que las células marcadas con EdU a tiempo 0 podian
diferenciarse en gametos, tanto masculinos como femeninos. Se observé en detalle el
desarrollo de los gametos masculinos, mostrando los principales resultados obtenidos en la
Figura 4.17. El comienzo del desarrollo del sistema reproductor masculino comienza con la
formacién de tres testes caracteristicos en cada segmento en los adultos. En cada uno de
estos testes se formardan espermatogonias que serdn las encargadas de la
espermatogénesis, en un proceso tipico en donde las espermatogonias se dividen



manteniendo la conexiodn citoplasmatica, generando estructuras sinciciales denominadas
rosetas, produciendo eventualmente cada espermatogonia 64 espermatozoides. En H.
diminuta esto ha sido bien caracterizado, viendo que las espermatogonias localizadas en la
periferia de cada teste sufren tres divisiones mitéticas, lo que lleva a la formacién de rosetas
con 8 células denominadas espermatogonias B, la siguiente division que da lugar a 16
nucleos también es mitdtica y forma espermatocitos primarios, los cuales comenzaran con
la meiosis. En este proceso hay dos etapas bien marcadas, con la produccién primero de 32
células pertenecientes a espermatocitos secundarios y posteriormente, en la segunda
division meidtica 64 espermatidas. [293,294]. Posteriormente, las espermatidas comienzan
a elongar su nucleo y a diferenciarse a espermatozoides con el paso del tiempo, luego pasan
al conducto seminal para transitar por las vesiculas seminales externa e interna y finalmente
inseminar al receptaculo seminal de otro segmento (del mismo u otro gusano). En el caso
del desarrollo reproductor masculino encontramos que a tiempo 0 en los testes se pueden
encontrar células EdU positivas en forma de rosetas, que se corresponden con
espermatogonias (hasta 8 nucleos) de estos érganos, y en grupos mas desarrollados
conformados por espermatocitos primarios (hasta 16 células). A las 24 horas de cultivo ya
son detectables células EdU positivas en rosetas con mayor cantidad de nucleos los cuales
son espermatocitos secundarios (32 nucleos) y espermatidas tempranas (64), también
detectables a las 48 horas, aunque en este tiempo también es evidente la presencia de
espermatidas en maduracién con su tipico nucleo alargado. A las 96 horas se logran
identificar una gran cantidad de espermdtidas en maduracién y la presencia
espermatozoides en los ductos seminales (DS) y en las vesiculas seminales externa (VSE) e
interna (VSI), como asi también en el receptaculo seminal, demostrando la inseminacién
con espermatozoides recientemente generados in vitro. En la Figura 4.18 se muestras testes
con rosetas de estos cultivos realizados, co-marcados con el gen marcador de meiosis sycp-
1. Se puede apreciar que los testes son sycp-1 positivos en conjunto a la formacion de
rosetas, y que este gen continla siendo detectable al transcurrir los dias de cultivo.

Bajo estas condiciones de cultivo in vitro también estudiamos el desarrollo del
sistema reproductor femenino, para el que se muestran los principales resultados en la
Figura 4.18. El sistema reproductor femenino se desarrolla posteriormente al masculino:
tras la aparicion de testes con rosetas de espermatogonias, pasa a distinguirse una
acumulacién de células EdU positivas correspondientes al primordio del ovario y a la
glandula vitelina en desarrollo en cada segmento. Luego de una abundante proliferacion de
las ovogonias, las células del ovario expresan sycp-1 en forma casi sincrénica durante un
periodo relativamente breve del desarrollo, y posteriormente esta sefial deja de estar
presente al continuar la maduracién. Este gen es un marcador de la profase de la meiosis |,
por lo que su expresidn estaria evidenciando la entrada a meiosis de los ovocitos I. A tiempo
0 los ovarios que presentan sefial de EdU no expresan sycp-1 (Figura 4.18, serie A) mientras
gue los ovocitos | en profase | (sycp-1+) no presentan marcado por EdU. A las 24 horas los
ovocitos | (sycp-1+) tienen sefial de EdU (Figura 4.18, serie B), mientras que a las 48,



comienzan a aparecer ovarios sycp-1+ sin sefial de EdU. Estos resultados estarian indicando
la entrada a la meiosis de los ovocitos | durante las primeras 24 horas del cultivo (algunos
de los ovarios sycp-1 positivos pierden la sefial de EdU tras 48 horas, tal vez por la diluciéon
del EAU durante divisiones sucesivas de las ovogonias) (Figura 4.18, serie D). Por otro lado,
alas 48 y las 96 horas, se observa sefial de EdU en los ovarios caudales a la sefial de sycp-1,
lo que estaria indicando que las células marcadas ya pasaron por las primeras etapas
meidticas en las que sycp-1 estd presente y pasarian a estar en etapas posteriores al
diploteno de la meiosis I. En este momento la sefal de EdU puede encontrarse en células
con un nucleo muy grande, estas son los ovocitos en dictioteno (etapa prolongada de pausa
y desarrollo de los ovocitos |, previa a la metafase | de la meiosis, que en cestodos solo
ocurre tras la fertilizaciéon). Es destacable que el gen de sycp-1 se logré detectar pasados los
cuatro dias de cultivo in vitro en los érganos reproductores femeninos y masculinos, esto es
importante ya que sugiere que las condiciones de cultivo permiten el mantenimiento de la
gametogénesis tras al menos cuatro dias.

Tipo celular Tiempo de incubacidn in vitro
Células somaticas Tiempo O | 24 horas | 48 horas 96 horas
Células periféricas

Base y medio del ducto genital

Final del ducto genital

Poro genital

Conductos y vesiculas seminales
Sistema Reproductor Masculino Tiempo 0 | 24 horas | 48 horas 96 horas
Espermatogonias

Espermatocitos primarios

Espermatocitos secundarios

Espermatidas tempranas

Espermatidas tardias

Espermatozoides en ductos

Sistema Reproductor Femenino Tiempo 0 | 24 horas | 48 horas 96 horas
Ovogonias / ovocitos | en interfase (previo a
expresion de sycp-1)

Ovocitos | en profase | (sycp-1+)
Ovocitos | en dictioteno (posterior a la
expresion de sycp-1)

Tabla 4.1. Deteccion de EdU en diferentes estructuras de adultos de H. microstoma en diferentes tiempos
de cultivos in vitro. Para el poro genital se distingue entre cuantos de estos presentaban células EdU
positivas. Para las Ovogonias con EdU previo a sycp-1 se distingue entre la cantidad de células

positivas a 48 horas por no ser tantas como en los tiempos anteriores.
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Figura 4.15. Experimentos de pulso y caza en adultos de H. microstoma: escélex y cuello a lo largo de los
dias. Se muestran los resultados obtenidos tras cultivar adultos de H. microstoma durante 2 h con EdU (tiempo
0, A) y mantener a los adultos en cultivo (en la Condicidn 3 de la Tabla 6.) durante 24 (B), 48 (C) y 96 horas
(D). Se muestran DAPI y EdU con el cédigo de colores sefialado en la parte superior, azul y rojo
respectivamente. En lineas punteadas se marca la zona con presencia de nucleos marcados con DAPI en las
imagenes donde sélo se muestra la sefial de EdU, nétese la distancia entre el limite de la sefial de DAPl y la de
EdU a tiempo 0 y como esta zona sin sefial desaparece notoriamente en los otros tiempos analizados. Barras
de escala 100 um. Imagenes de la Serie A cedidas amablemente por la Mag. Jimena Montagne.
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Figura 4.16. Diferenciacion de células somaticas de los 6rganos reproductores en cultivos in vitro de adultos.
Resultados de experimentos de pulso y caza de adultos de H. microstoma. Se muestran resultados a diferentes
tiempos de cultivo. Se utiliza el c6digo de colores que se muestra en la parte superior, con la sefial de DAPI en
azul y la de EdU en rojo. A, tiempo 0 de cultivo (inmediatamente post pulso de EdU por 2 horas), se observa
sefial de EdU a lo largo del PD. B, se muestra como a tiempo 0 el PG no tiene sefial de EdU. C, 24 horas de
cultivo, el PD tiene sefial principalmente en el extremo que contacta con la regién lateral, nétese como el
limite hasta donde llegan las células EdU positivas es el mismo que el delimitado por la marca fluorescente de
DAPI (a diferencia de lo que se observa en A.1). D, sefial de EdU al final del PD a las 48 horas. E, se muestra la
sefial de EdU en el PG a las 48 horas. F, se muestra sefial de EdU en el PG a las 96 horas, aunque menos que
en E (hay otros poros a este tiempo mas marcados, pero son menos que a 96 horas), también se observan
células EdU positivas conformando a los DSR. G, se muestran células EdU positivas conformando a la VSE. DSR:
ductos del sistema reproductor; PD: primordio de ducto; PG: poro genital; T: testes; VSE: vesicula seminal
externa. Barras de escala: 100 um.
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Figura 4.17. Desarrollo de gametos masculinos en cultivos in vitro de adultos de H. microstoma. Resultados
de experimentos de pulso y caza de adultos de H. microstoma. Se muestran resultados a diferentes tiempos
de cultivo. Se utiliza el codigo de colores que se muestra en la parte superior, con la sefial de DAPl en azul y la
de EdU en rojo. A, tiempo 0 de cultivo (inmediatamente post pulso de EdU por 2 horas), se observa sefial de
EdU en rosetas dentro de los testes de hasta 16 células (espermatogonias). B, 24 horas de cultivo in vitro, se
observa sefial de EdU en rosetas dentro de los testes de 32 y 64 células (espermatocitos primarios y
secundarios, respectivamente). C, 48 horas de cultivo in vitro, se muestra un teste en detalle, en donde
pueden apreciarse espermatidas tempranas (con una estructura que comienza a ser elongada) con sefial de
EdU. D, 96 horas de cultivo in vitro, se pueden apreciar espermatozoides marcados en VSI, VSE y R, estos
Ultimos se superponen uno sobre otro en organismos montados enteros, aunque se pueden distinguir por
estar en diferentes planos del eje Z, mostrandolos en D.2 y D.3, evidenciando espermatozoides marcados en
el receptaculo y, por lo tanto, inseminacidn dada a lo largo de los dias en cultivo. RS: receptaculo seminal; T:
testes; VSE: vesicula seminal externa; VSI: vesicula seminal interna. Barras de escala: 100 um en A.1, B.1, C.1
yD.1,D.2yD.3;20pmenA.2,A.3,B.2yB.3.
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Figura 4.18 — Desarrollo de gametos femenino en cultivos in vitro de adultos de H. microstoma. Resultados
de experimentos de pulso y caza de adultos de H. microstoma. Se muestran resultados a diferentes tiempos
de cultivo. Se utiliza el cddigo de colores que se muestra en la parte superior, con la sefial de DAPI en azul, la
de EdU en rojo y WMISH de sycp-1 en tonalidades de gris. A, tiempo 0 de cultivo (inmediatamente post pulso
de EdU por 2 horas), se observa proliferacion celular en el ovario sin sefial de sycp-1, proliferacion previa a la
meiosis. B, tiempo 0, ovario con células sycp-1+ sin sefial de EdU. C, 24 horas de cultivo, ovario con células
sycp-1+ EdU positivas. D, 48 horas de cultivo, se comienzan a observar nuevamente ovarios sycp-1+ sin sefial
de EdU (otros ovarios sycp-1+ aun tienen sefial de EdU). E, 96 horas de cultivo, se muestran células con sefial
de EdU de nucleo grande correspondientes a ovocitos en dictioteno en el ovario, en detalle en E.2 y E.3. Ov:
ovario; T: teste; Vi: vitelina Barra de escala: 100 um en A.1, B.1, C.1, D.1y E.1; 20 um en E.2.

En suma, se identificd y caracterizo la diferenciacion celular somatica y germinativa
in vitro bajo estas condiciones de cultivo para adultos. Se identificd la produccion de
espermatozoides y de ovocitos a lo largo de cuatro dias de cultivo en las condiciones
optimizadas en este trabajo. Sin embargo, cabe destacar que mads alld de que se
encontraron patrones similares de diferenciacién celular en las réplicas de estos
experimentos, en todos los casos existieron variaciones en cuanto a la sefial de EdU y sycp-
1 detectadas en conjunto, mostrando variabilidad entre los gusanos cultivados en cada
caso. En cada réplica de estos experimentos se utilizaron dos gusanos por condicién (de
cada tiempo), los cuales fueron procesados en conjunto, y en algunos casos incluso uno de
los dos gusanos que se cultivé en las mismas condiciones (misma botella, medio, exposicion
a EdU, y posterior revelado de EAU y WMISH) mostré marca de EdU Unicamente en algunas
regiones aisladas, o en algunos segmentos y no en otros, mientras que el otro tenia marca
de EdU a lo largo de todos los segmentos. Estas variaciones pueden estar dadas por
multiples motivos, incluyendo su estado de partida, pudiendo estar influenciado por
ejemplo por la manipulacion durante el traspaso desde el ratén a las botellas de cultivo.
Teniendo esto en cuenta, los experimentos necesarios para poder identificar efectos de
diferentes neuropéptidos o drogas sobre los procesos aqui observados requeririan de una
gran cantidad de adultos por condicién y un analisis exhaustivo de los resultados obtenidos
en cada gusano, lo cual excedia los tiempos aqui contemplados. Bajo estas condiciones, por
ejemplo, se intentd realizar pruebas bajo la presencia del inhibidor de PKA H-89, sin obtener
resultados concluyentes por los motivos recién mencionados. De todas formas, se logré
estandarizar la metodologia de cultivo para esta etapa del ciclo de vida, lo que abre las
puertas a nuevas aproximaciones experimentales sobre este organismo en su etapa de vida
adulta.




Capitulo 5. La oncdsfera, primer estadio larval: expresion de
neuropéptidos en este estadio reducido y ensayos de
motilidad.

5.1 Expresion génica de genes involucrados en la comunicacién peptidérgica en el estadio
de oncosfera.

Los analisis de expresion génica que se muestran en capitulos previos
sorpresivamente evidencian la expresiéon de muchos genes de neuropéptidos en el estadio
de oncésfera de H. microstoma, lo que sugiere que los neuropéptidos podrian tener un rol
en el sistema nervioso reducido de este primer estadio larval. Con el fin de estudiar y
caracterizar a los sistemas neuropeptidérgicos en este estadio, se realizaron WMISH de
diferentes neuropéptidos seleccionados por su alta expresiéon en oncdsferas, como asi
también de pc2, utilizdndolo nuevamente como marcador global de estos sistemas de
comunicacion. Las WMISH se realizaron sobre segmentos gravidos de adultos, disecando y
montando posteriormente a las oncdsferas en etapas sucesivas de desarrollo presentes en
el Utero en estos segmentos.

Las oncésferas completamente desarrolladas estdn rodeadas por la cdscara y un
conjunto de membranas de proteccién, las cuales no permiten la deteccién de la expresion
génica mediante WMISH bajo nuestros protocolos (ya que imposibilitan el ingreso de las
sondas en el tejido). Por lo tanto, los resultados obtenidos por WMISH son de oncdsferas
en etapas tempranas de desarrollo, que llegan hasta la formacion de los ganchos y del
sistema muscular y nervioso (etapa de pre-oncdsfera tardia [294]).

Deteccion de pc2: El gen de pc2 se detectd en la etapa de diferenciacion de pre-
oncésfera, encontrando sefial de WMISH para al menos 3 células agrupadas de este estadio,
como puede apreciarse en la Figura 5.1. La expresidén es cercana a la zona donde se
encuentran los ganchos.

Deteccidon de npp-46: El gen de npp-46 fue detectado mediante WMISH en dos
células de oncdsferas en desarrollo. Se extrajeron oncdsferas a diferentes alturas de los
segmentos grdvidos, y por lo tanto a diferentes grados de desarrollo, observando la
expresion de este gen incluso antes de la formacion de los ganchos de estas larvas (Figura
5.2, serie A). Las dos células detectadas positivas para npp-46 parecerian coincidir en
posicién con las detectadas para pc2, y durante el desarrollo extienden prolongaciones
hacia la region de los ganchos (Figura 5.2, serie C). Finalmente, se realizaron IHF con
anticuerpos anti- [IDPLMYSAKFSNF (secuencia del neuropéptido maduro de npp-46,
generados por el servidor comercial Genescript) sobre oncdsferas activadas, esto permitio,
gracias a la remocién de las membranas protectoras, observar a oncésferas completamente



desarrolladas y la distribucion de este neuropéptido en ellas. Las IHF sobre oncdsferas
activadas con anti-IIDPLMYSAKFSNF se co-marcaron con anti-Sinapsina, componente
molecular de los sitios de sinapsis. Se encontrd una clara distribucion de este neuropéptido
con proyecciones en forma de M en las oncdsferas, con las terminaciones de la seiial de los
brazos largos de esta M, en donde fue detectada también la sefial de marcado de la
sinapsina (Figura 5.3).

Deteccién de péptidos con motivo RFamida: El motivo RFamida es muy comun en
una gran variedad de neuropéptidos. Con el fin de detectar la expresion de neuropéptidos
con este motivo, se realizaron IHF con un anticuerpo anti-FMRFamida, el cual logra detectar
a neuropéptidos con el motivo terminal RFamida [145,210,295]. Los neuropéptidos con este
motivo terminal segun nuestros analisis bioinformaticos son npp-4y los 6 paralogos del npp-
20 (npp-20.1, npp-20.2, npp-20.3.1, npp-20.3.2, npp-20.4 y npp-20.5). Para varios de estos
npps se detectd expresidon en oncdsferas en nuestros datos transcriptomicos, destacandose
la alta expresion del gen npp-20.3.1, siendo el npp de mayor expresidon en oncésferas. Se
realizaron IHF en criocortes de oncésferas en desarrollo, en donde se encontrd la presencia
de hasta 3 células expresando neuropéptidos RFamida, con un patrén de sefial similar al
encontrado en las WMISH de npp-46. Este patrdn similar de sefial, nos motivd a realizar co-
tinciones mediante IHF para detectar neuropéptidos con el motivo terminal RFamida, sobre
criocortes de oncésferas que habian pasado por el proceso de WMISH para npp-46,
encontrando que las células que expresan npp-46 son también RFamida positivas (Figura
5.4, serie B). Estos resultados indicarian que estas células expresarian al menos 2
neuropéptidos.

Deteccion de npp-2: Se detectd la expresion del gen de npp-2 alrededor de 2 nucleos
muy préximos entre si en preoncdsferas tempranas y tardias, estos resultados se muestran
en la Figura 5.5. Al observar la sefal obtenida, inferimos que esta sefial corresponde a la
célula binucleada tegumentaria presente en oncésferas de cestodos, la cual ha sido bien
descripta en otras especies como E. multilocularis [30] y en Mosgovoyia ctenoides [9], esto
se observa en detalle en la Figura 5.5, A.3. npp-2 es el Unico neuropéptido que se detectd
mediante WMISH tanto en oncésferas en desarrollo como en el estadio de adulto. A
diferencia de lo que ocurre en el adulto, en el caso de las oncdsferas en desarrollo, es claro
que la sefal detectada para npp-2 no coincide con la detectada por WMISH para pc2, para
confirmar esto se podria realizar una co-deteccién mediante una doble WMISH con ambos
genes.

En conjunto estos resultados evidencian por primera vez que las oncdsferas
presentan células neuropeptidérgicas. Las células neuropeptidérgicas fueron detectadas
tanto por el marcador general de estos sistemas neuropeptidérgicos como lo es pc2, como
asi también por dos sondas generadas para npp-2 y npp-46. En el caso de este ultimo
detectamos su expresion mediante WMISH e IHF pareciendo ser especifico de oncdsferas.
También encontramos que estos dos neuropéptidos se expresan en células diferentes, en



dos células con prolongaciones hacia los ganchos (npp-46) o en la célula binucleada que da
origen al tegumento de la oncdsfera (npp-2), lo que sugiere diferentes funciones para estos
neuropéptidos. Finalmente, se detectd la expresion de neuropéptidos con motivo terminal
RFamida en oncdsferas, los cuales son expresados por las mismas células que expresan npp-
46 lo que muestra que una misma célula expresa mds de un neuropéptido, generando un
complejo sistema de comunicacidn en un sistema nervioso reducido.

Figura 5.1. Deteccion de la expresion de pc2 en oncdsferas en desarrollo de H. microstoma mediante
WMISH. Se observan los resultados de la WMISH en verde y a los nucleos tefiidos con DAPI en azul/cian. En
la serie A se muestran proyecciones en Z, en la serie B se muestran proyecciones transversales, todas de las
mismas imagenes obtenidas por Microscopio de Barrido Laser Confocal. Barra de escala: 20 umen A.1y 5 um
en B.1.




Figura 5.2. Deteccion por WMISH del gen de npp-46 en oncdsferas en desarrollo de H. microstoma. Se
observan a los resultados de la WMISH en verde, DIC en tonalidades de gris y a los nucleos tefiidos con DAPI
en azul/cian. Todas las imdgenes son proyecciones en Z. A, se muestra una preoncdsfera temprana en
desarrollo aun sin ganchos. B, se muestra una oncosfera con el comienzo del desarrollo de los ganchos
(preoncésfera temprana). C se muestra una oncdsfera ya en etapas avanzadas del desarrollo, nétese las
prolongaciones de las células con sefial para npp-46 en C.3 que finalizan en la regién cercana a los ganchos
gue ya estan mas avanzados en su desarrollo (preoncdsfera tardia). Barras de escala: 20 um.
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Figura 5.3. Deteccion por IHF de Npp-46 y Sinapsina. Se muestran los resultados de IHF, en
inmunodetecciones sobre criocortes de oncdsferas en A y para oncésferas activadas en By C. Se muestra un
esquema de los patrones de sefial obtenidos en las IHF en la serie D. Se utilizan los cédigos de colores que se
muestra en la parte superior de la figura: ntcleos tefiidos con DAPI en azul, IHF para Sinapsina en magenta,
IHF para Npp-46 en verde y DIC en tonalidades de grises. En C.5 se muestra una proyeccién rotada 90° con
respecto a C.4. En D.2 se muestra el esquema rotado de 90°C de D.1. Barras de escala: 5 um A.1y B.1; 20 um
en C.1.




Figura 5.4. Deteccion por WMISH del gen de npp-46 e IHF para RFamida en oncésferas en desarrollo de H.
microstoma. Se muestran resultado utilizando el cédigo de colores que se muestra en la parte superior de la
imagen: magenta para las IHF de RFamida, verde para la sefial de WMISH de npp-46, DIC en tonalidades de
gris y nucleos en azul. A, se muestra una IHF en cortes de oncdsferas detectando al motivo terminal de




neuropéptidos RFamida. B, IHF para la deteccion de RFamida sobre criocortes de oncésferas para las que
previamente fue detectada la expresién de npp-46 mediante WMISH, nétese la correlacidn de ambas sefiales
en las mismas células. Barra de escala: 20 um en Al; 5 um en B1.

Figura 5.5. Deteccion de la expresidon de npp-2 en oncdsferas en desarrollo de H. microstoma mediante
WMISH. Se observan a los resultados de la WMISH en verde, DIC en tonalidades de gris y a los nucleos tefiidos
con DAPI en azul/cian. Todas las imagenes son proyecciones en Z. A, se muestra a un grupo de preoncosferas
tempranas, cada una con el mismo patrdén de sefial para npp-46, en A.3 se muestra en detalle la sefial de la
oncosfera marcada con magenta en B.2. B, se muestra a una Unica preoncdsfera algo mas tardia, en B.2 se
marca la regidén en dénde se evidencia la sefial de la WMISH para npp-2, que puede apreciarse en las otras
imagenes de esta serie. Barra de escala: 20 umen B.1y A.1; 5 umen A.3.



5.2 Ensayos funcionales en oncdsferas: optimizacion del protocolo de activacion y ensayos
de motilidad.

En esta parte del trabajo, se optimizd el protocolo de activacién de las oncdsferas
luego de probar diferentes combinaciones de métodos previamente descriptos en la
bibliografia, y posteriormente se realizaron ensayos de motilidad en oncdsferas activadas.
En esta seccion la mayor parte de los resultados se mostraran en graficas de puntos, en los
ensayos de motilidad cada punto representa a una oncdsfera y a la cantidad de ciclos por
minuto (cpm) que esta generd durante el andlisis. Los ciclos por minuto representan al ciclo
de extensidn y retraccidén de ganchos que estas larvas generan al activarse. Los resultados
gue se muestran son la combinacion de las oncésferas de al menos 3 réplicas de cada
experimento, mostrados en conjunto en un solo grafico.

5.2.1 Optimizacién del protocolo de activacién de oncdsferas.

Para los ensayos funcionales con oncdsferas el primer paso fue optimizar el
protocolo de activacion, ya que las mismas se encuentran en un estado quiescente dentro
de una serie de membranas y de la cascara al ser aisladas. El método imita la ingestion por
el hospedador intermediario, incluyendo la ruptura mecdnica de cdscara del huevo, y la
ruptura de las envolturas interna y externa de la oncosfera (este proceso probablemente es
en parte activo por la oncdsfera, tanto por secreciones como movimientos de la misma). Al
activarse, las oncdsferas eclosionan, saliendo de las membranas y la cascara y comienzan a
realizar movimientos ciclicos de extensién y retraccién de sus ganchos. Comenzamos a
activar oncésferas utilizando un agitador magnético y bolitas de vidrio para triturar la
cascara de cada oncdsfera con un método descripto en 1965 por Berntzen y Voge [26], este
protocolo también requiere un paso de tripsina y el burbujeo con una mezcla de gases de
95% de N2 y 5% de COy. En los primeros experimentos, comprobamos que la tripsina y
burbujeo no producian cambios en el porcentaje de activacidn de las oncdsferas, por lo que
dejamos de utilizarlos. El protocolo de activacidn generd resultados muy variables cada vez
gue fue utilizado cambiando drasticamente los porcentajes de activacién de entre un 15%
en el mejor de los casos a un 1% de activacidn en otros. La cantidad de oncésferas obtenida
y la variabilidad de resultados generaron dificultades al intentar realizar experimentos
funcionales sobre su motilidad con este protocolo. Se opté por probar otros métodos
alternativos para activar oncdsferas, y se encontré que utilizando un émbolo de vidrio,
como fue descripto para H. diminuta en 1991 por Pappas y Durka [296], se generaba un
mayor porcentaje de oncésferas activadas, proporcionando una buena cantidad con las
cuales trabajar. Una gran cantidad de oncésferas se pierden durante el proceso de
activacion en ambos protocolos, aunque muchas menos cuando se utiliza el protocolo de
activacion con el homogeneizador de vidrio. En un mismo experimento, realizado para
comparar ambos protocolos en paralelo, encontramos las diferencias que se detallan a




continuacion. Con las bolitas de vidrio, nos quedaban en las placas un 6% del total de
oncosferas iniciales con las que comenzabamos la activacion, y sélo el 1% de las que estaban
en la placa se activaron. Utilizando el mismo aislamiento de huevos, pero con el protocolo
de activacion del homogeneizador, nos quedaron en las placas el 15,7% de las oncdsferas
con las que iniciamos el protocolo, y un 15,6% de las oncdsferas presentes en la placa
activadas. Dado estos resultados el protocolo de activacién con el homogeneizador es el
que se utilizé para las pruebas funcionales que se describiran mas adelante, logrando con
esto que se pierdan menos oncdsferas y que se active un mayor porcentaje. Con los
resultados alentadores obtenidos para el protocolo con homogeneizador, nos preguntamos
si combindndolo con tripsina y burbujeo el porcentaje de activacién aumentaria aun mas,
ya que en la bibliografia se reportaban mejores resultados. Combinando al homogeneizador
del protocolo de Pappas y Durka, con la incubacién en presencia de tripsina y burbujeo con
la mezcla de gases presente en el protocolo original de Berntzen y Voge, encontramos, en
promedio, un porcentaje de activacion de oncésferas de 29,5 %, mientras que al utilizar sélo
el homogeneizador sin la mezcla de gases y tripsina, obtuvimos un 20,0 % de oncdsferas
activadas. Aunque la diferencia entre estos dos protocolos es apreciable, el protocolo que
incluye la tripsina y el burbujeo con la mezcla de gases es mds largo y laborioso, por lo que
no fue utilizado para las pruebas funcionales de motilidad, ya que encontramos que la
motilidad de las oncésferas activadas decae rapidamente en el tiempo luego de su
activacion (a las 2 horas practicamente ya no se mueven), como se muestra a continuacion.

5.2.2 Dinamica de activacion de oncdsferas a diferentes tiempos de activacion.

Se estudié la motilidad de las oncdsferas activadas a lo largo del tiempo post
activacion. Se observo la cantidad de ciclos por minuto (cpm) que éstas realizaron a los 15
minutos, una y dos horas post activacién. En la Figura 5.6 se muestran los resultados
obtenidos en conjunto de 6 experimentos independientes, encontrando que la cantidad de
cpm que realizan las oncdsferas decae rdapidamente luego de ser activadas. El porcentaje
de oncdsferas que realizan movimientos ciclicos disminuye a la hora y aun mas a las dos
horas post-activacion. Por estos motivos, los experimentos de motilidad que mostraremos
posteriormente se realizaron solo teniendo en cuenta a la cantidad de cpm a los 15 minutos
y a la hora de activacién, sin tener en cuenta las 2 horas ya que en este tiempo sélo un
pequefio porcentaje presentaba los movimientos ciclicos caracteristicos de esta larva al
momento de activarse.
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Figura 5.6. Motilidad de las oncésferas activadas a diferentes tiempos post activacion. Se muestran los
resultados de varios experimentos independientes en conjunto, midiendo los cpm (ciclos por minuto)
generados por las oncdsferas a los 15 minutos, una y dos horas post activacion. A, grafica de puntos con cada
uno representando a una oncoésfera y la cantidad de cpm que esta realizé en ese tiempo. Se muestran las
medianas y los intercuartiles con barras. B, Frecuencia relativa de la cantidad de cpm encontrados en los
experimentos analizados. Test estadistico Kruskal-Wallis con test de comparaciones multiples de Dunn: ****
= P value <0,0001; ** = P value < 0,01.

5.2.3 Dindmica de activacion de oncdsferas a diferentes tiempos de recoleccion.

Se llevaron a cabo experimentos de activacién de oncdsferas, luego de ser aisladas
a partir de segmentos gravidos de adultos, para determinar por cuanto tiempo podian ser




utilizadas. Se evalud la motilidad de las oncésferas al momento de ser aisladas, y luego de
una noche, una semana o dos semanas en la heladera a 8°C, ya que esta reportado que
estas bajas temperaturas pueden aumentar la activacién de oncésferas de H. microstoma
[228], evitan que oncdésferas de otros cestodos se degeneren rapidamente [297] y a su vez
se evita (al menos por mds tiempo) la contaminacidon de las muestras. Esto se evalud
midiendo la cantidad de ciclos por minuto (cpm) que realizaban al activarse y el porcentaje
de oncésferas activadas en cada caso (Figura 5.7). Se encontré que bajo estas condiciones
la cantidad de cpm que producen las oncésferas activadas, se mantiene constante a lo largo
del paso de los dias, hasta un tiempo de una semana. A las 2 semanas, la cantidad de cpm
que realizan las oncésferas cae abruptamente, como se puede observar en las gréficas,
mostrando diferencias significativas con cualquiera de los otros tiempos. En el caso del
porcentaje de activacion, se encontraron diferencias significativas entre el tiempo O y a las
24 h, mostrando que luego de una noche a 8°C aumenta el porcentaje de oncdsferas
activadas bajo estas condiciones. Para los tiempos de activacién de 1 y 2 semanas se
necesitarian mas réplicas para poder realizar los analisis estadisticos correspondientes,
aunque se observa que el porcentaje de activacion se mantiene medianamente constante
a la semana post-recoleccién, y se evidencia una caida de este porcentaje a las 2 semanas
gue parece bastante clara.

En resumen, se encontrd que las oncésferas presentan una mayor activacion luego
de permanecer una noche a 8°C luego de ser aisladas. Por otra parte, es claro que para
experimentos funcionales de motilidad es mejor utilizar a los huevos dentro de la primera
semana post recoleccion.
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Figura 5.7. Dinamica de la activacion de oncésferas al permanecer a 8°C a diferentes tiempos. Resultados




obtenidos de estudiar la motilidad de las oncdsferas el dia de su aislamiento, y a las 24 horas, una y dos
semanas, estando estos ultimos 3 tiempos a 8°C. Ciclos por minuto realizados (A) y porcentajes de activacién
(B) de oncdsferas a los 15 minutos post activacidn en cada tiempo de post-recoleccién antes mencionados. Se
muestran las medianas y los intercuartiles con barras en cada figura. En A Test estadistico Kruskal-Wallis con
test de comparaciones multiples de Dunn y en B Test Mann-Whitney two-tailed: * = P value < 0,05; **** = p
value <0,0001; ns = no significativo.

5.3 Efectos de drogas para diferentes vias de comunicacion y de neuropéptidos sobre la

motilidad de oncésferas.

