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Resumen

El ciclo celular y la muerte celular son dos procesos que estan muy
relacionados entre si y bajo un riguroso control reciproco, con el fin de
mantener la homeostasis. Existe evidencia que muestra que algunas
moléculas que regulan la apoptosis, participan en el control del ciclo celular, y
viceversa, siendo un ejemplo de ello el gen anti-apoptético Bcl-2 (marcador
molecular de supervivencia). Se ha demostrado en planarias que este gen es
requerido para la supervivencia celular en los organismos adultos ya que
inhibe la accion de las Caspasas, un grupo de proteinas desencadenantes del
proceso apoptotico.

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio han evidenciado que
el proceso de proliferacién celular en el cestodo Mesocestoides corti (M. corti)
se basa en mecanismos moleculares conservados a lo largo de la evolucion.
Basandonos en los resultados obtenidos en los trabajos mencionados es que
agui se comienza a explorar la apoptosis y a indagar en la relacion que se
establece entre dicho proceso y la proliferacion celular en M. corti.

En una primera instancia se realiz6 un analisis de micrografias de
muestras histologicas de M. corti donde se logré identificar y caracterizar
morfologicamente sus células apoptoéticas. Asimismo, mediante el empleo de
una técnica para la deteccion in situ de dichas células, se determiné el patron
témporo-espacial de las mismas, asi como su cuantificacion a lo largo de
diferentes estadios de desarrollo de M. corti. Como resultado se pudo
establecer que los niveles maximos de apoptosis coinciden con el inicio de la
maduracion sexual de los organismos.

En la busqueda de marcadores moleculares para la apoptosis y la
superviviencia celular, estudiamos y disefiamos cebadores especificos para
amplificar y clonar los genes Caspasa-3 y Bcl-2 de M. corti. Mediante PCR
cuantitativa, fue posible estudiar la expresion temporal de dichos genes a lo
largo del desarrollo de M. corti, pudiendo establecer una relacién entre ellos.
Alli se pudo determinar que los mayores niveles de expresion de Bcl-2 se
obtienen en los primeros dias de desarrollo, mientras que los de Caspasa-3
se alcanzan en un estadio de desarrollo medio de M. corti. Estos resultados
coinciden con diversos estudios realizados en planarias.

Finalmente, mediante un estudio bioinformatico se pudo determinar que
algunas de las Caspasas que participan en la via apoptotica de diversos



organismos, estan codificadas en el genoma de M. corti, pudiendo ser
participes de su via correspondiente.

Nuestros resultados son la primera contribucién a la identificacion de
células apoptéticas durante el desarrollo estrobilar de un cestodo, y a la
caracterizacion de posibles marcadores moleculares de apoptosis y
supervivencia, indicando, como se menciond previamente, la conservacion
evolutiva de estos procesos.



1) Introduccioén

1.1) Filo Platelmintos

El phylum Platyhelminthes (del griego platy, “plato”; helminth: “gusano”)
comprende alrededor de 20000 especies de gusanos de vida libre y parasitos
(Brusca & Brusca 2003). Estos animales se caracterizan por un cuerpo plano,
con simetria bilateral (Markell et al., 1992). Pueden ser diminutos (menores de
un milimetro o de pocos milimetros) mas o menos cilindricos; o0 mas grandes
(de varios centimetros, raramente metros) y aplanados dorsoventralmente, de
acuerdo con su nombre de “platelmintos”. En cualquier caso, las distancias de
difusidén internas son cortas y los sistemas tipicos de transporte de fluido
(celoma y sistemas vasculares sanguineos) estan ausentes (Ruppert et al.,
1996).

El tejido conjuntivo, llamado parénquima en los platelmintos, tiene
células mesenquimaticas asi como cuerpos de células cuyos apices forman
parte de la pared corporal y del intestino, ademas de células glandulares. Las
células mesenquimaticas y la matriz extracelular estan especialmente bien
desarrolladas en las especies grandes. A partir del mesodermo se originan
capas musculares bien desarrolladas, incluyendo fibras longitudinales y
circulares, y los érganos reproductivos. Los turbelarios de vida libre estan
cubiertos por una epidermis blanda y ciliada, mientras que las demas clases
parasitarias presentan una cuticula con ventosas y/o ganchos externos para
adherirse al huésped. La boca es tipicamente la Unica apertura del tubo
digestivo, cuando éste existe. El sistema excretor esta compuesto por
numerosas células flamigeras conectadas con los protonefridios que culminan
en un poro en la regidn posterior. El sistema reproductor generalmente es
hermafrodita pudiendo tener en muchos casos Organos reproductores
complejos (Brusca & Brusca 2003, Ruppert et al.,, 1996). Tienen una
tendencia hacia la centralizacion del sistema nervioso ya que poseen un
ganglio cerebral anterior que conecta (generalmente) cordones nerviosos
longitudinales enlazados por comisuras transversales (Brusca & Brusca
2003).

Tradicionalmente, y a causa de algunas de las caracteristicas
mencionadas anteriormente, los platelmintos se ubicaban en una posicion
basal entre los animales bilaterales. Sin embargo, en las ultimas décadas,
luego de varios estudios moleculares y morfolégicos (Ax, 1996; Baguia y

7



Riutort, 2004; Littlewood, 2006), esta clasificaciébn ha cambiado y actualmente
se distinguen tres grupos dentro de este phylum: Catenulida, Acoelomorpha, y
Rabditophora; siendo cada uno de ellos aceptado como monofilético, pero las
relaciones entre si son dudosas debido a que existen pocas apomorfias
morfolégicas que unan a estos tres grupos entre si (Figura 1). Una posible
apomorfia es la ausencia de mitosis en células somaticas en todos los
estadios post-embrionarios, rasgo basado en evidencia que sugiere que el
crecimiento somatico es provisto por células “madre” indiferenciadas y
totipotenciales (neoblastos) mas que por la proliferacion de las células ya
diferenciadas (Ax, 1996; Egger et al., 2009; Steinke et al. 2009; Tyler y
Hooge, 2004, Wilmer, 1990).

Los llamados “turbelarios” (clase Turbellaria en la clasificacién
tradicional) son los platelmintos de vida libre y comprenden a los
Acoelomorpha, Catenulida, y a la mayor parte de los Rhabditophora. Esta
clase es parafilética. La mayor parte de los platelmintos parasitos (las Clases
Trematoda, Monogenea y Cestoda) pertenecen a un clado monofilético
(lamado Neodermata) dentro de los Rhabitophora; en esto concuerdan
estudios morfolégicos y moleculares (Ax, 1996; Baguia y Riutort, 2004;
Littlewood, 2006).

Macrostomorpha Cestoda Trematoda
Tricladida
Monogenea (“Planarias”)

Polycladida

: -4
Catenulida . %

Neodermata

Neoophora .

Rhabditophora

Figura 1. Esquema sobre las relaciones filogenéticas internas de los platelmintos. No se
incluye el clado Acoelomorpha, que probablemente no pertenezca al phylum. (Figura tomada
de Koziol, U. 2009).



1.1.a) Clasificacion

- Clase Turbelaria. Incluye a los platelmintos de vida libre, entre ellos a
las Planarias. Generalmente son pequefios, de simetria bilateral, con poca
cefalizacion y un grado acelomado de organizacion corporal. La mayoria de
estos organismos son marinos, pero también existen especies de agua dulce
y algunas terrestres de ambientes humedos. El movimiento es mediante cilios,
aunque las especies mas grandes completan la locomocién ciliar por medio
de ondulaciones musculares. En general son depredadores y carrofieros,
unos pocos son herbivoros, comensales o parasitos. Su pequefio tamafio, su
forma aplanada y su intestino ramificado (en las formas grandes), hacen
innecesario un sistema especial para el transporte interno y para el
intercambio gaseoso. La mayoria presentan protonefridios. Son hermafroditas
simultdneos y su sistema reproductor estd adaptado para la fecundacion
interna y la oviposicion (Ruppert et al., 1996).

- Clase Trematoda. Esta clase incluye dos subclases estrechamente
relacionadas: los Digenea y los Aspidogastrea. Estdn compuestas por
organismos parasitos que afectan tanto la salud humana como la animal,
causando infecciones graves. La parasitosis mas importante de este grupo es
esquistosomiasis, producida por Schistosoma mansoni. El cuerpo esta
cubierto por un tegumento, con una o mas ventosas como 6rganos de fijacion
oral y ventral, carecen de proaptor y opistaptor. La mayoria tiene 2 o 3
hospedadores durante su ciclo de vida, pudiendo actuar el hombre como
huésped definitivo albergando a la forma adulta del parasito, localizada
generalmente en las venas, higado, pulméon o tubo digestivo (Berenguer,
2006; Brusca & Brusca 2003; Ruppert et al., 1996). El aparato digestivo es
bifurcado y ciego. La mayoria de los parasitos pertenecientes a esta clase son
hermafroditas, siendo el aparato reproductor la parte mas desarrollada de
éstos. La reproduccion puede realizarse por autofecundacion o por
fecundacion cruzada entre dos ejemplares (Berenguer, 2006).

- Clase Monogenea. La mayoria son ectoparasitos de vertebrados
acuaticos, especialmente de peces pero también de anfibios y reptiles. Como
se fijan a la piel de hospedadores de movimientos rapidos, los monogeneos
estan aplanados dorsoventralmente y presentan un opistaptor que le permite
al parasito fijarse fuertemente al hospedador. El ciclo biolégico de los
monogeneos es diferente al de los digeneos, no hay hospedadores
intermediarios y un huevo (que produce una larva ciliada, el oncomiracidio) da
lugar a un unico adulto, de aqui el nombre de monogenea, gque significa “una
generacion”. Aunque la cabeza carece de ventosa oral, presenta glandulas
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adhesivas (6rganos cefalicos). La fijacion alternativa de 6rganos cefalicos y
opistaptor permite reptar a los monogeneos; otros pueden fijarse
permanentemente al hospedador. El cuerpo esta cubierto por un tegumento
sincitial. El sistema digestivo es similar al de los digeneos. Los monogeneos
presentan protonefridios que se abren al exterior por dos poros dorsolaterales,
y en algunas especies existe una vejiga urinaria asociada a cada poro. Al
contrario de los digeneos que son endoparasitos, estos organismos por ser
ectoparasitos tienen metabolismo aerobio (Ruppert et al., 1996).

- Clase Cestoda. Los cestoideos, conocidos generalmente como tenias,
constituyen la clase mas diferenciada evolutivamente de los platelmintos. Las
3400 especies de cestoideos son endoparasitos. El cuerpo consiste en un
organo de fijacion, escélex, y la estrobila, compuesta por una sucesion de
segmentos denominados proglétides. El escllex aparece extendido hacia
adelante con cuatro lados y dotada con ventosas o garfios para fijarse a la
pared del intestino del hospedador. El cuerpo de estos organismos esta
cubierto por un tegumento sincitial como en los digeneos y monogeneos, pero
los cestoideos presentan modificaciones especificas del tegumento asociadas
con la absorcién de nutrientes por éste, ya que carecen de aparato digestivo.
Este tegumento tiene un rol importante en evitar la respuesta inmunitaria del
hospedador. En los cestodos predomina el metabolismo anaerdbico, aunque
no es el tipo exclusivo. Las capas musculares de los cestodos son las
comunes de la musculatura circular y longitudinal, pero ademas, en el interior
del parénquima aparecen fibras de musculatura longitudinal, transversal y
dorsoventral. Los sistemas protonefridial y nervioso y la musculatura
longitudinal se prolongan a lo largo de toda la cadena de proglétides. En cada
proglétide hay un sistema reproductor completo que ocupa su mayor parte. La
fecundacion cruzada es probablemente la regla cuando hay mas de una Tenia
en el intestino del hospedador, pero frecuentemente se da la autofecundacion,
en el mismo estrobilo o incluso en el mismo proglétide (Brusca & Brusca
2003; Ruppert et al., 1996).

1.2) Estudio de neoblastos en Platelmintos -
Proliferacion

Las Planarias son gusanos planos, de cuerpo blando, y sin
segmentacion visible. Muchas especies de este tipo son conocidas, entre las
gue se incluyen especies de agua dulce, agua salada, e incluso hay
terrestres. "Planaria” es un término coloquial que hace referencia a los
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miembros de vida libre del orden Tricladida, dentro de la Clase Turbelaria.
Estos gusanos han atraido la atencién de diversos biélogos debido a su gran
abundancia de células madre y a su asombrosa capacidad regenerativa (un
pequeio fragmento del cuerpo se puede regenerar en el lapso de 1 semana)
(Rink, 2013; Sasidharan et al., 2013).

La regeneracion celular en Planarias esta basada en un tipo celular
pluripotente denominado neoblasto. Estos se encuentran distribuidos en el
parénquima de los organismos y conforman aproximadamente el 25 - 30 %
del total de células (Baguia et al., 1989). Los neoblastos en Planarias se
caracterizan por su morfologia, su gran capacidad proliferativa, y por la
expresion de marcadores moleculares caracteristicos de este tipo celular
(Peter et al., 2004; Reddien, 2013; Reuter y Kreshchenko, 2004).

La historia del descubrimiento de los neoblastos ha sido recientemente
revisada (Bagufa, 2012). El término "neoblasto” se us6 en un primer
momento para describir a las células pequefias y redondas que se
encontraban en el mesénquima de las Planarias, a excepciéon de la zona
frente a los fotorreceptores y a la faringe (Unicas areas incapaces de
regenerarse) (Reddien y Alvarado, 2004). Mediante el microscopio electrénico
de transmisiéon (MET) fue posible caracterizarlas morfolégicamente como
células con un didmetro de 5 a 10 micras, con un citoplasma escaso, gran
cantidad de ribosomas libres, cuerpos cromatoides prominentes, y un nucleo
grande con poca heterocromatina (Baguiia y Romero, 1981; Betchaku, 1967;
Brgndsted, 1969; Coward, 1974; Heno y Coward, 1975; Hori, 1982; Pedersen,
1959).

Un indicio de que estas células juegan un rol preponderante en la
regeneracion surgié al observar mediante diversos experimentos que todas
las divisiones celulares en planarias ocurrian exclusivamente en células que
concordaban con la descripcion morfologica detallada anteriormente, lo cual
culminé con la afirmacién de que "en planarias, los neoblastos son las Unicas
células que se dividen". En consecuencia, los marcadores de division celular
genéricos tales como fosfo-histona H3, incorporacion de BrdU, o la expresion
de componentes de la maquinaria de la division celular, tales como PCNA son
comunmente utilizados como marcadores de neoblastos (Figura 2) (Morita y
Best, 1984; Newmark y Sanchez Alvarado, 2000; Orii et al., 2005; Salvetti et
al., 2000).
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Figura 2. Células de S. mediterranea marcadas con BrdU (sefial verde) y posteriormente
disociadas luego de (A) 17 hrs. y (B a D) 48 hrs. observadas mediante microscopia confocal y
contraste de fases. (A) Se puede observar que las Unicas células marcadas corresponden a
los neoblastos con su tipica morfologia previamente descrita. (B a D) Se observan células
marcadas luego de 48 hrs. donde se puede apreciar el proceso de diferenciacion. Las células
ya perdieron la morfologia tipica de neoblastos y ahora aparecen como células con un mayor
volumen citoplasmatico y protuberancias (flechas). Barra 10 um (Newmark y Sanchez
Alvarado, 2000).

Los avances en técnicas moleculares y celulares han revelado los
mecanismos que rigen la funcion de los neoblastos y la regeneracion celular.
Como respuesta a una amputacion o a una lesion en el tejido del organismo,
las Planarias son capaces de cicatrizar la herida mediante la migracion de
células epiteliales adyacentes, seguido por una rapida migracion y
proliferacion de neoblastos (Bagufia, 1976; Eisenhoffer et al., 2008; Sal6 y
Baguia, 1984; Sasidharan et al., 2013; Wenemoser y Reddien, 2010;). El
inicio de la regeneracion implica una pérdida selectiva de células viejas cerca
de la region herida mediante el proceso de apoptosis, seguida de una
remodelacion de tejidos viejos y nuevos. El resultado es la restauracion
completa de la morfologia normal del animal (Figura 3) (Lobo et al., 2012).
Este proceso estd controlado por una variedad de genes que codifican
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proteinas implicadas en modificaciones de la cromatina, en diferentes vias de
sefalizacion, y procesos de regulacion post-transcripcionales (Aboobaker et
al., 2011; King y Newmark, 2012; Reddien, 2011).

En un experimento realizado por Wagner y sus colegas, el cual
consisti6 en transplantar un neoblasto a un gusano letalmente irradiado
(depletado de células madre) se logré como resultado un gusano totalmente
sano y del genotipo del gusano donante del neoblasto (Wagner et al., 2011).
Existen experimentos que ponen en evidencia este mecanismo a través de la
técnica de marcaje con BrdU y posterior irradiacion del organismo, por
ejemplo en Macrostomum lignano (Figura 4). Alli se puede ver de manera
clara que la proliferacién celular se comienza a recuperar luego de una
semana de transcurrida la irradiacion del organismo previamente marcado
con BrdU y que, luego de 3 semanas post-irradiacion, el numero de células
proliferantes es incluso mayor que el nimero de células proliferantes de los
organismos control (Pfister et al., 2007).

t =3 dias i t = 31 dias

Figura 3. Capacidad regenerativa de Dugesia ryukyuensis. En t = 0 se puede observar un
organismo maduro cortado en 8 fragmentos, mientras que ent = 3 y t = 8 se puede observar
el proceso de remodelacion y regeneracion de los tejidos. En t = 31 se observan 8
organismos con una morfologia completamente restaurada que se generaron a partir de los 8
fragmentos iniciales. Barra 1 mm (Nodono et al., 2012).
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1week recover

3week recover

Figura 4. Influencia de la irradiacién en la poblacion de neoblastos de Macrostomum lignano
previamente marcada con BrdU (sefial verde). (A) Proyeccion confocal de un animal control
luego de un pulso de 30 minutos de BrdU. Se puede observar la distribucién bilateral de las
células marcadas y unos clusters en los testes (t) y en los ovarios (0). (B) Proyeccién confocal
del organismo irradiado con 80 Gray (Gy) luego de una semana de recuperacion, donde, las
células proliferantes se pueden encontrar Unicamente en las gonadas. (C) Proyeccion
confocal del organismo luego de 3 semanas de recuperacion. La distribucion de los
neoblastos es similar al organismo control. (e) ojos, (nb) neoblastos. Barra 100 pum (Pfister et
al., 2007).

Otra caracteristica inusual de los neoblastos de Planarias es su alta
actividad mitotica basal, por la cual todos los tejidos del organismo se estan
renovando de manera continua y probablemente, carezcan de cualquier tipo
de células de larga vida (Rink, 2013). Esta estrategia de renovacion celular en
Planarias contrasta con la existente en otros modelos animales conocidos,
como por ejemplo en mamiferos, donde dependiendo del tejido, pueden
coexistir entre las células proliferantes, células madre (con diversos niveles de
compromiso para su diferenciacion) y elementos celulares ya diferenciados.

Ultimamente ha habido un gran desarrollo de técnicas para el estudio
de la proliferacion celular en neoblastos y los mecanismos de regeneracion en
platelmintos. Algunos de los avances mas espectaculares se han logrado
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mediante la utilizacion de marcadores moleculares para los neoblastos y su
progenie mediante hibridacion in situ e inmunohistoquimica, el uso de
citometria de flujo (Dominguez et al., 2014; Higuchi et al., 2007), la existencia
de proyectos genoma y de expressed sequence tags (ESTs) que permiten el
aislamiento sencillo de genes y la construccion de microarreglos (Robb et al.,
2008; Rossi et al., 2007; Sanchez Alvarado et al., 2002; Zayas et al., 2005), y
el desarrollo de técnicas para el silenciamiento mediante interferencia de ARN
de los genes involucrados (Newmark et al., 2003; Nimeth et al., 2004;
Reddien et al.,, 2005; Sanchez Alvarado et al., 2002; Sanchez Alvarado y
Newmark, 1999).