Se desarrollaron ensayos de motilidad de oncdsferas activadas para analizar los
efectos de diferentes drogas y neuropéptidos. La estrategia utilizada fue analizar el efecto
de estos compuestos aplicandolos exdgenamente, como se ha realizado en otros
invertebrados [85,298-301] e incluso en otros estadios de platelmintos parasitos
[75,76,302,303]. La primera aproximacion fue analizar las principales vias de segundos
mensajeros moduladas por neuropéptidos (PKA y PKC) evaluando el efecto de diferentes
inhibidores y activadores farmacoldgicos para estas vias. Los experimentos muestran la
actividad de las oncésferas (medida en cpm) frente a estos compuestos a los 15 minutos del
protocolo de activacidn, y luego de una hora, ya que luego de este tiempo, la motilidad de
las mismas en estas condiciones cae abruptamente. Los resultados obtenidos se detallan a
continuacion.

5.3.1 Ensayos de motilidad en oncdsferas frente a diferentes drogas que afectan la via de
segundos mensajeros de PKA.

Se realizaron ensayos de motilidad de oncdsferas analizando el efecto de los
inhibidores de la via de PKA. Los inhibidores utilizados y un esquema de los componentes
principales de esta via se muestran en la Figura 5.8. Los inhibidores utilizados en esta parte
fueron: H-89, PKI (péptido inhibidor de proteina quinasa) y SQ22536. Tanto H-89 como PKI
son inhibidores de la proteina quinasa A propiamente dicha, evitando que esta fosforile a
sus sustratos especificos, mientras que SQ22536 es un inhibidor de la adenilato ciclasa (AC),
encargada de la produccién de AMPc, el segundo mensajero responsable de la activacion
de PKA. Por otro lado, se analizé el efecto de dos activadores de la via de PKA actuando en
conjunto: Forskolina (FSK) e 3-lsobutyl-1-methylxanthine (IBMX). FSK activa a la AC,
mientras que IBMX inhibe a la fosfodiesterasa (FD) por lo que la actividad en conjunto de
estas dogas aumenta la cantidad de AMPc presente en el citoplasma celular, generando
mayor activacién de PKA.
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Figura 5.8. Esquema de la via de PKA y del efecto de las drogas utilizadas en este trabajo. Los componentes
de esta via se muestran en azul, las drogas que inhiben uno de los componentes de la via se encuentran en
negroy las que activan componentes en naranja. AC: adenilato ciclasa; FD: fosfodiesterasa; PKAreg: subunidad
reguladora de PKA; PKAcat subunidad catalitica de PKA.

Ensayos con H-89: se observd un efecto muy claro sobre la motilidad de las
oncésferas al exponerlas a este compuesto, reduciendo abruptamente la cantidad de cpm
que estas realizan al activarse, e incluso inmovilizdndolas completamente. Se analizé el
efecto en un rango de concentraciones, 0,1 uM, 1 uMy 10 uM, observando una disminucion
tanto en el porcentaje de activacion como en la frecuencia de ciclos de extensiéon vy
retraccion de ganchos (cpm) al aumentar la concentracion de este compuesto (Figura 5.9).
Desde una concentracién de 1 uM el efecto fue estadisticamente significativo. Con una
concentracion de 10 uM de este compuesto todas las oncésferas dejaron de realizar
movimientos ciclicos a los quince minutos tras la activacion. Las oncésferas al verse
afectadas por este compuesto pasan a presentar una postura particular con los ganchos
extendidos (visualizados a bajo aumento como cruzados) y el cuerpo generalmente




alargado (Figura 5.10). Las oncésferas bajo el efecto de H-89, mas alld de no presentar
movimientos ciclicos, tienen movimientos pequefios y descoordinados de los ganchos,
observados muy bien a grandes aumentos, lo que sugiere que al menos a corto plazo, no
estarian muertas sino inmovilizadas.

Ensayos con PKI: No se detectaron efectos de este inhibidor sobre la motilidad de
las oncdsferas al ser expuestas al mismo a una concentracion de 10 uM, los resultados se
muestran en la Figura 5.11 A. Se realizaron experimentos piloto a concentraciones mayores
que tampoco reflejaron efectos sobre la motilidad (no se muestran estos resultados).

Ensayos con SQ22536: No se detectaron efectos sobre la motilidad de las oncdsferas
al ser expuestas a este inhibidor a una concentracion de 10 uM, los resultados se muestran
en la Figura 5.11 B. Se realizaron experimentos piloto a concentraciones mayores, los cuales
tampoco reflejaron efectos sobre la motilidad (no se muestran estos resultados).

Ensayos con FSK+IBM: Se encontrd un efecto leve de inhibicién del ciclado de
oncosferas al utilizar estos dos activadores en conjunto a una concentracion de 100 uM
luego de una hora de activacion de las oncdsferas, no asi en los primeros 15 minutos (Figura
5.11 C). Incluso a la hora de activacion, donde se ve el efecto de estos compuestos, el efecto
es sutil, comparado con el efecto de H-89.
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Figura 5.9. Efecto del inhibidor de PKA H-89 sobre la motilidad de oncésferas activadas. A, porcentajes de
oncosferas activadas en 3 muestras bajo diferentes concentraciones de H-89 (cada réplica representada con
un color. B, cpm para cada oncdsferas a tiempo 15 minutos frente a diferentes concentraciones de H-89. Se




muestran las medianas y los intercuartiles en cada imagen. Test estadistico Mann-Whitney two-tailed test:
**** = P value < 0,0001; ns = no significativo.

Figura 5.10. Efecto sobre la motilidad de las oncésferas activadas del inhibidor de PKA H-89. A, se muestra
una oncésfera activada con método estandar de activacién, pueden observarse las diferentes posiciones de
los ganchos caracteristicas del movimiento ciclico de esta larva al activarse. B y C, se muestran oncdsferas
bajo el efecto de H-89, sus movimientos ciclicos se encuentras paralizados, y su postura cambia, se encuentran
con los ganchos extendidos y generalmente con forma alargada. Los intervalos de tiempo se muestran en cada
imagen empezando en tiempo 0 segundos en la primera imagen de cada serie. Barras de escala 20 um.
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Figura 5.11. Efecto sobre la motilidad de oncésferas activadas con PKI, SQ22536, FSK e IBMX sobre la
motilidad de oncésferas activadas. Conteos de la cantidad de cpm para cada oncésferas a tiempo 15 minutos
y a la hora de activacién A: oncdsferas control y con PKI 10 um. B: oncdsferas control y con SQ22536 10 um.
C: oncosferas control y con FSK+IBMX 100 pm. Se muestran las medianas y los intercuartiles en cada caso.
Test estadistico Mann-Whitney two-tailed test: * = P value < 0,05; ns = no significativo.

5.3.2 Ensayos de motilidad en oncdsferas frente a diferentes drogas que afectan la via de

segundos mensajeros de PKC.

Se realizaron ensayos de motilidad de oncdsferas con diferentes drogas que afectan
la via de sefializacion de PKC. Los componentes principales de esta via de segundos
mensajeros, asi como las drogas utilizadas y sus puntos de influencia en la misma estdn
esquematizadas en la Figura 5.12. Se utilizaron los inhibidores de la via de PKC: G66983,
Queleritrina y U73122. G66983 y Queleritrina son inhibidores de la PKC en si misma,
evitando la fosforilacién que produce esta enzima sobre sus sustratos especificos, mientras
gue U73122 es un inhibidor de la fosfolipasa C (FC), el cual evita la accion de esta enzima
sobre Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PI(4,5)P), evitando la cascada de segundos
mensajeros que activara PKC posteriormente. Por otro lado, se utilizé al activador de esta
via Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), el cual activa a PKC promoviendo que fosforile a
sus sustratos.

_ Ligando G66983

Fosfolipasa PI (4,5) ) \
& - Queleritrina

Membrana
plasmatica

Citoplasma GPCRs ‘ Subunidad

Canal de Ca?* del
RE dependiente
de IP3

Figura 5.12. Esquema de la via de PKC y del efecto de las drogas utilizadas en este trabajo. Los componentes
de esta via se muestran en azul, las drogas que inhiben uno de los componentes de la via se encuentran en
negro y las que activan componentes en naranja. Pl (4,5): fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; DAG:

diacilglicerol; 1P3: inositol trifosfato;

Ensayos con G066983: Se encontrd que esta droga afecta considerablemente la
motilidad de las oncésferas, reduciendo bruscamente la cantidad de cpm que éstas generan




al activarse, tanto a los 15 minutos como a la hora de activacion, al utilizar una
concentracién en el medio de 10 uM (Figura 5.13).

Ensayos con Queleritrina: Como en el caso anterior, se encontrd que este inhibidor
afecta la motilidad de las oncésferas, reduciendo notoriamente la cantidad de cpm que
estas generan al estar en presencia de este compuesto a una concentracion de 10 uM, tanto
a los 15 minutos como a la hora de activacion (Figura 5.14).

Ensayos con U73122: Este inhibidor presentd una inhibicion en el movimiento
ciclico de las oncdsferas a una concentracién de 10 uM, aunque mas leve (Figura 5.15).

Ensayos con PMA: esta droga, activadora de la via de PKC, no mostro efectos sobre
la motilidad de las oncdsferas a los 15 minutos posteriores a su activacién, aunque si a la
hora de activacién, donde mostré una reduccién de la cantidad de los cpm significativa
(Figura 5.16), aunque no tan evidente como en los experimentos anteriores para esta via
de segundos mensajeros.
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Figura 5.13. Efecto del inhibidor de PKC G66983 sobre la motilidad de oncdsferas activadas. Se muestra una
grafica de puntos en Ay la frecuencia relativa en B, de |la cantidad de cpm detectados en cada condicién, a los
15 minutos y a la hora de activacidn, para oncésferas control con DMSO, y con 10 uM de G66983. Se muestran
las medianas y los intercuartiles representados con barras en A. Test estadistico Mann-Whitney two-tailed
test: **** = P value < 0,0001.
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Figura 5.15. Efecto del inhibidor de PKC U73122 sobre la motilidad de oncdsferas activadas. Se muestra una
grafica de puntos en Ay la frecuencia relativa en B, de la cantidad de cpm detectados en cada condicidn, a los
15 minutos y a la hora de activacidn, para oncésferas control con DMSO, y con 10 uM de U73122. Se muestran
las medianas y los intercuartiles representados con barras en A. Test estadistico Mann-Whitney two-tailed
test: *** = P value < 0,001; ** = P value < 0,01.
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Figura 5.16. Efecto del activador de PKC PMA sobre la motilidad de oncdsferas activadas. Se muestra una
grafica de puntos en Ay la frecuencia relativa en B, de la cantidad de cpm detectados en cada condicidn, a los
15 minutos y a la hora de activacidn, para oncésferas control con DMSO, y con 10 uM de PMA. Se muestran
las medianas y los intercuartiles representados con barras en A. Test estadistico Mann-Whitney two-tailed
test: ** = P value < 0,01; ns = no significativo.




5.3.3 Efectos del inhibidor de H+-ATPasa vacuolar Bafilomicina sobre la motilidad de las

oncosferas.

Los neurotransmisores clasicos se acumulan en vesiculas de secrecidon en las
terminales sindpticas utilizando transportadores vesiculares (como vglut) que utilizan un
gradiente de protones entre el interior de las vesiculas y el citoplasma para cargar a las
vesiculas con el neurotransmisor correspondiente. Este gradiente es generado por ATPasas,
gue bombean protones al interior de las vesiculas. Con el fin de estudiar si estas vias
cumplen un rol en el movimiento ciclico de las oncdsferas, se realizaron pruebas sobre la
motilidad de oncdsferas utilizando Bafilomicina a una concentracion de 10 uM. Esta droga
inhibe a las bombas de protones ATPasas necesarias para el llenado de las vesiculas
sindpticas con el neurotransmisor correspondiente, por lo que se evitard que se generen
nuevas vesiculas cargadas de neurotransmisores. Como se muestra en la Figura 5.17, se
detectd un efecto inhibitorio de este compuesto sobre la cantidad de cpm que generan las
oncodsferas al activarlas, tanto a los 15 minutos como a la hora post-activacion.
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Figura 5.17. Efecto del inhibidor de H+-ATPasa vacuolar Bafilomicina sobre la motilidad de oncésferas
activadas. Se muestra una grafica de puntos en A y la frecuencia relativa en B, de la cantidad de cpm
detectados en cada condicidn, a los 15 minutos y a la hora de activacidn, para oncdsferas control con 1% de
DMSOQ, y con 10 uM de Bafilomicina. Se muestran las medianas y los intercuartiles representados con barras
en A. Test estadistico Mann-Whitney two-tailed test: **** = P value < 0,0001.

5.3.4 Ensayos con neuropéptidos sobre la motilidad de las oncosferas.

Se realizaron ensayos con diferentes neuropéptidos para evaluar su efecto sobre la
motilidad de oncésferas. Se evalud el efecto de neuropéptidos maduros de los genes de




neuropéptidos predichos para H. microstoma: npp-2, npp-33, npp-38 y npp-46; en el caso
de npp-2 sélo se analizé uno de los péptidos maduros que produce este gen. Las secuencias
aminoacidicas para cada neuropéptido utilizadas se encuentran en la seccién Materiales y
Métodos Tabla M.3. Npp-2 y Npp-46 mostraron ser expresados en diferentes células de las
oncosferas (como se muestra en la seccién 5.1 de este capitulo), mientras que Npp-33
(homdlogo del neuropéptido SIF-amida de otros organismos bilaterales) tiene a su receptor
putativo expresado mds en oncésfera (TPM:6,81) que en los otros dos estadios segun
nuestros datos transcriptémicos, finalmente Npp-38 pareceria ser especifico de adulto, por
lo que no esperdbamos tener un efecto a priori en este estadio. Para la mayoria de los
neuropéptidos se utilizé como control un neuropéptido denominado Npp-2Inv el cual tiene
los mismos aminoacidos que el npp-2 pero en diferente orden y sin amidacién en el extremo
C-terminal. Para npp-46 sin embargo se utilizé DMSO como control ya que la solucién stock
del mismo se encuentra en este solvente.

Estos neuropéptidos fueron probados a una concentracién de 100 puM. Esta
concentracion es alta comparada con las utilizadas en ensayos neurofisioldgicos, pero es
utilizada comunmente al aplicar los neuropéptidos exdgenamente sobre pequeiios
invertebrados para evaluar sus efectos, de forma de permitir que al menos parte de estos
interacciones con sus receptores especificos en el interior de los organismo [75,76]. No se
encontraron diferencias significativas sobre la motilidad de las oncdsferas al utilizar estos
neuropéptidos, nialos 15 minutos ni a la hora post-activacion, como se muestra en la Figura
5.18. También se realizaron pruebas piloto con los otros neuropéptidos maduros de los
cuales se disponia, Npp-29 y Npp-41, y en estas pruebas tampoco se obtuvieron efectos
apreciables sobre la motilidad de las oncdsferas.
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Figura 5.18. Ensayos con neuropéptidos sobre la motilidad de oncésferas activadas. graficas de puntos con
la cantidad de cpm tomadas para: A, Npp-2Inv vs Npp-2 ambos a una concentracion de 100 uM; B, Npp-2Inv
vs Npp-33 ambos a una concentracion de 100 uM; C, Npp-2Inv vs Npp-38 ambos a una concentracién de 100
uM; D, DMSO 1% vs Npp-46 a una concentracién de 100 puM. Se muestran las medianas y los intercuartiles
representados con barras en A. Test estadistico Mann-Whitney two-tailed test: ns = no significativo.

En definitiva, se logré poner a punto un método estandarizado de activacién de
oncosferas, que permite estudiar su motilidad mediante los movimientos ciclicos que estas
generan. Gracias a estos métodos estandarizados, se logré detectar por primera vez efectos
sobre la motilidad de oncésferas por parte de drogas que afectan vias de segundos
mensajeros, las cuales son las vias que utilizan mayoritariamente los neuropéptidos para
ejercer cambios sobre sus células blanco. Los resultados obtenidos para PKA no son del todo
concluyentes, teniendo Unicamente un efecto fuerte con el inhibidor de PKA H-89 y un
efecto leve con la combinacidon de los activadores de la via FSK e IBMX. Para la via de PKC
los resultados fueron mas coherentes, encontrando un efecto inhibitorio de la motilidad
con todas las drogas probadas para esta via, aunque se observd un efecto inhibitorio
también para el activador de la via, PMA, lo cual podria deberse a un efecto toxico del
mismo. También se observé un efecto al utilizar Bafilomicina, lo que podria indicar un rol
de neurotransmisores clasicos en este movimiento ciclico de las oncdsferas activadas. Se
amplia la interpretacidn de estos resultados en la seccién de discusidn del trabajo.




Capitulo 6. Resultados obtenidos para metacestodos:
cisticercoides de Hymenolepis microstoma y tetratiridios de
Mesocestoides corti.

6.1 Expresion de pc2 en cisticercoides activados de H. microstoma.

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos a partir del trabajo con
cisticercoides, buscando la presencia de sistemas neuropeptidérgicos en este estadio como
se mostrd previamente para adultos y oncdsferas. Se utiliz6 nuevamente al marcador
general de estos sistemas neuropeptidérgicos, pc2. Se activé a los cisticercoides (con una
metodologia optimizada en este trabajo, y que se comentard posteriormente), permitiendo
que salgan de la capsula en la que se encuentran enquistados y liberen al escélex. Sobre
estos escdlices desenquistados se procedié a realizar WMISH, ya que esta técnica seria
imposible de realizar in toto en el organismo enquistado. En la Figura 6.1 se muestran los
resultados de WMISH para pc2 en un cisticercoide activado, en donde se ve claramente
sefial para este gen alrededor de las ventosas, en los LNC en los CG y en la CTC. Este patrén
recuerda al observado en el adulto, aunque no se evidencia la presencia de células
enddcrinas unicelulares (CEU) por debajo del CTC, tal vez porque estas aparecen
posteriormente en el desarrollo de la estrébila.




Figura 6.1. Deteccion de la expresion de pc2 en cisticercoides activados de H. microstoma mediante WMISH.
Se observan a los resultados de la WMISH en verde, DIC en escala de grises y a los nlcleos tefidos con DAPI
en azul. A: proyecciones en Z de los resultados de la WMISH sobre un cisticercoide activado; B: proyecciones
transversales de la zona marcada en magenta en A.1. CG: ganglio cerebral; LNC: Cordén Nervioso Lateral.
Barras de escala: 20 um.

6.2 Optimizacion del cultivo in vitro de cisticercoides de H. microstoma.

6.2.1 Optimizacion del protocolo de activacion de cisticercoides.

El primer paso para el cultivo de cisticercoides es su activacidn, para esto es
necesario la imitacion de las condiciones a las que es expuesta la larva enquistada al ser
ingerida en el hospedero definitivo, teniendo como resultado la liberacidn del escélex y el
inicio de motilidad en el mismo. Por esta razon el primer paso de esta parte del trabajo fue
la puesta a punto de un protocolo eficaz para su activacidn. En este sentido optimizamos
un protocolo de activacidn, basandonos en lo descripto previamente en la bibliografia [304].
Logramos la activacion de hasta el 100% en algunos casos. Los cisticercoides son obtenidos
por diseccién de escarabajos con mas de 2 semanas de infeccién. Como se muestra en
materiales y métodos (y mas en detalle en los apéndices finales de este trabajo), se utilizd
un protocolo que consiste en el uso de pepsina y pH acido en primera instancia, seguido por
un paso de incubacidn en presencia de tripsina y sales biliares. A partir de la estandarizacion




de este protocolo, se procedié a optimizar a la metodologia de cultivo in vitro para estas
larvas activadas.

6.2.2 Optimizacion de la metodologia de cultivo de cisticercoides

En primera instancia se indagé si los cisticercoides presentaban proliferacion celular
tras ser activados, bajo condiciones estandar de cultivo celular para células de mamifero,
utilizando medio RPMI, junto a 10% de suero fetal bovino (SFB) y antibidtico/antimicdtico
1%, a 37°Cy con una atmodsfera de 5% CO,. Para responder a esto lo que se hizo fue marcar
a los cisticercoides activados con el analogo de timidina EdU, con el objetivo de marcar a
las células que estuvieran en fase S. Los resultados obtenidos de los experimentos de
cultivos de estos cisticercoides con EdU se muestran en la Figura 6.2, también se conto la
cantidad de células EdU presentes en cada condicidn analizada, resultados que se muestran
en la Figura 6.3.

Los cisticercoides fueron cultivados durante 2, 4 y 6 horas con EdU luego de la
activacion, con el fin de evidenciar si en estos tiempos los mismos comenzaban a tener
células proliferantes bajo estas condiciones. Encontramos que la proliferacion celular
comienza rapidamente bajo estas condiciones, ya que a las dos horas de cultivo los
cisticercoides activados incorporan EdU. A su vez, los cisticercoides incubados con EdU
durante 4 y 6 horas evidenciaron la presencia de mas células EdU positivas, por lo que los
cisticercoides activados van aumentando la cantidad de células proliferantes que pasan por
fase S a lo largo del cultivo. Por otro lado, se cultivaron cisticercoides activados durante 22
horas bajo estas condiciones de cultivo celular sin EdU, para luego cultivarlos 2 horas mas
en presencia de EdU, para evidenciar si luego de este tiempo en cultivo los mismos seguian
manteniendo células proliferantes, y en paralelo se cultivaron cisticercoides sin activar, para
observar su patrén de proliferacion en la regidn del escolex y determinar si la proliferacion
observada en cultivo era dependiente del proceso de activacién. Observamos que los
cisticercoides activados que estuvieron en cultivo durante un dia en estas condiciones
presentaban mayor cantidad de células EdU positivas que los cisticercoides
inmediatamente activados. Los cisticercoides sin activar que estuvieron un dia en cultivo,
sin embargo, mostraron niveles muy bajos de proliferacién celular, lo que sugiere que el
aumento de la cantidad de células proliferantes con el paso del tiempo es un proceso
dependiente de la activacion. Como control negativo se cultivaron cisticercoides activados
y sin activar a los que no se les afiadié EdU al medio de cultivo en ningin momento. Estos
controles no presentaron ninguna marca fluorescente asociada al pasar por el protocolo de
revelado de este marcador metabdlico.
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Figura 6.2. Incorporacion de EdU en cisticercoides bajo condiciones estandar de cultivo celular. Se muestran
proyecciones en Z de cisticercoides en cultivo, con la sefial de EdU en Naranja y la tincién nuclear con DAPI en
azul/cian. Cultivos de cisticercoides con medio RPMI, 10% SFB y 1% antibidtico-antimicdtico, a 37°C con 5%
de COa. A: cisticercoides activados, incubados con EdU 10 uM en el medio de cultivo durante 2 horas. B:
cisticercoides activados, incubados con EdU 10 uM en el medio de cultivo durante 4 horas. C: cisticercoides




activados, incubados con EdU 10 uM en el medio de cultivo durante 6 horas. D: cisticercoides activados,
incubados con EdU 10 pM en el medio de cultivo durante 2 horas, luego de estar 22 horas en cultivo. E:
cisticercoides sin activar con EdU 10 uM en el medio de cultivo durante 2 horas, luego de estar 22 horas en
cultivo, en E.2 y E.4 se muestran aumentadas las regiones marcadas con magenta en E.1 y E.3
respectivamente, para evidenciar mejor a las células EdU positivas en el escdlex. Barras de escala 50 um.
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Figura 6.3. Cuantificacidn de células EdU+ en cisticercoides bajo condiciones estandar de cultivo celular. Se
muestran graficas de puntos con cada punto representando la cantidad de células EdU positivas detectadas
en cada escélex activado en cada condicion. Las primeras 3 condiciones se mantuvieron con EdU durante el
transcurso de ese tiempo, esto quiere decir que estuvieron expuestos a EdU durante 2, 4 y 6 horas
postactivacion (PA), mostrando que a las 2 horas PA ya existen células proliferantes en fase S en los
cisticercoides activados, al pasar el tiempo mas células pasaran por fase S, o las células que incorporaron poco
EdU (insuficiente por ejemplo como para ser detectado a las 2 horas) continuaron incrementando la cantidad
de EdU incorporado y ahora son detectables. En las ultimas dos condiciones, los cisticercoides tanto activados
como sin activar, fueron expuestos a EdU durante 2 horas luego de estar 22 horas en cultivo. Se ve un aumento
de la cantidad de células en fase S luego de estar este tiempo en cultivo en comparacidn con los cisticercoides
recién activados, y este aumento de células EdU positivas parece ser dependiente de la activacidn. Se
muestran las medianas y los intercuartiles representados con barras. Test estadistico Mann-Whitney two-
tailed test: * = P value < 0,05; ** = P value < 0,01.

Luego de comprobar que los cisticercoides presentan proliferacion celular en
condiciones estandar de cultivo, se buscé el mejor método de cultivo para que estos
crecieran y se desarrollaran como adultos in vitro. Con este objetivo se probaron diferentes




medios bifasicos de cultivo, ya que se ha visto que esto puede favorecer el desarrollo hacia
el estadio adulto desde el metacestodo activado en Hymenolepis spp [11,25] y en otros
cestodos como en E. granulosus [305,306]. Sin embargo, intentos recientes por replicar
estas condiciones cldsicas de cultivo de cestodos no han sido exitosas, por ejemplo en el
caso de H. microstoma, en donde los cisticercoides activados no crecieron tanto como en la
bibliografia clasica y tampoco generaron segmentos [22]. Los medios testeados en este
trabajo se muestran en la Tabla 6.1. En la Figura 6.4 se muestran los resultados de estos
experimentos, estimando el crecimiento de los cisticercoides midiendo su largo (Figura 6.4,
A) junto a fotografias representativas de los cisticercoides a lo largo de los dias (tiempo O,
4 y 11 dias, Figura 6.4, B-D). En estos experimentos, se determind que la condicion de
cultivo que permitié el mayor crecimiento, sin alteraciones morfolégicas, y con menor
mortalidad, fue la condicién 3. Si bien el ultimo punto de la Figura 6.4 A marca que en la
condicidn 2 los cisticercoides son un poco mas largos, en este experimento en particular
sélo un cisticercoide en esta condicidn sobrevivid a esta cantidad de dias y el mismo tenia
serias aberraciones morfoldgicas (Figura 6.4, C.3). Es llamativo que en la bibliografia se
reporta a los 12 dias un crecimiento de 11 mm, lo cual es 20 veces mds que lo que aqui
logramos bajo condiciones similares [25]. A partir de los resultados aqui obtenidos,
definimos que tener una base de Agar Triptona fue sumamente importante para el
crecimiento de los cisticercoides, ya que la condicion 1 no tiene base de agar y no se observé
crecimiento a lo largo de los dias. A su vez, la presencia de sangre en la base de agar parece
evitar aberraciones morfoldgicas y mortalidad de las larvas en cultivo. Realizamos la
exposicién a EdU en las 2 horas previas a finalizar el cultivo, y detectamos que los
cisticercoides bajo la Condicidon 3 mantienen células que contintan proliferando luego de
11 dias en cultivo in vitro (Figura 6.5). Definimos entonces, a la “Condicién 3” como el
método de cultivo estandar para los siguientes experimentos que se describen en esta
seccién.

Mas alla de que los cisticercoides crecieron y se mantuvieron proliferando, no se
logré detectar que los mismos comenzaran a segmentar. Se buscd que los cisticercoides
segmentaran utilizando otras alternativas de cultivo. Se utilizd un mayor porcentaje de
sangre en la base de agar en algunos casos y se co-cultivé con células Caco-2. Se llegd a
tener cultivos de hasta 24 dias, alcanzando tamanos cercanos a 600 um, pero sin observar
segmentacion en ninguno de ellos. En definitiva, no se obtuvieron mejores resultados que
con la condicidn 3 que se describe en |la Tabla 6.1.




Medio Base

Condicion 1 RPMI, 30% SFB, 1% AntiAnti, Hemina 0,15 um, | Sin base.
0,1% Taurocolato.

Condicion 2 RPMI, 30% SFB, 1% AntiAnti, Hemina 0,15 um, | Base de Agar Triptona
0,1% Taurocolato.

Condicion 3 RPMI, 30% SFB, 1% AntiAnti, Hemina 0,15 um, | Base de Agar Triptona + 5%
0,1% Taurocolato. Sangre Ovina

Tabla 6.1. Medios bifasicos de cultivo que se probaron en cultivos de cisticercoides activados. Todas las
condiciones fueron probadas a 37°C con CO: al 5%.
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tres condiciones de cultivo diferentes, descriptas en la Tabla 6.1. A: largo de los cisticercoides en cultivo a lo
largo de los dias para las diferentes condiciones. De B-D se muestran micrografias de microscopia de campo
claro representativas del estado general de los cisticercoides a tiempo 0 (B.1, C.1y D.1), 4 dias (B.2, C.2y D.2)
y 11 dias (B.3, C.3 y D.3) de cultivo in vitro bajo las condiciones: 1 (B), 2(C) y 3(D). Nétese el poco crecimiento
observado en la condicidn 1y las aberraciones morfolégicas a los 11 dias en la condicién 2. En la grafica (A)
las barras de error son de SEM. Barras de escala de las fotografias: 50 um.

.

Figura 6.5. Incorporacion de EdU tras 11 dias de cultivo. Se muestra un cisticercoide que fue cultivado durante
11 dias en la Condicion 3 de la Tabla 6.1, el EAU fue afnadido al medio de cultivo 2 horas antes de fijar al
cisticercoide, a una concentracion de 10 uM. Se observa una fuerte sefial de EdU en la zona proliferativa del
cuello. Barra de escala 50 pm.

6.3 Efecto de drogas para vias de segundos mensajeros sobre cisticercoides
cultivados in vitro.

6.3.1 Efecto de drogas que afectan las vias de activacion de PKA y PKC sobre la proliferacion

celular y el crecimiento de cisticercoides cultivados in vitro.

Se cultivaron cisticercoides in vitro bajo la presencia de inhibidores de las vias de
segundos mensajeros, para inferir su efecto sobre el crecimiento y la proliferacién celular.
Esto se llevé a cabo en un Unico experimento, por lo que estos son resultados preliminares.
Utilizamos tres inhibidores que se mostraron previamente: H-89 (inhibidor de PKA, disuelto
en agua, control sin solvente), G66983 y Queleritrina (inhibidores de PKC, disueltos en
DMSO, control con DMSO). Se cultivaron a los cisticercoides activados bajo la condicién 3
de la Tabla 6.1 durante 5 dias, y se los marcé con EdU dos horas antes de fijarlos. Una vez
finalizado el revelado del EdU se tomaron fotografias a lo largo del eje Z por escaneo en
Microscopio Laser Confocal y se contaron la cantidad de células proliferantes y el largo de
los cisticercoides. Estos resultados se muestran en la Figura 6.6. A partir de estos resultados
gueda claro que la Queleritrina inhibe tanto el crecimiento como la proliferacién celular de




los cisticercoides bajo estas condiciones, y que el DMSO parece estimular ambos. Que el
DMSO tenga este efecto, es bastante llamativo, pero no es el primer efecto observado en
cestodos por parte de este solvente organico, en E. multilocularis por ejemplo se ha visto
que este compuesto en diferentes concentraciones afecta la evaginacion y la motilidad de
protoescodlices de este organismo [307]. Finalmente, en la Figura 6.6 se observa una buena
correlacién entre la cantidad de células EdU positivas y el crecimiento de los cisticercoides
en todos los casos, aunque se puede ver con atencién el caso de H-89, que mas alld de no
mostrar diferencias significativas con el control parece tener una tendencia a un bajo
numero de células proliferantes y a un aumento de tamaio similar al de DMSO.
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Figura 6.6. Cisticercoides en cultivo in vitro durante 5 dias en presencia de inhibidores de PKA y PKC. Se
muestran los resultados del cultivo de cisticercoides activados bajo la presencia de H-89, G66983 y
Queleritrina (inhibidor de PKA el primero y de PKC los otros dos) todos a una concentracién de 10 uM en el
medio de cultivo durante 5 dias. A: cantidad de células EdU positivas detectadas en cada cisticercoide. B:
tamafio de los cisticercoides. Se muestran las medianas y los intercuartiles representados con barras. Sélo se




muestran los resultados de las comparaciones que mostraron diferencias significativas entre ellas, utilizando
el test estadistico Mann-Whitney two-tailed test: * = P value < 0,05; ** = P value < 0,01.

6.3.2 Efecto de neuropéptidos sobre la proliferacion celular y el crecimiento de cisticercoides
cultivados in vitro.

Se realizaron diferentes tipos de experimentos para evaluar el efecto de los
neuropéptidos sobre la proliferacion celular y el crecimiento de los cisticercoides cultivados
in vitro. Basicamente se desarrollaron dos tipos de experimentos: a corto plazo (4 horas
post activacion) y a largo plazo (7 dias de cultivo).

Efecto de neuropéptidos en cultivos de 4 horas: se tested el efecto de
neuropéptidos sobre cultivos de cisticercoides a corto plazo. Esto se llevé a cabo en un Unico
experimento, por lo que se trata de resultados preliminares. Se llevé a cabo el protocolo de
activacion, con la presencia de neuropéptidos en todo momento en el medio a una
concentracion de 100 uM (secuencias de los neuropéptidos en Materiales y Métodos, Tabla
M.3). Se realizd la activacién y posteriormente se dejé a los cisticercoides en medio RPMI
con 10% SFB a 37°C con la presencia de cada neuropéptido durante 4 horas, agregandoles
EdU al medio durante la ultima hora. Posteriormente se fijé a los cisticercoides y se reveld
el EdU, y se cuantificé la cantidad de células marcadas en cada caso; los resultados se
muestran en la Figura 6.7. Se puede observar que la condicidn control (sin el afiadido de
péptidos, ni solventes) reflejé diferencias significativas contra Npp-2Inv y Npp-2. La
condicién Npp-2Inv sélo mostro diferencias significativas contra la condicién control. Si bien
no reflejo diferencias significativas, es llamativo también el caso de Npp-29, que presenta a
tres de los cisticercoides con mas cantidad de células EdU positivas en este experimento.
En los experimentos de incubacién con Npp-41 y Npp-46 hay que tener en cuenta que Npp-
41 esta disuelto en DMF y Npp-46 en DMSO, y ninguno de estos neuropéptidos dio
resultados significativos al compararlos con el solvente organico en el que estan disueltos.




[==]
o
P |

DMF DMSO

o
=)

sl s 3 3 a3 33
|
|

ol

e
e

o]

Cantidad de células EdU positivas por cisticercoide
&
@
o

] @
0 . T 1 1 1 | ) I ’
S N N & N N & N ] N
(;°sé NQQQ \QQQ @Q \@Q \@Q N @Q og.- \Q@:
: "1}6\ QQ"D 3 o Q,,J"b Q,b% 3 N Q‘;o
i ‘\QQ lé =X R =X Y N
I |
— !
1 * 1
—

Figura 6.7 Efecto de neuropéptidos sobre la proliferacién de cisticercoides en cultivos in vitro de 4 horas. Se
cultivd a los cisticercoides durante 4 horas, incluyendo 1 hora final de exposicion a EdU. Se muestra la cantidad
de células EdU positivas, para cada cisticercoide, de un Unico experimento. Se realizaron comparaciones del
Control contra todos los Neuropéptidos incluyendo el NPP-2Inv (no se compard al control con los
neuropéptidos Npp-41 y Npp-46, ya que estan en solventes organicos y serian dos variables a comparar, se
compard a estos neuropéptidos contra los controles con solventes orgdnicos Unicamente, sin arrojar estos
analisis diferencias significativas). Por otro lado, se realizaron comparaciones de los resultados entre: Npp-
2Inv contra: Npp-2, Npp-29, Npp-33 y Npp-38; DMF contra Npp-41; DMSO contra Npp-46. Se muestran las
medianas y los intercuartiles representados con barras en cada condicién. Sélo se muestran los resultados de
las comparaciones que mostraron diferencias significativas entre condiciones (“Control vs Npp-2Inv” y
“Control vs Npp-2”). Se utilizé el test estadistico Mann-Whitney two-tailed test: * = P value < 0,05.

Efecto de neuropéptidos en cultivos de 7 dias: Se cultivaron cisticercoides activados
en las condiciones de cultivo descriptas previamente (Condicién 3, Tabla 6.1) durante 7
dias, en presencia de diferentes neuropéptidos a una concentracién de 100 uM. Esto se
llevé a cabo en un Unico experimento, por lo que se trata de resultados preliminares. Al
finalizar el cultivo se midioé a los cisticercoides en cada condicidn; los resultados se muestran
en la Figura 6.8. En este experimento, se encuentran diferencias significativas para la
situacion control contra Npp-2 y contra Npp-29, asi como contra los solventes organicos
DMF y DMSO. No se encontraron diferencias significativas entre Npp-41 y Npp-46 con su
correspondiente control de solvente organico (DMF y DMSO respectivamente). Por otro,



lado también se encontraron diferencias significativas entre el péptido control Npp-2Inv y
los neuropéptidos Npp-2 y Npp-29. Si se observan los resultados obtenidos aqui y los
obtenidos en el experimento a corto plazo de 4 horas (Figura 6.7) parece mantenerse una
tendencia: Npp-2 y Npp-29 estimulando el crecimiento y la proliferaciéon, Npp-33 y Npp-38
sin generar cambios, y Npp-41 junto a Npp-46 mostrando cambios en el crecimiento y en la
proliferacion pero que no parecen ser diferentes a los cambios generados por los solventes
organicos en los que estdn disueltos estos dos neuropéptidos. Cabe destacar que bajo
ninguna de estas condiciones se detectd que los cisticercoides comenzaran a segmentar.
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Figura 6.8. Efectos de neuropéptidos sobre el crecimiento de cisticercoides cultivados por 7 dias. A: Se
muestra el tamafio de cisticercoides bajo la presencia de diferentes neuropéptidos, todos ellos utilizados a
una concentracion de 100 uM a lo largo de todo el cultivo, durante 7 dias. Se realizaron comparaciones del



Control (sin péptido ni solvente) contra todos los Neuropéptidos incluyendo el NPP2Inv (no se comparé al
control con los neuropéptidos Npp-41 y Npp-46, ya que estan en solventes organicos y serian dos variables a
comparar; se comparo contra los solventes organicos sin neuropéptidos, arrojando estos analisis diferencias
significativas). Por otro lado, se realizaron comparaciones de los resultados entre: Npp-2Inv contra Npp-2,
Npp-29, Npp-33 y Npp-38; DMF contra Npp-41; DMSO contra Npp-46. Se muestran las medianas y los
intercuartiles representados con barras. S6lo se muestran los resultados de las comparaciones que mostraron
diferencias significativas entre condiciones, utilizando el test estadistico Mann-Whitney two-tailed test: * = P
value < 0,05; *** < 0,001; P value **** = P value < 0,0001. B: Imagenes de los cisticercoides a los 7 dias de
cultivo bajo las diferentes condiciones. Barra de escala: 200 um.

Estos resultados preliminares sugieren que Npp-2 y Npp-29 podrian estimular la
proliferacion celular y el crecimiento de los cisticercoides en condiciones de cultivo in vitro.
Estos dos posibles efectos encontrados son claramente coherentes como parte de un
mismo proceso global que podria ser la estimulacién del crecimiento por medio del
aumento de la proliferacién celular. Sin embargo, estos resultados son preliminares, y se
necesita un mayor numero de réplicas para poder confirmar estos efectos observados.

6.4 Ensayos de motilidad de cisticercoides de H. microstoma.

Se realizaron ensayos de motilidad utilizando cisticercoides activados, mediante una
metodologia optimizada para protoescdlices de E. multilocularis [307]. El movimiento se
cuantifico a través de videos cortos, los cuales contenian varios cisticercoides activados en
presencia de diferentes compuestos. La cantidad de movimiento se detectd en base a las
diferencias entre un tiempo 0 y de 10 segundos, midiendo la cantidad de pixeles que
cambiaban entre un tiempo y el otro, cuantos mas pixeles cambiaran entre un tiempo vy el
otro, mas movimiento detectado en esa condicién (ver Materiales y Métodos y Apéndice 9
para mas detalles). Se evalué si la motilidad era afectada por la adicidon de neuropéptidos y
de drogas para las vias de segundos mensajeros mediante esta metodologia. No se
encontraron diferencias estadisticas significativas por la gran variacion y el nimero limitado
de réplicas entre los experimentos, de todas formas, se puede observar algunas tendencias
de cdmo se ve afectada la motilidad frente a los diferentes compuestos como se muestra a
continuacion.

Ensayos de motilidad de cisticercoides utilizando drogas: se utilizaron los tres
inhibidores que se mostraron previamente: H-89 (inhibidor PKA), G66983 y Queleritrina
(inhibidores PKC). En la Figura 6.9 A se muestran los resultados para estos experimentos.
Se puede observar una gran variabilidad entre las dos réplicas de estos experimentos, de
todas formas, se visualiza un claro efecto inhibidor del movimiento producido tanto por H-
89 como por Queleritrina tras 2 horas de incubacion. Cabe destacar que el efecto inhibidor
del movimiento de estos dos compuestos era facilmente detectable al visualizar a los
cisticercoides en el microscopio.




Ensayos de motilidad de cisticercoides utilizando neuropéptidos: se realizaron ensayos
de motilidad con todos los neuropéptidos con los que contdabamos utilizando cisticercoides
activados (Figura 6.9, B). En las dos réplicas que se realizaron para estos experimentos no
se detectaron grandes diferencias en la motilidad, al estar presentes los neuropéptidos a
una concentracion de 100 uM en el medio, sin embargo, esta claro que se necesitarian mas
réplicas para poder afirmarlo con certeza.
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Figura 6.9. Ensayos de Motilidad de Cisticercoides frente a Drogas y Neuropéptidos. Se observan los
resultados de los ensayos de motilidad expresados en cambio de pixeles por cisticercoide utilizando videos



cortos de 10 segundos, con 2 réplicas por experimento, y cada una con 15 a 27 cisticercoides por condicidn.
Se muestran los resultados para drogas en A y para neuropéptidos en B. En cada caso se muestran los
resultados a los 10 minutos de agregado el compuesto (circulos Azules) y luego de 2 horas (cuadrados Rojos).

6.5 Ensayos de motilidad en tetratiridios de Mesocestoides corti.

Dada la gran variabilidad encontrada con los ensayos de cisticercoides, decidimos
realizar adicionalmente ensayos con larvas tetratiridios de otra especie de cestodo,
Mesocestoides corti, la cual ya ha sido utilizado para este tipo de experimentos
[76,128,308]. Los tetratiridios de M. corti son faciles de obtener en grandes cantidades, por
lo que son ideales para realizar pruebas que requieran varias condiciones y una serie de
réplicas bioldgicas como los que se emplearon en esta parte del trabajo. Se realizaron
ensayos con drogas y con neuropéptidos sobre tetratiridios de M. corti, utilizando
WMICROTRACKER ONE ™, para inferir el efecto de los mismos sobre su motilidad a partir
de los conteos (“counts”) que genera este dispositivo. Los experimentos se basan en el
armado de pocillos en placas de 96, en las cuales se coloca la misma cantidad de tetratiridios
y de medio. Estas placas son colocadas en el WMICROTRACKER ONE ™ el cual genera
conteos a partir de interrupciones que detecte en dos laseres que tiene por pocillo de la
placa. En primera instancia se pone a los gusanos sin ningin compuesto a modo de
habituacidn, los conteos generados en esta parte se utilizan para normalizar los datos, como
se muestra posteriormente. Luego de este tiempo de habituacion, se colocan los
compuestos de interés y se observa la dindmica de los conteos a partir del agregado de los
mismos. Los diferentes resultados obtenidos con esta metodologia se muestran a
continuacion.

Ensayos de motilidad tetratiridios utilizando drogas: se utilizaron tres drogas que se
mostraron previamente: H-89 (inhibidor de PKA), G66983 y Queleritrina (inhibidores de
PKC). Este experimento fue realizado una Unica vez, por cual los resultados mostrados son
resultados preliminares. Los resultados para estos experimentos se muestran en la Figura
6.10, se muestra la dindmica de los conteos normalizados que genera el dispositivo para las
diferentes condiciones, durante las primeras 13 horas (con la primera hora de habituacion,
previa al agregado de los compuestos). Las medidas se realizan cada media hora. Se puede
observar que las diferentes condiciones se comportan de forma aproximadamente similar
antes del agregado de las diferentes drogas (linea punteada en las graficas), punto en el
cual empiezan a verse diferencias. Se observa un claro efecto inhibitorio del movimiento
dado por H-89 y Queleritrina (al igual que fue observado en cisticercoides de H.
microstoma), sin embargo, al realizar test estadisticos contra G66983 el test no dio
significativo mas alld de que la grafica parece ser bastante diferente a la del control de
DMSO para esta droga. Se evalud si esto fue dado porque G66983 tiene una etapa en la que
parece aumentar el movimiento (hasta las 4 horas) y otra que parece estar inhibido (de 4 a




las 13hs), con este objetivo se separaron estas etapas, encontrando que por separado se
ven diferencias significativas de G66983 contra el control de DMSO (Figura 6.11, C.1y C.2).
Estos resultados sugieren un rol de las vias de segundos mensajeros de PKA y PKC en la
motilidad de tetratiridios de M. corti.

Ensayos de motilidad de tetratiridios utilizando neuropéptidos: se realizaron ensayos
de motilidad utilizando al dispositivo WMICROTRACKER ONE ™ con tetratiridios de M. corti
utilizando a los neuropéptidos Npp-2, Npp-29 y Npp-33, junto al neuropéptido control Npp-
2Inv, todos a una concentracion de 100 uM. Estos neuropéptidos tienen la secuencia
aminoacidica predicha in silico y/o detectada mediante peptiddomica para H. microstoma,
teniendo los mismos pequenas variaciones de secuencia con los predichos para M. corti
(por ejemplo, las dos secuencias predichas para Npp-33 entre estos dos organismos, varian
Unicamente por una metionina N terminal presente en M. corti (MTPYSGGIFG) que no estd
presente en H. microstoma (TPYSGGIFG)). Estos experimentos fueron realizados dos veces,
por lo que se necesitaria repetirlos para confirmar los resultados. De todas formas, algunos
resultados parecen ser bastante claros como veremos a continuacion. De las pruebas
realizadas sdlo Npp-33 reflejd resultados robustos a través de estas pruebas, mientras que
Npp-2 y Npp-29 tuvieron efectos menores, no replicables ni significativos en las diferentes
réplicas de los experimentos. Los resultados para Npp-33 se muestran en la Figura 6.11, en
la parte A de esta figura se muestran los resultados del dispositivo donde se ve un claro
incremento de los conteos a partir del agregado de este neuropéptido, tanto si comparamos
contra el control (sin agregado de péptido) como contra el Npp-2Inv, en otra repeticién de
este experimento se observé la misma tendencia de las graficas aunque sin diferencias
significativas entre Npp-33 y el control, pero si entre Npp-33 y Npp-2Inv, por lo que se
necesitarian mas réplicas para confirmar estos resultados de forma mas robusta a partir de
este método. Al finalizar los experimentos en el WMICROTRACKER ONE ™ se observaron
efectos macroscépicos en los pocillos donde fue agregado Npp-33 (Figura 6.11, B.1),
encontrando a los tetratiridios de estos pocillos agrupados en el centro de la placa, y en
algunos casos con un claro cambio de coloracién del indicador de pH del medio entre los
gue tenian a este neuropéptido y las condiciones control, siendo mas acidos los pocillos en
los que se agregd Npp-33. A partir de estas observaciones, se realizaron varias pruebas con
tetratiridios agregandoles en el medio Npp-33 encontrando este efecto de agrupamiento
en el centro de la placa en todas las repeticiones realizadas. En la parte B de la Figura 6.11
se muestran estos resultados. Posteriormente, se realizaron pruebas con Npp-33 junto a H-
89 (PKA), Go6983 (PKC) y FSK+IBMX (PKA), intentando inferir a través de que vias de
segundos mensajeros esta actuando Npp-33 para producir este efecto de agrupamiento.
Sin embargo, no tuvimos alteraciones al utilizar estas drogas, viéndose en todos los casos
el efecto antes mencionado para Npp-33.
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Figura 6.10. Efectos de inhibidores de PKA y PKC sobre la motilidad de tetratiridios de M. corti. Se muestran
resultados obtenidos utilizando WMICROTRACKER ONE ™. Cada punto corresponde a la mediana de 5 pocillos
analizados en paralelo por el dispositivo, estas pruebas con drogas se realizaron una Unica vez. Todas las
drogas se utilizaron a 10 pm de concentracidn, las mismas se agregaron luego de la segunda medida que se




observa en las Figuras (luego de la primer hora), marcando el momento del agregado con linea punteada. A:
resultados observados para H-89. B: Resultados obtenidos para G66983 y Queleritrina, contra DMSO como
control. C: divisién de la dindmica observada para G66983 en las primeras 4 horas (C.1) y desde las 4,5 horas
hasta las 13 horas (C.2). Se muestran las medianas y los intercuartiles representados con barras. Test

estadistico Friedman-Dunn's multiple comparisons: * = P value < 0,05; ** = P value < 0,01; **** = P value <
0,0001; ns = no significativo.




@ Control

4 Npp33 100uM i
= _ ****{* Npp2Inv 100puM

Agregado de los neuropéptidos

/; , "\';{;‘

o=y

Conteos Normalizados

14

-2

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13
horas

Npp33

Figura 6.11. Efectos de Npp-33 (homodlogo de SIFamida de otros bilaterales) sobre tetratiridios de M. corti.
Se muestran resultados obtenidos utilizando WMICROTRACKER ONE ™. Cada punto corresponde a la mediana
de 5 pocillos analizados en paralelo por el dispositivo, estas pruebas se realizaron dos veces, obteniendo




resultados similares, mostrando aqui a uno de estos experimentos. El neuropéptido siempre se utilizé a una
concentracién de 100 pM. A: resultados obtenidos por WMICROTRACKER ONE ™, se muestra la dindmica de
la motilidad de los tetratiridios en una condicidn control con agua, Npp-2Inv (también a 100 uM) y Npp-33; el
neuropéptido fue agregado al medio en donde se marca con la linea punteada, luego de la segunda medida
(luego de la primera hora). Se muestran las medianas y los intercuartiles representados con barras. Test
estadistico de Friedman-Dunn's multiple comparisons: ** = P value < 0,01; **** = P value < 0,0001. B: Se
muestran fotos representativas tomadas a diferentes tiempos de los pocillos controles y con Npp-33 100 um,
tomadas con una cdmara sin aumento (B.1) y en lupa a bajo aumento (B.2), se muestra una de las réplicas que
evidencia el efecto de agrupamiento en el centro del pocillo producido por Npp-33, barra de escala 1 mm.




Discusion y Perspectivas.

- Identificacion de componentes moleculares involucrados en la
neurotransmision en el genoma de H. microstoma y cestodos en general.

El primer paso al inicio de este trabajo fue la identificacidon in silico de diferentes
sistemas de comunicacién nerviosa en el genoma de los cestodos, con especial énfasis en
H. microstoma. Mediante analisis bioinformaticos realizamos la busqueda e identificacion
de componentes moleculares que son utilizados para diferentes vias de neurotransmision
en otros organismos. Se identificd que muchos sistemas de neurotransmisién fueron
perdidos en cestodos, estando presentes sdlo algunos de los sistemas denominados cldsicos
y las vias de sefializacion peptidérgica. La pérdida de genes como adaptacién al parasitismo
no es sorprendente y ha sido reportada como una caracteristica general de muchos
genomas de platelmintos pardsitos [20,134]. Algo a destacar es que las vias de
neurotransmisién que parecen haberse perdido evolutivamente en cestodos perdieron a
los componentes moleculares involucrados en todos los pasos del proceso de comunicacion
celular: proteinas de sintesis, transportadores vesiculares, receptores y recaptadores. La
pérdida de todos los componentes moleculares, y no sélo de alguno de ellos, es una de las
evidencias mas fuertes de que estas vias estan realmente ausentes en estos organismos.

Las vias de comunicacidén nerviosa que encontramos presentes en cestodos son las
vias acetilcolinérgica, serotoninérgica, glutamatérgica y purinérgica, como asi también las
vias de senalizacion peptidérgica (las cuales son el foco de este trabajo). La identificacién
de los genes de neuropéptidos presentes es esencial para el estudio de las vias de
comunicacion peptidérgicas. Previamente, nuestro grupo detecté 39 genes de
neuropéptidos por analisis in silico en el genoma de H. microstoma [79], los cuales se buscd
validar en el presente trabajo mediante peptiddmica, en colaboracién con el laboratorio de
la Dra. Temmerman. Gracias a los andlisis peptidémicos realizados, se detectaron varios
neuropéptidos que habian sido predichos in silico para H. microstoma. Mas
especificamente, 30 de los 39 precursores de neuropéptidos predichos fueron detectados
en forma procesada en los andlisis peptiddmicos (77%), un porcentaje un poco por encima
al obtenido por el grupo de la Dra. Temmerman para C. elegans con esta misma técnica en
comparacion a las predicciones in silico para este organismo [309]. Estos analisis en
conjunto validan a los genes de neuropéptidos predichos in silico por nuestro grupo como
tales. Por otro lado, la falta de deteccién de los 9 neuropéptidos restantes, no descarta a
estos como verdaderos neuropéptidos ya que presentan algunas caracteristicas que
podrian explicar el por qué no fueron detectados. Muchos de estos neuropéptidos estdn
entre los genes que tienen mds baja expresion en adulto (npp-20.2, npp-20.3.1, npp-20.3.2,
npp-20.4, npp-38 y npp-44.2). Como se muestra en los resultados, dos de las muestras




utilizadas para estos analisis tenian segmentos gravidos con oncosferas en diferentes
grados de desarrollo, y la mayoria de los genes no detectados, con baja expresién en
adultos, también tienen baja expresion en oncdsferas, a excepcion de npp-20.3.1 (aunque
se sabe que no siempre se correlacionan exactamente la cantidad de ARNm expresado con
la cantidad de proteina sintetizada [310]). Una explicacion posible para la ausencia de
deteccion por espectrometria de masa en el caso de npp-20.3.1 se basa en que los valores
obtenidos de los datos transcriptdmicos son obtenidos de ARN de oncdsferas en las Ultimas
etapas de desarrollo, las cuales serdn sélo una parte de las oncdsferas presentes en los
segmentos gravidos utilizados en los andlisis peptiddmicos, por lo que tal vez la cantidad de
este neuropéptido no fue suficiente como para ser detectado en estos estudios. Dos de los
npp no detectados tienen neuropéptidos maduros muy pequefios (npp-2 y npp-38), lo cual
tipicamente impide su deteccién en métodos peptidémicos [282]. Esto probablemente
también dificulté la deteccion de algunos neuropéptidos maduros que si pudieron ser
identificados por la deteccidén de las regiones flanqueantes a los sitios dibdsicos de corte.
Las limitaciones de deteccidn que genera el tamafio de estos péptidos son sugeridas por la
deteccion, Unicamente en algunos casos, de fragmentos aun con la glicina terminal sin
procesar a un grupo amida terminal, o sin la remocién de los aminoacidos basicos carboxilo-
terminales (npp-6, npp-15.2, npp-43). Otra posible explicacion para la falta de deteccion de
varios de estos neuropéptidos es la presencia de cisteinas en la cadena de aminoacidos, lo
cual se ha reportado que genera inconvenientes para su deteccidn por este tipo de técnicas
[282]; npp-41 y npp-42 por ejemplo tienen cisteinas en la secuencia del neuropéptido
maduro y ninguno de ellos fue detectado como tal, como asi también la regidén flanqueante
de npp-2 (tampoco detectado). Por otro lado, los analisis peptidomicos permitieron
encontrar posibles nuevos péptidos secretados. A partir de los genes que codifican para
estos posibles nuevos péptidos, identificamos dos nuevos patrones de expresion por
WMISH sumamente interesantes (npp-49.1 y npp-49.3). Esto muestra la importante
complementariedad de los analisis peptidémicos y las predicciones por bioinformatica, ya
que los andlisis in silico, nos permiten detectar una gran cantidad de genes de
neuropéptidos, aunque estas detecciones se encuentran limitadas a nuestro conocimiento
acumulado de sus caracteristicas comunes, como las de su procesamiento. En cambio, los
analisis peptiddomicos no dependen de nuestro conocimiento previo sobre el procesamiento
de los neuropéptidos, permitiendo identificar genes de npps nuevos, no predichos in silico.
Aunque los analisis peptidémicos también tienen sus limitaciones, por depender de las
muestras analizadas, los solventes utilizados, el equipo de deteccion y las diferentes
limitaciones que tienen las técnicas de espectrometria de masa en si mismas para estas
aproximaciones.




- Expresion de vias de neurotransmision cldsicas y peptidérgicas en el ciclo de
vida de H. microstoma.

En este trabajo evidenciamos el uso de diversas vias de neurotransmision en el ciclo
de vida de cestodos, utilizando a los tres estadios principales del ciclo de vida de H.
microstoma, encontrando que son diferencialmente expresadas entre estadios. Esto lo
demostramos mediante los datos transcriptémicos obtenidos por RNAseq, y por PCR
semicuantitativa para las que fueron seleccionados genes clave de cada una de estas vias.

Adultos

El estadio adulto es el que utilizaria la mayor cantidad de vias de neurotransmision
clasica presentes en el genoma, de acuerdo a la expresidon de sus componentes. Esto no es
sorprendente ya que este estadio es el que posee una mayor complejidad de tejidos
diferenciados, y en particular del sistema neuromuscular, con una gran variedad de
funciones. De nuestros datos se destaca que el adulto es el estadio en donde se utilizan las
vias de serotonina y acetilcolina preferencialmente, con respecto a los otros estadios
analisados. Para todas las vias de neurotransmision cldsica presentes en H. microstoma
detectamos la expresion en adultos de: proteinas de sintesis, receptores, recaptadores y
transportadores vesiculares. Realizamos WMISH en adultos a partir de marcadores
moleculares seleccionados para cada via, con el fin de detectar los tejidos en donde son
utilizadas. Los resultados muestran una clara expresién de estos genes marcadores en el
SNC de los adultos, lo cual era previsible. Las WMISH presentaron diferentes patrones de
expresion dependiendo de la via analizada, sugiriendo diversificacion de sus funciones.
Llamativamente, también se detectd la expresién de estos marcadores en células
periféricas como células vglut+ asociadas al primordio sexual en desarrollo, y expresién de
chat y tph en células asociadas al poro genital, lo que sugiere funciones de estos sistemas
de comunicaciéon en drganos utilizados en la reproducciéon. En conjunto estos datos
evidencian el amplio uso de estas vias de neurotransmision clasica en el SN del adulto, y
sugieren otros roles, en el desarrollo y/o regulacion de los érganos asociados a la
reproduccion.

Por otro lado, indagamos en los sistemas de sefalizacidn neuropeptidérgicos. Los
genes que se encuentran implicados comunmente en el procesamiento de neuropéptidos
son expresados en los tres estadios principales del ciclo de vida de H. microstoma, poniendo
en evidencia laimportancia de los sistemas peptidérgicos en el ciclo de vida de los cestodos.
Como marcador general de estos sistemas se utilizé a pc2. Las WMISH de pc2 aqui realizadas
muestran a este gen como el que mejor recapitula todos los componentes descriptos del
SNC de cestodos adultos. En forma similar, esta proteina también es un marcador general
del SNC en la planaria Dugesia japonica [187], pero aqui es la primera vez que pc2 es




utilizado como marcador general del sistema nervioso en cestodos. Detectamos la
expresion de este gen en cisticercoides activados lo que demuestra la expresion temprana
de estos sistemas de comunicacidon peptidérgica en el desarrollo del adulto. A su vez,
detectamos células pc2+ en otras regiones del adulto, como células individuales del cuello
(a las que llamamos células enddcrinas unicelulares) y en los érganos reproductores
masculinos (fuerte expresién en la vesicula seminal externa) y femenino (dos o tres células
cercanas a la glandula vitelina y al ovario), sugiriendo que los sistemas neuropeptidérgicos
tienen otros roles por fuera del SNC en este estadio. La expresidon de pc2 en érganos
sexuales no es algo exclusivo de cestodos, en la planaria S. mediterranea se ha descripto la
expresion de esta enzima en drgano copulador y testes, junto a deficiencias en la
produccién de espermatozoides cuando la expresion de pc2 es depletada [67]. La
importancia de los sistemas peptidérgicos en drganos sexuales no es restringida a
platelmintos ya que también se encuentra expresion de pc2 en goénadas de otros
lofotrocozoos [311] y también de vertebrados [312—314]. Luego de la deteccién de pc2 por
WMISH como marcador general de estos sistemas neuropeptidérgicos, analizamos a varios
genes de neuropéptidos mediante esta técnica en adultos de H. microstoma con el fin de
caracterizar su expresion en este estadio.

Detectamos por WMISH los patrones de expresién de 12 npps en adultos,
encontrando diferentes patrones de expresién. En otros platelmintos parasitos como
Schistosoma mansoni se han observado patrones muy diferentes de sefial para
neuropéptidos en su estadio adulto por medio de inmunodetecciéon. Los patrones
observados en S. mansoni van desde la expresion por parte de Unicamente dos neuronas
cerebrales para Npp-1, la expresién especifica en el SN periférico por parte de Npp-5
inervando a la musculatura, o la expresién extendida en SNC y SN periférico por parte de
un homodlogo de NPF [77]. Todos los npps que detectamos por WMISH y que se habian
encontrado previamente in silico, mostraron su expresion en el SNC de los adultos, como
se esquematiza en la Figura 4.12. Un aspecto novedoso es que evidenciamos por primera
vez diferencias de expresidn génica en el SNC dorsal y ventral en cestodos, demostrando
complejidad y heterogeneidad en términos de expresién génica, y evidenciando que los
cordones nerviosos no son idénticos. A continuacion, pasamos a discutir los resultados
obtenidos para cada uno de los genes de npp.

El gen de npp-2 es expresado ampliamente en el SN del adulto, en los ganglios
cerebrales, la comisura cerebral transversal, el ganglio rostelar, los cordones nerviosos
laterales, los cordones nerviosos mediales dorsales y ventrales, y en las fibras nerviosas
transversales dorsales. Es llamativo que el patron observado para este neuropéptido en
adultos de H. microstoma, difiere fuertemente al observado para su ortélogo en
protoescodlices de E. multilocularis, en donde su expresion estaba localizada en células del




anillo nervioso de las ventosas, y en una célula en cada comisura que une los ganglios
rostrales del escdlex, sin expresion en los cordones nerviosos laterales [79]. Esto puede
deberse a que la comparacion de estos patrones de sefial no estad dada entre exactamente
los mismos estadios del ciclo de vida. El estadio homdlogo de los protoescdlices de E.
multilocularis, serian los cisticercoides activados de H. microstoma, en los que no se realizé
WMISH en este trabajo para este gen. Seria muy interesante determinar si se repite el
mismo patron de expresion en cisticercoides o si cambia en el desarrollo, sugiriendo un
cambio en la funcidn de estos sistemas entre estas etapas. Otro punto de interés de este
npp, es que muestra una expresidn desigual en el sistema nervioso en el eje dorso-ventral,
expresandose en las células de las fibras nerviosas transversales dorsales, pero no en las
ventrales, mostrando una asimetria en el uso de este sistema de comunicacion en el adulto,
y a modo mas general, en el SNC de este estadio.

El gen de npp-6 (homdlogo de miomodulina de otros animales bilaterales), es uno
de los genes mas interesantes para el estudio en adultos, por su diferencia de expresién con
cisticercoides y oncdsferas, siendo especialmente expresado (Fold change > 10) en adultos.
Para este neuropéptido se detectaron 4 receptores putativos, 2 de ellos expresados en
adultos, los cuales, a diferencia de lo que se observa para el npp, tienen valores de expresion
similares en los tres estadios. Las WMISH del npp-6 muestran una amplia expresién de este
neuropéptido en el SN del adulto, en donde se destacan las que aqui lamamos neuronas
medulares gigantes en el cuello y en segmentos tempranos. Estas células podrian coincidir,
teniendo en cuenta su localizacién, con las células enddcrinas unicelulares detectadas por
WMIISH para pc2, a pesar de que su morfologia no es idéntica al analizar la expresién de
estos genes (es importante tener en cuenta que la distribuciéon de los ARNm no tiene por
qgué ser idéntica entre los diferentes genes, y no todos estardn necesariamente presentes
en las prolongaciones celulares). Simultdneamente, también detectamos sefal en células
gue se encuentran cercanas al primordio sexual en desarrollo, con un patrén similar al
detectado para el marcador de las vias glutamatérgicas vglut. Previamente se han descripto
asociaciones de este neuropéptido en la reproducciéon en moluscos, siendo expresado
fuertemente en Haliotis asinina justo antes de la liberacidn de gametos, tanto en hembras
como machos [315], y en neuronas de Lymnaea stagnalis que inervan al pene. Este
neuropéptido es un buen candidato para realizar estudios funcionales en cultivo de
cisticercoides activados, y observar si se promueve con su adicién el desarrollo de los
drganos reproductivos. Ademas, seria interesante observar efectos en la proliferacion
celular y desarrollo del cuello en estos estadios. Por otro lado, este es otro de los
neuropéptidos con diferencias de expresidén en el eje dorso-ventral, con expresion en las
células asociadas a las fibras nerviosas transversales dorsales, pero no en las ventrales,
como menciono en el parrafo anterior para npp-2.




El gen de npp-15.2 fue considerado como un buen candidato para tener un rol
especifico en el adulto, como por ejemplo en la reproduccion, en base a que su expresién
es casi exclusiva en este estadio. La expresidon detectada por WMISH para este gen se
restringe a Unicamente los cordones nerviosos laterales, sin sefial asociada a los érganos
reproductivos. Sin embargo, no se descarta que este neuropéptido tenga un rol en la
reproduccidn, ya que lo que observamos mediante esta técnica son los cuerpos neuronales
y el comienzo de las prolongaciones celulares, pero no los drganos asociados a las
terminaciones de las mismas.