Mediante el uso de las técnicas mencionadas, se han podido identificar
algunos marcadores moleculares entre los cuales se encuentran genes
efectores que participan directamente en los procesos de replicaciéon del ADN
como la proteina PCNA (Orii et al., 2005), y el gen MCM2 (Salvetti et al.,
2000), y factores que podrian participar en la regulacién de estos procesos
como ser el regulador post-transcripcional Pumilio (Rossi et al., 2008; Salvetti
et al., 2005). Muchos de estos marcadores moleculares se encuentran
compartidos con células madre de otros animales; por ejemplo, se ha
postulado que las proteinas de tipo Pumilio tienen un rol original
evolutivamente conservado en el mantenimiento del potencial proliferativo en
células madre (Wickens et al.,, 2002). Ademas se ha demostrado la
heterogeneidad de los neoblastos al estudiar marcadores especificos de
subpoblaciones, en particular en la linea germinal por el gen nanos
(Handberg-Thorsager et al., 2007; Rossi et al., 2006; Sato et al., 2006; Wang
et al., 2007).

Existen evidencias de que el mecanismo de renovacion celular en los
platelmintos parasitos neodermados es similar al de platelmintos de vida libre
(Koziol et al., 2014; Sanchez Alvarado et al., 2003; Nimeth et al., 2004),
especialmente en el caso de cestodos, si bien existen algunos estudios en
digeneos (Reuter y Kreshchenko, 2004). Los estudios se basan
principalmente en el seguimiento mediante autoradiografia de células
proliferativas tras su marcado en la fase S con un pulso de 3H-timidina
(timidina tritiada). En la forma larvaria de Diphyllobotrium dendriticum, por
ejemplo, se demostré que las llamadas células germinativas (al parecer
equivalentes funcionalmente, y similares morfolégicamente, a los neoblastos
de turbelarios), distribuidas en el parénquima, proliferan para luego migrar y
diferenciarse en ceélulas somaticas varias y en células germinales
(Gustafsson, 1990). En la década pasada, Galindo et al., (2003) han descrito
la existencia de parches de células proliferativas en la capa germinal del
quiste hidatico (fase larvaria) de Echinococcus granulosus, a partir de los
cuales se desarrollarian los protoescolex (fase infectiva para el perro); la
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proliferacion celular disminuiria una vez que comienza la diferenciacion de los
mismos. En cestodos adultos, por otra parte, se encuentra establecido para
algunas especies que la proliferacion celular existe principalmente en el
parénquima de la region del cuello, donde se van generando los proglétidos
(segmentos) de la estrobila (Koziol et al., 2014; Merchant et al., 1997).

1.3) Apoptosis en Platelmintos

Entre los diferentes tipos de muerte celular descritos al dia de hoy
(Debnath et al., 2005; Formigli et al., 2000; Sperandio et al., 2000), se
encuentra la “apoptosis”; un tipo de muerte celular programada cuyo nombre
fue usado por primera vez en 1972 (Kerr et al., 1972).

La apoptosis se produce naturalmente como un mecanismo
homeostéatico para mantener la poblacion celular durante el desarrollo y
envejecimiento del organismo, aunque también puede ocurrir como
mecanismo de defensa cuando las células son dafadas por agentes
patégenos o nocivos (estimulos) (Fuchs y Steller, 2011; Jacobson et al., 1997,
Nijhawan et al., 2000; Norbury y Hickson, 2001; Opferman y Korsmeyer, 2003;
Osborne, 1996; Renehan et al., 2001;). Este proceso también tiene un rol
importante en la morfogénesis de muchos érganos o tejidos (Coucouvanis y
Martin, 1995; Malikova et al., 2007; Mori et al., 1995; Zuzarte-Luis y Hurle,
2005), siendo altamente regulado ya que de lo contrario puede conducir a
problemas de desarrollo, enfermedades autoinmunes, neurodegeneracion o
cancer (Rink, 2013). También, la apoptosis se produce como parte de la
rotacion constante de las células; por ejemplo las células de la piel e
intestinales (Lippens et al., 2009) tienen un alto indice de recambio y
dependen en gran medida de la apoptosis.

La apoptosis estd conducida por dos clases de proteasas
especializadas, las caspasas iniciadoras y las caspasas efectoras. Estas
moléculas son cisteina proteasas que se expresan como zimogenos inactivos
y que se procesan a estado activo por protedlisis en un proceso irreversible.
Son proteasas especificas de aspartato debido a que tienen cisteina como
grupo nucleofilico para la rotura del sustrato y tienen un requerimiento
especifico por el residuo aspartato (D) de su sustrato al que rompen en los
enlaces D-X. Estas coexisten con sus inhibidores en células normales, lo cual
previene una activacion accidental que supondria una muerte innecesaria de
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estas células, por lo que su activacion estd estrictamente regulada (Cascales
Angosto, 2003; Ventura Gallegos et al., 1999).

Las procaspasas contienen tres dominios: un prodominio N- terminal,
una subunidad grande y una subunidad pequefa. En base a la similitud de la
secuencia en los dominios de las subunidades, las caspasas se dividen en
tres grupos: el grupo inflamatorio que comprende a las caspasas 1, 4, 5, 11,
12, 13 y 14; el grupo iniciador de la apoptosis que incluye las caspasas 2, 8,
9, y 10; y el grupo efector o ejecutor de la apoptosis que incluye a las
caspasas 3, 6 y 7 (Cascales Angosto, 2003; Cohen, 1997; Hu et al., 1998;
Kang et al., 2002; Koenig et al., 2001; Nakagawa et al., 2000; Rai et al., 2005,
Ventura Gallegos et al., 1999).

Las caspasas iniciadoras se activan luego de un estimulo apoptético
por autoprotedlisis mientras que las caspasas efectoras se activan por las
caspasas iniciadoras en una cascada amplificadora. La activacién de las
caspasas es una etapa crucial para desencadenar la apoptosis cualquiera que
sea el estimulo ya que son las verdaderas ejecutoras de la apoptosis. La
capacidad proteolitica de las caspasas activas conduce a la degradaciéon de
una serie de proteinas y tiene los siguientes objetivos (Cascales Angosto,
2003; Ventura Gallegos et al., 1999):

cortar contactos con células vecinas

desorganizar el citoesqueleto

activar las endonucleasas (fragmentacion del ADN)

desmantelar las laminas nucleares (condensacion)

expresar sefales de fagocitosis (fosfatidilserina)

- activar proteinas especificas para preparar a la célula para el cese
de las funciones metabdlicas.

Se considera a la caspasa 3 como la caspasa ejecutora mas
importante, y se activa por cualquiera de las caspasas iniciadoras. Esta
caspasa activa especificamente a la ADNasa llamada CAD que en las células
proliferantes esta formando un complejo con su inhibidor, ICAD, inhibiendo asi
su actividad y manteniéndose en el citoplasma. Cuando el estimulo apoptético
activa a las caspasas, la caspasa 3 rompe dicho complejo, de manera que
CAD queda liberada pudiendo ingresar al nucleo y actuar como ADNasa con
una elevada especificidad degradando rapidamente el ADN cromosémico
(Cascales Angosto, 2003; Sakahira et al., 1998). Ademas de degradar el ADN
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de la célula, CAD tiene otros procesos asociados que aceleran la apoptosis,
como por ejemplo la inactivacion de enzimas implicadas en la reparacion y
replicacion del ADN, y la rotura de proteinas nucleares estructurales
(Cascales Angosto, 2003).

Otro de los principales sustratos de la caspasa 3 es la gelsolina, una
proteina que colabora en la polimerizacion de la actina. La caspasa 3 actla
escindiéndola, y a su vez, los fragmentos generados cortan a los filamentos
de actina. Como consecuencia de esto se produce la desorganizacion del
citoesqueleto, y la interrupcion del transporte intracelular, de la division
celular, y de la transduccion de sefales (Kothakota et al., 1997).

Mediante técnicas de microscopia, como la electronica de transmision,
es posible revelar claramente los distintos cambios ultraestructurales
caracteristicos que se producen durante el proceso de la apoptosis en las
células (Hacker, 2000). Durante la fase inicial de la misma se observa una
reduccion del volumen de la célula, el citoplasma mas denso, condensacion
de la cromatina y su ubicacion en la periferia nuclear (generalmente), y una
modificacion en la distribucion de los organelos (Kerr et al.,, 1972).
Posteriormente, se observa la formacion de vesiculas conteniendo fragmentos
de citoplasma, organulos y/o fragmentos nucleares, que daran lugar a los
llamados cuerpos apoptéticos (Figura 5). Estos, en una etapa final, seran
fagocitados por células macréfagas, células del parénquima, o células
neoplasicas, y degradados en los fagolisosomas (Bratton et al., 1997; Fuchs y
Steller, 2011; Gao, 1998; Gonzalez-Estévez y Sald, 2010; Hengartner, 2000;
Rink, 2013). Es debido a esta ultima etapa que este tipo de muerte celular no
conlleva la generacion de un proceso inflamatorio, ya que las células
apoptéticas no liberan sus componentes al exterior y a que las células
fagociticas no producen citocinas antiinflamatorias (Casciola et al., 1996;
Kurosaka et al., 2003; Savill y Fadok, 2000).
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Figura 5. Grupo de células apoptéticas de M. lignano en la region del cerebro en diferentes
etapas de la apoptosis inducida por tratamiento con colchicina, observadas mediante
microscopia electronica de transmision. (1) Se observan células con los nlcleos intactos, (2)
Condensacion de la cromatina en la etapa inicial de la apoptosis, (3) células apoptéticas
caracteristicas con acumulos de cromatina (flechas) en el margen nuclear, y (4) inicios de la
fragmentacion de las células apoptéticas con material nuclear aislado en el citoplasma. Se
puede observar que todas las células apoptéticas mantienen intactas sus mitocondrias
(puntas de flecha). Barra 1 pm (Nimeth et al., 2002).

Las dos vias principales por las que puede llevarse a cabo la apoptosis
son la via extrinseca, y la via intrinseca o mitocondrial. La primera de ellas
implica interacciones mediadas por receptores transmembrana, como por
ejemplo los de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) que
desempefian un papel fundamental en la transmision de la sefial de la muerte
de la superficie celular a las vias de sefializacion intracelular. Una vez que el
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ligando se une al receptor, se activan las caspasas iniciadoras, que a su vez,
activan por protedlisis a las caspasas ejecutoras. Esta via puede ser regulada
por diferentes factores, entre ellos el inhibidor de las proteinas apoptéticas
(IAP) que afecta a las caspasas iniciadoras y a las ejecutoras (Ashkenazi y
Dixit, 1998; Cascales Angosto, 2003; Locksley et al., 2001; Ventura Gallegos
et al., 1999).

Por otro lado, la via intrinseca, involucra una gran variedad de
estimulos que no son mediados por receptores. Estos producen sefiales
intracelulares que actuan directamente sobre los objetivos dentro de la célula.
Los estimulos que inician esta via pueden dar sefiales negativas o positivas;
las primeras implican la ausencia de ciertos factores de crecimiento,
hormonas y citoquinas lo que puede conducir a un fallo de la supresion de los
programas de muerte, iniciando asi la apoptosis. Los estimulos que dan una
sefal positiva incluyen la radiacion, toxinas, hipoxia, hipertermia, infecciones
virales, y los radicales libres. Estos estimulos provocan una pérdida del
potencial de membrana induciendo de esta forma un cambio en su
permeabilidad. Como consecuencia de ello se produce la liberacion de
proteinas pro-apoptéticas que normalmente se encuentran secuestrados en la
mitocondria. Entre estas proteinas mitocondriales se encuentra el citocromo c,
que se une a Apaf-1 (factor activador de la proteasa apoptética) para inducir
la activacion de la caspasa-9 y con ello la cascada de las caspasas, y
smac/diablo que se une y antagoniza al inhibidor de las proteinas apoptéticas
(IAP). Si bien son dos vias diferentes, existen pruebas relativamente recientes
gue indican que las moléculas que actlan en una de las vias, pueden influir
en la otra (Cascales Angosto, 2003; Esposti, 2002; Igney y Krammer, 2002; Li
et al., 1998; Saelens et al., 2004; Ventura Gallegos et al., 1999; Zha et al.,
1996).

Ademas de las dos vias mencionadas, existe una tercera via que
ocurre mediante la interaccion de las células T citotdxicas del sistema inmune
con la célula blanco. Una vez que se liberan los granulos citotoxicos de las
primeras células y se produce la exocitosis de su contenido, se libera una
bateria de proteinas citotdxicas en el citosol de la célula diana que coopera
para promover su apoptosis. Entre ellas esta la perforina, cuya funcion es
formar poros para facilitar la entrada a la célula de otros constituyentes del
granulo, y una bateria de proteasas que en conjunto se denominan
granzimas. No esta claro cobmo contribuyen todas las granzimas a la muerte
de la célula diana tras su liberacion en el interior del citoplasma celular, pero
se sabe que las granzimas A y B desempefian funciones particularmente
importantes en este proceso. La granzima A puede estimular la activacion de
una nucleasa a través de la protedlisis de su inhibidor, y esto da lugar a la
formacién de numerosas interrupciones en el ADN monocatenario dentro de
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la célula diana. Por otra parte, la granzima B puede procesar directamente y
activar varios miembros de la familia caspasa, dejandolas en condiciones de
empezar de forma inmediata el proceso apoptético a través de la protedlisis
restringida de centenares de proteinas dentro de la célula diana. Asimismo,
puede promover indirectamente la activacién de las caspasas, a través de la
activacion de Bid, una proteina que estimula la permeabilidad de las
mitocondrias y la liberacion de citocromo ¢ mitocondrial en el citosol; esto
altimo arma un complejo activador de caspasa que se ha denominado
“apoptosoma” y que promueve la activacion en cadena de varias caspasas.
En conjunto, el ingreso del espectro completo de granzimas en las células
diana produce la destruccibn muy veloz de la célula y es probable que
participen varias vias paralelas de apoptosis durante este proceso (Cascales
Angosto, 2003; Delves, 2008; Rink, 2013; Ventura Gallegos et al., 1999).

Todas las vias mencionadas convergen en la fase ejecutora del
proceso, la cual se inicia por la activacion de las caspasa 3 (Figura 6).
(Elmore, 2007; Slee et al., 2001).

Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway Perforin/Granzyme
radiation, toxins, hypoxia, etc. Pathway
* Cytotoxic T cells

death ligand —_

death receptor—a,_ \I
/ e \
adaptors mitochondrial changes (MPT) / \

granzyme B granzyme A
disc formation apoptosome forms l

* caspase 10 SET complex

caspase 8 activation caspase 9 activation
\ * / activation

caspase 3 activation
(Execution Pathway) DNA cleavage
}

endonuclease activation — degradation of chromosomal DNA
protease activation — degradation of nuclear and cytoskeletal proteins — cytoskeletal reorganization

cytomorphological changes:
chromatin and cytoplasmic condensation, nuclear fragmentation, etc.

formation of apoptotic bodies

Figura 6. Representacion esquematica de los eventos apoptéticos en las 3 vias mencionadas
previamente. Cada una de ellas requiere sefiales de activacién especificas para activar la
cascada de eventos moleculares y cada via, a excepcion de la via de la granzima A que
funciona de manera independiente de caspasas, activa su propia caspasa iniciadora (8, 9, 10)
para luego converger en la Caspasa 3. El resultado de esta reaccién son los cambios
morfolégicos que ocurren en la célula y que se describieron previamente (Elmore, 2007).
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En lo que respecta a Platelmintos; estudios gendmicos han demostrado
gue existen similaridades entre las especies de Schistosoma y organismos de
mayor complejidad en lo que respecta al nUmero de procesos apoptéticos y a
las moléculas actuantes en ellos (Peng et al., 2010; Zhou et al., 2009)

Ademas, se han realizado estudios en Planarias que indican que existe
una poblacion de neoblastos en constante proliferacion adn cuando el
organismo ha alcanzado su maximo tamafo (Calow, 1981; Eisenhoffer et al.,
2008). Esto implica que la pérdida de células se produciria continuamente
para mantener la homeostasis del organismo y que, por lo tanto, la muerte
celular en los tejidos adultos seria esencial para contribuir a la renovacion de
los tejidos, para eliminar selectivamente determinadas células, y tal vez, para
responder a posibles tensiones ambientales tales como cambios de
temperatura, de pH, etc. (Gonzalez-Estévez y Salo, 2010).

Existen trabajos que indican que, en condiciones de escasez de
alimentos, las planarias sufren un proceso de reduccion del tamafio corporal o
decrecimiento, siendo este un evento completamente reversible e iniciandose
el proceso inverso cuando se restablecen las condiciones. Ciertos resultados
han determinado que la disminucion de tamafio del organismo es el resultado
de un cambio en el numero de células y no del tamafio celular (Baguna y
Romero, 1981; Oviedo et al., 2003). Sin embargo, a medida que los
organismos van madurando, algunas células comienzan a deteriorarse a un
ritmo mayor que la proliferacion celular, elimindndose a través de la apoptosis.
Una teoria que explica este fendbmeno es que el estrés oxidativo juega un
papel principal en la fisio-patologia de la apoptosis inducida por la edad a
través de los radicales libres acumulados en el ADN mitocondrial (Harman,
1992; Ozawa, 1995).

1.4) Conversacion entre proliferacion celular y apo  ptosis

Como se menciono previamente, con el fin de mantener la homeostasis
del organismo, la progresioén del ciclo celular esta muy relacionada con la
muerte celular programada, y ambos procesos estan bajo un riguroso control
reciproco (Fujise et al., 2000).

Existen estudios que sefialan que el control de la via intrinseca de la
apoptosis mediante la regulacion de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial se produce a través de una familia de proteinas llamada Bcl-2.
Los miembros de esta familia incluyen proteinas pro-apoptéticas como Bcl-10,
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Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, Blk, Puma y Noxa, y anti-apopt6ticos como Bcl-
2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG, y todas ellas tienen un significado
especial ya que pueden determinar si la célula muere por apoptosis 0 Si
aborta el proceso (Cascales Angosto, 2003; Cory y Adams, 2002; Ventura
Gallegos et al., 1999).

Se cree que el principal mecanismo de accion de la familia de proteinas
Bcl-2 es mediante la regulacion de la liberacién del citocromo ¢ de la
mitocondria. Una forma de control es mediante la proteina pro-apoptética Bad;
cuando ésta es fosforilada, es secuestrada en el citosol por otra proteina
reguladora llamada 14-3-3, sin embargo, cuando se desfosforila se puede
traslocar a la mitocondria y liberar el citocromo ¢ (Zha et al., 1996). Los
miembros anti-apoptéticos también participan en este control sobre el
citocromo ¢, ya que Bcl-2 y Bcl-XL en su forma libre pueden inhibir su
liberacién de la mitocondria a través de un mecanismo que aun no esta claro
pero se estima que es mediante el control de la activacion de las caspasas
(Newmeyer et al., 2000). Sin embargo, cuando forman un complejo con Bad,
éste neutraliza su efecto protector y de esta manera se promueve la muerte
celular (Yang et al., 1995).

El miembro pro-apoptético Puma también juega un papel importante en
la apoptosis. Se ha demostrado in vitro que la sobreexpresion de esta
proteina esta acompafiada por un aumento de la expresion y un cambio
conformacional de Bax, por la traslocacion a la mitocondria, la reduccion en el
potencial de membrana mitocondrial y la consiguiente liberacién del citocromo
c (Liu et al., 2003). Por su parte, otros estudios han demostrado que Noxa se
puede localizar en la mitocondria e interactuar con miembros anti-apoptéticos
de la familia Bcl-2, resultando en la activacion de la caspasa 9 (Oda et al.,
2000).

Recientemente, han aparecido estudios reveladores sobre platelmintos
en lo que refiere a este tipo de muerte celular. Pellettieri et al., 2010 en
estudios sobre el mecanismo de la apoptosis en estos organismos, han
encontrado que el gen antiapoptotico Bcl2 es requerido para la supervivencia
celular en los organismos adultos; mientras que, por su parte, Lee et al., 2011
describen para Schistosoma japonicum y S. mansoni la identificacion y
caracterizacion mediante estudios bioinforméaticos, bioquimicos y celulares de
componentes de la via de apoptosis regulada por Bcl-2 (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de la via de sefializacion de la apoptosis por la via extrinseca e intrinseca
de Schistosoma japonicum. Se puede observar la interaccion entre genes pro-apoptéticos y
anti-apoptéticos y el resultado de dicha interaccién, ya que la célula resolvera vivir o morir por
el proceso de apoptosis (Han et al., 2012).