Los neuropéptidos homadlogos a NPF/NPY de otros animales bilaterales presentan 6
paralogos en H. microstoma, con diferentes valores de expresion entre estadios. Todos ellos
parecen ser expresados en adultos, aunque se destaca la alta expresién de npp-20.1 con
respecto a los otros estadios. Se realiz6 WMISH para dos de estos genes (npp-20.1 y npp-
20.4), encontrando para ambos la expresidn en unas pocas células del escélex y en los
cordones nerviosos laterales. Por otro lado, se destaca que se detectd la expresién de npp-
20.4 en el conducto femenino en desarrollo, lo que sugiere un rol de este neuropéptido en
estos tejidos. Previamente se ha reportado inmunorreactividad de NPF en proyecciones
hacia la musculatura de los conductos del sistema reproductor de cestodos [316], lo que
correlaciona muy bien con esta sefial particular encontrada para npp-20.4, de todas formas,
la sefial aqui encontrada también se podria asociar al desarrollo de estos drganos
reproductivos. De los 5 receptores putativos para estos neuropéptidos, dos parecen
expresarse claramente en adultos, para los cuales seria interesante conocer su expresion
mediante WMISH, ya que se ha reportado que estos neuropéptidos pueden influenciar en
la proliferacion celular de planarias [317,318], y se ha encontrado que son importantes en
la regulacion de células madre de insectos [319], como asi también de mamiferos [320,321].

Un caso llamativo es el de npp-29.1y npp-29.2, estos genes pardlogos codifican para
un propéptido que al madurar generard a un péptido pequefio con la misma secuencia,
MIYW. Sus niveles de expresidn muestran diferencias entre si en los datos de RNAseq, con
dos detalles interesantes: ambos genes se expresan en adultos (pero menos que en
oncosferas y con baja o nula expresidon en cisticercoides) y en los tres estadios el npp-29.2
se expresa entre 4 y 6 veces mas que el npp-29.1. Por otro lado, los patrones observados
por WMISH en adultos, para estos dos genes, muestran ser similares entre si, marcando a
todos los grandes conjuntos de fibras longitudinales y transversales presentes en esta etapa
del ciclo de vida, aunque con una mayor cantidad de células detectadas para npp-29.2 que
para npp-29.1. Esta diferencia, se correlaciona muy bien con los valores de TPMs
comentados previamente para estos dos genes en adultos. También se destaca que
encontramos una expresién asimétrica en los LNC para npp-29.1 mostrando expresion en
los cordones nerviosos ventrales, pero no en los dorsales, en cambio npp-29.2 parece tener




también mayor expresion en los cordones laterales ventrales, aunque no exclusivamente,
de todas formas, se necesitarian mas experimentos para confirmar esto ultimo.

El npp-33 (homdlogo de SIFamida de otros animales bilaterales) es el unico
neuropéptido de este trabajo para el cual obtuvimos patrones de WMISH para el
neuropéptido y su posible GPCR asociado (sifamida-R), identificado previamente por
analisis filogenéticos [79]. Se destaca la expresién para ambos genes en los cordones
nerviosos laterales. Para el sifamida-R detectamos a su vez, un grupo de células ordenadas
en bandas segmentarias transversales que no fueron detectadas para las WMISH de npp-
33, esto no es sorpresivo, ya que como se menciona previamente esta técnica marca los
cuerpos celulares, pero no es adecuada para marcar las prolongaciones celulares en su
totalidad, por lo que esta separacidn espacial de células positivas para neuropéptido y
receptor no es extraordinaria. El sifamida-R parece expresarse en el musculo del adulto,
esto lo inferimos comparando con WMISH de genes de tropomiosina realizados en nuestro
grupo de investigacién (no se muestran), aunque se necesitarian WMISH con ambos genes
para comprobar esta conjetura. Sin embargo, los resultados obtenidos para este gen en el
aumento de la motilidad de tetratiridios, que se discutiran mas adelante, son otro punto a
favor de un rol en la regulacién de la musculatura de este neuropéptido. En otros grupos de
animales, este gen tiene roles muy variados, promoviendo el suefio en D. melanogaster [84]
y su comportamiento sexual [322], y en cangrejos modulando la actividad cardiaca [323].

El gen de npp-38 es expresado Unicamente en adultos, con un TPM relativamente
bajo (4,32). Este gen fue seleccionado para su analisis para evidenciar mediante WMISH si
tenia expresion en el sistema reproductor, lo cual era una posibilidad por su ausencia de
expresion en los otros estadios del ciclo de vida. Aunque su deteccion solo fue localizada en
los cordones nerviosos laterales, de todas formas, las prolongaciones de estas células que
expresan a este péptido podrian inervar a los organos reproductores, o estimular su
formacién.

El gen de npp-41 (homodlogo de CCAP de otros animales bilaterales) se expresa no
sélo en el SN sino también en células individuales del cuello, que aqui llamamos CEU, ya que
probablemente coinciden con las glandulas unicelulares descritas por Specian en esta
region [37]. Se ha identificado que los sistemas neuropeptidérgicos estan implicados en la
regulacién de las transiciones del ciclo de vida de diferentes animales [324], y CCAP en
particular es uno de los “genes de ecdisis”, se ha evidenciado que estos genes son altamente
expresados en momentos clave la vida de los animales en donde los mismos sufren los
cambios morfoldgicos mas grandes, tanto en protostomados como deuterostomados, en la
metamorfosis en los animales que presentan desarrollo indirecto y la eclosién en los de
desarrollo directo [62]. Teniendo esto Ultimo en cuenta, la expresidn de este gen en la zona




del cuello en las CEU podria estar relacionada al desarrollo de la estructura del cuello y la
formacién de segmentos, lo cual es la principal diferencia morfoldgica entre los
cisticercoides activados y los adultos. Por otro lado, detectamos células npp-41+ con
proyecciones hacia la superficie del cuerpo, lo que sugeriria un rol sensorial de estas células.
Células peptidérgicas con caracteristicas similares fueron descriptas mediante estudios de
inmunocitoquimica en el cestodo Diphyllobothrium dendriticum [325].

El producto del gen npp-49.1 fue detectado mediante los analisis peptidémicos
discutidos previamente. Realizamos WMISH de este gen y sus 3 pardlogos en adultos de H.
microstoma. Los genes npp-49.1 y npp-49.3 tienen patrones de expresion en las WMISH
muy particulares, los cuales parecerian no pertenecer al SN del adulto. Las células positivas
para npp-49.1 (el segundo gen npp mas expresado en adulto), rodean al parénquima
medular, un patrén similar al de las células musculares de la capa muscular longitudinal
interna, y tienen una morfologia alargada compatible con células neuronales o musculares.
Experimentos de co-tincidon de este npp-49.1 con un marcador de células proliferantes
como EdU (ya que las células proliferantes también se encuentran en esta region [14]), o
con una doble in situ con un marcador de células musculares como tropomiosina
permitirian obtener resultados interesantes para continuar con la caracterizacién de la
expresion de este neuropéptido y sus posibles funciones. Por otro lado, npp-49.3 (el npp
con mayor nivel de expresidén en adulto), presenta expresién en células cuya identidad no
es evidente, de morfologia redondeada con una regién central sin sefial para la WMISH, que
no corresponde a la regiéon del nicleo, las cuales podrian ser células secretoras. No se logré
detectar mediante WMISH a los otros dos genes paralogos, npp-49.2 y npp-49.4, quizas
debido a que estos genes son de expresion mucho mas baja en adultos que npp-49.1 y npp-
49.3.

Oncdsferas

Segun los datos transcriptémicos obtenidos en este trabajo, parece bastante claro
que las oncésferas utilizan para su comunicacidn nerviosa a las vias glutamatérgicas,
purinérgicas y peptidérgicas, dada la alta expresién de componentes moleculares en todos
los pasos de comunicacién aqui estudiados para estas vias. La via de serotonina parece no
tener expresion de ninguno de sus componentes en este estadio, a excepcién de L-AADC,
aunque este gen tiene diversas funciones celulares y no sélo la sintesis de serotonina,
(encontrandose incluso expresién de esta enzima en tejidos no neurales) [326], por lo que
su expresion podria estar asociada a otros procesos. Sin embargo, al analizar a la expresién
de los componentes moleculares de la via de acetilcolina en oncésferas los resultados son
mas llamativos, para esta via de neurotransmisién clasica las proteinas encargadas de la




sintesis y transporte vesicular practicamente no son expresados en oncodsferas, sin
embargo, detectamos la expresidon de tres posibles receptores de acetilcolina, dos de tipo
LGIC y un GPCR. La presencia de estos receptores en oncésferas puede estar dada por
diferentes motivos, uno de ellos es que los mismos sean utilizados durante el desarrollo de
las oncdsferas dentro de los adultos (estadio en el cual si estdn presentes todos los
componentes moleculares de esta via), otra opcién, no excluyente con la anterior, es que
estos receptores se utilicen como sensores en la infeccion al hospedero intermediario, en
donde podrian detectar la presencia de este neurotransmisor al momento de la infeccion y
de esta forma avanzar en su desarrollo. Una aproximacidn sencilla para evidenciar la
expresion de estos genes en oncdsferas en desarrollo y en oncdésferas completamente
desarrolladas seria tomar oncésferas de segmentos gravidos con diferentes estadios de
desarrollo y comparar los niveles de expresion de estos receptores mediante PCR
semicuantitativa o qPCR. Complementariamente, WMISH de estos receptores podrian
sugerir sus posibles roles dependiendo del estadio de las oncdsferas y de las células en
donde se expresen.

Mediante los andlisis de WMISH en las oncdsferas en desarrollo presentes in utero
en los adultos, no se detectd sefial de chat ni de tph, los marcadores utilizados para las vias
de acetilcolina y serotonina respectivamente, lo que era previsible por los datos de
expresion génica. Por otro lado, a pesar de encontrar un nivel de expresion relativamente
alto en los datos transcriptémicos en oncdsferas para vglut (marcador seleccionado para la
via glutamatérgica), no se detectd sefal de este gen mediante WMISH. El caso de vglut
también fue observado en otros genes, que presentaban expresidn relativamente alta en
este estadio, pero que no se logré detectar su expresién por medio de WMISH, como los
neuropéptidos: npp-20.3.1, npp-29.1, npp-29.2, npp-33, npp-34, npp-41 y npp-49.3. La
ausencia de sefial detectable por WMISH puede deberse a diferentes factores, uno de ellos
es que las oncdsferas comiencen a expresar este gen en una etapa tardia del desarrollo, en
la cual las diferentes envolturas que las recubren hayan madurado lo suficiente como para
no permitir la entrada de las sondas de ARN marcadas con digoxigenina utilizadas en esta
técnica, haciendo imposible su deteccion. Para corroborar si este es el caso, se podrian
realizar para estos genes RT-PCR semicuantitativas o qPCRs, con oncdsferas en diferente
estado de desarrollo lo que permitiria conocer si existen diferencias de expresién a lo largo
de su maduracion. Otra alternativa complementaria, seria realizar inmunodetecciones o
hibridaciones in situ para de estos genes en criocortes de oncdsferas o en oncésferas
activadas, aunque para el caso de lasinmunodetecciones se necesitaria generar anticuerpos
especificos (como el generado en este trabajo para Npp-46). Un inconveniente es que para
realizar WMISH en oncésferas activadas, se necesitaria una gran cantidad de material de
partida, ya que esta técnica consiste de muchos cambios de diferentes soluciones, con lo




gue inevitablemente se perdera gran parte de la muestra a lo largo del protocolo debido al
pequeiio tamafo de estas larvas.

En cuanto a los genes de npps detectados en oncdsferas mediante los datos
transcriptdmicos aqui obtenidos, se destaca la cantidad de estos que son expresado en los
huevos (27/43; algunos de ellos con valores de TPM considerablemente altos), junto con
una gran cantidad de los identificados como receptores putativos de neuropéptidos
(12/27). Esto es muy sorprendente, sobre todo por la pequefia cantidad de células que tiene
este estadio y mas aun por la poca cantidad de células nerviosas descriptas en el mismo.
Por otro lado, es esperable que, dado el bajo nimero de células en la oncésfera, si alguna
célula expresa algin gen de npp, esto se vea reflejado en un valor alto de TPM para este
estadio. Ademas, en el caso de los neuropéptidos se trata de genes que generalmente son
de alta expresion génica [284—-286], lo que se refleja en los valores altos de TPM aqui
encontrados. Es importante tener en cuenta que cuando recolectamos a las oncdsferas para
las extracciones de ARN, tomamos oncdsferas en estadios finales del desarrollo, pero no
necesariamente todas estaban completamente desarrolladas. Por lo tanto, tal vez algunos
de los genes de npp soélo se expresen durante las ultimas etapas de maduracién de las
mismas y no en el estadio infectivo final. En este sentido, la forma de indagar esta
posibilidad, es tomar Unicamente oncdsferas completamente desarrolladas, y a partir de
éstas analizar su expresion génica, por ejemplo, tomando las oncdsferas a analizar a partir
de las heces de los ratones, lo que daria una complicacion extra al hecho de que de por si
es dificil obtener buenas extracciones de ARN de este estadio, el cual fue el que presentd
mas dificultades para ser utilizado durante el desarrollo de este trabajo.

El descubrimiento de la expresion del gen npp-46, que parece ser especifica en el
estadio de oncédsfera es sumamente interesante. Si bien observamos evidencia de
expresion de este gen en el estadio adulto por transcriptémica, los valores de expresion son
relativamente bajos, y a su vez no detectamos sefial por WMISH en este estadio. En los
estudios peptidémicos, este gen fue detectado Unicamente en las muestras de adulto que
poseian segmentos gravidos, y no en las otras muestras que carecian de los mismos. Las
células que expresan a npp-46 detectadas por WMISH en la oncdsfera tienen
prolongaciones que finalizan en una zona cercana a la de los ganchos, lo que podria sugerir
un rol de este neuropéptido en la regulacién del movimiento de los mismos, si bien en los
ensayos de motilidad no detectamos alteraciones del movimiento ciclico al agregar este
neuropéptido en el medio, como sera discutido mas adelante. La sefal obtenida para npp-
46 por WMISH se co-localiza con la sefal obtenida con el anticuerpo FMRF-amida. El
anticuerpo FMRF-amida detecta al motivo comun de neuropéptidos RFamida, que por
medio de los estudios in silico en H. microstoma fue predicho para los genes npp-4 y los seis
paralogos npp-20. Entre estos genes, se destaca la alta expresion del npp-20.3.1 en




oncosferas, con el cual se realizaron WMISH, pero sin detectar sefial en las oncésferas en
desarrollo ni en adulto. El anticuerpo anti-Npp-46 obtenido para este trabajo mediante el
proveedor comercial Genescript, tiene una sefial muy caracteristica en las oncésferas
activadas con proyecciones en forma de “M”. Un experimento complementario que
claramente seria bueno realizar, ya que contamos con este anticuerpo, es el de co-
localizacion de la sefial del anticuerpo generado con la WMISH de este gen. Por otro lado,
realizamos una busqueda del ortélogo de npp-46 de E. multilocularis para el que existen
datos transcriptéomicos disponibles del estadio de oncdsfera, y encontramos que en esta
especie este gen también es expresado fuertemente en la oncdsfera [327]. Realizamos la
misma busqueda en los datos transcriptémicos disponibles de oncdsferas de E. granulosus
[217], aunque en este caso no fue posible comprobar la expresién de este neuropéptido en
este estadio, ya que en los datos transcriptémicos de este trabajo el gen de npp-46 no se
encuentra entre los genes predichos para las tablas de expresién génica disponibles. Una
aproximacion interesante seria utilizar el anticuerpo desarrollado para Npp-46 de H.
microstoma de este trabajo contra oncésferas de otros cestodos, como los del género
Echinococcus spp., de forma de confirmar la expresién de este neuropéptido en oncdsferas
como una caracteristica general en los cestodos.

El gen de npp-2 fue el Unico detectado tanto en oncdsferas como en adultos por
WMISH. En oncdsferas el patron de expresion se ve claramente alrededor de dos nucleos
muy préximos, los cuales interpretamos que pertenecen la célula tegumental binucleada
de la oncdsfera [30]. En H. diminuta fue reportado mediante MET que esta célula posee un
reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi bien desarrollados, junto a una gran
cantidad de vesiculas de nucleo denso [328], lo que apoya la hipdtesis de que esta célula
tenga caracteristicas peptidérgicas y sean las que detectamos mediante las WMISH en este
trabajo. Una de las formas de evidenciar que la sefial de npp-2 pertenece a esta célula
binucleada seria mediante el co-marcado por WMISH junto al marcado del tegumento de
estas larvas, ya que seria la Unica célula que forma este tegumento, y esta estructura puede
ser marcada especificamente. Una forma de marcar especificamente al tegumento de
platelmintos parasitos es mediante shock osmético con dextrano [329], técnica que
también se ha realizado en nuestro laboratorio para adultos de H. microstoma [330], y para
oncésferas activadas (datos no publicados). Sin embargo, este método no es facilmente
aplicable para oncdsferas en desarrollo in dtero, por complicaciones metodoldgicas de
aislamiento y de las membranas en formacién de los huevos en desarrollo. Teniendo estas
consideraciones, probablemente se deberia recurrir a la visualizacién por microscopia
electrdénica para corroborar la identidad de esta célula binucleada como la que expresa npp-
2 en oncosferas. La funcion de este neuropéptido no parece ser clara, aunque es interesante
notar que estaria por fuera de lo que se considera células nerviosas de este estadio,




sugiriendo un rol no nervioso, a diferencia de lo que sucede en adulto, en donde es
fuertemente expresado en SNC.

En resumen, se detectaron al menos dos tipos de células neuropeptidérgicas
diferentes en oncdsferas, que corresponden a las que mostraron sefial de WMISH para npp-
2 por un lado y para npp-46 por otro (que a su vez coincide con la sefial detectada para pc2),
lo cual es singular para un estadio larval tan reducido. En este estadio larval las vias de
comunicacion nerviosa que detectamos pueden tener diferentes roles. Las oncdsferas
producen movimientos ciclicos coordinados al activarse, para los que se ha postulado la
necesidad de una regulacién nerviosa desde que se describido la primera evidencia
ultraestructural de células nerviosas en este estadio de Hymenolepis spp. [29]. Las vias de
comunicacion detectadas por diferentes métodos en la oncésfera podrian estar activando
a estos movimientos y/o regulando su frecuencia.

Cisticercoides

En cisticercoides, al menos 24 de los 43 genes de neuropéptidos analizados
muestran expresidn segun nuestros datos transcriptémicos. La gran mayoria de los
neuropéptidos expresados en cisticercoides, también se expresan en alguno de los otros
estadios, a excepcion del gen npp-44.2 (el cual, de todas formas, presenta una expresion
moderada en este estadio (8,32 TPM)). Es posible que la expresion observada de muchos
de estos genes esté siendo detectada por su expresion en la pequeiia porcidn del escélex
enquistado de esta larva, el cual posteriormente dara origen al adulto. De los receptores
putativos de neuropéptidos, sélo cuatro se expresan claramente (TPM>2) en esta etapa del
ciclo de vida. En el estadio enquistado es practicamente imposible realizar WMISH para la
deteccién de expresidon de diferentes genes, por lo que para estudiar estos sistemas de
comunicacidon en trabajos futuros se deberia trabajar sobre etapas tempranas de la
metamorfosis larval oncdsfera-cisticercoide, o en cisticercoides activados representantes
de la transicidn cisticercoide-adulto, en los que en este trabajo se detectd la expresion de
pc2, lo que evidenciaria el uso de los sistemas peptidérgicos en esta transicién del ciclo de
vida de forma temprana. Otra alternativa es la realizar inmunodetecciones o WMISH en
criocortes de cisticercoides para la deteccién de la expresion de estos sistemas.

Comparacion de los patrones de expresion de pc2 y de genes de npp

Si PC2 estd implicada en el procesamiento de todos los neuropéptidos, se esperaria
gue la sefial obtenida para este gen por WMISH ocurriese en un patréon que se solape con
los patrones de expresion de todos los neuropéptidos. Esta correspondencia se cumple para
gran parte de los neuropéptidos analizados, pero no para todos. Como se puede observar




en la seccion de Resultados npp-20-4, npp-41, npp-49.1 y npp-49.3 de adultos y npp-2 de
oncoésferas muestran patrones de expresidon que no se corresponden completamente con
los detectados por WMISH para pc2. El gen de npp-20.4 fue detectado por WMISH en el
conducto femenino en desarrollo, algo que no fue observado para pc2. Las WMISH de npp-
41 muestran sefial por fuera de las estructuras principales del SNC, localizandose sefial de
WMISH en células que por morfologia y ubicacion podrian ser células sensoriales periféricas
con proyecciones sobre la superficie corporal. En el caso de npp-49.1, este gen mostrd un
patron de expresién que parece ser muscular y npp-49.3 tiene una expresion en células
redondeadas que podria tratarse de células secretoras. Finalmente, npp-2 en oncdsferas
mostré expresion en lo que posiblemente sea la célula binucleada tegumental de este
estadio. En ninguno de estos tipos celulares fue identificada la expresion de pc2 mediante
WMIISH. Estas diferencias de expresidn entre pc2 y estos npp tienen varias explicaciones
posibles, por ejemplo, podrian estar dados por un nivel bajo de expresién de esta
prohormona convertasa no detectable por WMISH. Otra explicacion es que estos npps, en
estas células, no estén siendo procesados por clivaje en los sitios de clivaje conservados,
aunque esto no parece tan probable, porque los analisis peptiddmicos reflejan la deteccion
de neuropéptidos maduros (npp-6, npp-49-1) y las zonas flanqueantes (npp-41, npp-49.1)
limitadas por estos sitios dibasicos conservados para el corte enzimatico. Alternativamente,
estos npps podrian no estar siendo procesados por PC2 sino por otras prohormonas
convertasas presentes en el genoma de H. microstoma, o por otras proteasas no
relacionadas, que estén realizando los clivajes necesarios para la maduracidon de los
neuropéptidos en estas células [331]. Para comprobar esta hipdtesis se podrian realizar
WMIISH para las otras prohormonas convertasas detectadas y observar cuidadosamente sus
patrones de expresién en busqueda de correlacién de seiial con la sefial detectada para
estos neuropéptidos. En nuestros analisis filogenéticos del Capitulo 1 de resultados,
encontramos otras tres prohormonas convertasas en el genoma de H. microstoma, dos de
ellas en un grupo que parece especifico de platelmintos sin una clara correlacién a las
presentes en otros bilaterales (HmN_000991500.1 y HmN_000991600.1) y otra mas
relacionada a las Furinas (HmN_000029900.1). Se ha reportado que otras enzimas pueden
ser las responsables del procesamiento proteolitico de neuropéptidos, como el caso de la
Catepsina L que se ha demostrado es importante en el procesamiento de NPY en ratones
[42,332], neuropéptidos de la misma familia que npp-20.4. Esto ultimo podria explicar la
falta de sefal para pc2 en los ductos femeninos en desarrollo, si es que el procesamiento
de este neuropéptido esta siendo dado por esta otra proteina. Se ha reportado por datos
transcriptomicos de célula uUnica (single cell) que en platelmintos parasitos se pueden
encontrar diferentes poblaciones neuronales con o sin expresidén de pc2, en particular para
el primer estadio en mamiferos de S. mansoni en donde se describieron cuatro grandes
poblaciones neuronales, una de ellas sin la expresion de este gen en particular [333]. Esto




en conjunto da cuenta de la complejidad de estos sistemas de comunicacidn peptidérgicos,
gue ademas de tener varios pasos para su maduracién utilizan diferentes enzimas en sus
vias de sintesis. Por otro lado, deja claro que pc2 es un muy buen marcador general del
sistema nervioso en estos organismos, pero que no marcaria a todas las células
peptidérgicas.

Los neuropéptidos analizados en este trabajo por WMISH en adultos no mostraron
expresion en la vesicula seminal externa ni en células asociadas a la glandula vitelina o el
ovario, por lo que, si la expresion de pc2 en estas regiones se debe a la comunicacién
neuropeptidérgica, pareceria no estar dada por medio de los genes analizados. Sin
embargo, se detecté la expresién de npp-20.4 en el conducto femenino en desarrollo, lo
que sugiere que este neuropéptido podria tener alguna implicancia en esta parte del
sistema reproductor. Si la seial de la vesicula seminal externa de pc2 se relaciona al
procesamiento de algun péptido, podria tratarse de péptidos liberados junto con los
espermatozoides que interactuardn luego del evento copulatorio con receptores de los
drganos femeninos para generar una respuesta celular relacionada a la fecundacion. Uno
de los ejemplos mas claros de este tipo de interacciones es el péptido sexual de D.
melanogaster, el cual causa que las hembras que son fecundadas cambien su
comportamiento, buscando aparearse menos y depositando mas cantidad de huevos por
algunos dias [334]. El cambio de comportamiento en cestodos seria algo mas dificil de
estandarizar para medir en detalle; siendo mas factible estudiar la influencia de estos
neuropéptidos sobre la producciéon y desarrollo de los ovocitos. Otra posibilidad, no
excluyente con la anterior, es que los neuropéptidos estén siendo liberados en la VSE para
generar efectos locales en este 6rgano. En el trematodo S. mansoni se ha encontrado
actividad in situ de PKA en la vesicula seminal de los adultos [335] lo cual podria ser un
efecto resultante de la interaccion de neuropéptidos con sus GPCRs. Se requiere de la
caracterizacion de mas neuropéptidos y receptores para acercarnos a las respuestas de
estas preguntas que surgen. Otro tipo de estrategia seria mediante silenciamiento génico,
por ejemplo, mediante RNAi de PC2 en cabezas sin segmentos o cisticercoides activados,
en medios que permitan la generacién de segmentos in vitro, para observar diferentes
alteraciones que pudiera producir la falta de esta prohormona convertasa, lo cual seria un
efecto a nivel mas general de la produccion de neuropéptidos.

La busqueda de aquellos neuropéptidos que tengan un rol en la reproducciéon se
puede basar en los genes de npp que, como npp-6, npp-15.2 y npp-38, sean expresados
especialmente en adultos, con expresion baja o nula en los otros estadios. Los
neuropéptidos que cumplen estas caracteristicas de expresién en adulto y que no fueron
estudiados en detalle en este trabajo son: npp-4, npp-27.1, npp-31/32.1, npp-31/32.3 y npp-
44.1). Buscamos a estos genes en datos transcriptédmicos generados para las diferentes




regiones del adulto (anterior, medio vy final) [219], por lo que si un neuropéptido tiene una
estricta funcidn en los érganos reproductores se esperaria ver su expresion en las regiones
media y final pero no en la regién anterior (escdlex, cuello y segmentos iniciales de la
estrébila). Sin embargo, ninguno de estos genes mostréd una expresion mas alta en las
regiones media y final del adulto en comparacién a la region anterior [219], lo cual podria
estar dado por otras funciones ademdas de su rol en el sistema reproductor, o que
sencillamente no estén implicados en estos sistemas. De todas formas, seria muy
interesante realizar WMISH para estos genes mencionados. Algo que se podria realizar de
forma adicional, seria microdiseccion por laser de la vesicula seminal externa de los adultos
para posteriormente analizar cuales son especificamente los genes que se expresan en esta
region mediante RT-PCR semicuantitativa o qPCR.

En suma, identificamos la presencia de varias vias de neurotransmisién, tanto clasica
como peptidérgica, en las diferentes etapas del ciclo de vida de H. microstoma. La
investigacion que realizamos llevd a su vez al descubrimiento de que una gran cantidad de
vias de neurotransmision cldsicas fueron perdidas en la evolucidon de parasitos cestodos.
Identificamos patrones de expresion para genes marcadores de las vias de
neurotransmision cldsica y de diferentes neuropéptidos mediante WMISH. Se destaca la
expresion de dos de estos neuropéptidos en oncdsferas, con uno de ellos especifico de este
enigmatico estadio, Npp-46, el cual fue confirmado a su vez por los estudios de peptiddmica
aqui realizados. Claramente para seguir avanzando en la caracterizacidén de estos sistemas
se necesita conocer con detalle a sus receptores. Como se puede apreciar en las tablas de
resultados de los GPCRs de neuropéptidos, de 11 receptores no es posible hipotetizar la
identidad de su(s) ligando(s), y de los otros 16 GPCRs, estos son inferidos por correlacién
evolutiva por tener ortdlogos en otros animales bilaterales, lo cual tiene limitaciones. Para
poder entender mejor a estos sistemas de comunicacion se necesita “desorfarnizar’ a estos
receptores con este propdsito, se han utilizado diversos sistemas de expresién heterdloga
de GPCRs junto a reporteros, como luciferasa [336,337], para evidenciar a los ligandos
correspondientes a estos receptores. Mas recientemente se han implementado sistemas
disefiados para andlisis a gran escala como el de doble hibrido de levadura de MALAR (por
su nombre en inglés, Membrane-Anchored Ligand And Receptor), siendo utilizado con este
propésito para S. mansoni [338] y que también se podria aplicar para los GPCRs y
neuropéptidos de H. microstoma y otros cestodos.

- Cultivo in vitro de adultos y cisticercoides

Para poder estudiar mejor la biologia de los cestodos se han desarrollado diferentes
metodologias de cultivo in vitro, con el incitante desafio de que los gusanos maduren y




continten con su ciclo de vida en condiciones mas simples a las que se encuentran en su
hospedador natural. Las metodologias de cultivo in vitro eficientes para la maduracién de
los cestodos pueden demorar afios en ser establecidas y muchas veces requieren de
pequefios detalles clave para su eficacia, mas alla de las condiciones basicas que pueden
utilizarse en un cultivo celular estandar, dificiles de inferir a priori [339]. Ejemplos de esto
son la necesidad de un medio bifdsico para el desarrollo de cultivos de E. granulosus para
gue estos maduren hacia adultos, lo cual se cree es en parte por la necesidad de la sujecion
al sustrato [305,340] o el cultivo de adultos de Schistocephalus solidus en donde se encontrd
gue es necesario un soporte fisico similar a un intestino para que se dé la fecundacion in
vitroy se produzcan embriones viables [341]. En este trabajo estandarizamos metodologias
de cultivo, a corto y largo plazo, para adultos y cisticercoides de H. microstoma. El cultivo
de adultos fue optimizado correctamente, y en estos cultivos, bajo las condiciones
utilizadas, logramos detectar diferenciacion somatica y gametogénesis. Mas alld de que se
optimizaron estas condiciones de cultivo, existe una gran variabilidad en los resultados de
los cultivos realizados bajo estas condiciones. Esto llevé a que las pruebas funcionales con
drogas y neuropéptidos originalmente planteados para este trabajo no se pudieran realizar,
por la necesidad de gran cantidad de repeticiones para tener resultados robustos. Otro tipo
de experimento adicional que seria interesante explorar seria el cultivo de regiones
anteriores (escdlices y cuello) bajo estas condiciones para evaluar la generacion de nuevos
segmentos in vitro, como se ha desarrollado con eficacia en H. diminuta [11], y los efectos
que pudieran tener los neuropéptidos sobre el proceso de segmentacion.

En cuanto al protocolo de cultivo de cisticercoides, el optimizado por nosotros
permitid que estos crecieran y se mantuvieran vivos hasta por 24 dias. Sin embargo, no
logramos observar que bajo estas condiciones los cisticercoides segmentaran o formaran
drganos reproductores, lo cual esta reportado en la bibliografia previa como algo que es
posible in vitro [24,25]. Estas condiciones de cultivo reportadas como exitosas en la
bibliografia presentan problemas en su replicacién en la actualidad, y no sélo por nuestro
grupo. Por ejemplo, el grupo de Peter Olson probé diferentes medios de cultivo obteniendo
solamente un crecimiento de unas 2,5 veces del tamafio inicial de los cisticercoides
activados, no observando mas crecimiento luego del octavo dia, y sin segmentacion o
desarrollo de 6rganos reproductores [22]. En este sentido parece ser que el medio bifasico
y/o la adicidon de sangre utilizados en nuestros experimentos favorece un poco mas el
crecimiento de los cisticercoides, llegando a crecer hasta mas de 6 veces su tamafo inicial.
Las metodologias de cultivo in vitro utilizadas en la actualidad tienen algunas diferencias
con las descriptas en la bibliografia previa, que reporta la segmentacién y maduracién de
los cisticercoides en gusanos con segmentos desarrollados. Las diferencias entre las
metodologias de cultivo empleadas en este trabajo, por Pouchkina-Stantcheva et al. en 2013
y originalmente por Seidel en 1971 [25] se muestran en la Tabla D.1, en donde se observan




las principales diferencias entre las metodologias. Se destaca el uso de suero de caballo al
20% en Seidel 1971, en lugar del SFB al 30% utilizado en este trabajo y 20% por Olson et al.
en 2013. El uso de sangre humana en lugar de la sangre ovina aqui utilizada, y que no se
menciona la modificacidn de la fase gaseosa en los experimentos de Seidel de 1971. Estos
son algunos factores a tener en cuenta si se quiere mejorar mas el protocolo de cultivo aqui
descripto para cisticercoides. Considero que seria ademas una buena opcién utilizar sangre
de ratones como suplemento, por ser su hospedero final en el ciclo de vida natural.

. Pouchkina- .
Seidel 1971 Stantcheva 2013 Este trabajo
. . , . RPMI (R5886, Sigma-
Medio Triple Eagle's medium CMRL-1066 Aldrich)
Hemina 0,15 uM 1,5 mM 0,15 uM
Suero 30% Suero de Caballo 20% SFB 30 % SFB
0, _ .
Base de Agar Placas de Agar con 5% Sin Base Agar-Base Tnptong
sangre humana con 5% sangre oveja
Temperatura 37°C 39°C 37°C
Sangre 5% - Humana Sin sangre 5%-Ovina
Fase gaseosa Sin mez~cla .de SR 95% N2 y 5% CO2 5% CO2
afadida

Tabla D.1. Caracteristicas de medios utilizados para cultivar cisticercoides activados in
vitro.

- Efecto de drogas y neuropéptidos en el crecimiento y proliferacion de
cisticercoides.

Aunque no logramos obtener cisticercoides de H. microstoma que comenzaran a
formar segmentos, el protocolo aqui optimizado para el cultivo de cisticercoides permitié
el testeo de neuropéptidos y de diferentes drogas para evaluar su efecto sobre el
crecimiento y la proliferacion celular de los cisticercoides. Para el caso de las drogas, sélo
observamos diferencias significativas en la cantidad de células proliferantes detectadas
para el caso de Queleritrina, una droga con un amplio espectro de blancos moleculares
(como se discutird mas en detalle en la préxima seccién), afectando varias proteinas y
procesos celulares, por lo que estos resultados necesitan ser corroborados con otros
inhibidores asociados para confirmar que este efecto estd dado por la inhibicidon de PKC, y




no por interaccion con estos otros componentes. Si bien se trata de experimentos
preliminares, los resultados para Npp-2 y Npp-29 parecen prometedores como
estimuladores del crecimiento y de la proliferacion celular. Los experimentos a largo plazo
son laboriosos y costosos por la cantidad de neuropéptido utilizado en ellos a lo largo de los
dias, por estas razones es alentador que los experimentos a corto plazo también muestran
resultados con la misma tendencia a un aumento de la proliferacién celular detectada en
pocas horas en cultivo. Todos estos resultados deben ser confirmados en experimentos
futuros. Para el caso de Npp-2, estos no serian los primeros resultados que muestran que
este neuropéptido promueve la proliferacidon celular en cestodos, porque ya se ha
evidenciado previamente en E. multilocularis que promueve la proliferacién celular [283].
Por lo tanto, si se confirma que esto también es asi en H. microstoma, estariamos
probablemente frente a un interesante control neuropeptidérgico de la proliferacién
celular como via conservada en parasitos cestodos, o tal vez en platelmintos, ya que npp-2
también fue detectado en el genoma de trematodos y planarias [79]. Los resultados aqui
obtenidos de cultivos a largo plazo muestran diferencias significativas claras en el aumento
del tamafo de los cisticercoides en cultivo y muestran una tendencia al aumento en la
cantidad de células proliferantes detectadas por EAU para Npp-2 y Npp-29, lo que sugeriria
su rol de control neuropeptidérgico de las poblaciones de células madre de H. microstoma.
El rol de los neuropéptidos como factores de importancia en la regulacidn de la proliferacion
celular no seria algo nuevo en animales, ya que se ha descripto por ejemplo que diferentes
neuropéptidos como NPY, Taquicinina, entre otros, son importantes en el nicho de células
madre hematopoyéticas de ratdn [321]. Por otro lado también se ha estudiado el efecto de
neuropéptidos en células madre embrionarias, en donde algunos de estos, como el péptido
vasoactivo intestinal y el polipéptido pituitario activado por adenilato ciclasa son capaces
de inducir la diferenciacidn de estas células madre a neuronas [342]. En platelmintos de
vida libre, se han encontrado evidencias que sugieren un control neural de la proliferacién
de neoblastos. En estudios de MET se observd la cercania de células positivas para
marcadores neurales como RFamida con los neoblastos del platelminto de vida libre
Macrostomum lignano [343]. En otros estudios se ha encontrado que el sistema nervioso
serotoninérgico y peptidérgico estaria relacionado a la regulacién de la reproduccion
asexual de estos animales, un mecanismo reproductivo bastante atipico en el conjunto de
bilaterales, en donde estarian involucradas las vias de sefalizacidon por aminas biogénicas y
neuropéptidos [318,344,345]. Por lo tanto, nuestros datos preliminares, una vez que se
comprueben, mostrarian nueva evidencia de la regulacién nerviosa de las células madre de
cestodos, mediante mecanismos neuropeptidérgicos de comunicacién celular.




- Ensayos funcionales: Estudio del efecto sobre la motilidad de oncosferas.

El estadio de oncésfera es el mads intrigante del ciclo de vida de cestodos, siendo el
estadio infectivo en las especies de cestodos que producen las infecciones mas graves en
humanos pero, por otro lado, es también el estadio del que sabemos menos, por una serie
de dificultades que presenta a la hora de trabajar con el mismo. Uno de los principales
problemas para trabajar con oncésferas, en especies infectivas para humanos, es el de
bioseguridad, por lo que el modelo utilizado en nuestro trabajo, H. microstoma, nos brinda
una gran posibilidad de investigar y conocer mds sobre la biologia de este estadio. Sin
embargo, existen otras dificultades a la hora de trabajar con estas larvas. Estas dificultades
radican en que para su obtencién en grandes cantidades se necesita una minuciosa
diseccidn de segmentos gravidos de gusanos adultos (obtenidos a su vez por la diseccién de
un ratdn infectado) de los que son seleccionados sélo aquellos con oncésferas
completamente desarrolladas. Las oncésferas presentan un tamaiio pequefio (60 um con
cascara y 30 um luego de eclosionar), por lo que para seleccionar adecuadamente a las que
se encuentran en un estado desarrollado terminal se necesita visualizarlas al microscopio
cuidadosamente, para a través de la observacidon de su tamano, forma, sus envolturas y la
disposicion de los ganchos, sean aisladas correctamente mediante pipeteo en las placas.
Otra forma de obtener oncdsferas, es mediante aislamiento de materia fecal de ratones
infectados, mas alld de que logramos optimizar un protocolo para un aislamiento de este
tipo, no se obtienen tanta cantidad de las mismas como por diseccion de los segmentos
gravidos de adultos. Ademads de la menor cantidad de oncdsferas obtenidas, trabajar con
materia fecal agrega una serie de problematicas, por contaminacion de microorganismos,
presencia en grandes cantidades de inhibidores de reacciones enzimaticas, entre otros.
Estos factores, en conjunto con el pequefio tamano de este estadio larval provocan que las
muestras de oncdsferas obtenidas a lo largo de este trabajo tuvieran cierta variabilidad
producida por los diferentes pasos que se requieren para su obtencion, reflejado en
variaciones de su comportamiento frente a los mismos protocolos. Por estos motivos, la
estandarizacion de protocolos de activacion de este estadio que produjeran resultados
reproducibles, para posteriormente realizar analisis funcionales, insumié bastante tiempo
de este trabajo. Sin embargo, se lograron realizar una gran diversidad de ensayos
satisfactoriamente, obteniendo resultados muy interesantes para este estadio en el ciclo
de vida de los cestodos.

Uno de nuestros principales objetivos luego de detectar la expresion de npp-46 en
oncoésferas fue determinar si la presencia del mismo podia modular a los movimientos
ciclicos que estas producen al activarse. Sin embargo, ni Npp-46 ni ninguno de los
neuropéptidos testeados en las pruebas de motilidad de las oncdsferas mostré una
alteracion de su motilidad cuando comparamos con los controles, lo cual puede deberse a




diferentes motivos. Uno de los motivos de esta falta de efecto aparente es, obviamente,
gue estos compuestos no estén involucrados sobre la motilidad de las oncdsferas. Pero si
tienen un efecto podriamos no estar observandolo por otros motivos, como por ejemplo
que los neuropéptidos no lleguen en una concentracion significativa desde el medio hasta
el sitio de uniéon de sus receptores correspondientes dentro de la oncésfera. Otra
posibilidad es que, estos neuropéptidos puedan activar la via, pero que la activacién de la
misma sea de todo o nada, por lo que una vez que comienzan los movimientos ciclicos
tienen un limite maximo ya alcanzado en los controles, por lo que el movimiento no sufre
modificaciones adicionales por la presencia de neuropéptidos adicionales en el medio
circundante. La forma de probar realmente la implicancia de estos neuropéptidos en la
motilidad de las oncdsferas, seria mediante manipulacién genética, siendo el RNAi la técnica
de este tipo mas utilizada en cestodos [22,346,347], pero que no seria Util en este caso,
porque el efecto de esta técnica es para ensayos a mas largo plazo, y las oncdsferas
presentan movimiento por un corto periodo de tiempo luego de su activacién
(aproximadamente una hora). Cabe destacar que no se probaron a todos los neuropéptidos
presentes en oncdsferas segln nuestros datos transcriptomicos. En particular seria
interesante conocer el efecto del neuropéptido npp-20.3.1, homédlogo de NPF de otros
organismos bilaterales, ya que es el de mayor expresidon en oncdsferas. Una familia de
neuropéptidos que han mostrado tener un efecto activador de la motilidad en cestodos es
la de los NPFs. En estudios en M. corti con homdlogos de NPF se encontrd un efecto de este
neuropéptido de forma independiente a la estimulacidn neuronal, sugiriendo que los
receptores estarian en otras células (probablemente las musculares) [76]. Por otro lado,
neuropéptidos de esta familia han mostrado actuar mediante la inhibicion de AMPc en
Schistosoma mansoni [348], y por los resultados obtenidos con inhibidores, se puede inferir
gue esta via tendria un rol en la regulacién del movimiento ciclico de oncésferas.

Entre las drogas utilizadas para los ensayos de motilidad de oncésferas se destaca al
inhibidor de PKA H-89. Este inhibidor produjo una pardlisis de los movimientos ciclicos de
oncosferas desde una concentracion de 1 uM, generando una disposicion particular de los
ganchos. Con H-89, existen reportes previos en el trematodo S. mansoni que sugieren que
PKA es sumamente importante para la sobrevida de estos gusanos adultos in vitro,
encontrando una mayor mortalidad de estos organismos desde una concentracion de 10
UM y que se vuelve mas severo a mayores concentraciones. En este mismo estudio de S.
mansoni, también observan un efecto sobre la sobrevida utilizando PKI, a partir de
concentraciones de 250 uM [302]. En otros estudios se utilizé a H-89 para el estudio de la
movilidad en el nado en la etapa de miracidio, el primer estadio larval de estos parasitos
trematodos [303]. El efecto sobre el miracidio de esta droga es muy interesante porque este
seria el estadio analogo a la oncdsfera de cestodos, que es donde describimos aqui el efecto
inhibitorio del movimiento de esta misma droga, lo que sugeriria la posibilidad de estar




frente a un mecanismo compartido de control de la motilidad en las primaras etapas
larvales entre estos grupos de parasitos.

Llamativamente los otros inhibidores de la via de PKA que probamos en este trabajo
(5Q22536 y PKI) no tuvieron el mismo efecto que el visto para H-89, pudiéndose deber esto
a diferentes factores. SQ22536 no es un inhibidor directo de la PKA, sino que inhibe la
adenilato ciclasa encargada de la generacién de AMPc, por lo que el blanco molecular no es
el mismo que H-89, pudiendo ser este el factor determinante de la ausencia de efecto
aparente sobre la motilidad de las oncésferas. PKI es un péptido que ejerce su accion al
interaccionar con PKA inhibiendo a esta enzima, y para esto es necesario que este péptido
ingrese a la célula. En este trabajo utilizamos un péptido comercial miristilado para facilitar
este ingreso, pero no podemos determinar si esto es suficiente para atravesar el tegumento
de la oncdsfera y la membrana plasmatica de las células blanco. En definitiva, en el caso de
PKI su baja permeabilidad podria ser la causa de la falta de efecto de este compuesto sobre
la motilidad de las oncdsferas activadas. En particular, las oncésferas son impermeables
incluso a colorantes vitales (por ejemplo intentamos tefiir a oncdsferas activadas con
Hoechst 33342 el cual no logré ingresas en oncdsferas que presentaban movimiento (vivas),
algo que si se logra en otros invertebrados pequeiios [349]).

Es importante tener en consideracién que la interaccién de H-89 con PKA es sobre
una region altamente conservada, y que su accién inhibitoria es sobre la subunidad
catalitica de PKA (PKAcat) en si misma [350], lo que puede explicar la falta de efecto fuerte
de las otras drogas que afectan estimulando (FSK, IBMX) o inhibiendo (SQ22536) la
produccién de AMPc por AC, una enzima no tan conservada. Esto cobra adn mas fuerza si
se tiene en cuenta de que existen mecanismos de activacién de PKA independientes de
AMPc [351] [352], lo que abre la posibilidad de que vias de activacidon independientes de
AMPc estén implicadas en la generacion de los movimientos ciclicos inhibidos por H-89. Por
otro lado, se ha reportado que H-89 inhibe a otros 8 tipos de quinasas, entre ellas a la
proteina quinasa dependiente de GMPc (PKG), a la proteina quinasa D, una isoforma atipica
de la PKC [350], e incluso a otros proteinas como las quinasas Rho [353], las cuales incluso
en algunos casos tienen efectos contrarios a los producidos por PKA [350]. Por lo tanto, no
es posible afirmar que el efecto inhibitorio observado a partir de este compuesto en las
oncoésferas esté dado por la inhibicidon especifica de PKA.

Los activadores de la via de PKA, FSK e IBMX, tuvieron un leve efecto inhibitorio de
la motilidad en oncésferas luego de la hora de activacidn, lo que podria deberse a un efecto
téxico de estos compuestos por afectar estas vias a modo global en todas las células.
Pareceria que no es posible sobre-activar la motilidad (frecuencia de movimientos) que
realizan las oncdsferas, y que sélo es posible inhibirlo, esto podria ser explicado al menos
en parte por una activacion de “todo o nada” de este sistema de movimiento ritmico por
parte de estas larvas al eclosionar, no pudiendo activarse mas de un maximo que seria el
gue se visualiza en los controles. Como se discute previamente, mas allda de que aqui nos
enfocamos en las vias de sefializacion neuropeptidérgicas, las vias afectadas por estas
drogas también son utilizadas por ejemplo por neurotransmisores clasicos al unirse a sus




GPCRs. Esto ultimo es un punto a tener en cuenta, en especial dada la posible presencia de
las vias de glutamato en oncdésferas, incluyendo un GPCR para glutamato, ya que se ha visto
previamente que en adultos de H. diminuta la adicién de glutamato puede incrementar los
niveles de AMPc intracelular [354]. En otros estudios en H. diminuta también se observé un
incremento de AMPc mediado por la adicidn de serotonina [355], sin embargo, nuestros
resultados sugieren que los receptores de serotonina no se expresan en oncdsferas. Incluso
a modo mas general, estos efectos no necesitan estar dados por procesos netamente
neurales, ya que estos inhibidores utilizados son de amplio espectro afectando a diferentes
procesos y tipos celulares.

Todas las drogas que afectan a las vias de PKC que fueron testeadas en este trabajo
sobre oncosferas activadas tuvieron efecto sobre su motilidad, inhibiendo la frecuencia de
movimientos ciclicos, y en algunos casos bloqueando completamente su motilidad. Las
drogas G66983 y Queleritrina tuvieron el efecto mas fuerte, mientras que U73122 vy el
activador de la via PMA tuvieron un efecto mas leve. El activador de la via PMA mostré un
efecto inhibitorio de los cpm Unicamente tras la hora de incubacién con este compuesto (al
igual que para los activadores de PKA), y podria tratarse de un efecto tdxico de este
compuesto sobre las oncdsferas que se manifiesta con el paso del tiempo. G66983 y
Queleritrina inmovilizaron a las oncdsferas, no permitiendo que la gran mayoria de ellas
realizara ciclos de movimiento a la hora de activacidn, en forma similar a lo que se vio para
H-89. Estos resultados sugieren fuertemente que el movimiento ciclico de las oncdsferas
esta siendo regulado al menos en parte por PKC, y permite considerar que el efecto de H-
89 podria ser una inhibicién de esta via de forma inespecifica. Previamente ya se ha
detectado que para otros platelmintos pardsitos como S. mansoni, existen diferentes PKC,
con diferentes isoformas y funciones a lo largo del ciclo de vida, incluyendo la motilidad de
estos organismos [356]. En otros organismos protostomados como D. melanogaster se ha
identificado una forma de regulacién muscular mediada por PKC, en donde la fosforilacion
de la cadena regulatoria de la miosina es indispensable para la maduracion y funcién de los
musculos de las alas [357]. Hay que tener en cuenta que si bien la Queleritrina es un
inhibidor de la PKC, también se ha reportado tiene inhibicion de multiples procesos
celulares mediante la inhibiciéon de otras proteinas como: fosfodiesterasas [358],
cyclooxygenasa-2 (importante en procesos inflamatorios) [359], topoisomerasas de ADN
[360], entre otros. Teniendo en cuenta el amplio espectro inhibitorio de la Queleritrina, los
resultados obtenidos para esta droga aqui y en los otros experimentos en los que fue
utilizada deben ser tomado con cuidado y complementados con otros inhibidores para la
via de PKC, ya que el efecto podria estar siendo dado por el efecto sobre otros componentes
moleculares. La identificacién de las vias de segundos mensajeros puede ser una tarea
bastante compleja, dado por la reactividad cruzada de estas drogas, en las cuales se ven
afectadas diferentes vias y procesos celulares. A esto se le suma que estas vias
interaccionan entre si, por ejemplo las calmodulinas dependientes de calcio pueden regular




la actividad de adenilato ciclasas para la produccion de AMPc, y a su vez las mismas
adenilato ciclasas pueden ser inhibida por accién de quinasas dependientes de
calmodulinas, generando una intrincada red de activaciones e inhibiciones de adenilato
ciclasas en las células, en donde se forman microdominios de activacién de PKA por la
presencia o ausencia localizada de AMPc [361].

En otros experimentos nos enfocamos en la inhibicién de la liberacién de
neurotransmisores cldsicos. Con este objetivo utilizamos al inhibidor de las bombas de
protones ATPasas, Bafilomicina [362]. Al inhibir a estas bombas, la bafilomicina evita que se
forme el gradiente de protones que es necesario para la acumulacidn de neurotransmisores
en las vesiculas sindpticas. Esta droga produjo una inhibicién de la motilidad de las
oncosferas tanto a los 15 minutos como a la hora de activacién de las mismas. Viendo los
resultados de los analisis de expresién génica, esto podria estar dado por la inhibicién de la
liberacion de glutamato o de ATP desde la presinapsis, ya que las otras vias de
neurotransmision clasica no estarian presentes en oncésferas. Algo interesante es que se
ha visto que los receptores P2X (utilizados por las vias purinérgicas), son altamente
regulados por PKC [363]. Para determinar la implicancia de estas vias de comunicacién en
el movimiento ciclico de las oncdsferas se podria realizar la incubaciéon con bafilomicina
junto a glutamato y/o ATP concentrados en el medio extracelular, para observar si alguno
de estos compuestos revierte el efecto inhibitorio de la bafilomicina y asi determinar si
alguno de ellos u ambos pueden reiniciar a los movimientos ciclicos de las oncdsferas. Si
fuera el caso que las vias purinérgicas estdan implicadas en este movimiento ciclico de
oncésferas de H. microstoma, seria interesante indagar si es asi también en cestodos de la
familia Taeniidae, ya que como se menciona en el Capitulo 1 no fueron encontrados
homodlogos del transportador vesicular de nucledtidos VNUT en sus genomas analizados
[94]. Aunque el movimiento de las oncdsferas esté siendo activado por estas vias
glutamatérgicas y/o purinérgicas, esto no descartaria un rol de los sistemas
neuropeptidérgicos, ya que los mismos generalmente actuan como moduladores,
despolarizando o hiperpolarizando a las células para facilitar o restringir que las mismas
disparen un potencial de accidn, por lo que podrian estar actuando en conjunto.

Los movimientos ciclicos estereotipados de la oncésfera indican que estariamos
frente a un sistema sumamente simplificado de un generador central de patrones (CPGs,
por su nombre en inglés, central pattern generators). La investigacion de los CPGs es un
campo grande de la neurociencia en el que se estudia la activacion sincronizada de circuitos
neurales, que generan movimientos preestablecidos coordinados con independencia de
regulacién central o de las vias sensitivas [364,365]. Un punto a favor de esta teoria es que
muchos de los genes que son importantes en la funcién neuronal de descargas ritmicas,
clave para los CPGs, se encuentran expresados diferencialmente mas en oncésferas que en




cisticercoides y/o en adultos segin nuestros datos transcriptdmicos. Dentro de los genes
expresados diferencialmente hay varios canales de potasio, y canales catidnicos activados
en hiperpolarizacidon dependientes de nucleétidos ciclicos (como AMPc), lamados HCN (por
su nombre en inglés, hyperpolarization-activated cyclic nucleotide—sensitive), estos
componentes moleculares tienen gran importancia para la generacién de potenciales de
accion ritmicos en circuitos neuronales que regulan el latido del corazén [366] y en el SNC
en general [367]. Por otro lado, en los CPGs es importante tanto la actividad de PKA [51,368]
como de PKC [369], y como fue discutido, al afectar proteinas relacionadas a la actividad de
estas quinasas, o al afectarlas directamente a estas con drogas, se vieron alterados los
movimientos ritmicos de las oncésferas. Es entusiasmante proponer que este estadio tan
particular podria ser un modelo de CPGs, porque de ser asi seria uno de los mas simples que
se hayan descrito.

- Ensayos funcionales: estudios sobre la motilidad en cisticercoides y
tetratiridios.

Una de las funciones del sistema nervioso de los animales es el control de los
movimientos, estos movimientos son importantes en parasitos intestinales para establecer
y mantener la infeccién en sus hospederos [192]. En este trabajo realizamos ensayos para
analizar la importancia de neuropéptidos y de las vias de PKA y PKC sobre la motilidad
larvaria en cestodos utilizando dos modelos: cisticercoides de H. microstoma y tetratiridios
de M. corti.

En el caso de H. microstoma, seleccionamos a los cisticercoides para estos ensayos,
ya que los adultos son extremadamente grandes y dificultan el registro de las variaciones
sobre su movimiento que puedan producir diferentes compuestos. Los resultados de
motilidad en cisticercoides son preliminares, dado el bajo nimero de réplicas y la gran
variacion obtenida en los ensayos, por lo que para confirmar los efectos observados se
requieren mayor cantidad de repeticiones. Para el desarrollo de los ensayos de motilidad
de cisticercoides optimizamos el uso de un protocolo establecido para el analisis mediante
imagenes en protoescolices de Echinococcus multilocularis [307]. Mas alld de requerir mas
réplicas, algunos efectos observados en estos experimentos sobre el movimiento parecen
bastante claros. H-89 y Queleritrina, inhibidores de PKA y PKC respectivamente, parecen
inhibir el movimiento de los cisticercoides activados, llegando a valores de cambio de pixel
en algunos casos de 0, lo cual es muy llamativo y refleja un claro efecto sobre estos
organismos. Este es un muy buen resultado preliminar sobre la regulacién de la motilidad
en estas larvas, pero tiene sus limitaciones de interpretacion, ya que diferentes compuestos
pueden utilizar estas vias, por lo que la inhibicién observada sélo evidencia una parte del




proceso. Otra de las limitaciones de la interpretacidon de estos resultados, es que, como se
menciond previamente en oncésferas, el efecto observado tanto para H-89 como para
Queleritrina también pueden estar dados por reactividad cruzada de inhibicidon de otros
componentes moleculares, por lo que seria necesario verificar este efecto con otras drogas
para las vias de PKA y PKC. El escenario ideal para el estudio de estas vias de segundos
mensajeros, es mediante la adicion de compuestos que afecten la via como ligando de las
GPCRs y a partir de estos efectos utilizar las drogas antes y después de la adicidon de los
mismos, para inferir cudles son los componentes moleculares que utilizan corriente abajo.
De esta manera, por ejemplo, se realizaron muy buenas aproximaciones en trabajos previos
estudiando el efecto de NPF sobre tetratiridios de M. corti [76]. Sin embargo, los
neuropéptidos utilizados en los ensayos no mostraron efectos claros sobre la motilidad de
cisticercoides activados. Mas alld de la gran variabilidad, en el caso de los cisticercoides es
posible que no se observe un efecto robusto para varios neuropéptidos porque no se
expresan en este estadio los receptores especificos. De acuerdo a los datos
transcriptomicos obtenidos, los receptores putativos de SIFamida y de CCAP no son
practicamente expresados en cisticercoides, pero si en adultos, por lo que si hay un efecto
de estos neuropéptidos sobre la motilidad tal vez podria estar dado posteriormente en esta
transiciéon del ciclo de vida, para lo que seria interesante disefiar este tipo de
aproximaciones sobre cisticercoides luego de unos dias en cultivo, o sobre segmentos de
adultos (se discute mas adelante). Otro punto a destacar, es que las medidas de motilidad
siempre se realizaron a temperatura ambiente, y se encuentra reportado en M. corti que
los efectos encontrados sobre la motilidad para algunos neuropéptidos a 36 °C no son
observables a 23°C [308], por lo que seria interesante repetir estos experimentos a mayor
temperatura. Otra posibilidad claramente, es que estos neuropéptidos aqui testeados no
tengan un efecto sobre la motilidad, sin embargo, también se necesitan mas evidencias para
afirmar esto. La regulaciéon de la motilidad podria estar dada por otros compuestos del
sistema nerviosos, como serotonina o glutamato, los cuales se sabe aumentan los niveles
de AMPc en adultos de H. diminuta [354,355], lo que podria explicar a su vez el efecto
inhibitorio de H-89. Ademas ya es conocido que los neurotransmisores clasicos tienen
efectos sobre la motilidad de larvas de cestodos, como la serotonina sobre tetratiridios de
M. corti [308]. El protocolo aqui estandarizado, permite analizar todas estas posibilidades,
abriendo la puerta a nuevas aproximaciones para estudiar los efectos farmacolégicos sobre
la motilidad de cestodos, en un nuevo modelo para estos estudios en Uruguay, simple de
efectuar, con bajos costos de reactivos y que no requiere de equipos especializados.

El otro modelo de estudio utilizado para ensayos de motilidad fueron tetratiridios
de M. corti, mediante el uso de un equipo WMICROTRACKER ONE ™. Los experimentos en
general deberian repetirse para tener un mayor numero de muestras bioldgicas
independientes, sin embargo, algunos de los resultados fueron bastante claros y con




diferencias significativas encontradas al analizar las 5 réplicas realizadas para cada
condicién en cada experimento. Dentro de los resultados mas claros de estas condiciones,
se encuentran los obtenidos para las mismas drogas que parecen tener un efecto sobre
cisticercoides de H. microstoma: H-89 y Queleritrina. Tanto H-89 como Queleritrina
mostraron una fuerte inhibicion sobre el movimiento de los tetratiridios medidos en estos
experimentos. Por otro lado, G66983 (inhibidor de PKC) tiene un efecto dual, de activacion
y posterior inhibicidén en los andlisis, aunque la repeticidn de este patrén en la dindmica de
motilidad debe ser confirmado en futuros experimentos. Si se confirma el efecto de
G06983, se podria interpretar que la inhibicién de PKC genera un aumento de movimiento
de forma inicial, que posteriormente empieza a tener el efecto contrario, pudiéndose deber
esto al efecto a diversas razones, como el efecto sobre multiples blancos, que el efecto
comience a ser toxico, entre otros.

El resultado mds apreciable de estos experimentos para este trabajo es sin duda la
deteccidon de un efecto de activacion del movimiento en los tetratiridios al agregar Npp-33
(homologo de SIFamida en otros organismos bilaterales) en el medio. Ademas de observar
el efecto de una mayor motilidad detectada por el WMICROTRACKER ONE ™, este efecto
es claramente visible si se sigue a los cultivos bajo lupa junto a una condicién control, en
donde se observa la gran movilidad de los tetratiridios en presencia de este neuropéptido,
por lo que su efecto también ha sido registrado mediante videos, en diferentes tiempos
post-adicion de Npp-33 al medio. En forma adicional a la estimulacién de la movilidad, el
neuropéptido parece generar un efecto de agrupamiento en el centro de las placas, con los
parasitos asociados entre ellos en algunas ocasiones por sus ventosas. En otros platelmintos
parasitos ya se han descripto a neuropéptidos como FMRFamida en la regulaciéon de la
musculatura y en la adhesion por parte de los drganos de anclaje [370], por lo que los
resultados aqui obtenidos mostrarian que otros neuropéptidos también tendrian
implicancia sobre estas funciones. La agrupacion mediada por Npp-33 en tetratiridios de M.
corti es apreciable a los pocos minutos de la adiciéon de este neuropéptido en el medio, y
este efecto podria ser producto del aumento de la motilidad de los mismos generada
inicialmente. Esta forma de agrupamiento ya habia sido descripto previamente para estos
organismos [13,371], donde se observd como efecto de la adicion de sales biliares, y se
determiné que puede ser inhibido por drogas antiparasitarias como praziquantel vy
albendazol. Hay que tener en cuenta que este neuropéptido es el Npp-33 de H. microstoma,
el cual difiere con el Npp-33 de M. corti Unicamente por una metionina extra en el extremo
N-terminal en M. corti [79]. El efecto sobre la motilidad de M. corti de este Npp-33 genera
la interrogante de por qué no se vio el mismo efecto en cisticercoides activados de H.
microstoma. En nuestros datos transcriptomicos, el receptor predicho para SlIFamida
practicamente no es expresado en las larvas enquistadas de cisticercoides de H.
microstoma. En M. corti el gen correspondiente al receptor homdlogo de SIFamida [79] se




expresa tanto en tetratiridios como en adulto, sin diferencias significativas entre ellos, y con
valores de FPKM de aproximadamente 141y 220, respectivamente, observado en los datos
transcriptdmicos publicados en 2020 para este organismo [218]. Por lo tanto, una opcién
de esta falta de efecto sobre la motilidad aparente es que los cisticercoides de H.
microstoma al activarse no expresen receptores para este neuropéptido y por esto no se
aprecie un aumento de la motilidad ni agrupamiento como en el caso de M. corti. Algunas
opciones experimentales para testear si existe un efecto sobre el movimiento en H.
microstoma por parte de este neuropéptido incluyen utilizarlo en cisticercoides con algunos
dias de cultivo (con lo que tal vez comiencen a expresar este receptor), o utilizar adultos. Es
de destacar que este efecto sobre la motilidad es compatible con la presencia del receptor
putativo de este neuropéptido en lo que parece ser la musculatura del adulto en las WMISH
para adultos de H. microstoma.

Otro resultado de los ensayos con Npp-33 en tetratiridios, fue la observacion del
cambio de coloracidn del indicador de pH en los medios de cultivo utilizados pasado el
tiempo de andlisis, estando mds acidos (amarillos) los medios que contenian la presencia
de este neuropéptido. La acidificacion del medio podria estar dada por una alteracién en el
metabolismo de los tetratiridios independiente de la motilidad, o ser una consecuencia del
aumento de la motilidad, ya que, al moverse mas, estos probablemente consumirdn mas
glucosa, cambiando las condiciones del medio. En este sentido, seria interesante estudiar
el efecto de Npp-33 en larvas inmdviles de cestodos, como los metacestodos de
Echinococcus spp. Sin embargo, los datos transcriptdmicos de E. multilocularis [327] y E.
granulosus [217] que se encuentran disponibles muestran una expresién casi nula del
receptor putativo de SIFamida en estos metacestodo inmdviles, al igual que para el
cisticercoide enquistado de H. microstoma [214].

Los sistemas de comunicacién por SIFamida, fueron descriptos inicialmente por su
rol miotrdépico en artréopodos [82] por lo que la observacién de efectos sobre la motilidad
en el presente trabajo no son sorprendentes, y podrian ser parte de uno de los roles
generales de este neuropéptido en diferentes animales. Por otro lado, se ha reportado que
este neuropéptido tiene multiples funciones como un rol en el comportamiento de
alimentacion [372] y en la induccidn del sueiio [84] en D. melanogaster, en la regulacién de
las glandulas salivales [373] y contraccién del intestino [374] de garrapatas Ixodes
scapularis, entre otros efectos [83]. Por lo tanto, no se descarta que este neuropéptido
tenga otros efectos ademas de los observados sobre la motilidad en este trabajo.

En definitiva, mas alld de que quedan varios puntos por confirmar por réplicas
adicionales, se logrd establecer metodologias para el testeo de diferentes compuestos
sobre la motilidad de metacestodos de H. microstoma y M. corti, identificando un péptido




e inhibidores farmacoldgicos que modulan la motilidad en esta ultima especie. Esto significa
un importante avance en el estudio de los diferentes roles que tienen los neuropéptidos y
deja establecido un protocolo experimental para el testeo de estos y otros componentes.
Para completar estos estudios de motilidad seria interesante estandarizar protocolos que
permitan evidenciar efectos sobre la motilidad en adultos, y de esta forma poder estudiar
la motilidad de los tres principales estadios del ciclo de vida de cestodos con un unico
modelo. En el caso de adultos enteros se podrian utilizar concentraciones de neuropéptidos
gue ronden los 100 uM como se utilizé en este trabajo, las cuales son muy superiores a las
fisioldgicas, para asegurar que estos péptidos interactien con sus receptores desde el
medio externo, como se ha realizado en estudios previos con tetratiridios [76], aunque
existen otras opciones. En adultos de H. diminuta se han realizado estudios sobre la
motilidad, midiendo la generacidon de tensidn en preparaciones de fragmentos de la
estrdbila, junto a la evidencia de diferentes contracciones de estos fragmentos, algo que se
utilizé por ejemplo en esta especie para demostrar la inhibicidon del movimiento por parte
de acetilcolina [375,376]. Con esta metodologia el sistema muscular y nervioso quedan
expuestos al medio de cultivo, en donde se tiene la ventaja de poder trabajar a
concentraciones fisioldgicas de neuropéptidos, teniendo efectos mas directos. Establecer
este tipo de ensayos de motilidad para fragmentos de adultos de H. microstoma seria muy
interesante para estudiar el efecto de los neuropéptidos y drogas analizados en este
trabajo, y también para aumentar ain mas la cantidad de ensayos funcionales que se
pueden realizar con este modelo de estudio, lo cual seria muy util para esta y otras lineas
de investigacion en cestodos.