1.5) Introduccion al modelo  experimental -
Mesocestoides corti

Los parasitos cestodos representan un grupo de organismos
responsable de infecciones principalmente en vertebrados, incluyendo al
humano, causante de perjuicios sanitarios y econémicos. Por este motivo es
gue han sido estudiados buscando dilucidar aspectos basicos de su biologia,
inmunologia, y epidemiologia. Sin embargo, a pesar del conocimiento
acumulado, ninguna de las estrategias disefiadas para erradicarlos ha
funcionado por lo que se sostiene que es imprescindible profundizar en el
conocimiento de su biologia (De Moraes Mourao et al.,, 2009; Tran et al.,
2010; Young et al., 2010).

Mesocestoides corti (M. corti) (orden Cyclophyllidea, familia
Mesocestoididae) es un platelminto endoparasito perteneciente a la clase
Cestoda (Figura 8).
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Figura 8. Ejemplar de M. corti adulto tefiido con TO-PRO-3, donde se puede observar el
escolex, cuello, y la region anterior de la estrobila, con segmentos progresivamente mas
desarrollados. Imagen obtenida mediante microscopia confocal de fluorescencia. (Koziol,
2009). Barra 1000 pm.

Este organismo tiene un ciclo de vida complejo, el cual no ha sido
elucidado completamente (Figura 9), incluyendo dos hospedadores
intermedios y uno definitivo (Loos-Frank, 1991; Webster, 1949), lo cual es
atipico entre los ciclofilideos. El adulto es un tipico cestodo segmentado, vive
en el intestino de varios animales carnivoros incluyendo, aunque raramente,
al ser humano (Choi et al., 1967; Fuentes et al., 2003; Kawamoto et al., 1986).
Produce huevos con oncoésferas (embriones) que infectan al primer
hospedador intermediario, el cual es probablemente un artrépodo (Webster,
1949). Este Ultimo seria entonces ingerido por el segundo hospedador
intermediario; en este caso, una amplia gama de animales son capaces de
alojarlo, como por ejemplo pollos (Eom et al. 1992), reptiles (Choi et al., 1967,
Markoski et al., 2003) y anfibios (Lalanne et al., 2004; Markoski et al., 2003).
En la cavidad peritoneal del segundo hospedador se desarrollan como
tetratiridios (estado larval), los cuales son similares al adulto en cuanto a que
poseen un escélex con cuatro ventosas, pero no se encuentran aun
segmentados ni poseen rudimentos del aparato reproductor (Crosbie et al.,
2000). En estos hospedadores, M. corti es capaz de proliferar asexualmente
mediante fision longitudinal (un proceso unico en platelmintos), caracteristica
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inusual en las especies de este género (Padgett et al., 2005). Finalmente, al
ser ingeridos por el hospedador definitivo, que pueden ser zorros, gatos y
perros, los tetratiridios se desarrollan como gusanos segmentados adultos en
el intestino de los mismos (Lalanne et al., 2004).
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intermediarios) del proglotide
Figura 9. Ciclo de vida de M. corti. Figura modificada de

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Mesestoidiasis _il.htm

En 1965, Specht y Vogue describieron el aislamiento de tetratiridios a
partir de la cavidad peritoneal de lagartijas, y demostraron que estos eran
capaces de proliferar asexualmente por fision longitudinal (Figura 10) al ser
inyectados en el peritoneo de ratones (de este aislamiento original provienen
los linajes de organismos utilizados en laboratorios de todo el mundo). Esto
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permite disponer de abundante material biolégico en forma constante.
Ademas, es posible llevar a la diferenciacion sexual de los tetratiridios in vivo
mediante infeccién de perros en condiciones experimentales controladas (y
sin los peligros de bioseguridad asociados al desarrollo estrobilar de
Echinococcus spp.). También es posible inducir in vitro tanto la reproduccion
asexual como la diferenciacion al estado adulto sexuado (Figura 11).

. N
1 2 3
Figura 10. Division asexual del tetratiridio por fisién longitudinal. 1) Comienzo de la divisién
tras la duplicacion de estructuras anteriores. 2) Separacion de dos individuos, dejando un
crecimiento lateral con un poro excretor en el progenitor (flecha). 3) Nuevo ciclo de division

desde el mismo lado (proliferativo) del individuo progenitor. (Figura modificado de Novak,
1972 — Koziol, 2009).
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Figura 11. Esquema de la diferenciacion sexual de un individuo de M. corti. Debido a que se
van generando nuevos proglétidos en forma continua desde el cuello (region proliferante
posterior al escélex), ocurre un gradiente de diferenciacion sexual, siendo los proglétidos mas
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posteriores los mas diferenciados (modificado por Lalanne (2003) de Smyth y McManus,
1989).

Las razones descritas anteriormente sustentan a M. corti como un
modelo particularmente interesante para el estudio de la biologia y desarrollo
de cestodos (Barret et al., 1982; Koziol y Castillo, 2011; Lalanne et al., 2004).

1.6) Antecedentes del grupo de trabajo

En el laboratorio donde se llevé a cabo este trabajo de investigacion, se
logroé caracterizar la localizacion, abundancia y morfologia de las células
proliferativas de M. corti desde su estadio larval hasta el adulto. Ademas, se
esclarecio el recorrido que realiza la progenie de las mismas luego de su
division (Koziol, 2009).

Mediante la técnica de citometria de flujo y tincibn con diversos
colorantes, se observo que las células proliferantes tienen caracteristicas
similares a las células germinativas de otros cestodos; nucleo grande con
cromatina poco compacta, nucléolo prominente, forma redondeada o con
pequefias extensiones, alta basofilia debido a la abundancia de ARN
ribosomal, y no muestran indicios de diferenciacion (Dominguez et al., 2014).

A través de diversos estudios se pudo determinar que estas células se
encuentran en el parénquima interior de M. corti, préximas a la capa muscular
interna. En la larva se observa un gradiente antero-posterior, y luego de
proliferar, la progenie celular migra al parénquima exterior y tejido sub-
tegumentario donde se diferencian. Durante el desarrollo de M. corti se
observaron acumulaciones periédicas de células proliferantes en el cuello
(regidn posterior al escolex que genera los segmentos sucesivos) incluyendo
una masa central en cada primordio que corresponde al primordio genital que
generard los oOrganos reproductores masculinos y femeninos en cada
segmento. Estas caracteristicas en la formacion y proliferacion celular en el
primordio genital muestran similitudes con otros cestodos estudiados
(Douglas, 1961; Wikgren et al.,, 1971), sugiriendo que estos eventos y
mecanismos del desarrollo se encuentran conservados en esta clase.

Debido a que la distribucion de células proliferantes que presenta M.
corti parece ser una caracteristica conservada en el desarrollo estrobilar de
las especies de cestodos estudiadas (Bolla y Roberts, 1971; Douglas, 1961;
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Gustafsson, 1990), el mismo representa un modelo ideal para estudiar este
tipo de células en cestodos.

Ademas, logramos clonar y caracterizar espacialmente dos genes tipo
pumilio y un homologo de pcna como marcadores moleculares de células
proliferantes. Los genes pumilio de M. corti se expresan en varios tejidos a lo
largo de todo el desarrollo entre la forma larvaria y adulta, observandose una
expresion preferencial de dichos genes en células proliferantes. En cuanto al
gen pcna, se pudo clonar el homologo de M. corti y demostrar mediante
Western Blot la utilidad del anticuerpo monoclonal PC10 (Waseem & Lane,
1990) para reconocer la proteina PCNA de este organismo. Dicho anticuerpo
se encuentra sumamente caracterizado, y es capaz de reconocer la proteina
PCNA en extractos totales en organismos que incluyen algas, levaduras,
insectos, otros invertebrados y vertebrados varios. Finalmente, hemos
clonado un homoélogo del gen nanos de M. corti, que en todos los animales
estudiados se expresa exclusivamente en la linea germinal (Extavour, 2007;
Handberg-Thorsager & Salo, 2007; Sato, et al., 2006; Wang et al, 2007).

Por otra parte, en el marco del trabajo de tesis de Doctorado
(PEDECIBA) “Biologia del corpusculo calcareo en cestodos: una
aproximacion bioquimica, molecular y celular” (Chalar, 2010), con el objetivo
de identificar en E. granulosus moléculas vinculadas a procesos de muerte
celular caracterizadas en otros platelmintos, se realiz6 un analisis del
transcriptoma basado en ESTs del estadio larval del parasito (Fernandez y
col, 2002) disponible en el sitio www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/blast/submitblast/Echinococcus. Esto permitié el reconocimiento del EST
EGPSPsI-7f07.p1k cuya secuencia aminoacidica deducida fue comparada
con el algoritmo BLAST (Altschul y col, 1990), con todas las secuencias
depositadas en el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Se
encontré6 que dicha secuencia proteica es homédloga a la Caspasa-3 de
diversos organismos, alcanzando una mayor homologia con las de
platelmintos.
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2) Objetivos

2.1) Objetivo general

Comenzar a indagar en el mecanismo de apoptosis del cestodo M.
corti, relacionandolo con el proceso molecular de proliferacion celular en el
mismo. Para lograr este objetivo nos planteamos la identificacion de células
apoptéticas y la blsqueda y caracterizacion de marcadores moleculares de
dichos procesos.

2.2) Objetivos especificos

1) Identificacion de células apoptoticas en preparados histoldgicos y en
organismos enteros de M. corti a lo largo de su desarrollo.

2) Busqueda, clonacién y estudio de la expresion temporal de los
genes Caspasa-3 como marcador de células apoptoéticas, y Bcl-2 como
marcador de supervivencia celular, a lo largo del desarrollo de M. corti.

3) Identificacion de las Caspasas codificadas en el genoma de M. corti,
las cuales podrian participar en el proceso apoptotico de las células de dicho
organismo.

2.3) Hipotesis de trabajo

La hipétesis de trabajo que sustenta los objetivos planteados es que los
mecanismos moleculares de apoptosis y proliferacion son conservados, por lo
que en M. corti, tal como se ha comprobado en planarias, el gen
antiapoptotico Bcl-2 es requerido para la supervivencia celular inhibiendo la
accion de las Caspasas (Cotter, 2009; Danial y Korsmeyer, 2004; Pellettieri et
al., 2010; Pellettieri y Sanchez Alvarado, 2007); de esta manera se establece
la comunicacion entre los procesos de proliferacion y apoptosis.
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3) Estrategia experimental

3.1) Identificacion de células apoptoticas en prepa  rados
histolégicos y en organismos enteros de M. corti a lo largo de
su desarrollo

Para llevar a cabo la identificacion de dichas células se realizd0 una
busqueda bibliografica en diferentes bases de datos con el fin de conocer la
morfologia y ubicacidén de células apoptoéticas en otros organismos parasitos.
Una vez realizado esto, se procedio a analizar micrografias de preparaciones
histol6gicas de M. corti obtenidas mediante el microscopio electronico por la
Lic. Fernanda Dominguez y asi identificar las células apoptoticas propias de
este cestodo.

Con el fin de ubicar dichas células espacialmente dentro del organismo
en estudio, se propuso realizar la marcacion del ADN mediante la técnica
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP Nick End Labeling) en
M. corti enteros, y su posterior observacibn en el microscopio de
epifluorescencia del Instituto Pasteur de Montevideo. Ademas, mediante la
misma técnica de marcado y por medio del programa de analisis de imagenes
ImageJ, se planted la posibilidad de cuantificar las células apoptoticas a lo
largo de diferentes estadios de desarrollo de M. corti.

3.2) Busqueda, clonacion y estudio de la expresion
temporal de los genes Caspasa-3 como marcador de cé lulas
apoptoticas, y Bcl-2 como marcador de supervivencia celular,
a lo largo del desarrollo de M. corti

Para cumplir el objetivo mencionado, en primer lugar se estudiaron las
secuencias disponibles de Caspasa-3 y Bcl-2 en diferentes bases de datos y
se realiz6 un alineamiento con las mismas. En base a las regiones
conservadas encontradas se disefio un juego de cebadores para amplificar
dichos genes y luego clonarlos en un vector plasmidico. En una segunda
instancia, una vez finalizado esto, se transformaron células competentes con
los productos de ligacién y posteriormente se realizaron minipreparaciones.
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Los plasmidos recombinantes fueron secuenciados y analizados mediante la
herramienta Blast de la base de datos NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) con el fin de encontrar secuencias
homélogas en el GenBank. A partir de ello se pudo confirmar que los
fragmentos amplificados y clonados se correspondian a los genes de
Caspasa-3 y Bcl-2.

Una vez clonados los genes de interés, fue posible estudiar su
expresion temporal en M. corti mediante la realizacion de PCR cuantitativo.
Para ello se disefié un nuevo juego de cebadores especificos para amplificar
los genes Caspasa-3 y Bcl-2 de este organismo, posibilitando asi el estudio
de su expresion en los estadios larval, adulto y en etapas intermedias del
desarrollo de M. corti.

Ademas, como parte de este objetivo se plante6 la posibilidad de
estudiar la actividad de la Caspasa-3 en diferentes estadios de desarrollo de
M. corti, utilizando para ello el kit “EnzChek® Caspase-3 Assay Kit #1, Z-
DEVD-AMC substrate” (Namero de catalogo: E13183).

3.3) ldentificacion de las Caspasas codificadas en el
genoma de M. corti, las cuales podrian participar en el
proceso apoptotico de las células de dicho organism 0

Para llevar a cabo este objetivo se realizé un andlisis bioinformatico en
la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) con el
fin de reconocer cudles son las Caspasas que participan en el proceso
apoptético. Luego, en base a este analisis y en una segunda instancia, se
buscaron las mismas en el genoma de M. corti mediante el uso de la
herramienta Blast.
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4) Materiales y métodos

4.1) Cultivos de M. corti

Los tetratiridios de M. corti fueron cedidos gentiimente por la Dra.
Jenny Saldafia y colaboradores (Facultad de Quimica, Universidad de la
Republica), quienes los mantienen a través de sucesivos pasajes
intraperitoneales en ratones.

Para el cultivo in vitro de M. corti, se sacrificaron ratones por
dislocacion cervical y luego se extrajeron tetratiridios en condiciones estériles
mediante lavado de la cavidad peritoneal con solucion de Hanks (Apéndice 1).
Los tetratiridios recogidos fueron lavados cinco veces con solucion de Hanks
estéril, y cultivados en placas con medio RPMI 1640 modificado (RPMI 1640-
mod; Apéndice 1) con 10 % de suero fetal bovino (SFB provisto por
Laboratorios Santa Elena, Uruguay, o GIBCO, Invitrogen, Estados Unidos) en
una estufa incubadora a 37°C en una atmésfera con 5% CO,. En ocasiones
los tetratiridios fueron almacenados en solucién de Hanks a 4°C por hasta 2
semanas antes de iniciar su cultivo.

Se cultivaron aproximadamente 400 a 500 pl de tetratiridios cada 15 ml
de medio, y cada 48 horas se cambié dos tercios del mismo. Para inducir el
desarrollo estrobilar de los tetratiridios, tras dos dias de cultivo, se afadié al
medio Taurocolato de Sodio (TC; Sigma-Aldrich; 1 mg/ml concentracion final),
manteniendo su concentracion durante los sucesivos cambios de medio. En
estas condiciones, el desarrollo estrobilar es aparente a los 5 a 7 dias de
cultivo tras la induccién con TC.

4.2) Marcacion del ADN mediante la técnica TUNEL -
Cuantificacion

Se trabajé con organismos enteros de M. corti cultivados durante 0, 2,
4, 6, 8, 10 y 13 dias bajo las condiciones ya descritas previamente.

Para la identificacion y caracterizacion de las células apoptoticas de M.
corti mediante la técnica TUNEL, se usé el kit “APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit,
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with Alexa Fluor® 488 Anti-BrdU” (numero de catalogo: A23210) de Life
Technologies, adaptando su protocolo segun se indica a continuacion:

- Cultivar los M. corti durante el tiempo establecido y realizar 3
lavados en PBS 1X (Apéndice 1).

- Destegumentar mediante lavado con leve agitacion en H2Oyq
durante 3 horas y posteriormente realizar 2 lavados en PBS 1X
durante 5 minutos.

- Fijar durante 1 hora en PFA 4% (Apéndice 1), realizar 3 lavados en
PBS 1X durante 15 minutos cada uno y posteriormente almacenar a
-20°C en etanol 70% hasta el momento de usar

- Retirar el etanol 70%

- Lavar dos veces en 1 ml de buffer de lavado durante 5 minutos con
agitacion suave. Retirar el buffer de lavado

- Agregar 250 pl de solucion de marcado (al grupo control, en su
lugar se le agrego PBS 1X)

- Incubar 2 horas a 37°C con agitacion suave

- Agregar 1 ml de buffer de resuspension y agitar suavemente
durante 5 minutos. Repetir

- Retirar el buffer de resuspension

- Agregar 250 pl de solucidon de anticuerpo e incubar 45 minutos a
temperatura ambiente (RT). Proteger de la luz

- Retirar la solucién de anticuerpo

- Lavar dos veces en 1 ml de PBS 1X durante 5 minutos. Retirar el
PBS

- Agregar 500 pl de ioduro de propidio e incubar por 30 minutos a RT

- Lavar dos veces con 1 ml de PBS 1X por 10 minutos

- Montar en portaobjetos y proteger de la luz

Las muestras fueron analizadas por medio del microscopio de
epifluorescencia invertido OLYMPUS 1X81 del Instituto Pasteur de Montevideo
y procesadas mediante el programa de acceso libre ImageJ.

Una vez procesadas las imagenes se procedioé a cuantificar las células
apoptéticas de M. corti mediante el ImageJ. Para ello se transformaron las
imagenes al formato 8-bits, y una vez realizado esto se les aplicé un umbral (o
threshold) con el fin de seleccionar Unicamente aquellas células de la imagen
cuyo nivel de gris cae dentro del intervalo deseado de valores de intensidad,
en una escala de gris predeterminada. Para este trabajo, en una escala de
grises del 0 al 255, el umbral se establecio a 69.
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4.3) Identificacion de células apoptoticas mediante
Microscopia Electronica de Transmision

Se realizé una busqueda bibliografica en diferentes bases de datos con
el fin de conocer la morfologia y ubicacion de células apoptéticas en otros
organismos parasitos (ver introduccion).

Una vez realizado esto, se procedi6 a analizar micrografias de
preparados histolégicos de M. corti obtenidas mediante el microscopio
electrénico de transmisiéon del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable por la Lic. Fernanda Dominguez con el fin de encontrar
células apoptéticas. Las muestras estudiadas mediante microscopia
electrénica se prepararon de acuerdo al siguiente protocolo:

* Fijacion

- Fijar los tetratiridios de 4 dias de cultivo en glutaraldehido 2,5%
en PHEM (Apéndice 1), por 1 hora a 4°C con agitacion

- Realizar 6 lavados en PHEM por 10 minutos cada uno

Pretratamiento

- Descalcificar con PHEM suplementado con EDTA 0,5 M, o.n. a
4°C, con agitacién (ajustar pH con hidroxido de potasio hasta 7,2
-7,6)

- Realizar 3 lavados en PHEM por 5 minutos cada uno

Postfijacion

- Tefiir con tetréxido de osmio al 1% en PHEM, 1 hora a T.A. con
agitacion

- Realizar 6 lavados en PHEM de 5 minutos cada uno

» Deshidratacion

- Realizar pasajes sucesivos en solucion de alcohol al 25%, 50%,
70% y 95% durante 15 minutos cada vez, con agitacion

- Realizar 2 lavados de 30 minutos cada uno en alcohol 100%
(alcohol con arcilla)

Infiltracion

- Sumergir la muestra en una mezcla de 1 volumen de resina: 3
volimenes de alcohol (sin agua) durante 60 minutos

- Sumergir la muestra en una mezcla de 2 volumenes de resina: 2
volimenes de alcohol (sin agua) durante 60 minutos

- Sumergir la muestra en una mezcla de 3 volumenes de resina: 1
volimenes de alcohol (sin agua) durante 60min

35



- Dejar en Resina pura toda la noche a T.A., en campana de
extraccion
* Bloques y polimerizacion
- Cambiar a resina fresca y dejar 1 hora con agitacion a T.A.
- Incluir en bloques
- Dejar polimerizar un dia a 40°C
- Dejar polimerizar un dia 60°C

4.4) Clonacion del gen Caspasa-3 y Bcl-2de M. corti

Se realiz6 una busqueda de las secuencias aminoacidicas de las
proteinas codificadas por los genes Caspasa-3 y Bcl-2 de diferentes
organismos a través de las bases de datos GeneDB
(http://www.genedb.org/Homepage) y GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Una vez realizado esto, se procedid a analizar sus correspondientes
secuencias nucleotidicas y mediante el uso de la herramienta Blastn, se
encontraron las regiones conservadas de ambos genes.