- Sintesis

Los cestodos son animales con una biologia fascinante, teniendo cambios
morfoldgicos muy grandes en las diferentes etapas de su ciclo de vida. El sistema nervioso
de las diferentes etapas del ciclo de vida de H. microstoma fue investigado en detalle en
este trabajo, desde un punto de vista de Biologia Molecular y Celular. Los sistemas
neuropeptidérgicos aparecen como sistemas muy importantes en el ciclo de vida de este
organismo, con una gran variabilidad de posibles funciones, reflejada por sus niveles de
expresidon génica, y por los sitios en donde son expresados. Se destaca el uso de estos
sistemas neuropeptidérgicos en el sistema nervioso central, y lo que parecerian ser otros
roles, como en el desarrollo y en la reproduccién, aunque se requieren mas experimentos
funcionales para confirmar cuales son exactamente todos los roles que cumplen.

En este trabajo confirmamos que nuestro método bioinformatico para la deteccién
de genes de npps es fiable, a través de nuestros estudios peptidémicos y los patrones




observados por WMISH. Es de destacar que esto abre la puerta al estudio de los sistemas
neuropeptidérgicos en otros grupos de animales in silico con esta misma metodologia.

Quisiera destacar que los datos transcriptémicos que obtuvimos y mostramos en
este trabajo representan al primer conjunto de datos de RNAseq de buena calidad para
todos los estadios del ciclo de vida de una especie de cestodo. Estos datos aqui fueron
descriptos de manera general y posteriormente enfocados en el estudio de los sistemas
neuropeptidérgicos, pero la utilidad de los mismos es importante para diversos enfoques
de estudio de nuestro grupo y de otros grupos de investigacion en el mundo. Esta
informacién transcriptémica, fortalece aun mas a nuestro modelo de estudio para la
investigacion de la biologia de platelmintos parasitos.

El conocimiento bioldgico en general, y en particular nuestro conocimiento del
sistema nervioso, se basa en una gran cantidad de informacion de unas pocas especies de
organismos modelo. Sin embargo, esto tiene sus limitaciones, ya que basarnos en unas
pocas especies lleva a generalizaciones que pueden ser erréneas. En este sentido es
importante agregar especies nuevas para el estudio de su biologia basica. En esta tesis se
refleja la gran cantidad de informacién que puede obtenerse del sistema nervioso de un
organismo del que no se sabe tanto como de D. melanogaster o C. elegans, pero que
muestra ser un buen pilar para aumentar nuestro conocimiento sobre los Lofotrocozoos,
en particular de los platelmintos parasitos cestodos, pertenecientes a este gran grupo de
bilaterales protostomados.

Mas alla del aporte del conocimiento de la biologia a modo general de los diferentes
grupos de animales del arbol evolutivo, el estudio de los cestodos tiene una funcionalidad
mas directa por ser algunas especies causantes de enfermedades. El trabajo con oncésferas
gue describimos en este trabajo es muy importante en este sentido, ya que encontramos a
modo general cuales son los sistemas de comunicacidn nerviosa presentes en este reducido
estadio larvario. Ademas de esto, describimos diferentes grupos de células que expresan
neuropéptidos en oncésferas en desarrollo, y encontramos una serie de receptores GPCRs
expresados en este estadio, de los cudles seria muy interesante conocer su importancia en
el desarrollo de la infeccion en el hospedero intermediario.

El conjunto los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis son una
contribucién para el conocimiento general de la biologia de cestodos, y de los sistemas de
neurotransmisién de estos organismos, abriendo un abanico de nuevas preguntas por
responder sobre estos sistemas. Durante el desarrollo de la tesis y la realizacién de las
aproximaciones experimentales para obtener resultados, se estandarizaron varios
protocolos para la resolucién de esta y otras tematicas relacionadas a los cestodos, con un
modelo novedoso para su estudio en Uruguay, Hymenolepis microstoma.




Materiales y métodos.

Se describe la metodologia utilizada en este trabajo, los detalles de algunos de los
protocolos estandarizados estan presentados en la seccién de Apéndices al final de la tesis.

1- Obtencion y mantenimiento del material parasitario.

- Mantenimiento del ciclo de vida de Hymenolepis microstoma.

El ciclo de vida de H. microstoma fue mantenido en conjunto entre nuestro
laboratorio y el Laboratorio de Experimentacion Animal de la Facultad de Quimica. El
protocolo fue aprobado por la CHEA con el Titulo: “Mantenimiento del ciclo vital completa
del cestodo Hymenolepis microstoma utilizando los hospedadores naturales Mus musculus
(ratdn) y Tribolium confusum (escarabajo de la harina)’; numero de protocolo:
10190000025215. En nuestro laboratorio se mantuvieron a los parasitos en el hospedero
intermediario (escarabajo de la harina) mientras que en la Facultad de Quimica realizaron
el mantenimiento en el estadio adulto en el hospedero definitivo (ratdn). Los cisticercoides
fueron obtenidos por diseccion de escarabajos infectados utilizando pinzas bajo lupa
estereoscdpica, luego de dos semanas post infeccidn, para obtener larvas completamente
desarrolladas. Los ratones fueron infectados con diez cisticercoides cada uno, utilizando
una sonda gastrica, colocando a estas larvas en el estémago de los ratones permitiendo que
los parasitos se activen y posteriormente se desarrollen como adultos. Al cabo de unas
semanas se procedid a sacrificar los ratones y recolectar a los gusanos adultos, mediante
diseccidn del intestino y conducto biliar de estos animales. Para completar el ciclo se les
corté a los gusanos adultos los segmentos mas posteriores de su cuerpo en donde se
encuentran los huevos con oncésferas infectivas. Los escarabajos, previamente ayunados
durante una semana, fueron expuestos a los huevos infectivos de dos maneras diferentes:
aislando y concentrando a los huevos (dejando la menor cantidad de los tejidos de los
adultos posible, como se describe en el siguiente item de esta seccidn) o simplemente
alimentandolos con una preparacién macerada mediante bisturi de los segmentos
posteriores. Ambos métodos fueron eficientes para infectar a los escarabajos, aunque por
observacion de nuestro grupo se obtuvieron mayores intensidades de infeccidon utilizando
huevos aislados. En cada paso de recoleccién y diseccién se utilizé buffer PBS.

- Aislamiento de huevos (con oncdsferas).

Para aislar a los huevos se colocaron segmentos gravidos bajo lupa estereoscépica
en buffer PBS y se procedié a romperlos con pinzas. Se toman los huevos con pipeta sin
tomar los restos de tejido de adulto circundantes. Luego de recolectadas se lava a los



huevos 2 veces en PBS, centrifugando en cada paso durante 5 minutos a 1000 g. Se deja a
los huevos en un tubo de 15 ml, a 8 °C en un volumen total de 1 ml para permitir el
intercambio gaseoso. Los huevos asi obtenidos fueron utilizados para infectar escarabajos
o para ensayos de motilidad de oncésferas, por un periodo de 2 semanas como maximo,
observando una buena conservaciéon de los huevos durante la primer semana post
recoleccion.

- Obtencion de cisticercoides y adultos.

Los cisticercoides fueron obtenidos por diseccion de escarabajos infectados, bajo
lupa estereoscdpica en buffer PBS. Las infecciones fueron de al menos 2 semanas.

Los adultos se obtuvieron de infecciones en ratéon de al menos 2 meses, e
inmediatamente colocados en PBS.

El protocolo estandar de fijacién para ambos fue el siguiente: lavarlos extensamente
con PBS, dejarlos en un volumen pequefio de PBS a 4°C durante 5 minutos y fijarlos con PFA
4% precalentado a 80°C (para que mueran por el calor y no por el PFA, lo que evita que se
contraigan), y dejarlos a 4°C 5 minutos. Desde este punto generalmente se los dejé toda la
noche a 4°C, aunque en algunas ocasiones se los fijé durante 4 horas a RT. Finalmente se
pasaron a los gusanos fijados a metanol para guardarlos a -20°C por largo plazo (para
WMISH siempre se hizo este paso), o a PBS dejandolos a 4°C para ser utilizados esa misma
semana.

2- Técnicas de Biologia Celular y Molecular

- Consideraciones generales para el trabajo con ARN.

Para el trabajo con ARN se tomaron los cuidados necesarios para evitar la exposicién
de las muestras a ARNasas. Se utilizaron guantes en todo momento en estos protocolos y
se limpiaron exhaustivamente todas las superficies utilizadas con alcohol 70%. Todas las
soluciones fueron tratados con Dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1% vy posteriormente
autoclavados 40 minutos. Para las soluciones que no es posible tratar con DEPC (soluciones
con Tris, por ejemplo) se prepararon las soluciones utilizando agua ultrapura tratada con
DEPC, trabajando con reactivos libres de ARNasas.



- Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizé mediante TRIzol™ Reagent (Invitrogen), poniendo a
las muestras en este reactivo, con una relacion de volumen de 10 a 1 (reactivo vs. muestra).
Las primeras extracciones en este trabajo, se realizaron con el protocolo cldsico utilizando
este reactivo, mediante el uso de extraccidon con cloroformo y precipitacion del ARN.
Posteriormente, comenzamos a utilizar el reactivo TRIzol™ Reagent en combinacién con el
kit comercial DirectZol (Zymo Research). Con este kit obtuvimos mejores resultados de
extraccion de ARN que con el método tradicional. Esto fue importante para la extraccién de
ARN de los huevos de H. microstoma, el cual es el mas laborioso de conseguir, y para el que
no obtuvimos buenas cantidades de ARN con el método convencional de extraccién. El ARN
fue cuantificado mediante Qubit RNA Broad Range Assay Kit™ (ThermoFisher) y mediante
Nanodrop.

Para los adultos se obtuvieron dos tipos de extracciones de ARN, adultos totales y
adultos libres de huevos. Para los adultos libres de huevos, se les removieron los segmentos
gravidos que contienen a las oncésferas. El ARN de adulto total, se utilizé para amplificar
los genes de neuropéptidos en general, testear que los cebadores disefiados funcionaran
bien para cada gen y generar productos de PCR para posteriormente producir sondas para
WMISH. Los ARNs de adultos libres de huevos fueron utilizados para la secuenciacién por
RNAseq y para los experimentos de qPCR.

El ARN de cisticercoides fue obtenido de larvas completamente desarrolladas
mediante diseccion de escarabajos bajo lupa. Se tomaron a los cisticercoides sin tomar
tejidos circundantes de escarabajo y posteriormente se lavé repetidas veces a las larvas con
PBS.

El ARN de huevos se obtuvo a partir de la diseccion de segmentos gravidos de
adultos bajo lupa. Se tomaron los huevos maduros con cuidado de no tomar restos de
adulto circundantes. Se los lavé repetidas veces con PBS y se las dejé una noche a 8°C en un
tubo de 15 ml, con 1 ml de PBS para permitir el intercambio gaseoso. Posteriormente se
traté a los huevos con una solucién de PBS + 0,5% tripsina durante 30 minutos, para
remover cualquier resto presente de tejido adulto, se los lavd con abundante PBS utilizando
un filtro de 27 um y luego se recolectaron los huevos que permanecieron remanentes sin
pasar por este filtro. Algunas de estas muestras asi obtenidas, fueron tefiidas con Hoechst
33342 e inspeccionadas bajo microscopio de epifluorescencia, para corroborar que no
estuviesen contaminadas por células de adultos



- Diseno de cebadores.

En el caso de los genes de neuropéptidos, nos interesaba tener la mayor parte del
CDS amplificado como producto de PCR, ya que uno de los objetivos era usar este producto
como molde para la generacién de sondas de ARN para WMISH. Las WMISH pueden no
funcionar correctamente con sondas demasiado pequenas, y como ya fue comentado
previamente, los genes de neuropéptidos son genes cortos. Por estas razones los cebadores
de PCR para todos los neuropéptidos se obtuvieron manualmente por el andlisis de las
secuencias y generacion de las bases complementarias a los extremos. Se tomaron las
secuencias presentes en los extremos, intentando obtener secuencias de nucledtidos que
tuvieran Tm cercanas y que finalizaran con una guanina o una citosina en el extremo 3". Se
analizaron los cebadores asi generados mediante OligoAnalyzer™ Tool [377] para evaluar
diferentes problemas como la generacién de dimeros, autocomplementeriadad, etc.
Cuando se detectaron problemas se redujo el tamafio del amplicdn hasta tener condiciones
favorables para la amplificacién de los genes de neuropéptidos. Estos cebadores fueron
utilizados para PCR a tiempo final y para los ensayos de RT-PCR semicuantitativa.

En el caso de los otros genes con los que se trabajo, los cebadores fueron obtenidos
por prediccion automatica de los mejores cebadores posibles de determinadas regiones
que, cuando fue posible, flanquearan a una region intrénica de tamafo apreciable. Para
este parte del trabajo, se utilizaron los programas Bioedit [378] y GeneRunner [379].

Los cebadores, asi como los experimentos en los que fueron utilizados, se muestran
en la Tabla M.1. Para algunos genes se desarrollé mas de un juego de cebadores, unos por
ejemplo que tienen un producto de un largo de unas 600pb aproximadamente (“.Sm” en la
tabla M.1, de Small) y otro juego de cebadores con productos de un largo mayor, para de
esta forma generar sondas para WMISH mas grandes (de las que se espera mayor senal
fluorescente, denominados “Long”). Esto se realizé utilizando la primera version publicada
del genoma de H. microstoma de Tsai 2013 [20], la cual se encuentra disponible en
WormBase ParaSite, como la versién 1 (H. microstoma, WBPS1).

GenelD* Nombre Secuencia Ensayos
HmN_000056300.1 AntigenosB-56300-Fw TTTGCCCTTGTATTCCTTGC PCRfin - PCRsem -WMISH
HmN_000056300.1 AntigenosB-56300-Rv CCCAGCCTTTGTCTTAGTCG PCRfin - PCRsem -WMISH
HmN_000056400.1 AntigenosB-56400-Fw TGCGTTCCTTGTTGTTCTTTC PCRfin
HmN_000056400.1 AntigenosB-56400-Rv TTGAGCTTCTGCCTTTAGCTCT PCRfin
HmN_000779700.1 CCAP-Receptor-Fw GCAAGGAACGTCAATTTACGC WMISH
HmN_000779700.1 CCAP-Receptor-Rv GCTTTGGCATATTCGATTTCG WMISH
HmN 000095900.1 Chat.Long-Fw TACCAGTGCCAGAGCTTCGAAC WMISH




HmN 000095900.1
HmN 000095900.1
HmN 000095900.1
HmN_000608600.1
HmN_000608600.1
HmN_000085600.1
HmN_000085600.1
HmN_000276100.1
HmN_000276100.1
HmN_000292400.1
HmN_000292400.1
HmN_000454700.1
HmN_000454700.1
HmN_001010400.1
HmN_001010400.1
HmN_000426400.1
HmN_000426400.1

Chat.Long-Rv
Chat.Sm-Fw
Chat.Sm-Rv

ELP-Fw
ELP-Rv
Lug-Receptor-Fw
Lug-Receptor-Rv
MyMo-Receptorl-Fw
MyMo-Receptorl-Rv
MyMo-Receptor2-Fw
MyMo-Receptor2-Rv
MyMo-Receptor3-Fw
MyMo-Receptor3-Rv
MyMo-Receptord-Fw
MyMo-Receptor4-Rv
NKY-Receptor-Fw

NKY-Receptor-Rv

ACCTTGCTGGAAGCGTCTTG
GCTCAAGATGCCCATTGTATCG
GAACTGCCAACGTTTAACCTCTTG
TCAACAGATGAAGATTCAGGC
TGACACGAGACTCCTCAATTC
TTTCAACGATTCGCATTGGG
TCATCCAGGCGTAAATGAAAGG
GCACCAACGTCCAATTGCTC
AGAACGAAATTACCGCAGTTGC
TGTCTCACGGCAGACTGATGAC
TGCGCCATGAACTGGTTTG
TGCAATATCAGACGGAATGGTC
GGTGTCATGAAATTGGGAGGAC
TCTTGATCCCGACCTCTCAGG
GATGGACAAGAACCGTCTCTGC
TTTCCCAACTCGGATGATTCAG
ATAGGCGTTGGGTGAATGACTG

WMISH
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem

WMISH

WMISH

WMISH

WMISH

WMISH

WMISH

WMISH

WMISH

WMISH

WMISH

WMISH

WMISH

HmN_000787500 npp-14-Fw ATGTGCGTAATTTGTGTGCTTCTG PCRfin - PCRsem
HmN_000787500 npp-14-Rv TTAACCCATTCGCATTCTGCG PCRfin - PCRsem
HmN_000592500 npp-15.1-Fw ATGAAATCGTTCGTAACTTCCGC PCRfin - PCRsem
HmN_000592500 npp-15.1-Rv TCAACGACCAAGTCGCAAGAATTG PCRfin - PCRsem
HmN_000592400 npp-15.2-Fw ATGTGCAGCCTCCGTTATCTAG PCRfin - PCRsem
HmN_000592400 npp-15.2-Rv TTAGCCGATTCTCAAGAACTGGG PCRfin - PCRsem
HmN_000556000 npp-1-Fw AGTCAACTTCTGATGGATTGC PCRfin - PCRsem
HmN_000556000 npp-1-Rv TCAGCCAAGACGCACAAAAC PCRfin - PCRsem
HmN_000462100 npp-20.1-Fw ATGTTTCTCCTGTCTACACCATTTTC PCRfin - PCRsem -WMISH
HmN_000462100 npp-20.1-Rv TTAGCCAAATCTTGGTCGTCC PCRfin - PCRsem -WMISH
HmN_000295600 npp-20.2-Fw ATGATATCCGCGTTATTGACCTC PCRfin - PCRsem
HmN_000295600 npp-20.2-Rv TTAGCCAAATCTCGCTCGTCC PCRfin - PCRsem
HmN_000069000 npp-20.3.1-Fw ATGACCAAAACTGGATTATCGGAG PCRfin - PCRsem
HmN_000069000 npp-20.3.1-Rv TCATCCAAACCTGGGCCTTC PCRfin - PCRsem
HmN_000069100 npp-20.3.2-Fw ATGACGACTTTGGTGTTAGGAACG PCRfin - PCRsem
HmN_000069100 npp-20.3.2-Rv TCATCCGAATCTTGGTCTACCTG PCRfin - PCRsem
HmN_000206600 npp-20.4-Fw ATGTCTCCACTATCGTTGGCATC PCRfin - PCRsem -WMISH
HmN_000206600 npp-20.4-Rv CTAACCAAATCTCGGTCGTCCAAAG PCRfin - PCRsem -WMISH
HmN_000096800 npp-20.5-Fw TCCACATTTCACGTCTGTCTG PCRfin - PCRsem -WMISH
HmN_000096800 npp-20.5-Rv TAGATAATAAGCCTTCATTTGAGCC PCRfin - PCRsem -WMISH
HmN_000377100 npp-24-Fw ATGATCGTCGCACTTCTAGTTTTG PCRfin - PCRsem
HmN_000377100 npp-24-Rv TTAACGTTTACCCAAAAGACCGTG PCRfin - PCRsem
HmN_000165500 npp-26-Fw ATGCGTTCTCTTCTCAGTGTTC PCRfin - PCRsem

HmN_000165500 npp-26-Rv TTACAATGTTGGATTGGAGAAAAG PCRfin - PCRsem



HmN_000326200
HmN_000326200
HmN_000326100
HmN_000326100
HmN_000234350
HmN_000234350
HmN_000212550
HmN_000212550
HmN_000212650
HmN_000212650
HmN_000050100
HmN_000050100
HmN_000183900
HmN_000183900
HmN_000223650
HmN_000223650
HmN_000205400
HmN_000205400
HmN_000142950
HmN_000142950
HmN_000514300
HmN_000514300
HmN_000315550
HmN_000315550
HmN_000148600
HmN_000148600
HmN_000511300
HmN_000511300
HmN_000695950
HmN_000695950
HmN_000382900
HmN_000382900
HmN_000430600
HmN_000430600
HmN_000866400
HmN_000866400
HmN_000876950
HmN_000876950
HmN_000508100
HmN_000508100
HmN_000197700

npp-27.1-Fw
npp-27.1-Rv
npp-27.2-Fw
npp-27.2-Rv
npp-28-Fw
npp-28-Rv
npp-29.1-Fw
npp-29.1-Rv
npp-29.2-Fw
npp-29.2-Rv
npp-2-Fw
npp-2-Rv
npp-30-Fw
npp-30-Rv
npp-31/32.1-Fw
npp-31/32.1-Rv
npp-31/32.2-Fw
npp-31/32.2-Rv
npp-31/32.3-Fw
npp-31/32.3-Rv
npp-33-Fw
npp-33-Rv
npp-34-Fw
npp-34-Rv
npp-35-Fw
npp-35-Rv
npp-36-Fw
npp-36-Rv
npp-37-Fw
npp-37-Rv
npp-38-Fw
npp-38-Rv
npp-40-Fw
npp-40-Rv
npp-41-Fw
npp-41-Rv
npp-42-Fw
npp-42-Rv
npp-43-Fw
npp-43-Rv
npp-44.1-Fw

ATGGTCTATGCTAATAGTTGTGGAAAG
CTACACACCACGGCGCTTACGATAC

ATGATATATGCAAATATTAATAGAAAAGCC

TTACATAAGACCTCGTTTGCGGTATC
ATGAAGTGTTATATTCTTCTCATCTG
TTATTTTTCATTCTGAAATCCATAATTCTCC
TTCACAACTCTCATCGTCGCATTC
TTACCAGTATATCAT TCGCTTTCTATG
ATGAAGACGATATTCGTGGTTTTTAC

TTACCAATAAATCATTCTTTTTTGTAAATATG

ATGCTACAAACGATATTCCTTGC
TTAGCCTATGAATCCACGTCG
ATGAACTCTTCCCGTTTACTTG

TCAGCGTCCTAGTCGACCAG
ATGATCAACAGACTTCCTCTGCTTATC
TGGGGCACGTTTCCTTCGTAGTAG
ATTGTCTTCTGATTICTITTTIGC
TTAAGCCTCCATGTAAGGAATG
ATGTTCGATACTAAGTTCCTTATCTTCG
TTACTCAACCTCAAATAATACCTCG
ATGGCATTTTCCAAAATTTTTGTTC
TTAACGACCAAATATTCCTCC
ATGCACAGTCTTCATATATCTCTGCTG
TCATCGACGTCCATATCTAGAATGGG
ATGAAAGACTTTTCCTTCTCTTCC
TCAACCGAGACGTGAATGGAAAG
ATGAGAATGAGTGCTAATCTCCAAG
TTAAACTTCAAGTAGTCCACCTC
ATGCTCTCATTCAAACCTCTATTTTTC
CTAGTAACTTCTTTTAAAGTCAGTCCAC
ATGGATATCTTCATCCTCATCAC
TCAGTAATCCGCCAATATGCGTC
ATGCGATCTCTCAGTCCAC
TTATTGTCGTTTGTGTGTTTTTC
ATGACCATGTTGGCTCTGCTTAC
TCAGGATTGCACACAGCCCC
ATGGAACTGATAGATTTACCACTTTTG
TTAACCAATGTCGTAACTTCTATAACAG
ATGTCAACTATTGAAAGAATTTTC
TTAAGGATATGCCATGTTTCC
ATGTGGTACCTGAATTACTTGC

PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem

PCRfin - PCRsem




HmN_000197700
HmN_000827150
HmN_000827150
HmN_000540950
HmN_000540950
HmN_000088450
HmN_000088450
HmN_000255600
HmN_000255600
HmN_000255700
HmN_000255700
HmN_000255800
HmN_000255800
HmN_000593200
HmN_000593200
HmN_000166500
HmMN_000166500
HmN_000072750
HmN_000072750
HmN_000648800
HmN_000648800
HmN_000147700.1
HmN_000147700.1
HmN_000399200.1
HmN_000399200.1
HmN_000480300.1
HmN_000480300.1
HmN_000640600.1
HmN_000640600.1
HmN_000699100.1
HmN_000699100.1
HmN_000583100
HmN_000583100
HmN_000583100
HmN_000583100
HmN_000695400.1
HmN_000695400.1
HmN_000056300
HmN_000056300
HmN_000056400
HmN_000056400

npp-44.1-Rv
npp-44.2-Fw
npp-44.2-Rv
npp-45-Fw
npp-45-Rv
npp-46-Fw
npp-46-Rv
npp-49.1-Fw
npp-49.1-Rv
npp-49.2-Fw
npp-49.2-Rv
npp-49.3-Fw
npp-49.3-Rv
npp-49.4-Fw
npp-49.4-Rv
npp-4-Fw
npp-4-Rv
npp-5-Fw
npp-5-Rv
npp-6-Fw
npp-6-Rv
NPY-Receptorl-Fw
NPY-Receptorl-Rv
NPY-Receptor2-Fw
NPY-Receptor2-Rv
NPY-Receptor3-Fw
NPY-Receptor3-Rv
NPY-Receptor4d-Fw
NPY-Receptor4-Rv
NPY-Receptor5-Fw
NPY-Receptor5-Rv
PC2.Long-Fw
PC2.Long-Rv
PC2.Sm-Fw
PC2.Sm-Rv
PK-NMU-Receptor-Fw
PK-NMU-Receptor-Rv
qPCR-AgB056300-Fw
qPCR-AgB056300-Rv
qPCR-AgB056400-Fw
qPCR-AgB056400-Rv

TCAGCCAACCCGAATGGCTG
ATGGAAAACTTACATAATTTAAAATTG
TTATCCTACTCTGATAGCAGGTTTG
ATGAGAGGTCATATTCCTCAG
TTAACCGAAGTGGTAGGGCATG
ATGTCATCTCATCGGCTC

GAAGTTAGAGAATTTGGCTGAATACATC

TTAAGCTCTTCGTTCTCTTCGG
TTACATGAGCCCAGCAAGTTC
ATTTGCTGCAAATTCTACAACC
ATGAAAGATCAGCAAGCTCTCG
CCTTGTTGGCACAATCTTTG
CAGCTAATTCTCTGAGTCCCTG
TATGCCTACTGTTCCTTGCCTC
ACATAAGGCCAGCTAATTCTTG
ATGATAAGGATTTCATGTTGTGTTC
TTAATGCCACTTTCGAATTAAACG
ATGTCGCCAAGATTCCGCCTTC
TTAGCCCCAAGGGAGGTCAAG
ATGCTCACCCAATTCTTTAACATG
CTACTTTCCAAGTCGAAGAAGTC
TGCCTTTGCTCACGAAATTCTC
TAGCGAATTTCTGGTCTCCAGC
GCCCTTGTTATTTCCAGTGTCG
GGGTGATAGGTTGAATGTTCGC
ATAGTATTGAGGCCGTGCGTG
CTGGCAAGGAGGATACTGGTTC
GACATGGAAGTGAGGCGAATG
TTAACAGCCTGATCGACTCGG
AATCAACCGACTAAGGCCTCTG
AGACGCTTTCCCTACTCCTGG
CTCTTTCGTAAAGAATGGTACATCCAC
CCTAATGCAGGATCTGGACCTTC
TCTCAAGTAATGACGCTCATCC
ATTGTCCACATTGATGCAGC
TCATCAACATTCGTGGTCTTCG
AGGTCGGTAGCAGGAATTTCG
GCTAATGTTCGCGCTCAGAACGAC
TCGGAGCTCTGTAAATTGTTGGCTG
GACCGATTCTTTGCTGAAGATCCG
CACCCTGCTTCTTCCTTCTGCG

PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH

PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem

PCRfin - PCRsem

PCRfin - PCRsem -WMISH
PCRfin - PCRsem -WMISH

WMISH
WMISH
WMISH
WMISH
WMISH
WMISH
WMISH
WMISH
WMISH
WMISH
WMISH
WMISH
PCRfin - PCRsem
PCRfin - PCRsem
WMISH
WMISH
gPCR
qPCR
gPCR
gPCR



HmN_000056500 qPCR-AgB056500-Fw GGGAACGATTCTACGACGAAGATCC gPCR
HmN_000056500 qPCR-AgB056500-Rv TCTCTCAAGCGTCCACGCACTTC gPCR
HmN_000804500 qPCR-AgB804500-Fw GCAGCAAAGAAGGTGATGAAAGGC qPCR
HmN_000804500 qPCR-AgB804500-Rv AATGTTTGGCCAGTTGGATCTTCG gPCR
HmN_000893100 qPCR-AgB893100-Fw CTGATGACAACCAAGCCCGTGTG qPCR
HmN_000893100 qPCR-AgB893100-Rv CGCACATGTCTCCTGGGCAATATC gPCR
HmN_000893200 qPCR-AgB893200-Fw TCTGTCTTATCGCATTGACTGTCCTCG qPCR
HmN_000893200 qPCR-AgB893200-Rv TTGCTTCATTTCAGCGAATTTCATCAG gPCR
HmN_000893300 qPCR-AgB893300-Fw AACTCTCTTAGCCTTCCTTGCTGTCAC gPCR
HmN_000893300 qPCR-AgB893300-Rv TTCAGTTCACGAAACCGCTTCAAC gPCR
HmN_000334100.1 SIFa-Receptor-Fw CTTACGCCACAATCTTCATTGC WMISH
HmN_000334100.1 SIFa-Receptor-Rv TCAAAGTGTGCCGAGGCAG WMISH
HmN 000994100.1 TH.Long-Fw ATCGGTGACTTTGTCAACCTGC WMISH
HmN 000994100.1 TH.Long-Rv CATCTGGGCTTTGATATCCTCC WMISH
HmN 000994100.1 TH.Sm-Fw GGATGCTGAAGTTCAAGACAATGG PCRfin - PCRsem
HmN 000994100.1 TH.Sm-Rv CTAATTGTGGCAAATCGTCCTCAC PCRfin - PCRsem

HmN 000748900.1
HmN 000748900.1

Vglut.Sm-Fw
Vglut.Sm-Rv

TCACGTCCATGCCCGTCTATG
CCTCTGCCCACTGCTGTTTCTC

Hm_TKR_ModeloMP_WBP10 TK-Receptor-Fw TTCTCCTTCCTCTCCCACTTCC WMISH
Hm_TKR_ModeloMP_WBP10 TK-Receptor-Rv TCCACGATCTGACCACAATTTG WMISH
HmN_000337500 TranslniFact4E-1A-Fw AACGATAGTAAAGGCGAAGGTGATTCAG gPCR
HmN_000337500 TranslniFact4E-1A-Rv GCATTCTTTGAGTCCAATCAGTACCAAC gPCR
HmN_000875700.1 TRH-Receptor-Fw ATGAATGCCAACATGTCCACTG WMISH
HmN_000875700.1 TRH-Receptor-Rv AACGAACTTGACGACTTCCTGC WMISH
HmN 000748900.1 Vglut.Long-Fw GGTGAACTTCCTGACACGCATC WMISH
HmN 000748900.1 Vglut.Long-Rv TTTCATCTGCGCATCTTCAGC WMISH

PCRfin - PCRsem

PCRfin - PCRsem

Tabla M.1. Cebadores de los genes de interés de H. microstoma para este trabajo. Se especifica los ensayos
en los que fueron utilizados. PCRfin: PCR a tiempo final; PCRsem: RT-PCR semicuantitativa; qPCR: PCR
cuantitativa; WMISH: Whole mount in situ hybridization.

- RT-PCR semicuantitativa.

Se realizaron ensayos de RT-PCR semicuantitativas con el fin de visualizar diferencias
grandes en los niveles de expresidn entre estadios para los genes de interés. Se generd ADN
copia (ADNc) a partir de 750 ng de ARN de cada estadio, utilizando la retrotranscriptasa
SuperScript Il (Invitrogen). Se utiliz6 MangoTag™ DNA Polymerase (Bioline), utilizando el
protocolo estandar brindado para esta polimerasa, procediendo de la siguiente manera: se
realizaron 26 ciclos, de estos tubos se tomaron 5 ul de muestra, se dejd ciclando 4 ciclos
mas el resto del tubo de PCR (30 ciclos en total en total) y se tomaron 5 ul nuevamente,
finalmente se dejé a los tubos de PCR por 4 ciclos mas (34 en total). De esta forma se
obtuvieron amplificaciones con diferentes rondas de ciclado: 26, 30 y 34 ciclos. Los




resultados en cada valor de ciclado fueron analizados mediante gel de agarosa. Los ciclados
consistieron en: 3 minutos iniciales a 93°C, para luego ciclar con los siguientes valores, 30
segundos a 93°C, 30 segundos a la Tm de los cebadores y 1 minuto a 72°C (para genes mas
largos se utilizé un tiempo de 1 minuto y medio en esta ultima parte del ciclado).