En base a esto y en una primera instancia, se disefid un juego de
cebadores degenerados (Apéndice 2) para amplificar la secuencia
conservada de Caspasa-3 de M. corti mediante una reacciéon de PCR.
Posteriormente, el Instituto Sanger (http://www.sanger.ac.uk/) publicé la
secuencia nucleotidica del genoma de M. corti, por o que en una segunda
instancia, y a través del analisis de las secuencias conservadas de los genes
Caspasa-3 y Bcl-2 de diferentes organismos, se pudo disefiar un juego de
cebadores especificos (Apéndice 2) de M. corti para cada gen en estudio y asi
realizar los diferentes ensayos. Los siguientes analisis hacen referencia a los
resultados obtenidos con dichos juegos de cebadores.

Todas las PCR de este trabajo fueron realizadas en un termociclador
Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400. La mezcla basica para esta
reaccion fue la siguiente: 2,5 pl (conc. final 1x) de buffer 10x con MgCl,, 0,5 pl
(conc. final 0,2 mM) de dNTPs (10 mM), 2 ul (conc. final 0,4 mM) de c/u de los
cebadores (10 puM) (en diferentes combinaciones), 0,2 ul de enzima Long
Range PCR, 2 pyl de ADN gendmico, y por ultimo c.s.p. 25 pl de H20
doblemente desionizada (H20dd).

Para la amplificacion de Caspasa-3 empleando el juego de cebadores
degenerados, las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
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desnaturalizacion inicial a 94°C de 3 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacién a
94°C por 30 segundos, apareamiento a 55,3°C por 30 segundos, y extension
a 72°C por 30 segundos, seguidos por una extension final a 72°C por 5
minutos.

Por otra parte, las condiciones de ciclado para la amplificacion de
Caspasa-3 empleando los cebadores especificos consistieron en una
desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 94°C, 35 ciclos de desnaturalizacién a
94°C por 30 segundos, apareamiento a 58°C por 30 segundos, y extension a
72°C por 30 segundos, seguidos por una extension final a 72°C por 5 minutos.
Mientras que para Bcl-2 el programa de ciclado consistié en una
desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 94°C, 35 ciclos de desnaturalizacién a
94°C por 30 segundos, apareamiento a 52°C por 30 segundos, y extension a
72°C por 30 segundos, seguidos por una extension final a 72°C por 5 minutos.
El resultado de las reacciones de PCR se visualizaron por medio de
electroforesis en geles de agarosa al 1% (Apéndice 1).

Luego de obtener el fragmento amplificado de cada gen, se procedio a
su purificacion y posterior ligacion. La purificacion se llevé a cabo mediante el
kit “Isolate PCR and Gel Kit” de Bioline (n° de catalogo: Bio-52029) y la
ligacién de los productos de PCR en el vector pGEM-T-Easy se realiz6 bajo
las siguientes condiciones: 1 ul de vector pGEM-T-Easy (50 ng) (Promega), 3
pul de ADN, 5 pl de buffer de ligacion 10X y 1 yl de T4 DNA ligasa (5 U/ul)
(Fermentas). Esta mezcla de ligacién se incubé durante 1 hora a 22°C y luego
se dejo toda la noche (0.n.) a 4°C.

Para realizar la transformacién una vez ligado el fragmento amplificado
al vector, se utilizaron células E. coli DH5-0 quimicamente competentes
producidas mediante el protocolo de cloruro de calcio descrito en Sambrook et
al. (1989) y conservadas a -80°C. La transformacion de las células
competentes se realizd segun el siguiente protocolo: se descongelan las
células en hielo y se mezclan 100 ul de éstas con 10 pl de mezcla de ligacion.
Se incuban las células durante 20 minutos en hielo, y luego se realiza un
shock térmico (2 minutos a 42°C y 2 minutos en hielo nuevamente). Se afiade
entonces 500 pl de medio LB (Apéndice 1) precalentado a 37°C y se incuba a
las células durante 1 hora a 37°C con agitacion constante.

Después del proceso de transformacion, las células fueron plaqueadas
e incubadas o.n. a 37°C en medio LB sélido conteniendo ampicilina (Sigma-
Aldrich) (100 pg/ml). Los clones crecidos fueron inoculados en 3 ml de medio
LB — ampicilina (100 pg/ml) y cultivados durante 12 horas a 37°C con
agitacion constante. A partir de estos cultivos se realizaron minipreparaciones
de ADN plasmidico mediante el protocolo de lisis alcalina (segiin Sambrook et
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al., 1989) o en algunos casos utilizando el kit Ron’s Plasmid Mini Kit (Bioron),
siguiendo las instrucciones del fabricante y el resultado se visualiz6 por medio
de una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Las muestras de ADN plasmidico obtenidas de las minipreparaciones
fueron enviadas al servicio secuenciador del Instituto Pasteur de Montevideo
para corroborar si el inserto correspondia al fragmento de interés, tanto de
Caspasa-3 como de Bcl-2. Las secuencias plasmidicas fueron analizadas y
corregidas manualmente utilizando el programa Gene Runner 3,05 (Hastings
Software, Inc.). Con el objetivo de encontrar secuencias homdélogas a las
estudiadas, éstas fueron utilizadas como secuencias problema en la
bdsqueda dentro de la base de datos del GenBank, utilizando el programa
Blastn.

4.5) Estructura de genes y analisis filogenético

Mediante las secuencias del transcriptoma de tetratiridios de M. corti
brindadas por la Msc. Alicia Costéabile, fue posible estudiar la estructura de los
genes Caspasa-3 y Bcl-2 y ubicar los dominios conservados en los mismos.
Este estudio se llevd a cabo mediante el software de acceso libre Artemis.

Por otra parte, el estudio filogenético de las proteinas Caspasa-3 y Bcl-
2 de M. corti fue realizado mediante el método de maxima verosimilitud
basado en el modelo Le Gascuel, por medio del software Mega 6 (Tamura,
Stecher, Peterson, Filipski, y Kumar 2013), con los parametros
predeterminados del mismo. El soporte de las ramas en el arbol se obtuvo
mediante la prueba estadistica “bootstrap” (Felsenstein, 1985) con 100
réplicas. Los valores superiores a 50% de soporte fueron considerados como
validos.

Para dicho estudio se emplearon las secuencias proteicas codificadas
por los genes en cuestion, las cuales fueron obtenidas por la Msc. Alicia
Costabile en el marco de sus estudios de doctorado (resultados no
publicados).
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4.6) PCR cuantitativa (QPCR)

Parte del material que se utilizd para realizar este experimento fue
preparado por la MSc. Alicia Costabile. Se trabajé con organismos cultivados
durante 0, 2, 4, 6, 8, 10, 13 y 16 dias; a continuacion se detalla la metodologia
que se siguio para preparar las muestras y realizar el ensayo de gPCR con
los grupos mencionados.

Para obtener los organismos en distintos estadios del desarrollo se
prepararon cultivos en paralelo para procesar todos los organismos en
simultdneo y asi minimizar la variabilidad que surgiria por procesarlos en
distintos momentos. En algunos casos, el cultivo se realizé por triplicado a
partir de organismos obtenidos del mismo ratén (réplicas técnicas del cultivo),
los organismos cultivados de esta manera fueron analizados bajo lupa y
separados manualmente para obtener una poblacion con un nivel de
desarrollo homogéneo en cada punto. Es necesaria esta etapa ya que los
cultivos de M. corti no son sincronicos, obteniéndose en el mismo punto de la
curva de desarrollo organismos en diferentes estadios. A otro grupo de M.
corti no se les realiz6 esta etapa y se procesé a todos los organismos
presentes en el cultivo.

A un grupo de los M. corti cultivados se los irradié en el Instituto
Nacional de Transplante del Hospital de Clinicas Dr. Manuel Quintela; a éstos
se los dividié en 5 grupos con el fin de aplicarles diferentes dosis de radiacion;
0 Gy, 100 Gy, 200 Gy, 300 Gy, 500 Gy, 1000 Gy. A su vez, a cada uno de
estos grupos se los subdividié en 2; a un grupo se los cultivd durante 1 dia
luego del proceso de irradiacion, y al segundo grupo durante 5 dias.

Una vez finalizado el tiempo de cultivo, se procedié a hacer la
extraccion de ARN. Para ello, los organismos obtenidos se lavaron 3 veces en
PBS 1Xy se congelaron a -80°C en Trizol (Sigma — Aldrich). Se utilizé 1 ml de
Trizol por cada 100 pl de parasitos. Se descongelaron en hielo y se
disgregaron con un homogeneizador en tubos tipo eppendorf. Se incubaron 5
minutos a RT y luego se agrego 0,2 volimenes de cloroformo mezclando con
vortex e incubando a RT 5 minutos. Se centrifugd 15 minutos a 12000g a 4°C
y se recupero la fase acuosa en un nuevo tubo. Luego se precipitdo el ARN
con 0,5 volumenes de isopropanol incubando 5 minutos a RT y centrifugando
durante 15 minutos a 12000g a 4°C. Se lavo el precipitado con 1 ml de etanol
70% y se secO brevemente al aire bajo lampara. Se resuspendio en 30 pl de
H20dd fresca y se incub6 10 minutos a 65°C para resuspender. Se almacend
a -80°C hasta el momento de su uso.
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A continuacién se eliminé el ADN remanente por digestién con DNAsa
RQ1 (Promega). Se realizO en una reacciéon de 100 pl de volumen final
conteniendo 15 ul de ARN (aproximadamente 5 pg), buffer 1X, 10 unidades
de enzima y 100 unidades de inhibidor de RNasas (Ribolock RNase inhibitor
(Fermentas) o RNase Inhibitor (Applied Biosystems). Se incub6 60 minutos a
37°C y a continuacién a 65°C durante 10 minutos con Stop Solution. Se
agregd un volumen de cloroformo y se recuperé la fase acuosa. Se precipitd
el ARN durante toda la noche a -80°C con 0,1 volumenes de LiCl 4M y 2,5
volimenes de etanol absoluto. Se centrifugdé 20 minutos a 12000g a 4°C y se
lavé con 1 ml de etanol 70%. Se resuspendio en 15 ul de H20dd fresca y se
almaceno a -80°C hasta el momento de su uso. Se verifico la integridad del
ARN mediante analisis en gel de agarosa y se cuantific6 mediante
espectrofotometria a 260 nm o por el uso de Qubit® Fluorometric Quantitation
del Instituto Pasteur de Montevideo. Todo el material utilizado fue tratado con
DEPC 0,1% y se utilizaron reactivos libres de RNasas.

Una vez realizado esto, se retrotranscribio el ARN con la enzima
SuperScriptTM Il (Invitrogen) utilizando 500 ng de ARN total, 250 ng de
cebadores al azar (Invitrogen), 0,5 mM de cada dNTP, 40 unidades de
inhibidor de RNasas (Ribolock RNAse Inhibitor — Fermentas), y 200 unidades
de enzima en un volumen final de 20 ul. Se incubo la reaccion durante 60
minutos a 50°C y a continuacién 15 minutos a 70°C para inactivar la enzima.

Para las reacciones de PCR se disefidé un juego de cebadores
especificos de M. corti para amplificar un fragmento de las secuencias de
Caspasa-3 y Bcl-2 incluido en las secuencias previamente amplificadas.

Para las reacciones se utilizd el termociclador en tiempo real Rotor
GeneTM 6000 (Corbett Life Science) de la Facultad de Quimica - UdelaR. Las
reacciones se realizaron en un volumen final de 10 pl utilizando el kit
QuantiTect SYBR Green PCR (QIAGEN) con 0,9 uM de cada cebador y una
dilucion 1/4 de cada ADN copia (ADNc) generado.

Previo a la realizacion de las gPCR de cada gen, se llevé a cabo el
estudio de la eficiencia de las muestras de ADNc de M. corti a usar en los
ensayos; para ello se realizaron las siguientes diluciones: 1:20, 1:200, 1:2000,
1:20000 y 1:200000.

El programa de ciclado en todas las reacciones consisti6 en una
desnaturalizacion inicial de 15 minutos a 95°C, 40 ciclos a 95°C durante 15
segundos y 60°C por 1 minuto y una curva de melting desde 60°C a 95°C
para determinar la especificidad de la reaccion. El andlisis de los datos se
realizo utilizando el programa Rotor GeneTM 6000 Series Software (Corbett
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Life Science) y el célculo de los niveles de cambio en la expresion se realizo
mediante el método del 2-AACt (Livak & Schmittgen, 2001).

4.7) Actividad de Caspasa-3 en M. corti

Se trabajo con M. corti en diferentes estadios de desarrollo, cultivados
durante O, 2, 4, 6, 8, 10, 13, y 16 dias. El estudio se realiz6 mediante el kit
“EnzChek® Caspase-3 Assay Kit #1, Z-DEVD-AMC substrate” (Namero de
catalogo: E13183) de Life Technologies, con algunas modificaciones en el
protocolo original.

A los organismos cultivados se los dividié en dos grupos para tratar a
uno de ellos con un inhibidor de la apoptosis propio del kit. A continuaciéon se
detalla el procedimiento que se sigui6 para realizar el estudio:

- Cultivar los M. corti durante el tiempo establecido y luego realizar 3
lavados en PBS 1X

- Homogeneizar los organismos y cuantificar por medio del Qubit®
Fluorometric Quantitation la concentracion proteica de una alicuota
del preparado para partir de muestras con similares caracteristicas

- Agregar 250 pl de solucion de Buffer de Lisis, pipetear e incubar
durante 30 en hielo

- Centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos

- Transferir 50 ul del sobrenadante a una placa ELISA y 50 pl de
solucion de Buffer de Lisis como control de fluorescencia del
sustrato

- Agregar 1 pl de la solucién de inhibidor Ac-DEVD-CHO a la mitad
de las muestras a estudiar. Proteger de la luz e incubar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Mantener el resto de las
muestras en hielo

- Afadir 50 pl de la solucién de sustrato a cada muestra, cubrir la
placa e incubar a RT durante 30 minutos

- Medir la intensidad de fluorescencia en un fluorimetro

En paralelo con este ensayo, se realiz0 una curva estandar de 7-
Amino-4-metilcoumarino (AMC) con el fin de determinar los moles producidos
de producto en la reaccion de la caspasa-3. Para ello se prepararon las
siguientes diluciones en serie: 0, 1:4, 1:2 y 1:1.
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La extraccion de proteinas para su cuantificacion se llevé a cabo
mediante el agregado de Buffer de Lisis (Apéndice 1) y la posterior
disgregaciéon de los organismos con un homogeneizador en tubos tipo
eppendorf. Luego se centrifugé las muestras durante 10 minutos a 15000xg a
4°C y se recuper6 el sobrenadante.

4.8) Busqueda de las Caspasas participantes en la v ia
metabdlica de la apoptosis en M. corti

A través de los mapas de las vias metabodlicas de apoptosis
correspondientes a diversos organismos que se encuentran almacenados en
la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes; http://www.genome.jp/kegg), fue posible determinar cuales eran las
Caspasas que estan involucradas en dicho proceso.

Una vez concluida la identificacién de dichas Caspasas, se procedié a
su busqueda en el genoma de M. corti publicado en la pagina web del Instituto
Sanger. Para ello se hizo una investigacion previa de dichas proteinas en el
genoma de varios platelmintos haciendo uso de las bases de datos GeneDB y
GenBank. A partir de ellas se realiz6 un Blastn para cada una usando como
secuencia molde el genoma de M. corti.
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5) Resultados y discusion

5.1) Identificacion de células apoptéticas en prepa  rados
histologicos y en organismos enteros de M. corti a lo largo de
su desarrollo

A continuacion se despliegan y analizan en 2 segmentos los resultados
obtenidos con el fin de cumplir el objetivo mencionado.

5.1.a) Identificacion de células apoptoticas en preparados histologicos
de M. corti

A través de la busqueda bibliografica mencionada previamente, se
pudo determinar los diferentes estadios por los que pasa una célula
apoptotica y las caracteristicas morfolégicas que ese proceso conlleva (ver
introduccion). En base a eso y con el fin de identificar dichas células, se llevo
a cabo un andlisis de las micrografias de preparados histologicos de M. corti
obtenidas mediante microscopia electronica de transmision. A continuacion se
muestra en dos instancias los resultados obtenidos de dicho estudio.
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Figura 12. Micrografias de diferentes preparados histolégicos de M. corti obtenidas mediante
microscopia electrénica de transmision. a) 4800x; b) 5800x; ¢) 29000x; d) 29000x; e) 14000x;
f) 29000x. Con flechas amarillas se sefiala el citoplasma celular, mientras que las flechas
rojas sefialan el nicleo.

En la figura 12 podemos observar distintos tipos celulares presentes en
cortes histologicos de M. corti. A pesar de tener diferente morfologia, las
células no exhiben las caracteristicas tipicas del proceso apoptotico
previamente mencionadas ya que en ellas no se observa una condensacion
clara de la cromatina ni una reduccion del volumen celular, asi como tampoco
se ven vesiculas conteniendo fragmentos celulares, tal como se puede
apreciar en la Figura 5 del presente trabajo.
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En cambio, en la Figura 13 se puede ver otro grupo de micrografias
donde si se observan ciertos cambios morfoldgicos tipicos del proceso en
estudio.
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Figura 13. Micrografias de preparados histolégicos de M. corti obtenidas mediante
microscopia electrénica de transmision. a) 7200x; b) 5800x; c) 4800x; d) 2900x; e) 4800kx; f)
4800x; g) 10000x. Las flechas rojas indican células que en la fase inicial de la apoptosis, la
flecha blanca sefiala un fragmento nuclear presente en el citoplasma celular, las felchas
amarillas sefialan la cromatina ubicada en la periferia nuclear, y por Gltimo, las flechas verdes
indican células con corpusculos calcareos en formacion

En la Figura 13, al igual que en la Figura 12, también se puede
observar un grupo de células muy variado pertenecientes a diferentes
preparados histolégicos de M. corti. Alli se pueden apreciar algunas células
con caracteristicas correspondientes a distintas fases del proceso apoptotico.

Las flechas rojas indican células que se encontrarian en la fase inicial
de la apoptosis ya que se observa la cromatina de manera condensada,
electrondensa, mientras que las flechas amarillas indican una fase mas
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avanzada, sefialando la cromatina en la periferia nuclear. La flecha blanca
sefiala un fragmento nuclear presente en el citoplasma celular, indicando el
inicio del desmantelamieno nuclear, y por ultimo, las flechas de color verde
estarian seflalando células con corpusculos calcareos en formacion. Estas
estructuras de carbonato de calcio son comunes en platelmintos y se ha visto
gue son acompafadas por la presencia de signos apoptéticos en la célula
asociada al mismo, desencadenando la desaparicion de la misma (Chalar,
2010).

El analisis de estos preparados nos permite concluir que M. corti
presenta células con morfologias similares a las células apoptoticas de otros
organismos (ver Introduccion).

5.1.b) Identificacién de células apoptédticas en organismos enteros de
M. corti a lo largo de su desarrollo

Si bien mediante el analisis de las Figuras 12 y 13 no podemos
determinar la regiébn del organismo donde se encuentran las células
apoptéticas, a través de la técnica TUNEL podemos observar la presencia de
estas células en M. corti a lo largo de su desarrollo.

En una primera instancia y con el fin de corroborar el funcionamiento
del kit empleado, se llevo a cabo el control propio del mismo que consiste en
aplicar el tratamiento sobre una linea celular de linfoma humano positiva para
la apoptosis y otra negativa. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 14.
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Figura 14. Células control del kit APO-BrdUTM TUNEL Assay. a, d) células tefiidas con
ioduro de propidio. b, e) células tefiidas con solucion de marcado del kit. ¢, f) superposicion de
células tefiidas con ioduro de propidio y solucién de marcado del kit. Las imagenes fueron
tomadas a 40x. Barra 100 pm.

En base a los resultados mostrados en la Figura 14 podemos asegurar
que el kit empleado para realizar este experimento funciona de manera
adecuada en suspensiones celulares, ya que se puede ver claramente que la
seflal indicativa de un proceso apoptético (color verde) coincide
perfectamente con la sefal positiva para ioduro de propidio (color rojo), la cual
indica presencia celular.

En una segunda instancia, y una vez corroborado el buen
funcionamiento del kit, se procedié a realizar el experimento con ejemplares
de M. corti segun lo explicado en la seccion Materiales y Métodos. Los
resultados fueron visualizados mediante diferentes objetivos del microscopio
de epifluorescencia de manera de poder observar por un lado las células del
organismo mas en detalle, y por otro lado el organismo completo o
semicompleto.

En primer lugar y con el fin de observar una posible autofluorescencia
por parte de los organismos estudiados, se realiz6 un control para el
experimento con un grupo de ejemplares de M. corti en diferentes estadios de
desarrollo, a los cuales se los tratd6 de igual forma que al resto de los
organismos con la excepcion de que no se les aplico la solucién de marcado.
El resultado se observa en la Figura 15.
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IRIGIETS

Figura 15. Superposicion de imagenes obtenidas mediante M. corti pertenecientes al grupo
“control autofluorescencia”, tefiidos con ioduro de propidio. O dia, tetratiridio; 2 dias, escolex;
v. ventosas.; 4 dias, cuello sin segmentacion; 6 dias, extremo posterior; 10 dias; segmentos
tempranos; las flechas indican los primordios genitales tempranos; 13 dias, fragmento final de
la segmentacién. Todas las imagenes fueron tomadas a 10x. Barra 100 pm.

En la Figura 15 se pueden apreciar segmentos de ejemplares de M.
corti teflidos con ioduro de propidio en diferentes estadios de desarrollo,
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desde tetratiridios hasta el estadio adulto. En ellos se puede ver claramente
gue no presentan autofluorescencia verde en ninguna de las etapas
estudiadas a la longitud de onda utilizada en el microscopio.

Determinado el buen funcionamiento del kit y la no autofluorescencia
de los M. corti, se procedié a analizar al resto de los ejemplares estudiados
que si fueron tratados con la solucién de marcado, por lo que conformarian el
“grupo experimento”. El estudio de dicho grupo se dividié en dos en base al
objetivo del microscopio con el que fueron tomadas las fotos. En primer lugar
se analizara un grupo de imagenes que permiten visualizar a las células de
los M. corti con mayor detalle que las imagenes restantes, ya que fueron
tomadas a mayor aumento, mientras que las imagenes pertenecientes al otro
grupo fueron obtenidas con el objetivo de menor aumento por lo que permite
visualizar a los ejemplares analizados en su totalidad o en grandes regiones

del organismo.
b)

Figura 16. Fotografias de ejemplares de M. corti tratados por la técnica de TUNEL. a, d, g)
tincion con ioduro de propidio. b, e, h) tinciébn con solucion de marcado del kit. c, f, i)
superposicion de ioduro de propidio y solucién de marcado del kit. a — f) 40x. Barra 100 um. g
—1i) 60x. Barra 100 pm.

g)
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A través de los resultados obtenidos que se muestran en la Figura 16
podemos observar que, al igual que ocurre con las células del linfoma
humano analizadas previamente, la sefal positiva para el proceso de
apoptosis coincide claramente con la sefial positiva para el ioduro de propidio.
De esta forma podemos decir que lo que se observan son células marcadas.
Ademas, en estas imagenes podemos ver que el modelo en estudio se
constituye de una poblacién celular variada, con células de diferente tamafio y
morfologia.

Habiendo comprobado mediante los resultados anteriores que el kit
funciona de manera correcta para M. corti, procedemos a estudiar la
apoptosis a nivel global en el organismo a lo largo del desarrollo del mismo.
En las Figuras 17 a 21 se muestran los resultados obtenidos a través de una
serie de fotografias tomadas de diferentes regiones de los ejemplares
analizados; tanto del escélex, como del cuello en los organismos ya
segmentados y de la parte posterior de los mismos. Para una mejor
orientacion sobre las regiones de M. corti mostradas, se puede recurrir a la
Figura 11 donde se publica el esquema de un ejemplar de este organismo ya
diferenciado con las diferentes regiones bien definidas.
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Figura 17. M. corti en diferentes estadios de desarrollo tratados mediante la técnica TUNEL.
En el dia 0 de cultivo se puede observar a los tetratiridios enteros, mientras que a los 2 dias
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de cultivo se muestran fotos del escélex, el cuello y la parte posterior del organismo. v
ventosas. Con una flecha roja se muestra un cordén lateral de M. corti. Todas las imagenes
fueron tomadas con el objetivo 10x. Barra 100 pm.

Analizando la Figura 17 podemos ver que los ejemplares de M. corti
recién extraidos del raton (dia O de cultivo) no presentan sefial positiva para la
apoptosis, sin embargo si lo hacen los cultivados durante 2 dias. En estos
altimos podemos ver la aparicion de sefial a lo largo de todo su cuerpo,
habiendo mayor prevalencia de la misma alrededor de las ventosas y en la
parte posterior del organismo donde ésta es abundante. También se hace
clara la aparicion de sefal en los dos cordones laterales que descienden
desde el escolex.

En base a estos resultados podemos sostener que la apoptosis en M.
corti se desataria una vez que el organismo comienza su maduracion en un
medio de cultivo y no dentro del raton. Ademas, mirando los ejemplares
cultivados en todos los estadios analizados, podemos pensar que tal vez,
parte de la sefal positiva para la apoptosis se deba a roturas del ADN como
consecuencia de la manipulacion de los ejemplares, por ejemplo en el
proceso de destegumentacion de los mismos.
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Figura 18. M. corti cultivados durante 4 dias tratados mediante la técnica TUNEL. Se
muestran fotos del escélex, el cuello y la parte posterior del organismo. v: ventosas. Con una
flecha amarilla se muestra el inicio de la segmentacién mientras que con una flecha blanca se
muestra un crecimiento lateral como consecuencia de una division asexual por fision
longitudinal. Todas las imagenes fueron tomadas con el objetivo 10x. Barra 100 um.

En la Figura 18 vemos que, si bien sigue habiendo sefial alrededor de
las ventosas, la abundancia de ésta disminuye de manera notoria. Por el
contrario, en la region del cuello inmediatamente luego del escolex, donde ya
es visible el comienzo de segmentacion, la sefial se multiplica respecto a lo
observado en los ejemplares de 2 dias de cultivo. En la region posterior se
continta observando gran abundancia de sefal.
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Figura 19. M. corti cultivados durante 6 dias tratados mediante la técnica TUNEL. Se
muestran fotos del escolex, el cuello y la parte posterior del organismo. v: ventosas. Con
flechas rojas se indican los cordones laterales mientras que con una flecha amarilla se indica
la segmentacion de M. corti con los primordios genitales. Todas las imagenes fueron tomadas
con el objetivo 10x. Barra 100 pm.

A pesar de que sigue siendo visible la presencia de sefal alrededor de
las ventosas, en los organismos cultivados durante 6 dias (Figura 19) se
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puede observar una pequefa tendencia a su disminucion respecto a los M.
corti cultivados durante 4 dias.

A los 6 dias de cultivo ya es clara la formaciéon de segmentos en el
parasito, donde se van generando nuevos proglotides en forma continua
desde el cuello por lo que ocurre un gradiente de diferenciacion sexual. Se
podria esperar un aumento de sefial en las regiones entre segmentos
continuos debido a que la misma sufre un pequefio invaginamiento, sin
embargo los resultados obtenidos no reflejan esa situacion. Alli se puede ver
la aparicion de sefal sobre los cordones laterales, inmediatamente después
del escolex de M. corti, asi como también se observa de manera generalizada
en los segmentos.

Sobre la regién posterior del cuerpo se puede ver el mantenimiento de
sefal generalizada, igual que en el resto de los casos. La gran abundancia de
sefal en esta regién podria explicarse debido al crecimiento antero-posterior
de los organismos, donde los segmentos mas antiguos son los posteriores.
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10 dias 10 dias

Figura 20. M. corti cultivados durante 10 dias tratados mediante la técnica TUNEL. Se
muestran fotos del escélex, el cuello y la parte posterior del organismo. v: ventosas. Con
flechas amarillas se indican los segmentos del organismo con sus primordios genitales. Todas
las imagenes fueron tomadas con el objetivo 10x. Barra 100 um.

A los 10 dias de cultivo, en los ejemplares de M. corti estudiados
(Figura 20) se observa un pequefio aumento de la sefial en la region de las
ventosas, respecto a los organismos cultivados durante 6 dias. Por otra parte,
respecto al proceso apoptoético en la region del cuello no se pudo obtener un
resultado concluyente debido a que en algunos de los ejemplares tratados se
puede apreciar un incremento importante de la sefial, y en otros una
disminucién notoria de la misma. Esto puede deberse a que el proceso de
lavado no fue homogéneo para todos los M. corti estudiados o tal vez a una
simple diferencia en el tiempo de desarrollo de los mismos. Por otro lado, en
la region posterior, a pesar de que la sefal visible es abundante y se
encuentra distribuida de manera generalizada, se aprecia una leve
disminucién respecto a los organismos cultivados durante 6 dias.
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13 dias

Figura 21. M. corti cultivados durante 13 dias tratados mediante la técnica TUNEL. Se
muestran fotos del escélex, el cuello y la parte posterior del organismo. v: ventosas. Con
flecha amarilla se sefiala la segmentacion de M. corti, con flecha color lila se indica un
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primordio genital mas avanzado, el cual adquiere un tamafio mayor que los de los estadios
anteriores, con forma alargada y distribucion compacta de sus células. Con asteriscos se
indican algunos de los primordios de los testes del segmento. Todas las imagenes fueron
tomadas con el objetivo 10x. Barra 100 pm.

En la Figura 21 donde se muestra a los M. corti cultivados durante 13
dias, se observa un aumento de la sefial alrededor de las ventosas respecto a
los organismos cultivados durante 10 dias, asi como también en la region
inmediata al escélex. En el area segmentada desaparece casi totalmente la
presencia del proceso apoptético, volviendo a surgir hacia la regidén posterior
del organismo.

Nuestros resultados muestran que M. corti presenta un importante
namero de células identificadas como apoptéticas mediante la técnica de
TUNEL. Los mismos siguen la misma linea que los obtenidos por Nimeth et
al.,, 2002 donde se vi6o que la apoptosis juega un papel decisivo en la
renovacion de las células en M. lignano. Alli se demostré que este organismo
presenta una alta frecuencia de renovacion celular (Ladurner et al., 2000) y se
confirma el gran nivel de conservacion de la apoptosis asi como también la
temprana aparicion de la misma en la evolucion de organismos bilaterales
(Vaux y Korsmeyer, 1999; Meier et al., 2000).

Otros estudios han documentado el proceso apoptético en organismos
tales como la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Bergmann et al.,
1998; Vernooy et al., 2000; Meier et al., 2000; Bangs y White, 2000) o el
nematodo Caenorhabditis elegans (Metzstein et al., 1998; Fraser, 1999; Liu y
Hengartner, 1999; Meier et al., 2000; Bangs y White, 2000). Este ultimo se ha
establecido como un organismo modelo para estudiar la apoptosis y se ha
determinado que durante el desarrollo embrionario del mismo se generan
1090 ceélulas somaticas de las cuales 131 son eliminadas a través de la
apoptosis (Hale et al., 1996; Metzstein et al., 1998; Meier and Evan, 1998;
Meier et al., 2000).

Como se menciond previamente, con el fin de determinar la
abundancia de células marcadas mediante el kit de TUNEL en las diferentes
etapadas de desarrollo de M. corti, se procedié a la cuantificacion de las
mismas por medio del programa ImageJ.

En la Figura 22 se presentan los resultados obtenidos de la
cuantificacion celular realizada en base a las Figuras 17 a 21, diferenciando
parte anterior, parte intermedia y parte posterior de los organismos en estudio.
Alli podemos ver que, en concordancia con los resultados obtenidos mediante
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el andlisis visual de las imagenes, la mayor cantidad de células apoptéticas en
M. corti se obtiene a los 2 y a los 6 dias de cultivo. Esto se podria explicar
como parte del proceso de remodelacion de tejidos en lo que refiere al
comienzo de la maduracién de los ejemplares de M. corti estudiados, al
crecimiento antero-posterior de los organismos, y a su maduracion sexual
(Jacobson et al., 1997; Fuchs et al., 2011)

3000

2500

2000 —

1500 — K —4#—Parte anterior
—fl— Parte media

Células apoptéticas

Parte posterior

Dias

Figura 22. Resultado de la cuantificacién de células apoptéticas en los diferentes estadios de
desarrollo de M. corti, estudiando de manera independiente la parte anterior, la media y la
parte posterior de dichos organismos.

5.2) Busqueda, clonacion y estudio de la expresion
temporal de los genes Caspasa-3 como marcador de cé lulas
apoptoticas, y Bcl-2 como marcador de supervivencia celular,
a lo largo del desarrollo de M. corti.

A continuacion se despliegan y analizan en 4 segmentos los resultados
obtenidos con el fin de cumplir el objetivo mencionado.
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5.2.a) Busqueda y clonacion de los genes Caspasa-3 como marcador
de células apoptoéticas, y Bcl-2 como marcador de superviviencia celular, a lo
largo del desarrollo de M. corti

Como se menciond previamente, se realizé en una primera instancia
una busqueda de las secuencias proteicas disponibles de Caspasa-3 y Bcl-2
en las bases de datos GeneDB y GenBank y con algunas de ellas se realizd
un alineamiento en T-coffee para encontrar las regiones conservadas. El
resultado de ello se muestra en las Figuras 23y 24.
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C.sinensis MSTDAIDSKLE--------------- VTSE- oo m VCPS-----
E.granulosus MEMKVL55KPTADIPVKDDAEDASFIFSSTGGKASPTPRGTTSPCQASPT
E.multilocularis MEMKVSSSKPTSGISVKDDAEDASFIFSSTGGKASPTPRGTTSPROASPT
H.microstoma METQLSPSQTMS - - - SHGDEGDASFQFPTHN- - - - - - - - - VPTICPNPPT
5. japonicum MEEKVDGEVGFLG-~-TL- = mmm = mmmmmmmmm e oo SNPTG- -
5.mansoni 100 T ST R PNOGR - -
C.sinensis =~ —-mmmmmmeooe- QVNPIFRLSPTEISDPTLHYPTIRECTLSKQIYRGL
E.granulosus LSKSVKPAEVTTGIGSGDRRRYL SETELCDPDOLGYPRVANPTNRSNPRGY
E.multilocularis LSKCVKPAEVTTGIGSGDGRRYLSETELCDPDLGYPRVANPINRSNERGY
H.microstoma LSKSIGSPEASL - - -NVDSWRYTAESEL SDPDLAYPRVLMNPNNRSNPRGY
5.japonicum - - - == - == - - -GKPVNKGSYL SVSTDDLHNPYF SYPVVSPDRPGE F YRGE
5.mansoni <=~~~ GQUADKDGYLSVSHADLHIIPHLS VPV SPIIRSGHF YRGE
C.sinensis CLITINQKDFSP- ETGQTEwEGTDQDﬂDwREQL Kb LGYNLQwY NUNRNK
E.granulosus CLLINQRDFDSAK TGQERRDGTDVDADNIERTF IRCGYAVNRATNLTLRE
E.multilocularis CLLINQRDFDSAKTGQERRDGTDVDADNIERTFIRCGYAVNRATMLTLRE
H.microstoma CLLINQRDFDQAK TGQERRDGTDIDADTVERTF IKCGYAVNRATMLTLRE
5.japonicum CLLINQRDFDP-STNHSRRNGTDIDADRIERVFRSLNYKVTRILNITKKA
5.mansoni CILINGRDFHP -STHQSRADGTDVDADRVERVFKSLNYKVTRILNITKSV
C.sinensis LHQL_RDPATYDHSQFDS-MCkILSHGEHG?IYHTDGJﬂJTDV¥IANFQG
E.granulosus MEFLLDDWRSQNHSK YDSFACVIL SHGAEGIVYASDGTINVDRLIGYFRS
E.multilocularis MEFLLDOWRSQNHSKYDSFACVILSHGAEGIVYASDGTINVDRLIGYFRS
H.microstoma MEYL LDDWRNQNHSK YDSFVCVL L SHGCEGMVFASDGTINVDRLISYFRS
5. japonicum LGQTLVEASQKDHSSYDSFVFVMLTHGENNTVYTSDDEVQTSYIMSFFRG
5.mansoni LHQTL LEHSQHDHSSYDS"'R1L5HGDHMIIYHNDGEJLTSYIrh FRG
C.sinensis DOCTTLSGKPKLFFIQACRGVQFDKGAAIPLATDAL GE-WITLPVERD
E.granulosus DRCPTLAGKPKMFFIQACRGCKFDKGVT- - LSTDASSDSVLVTLPIEAD
E.multilocularis DRCPTLAGKPKMFFIQACRGCKFDKGIT--LSTDASSDSVLVTHLPIEAD
H.microstoma DRCPTLAGKPKMFFIQACRGSKFDRGFA- - LSTDASSEGHMLITRMPIEAD
5.japonicum DRCPSLIGKPKLFFFQACRGVSFDKGVST-MVADA-GDDVIVHELPVEAD
5.mansoni DRCPSLIAKPKLFFFQACRGAAFDKGYST-MVTDA- GEDLIVH|LPIEAD
C.sinensis T 1aHsTVRGYF Hh?HSTUGSHFIQELCRILEED KGSTVHDLVTLLTW
E.granulosus TFVANSTFPEYYAWRNSHAGSWF TQELCKVI KAAQESGRHHDVASL LTV
E.multilocularis IFVANSTFPGYYAWRNSHAGSHFIQELCKVIKAAQESGOHHDLASLLTVY
H.microstoma VFVANS TFPGYYAIRNSHTGSIF TQEL CKVIKADQDLGK SHDVAAL LTV
5.japonicum I| VSYSTVPGYF AWRNS TTGSWYIQELCNAL ETDIKNGNHTDIMTLLTVV
5.mansoni T VAYSTVPGFFAIRNSSSESHFIQELCNALESDMKIANIHSDINSLLTVY
C.sinensis chﬂqunszGQHGSHwn QMTNYSS] rRovrvee-kon