En el desarrollo de estos ensayos era importante saber que el ADNc de huevos no
estaba contaminado con ADNc de adultos, para lo cual se utilizé la amplificacion del gen
especifico y altamente expresado en adultos de Antigeno B (HmN_000056300). Se utilizd
como gen housekeeping al gen ELP (por su nombre en inglés, Ezrin-radixin-Moesin-like
protein) seleccionado a partir de los datos transcriptomicos de Tsai et al., 2013 [20], y de
resultados de que mostraban expresidn constante de este gen en E. multilocularis [380], ya
que cuando se realizaron estos experimentos aun no disponiamos los datos de RNAseq
obtenidos en este trabajo. A partir de la obtencién de los datos de RNAseq vy utilizando el
coeficiente de variacién génica entre estadios, se identificé a un factor de inicio de la
traduccién 4E-1A (HmN_000337500) como un buen gen housekeeping, el cual fue utilizado
en los experimentos de gPCR, descriptos en el articulo del capitulo 2 de resultados: “Stage-
specific transcriptomic analysis of the model cestode Hymenolepis microstoma” [214].

- Generacion de sondas de ARN marcadas con digoxigenina para hibridacion in situ

Las sondas de ARN se generaron a partir de los productos de PCR de los diferentes
genes de interés. Se insertd a estos productos de PCR en plasmidos pGEM®-T (Promega),
para posteriormente con ellos transformar bacterias Escherichia coli competentes,
generadas por nuestro laboratorio bajo protocolos previamente establecidos [381]. Las
colonias con inserto fueron identificadas mediante PCR “de colonia” (utilizando a las
bacterias de los clones analizados directamente como molde de la PCR), utilizando
cebadores para los promotores T7 y SP6 (T7 (5’- TGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG G -3’), SP6
(5’- ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT -3')). Luego de confirmar la presencia de un inserto del
tamafio esperado de esta manera, se procedié a amplificar estos clones por cultivo
estandar, y purificar a su ADN plasmidico (utilizando al kit GenelJET (ThermoFisher, K0502),
o en algunos casos mediante protocolos estandar de laboratorio de lisis alcalina [382]). Los
insertos fueron secuenciados mediante el método de Sanger por la empresa Macrogen,
Corea. Luego de confirmar la identidad y la orientacidn de los insertos, se realizaron sondas
de ARN utilizando enzimas polimerasas T7 y SP6 (ThermoFisher). Se amplificaron moldes
para la generacién de las sondas a partir de PCR de los insertos de ADN de interés
confirmados por secuenciacién. Utilizando estos moldes se produjeron las sondas por
transcripcion in vitro (IVT, in vitro transcription), utilizando cebadores T7 y SP6. Mediante el
analisis de secuenciacion se determind la orientacion de los insertos, de esta forma se




puede evidenciar si al realizar la IVT con polimerasa T7 o SP6, se tiene una sonda Sentido
(S) o Anti Sentido (AS). Las sondas AS son las complementarias al ARNm para cada gen, por
lo que serdn las sondas producidas para la deteccién por WMISH, mientras que las sondas
S son las que utilizamos como control negativo. Las reacciones de IVT consistieron en la
mezcla de: buffer de transcripcion 1x, mezcla de rNTPs con DIG-UTP (concentraciones
finales 1 mM ATP, 1 mM CTP, 1 mM GTP, 0.65 mM UTP, 0,35 mM DIG-UTP (Sigma)),
inhibidor de ARNasa RNaseOUT (0,5 ul por reaccion de 20 pl, Invitrogen), ADN molde (2 pg)
y ARN polimerasa SP6 o T7 (1,5 pl por reacciéon de 20 pl, Invitrogen). Las reacciones se
incubaron durante 2 horas a 372C, siendo luego tratadas con ADNasa (TURBO™ DNase,
ThermoFisher) durante 15 minutos a 37 2. Las sondas generadas se purificaron con RNA
Clean & Concentrator (Zymo, R1015). La integridad de las mismas fue comprobada
mediante gel de agarosa y se cuantificd la cantidad de marca de las mismas mediante Dot
Blot, comparando con una sonda marcada con DIG-UTP de concentracidon conocida
comercial (Sigma-Aldrich). Las sondas fueron guardadas a -80°C hasta su uso.

- Hibridacién in situ fluorescente in toto (WMISH).

Se realizaron WMISH para los tres estadios del ciclo de vida de H. microstoma. El
protocolo utilizado fue el descripto por Koziol y colaboradores en 2014 [144]. Los detalles
de los diferentes pasos de esta técnica se describen en el Apéndice 2 de este trabajo.
Brevemente, se utilizaron sondas de ARN complementarias a los genes de interés marcadas
con digoxigenina. Tras la hibridacidn, las sondas fueron detectadas mediante un anticuerpo
anti-digoxigenina conjugado a peroxidasa, utilizando como reactivo tiramida conjugada a
FITC (produciendo que el FITC con el grupo tiramida se una covalentemente a las regiones
en donde estd presente esta enzima y de esta forma evidenciar la deteccién de células que
expresen a estos genes). Esta técnica también permitié que en algunos casos los ejemplares
utilizados, luego de la deteccidon por WMISH, fueran incluidos en bloques para criocortes y
de esta forma conseguir cortes histolégicos para la inspeccion de estructuras en detalle.

- Tinciones nucleares.

La tincion nuclear se realizdé con DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol, 1 pg/ml) o Verde
de Metilo (2%, [383]). El tiempo de exposicidn a estos compuestos dependié del tamaiio de
la muestra, para criocortes se tifié durante 10 minutos, mientras que para adultos o larvas
de H. microstoma enteras se dejo a los tejidos toda la noche tifiendo a 4°C y con agitacion.




- Deteccion por Inmunohistofluorescencia (IHF).

Se realizaron ensayos de IHF tanto in toto como sobre criocortes (siguiendo la
metodologia utilizada por Koziol y colaboradores en 2013 [144]). Las metodologias
utilizadas se describen en detalle en los Apéndices 4 y 5. El protocolo es muy similar en
ambos casos, aunque con lavados, tiempos de bloqueo y de incubacién de anticuerpos mas
largos y exhaustivos en la versidn in toto de la técnica.

Para la deteccion del motivo RFamida, comin de varios neuropéptidos, se utilizé el
anticuerpo policlonal de conejo anti-FMRFamida (Immunostar, dilucién 1/250).

Para la deteccidn del neuropéptido Npp-46 se utilizé un anticuerpo policlonal generado
por Genescript contra el péptido sintético IDPLMYSAKFSNF. Se utilizé un péptido con una
cisteina adicional en el extremo N-terminal (“CIIDPLMYSAKFSNF”) para conjugar a la
hemocianina KLH y realizar inmunizaciones en tres conejos. Se sacrificé a los animales, se
combinaron los sueros y se purificd a los anticuerpos por afinidad. Los anticuerpos se
utilizaron a una concentracion final de 1/500 para las inmunodetecciones.

- Deteccion de EdU.

Se detectaron a las células proliferantes que se encontraban en fase S del ciclo
celular utilizando al kit comercial Click-iT® Plus EdU Alexa Fluor® 555 Imaging Kit
(Thermofisher). Se afiadié en el medio de cultivo al analogo de timidina EdU (por su nombre
en inglés, 5-Ethynyl-2’-deoxyuridine) [384] a una concentracion de 10 uM, con un tiempo
variable dependiendo de cada experimento (por ejemplo, durante 2 horas para los
experimentos de pulso y caza en adultos). Se siguieron los pasos establecidos en el
protocolo de deteccidn de este kit.

- Obtencidon y Andlisis de imagenes de microscopia.

Las imagenes de microscopia de fluorescencia se obtuvieron principalmente
mediante Microscopia de Barrido Laser Confocal, utilizando al servicio de Microscopia del
Instituto Pasteur de Montevideo. Las imagenes de este trabajo fueron tomadas en los
Microscopios de Barrido Laser Confocal Zeiss LSM 800CyAn y Zeiss LSM 880. Otros
experimentos fueron registrados mediante el uso de un Microscopio de Epifluorescencia
Nikon Microphot-FXA de la Seccidn Biologia Celular de Facultad de Ciencias.



Las imagenes de los parasitos en cultivo fueron obtenidas mediante el Microscopio
Invertido Leitz Labovert FS, utilizando una camara USB CamLabLite de Bresser, de la Seccidn
Biologia Celular de la Facultad de Ciencias.

Para el andlisis de todas las imdgenes de microscopia, obtenidas a partir de los
diferentes protocolos descriptos, se utilizé al programa libre FUJI (fiji is just imagej) [385].

- Deteccion por peptidomica de neuropéptidos.

Para esta parte se trabajo en colaboracidon con el laboratorio de la Dra. Liesbet
Temmerman, de la Universidad Catélica de Leuven en Bélgica (Katholieke Universiteit
Leuven), quienes tienen una gran experiencia en el estudios peptiddmicos mediante
espectrometria de masa [309,386,387]. Para esta parte del trabajo nosotros realizamos el
colectado y enviado de las muestras, junto al posterior andlisis de los resultados, mientras
que en el laboratorio de la Dra. Temmerman se hicieron las extracciones y los experimentos
correspondientes a partir de las muestras que nosotros les enviamos. Se extrajeron las
muestras a ser analizadas en nuestro laboratorio de Facultad de Ciencias, todas ellas de
adultos de H. microstoma: dos muestras de adultos completos con segmentos gravidos (una
de ellas con una gran cantidad de tejidos, lo que permitié la detecciéon de mayor cantidad
de neuropéptidos), una de un adulto con segmentos en desarrollo, pero sin los segmentos
gravidos (sin oncésferas en desarrollo) y dos muestras de Unicamente la regién mds anterior
(escolex y cuello). Se lavaron en PBS con material de plastico no autoclavado, se congelaron
con Nitrégeno liquido y se enviaron al laboratorio de la Dra. Temmerman con hielo seco. El
protocolo de extraccién usado por este laboratorio se encuentra publicado previamente
[309,386], brevemente: se realiza una homogenizacién mecdnica y por sonicaciéon en
Metanol/Acético en frio, se concentra por speed-vac, se diluye en Agua/Acido férmico, se
delipida con n-hexano (Filtrado con Amicon Ultra-4-10 kDa) se vuelve a concentrar por
speed-vac. Para la obtencién de los datos peptidémicos se utilizé Quadrupole-Orbitrap LC-
MS/MS. Se analizaron los datos obtenidos, comparando el alineamiento de los péptidos
detectados contra las proteinas predichas a partir del genoma de H. microstoma (versién 1
[20] y versidn 3 [21]del genoma, utilizando a los npps predichos en 2016 por Koziol et al.
[79]), buscando manualmente a partir de los hits la presencia tanto de los neuropéptidos
maduros como de las regiones flanqueantes de los propéptidos procesados.



3- Métodos de cultivo de pardsitos.

- Activacion de cisticercoides.

Se optimiz6 este protocolo de activacién basandonos en lo previamente reportado
en la bibliografia [304]. El protocolo paso a paso de esta activacién se describe en el
Apéndice 6 de este trabajo. La metodologia se basa en imitar in vitro a las condiciones del
sistema digestivo por las que pasan los cisticercoides en el hospedero definitivo. Se
recolecta la cantidad necesaria de cisticercoides completamente desarrollados (con al
menos dos semanas post infeccién), mediante diseccion de escarabajos en lupa
estereoscopica, y se los coloca en PBS, lavandolos varias veces en este mismo buffer. Se
incuban en una solucién de PBS, 0,17% HCl y 1% Pepsina (Sigma) durante 30 minutos con
agitacion. Se los lava dos veces con PBS, y luego se pasa a una solucion precalentada de
Hanks estéril (Sigma, pH 7,5), 0,1% Taurocolato de Sodio y 0,5% Tripsina (Sigma), se los deja
en esta solucién a 37°C agitdndolos ocasionalmente. Se puede seguir el proceso bajo lupa
para ver a los cisticercoides que salen de la cdpsula y comienzan a moverse (tipicamente
comenzando a los 20 minutos). Si se esta trabajando en esterilidad se dejan en el tubo
estéril en la estufa a 37°C durante 40 minutos para asegurar que todos se activen. En
algunos casos en los que era importante no perder cisticercoides, se realizé el protocolo en
placas de Petri de 5 cm, y se siguié con el protocolo bajo lupa.

Para los experimentos en los que se pasoé a trabajar en condiciones de cultivo, se
tuvieron en cuenta algunos aspectos para evitar la contaminacién de las larvas. En estos
casos se trabajo con tubos de centrifuga estériles, con la solucidon de Hanks-Taurocolato-
Tripsina filtrada en el momento con filtros de 0,22 um (Sigma, F8148), y con lavados iniciales
adicionales utilizando buffer PBS autoclavado, centrifugando en cada paso durante 1
minuto a 2000g.

- Cultivo de cisticercoides.

Se probaron diferentes formas de cultivo de cisticercoides basandonos en los
métodos descriptos previamente en la literatura [24,25,27]. Todas las metodologias aqui
empleadas tienen en comun que comienzan con la activacion de los cisticercoides, con el
método descripto en el apartado anterior, trabajando en condiciones que eviten la
contaminacién de las muestras. A partir de los lavados de PBS del protocolo de activacién
posteriores al paso con Pepsina y HCI, se utilizaron Unicamente soluciones estériles y se
trabajo en flujo laminar. No se visualizd a los cisticercoides durante este proceso de
activacion, sino que se los mantuvo en un tubo de centrifuga cerrado que se centrifugd a
1000-2000 g durante 1 minuto entre cada lavado. Se incubaron a los cisticercoides en la



solucidén de tripsina y taurocolato de sodio filtrada en el momento con un filtro de 0,22 pum
(Sigma, F8148). Se dejan a los cisticercoides en la estufa en el tubo durante 40 minutos,
invirtiendo el tubo ocasionalmente (aproximadamente cada 5 minutos). Posteriormente se
realiza un lavado de esta solucién con PBS + 5% suero para inactivar la tripsina y evitar que
los cisticercoides se peguen al tubo. Se separan los cisticercoides en las placas a utilizar de
manera equitativa mezclando muy bien en cada porcién de volumen que se va retirando.
Por ejemplo, si vamos a tener un experimento para el que necesitamos 6 pocillos y tenemos
1200 ml se pondran 200 ul en cada pocillo y en cada paso se mezcld con la pipeta repetidas
veces dentro del tubo antes de tomar y colocar en la placa, se recomienda realizar esto lo
mas cerca del fondo del tubo posible para tener cantidades similares de cisticercoides en
cada pocillo.

Luego del proceso de activacién en esterilidad de cisticercoides que se describe
previamente, se paso a probar diferentes medios para cultivarlos. Se utilizé como medio
base al RPMI, modificado por el afadido de HEPES como amortiguador adicional (Sigma,
R5886). A este medio se le afladieron diferentes suplementos: suero fetal bovino (SFB,
Capricorn), hemina y taurocolato de sodio, utilizando siempre 1% de antibidtico y
antimicético (antianti, Gibco). Adicionalmente se combind a estos medios con una base
sélida de Agar-Base Triptona (Biokey), con o sin el agregado adicional en esta base de sangre
ovina (5%). De esta forma se determinaron las condiciones ideales de cultivo de los
cisticercoides activados a partir de su crecimiento en las diferentes condiciones (por la
medida de su longitud a lo largo de los dias,) y por su morfologia (ya que en algunas
condiciones con el paso de los dias se pueden observar aberraciones morfolégicas). Como
se muestra en la seccién de resultados, los mejores resultados fueron obtenidos con el
siguiente medio bifasico: RPMI, 30% de suero fetal bovino, 1% antianti, 0,15 um de hemina,
0,1% de taurocolato de sodio, con una base sélida de Agar-Base Triptona con 5% de sangre
ovina. Este medio bifasico de cultivo fue el utilizado en los experimentos descriptos
posteriormente que utilizan cisticercoides activados en cultivo in vitro a largo plazo (dias),
y también en los experimentos de pulso y caza en adultos.

La frecuencia del cambio de medio fue variable dependiendo del experimento. Para
los experimentos realizados para optimizar la metodologia de cultivo, se cambid el medio
cada 2-3 dias, cambiando la mitad del medio cuidadosamente, para no perder cisticercoides
en estos pasos. Por otro lado, para las pruebas de cultivo con drogas o neuropéptidos, el
medio fue cambiado 2 veces por dia, para asegurarnos de mantener la presencia de estos
compuestos en la concentracién deseada.

La medida de la longitud de los cisticercoides se tomd en estos, y en los siguientes
experimentos, como la longitud abarcada entre el borde posterior de las ventosas hasta el




borde posterior del cuerpo, de esta forma se logra que la extension y retraccidon del escélex
influencie lo menos posible las medidas (Figura M.1).

= Medida tomada

Figura M.1. Medidas de cisticercoides en cultivo. A, esquema de las zonas consideras para las medidas, desde
el borde posterior de las ventosas, hasta el final del cuerpo. B, cisticercoide activado a tiempo 0, y C,
cisticercoide cultivado y alargado luego de 9 dias en cultivo, la linea azul marca la distancia considerada para
las medidas en estos experimentos.

- Drogas Utilizadas en los ensayos in vitro.

Las drogas utilizadas en los ensayos in vitro se muestran en la Tabla M.2

Accion sobre | Mecanismo de

Nombre ) L Via/s Afectada/s Solvente
la via. accion
PKA (PKG y PKC en
H-89 (LC Labs) Inhibidor Inhibe PKAcat ( y . Agua
menor medida)

PKI (Sigma) Inhibidor Inhibe PKAcat PKA DMSO
SQ22536 (Sigma) Inhibidor Inhibe AC PKA DMSO
FSK (LC Labs) Activador Activa AC PKA DMSO
IBMX (Sigma) Activador Inhibe FD PKA DMSO

G066983 (Sigma) Inhibidor Inhibe PKC PKC DMSO




Queleritrina PKC (y otros

) Inhibidor Inhibe PKC DMSO
(Sigma) blancos)
. . Inhibe
U73122 (Sigma) Inhibidor . PKC DMSO
Fosfolipasa C
PMA (LC Labs) Activador Activa PKC PKC DMSO
Bafilomicina (LC . Bombas de Neurotransmisores
Inhibidor protones de DMSO

Labs) clasicos.

vesiculas sinapticas

Tabla M.2. Drogas Utilizadas en los ensayos in vitro, via afectada y sus respectivos solventes. AC: adenilato
ciclasa; FD: fosfodiesterasa; PKA: proteina quinasa dependiente de AMPc; PKAcat: subunidad catalitica de la
proteina quinasa dependiente de AMPc; PKC: proteina quinasa dependiente de calcio.

- Analisis del efecto de drogas sobre la proliferacion celular en cisticercoides.

Se realizaron cultivos de cisticercoides durante 5 dias, cultivandolos como se
describe anteriormente, se cambidé la mitad del medio de cultivo 2 veces por dia
incorporando diferentes drogas inhibidoras de las vias de PKA y PKC. Se utilizaron
concentraciones de drogas de 10 uM para: H-89, G66983 y Queleritrina. Junto a estos
experimentos se cultivaron cisticercoides control con el agregado de agua estéril (control
para H-89) y con el agregado de DMSO a concentracion de 1% (control para G66983 y
Queleritrina). Luego de los 5 dias de cultivo se colocé en cada condicion EdU a una
concentracion de 10 uM durante 1 hora para que fuera incorporado por las células
proliferantes en fase S. Posteriormente se retird a los cisticercoides de cultivo, se los lavd
con PBS y se los fijo con Etanol 100%. Se revelé el marcado con EdU, se montd a los
ejemplares utilizando Glicerol 80% + 50 mM de Tris pH 7,5 bajo lupa estereoscépica. Se
contaron la cantidad de nucleos positivos para la marca de EdU de cada cisticercoide,
detectando los nucleos positivos en planos en el eje z distantes 8 um.

- Neuropéptidos utilizados en ensayos in vitro.

Los neuropéptidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados in vitro con calidad
para biologia celular (>90% pureza) (LifeTein LLC). Estos neuropéptidos se muestran en la
Tabla M.3. En el caso de npp-2 el gen codifica para 2 neuropéptidos maduros diferentes
“RGFlamida” y “RSFGLamida” se selecciond al primero de estos, por ser el que mostraba
mayor conservacion de secuencia entre diferentes especies de cestodos. En el caso de los




genes npp-29.1 y npp-29.2 ambos tienen en su secuencia aminoacidica 2 neuropéptidos,
todos estos con la misma secuencia de aminoacidos de neuropéptido maduro que es la

utilizada aqui.
Nombre Secuencia Solvente
Npp-2 RGFlamida Agua
Npp-29 MIYW Agua
Npp-33 TPYSGGIFamida Agua
Npp-38 ILADY Agua
Npp-41 FFCNPWGCVQS (con puente disulfuro entre Cay N, N-dimetilformamida (DMF)
Cs)
Npp-46 IIDPLMYSAKFSNF Dimetilsulféxido (DMSO)
Npp-2Inv IFGR Agua

Tabla M.3. Neuropéptidos utilizados en los ensayos in vitro, y los solventes utilizados para su reconstitucion.

- Andlisis del efecto de neuropéptidos sobre la proliferacion de cisticercoides tras la

activacion.

Se realizo el testeo del efecto de neuropéptidos sobre los patrones de proliferaciéon
celular presentes en cisticercoides con cultivos a corto plazo. Se utilizaron los
neuropéptidos: Npp-2, Npp-29, Npp-33, Npp-38, Npp-41 y Npp-46. También se utilizd un
péptido control con los mismos aminodcidos del neuropéptido Npp-2, pero en diferente
orden y sin amidacién N-terminal a modo de control (llamado, Npp-2Inv). El neuropéptido
Npp-41 se encuentra disuelto en dimetilformamida (DMF) por lo que se agregd un control
de DMF. El neuropéptido Npp-46 se encuentra disuelto en DMSO por lo que se agregd un
control de DMSO. A su vez, se agregd un control de agua estéril, para los demas péptidos.

Estas pruebas se realizaron comenzando con la activacidon de los cisticercoides,
como se menciona anteriormente, salvo que a través de todo el proceso los ejemplares se
vieron en presencia de los neuropéptidos a una concentracion de 100 uM. Luego de
finalizada la activacién, se pasé a los cisticercoides a una estufa de 37°C en medio RPMI con
SFB 10% durante 3 horas en presencia de los neuropéptidos. Luego de transcurrido este
tiempo se colocé EdU en cada condicidn a una concentracién de 10 uM durante una hora.
Posteriormente, se retird a los cisticercoides de cultivo, se los lavd con PBS y se los fijé con
Etanol 100%. Se reveld el marcado con EdU, se montd a los ejemplares utilizando Glicerol



80% + 50mM de Tris pH 7,5 bajo lupa estereoscopica. Se contaron la cantidad de nucleos
positivos para la marca de EdU de cada cisticercoide, en planos en el eje Z, distantes 2 um.

- Efectos de Neuropéptidos sobre el crecimiento de cisticercoides en cultivo.

Se cultivaron cisticercoides durante 7 dias en medio bifasico, como se describe
previamente, pero bajo la presencia de neuropéptidos en el medio de cultivo a una
concentracion de 100 uM (junto a los controles de agua, DMF y DMSO). Se realizé el cultivo
cambiando la mitad del medio de cultivo 2 veces por dia. Finalizado este tiempo se tomaron
medidas de la misma forma mostrada para la comparacién de los diferentes medios. Las
medidas se tomaron antes de ser fijados con los cisticercoides en los medios de cultivo.

- Cultivo de adultos y experimentos de pulso y caza con EdU.

Se utilizé el medio de cultivo que funcioné mejor en cultivos de cisticercoides
(descripto previamente). Los adultos se cultivaron en frascos de cultivo T-25. Se realizaron
2 cambios de medio por dia, lavando 3 veces con PBS precalentado a 37°C y cambiando de
botella de cultivo en cada lavado, para evitar la contaminacién de los cultivos. Con esta
metodologia de cultivo se desarrollaron experimentos de pulso y caza de la siguiente
manera: se utilizaron 2 adultos por botella para ser cultivados manteniéndose juntos a lo
largo del cultivo, y se prepararon 4 botellas de esta forma (con 2 adultos cada una); se
incubaron a todos los grupos con EdU 10 uM durante 2 horas sin la base de agar, esto fue
considerado el tiempo 0 (“Pulso”). Luego de las 2 horas de EdU, se fijaron a los adultos del
grupo de tiempo 0, continuando el cultivo con el resto de los ejemplares en medio de cultivo
sin EAU en botellas con base de agar, y fijandolos a los tiempos de: 24, 48 y 96 horas
(“Caza”). Luego de fijados en PFA 4% a 4°C ON, se pasaron a Metanol 100% y se guardaron
a -20°C. En estos ejemplares se procedid a realizar WMISH para el gen sycp-1, para
posteriormente revelar el EdU. Finalmente se monté a los ejemplares utilizando Glicerol
80% + 50 mM de Tris pH 7,5 bajo lupa.

- Activacion de oncosferas.

Para la activacion de oncdsferas se utilizaron 2 protocolos a lo largo de este trabajo
basandonos en la bibliografia previa, uno de ellos con bolitas de vidrio [26] y el otro con un
homogeneizador de vidrio [296].




Activacion con bolitas de vidrio: se transfirieron a los huevos aislados a una solucién
de NaCl 0.8% (generalmente 100 ul de huevos en 900 pl de solucién). Se agito durante 10
minutos en un vaso de bohemia (3 cm de didmetro) con un agitador magnético de 8x12 mm

a 1 ml de la suspension de huevos junto a bolitas de vidrio de 3 mm de didmetro. Este paso
provoca la ruptura mecdnica de la cascara de los huevos, lo que en el ciclo natural es
provocado por la accién de las mandibulas del escarabajo. Posteriormente se colectan las
oncésferas mediante pipeteo y se afiade 1 ml de una solucién de NaCl 0.8% y 5 mg/ml de
Bicarbonato de sodio (pH 7,2-7,4). Se centrifuga a 1200 g por 2 minutos, se retira liquido
hasta dejar 300 pl en el tubo, y se anade nuevamente el volumen requerido de la solucion
que contiene bicarbonato de sodio (calculando 200 ul de suspensién final a utilizar por
pocillo, ejemplo: para 5 pocillos en el experimento, se requiere 1 ml de volumen final, por
lo que se agregan 700 pl de solucién a los 300 ul que dejamos en el tubo). Se reparten las
oncoésferas mediante pipeteo (mezclando muy bien) entre los pocillos que se utilicen
(generalmente de una placa de 96) y se dejan agitando a las oncdsferas a una velocidad
moderada (aproximadamente 170 rpm) en un agitador orbital durante 15 minutos para que
puedan eclosionar de las envolturas de la oncdsfera.

Activacion con homogeneizador: Se tomaron huevos aislados y se colocaron en un

homogeneizador de vidrio, luego se le agregd solucién de NaCl 0,8% con 5 mg/ml de
Bicarbonato de Sodio (pH 7,2-7,4), utilizando generalmente 50 ul de suspension de huevos
en 950 pl de solucidn. Se procedié a utilizar un émbolo que deja un espacio de unos 200 um
con las paredes del homogeneizador de vidrio efectuando 60 ciclos. Posteriormente, se
pasa a tubo de 1,5 ml y se centrifuga a 1200 g durante 2 minutos. Se resuspende el pellet
de oncdsferas en el volumen que se necesite para el experimento que se esté realizando
(generalmente 200 ul por cada condicién (cada pocillo) de placas de 96). Se dejan 15
minutos en agitador orbital girando a potencia moderada (aproximadamente 170 rpm),
para dejarlas eclosionar.

- Ensayos de motilidad de oncésferas.

Los ensayos de motilidad de oncésferas se realizaron para diferentes drogas de vias
de segundos mensajeros (PKA y PKC), neuropéptidos y pruebas a lo largo del tiempo. Para
la realizacion de estas pruebas se armaron placas de 96 pocillos con los diferentes
compuestos de interés en paralelo a la realizacidon de los protocolos de activacion de
oncésferas mencionados anteriormente. Los pocillos se armaron con 50 pl de los
compuestos concentrados 4 veces mas que la solucién final a la que seran testeados, en




cada uno de estos pocillos se agregan 150 ul de la suspensién de oncdsferas activadas, y se
resuspende con pipeta para mezclar bien. En este paso es que las oncésferas se dejan 15
minutos en el agitador (ver protocolo anterior, paso final de ambos métodos de activacion).
La motilidad de las oncdsferas se midié en base a sus movimientos ciclicos de extension y
retraccién de los 6 ganchos posteriores que presenta este estadio. Se realizaron videos de
30 segundos de duracidén con los que se calculd la cantidad de ciclos por minuto (cpm) que
realizaron estas larvas en las diferentes condiciones. Se contaron como validas Unicamente
a las oncésferas que estaban fuera de la cdscara y de las envolturas.

- Ensayos de motilidad de cisticercoides.

Los ensayos de motilidad de cisticercoides se realizaron para drogas de vias de
segundos mensajeros PKA (H-89) y PKC (G66983 y Queleritrina), y para neuropéptidos. Los
ensayos con drogas se realizaron a una concentracion de 10 uM y los de neuropéptidos a
una concentracion de 100 uM. La concentracidn de las drogas se determiné a partir de la
bibliografia previa para otros organismos y de nuestros primeros ensayos, en los cuales se
logré evidenciar un efecto de H-89 a 10 uM, por lo que tomamos esta concentracion como
viable para nuestras réplicas. La concentracién de neuropéptidos fue determinada por la
bibliografia previa tanto en cestodos como en otros invertebrados pequefios, aplicando
grandes concentraciones para facilitar su ingreso e interaccion con los receptores. Se activé
a los cisticercoides mediante los métodos descriptos previamente y luego se los colocé a
temperatura ambiente frente a las drogas o los neuropéptidos en medio RPMI. Luego de 10
minutos de colocados los compuestos de interés se tomaron videos de 10 segundos (a RT),
luego se dejo a los cisticercoides a 37°C en medio RPMI en presencia de esos compuestos
durante 2 horas, luego se volvié a dejar a los mismos a temperatura ambiente durante 15
minutos (para que la temperatura del medio vuelva a temperatura ambiente) y se
registraron nuevamente videos cortos de 10 segundos. Estos videos de 10 segundos fueron
utilizados como suministro para un script desarrollado en el laboratorio de la Dra. Britta
Lundstrom-Stadelmann [307], el cual calcula cuanto se movieron los cisticercoides en base
a la diferencia de los pixeles que ocupan a tiempo 0 y a los 10 segundos.

- Ensayos de motilidad utilizando Mesocestoides corti.

Se utilizé al dispositivo WMICROTRACKER ONE ™ para evaluar efectos de drogas y
neuropéptidos en la motilidad de tetratiridios de Mesocestoides corti. Se cultivaron
tetratiridios de M. corti el dia anterior a los ensayos, en condiciones estandar previamente
utilizadas por nuestro grupo (RPMI, 10% SFB, AntiAnti a 37°C con CO; 5%) [14]. Se lavaron




2 veces con PBS en un tubo de 15 mly se dejan decantar. En placas de 96 pocillos con fondo
en U se colocaron 80 ul de RPMI con 1% de antianti (GIBCO) por pocillo. Se tomaron 20ul
de tetratiridios con un tip de p20 recortado en la punta, colocando esta cantidad en cada
pocillo. Se habituaron a los tetratiridios durante 1 hora en el WMICROTRACKER ONE ™
(dentro del dispositivo, sin agitaciéon y a RT), sin la adicion de drogas o neuropéptidos,
tomando 2 medidas, una cada 30 minutos (este valor se utilizara para normalizar los datos).
Se prepard en el momento, durante la hora de habituacién, al mismo medio de RPMI y
antianti, pero con los neuropéptidos o las drogas a utilizar al doble de la concentracion final.
Después de la hora de habituacién se le agrega a cada pocillo 100 ul de estas soluciones,
llegando a la concentracion final deseada. Se midié la actividad en el aparato durante 24 h,
tomando medidas cada 30 minutos. Se normalizan las medidas tomadas para cada pocillo
en cada tiempo de la siguiente manera: se toma el promedio de la medida de movimiento
de los pocillos de cada condicion en la hora de habituacién (promediando las dos medidas
de 30 minutos tomadas durante la habituacion), a esto le llamamos Mh (promedio de
medidas de motilidad durante habituacion). Llamamos Mt a la medida de motilidad a
tiempo t (para la misma condicion del Mh calculado previamente), con estos datos,
realizamos la normalizacién de cada medida de la siguiente manera:

(Mt = Mh) / Mh.

Obteniendo de esta forma valores normalizados que representan cuantas veces
mas 0 menos se mueven los tetratiridios en las diferentes condiciones respecto a la primera
hora de habituacion.
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Apéndice 1: RT-PCR semicuantitativa.

Luego de la extraccion de ARN, se realiza la RT-PCR con la misma cantidad de ARN para cada
condicidén a estudiar.

Protocolo RT-PCR Superscript:
Mezcla inicial:

1ul - oligo dt 0,5 pg/pl

1ul — ARN (este volumen es de ejemplo si se usa mas, reducir la cantidad de H;0)
1ul - dNTPmix 10mM

9,5ul — H20 (mezclar bien con pipeta)

Con esta mezcla:

5" a 65°C.
2" a4°C.

Agregar:
4ul de buffer 5x

2ul de Dtt 0,1M
0,5ul de RNAse out

Con la hueva mezcla:

2'a42°C

Agregar 1pl SSII-RT (mezclar con pipeta)
50" a42°C

15"a 70°C

Guardar ADNc a -20°C.
Luego de obtenido el ADNc se pasa a hacer la RT-PCR semicuantitativa.
Protocolo PCR semicuantitativa:

1- Se toma para cada condicién la misma cantidad de ADNc y se utiliza un control
con ADNc, para evaluar que no haya ADN contaminante en los reactivos.

2- Se deja ciclando por 26 ciclos normales de amplificacién de PCR.

3- Se toman 5 ul de la amplificacion y se deja ciclando por 4 ciclos mas.

4- Se toman 5 ul de la amplificacidn y se deja ciclando por 4 ciclos mas.

5- Sefinalizan los ciclados obteniendo 3 muestras, la primera muestra con 26 ciclos,
la segunda con 30 ciclos y la final con 34 ciclos de PCR.




6- Se analiza por gel de agarosa, se recomienda correr a todas las muestras en
paralelo para facilitar la comparacion. Por cada condicién a comparar son 3
muestras de diferentes ciclados, siempre corriendo junto al control negativo con
agua y al marcador de peso molecular (MPM). Por lo que si se tienen 2
condiciones a comparar estamos hablando de 8 carriles y si son 3 condiciones a
comparar, como en este trabajo, son 11 carriles del gel para comparar por cada
gen a analizar (contando al MPM).




Apéndice 2: Hibridacion in situ in toto (Whole-mount in situ
hybridization, WMISH).

Este protocolo estad basado en el que se puede encontrar en los apéndices de la tesis
de doctorado del Dr. Uriel Koziol [283], que a su vez esta basado en el protocolo
desarrollado para H. microstoma en el laboratorio del Dr. Peter Olson
(http://www.olsonlab.com/).

El protocolo estd optimizado para gusanos adultos de H. microstoma. Para otros
organismos hay que ajustar algunos pasos, sobre todo los tiempos de tratamiento con
Proteinasa K (ajustando tiempo y concentracion).

Para el trabajo con ARN es necesario tener material libre de ARNasas: pipetas, una
mesada que se use solo para ARN, soluciones tratadas con DEPC o de esto no ser posible
que sean solo utilizadas con guantes desde su apertura, lavado de superficies y guantes con
etanol 70%, etc. Todos estos cuidados en conjunto, favorecen a que los resultados de esta
técnica sean los mejores posibles.

Fijacion de los gusanos para WMISH

Estos pasos que se describen a continuacién se pueden hacer de dos maneras. Una
forma es tomar a toda la muestra y fijarla en conjunto, lo que requerira que posteriormente
se separen a los gusanos para proceder con la WMISH. Otra forma de proceder que resulta
en lo personal mas comoda, es separar a los gusanos mientras aun estén vivos, para
posteriormente fijarlos individualizados, dado esto porque luego de fijados son mas
propensos a romperse y mas dificiles de desenredar.

1- Recolectar a los gusanos y luego de lavarlos con PBS dejarlos con poco volumen de este
mismo buffer en hielo durante 5 minutos.

2- Fijar a los gusanos con 4% de PFA/PBS (DEPC) precalentado a 85°C e invertir un par de
veces el tubo donde se fije.

3- Dejar en la heladera ON (Over Night).
4- Pasar a los gusanos a 100% Metanol y dejarlos en agitador leve por 10 minutos.

5- Cambiar el Metanol una vez luego de esos 10 minutos y guardar a -20°C.


http://www.olsonlab.com/

Hibridacion in situ in toto

Dial

Rehidratacion:

1-
2-
3-
4

Lavado en 100% de etanol, 5 minutos de agitacion.
Lavado en 75% de etanol en Agua (DEPC), 10 minutos de agitacion.
Lavado en 50% de etanol en PBS-T (DEPC), 10 minutos de agitacion.
Tres lavados en PBS-T, 5 minutos de agitacién c/u.

Tratamiento de Proteinasa K y refijacion:

9-

Afadir 7,5ul de Proteinasa K (20mg/ml, stock de 50% glicerol a -20°C) en 10ml de
PBS-T.

Incubar con Proteinasa K durante 20 minutos SIN AGITACION.

Lavar 2 veces con 0,1M de Trietanolamina (TEA), pH 7,8 por 5 minutos. Invirtiendo
los tubos cada tanto, con cuidado porque estdn fragiles.

En el 2do lavado de TEA, agregar 2,5ul de Anhidrido acético por cada ml utilizado en
los lavados de TEA. Luego de 5 minutos agregar la misma cantidad utilizada de
Anhidrido acético nuevamente y esperar 5 minutos, invirtiendo de vez en cuando
los tubos.

Lavar 2 veces por 5 minutos con PBS-T, invirtiendo de vez en cuando los tubos.

10- Refijar a los gusanos con PFA 4% en PBS-T, durante 20 minutos en agitacion.

11- Lavar 5 veces con PBS-T durante 5 minutos c/u, en agitacion.

Equilibrar las muestras y Pre-Hibridacidn:

12- Dejar al tubo con 1ml de PBS-Ty agregar 250ul de buffer de hibridaciéon permitiendo

gue se equilibre (en unos 3 minutos y un par de inversiones). Si se estd trabajando
con varios adultos en el mismo tubo dejar 2ml de PBS-T y agregar 500pul de buffer
de hibridacién, esperar que se equilibre y pasar los gusanos a tubos individuales en
donde se seguira el protocolo.

13- Remover el liquido y reemplazar con 500ul de buffer de hibridacion, dejar a 60°C

durante 10 minutos agitando en Eppendorf thermomixer a 600 RPM.

14- Remplazar al buffer de hibridacién con otros 500ul de este mismo buffer, dejando a

60°C con la misma agitacion. En este paso se pueden tomar dos caminos, esperar 6
horas para colocar la sonda, o dejarlo toda la noche en estas condiciones.



Dia 2
Hibridacion:

15- Sondas nuevas: Preparar la sonda de ARN marcada con DIG dejandola 3 minutos a

80°C, centrifugar brevemente y dejar en hielo. Agregar la sonda a buffer de
hibridacién precalentado a 57-58°C. Remover el buffer de pre-hibridacion de las
muestras y agregar las sondas recientemente diluidas, las sondas deben tener una
concentracién final entre 0.2 y 1 ng/ul. Para las sondas realizadas en este trabajo
esto se traduce en generalmente, una dilucién de 5ul en 495ul de buffer de
hibridacién.

Sondas reutilizadas: para sondas que ya se utilizaron en otras WMISH y ya se

encuentran disueltas en buffer de hibridacién, se dejan a 80°C durante 3 minutos,
luego se ponen en el thermomixer a 58°C por 5 minutos y luego se agregan a las
muestras (de las que previamente se retird el buffer de pre-hibridacion,
claramente).

Para las WMISH de neuropéptidos (y sondas cortas en general de hasta 250 pb) se
utilizan temperaturas menores de hibridacidon entre 53-54°C.

Se deja hibridando de esta manera ON a la temperatura correspondiente en el
Thermomixer a 600 RPM.

Dia 3
Remover la sonda y lavar:

16- Retirar la sonda de cada tubo y guardarla en un nuevo tubo en hielo, para
posteriormente dejarlas a -80°C, ya que pueden ser reutilizadas reiteradas veces
(incluso funcionando mejor que la primera vez en las repeticiones).

17- Colocar 500ul de buffer de hibridacién, precalentado a la temperatura en la que
estaban las sondas, 53-54°C o 57-58°C.

18- Lavar 3 veces con solucién 2x de SSC + 0,1% Tween-20 (Precalentado a la
temperatura en la que estaban las sondas, 53-54°C o 57-58°C), cada lavado de 20
minutos en Thermomixer a 600 RPM.

19- Lavar 3 veces con solucién 0,2x de SSC + 0,1% Tween-20 (Precalentado a la
temperatura en la que estaban las sondas, 53-54°C o 57-58°C), cada lavado de 30
minutos en Thermomixer a 600 RPM.

20- Lavar 2 veces con MAB-T (MAB + 0,1% Tween-20), aca pasamos a temperatura
ambiente (RT, Room Temperature), cada lavado de 15 minutos con agitacion.



Incubacion con anticuerpo:

21- Bloquear durante 2 horas en 0,5ml de MAB-T + 1% “Blocking reagent” + 5% de suero

de oveja. La solucion con todos sus componentes debe ser calentada a 60°C durante
30 minutos para inactivar el suero, y posteriormente colocada en hielo antes de
agregarsela a las muestras.

22- Remplazar la solucion de bloqueo con la dilucion de 1/50 de Anti-DIG conjugado a

Dia 4

peroxidasa (POD) en MAB-T + 1% “Blocking reagent”. Se deja con agitacion toda la
noche a 4°C, se puede en el Thermomixer si se tiene una temperatura ambiente de
unos 20°C.

Lavados:

23- Remover el anticuerpo y lavar 3 veces con MAB-T a RT con agitacion, cada lavado de

5 minutos.

24- Lavar 3 veces con MAB-T a RT con agitacién, cada lavado de 1 hora.

25- Lavar con PBS + 0,1 M de Imidazole, pH 7,6 a RT con agitacién, durante 3 minutos.

26- Lavar con PBS + 0,1 M de Imidazole, pH 7,6 a RT con agitacion, durante 10 minutos.

Reaccién con Tiramida para coloracion fluorescente:

27- Preparar la solucion de la reaccidn fluorescente mezclando PBS + 0,1 M Imidazol, pH

7,6 con 1/100 de Tiramida Fluorescente y 0,001% final de H,0; (diluir del H,0230%,
primero 1/300 y después 1/100). La Tiramida utilizada en este trabajo estd
conjugada a FITC, preparada como describe Hopman y colaboradores en 1998
[388]).

28- Se agrega la solucion de la reaccién fluorescente y se mezcla por inversién (5 a 10

veces) para posteriormente incubar en la oscuridad SIN MOVIMIENTO, durante 5
minutos.

29- Lavado rapido con PBS-T, para quitar el exceso de solucidn de reaccidn fluorescente.

30- Lavar 4 veces con PBS-T en oscuridad, aca ya no importa tanto trabajar bajo

condiciones RNAsa free (the FISH is sold [283]). En este punto se puede proceder a
la deteccion de EdU y/o tincion con DAPI (1pug/ml ON en PBS-T, con menos tiempo
puede funcionar, pero se pueden tener problemas de tener buena sefial en los
organos internos.)

31- Montar con glicerol 80% con 50mM de Tris pH 7 y sellar los bordes con esmalte de

ufias transparente.




Consideraciones extra de las WMISH en otros estadios

- Oncosferas: para las WMISH de oncdsferas se sigue al mismo procedimiento
descripto para los adultos, utilizando segmentos gravidos que las contienen. Para ver la
sefial de las oncdsferas, no basta con mirar los segmentos gravidos al microscopio, se
necesitan extraer de los mismos. Lo mas recomendable es, una vez finalizada la in situ,
colocar a estos segmentos gravidos en portaobjetos, y utilizando una lupa binocular y pinzas
cortar diferentes trozos del mismo y triturarlos con las pinzas de tal forma que se liberen a
las oncdsferas. Las oncésferas asi liberadas se montan utilizando glicerol 80% con 50mM de
Tris pH 7 y sellando con esmalte de ufias.

- Cisticercoides: en este trabajo se utilizaron cisticercoides activados y oncésferas
en proceso de metamorfosis a cisticercoides. La diferencia principal de las WMISH con este
estadio es que en cada paso de cambio de medio es necesario centrifugar (1000-2000g por
2 minutos). Si bien en este trabajo se utilizaron con el mismo tiempo de Proteinasa K que
para adultos (20 minutos), en los resultados a los cisticercoides activados se los ve un poco
digeridos de mas por accidn de esta enzima, por lo que seria bueno probar tiempos mas
cortos y comparar los resultados (5-10 minutos).

Soluciones de “Hibridacion in situ in toto”:

Agua tratada con DEPC

Agregar 0,1% DEPC a agua milliQ y mezclar durante toda la noche (deje la tapa ligeramente
abierto). Autoclavar durante 40 minutos, o dos veces de 20 minutos.

PBS (DEPC)

Agregar 0,1% DEPC a una botella de PBS y mezclar durante toda la noche. Autoclavar
durante 40 minutos, o dos veces de 20 minutos.

PFA 4% / PBS (DEPC)

Disolver 2 g de paraformaldehido (SIGMA-P6148) en 50 ml de PBS (DEPC) a 65°C durante 1-
2 horas mezclando cada tanto por inversién. Se pueden hacer alicuotas de volumenes
pequefiios, congeladas a -20°C, evitar descongelarlas y volver a congelarlas.

PBS-T

PBS + 0,1% Tween-20



Proteinasa K (Biolabs)

Trietanolamina 0,1 M (TEA),pHde 7a 8

A partir de TEA stock (SIGMA-Aldrich, 90279), concentracion 7,53 M, preparar una dilucion
1/75,3 dilucién (0,665 ml de TEA en 50 ml de agua tratada con DEPC). Ajustar el pH con
alicuotas de HCl al 25% (normalmente se necesitan unos 200ul) y confirme el pH colocando
una gota en una tira de pH (una tirita puede convertirse en 3 si se sabe usar tijeras
correctamente).

Anhidrido acético (Baker y Sigma-Aldrich)

CHAPS al 10% (Sigma-Aldrich, C3023)

Disolver 5g de CHAPS en 50ml total de volumen con Agua tratada con DEPC

10% Tween-20 (Sigma-Aldrich)

Disolver 5ml de Tween-20 en 50ml de volumen total con Agua tratada con DEPC. Stock para
ir preparando las soluciones de los lavados en el momento.

Heparina 100 mg/ml stock (Sigma-Aldrich, 90279)

Disolver 0,5g de Heparina en 5ml de agua estéril milliQ (no tratada con DEPC). Guardar a -
20°C en alicuotas de 0,2ml.

Preparacién de ARN Torula 100 mg/ml

1- Disolver ARN de Torula (Sigma-Aldrich, R-6625) a 10 mg/ml en agua tratada con
DEPC (disolviendo a 65°C, agitando de vez en cuando durante 1 hora), iniciando con
40ml o menos.

2- Extraer con un volumen de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1),
centrifugar 20 minutos a 10.000g a 4°C, y transferir la fase acuosa a un nuevo tubo.

3- Precipitar el ARN anadiendo 0,1 volimenes de acetato de sodio 3M (pH 5m2 libre
de ARNasas) y 2,5 volumenes de etanol al 100%, centrifugar 20 minutos a 10.000g a
4°C.

4- Lavar el pellet dos veces con etanol 70% (Libre de ARNasas).

5- Retirar todo el volumen de Etanol con pipeta, secar el pellet, unos 5 minutos a 42°C.

6- Resuspender en 1ml de agua tratada con DEPC con pipeta, lo cual puede demorar
un rato, se puede calentar unos 5-10 minutos a 65°C si se necesita.

7- Cuantificar y estimar pureza por Nanodrop.




8- Diluir hasta tener una concentracion de 100-200 mg/ml.
9- Guardar stocks a -20°C.

Formamida, desionizada (Amresco y Sigma-Aldrich)

Alicuotar en tubos de 50ml libres de ARNasas y guardar a -20 °C.

20x SSC (3 M NaCl + 0,3 M citrato de trisodio)

175,3g de NaCl (Sigma-Aldrich), 88,2g de Citrato de Trisodio (Sigma-Aldrich), agregar agua
milliQ hasta 800ml, adjustar pH a 7 con HCl y completar volumen a 1 litro con agua milliQ.
Agregar 0,1% DEPC y mezclar durante toda la noche (deje la tapa ligeramente abierto).
Autoclavar durante 40 minutos, o dos veces de 20 minutos. Esta solucién stock se guarda a
4°C.

Solucion de Denhardt concentrada 50X (Sigma-Aldrich, D-2532).

Solucidén de hibridacidn

Concentracion final Stock Volumen para 50 mi
50% Formamida 100% 25ml

5x SSC 20x SSC 12,5ml

1 mg/ml ARN Torula 100-200mg/ml 250-500ul

100pg/ml Heparina 100mg/ml 50ul

1x Denhardt’s 50x Denhardt’ iml

0,1% Tween-20 10% Tween-20 0,5ml

0,1% CHAPS 10% CHAPS 0,5ml

Agua tratada con DEPC Enrazar en 50ml




SSC 2X + 0.1% Tween-20

Preparar con agua tratada con DEPC.

SSC 0.2X + 0.1% Tween-20

Preparar con agua tratada con DEPC.

MAB (Maleic Acid Buffer)

100mM de Acido Maleico (11.61 g/litro) (Sigma-Aldrich) y 150mM de NaCl (8.77 g/litro)
(Sigma-Aldrich). Ajustar pH a 7,5. Autoclavar y guardar a 4°C.

MAB-T
Agregar Tween-20 para una concentracion final de 0,1%.

Agregar Tween-20

MAB-T + 1% “Blocking reagent” + 5% de suero de oveja

La solucidn con todos sus componentes debe ser calentada a 60°C durante 30 minutos para
inactivar el suero, y posteriormente colocada en hielo antes de agregarsela a las muestras.

Roche anti-digoxigenin, POD conjugated (Roche)
PBS + 0,1 M Imidazol, pH 7.6

Agregar 0,1 M de imidazol (Sigma-Aldrich) a PBS estéril autoclavado. Se guarda a 4°C.




Apéndice 3: Generacion de sonda marcada con DIG-UTP y

cuantificacion de marca por DotBlot, para WMISH

Transcripcion in vitro (IVT): Las sondas se generan por transcripcién in vitro (IVT) a
partir de los productos de PCR obtenidos por la amplificacién de un inserto secuenciado y
conocido dentro de un plasmido pGEM-T, por lo que los insertos se encuentran flanqueados
por promotores de polimerasas de ARN “T7” y “SP6”, pudiendo generar desde ellos una
sonda Sense (S) o AntiSense (AS). La sonda AS es la utilizada por las WMISH, y la S como
control negativo de la técnica. La PCRs para molde son PCRs de 100ul y 35 ciclos. Luego del
ciclado se precipita el ADN generado 0,1 volumenes de Acetato de Sodio 3 My 2,5
volumenes de Etanol 100%, 1 hora a -80°C o toda la noche a -20°C, Centrifugacién 20
minutos a 12000g a 4°C y resuspension en unos 20ul de Agua tratada con DEPC, o de kit
comerciales que sean libres de ARNasas, se cuantifican por nanodrop y se visualiza su
integridad.

En este trabajo se utilizaron 2ug de ADN molde para la generacién de cada sonda,
los voliumenes utilizados en la IVT son los siguientes:

Buffer 5x 4ul

NTPs mix (10 mM ATP, 10mM CTP, 10 mM | 2pl
GTP, 6,5 mM UTP)

3,5 mM DIG-UTP 2ul

RNAse-out 0,5ul

ARN polimerasa SP6 o T7. 1,5ul

ADN (2pg final) Lo necesario para 2ug
H,0 Libre de ARNasas Completar los 20pl

1- Luego de tener los 20ul para cada reaccion se incuba por 2hs a 37 °C.

2- Se le agrega a cada tubo 2ul de DNAse y se incuba por 15 minutos a 37°C.

3- Se purifica la Sonda por Pure Link RNA microkit (Invitrogen), dos eluciones de 15ul
al final del procedimiento estdndar de este Kit, 30ul finales de sonda.

4- Se congelan a -80°C 25ul. Los otros 5ul se utilizan: 3ul para correr en gel de agarosa
y 2ul para cuantificaciéon de marca por DotBlot.




Cuantificacion de Sondas por DotBlot

1-

“Bloteo” de diluciones seriadas de cada sonda y el control de DIG-ADN o DIG-ARN
en membrana de Nylon. Colocar 1ul por dilucién de cada muestra en la membrana
(luego de preparadas todas las diluciones, se puede usar el mismo tip para cargarlas
a la membrana desde la mas diluida a la mds concentrada de una misma muestra).
Diluciones preparadas para cargar: 1; 1/10; 1/100; 1/1000.

Secado 40 minutos a 60°C. Los protocolos originales dicen 20 a 30" entre 70°C e
idealmente 80°C.

Crosslink con luz UV o Crosslinkeador, durante 1 minuto.

Lavado en Bufferl 5 minutos, con agitacion.

Bloqueo 20 minutos en Buffer2, con agitacién.

Incubacion con Anti-DIG conjugado a Fosfatasa Alkalina (AP) 1/2000 20 minutos en
Bufferl, con agitacidn.

Lavar 2 veces 10 minutos en Bufferl, con agitacion.

Lavado breve con Buffer3, con agitacion.

Revelado con 330 pg/ml NBT (Amresco), 167 pug/ml BCIP (Amresco) en Buffer 3. SIN
AGITACION.

10- Esperar a que la reaccion revele color, generalmente 5-10 minutos, y cortar la

reaccion con H,O milliRo. Dejar secar la membrana cubierta.

11- Comparar concentraciones de las sondas generadas por IVT con el control marcado.

Bufferl: Tris-HCIl, 100mM, NaCl 150mM, pH 7,5.

Buffer2: Bufferl + 0,5% w/v agente de bloqueo (calentar 1 hora a 65°C).

Buffer3: Tris-HCl 100mM, NaCl 100mM, MgCl2 50mM, pH9,5.




Apéndice 4: Inmunohistofluorescencia sobre criocortes

1- Secar criocortes durante 30 minutos a RT. (Opcionalmente después de esto se pueden
incubar 15 minutos con PBS-PFA 4% durante 15 minutos)

2- Lavar 3 veces con PBS-T (con Tritén X-100 0,1%).

3- Bloquear con PBS-T + 1% de BSA (Seroalbumina bovina, Sigma-Aldrich) + 5% de suero de
oveja (Sigma-Aldrich) + 0,05% Tween-20 (Sigma-Aldrich) durante 1 hora a RT en una cdmara
humeda.

4- Incubar con anticuerpo primario a la concentracion adecuada (por ejemplo: 1/500 para
el anti-Npp-46 o 1/50 para anti-sinapsina) diluido en PBS + 1% BSA durante 2 horas a RT o
toda la noche en la heladera, en ambos casos en una cdmara humeda.

5- Lavar 4 veces con PBS-T, cada lavado de 15 minutos.

6- Incubar con el anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo (generalmente 1/1000
final, 0 1/500 si esta diluido al 50% en PBS el stock de este secundario), diluido en PBS + 1%
de BSA durante 2 horas a RT en cdmara humeda.

7- Lavar 4 veces con PBS-T, cada lavado de 15 minutos (si se quiere co-tefiir con DAPI,
Faloidina o Verde de Metilo se puede hacer en el segundo o tercer lavado de este paso con
un tiempo de 30 minutos).

8- Montar con glicerol 80% 50mM de Tris pH 7 y sellar con esmalte de uiias incoloro.




Apéndice 5: Inmunohistofluorescencia in toto, sobre oncdsferas

activadas.

Entre cada paso se centrifuga a las oncdsferas activadas fijadas a 1000-2000g durante 2-3
minutos antes de retirar el liquido de la solucién previa, siempre con cuidado de no llevarse
oncédsferas (o la menor cantidad posible).

Dial
1- Fijar a las oncésferas activadas con PFA 4% en PBS ON en la heladera o 4hs a RT.

2- Lavar 3 veces con PBS + 0,3% Tritéon (PBS-T) a RT, cada lavado de 10 minutos y en
agitacion.
3- Permeabilizacion con PBS + 1% SDS a RT, durante 20 minutos con agitacion.

4- Lavar 3 veces con PBS-T a RT, 10 minutos cada lavado, con agitacidn.

5- Bloquear con PBS-T + 3% BSA (SIGMA) + 5% Suero de Oveja (SIGMA) a temperatura
ambiente, durante 2 horas con agitacion.

6- Incubar con anticuerpo primario a la concentracién adecuada (Npp-46 por ejemplo
1/500) en PBS-T + 3% BSA, a 4°C, por 2 dias, con agitacion. Opcional: Utilizar azida de sodio
2 mM (0.02%) de concentracién final en esta solucién para evitar crecimiento de bacterias.
Recordar: hacer un control sin anticuerpo primario, para poder creerle a tus resultados, y

que no sean producto de pegoteos inespecificos del secundario que vayas a usar unos dias
después.

48hs después... Dia 3
7- Lavar 5 veces con PBS-T a RT, 30 minutos cada lavado, con agitacion.

8- Incubar con anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo a la concentracion
adecuada (generalmente los secundarios se utilizan 1/1000, 1/500 si estd en una dilucion %
en glicerol) en PBS-T + 3% BSA, a 4°C, por 2 dias, con agitacion en la oscuridad. Opcional:

Utilizar azida de sodio 2 mM (0.02%) de concentracion final en esta solucién para evitar
crecimiento de bacterias.




Otras 48hs mas tarde... Dia 5
9- Lavado rapido con PBS-T

10- Opcionalmente incubar con marcadores fluorescentes como DAPI (1 ug/ml,) y/o
Faloidina-FITC (Sigma) dilucion 1/100, y/o Verde de metilo 2%. Durante 1 hora a RT, también
se puede dejar ON a 4°C, con agitacion.

11- Lavar 4 veces con PBS-T a RT, durante 30 minutos cada lavado, con agitacién.

12- Montar con 80% glicerol 50mM de Tris pH 7 y sellar con esmalte de ufas transparente.
Lo mejor en este ultimo paso es centrifugar luego del ultimo lavado de PBS-T, dejar
aproximadamente 50-100ul de volumen, llenar de la solucién de glicerol dejar unos 10
minutos, volver a centrifugar y después montar. Para montar, poner en un extremo del
portaobjetos y poner el cubre apoyando desde donde se puso la muestra acuosa para q al
soltarlo arrastre a las oncdsferas hacia el otro extremo (no hacer un solo preparado para
cada experimento con oncésferas en general, siempre encuentran la forma de traicionar tu
confianza en ellas).




Apéndice 6: Activacion y Cultivo de cisticercoides

Activacidn:

1- Recolectar aproximadamente 100 Cisticercoides en PBS.

2- Lavar 3 veces con PBS.

3- Pasar los Cisticercoides a Placa de Petri de 5cm de diametro
4- Incubar en 10ml de Soluciéon A. Incubar 30°a RT.

5- 2 lavados rapidos con PBS.

6- Incubar en 10ml Sol B Precalentada (37°C) .20’ (o mas, en 40 minutos por ejemplo todos
estaran activados generalmente) a 37°C.

7- Ver en la lupa y a medida que se activan recolectar de a uno y pasar a PBS.

Soluciones de “activacion de cisticercoides”:

- Solucion A: PBS+0,17% HCl “Real” (Del HClI concentrado, 34%, una
dilucién 1/200) + 1% Pepsina. La solucion final se prepara en el momento. Importante:
primero anadir HCI, luego disolver Pepsina, no se diluye muy facil, se puede poner todo en
un tubo con tiempo y dejarlo en un agitador unos minutos a maxima velocidad.

- Solucidén B: Hanks + 0,1% Taurocolato de Sodio + 0,5% Tripsina. La solucion final se prepara
en el momento.

- Hanks: Sales de Hanks: 9,8g/L, NaHCO3 350mg/L, pH 7,5. Esta solucién puede prepararse
una vez, alicuotarse y congelarse para futuros usos, también se puede usar en su lugar
medio RPMI en casos de emergencia de no encontrar en donde se guardé y estar deseoso
de realizar un experimento de activacion.

Cultivo:

1- Armar la base de agar de las placas, 5% de sangre ovina en AgarTriptona (Biokey),
en placas de 12 wells, 50 pl de sangre 950 pl de AgarTriptona. IMPORTANTE: la
sangre se tiene que inactivar (30 minutos a 56 °C, como el suero), el agar triptona se
tiene que calentar hasta quedar liquido (microondas o bafio a 90 °C).




2- Después de que la base solidifica, dejar con 500 ul de RPMI estéril con 1% de antianti
en estufa a 37°C con 5% de CO2. Puede quedar ON ahi incluso. Los Wells que no se
vayan a utilizar se pueden llenar con PBS o agua estéril para evitar evaporacién.

3- Activar los cisticercoides que se necesite, generalmente 20-30 por well, empezando
a trabajar con esterilidad después del paso con HCI, haciendo los lavados con PBS
estéril en sala de cultivo y con 2 lavados extra, centrifugando en cada paso 1 minuto
a 2 mil g (en la microcentrifuga de cultivo). La tripsina y taurocolato se preparan en
el momento y se filtran (0,22 um) con jeringa.

4- En la tripsina los cisticercoides se dejan 40 minutos invirtiendo cada 5 minutos
aproximadamente, se centrifugan y se les realiza un lavado con PBS con 5 % suero.

5- Se retira el RPMI de los Wells que se vayan a usar.

6- Se resuspende a los cisticercoides en el medio de cultivo RPMI-30-H-T-antianti,
resuspendiendo muy bien para cada vez que se coloca en un pocillo.

7- Se completa el volumen hasta 1ml con RPMI-30-H-T-antianti en placas de 12 wells
(queda 1ml de base y 1ml de medio, en placas de 24 wells dividir todos los
volumenes a la mitad).

8- Selos dejaa 37 °Ccon 5% de CO2.

Para cada cambio de medio, se cambia la mitad del medio evitando tomar desde el
fondo para no perder cisticercoides (ej: en las palcas de 12 wells se toman 500 ul desde
la superficie de las placas y se ponen 500 pl nuevos de RPMI-30-H-T-antianti)

Medio de cultivo de cisticercoides, “RPMI-30-H-T-antianti”:

RPMI, 30% SFB, 1% AntiAnti, Hemina 0,15 um, 0,1% Taurocolato, 1% antianti.




Apéndice 7: Activacion de oncésferas con Homogeneizador

1- Tomar oncosferas purificadas (entre 50 y 400puL) y poner en el homogeneizador.

2- Agregar 1ml de NaCl 0,8% + Bicarbonato de Sodio 5mg/ml (pH = 7,5) en el
homogeneizador.

3- Efectuar 50 ciclos con el émbolo en el homogeneizador.
4- Pasar a eppendorff y centrifugar a 1200g durante 2 minutos.

5- Resuspender (Vol que quieras) en la solucidn del paso 2. Generalmente 200 ul por cada
condicidn de experimentos de screening para drogas o npps, y después a placa de 96 Wells.

6- Dejar 15 minutos en agitador girando a potencia moderada (1/3 del maximo,
aproximadamente 170 rpm), para dejarlas salir y que queden en el medio de la placa la
mayoria.




Apéndice 8: Conteo de Nucleos Manual

Separar canales y quedarse con el de DAPI.

Modificar Brillo y contraste para q los nlcleos se vean bien, asegurarse de que estén
en LUT azul.

Pasar la imagen a RGB.

Seleccionar pincel y con “control+shift+k” seleccionar rojo.

Marcando con el mouse en cada nucleo, hacer un click en el mismo lugar para todos
los planos donde aparece cada nucleo, pasando cada plano con las flechas del
teclado.

Revisar para que todos los nucleos tengan marca (es bueno guardar en este paso).
Separar canales y en el canal con los puntos (rojo) hacer un Z-Stack de maximun
intensity.

Image>Adjust>Threshold>Appy

Process > Binary > watershed (separa los puntos de conteo que puedan estar
pegados).

10- Analyse particles, con los datos por defecto.
11- Listo, te da una tabla con el conteo de la cantidad de nucleos.




Apéndice 9: Cuantificacion Movimiento cisticercoides activados

por videos de corta duracion.

1-

Tomar un video de los cisticercoides con la mayor cantidad de ellos en el mismo
campo. El video tiene que ser de mds de 10 segundos (es bueno tomar mds de uno
porque a veces queda mal grabado y da error en el FlJI).

Abrir FUIJI y tirar al video para adentro. Darle Ok a las ventanas emergentes que
salgan.

En el tiempo 0 (0.4s dice arriba) hacer una duplicacién (ctrl+shift+D) y ponerle de
nombre “0” (si te estds preguntando si dejar las comillas, no, no lo hagas, sélo lo de
adentro de ellas.)

Ir 10 segundos después pasando de imagen en imagen (10.4s dice arriba) y hacer
otra duplicacién, llamarla “10”. Los nombres son importantes porque el script
reconoce a “0” y “10” como base del analisis.

En el FUI ir a Plugins, Macro, Run y seleccionar el Script
“ScriptDeBritaLevementeModificado”, se detalla el Script luego de estos pasos.

Se van a ver muchos datos, el importante es el drea total (Total Area).

Se recomienda para una misma condicidon tomar varios videos y hacer promedios
del area total, al menos 3. La mejor forma de proceder es tomar un video de 10
segundos de cada condicidon y empezar de nuevo desde la primer condicién hasta la
ultima, para que el tiempo afecte menos los resultados.




ScriptDeBritaLevementeModificado:

selectWindow("10");

run("8-bit");

selectWindow("0");

run("8-bit");

selectWindow("0");

run("Smooth", "stack");

selectWindow("10");

run("Smooth", "stack");

imageCalculator("Subtract create stack", "0","10");
selectWindow("Result of 0");

run("Invert", "stack");

setAutoThreshold("Default");

//run("Threshold...");

setThreshold(0, 230);

//setThreshold(0, 230);

setOption("BlackBackground", false);

run("Convert to Mask", "method=Default background=Light");
//run("Close");

run("Analyze Particles...", "display exclude clear summarize stack");
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