E.granulosus ARKVAL LYESNTGQSDSHGSKQMYSVNS JLTREAF T -- —- - - v

E.multilocularis ARKVALLYESNTGQSDSHGSKQMVSVNSILTREAFT------- v

H.microstoma ARKVAILYESNTGQADSHASKQMVSVNS fLTREAYL) -- - - - F

5. japonicum ARVVAY(QYRSSTSQVEADNMKQMTSTVSTLTRLFHIJTGOPKETK

5.mansoni ARVVAYQYRSNTGQIETONKQUTSTVS ILTRLFVING---LKS

Figura 23. Resultado del alineamiento llevado a cabo en el programa T-coffee a partir de las
siguientes secuencias proteicas de Caspasa-3: E. granulosus — GeneDB: EgrG_000462900;
E. multilocularis - GenBank: CDJ00103.1; H. microstoma - GeneDB: HmN_000393000; C.
sinensis - GenBank: GAA49976.1; S. mansoni - GenBank: ACU88129.1; S. japonicum -
GenBank: CAX71159.1. Mediante rectangulos se indica la region de las secuencias alineadas
usada para el disefio de los cebadores especificos para amplificar el gen de Caspasa-3 de M.
corti (explicado posteriormente).
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. mansoni MPYEDGTRL - = - === mm = o m e o e VDNLGLOLNPYNIVQG
.granulosus MPEVLG-f - e e
-multilocularis | MPEVLG-f---mmm e e
.microstoma | MCDaMDR| ASTPPPIWPPPLGEYS IDE IWDDGPL LONYE - NMEEHVKKQY
solium G =3 = § [
japonicum MENTA--f----mmmmmrm e e
mansoni " N, o, ATT
. granulosus VNTFESRYAEGYKS-LVTD
-multilocularis  _greprees--—-- WLLENISNTTY /NTFESRYAEGYES-LVTD
- microstoma - -VLPRHSSTSSYPNLPGHIGSKTTEVAIDLVNTFESRYADDYES - LIRD
solium HQTEPRPEN- - - - - RLPENISNTTEAV /NTFESRYTEGYES- LWTD
Japonicum QELIHSLLOLVGEDFNQRFSOTHETEPVAQ
mansoni TLTPTISCTMNTOFTRSSSS00-E = m - e mmmmm e e e
-granulosus ALLVYNSTASNSTTTTPSSSDEAELDPSPPHS - - - - - - AQYCLPEMMA
-multilocularis a1 | vyNSTASNSTTTTPSSSDEAELDPSPPHP - - - - - - - AQYCLPEMMA
microstoma 4 ATHSSVS- -~ -ATDSSSSSEVELDGESLL-C-------- ESYPTDYASL
solium ALHVYNSTTSHSATTTS555DERELDPSPSYSVSCGREQLOAYSLPEMNA
japonicum SLETDSOK ~ - == === mmmm o mmmmm e e e FYDKPAL
MaNS0NT o VCAWKRFKPN- - - -S550EG
_granulosus RDRYIRILHSLFVQQINKGRIVAMUSE LRAL CEVLEASTQSOSSSDEDEN

-multilocularis  RDAYIRILHSLAVQQINKGRTYVAMMSF LRALCEVLEASTQSOSSSDEDEN
. microstoma REAYFHILEGLFVSQINWGRIVAMISF LRALOVWLDTTPESQSSLESVDD

solium REAYIRILHSLFVQINGERTVAMMSF L RALCEYLDASPQSQTSSSEDEN
- Japonicum EISYLEILMGELF - EX LNWGERTVAMFAFLRILVLALSKHGHSDA- - - - - —-
mansoni LINFES-QROETDRSTYTSST IGHNSL IGLY TGEF TODDTLASLANALT -
.granulosus EVHSPP - PLDKTDF TPVWEQCYDESAK - - - - NGMDNDDDSNKK LT TEMKD
-multilocularis  EvHSPR -FLDETDFTRVVEQYVEGSAK - - - - NGNDNDDDSMK K LT TEMKD
. microstoma BT~ e e e e SMSPEITN
solium EVHSPSSPSDKTOFYPLATSADESA- - - - - - o= - - DGDEDKKLATKWD
JEPONICUM oo e e e
MAENS0NT  —mmmmmmm o mommmemeoe oo oooo oo oo
_granulosus RAETASLHY IVIWTTEF THKESH LGDWI EEHGSHEGLEAFVTEK SFQLAHL

multilocularis  REIASLHYIVWTTEF IHKESK LEDWIEEHGSHEGL EAFVOAGK SSOLAHL
_microstoma LATALLHYLIWTTEF THKQSK LW INDHGGHEGL K F Y Y GENSPPHSOL

solium RETIASLHYIVIWTMEF IYKESK LGDWIEEHGSHEGL EAFVQTGEESSQLASL
. japonicum  ----- IQMLIKTTS - SDEK LEKNWINLHDGHSGLIEFSGROFWVNDGDEL
mansoni o= AT IAVEAGLVBAYRFLS - - mc o mmmmeemee o
-granulosus (IR GFSFSFCVDCGEAND- - -SYLPRFRTPRRPPPLLIGSHKRSE

-multilocularis  Lf EVLLPLLLPSSLDRESGEHST

IMMU = IMmMn L= IMMW = IMMmMn = ImMm = ImMmin = Tmmia

. microstoma LY WEAMAEVLRf - - m e mm e e
T. solium L7 : FMTSLLPLPMCIVN-PRSF
5. Japonicum IWETLRNVEGLATGAVEALGLARL VEYTA-F - e mem e ee e

Figura 24. Resultado del alineamiento llevado a cabo en el programa T-coffee a partir de las
siguientes secuencias proteicas de Bcl-2: S. mansoni - GeneDB: Smp_041630; E. granulosus
— GeneDB: EgrG_000365100; E. multilocularis — GenBank: CDS36546.1; H. microstoma —
GeneDB: HMN_000575800; T. solium — GeneDB: TsM_000181900; S. japonicum — GenBank:
CAX69465.1. Se muestra Unicamente un fragmento del alineamiento debido a su extension.
Mediante rectangulos se indica la region de las secuencias alineadas usada para el disefio de
los cebadores especificos para amplificar el gen de Bcl-2 de M. corti (explicado
posteriormente).

Una vez obtenidos los alineamientos de las secuencias proteicas
analizadas, se procedio a buscar en ellos una region conservada para disefar
juegos de cebadores que amplifiqguen los genes Caspasa-3 y Bcl-2 de M.
corti.
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Al momento de disefar el juego de cebadores para Caspasa-3 no se
contaba con la publicacién de la secuencia gendmica de M. corti, por lo que
se disefid un juego de cebadores degenerado (Apéndice 2) para amplificar
dicho gen.

Luego de llevar a cabo la reaccion de amplificacion por PCR de
Caspasa-3 tal como se explica en la Seccion Materiales y Métodos, las
muestras obtenidas fueron sometidas a electroforesis en un gel de agarosa
1% en buffer TAE 1x, y posteriormente visualizadas mediante tefiido con
bromuro de etidio (0,5 g/ml) y exposicion a la luz ultravioleta (UV: = 240 nm)
en un transiluminador MacroVue UV-20 (Hoefer). Mediante la comparacién de
los tamafos entre las bandas de las muestras analizadas y las del marcador
de pares de bases de concentraciébn conocida, fue posible inferir que se
trataba del fragmento de interés. Una vez establecido eso, se procedi6 a
purificarlo tal como se detallé en la seccidon Materiales y Métodos (Resultado
no mostrado).

Finalizado el proceso de purificacion del producto de amplificacion de
Caspasa-3 de M. corti, se procedio a su ligacion en el vector pGEM-T-Easy y
a su clonado mediante la transformacion de células competentes DH5-
a. Posteriormente se llevaron a cabo minipreparaciones y se enviaron a
secuenciar al Institut Pasteur de Montevideo algunos de los plasmidos
extraidos. Una vez obtenidas las secuencias, se realiz6 un Blastx para
determinar si el fragmento amplificado se trataba realmente de Caspasa-3. A
continuacion, en la Figura 25 se muestra el resultado del mismo donde se
obtuvo un 78% de conservacion con E. multilocularis y E. granulosus y un
58% con S. mansoni.
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Max Total Query E

Description S s |dent Accession
C ococcus granulosus] 299 299 99% 3e-989 78% LK
298 298 99% 4e-98
[EC _ itilocutaris] 298 298 95% 5e-98
ytidase [Hymanolapis microstomal 296 296 99% 2e-97
caspase-3 [Clonorchis sinensis] 213 213 99% 5e-65
hypothetical protein 7265 01459 [Opisthorchis vivemini] 212 212 99% 9e-b5
caspase-3 [Clonorchis sinensi 210 210 99% 3e-64 60% GAAS34951
hypothetical protein T265 08003 [Opisthorchis viverini 207 207 99% de62 59% XP 00017
aspase-3 [Schistosoma mansonij 203 203 99% 2e-61 58% ACUEE81201
Caspase-3 [Schistosoma haemalobium 202 202 99% Se-61 58% KGB39207 1

Figura 25. Resultado del Blastx realizado a partir de la secuencia de uno de los clones
obtenidos usando un jugo de cebadores degenerado disefiado para amplificar la Caspasa-3
de M. corti.

Mientras se realizaban los estudios ya detallados, en la pagina web del
Instituto Sanger se publicé la secuencia gendmica de M. corti. Basandonos en
ella y en el estudio de las secuencias aminoacidicas mostradas en los
alineamientos correspondientes a las Figuras 23 y 24, fue posible disefiar un
juego de cebadores especifico para Caspasa-3 de M. corti y otro especifico
para Bcl-2 del mismo organismo (Apéndice 2). En dichos alineamientos se
puede visualizar, sefialados mediante rectangulos, las regiones de las
secuencias empleadas para disefiar los cebadores especificos para cada gen.

Con los nuevos juegos de cebadores especificos disefiados para
amplificar los genes de Caspasa-3 y Bcl-2 de M. corti se llevo a cabo una
reaccion de PCR tal como se describe en la seccion Materiales y Métodos y el
resultado que se obtuvo se visualizé6 mediante geles de agarosa, los cuales se
muestran en la Figura 26.
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Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1x. Sefalados con rectangulos
rojos se indican los tamafios esperados de las bandas obtenidas.

- Izquierda: fragmento de Caspasa-3 de M. corti amplificado por PCR. Carril 1: marcador de
peso molecular GeneRuler 100pb DNA Ladder. Carril 2: control negativo de la reaccién de
amplificacion. Carril 3: fragmento obtenido mediante la amplificacién a partir de ADNg de M.
corti. Carril 4: fragmento obtenido mediante la amplificacion a partir de ADNc de M. corti.

- Derecha: fragmento de Bcl-2 de M. corti amplificado por PCR. Carril 1: fragmento obtenido
mediante la amplificacion a partir de ADNg de M. corti. Carril 2: fragmento obtenido mediante
la amplificacion a partir de ADNc de M. corti. Carril 3: marcador de pares de bases GeneRuler
100pb DNA Ladder.

Comparando los tamafios de banda de las muestras obtenidas y las del
marcador de pares de bases, es posible pensar que las reacciones de
amplificacion fueron exitosas, obteniendo los fragmentos del tamafio deseado
de los genes en cuestién. Una vez establecido esto, se procedié a ligar los
fragmentos obtenidos al vector pGEM-T-Easy y se hizo una transformacion en
células DH5-a. Luego, mediante la realizacion de minipreparaciones, se pudo
estudiar la presencia de los insertos en el vector; el resultado fue confirmado
mediante secuenciacion.

Con las secuencias de Caspasa-3 y Bcl-2 obtenidas se realiz6 un
Blastx contra todas las secuencias proteicas almacenadas en la pagina web
de NCBI, asi como también se realizé un Blastn contra la secuencia
nucleotidica de M. corti almacenada en la pagina web del Instituto Sanger. A
través de los resultados logrados se puede ver que hay homologia con
proteinas Caspasa-3 y Bcl-2 de otros platelmintos, asi como también un 99%
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de homologia respecto a la secuencia nucleotidica de Caspasa-3 de M. corti y
un 96% respecto Bcl-2. Dichos resultados se muestran en las Figuras 27 y 28.

Blastx
Description SN:::E :2::! f::: V;ue Ident Accession
caspasze 3 apoptosiz cysteine peptidase [Echinococcus granulosus] 138 139 96% 2e-37 73% CDS193331
Caspase 3 [Echinococcus granulosus] 139 139 96% 2037 73% EUES
caspase 3 apoptosis cysteine peplidase [Cchinococcus multilocularis] 137 137 96% 1c36 72% CDJOGI031
caspase 3 apoptosis cysteine peptidase [Hymenotepis microstomal 132 132 80% @8e-35 81% CD9319531
caspase-3 [Clonoichis sinensis] 963 963 93% Be-22 52% GAA4997G.1

hypothetical protein T265 01459 [Opisthorchis viverrini 963 963 93% 1e-21 52% XP 0091637341
caspase-3 [Clonorchis sinensis) 951 951 95% 2e-21 49% GAA53495.1
caspase 3. apoptosis-relgted cysteine peptidase [Schistosoma japonicum] 940 940 9% Te-21 49% CAXTEST91

hypothetical protein T265 08003 [Opisthorchis viverrini] 940 940 95% 9e-21 49% XP 0091719481
caspase-3 [Schistosoma mansoni] 928 928 96% 2e-20 49% ACU88129.1
Caspase-3 [Schistosoma haematobium] 920 920 96% 3e-20 49% KGB392071

caspase 3. apoptosis-related cysteine peptidase [Schistosoma japonicum] 909 909 96% 8e-20 48% CAXT11591

Blastn

sMCOS . cortig. 00668 .52413
[Eull Sequenca]

Length = 52,418
Minus Strand HSPs:

Score = 1372 (211.9 pits), Expect = 7.3e-56, P = 7.3e-56
Identities = 276/278 (29%), Positives = 276/278 (29%), Strand = Minus / Plus
[HSP Segience)

Query: 280 GGLTTTGLECETGAGGGTEGAGT TEGACGETCGACCATCTGLTTCATGLCATGEGAGTTGCE 221

LEELLRETERRRE R T e e e e e e e e e v g e Tenn |
Sbict: 1771 GGCTTTGCECETEAGGETEGAGT TGALGETGACCATCTGCTTCATSCCGTGEGAGTTGEG 2830

Query: 220 CTGGCCCGTGITCGACTCETAGAGGAGGGCCACCTTTCGCGCCACCACCSTCAGCAAGGA 161
, LETEEREEREREL TR TP R e e e e e i gyl
Sbijct: 2831 CTGGCCCGTGTTCGACTCGTAGAGGAGGGCCACCTTTCGCGCCACCACCITCAGCAAGGA 2890

Query: 1€8 GGCCACGTCGTGACTCTTACCGGACTCCTTCGCCGCTTTGATGACSGEGCACAACTCLTG 10l

CLELPEERERRRRRERr] PRE PR e it e e e e een iyl
Spict: 2891 GGCCACGTCGTGACTCTTRCCGGACTCCTTCGCCACTTTRATGACIGLGLACAACTCCTG 295@

Query: 180 GATGAACCAACTGCCTGTCTGAGAAT TGCGCCACGCGAAGTAGCCTACAATTTECAGCCA 41

LEEEREELEREREL LR e TR R e e
Sujels 1551 GATGAACCAALTECCTATCTSABMTTECECCACELAAAGTAGICTALASTTTSCAGICA 3018
Query: 48 AAMAGTGTAACAATTAGTATECGCCGGTAGETTTTGAA 3

, CELLLLERERLELELEEEELLECEEETRre it
Sbict: 3011 AAAAGTGTAACAATTAGTATGCGCCGGTAGGTTTTGAA 3848

Figura 27. Resultado de los Blast realizados a partir de la secuencia del producto de
amplificacion obtenido con los cebadores especificos de Caspasa-3 de M. corti.
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Blastx

Sequencis producing significant alignments:
Select: Al Hots Sedected 0
i Alignmania o
e e —
D aoH| pigtn S OTFUR0 {Schaogoma mansand 31 o381 W% 038 8% CoOTinER)
ADGISIE PR R ESaninogoma N o) WP T % LM % KGHIETIL)
Chee A Blakiind b Compiey 1Wiin S IBChEmI0ma I8ponioy ¥o e 6% 11 6% J0BR.A
DCLZ-ts ypapanE=g iy Jormaw-{ornmg Proo [Sonisesama | pum] g IO 6% 12 6% GRS
DT r LT T —— WO M0 MN 12 BN ARKINGSDZ
METaBcal prgen ERAFLDAAFT 206503 [Brgnchiogioms lorndas 20 578 53% 14 W% EP 002534071
\ifncd phoaphort-opy pn sieas e [Aapergibus crvzas FIE0 354 354 TN 35 % EP_00UM224811
Dy EeEABoE] predein Smp 168470 3 [Sesigoanma maniend 350 /B0 T 53 3% CCDEGMEd
MESTABCA] prgden STnp 158470 § ISenigga0ma manaend 30 /0O TI% 54 % CoOEiGlSd
MESmABCA] prgdpn CAFTEDRAFT 1674946 [Cantedy iiat] M3 M3 W% 5T 4% ELTESIATY
DponaB oAl protpen MIG3 G308 [Boinipsoms hasmalonium] 350 350 45% 71 3% HOEIE1099
T - MT U7 W% T8 &% KR 00170655
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»MC05 . scaffold.@@475,. 66954
[Full Sequence]

Length = 68,954
Minus Strand HSPs:

Score = 1316 (283.5 bits), Expect = 2.5e-53, P = 2.5e-53
Identities = 278/281 (96%), Positives = 2787281 (96%), Strand = Minus / Plus
[H5P Seguence]

Query': 281 COCAGCCACCCTOTTCAACTATGAAGGTCTTAAGGCAACGATCTATGAAAGAGGCGGTAS 222

LECLLELEEETEEEEe e L e e e e e P e e et e e
Sbjct: 30942 CCCAGCCACCCTGTTCAACTATGAAGGTCTTAAGGCGACGATCTATGARAGAGGCGGTAA 31001

Query': 221 G TATTCAAGGACTGTARATCOGTGAT TAGCTTTGANNMMNMNNNGGCAGCA 162

|I|IIII|I|I|IIII|I|IIII|I|IIII|I|I|II|I|IIIII ITHITT
Sbjct: 31802 G TTCAMGGACTGTAAATCGTGATTAGCTTTGATTTTTTT-GGCAGCA 31060

Query': 161 CTTTGAAGTATGOCAAACATGEAAACGATCCOACCCCAATTGACATGCTCGAACAGATTC 142

LELLLELEEETEEEEe e e e e e ee e e e e e el
Sbjct: 31861 CTTTGAAGTATGGCAAACATGGAAACGATCCGACCCCAATTGACATGCTCGAACAGATTC 31120

Query': 131 TCGAGGACATTGOAGTAGCTAGTCAGCACATOTTCAATATCCTTATCARAAACKNCCATCG 42

LEEVDEE EELEETER e e e e e e ee e e e et ey el
Sbjct: 31121 TCGAGGATATTGGAGTAGCTAGTCAGCACATGTTCAATATCCTTATCARAAACACCATCG 31180

Query': 41 ACAAGCTGGAAAGTAGGTGCGTAGTTGGGAAGACTTCGGEAA 1

LCELDELEEETEETEEEEEe L e ety
Sbjct: 31181 ACAAGCTGGAAAGTAGGTGCGTAGTTGGGAAGACTTCGGAA 31221

Figura 28. Resultado de los Blast realizados a partir de la secuencia del producto de
amplificacion obtenido con los cebadores especificos de Bcl-2 de M. corti.
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En vista de los resultados obtenidos podemos concluir que la estrategia
empleada para la amplificacibon de los genes Caspasa-3 y Bcl-2 fue
satisfactoria. Los clones obtenidos presentaron una buena homologia
respecto a las proteinas de otros platelmintos asi como también, respecto a la
secuencia nucleotidica de M. corti.

Mediante las secuencias del transcriptoma de tetratiridios de M. corti
facilitados por la Msc. Alicia Costébile, fue posible estudiar la estructura de los
genes Caspasa-3 y Bcl-2. Ademas, tal como se menciond en la Seccion
Materiales y Métodos, también se pudo realizar un analisis filogenético
mediante la secuencia proteica de los mismos. Los resultados se pueden
observar en las Figuras 29 y 30.

L O T 1 T U B WY
T 1 T 11 T
I T AT U T | A R 1 A AT T R
2200 |aza0 |anon B |s6a0 5200 7200 |30 0o |60 [10400 [11200 [1z000
CITT 11 | O
MCO5 0000176501 exon{MCO5_
e I O O v A NN WTIRNTN
I | RN H— A T N 1 e e e IR Y W AT MRV MI
T 1 A e A A TR TN -
a)
100t E- granulosus
100 [E. multilocularis
100 H. microstoma
— M. corti
C. sinensis
Bl ——— 5 japonicum
100—— 5. mansoni
H. sapiens
—
nz
b)

Figura 29. a) Estudio de la estructura del gen Caspasa-3 de M. corti a través de Artemis,
donde en amarillo se muestran los exones en una de las hebras de ADN, y en celeste se
muestran dichos exones en los diferentes marcos de lectura. b) Arbol filogenético resultante
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utilizando el método de maxima verosimilitud donde se detallan las relaciones evolutivas entre
la Caspasa-3 de M. corti y dicha proteina correspondiente a los siguientes organismos: E.
granulosus — GeneDB: EgrG_000462900; E. multilocularis - GenBank: CDJ00103.1; H.
microstoma - GeneDB: HmN_000393000; C. sinensis - GenBank: GAA49976.1; S. mansoni -
GenBank: ACU88129.1; S. japonicum - GenBank: CAX71159.1. Como grupo externo se
utilizé la secuencia proteica de Caspasa-3 de Homo sapiens — GenBank: CAC88866.1. Se
muestran valores de boostrap basados en 100 réplicas.
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Figura 30. a) Estudio de la estructura del gen Bcl-2 de M. corti a través de Artemis, donde en
amarillo se muestran los exones en una de las hebras de ADN, y en celeste se muestran
dichos exones en los diferentes marcos de lectura. b) Arbol filogenético resultante utilizando
el método de méxima verosimilitud donde se detallan las relaciones evolutivas entre Bcl-2 de
M. corti y dicha proteina correspondiente a los siguientes organismos: S. mansoni - GeneDB:
Smp_041630; S. japonicum — GenBank: CAX83013.1; T. solium — GeneDB: TsM_000181900;
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E. granulosus — GeneDB: EgrG_000365100; E. multilocularis — GenBank: CDS36546.1 y H.
microstoma — GeneDB: HmMN_000575800. Como grupo externo se utilizd la secuencia
proteica de Bcl-2 de Homo sapiens — GenBank: NP_000624.2. Se muestran valores de
boostrap basados en 100 réplicas.

En la Figura 29 se puede observar que el gen Caspasa-3 esta formado
por 5 exones de diferentes tamafos, coincidiendo con lo observando en otros
platelmintos. Respecto a la proteina Caspasa-3 de M. corti podemos decir
gue, como era de esperar, tiene una relacion cercana con las de otros
cestodos, por ejemplo H. microstoma, E. granulosus y E. multilocularis,
presentando un ancestro en comun.

En la Figura 30, a pesar de que el transcripto no estd completo,
podemos observar exones en diferentes marcos de lectura. Por otra parte,
analizando el arbol filogenético correspondiente a la proteina Bcl-2 de M. corti
podemos ver que la misma se agrupa junto a la de trematodos, como son S.
mansoni y S. japonicum, sin embargo el valor de boostrap obtenido es bajo.

Teniendo este resultado en cuenta se decidid repetir el analisis
filogenético mediante diferentes métodos (Jones et al. w/freq., y Le Gascuel).
Al igual que en los andlisis anteriores, el soporte de las ramas en el arbol se
obtuvo mediante la prueba estadistica “bootstrap” con 100 réplicas y los
valores superiores a 50% de soporte fueron considerados como validos. Los
resultados se muestran en la Figura 31y 32.

E[ E. granulosus
38 E. multilocularis

L—T. solium

g3

H. microstoma
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]
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Figura 31. Arbol filogenético resultante utilizando el método de maxima verosimilitud
y el método evilutivo Jones et al. w/freq., donde se detallan las relaciones evolutivas entre
Bcl-2 de M. corti y dicha proteina correspondiente a los siguientes organismos: S. mansoni -
GeneDB: Smp_041630; S. japonicum — GenBank: CAX83013.1; T. solium — GeneDB:
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TsM_000181900; E. granulosus — GeneDB: EgrG_000365100; E. multilocularis — GenBank:
CDS36546.1 y H. microstoma — GeneDB: HMN_000575800. Como grupo externo se utilizé la
secuencia proteica de Bcl-2 de Homo sapiens — GenBank: NP_000624.2. Se muestran
valores de boostrap basados en 100 réplicas.
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Figura 32. Arbol filogenético resultante utilizando el método de méaxima verosimilitud y el
método evolutivo Le Gascuel, donde se detallan las relaciones evolutivas entre Bcl-2 de M.
corti y dicha proteina correspondiente a los siguientes organismos: S. mansoni - GeneDB:
Smp_041630; S. japonicum — GenBank: CAX83013.1; T. solium — GeneDB: TsM_000181900;
E. granulosus — GeneDB: EgrG_000365100; E. multilocularis — GenBank: CDS36546.1 y H.
microstoma — GeneDB: HmMN_000575800. Como grupo externo se utilizd la secuencia
proteica de Bcl-2 de Homo sapiens — GenBank: NP_000624.2. Se muestran valores de
boostrap basados en 100 réplicas.

Si bien en los resultados mostrados en las Figuras 31 y 32 se obtuvo
mayor valor de boostrap, la proteina Bcl-2 de M. corti continia agrupando de
manera mas cercana a trematodos que a otros cestodos. Es asi como se
decidi6 investigar en mayor profundidad y se realizé un arbol filogenético con
todos los miembros de la familia de proteinas Bcl-2 de todos los organismos
almacenados en las bases de datos GenBank y GeneDB (resultado no
mostrado). Alli se pudo observar que la proteina en estudio se ubica en el
mismo grupo que otras proteinas de la familia Bcl-2, agrupando junto a una en
particular de S. japonicum llamada SjA que se ha visto que forma parte de los
miembros de supervivencia de esta familia (Rosenberg, 2011). Con esto
podemos concluir que el gen de Bcl-2 de M. corti clonado en este trabajo
corresponde a un miembro de supervivencia de la Familia Bcl-2.
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5.2.b) Estudio de la expresién temporal de los genes Caspasa-3 como
marcador de células apoptéticas, y Bcl-2 como marcador de superviviencia
celular, a lo largo del desarrollo de M. corti.

Una vez clonados los genes de Caspasa-3 y Bcl-2 tal como se
mencion6 previamente, se procedié a analizar el nivel de transcripcion de los
mismos a lo largo del desarrollo de M. corti mediante retrotranscripcion
seguida de PCR cuantitativo. Para ello se extrajo ARN de organismos que
presentaban distintos niveles de desarrollo, entre tetratiridio (0 y 2 dias de
cultivo) y gusano adulto segmentado (10 y 16 dias de cultivo), incluyendo
gusanos alargados (4 dias de cultivo), gusanos con principio de segmentacion
(6 dias de cultivo) y gusanos segmentados no adultos (8 dias de cultivo).

El objetivo de este ensayo es estudiar la variaciéon de la expresion de
dichos genes a lo largo del desarrollo estrobilar mediante la cuantificacion de
su ARN mensajero (ARNm), y de esta forma ver si es posible establecer una
hipétesis sobre el rol de cada gen en la biologia del parasito estudiado. Para
ello se disefiaron juegos de cebadores especificos (Apéndice 2) para
amplificar los transcriptos de Bcl-2 y Caspasa-3.

Para realizar la cuantificacion relativa de un ARNm, es necesario contar
con un gen de referencia, cuyo nivel de expresién no cambie a lo largo del
desarrollo. Experimentos anteriores han determinado que los genes de
Gliceraldehido-3-Fosfato deshidrogenasa (GAPDH), Tropomiosina 1 de alto
peso molecular (TPM) y el gen para el ARN ribosomal 18S (18S) de M. corti
tendrian una expresion constitutiva durante el desarrollo estrobilar, por lo que
cumplirian con los requisitos para ser utilizados como genes de referencia
(Costabile, 2013; Koziol et al., 2011). Para este trabajo el gen elegido fue
GAPDH.

Una vez disefiados los cebadores para Caspasa-3 y Bcl-2, se llevaron
a cabo las reacciones de gPCR tal como se detalla en la Seccién Materiales y
Métodos, obteniéndose asi las curvas de amplificacion. Estas ultimas se
corrigieron por el ruido de fondo y se establecid un valor de fluorescencia
arbitrario en la regién exponencial de la curva para determinar el valor de ciclo
umbral (Ct: ciclo fraccional donde se alcanza un cierto valor arbitrario de
fluorescencia). Para analizar si estos genes presentaban variacion en su nivel
de expresién en las condiciones ensayadas se utiliz el método 22" (Livak y
Schmittgen, 2001), siendo ACt’ = Ct gen A, tiempo x — Ct gen A, tiempo o-

Por el método de calculo de la razon de cambio del nivel de ARNm, es
necesario que no haya inhibidores en la reaccion, ya que se asume que la
eficiencia de amplificacién de la reaccién es cercana a 1.
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La eficiencia es la tasa a la cual el producto de PCR es generado; si la
muestra es duplicada durante la fase exponencial de la reaccién, entonces la
eficiencia es del 100%. Para el calculo de la misma se deben realizar
diluciones seriadas del ADNc a utilizar como molde y verificar que la
pendiente del grafico (Ct) vs Logaritmo de la concentracion de ADN (Log
[ADNc]) sea cercana a -3,32, lo cual estaria indicando una eficiencia del
100%. Valores mas negativos representan reacciones menos eficientes y
pendientes mas positivas, pueden indicar baja calidad de la muestra.

Ezlo(—llpendiente)_l

La eficiencia puede verse influenciada por el tamafio del fragmento a
amplificar, por su contenido GC, por estructuras secundarias, por la
concentracion de los componentes de la reaccion, por posibles inhibidores de
la PCR, asi como también por variaciones en el patrén de extraccion del ARN.

En la Figura 33 se muestra el grafico donde se puede visualizar dicho
analisis para ambos genes en estudio (Apéndice 3); la eficiencia para GAPDH
fue valorada previamente por la MSc. Alicia Costabile.
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Figura 33. Eficiencia de la reaccién de amplificacion de los genes Bcl-2 y Caspasa-3 de M.
corti llevada a cabo por gPCR.

76




Observando la Figura 33 podemos ver que las condiciones de las
cuales se partié6 no fueron las ideales, sin embargo, aun asi se procedié a
estudiar los datos obtenidos de las diferentes reacciones realizadas. En una
primera instancia se analizé cuantitativamente como variaban los valores
cuando se calcula 2" en referencia al dia 0 (sin cultivo) o en referencia al
dia 2 (2 dias de cultivo); en la Figura 34 se puede ver el resultado obtenido
para las condiciones ensayadas de GAPDH:

4,00
3,50
3,00

mO0dia
2,50 2 dias
2,00 H 4 dias

6 dias
1,50 +——F—

.|- H 8 dias
1,00 - 1 T 17 71 m 10 dias
0,50 -
0,00 -
2-ACt 0 dia 2-ACt 2 dias

Figura 34. Andlisis de la expresién del gen de referencia GAPDH a lo largo del desarrollo de
M. corti. Se muestran los valores de 2% promedio para cada dia respecto a ambas
condiciones de referencia estudiadas (normalizacion respecto a 0 dia y a 2 dias de cultivo).
Las barras representan la desviacién estandar de cada grupo.

Como se puede observar en la Figura 34, existe una mayor variacion
cuando se realiza la normalizacion respecto al dia 0O de cultivo. Normalizando
respecto a la condicion con 2 dias de cultivo, los valores son mas cercanos a
1y por lo tanto sin cambio en el nivel de expresion. Es por este motivo que se
decidio realizar los calculos de la variacion de expresion respecto al dia 2.

Una vez establecido lo anterior, se procedio a realizar el calculo de la
razon de cambio de Caspasa-3 y Bcl-2 normalizada segun GAPDH en
tetratiridios (2d de cultivo) a lo largo del desarrollo de M. corti. El resultado se
muestra en la Figura 35.
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Figura 35. Razon de cambio de los genes Bcl-2 y Caspasa-3 respecto a GAPDH. Se
presentan los valores promedios de la variacién para cada estadio de desarrollo en 3
experimentos independientes realizados por triplicado (para el a) y el b) se partié de la misma
curva de ADNCc). La desviacion estandar esta representada mediante barras de error.
Observar que en la Figura c) no se obtuvieron datos para los 8 dias de cultivo.

En la Figura 35 se muestra graficamente la razén de cambio para los
genes en estudio en relacion a GAPDH durante 3 experimentos
independientes. En vista de los resultados obtenidos en la Figura a), se
decidio ampliar el estudio de la expresion de los genes Caspasa-3 y Bcl-2 a
estadios mas y menos desarrollados (0, 13 y 16 dias), mostrandose dichos
resultados en las Figuras b) y c).

Si bien los resultados obtenidos son dispares, en todos los casos, en lo
gue se refiere a Bcl-2, se puede ver que los mayores niveles de expresion de
este gen en M. corti ocurren en los primeros estadios de desarrollo, a los 2, 4
y 6 dias de cultivo. Esta situacion coincide con la fase de desarrollo donde
comienzan a aparecer los segmentos en el organismo, para el pasaje de la
fase de tetratiridio a adulto segmentado.

En el caso de 13 dias de cultivo del ensayo c), si bien hay un aumento
pronunciado en la expresion de Bcl-2 respecto a 10 dias de cultivo, la
dispersion de los valores es mayor por lo que en base a ello no podemos
elaborar conclusiones sobre su expresion. Por otra parte, a los 0 dias de
cultivo en el ensayo b) se obtuvieron valores mas elevados respecto al resto
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de los dias de cultivo. Esto puede deberse a que estos organismos sin cultivar
se almacenaron a 4°C y se encuentran bajo estrés.

Respecto a la expresion de Caspasa-3, podemos ver en el grafico b) y
c) que el mayor nivel de expresion de dicho gen se encuentra a los 6 dias de
cultivo, disminuyendo a medida que avanza el desarrollo de M. corti. Tal como
mencionamos anteriormente, en este estadio es donde comienzan a formarse
los segmentos del organismo y dicho resultado es concordante con los
resultados obtenidos mediante la técnica de TUNEL. Respecto al gréafico a),
podemos observar que el maximo nivel de expresiéon de este gen ocurre a los
10 dias de cultivo, sin embargo la dispersion de los valores es mayor.

Los resultados variables que se obtuvieron se pueden deber a que los
organismos se vean influenciados por factores ambientales, como la densidad
de poblacion y/o factores fisioldgicos como requerimientos metabdlicos. Es
por este motivo que realizar los analisis con un mayor numero de réplicas
tanto técnicas como bioldgicas permitird confirmar los resultados preliminares
obtenidos en este trabajo.

Los resultados logrados se relacionan con los obtenidos por Pellettieri
et al., 2010 donde se observo que la remodelacion de los tejidos en planarias
se caracteriza por cambios espaciales y temporales en la apoptosis. Alli se vio
gue estos organismos son capaces de regular la tasa de apoptosis para
promover los cambios morfoldégicos en el desarrollo de los tejidos en
respuesta a diversos estimulos ambientales (por ejemplo, lesiones o
disponibilidad de nutrientes). También se vié que la muerte celular esta
regulada por Bcl-2, determinando su alto grado de conservacion evolutiva, ya
que se puede encontrar en animales desde C. elegans hasta los seres
humanos (Cotter, 2009; Danial y Korsmeyer, 2004).

5.2.c) Estudio de la expresion temporal de los genes Caspasa-3 como
marcador de células apoptéticas, y Bcl-2 como marcador de superviviencia
celular, en ejemplares irradiados de M. corti

Otro estudio realizado, como se mencion6 previamente en la seccion
Materiales y Métodos, fue el analisis de la variacion en la expresion de Bcl-2 y
Caspasa-3 de tetratiridios de M. corti en ejemplares irradiados a diferentes
dosis y posteriormente cultivados durante 1 y 5 dias, respecto a organismos
sin irradiar. En otros organismos se ha comprobado que la irradiacién
disminuye la proliferacion debido a que elimina las Unicas células con
capacidad proliferativa (DeMulder et al., 2010; Eisenhoffer et al., 2008;
Galloni, 2012).
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Para el estudio mencionado se realizaron los calculos en base a los
valores obtenidos para 0 Gy en cada condicion de cultivo. En la Figura 36 se
presenta de manera grafica el resultado de dicho experimento:

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50 0 Gy
100 Gy
2,00
200 Gy
1,50 300 Gy
1,00 H 1000 Gy
0,50
0,00
1 2 3 4
-0,50
Bcl-2 - 1 dia Bcl-2 - 5 dias Caspasa-3 - 1 dia Caspasa-3 - 5 dias

Figura 36. Variacién de la expresion de los genes Bcl-2 y Caspasa-3 de M. corti irradiados a
diferentes dosis y cultivados durante 1 y 5 dias, respecto a los organismos no irradiados.

A partir de la Figura 36 y respecto a la expresion de Bcl-2 en M. corti,
podemos inferir que bajo las diferentes condiciones estudiadas, los niveles de
expresion de dicho gen son mayores al dia siguiente de la irradiacion en
relacion a los resultados obtenidos luego de 5 dias de la misma. En este
altimo grupo se puede observar que, a excepcion del valor correspondiente a
100 Gy, todos los niveles de expresion obtenidos son menores al nivel de
expresion de los organismos no irradiados.

En lo que respecta a Caspasa-3 podemos observar, en términos
generales, que a medida que aumenta la dosis de radiacion recibida
aumentan también los niveles de expresion en el grupo cultivado durante 1
dia luego del proceso de irradiacion, mientras que lo contrario ocurre con los
ejemplares cultivados durante 5 dias luego del mismo proceso. En este ultimo
grupo ocurre algo similar a lo explicado previamente para Bcl-2, ya que los
niveles de expresion a las dosis maximas recibidas son menores que los
valores correspondientes para los organismos no irradiados. Con el fin de

81




afirmar los resultados obtenidos se podria aplicar la técnica TUNEL en los
organismos irradiados de forma de poder visualizar y contabilizar las células
apoptéticas de cada condicion estudiada.

Para elaborar conclusiones en base a los resultados obtenidos se
deberia repetir el experimento con un mayor niumero de réplicas, lo cual
permitiria confirmar los resultados obtenidos en este ensayo y asi poder
comenzar a formular hipo6tesis sobre los roles de Bcl-2 y Caspasa-3 en el
desarrollo de M. corti. Ademas, se deberia estudiar el nivel de expresion de
dichos genes en tiempos intermedios a los establecidos en este estudio, asi
como también en estadios posteriores, ya que podria ocurrir que los estadios
analizados no provean suficiente tiempo para que se altere el patron de
expresion ante el estimulo de la irradiacion o que por el contrario, sea lo
suficiente para que recuperen su nivel de expresion normal.

Existen estudios similares que han determinado que la sensibilidad a la
radiacion en platelmintos depende en gran medida de la especie tratada
(Lange, 1968). Por ejemplo para Dugesia ryukyuensis, la dosis letal equivale a
4.4 - 8.8 Gy (Kobayashi et al., 2008) mientras que para Dugesia japonica
corresponde a 30 Gy (Salvetti et al., 2002, 2005, 2009; Rossi et al., 2006; Orii
et al., 1999). Ademas, se ha observado que luego del proceso de irradiacion y
debido a la eliminacién del sistema de células madre, los organismos son
incapaces de llevar a cabo determinados procesos biolégicos como la
homeostasis, la renovacion celular y la regeneracion de tejidos (Salvetti et al.,
2009; Kobayashi et al.,, 2008; Rossi et al., 2007; Baguia et al., 1989;
Brgndsted, 1969).

Un estudio sobre M. lignano ha demostrado que para eliminar por
completo las células madre de dicho organismo es necesario una exposicion
fraccionada a la radiacion de forma de eliminar los neoblastos quiescentes
(Bode et al., 2006) que se puedan activar mediante la irradiacion (DeMulder et
al., 2010). En este estudio se irradi0 a ejemplares de esta especie y se
estudio la curva de supervivencia donde se vié que: 1) la supervivencia es
inversamente proporcional a la dosis de radiacion administrada (una dosis de
210 Gy resulta letal); 2) sin importar la dosis de radiacion aplicada se observa
que la supervivencia es casi del 100% durante los primeros 10 dias y es
seguida de una fuerte caida durante la tercera semana después de la
irradiacion, (3) la mayoria de los ejemplares tratados que sobreviven a la
primeras 3 semanas después de la irradiaciébn se recuperan por completo,
recuperando su morfologia normal, el comportamiento y la reproduccion
dentro de las 6 semanas (DeMulder et al., 2010).
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En M. lignano también se pudo determinar que durante los primeros 10
dias luego de la irradiacion no se observan cambios en los fenotipos de los
ejemplares irradiados, por lo que se cree que las células soméaticas no son
dafiadas y que la muerte del organismo ocurre debido a la no renovacion de
los tejidos por la deplecion de las células madre (DeMulder et al., 2010).

5.2.d) Estudio de la actividad de Caspasa-3 en diferentes estadios de
desarrollo de M. corti

Otra forma de estudiar la expresion del gen Caspasa-3 de M. corti fue a
través de la medicion de la actividad de su proteina a lo largo de diferentes
estadios de desarrollo. Para ello, y con el fin de partir de la misma cantidad de
muestra en todas las condiciones estudiadas, se determiné la cantidad a
utilizar para cada ensayo mediante la cuantificacion del material en balanza
de precision y mediante el uso de un fluorimetro Qubit.

Luego de procesar las muestras tal como se describe en la Seccién
Materiales y Métodos, se midieron los valores de actividad de la Caspasa-3
en un fluorimetro, asi como también la autofluorescencia propia de los
reactivos del kit. Una vez determinada la actividad de la proteina en las
muestras de ambos grupos estudiados, con y sin inhibidor de Caspasa-3, se
calculd la actividad por cada pg de muestra y se graficé en funcion de los dias
de cultivo. Los resultados se pueden observar en la Figura 37.
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Figura 37. Actividad de Caspasa-3 de las muestras correspondientes a M. corti en diferentes
estadios de desarrollo, con y sin inhibidor.

Observando los resultados mostrados en la Figura 37 podemos decir
que en el grupo tratado sin inhibidor se puede observar que hay un
incremento gradual leve a medida que aumentan los dias de cultivo de los
ejemplares de M. corti estudiados. Si bien a los 0 dias de cultivo se obtuvieron
valores mas elevados respecto al resto de los dias, esto se puede deber a
gue los organismos sin cultivar se almacenaron a 4°C y se encuentran bajo
estrés.

En referencia a los resultados logrados con el grupo tratado con
inhibidor, vemos que los niveles de actividad varian levemente entre siy a su
vez, levemente también respecto al grupo sin inhibidor. A pesar de que este
ensayo se realizo una Unica vez por motivos de tiempo, razén por la cual no
se pueden extraer conclusiones, si podemos decir que en este caso el
inhibidor empleado no funcion6é adecuadamente para estudiar la actividad de
Caspasa-3 en M. corti. Una posible causa de ello puede ser que la
concentracion del mismo no haya sido la adecuada, siendo necesario realizar
una curva con diferentes concentraciones de inhibidor y analizar la variacion
en la actividad de Caspasa-3.

Con el fin de confirmar lo dicho previamente se deberia repetir
nuevamente el experimento buscando un inhibidor de Caspasa-3 mas
especifico para M. corti. Ademas, con el objetivo de seguir indagando en el
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fendmeno de la apoptosis, se podria tratar a un grupo de ejemplares de M.
corti con un agente proapoptotico y estudiar la actividad de la Caspasa-3 en
ellos.

Existe un trabajo similar al realizado cuyo objetivo consiste en
caracterizar la funcion de la apoptosis en las diferentes etapas de desarrollo
de S. japonicum, sugiriendo que este proceso juega un rol determinante en
cada etapa estudiada. En dicho trabajo se analiza la expresion de algunos
genes relacionados a este proceso mediante gPCR y a través de la medicion
de la actividad de las Caspasa-3 y la Caspasa-7. Alli se pudo determinar que
la expresion de genes como p53 y Caspasa 7 decrece gradualmente desde el
estadio de schistosbmula a gusano adulto, mientras que Caspasa-3 y Bcl-2
mantienen su nivel basicamente constante en cada una de las etapas
estudiadas. Ademas, se observé que los gusanos machos presentan niveles
superiores de actividad de caspasa que los gusanos hembras (Han et al.,
2012).

5.3) ldentificacion de las Caspasas codificadas en el
genoma de M. corti que podrian participar en el proceso
apoptotico de las células de dicho organismo

Para llevar a cabo este objetivo se procedid, en una primera instancia,
a hacer un analisis bioinformatico en la base de datos KEGG con el fin de
identificar las Caspasas que participan en el proceso apoptotico. Alli se
encuentran almacenadas las vias metabdlicas de diversos organismos, entre
los cuales figura S. mansoni como unico representante de los platelmintos, sin
embargo, aun no se ha publicado dicha via para este organismo.

A pesar de esta carencia, mediante el estudio de las vias que
conducen a la apoptosis en el resto de los organismos, fue posible determinar
qgue, ademas de la Caspasa-3 previamente amplificada y clonada en M. corti,
también podrian llegar a participar las Caspasas 6, 7, 8, 9, 10 y 12. A
continuacion se expone la via metabdlica de la apoptosis para Homo sapiens,
donde en rojo se recuadran las Caspasas de interés.
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Figura 38. Via metabdlica del proceso apoptético en Homo sapiens. Con recuadros en verde
se sefialan las moléculas presentes en este organismo mientras que con recuadros en rojo se
sefiala la presencia de diversas Caspasas que participan en esta via.

Al no estar publicada la via de la apoptosis para S. mansoni en esta
base de datos, se dificulta el trabajo en la busqueda de las proteinas
homologas en el genoma de M. corti ya que, por la relacion evolutiva cercana
gue ambos organismos mantienen, podria pensarse que de encontrarse las
Caspasas participantes en el primero, también podrian ser codificadas por M.
corti.

En vista de la dificultad mencionada es que se decidio plantear una
busqueda alternativa de las Caspasas en M. corti. La misma consistid, en una
primera instancia, en buscar las secuencias aminoacidicas de estas proteinas
en otros platelmintos que estén almacenados en bases de datos, para luego
realizar alineamientos (resultados no mostrados) y asi encontrar regiones
conservadas. Y en una segunda instancia, con ellas, llevar a cabo la
busqueda de los homdlogos en M. corti a través de la herramienta TBlastN.

Mediante la estrategia de busqueda planteada Unicamente se
encontraron registros de Caspasa-7 y Caspasa-8 en otros platelmintos. Una
vez realizado el alineamiento con las proteinas mencionadas y determinadas
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cudles son las regiones conservadas para cada una de las Caspasas, se
procedié a buscar el homdlogo de estas proteinas en M. corti mediante la
realizaciéon de un TBlastN. En las Figuras 39 y 40 se muestra el resultado
obtenido para las Caspasas estudiadas:

Malle= L

Sum
Reading High Probability

Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Frame Score P(N) N
MELS.scaffold.Cea4l, 203861 +2 346 8.2e-55 3
MCOS.contip.B1357.22378 +2 168 1.3e-12 2
MCOS.contip.B8668.52418 -3 178 1.%9e-12 1
MELS.scaffold.0@A2], 258854 -1 148 2.%e-88 1
»MCO5.scaffold.88a41.2835881

[Full Seguence]

Length = 283,8a1

Score = 346 (126.9 bits), Expect = 8.2e-55, Sum P(3) = 8.2e-55

Identities = 77/139 (55%), Positives = 92/139 (66%), Frame = +2

[HSP Seguence]
Query: 15 SPCDNDTTEASPPVDSVQIAPAVEVEKSFSNEML----MP--PE---5QSDTPSYKRQAV B85

SCD++ PVDS + AV VWV + 5+ =+ P PE 50 T ++ W

Sbjct: 62918 SACDRDVSDDLPQVDSAHVTMAVNVRQCSSDVFIENAHFPGKPELHQSQEFTVFHELPTV 63297

Query: 66 EPAVHHRAAASFVYKTRAPRRGTCLIISVDTFKAALRLPNRPGAGVDLRKLEDTFHFLDF 125
+P + H + ASFVYKTRAPRRGTCLIISVDTFK AL LP RPGA VDL+ LEDTF LDF
Sbjct: 63093 DPLLSHHSTASFVYKTRAPRRGTCLIISVDTFKPALCLPCRPGADVDLKNLEDTFQSLDF 63277

Query: 126 DVKIYOQNPSAAQILSIVEA 144
DVE YONP+&AA T +I+EA
Sbjct: 63275 DVKSYQNPTAAMITAIIEA 63334

Score = 283 (1@4.7 bits), Expect = 8.2e-55, Sum P(3) = &.2e-55
Identities = 51/61 (B3%), Positives = 56/61 (91%), Frams = +1
[HSP Seguence]

Query: 145 ESSVNHADADYFACVILTHGDDCGSIYGTDGPISLILIHPFREGNTCPSLAGKPEMFFIQ 284
ES+ +HADAD FACVILTHGD+ G5+YGTDGPI LDQLIHPFRG+TCP LAGKPEMFFIQ
Sbjct: 63856 ESTASHADADCFACVILTHGEDEGGSVYGTDGPIHLDQLIHPFRGDTCPGLAGKPEMFFIQ 64835

Query: 285 vV 285
v
Sbjct: 648356 V 54838

Figura 39. Resultado del TBlastN realizado con la regién conservada de las siguientes
Caspasas-7 en los siguientes organismos: S. mansoni - GenBank: ACU88130.1; S. japonicum
- GeneDB: Sjp_0039420; H. sapiens - GenBank: AAH15799.1; T. soium (1) - GeneDB:
TsM_000625800; T. colium (2) - GeneDB: TsM_000122200.
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Smallest

aLim

Zrading High Probability
Sogucncos pradocing High-scoring Scgment Pairs: Framc Score PN} b
MODS. contig B5357 . 23378 Z.4¢-159 4
MODS . ccalbold . @8338. 83775 1.7e-17 2
MO5 . scal bodd  d833] 1.Bg-13 2
1 gedl. 3 3.:50-d8 4
1 - 1.30-86 2
M a.53 i

MCOS. contlg. B1357._ 22378

[Full Ecguence]
Length = 22,378
Scare = 185 (3559 batrs), Expoct

igeptitios = 2P9/26% (75X}, Pocitive

|HEP Spguenoe]

2. 40159, Sum P{4) = 1 Sp-15%
5 = 118/365h (BI%}, Fromo = #1

Ducry: 393 FOWRGECOKDEKRVEEVFCELEFLYVEYLRNLES SGEMREELAF SENK IDHEAYDAF LANIY 452
F NREGCDEDEERY LEFLVEWLRNLSSGEMRSEL F CIOHAYD FefWel
Shycts  26Bh FYNROGCDKDEKRYEEVFGILEFLVEVLRNLESSGEMRSELEF IERKIOHTAYDLFYANYM 27ES

Ducry: 253 THEALGELYEWNEDAF PVHRL TLOF TAERCPSLABKPELFFIQACREIEYDLEVALPATE 512
HiEGLGELYEWRGDAF PYHDLT OF TAErCPELABKPKLFFIQACRGIEYQLEYALF
Shjcts  2THE AHGGLGELYEWNGDAF PWHDLTFOF TAEKCPELABKPELFFIDACRGOEYDLEYALFYWES 1965

Querys 313 NTEQANTSHPESAL FRPLOLGY TERONCOONN KOO K RAT VAL PREQRLYPRYAD 572
L SR +PAT ABNLPREQRLYP+2AD
Ehjct: 29685 MAEE SRQVY TRRFRY ESASNALYISSECD0ERALARANYL PREGRLYPSFAD 3118

Qucry: 373 FLLEYATLAGFEADRDPOE
ELLSYATLAGFEADRD
Shicts 3119 FLLEYATLAGFEADROLKDE

Ducry: S TVFQRTPEVRATLTRRAVGF E57
FQLTREVRATLTRHVQF
Bhjct: TIFQDTPEVRATLTRHNGF 3373

Scars - I96 [1B9.3 bits), Expect - 2. 4p-159, Zum P4} - Z.40-159
igertitios = 75/178 (42%], PFasitives = 96/17H (23K}, Framc = #}
o0

[HEP Seguonce]

Pucry: 138 RNYAMARLLCEYGAHPRHSHERCOGOT P ALY WLRNTEMTELLASFE NT - -5UT 195
FAVEMBRLLOCSYGA PR SHEN DEOTF  LiVWLRN+EMTELL S
Shicts  FA38 SAYAMARLLCSYGARPROSHNSOEDTFLYLSEYWLENSEMTKLLSSSSH

F o

SPQSERSTY I6E9

LEAVAKASEVDEEL - -RELGDTL IR 153
L K5 WD wlaeT =
LNLTAKESTVDSGATATRLRATEVVAAMAT JITTT

Quory: 196 DNFEDOKEETRIEEDESFHPLEPPSPTES
ED 4 VED e P E%
L=

Shycts 1618 STEEDIDAIQNTEEDAVILPWLE

ESS
Pucry: 2R RO O K SPSEEASY - - BGERTLG RPYLHEREVEST IPDEFLOMKY DS 336

v 5 L4 TG - HPYLHRE K ¥ L
Shjcts ITVE KWAALSPRRDALETME1SSLPLESVVDNE TIGVEFRPYLHREAKVAF TEGRERLFYES - 1951

SCard - I3 |BE:.T batny, Expect - Zo40-159, Sum P{L)] = 2. 40158
IBfag (H1%), Pooitives - 45 48 93X}, Froame = &%

Pucry: 24T WHRPRAVELKARREAS LMDOPYEYY PHALPERS ICVW INNMTYMEREKFD 352
VHPREW L+8HRRAS MOPF EYYPMALPsRGICYs INMMTYWER + T+

Shycts  23R9 WHOPRFVPLRARREAS TMOPSEYYPMASFERGICVIINNMTYWMERDFR 2532

Figura 40. Resultado del TBlastN realizado con la regién conservada de las siguientes
Caspasas-8 en los siguientes organismos: E. granulosus — GeneDB: EgrG_000417900; E.
multilocularis — GenBank: CDS36952.1; S. mansoni - GeneDB: Smp_141270; T. solium —
GeneDB: TsM_000713200; H. microstoma - CDS29941.1

Observando las Figuras 39 y 40 podemos inferir que las Caspasas-7 y
8 se encuentran codificadas en el genoma de M. corti pudiendo ser participes
del proceso apoptético en dicho organismo. La primera de ellas, tal como se
menciono6 en la Introduccién, corresponde al grupo de Caspasas ejecutoras,
mientras que la segunda al grupo de las iniciadoras del proceso apoptotico.

Como se mencion6 previamente, por medio de la estrategia ya descrita
fue posible encontrar presentes en otros platelmintos a las Caspasas 3, 7 y 8;
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sin embargo esto no ocurrié para las Caspasa 6, 9, 10 y 12. Es asi como se
decidi6 realizar alineamientos de estas Ultimas Caspasas correspondientes a
otros organismos con el motivo de encontrar regiones conservadas y asi
proceder de la misma manera que se hizo para la busqueda de las Caspasas-
7y 8. En las Figuras 41 a 44, se muestran los resultados obtenidos por medio
de la realizacién de un TBlastN de algunas proteinas contra el genoma de M.
corti.

Smallest
Sum
Reading High Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Frame Score P(N) N
MCOS.contig.B1357.22378 +2 189 38.%9e-2d 2
MCOS.scaffold.@e84l, 203801 +1 171 1.7e-15 2
MCOS.scaffold.28@21 . 258854 -1 283 4.3e-15 1
MCDS.contip.@966@.52418@ -3 15@ 2.4e-14 3
>MCO5. contig.@1357.22378
[Full Seguence]
Length = 22,378
Score = 189 (71.6 bits), Expect = 8.%e-28, Sum P(2) = 8.%9e-28
Identities = 46/147 (31%), Positives = 77/147 (52%), Frame = +2
[H5P Seguence]
Query: 5 RRGTMADRDMLTRRFSDLGFEVECFMDLRAEELLLEIHEWVSTSS-HIDADCFICWFLSHG 63

RG+D + + F DLGF VK +L + E+ ++ + + H DCF+ W ++HG
Sbjct: 2615 RGGCDKDEKRVEKVFGDLGFLVKVLRNLSSGEMRSELKFIGRETDHTAYDCFVAVWMAHG 2794

Query: 64 EGNHVYAYDAK-IEIQTLTOLFKGDECQSLVGEPKIFIIQACRGSQHDVPR -VVPLDM-VD 128
+ o+ + LT F +KC SL GEPK+F IQACRG ++ + +P+ +
Sbjct: 2795 GLGELYGVNGDAFPVHQLTFDFTAEKCPSLAGKPKLFFIQACRGDEYQLGYALPVQSNAE 2974
Query: 121 HQTDKLDNVTQWDAAS- -WYTLPAGAD 145
+ N +WV++AS &Y + 4G D

Sbjct: 2975 EPPQUWTHPPRVESASNPLY-ISSGKD 3@52

Score = 94 (38.1 bits), Ewpect = 8.%9e-20, Sum P(2) = 5.9e-20

Identities = 18/41 (43%), Positives = 25/41 (6@%), Frame = +2

[HSP Seguence]
Query: 148 LPAGADFLMCYSVAEGYYSHRETWVNGSWYIQDLCEMLARYG 188

+P+ ADFL+ ¥+ G+ + R+ G5 ¥YIQ LC L ¥G
Sbjct: 3181 VPSFADFLLSYATLAGFKAQRDAKQGSMYIQTLCHHLEWVYG 3223

Figura 41. Resultado del TBlastN realizado con la region conservada de las siguientes
Caspasas-6 en los siguientes organismos: M. musculus — GenBank: EDL12225.1; X. laevis -
GenBank: NP_001081406.1; D. pulex - GenBank: AFI39934.1; S. litura - GenBank:
AFJ04536.1.
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Smallest

Sum
Reading High Probability

Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Frame Score P(N) M
MCOS. contip.@1357.22378 +2 384 B8.le-26 1
MCOS.scaffold.@@d2l, 258854 -1 228 6.8e-17 1
MCOS. contip. @@66@.52410 -3 131 3.l1e-14 3
MCOS. scaffold.2@841 . 283881 +1 124 2.5e-86 4
»MCO5. contig.@1357.22378

[Full Seguence]

Length = 22,378

Score = 394 (112.1 bits), Expect = 8.1e-26, P = 8.1le-26

Identities = 77/229 (33%), Positives = 128/229 (52%), Frame = +2

[H5P Seguence]
Query: 28 MRRGSNIDCDKLEQRFKALMFIVEVELNLTOKQIKHALHTLSKK -DHSQYDCCWWIILSH 78

MR G + D ++E+ F L F+V+V HNL+ +++ L + +K DH+ ¥YDC WV ++++H
Sbjct: 2612 WRGGCDKDEKRVEKVFGDLGFLVKVLRNLSSGEMRSELKFIGRKTDHTAYDCFVAVWMAH 2791

Query: 79 GTEVSHSRFPGAVYGVDGQCISVONITHYLNGQHCPSLQSKPKLFFIQACGGDEKDTGFE 138
G G +YEV+G Voo+T + CPSL  KPKLFFIQAC GDE G+
Shjct: 2792 GGL------- GELYGVNGDAFPVHQLTFDFTAEKCPSLAGKPKLFFIQACRGDEYQLGYA 2958
Query: 139 --VSSDEAEP----- SPGGADDQTDA- - TPXXOOOOOOOOOCCEVDAKASL-PTPSDILVS 188
V 5+ EP +P + o+ I ++ K L P+ +D L+5

Sbjct: 2951 LPVQSNAEEPPQVWTNPPRVESASNPLYISSGKDDEPAIAAAKLPRKQRLVPSFADFLLS 313@

Query: 189 YSTFPGYVSWRDPQSGSWYVETLDRILEENAAVHDLATMLTMWVHNDVSD 237
Y+T G+ + RD + G5 Y++TL LE VoL ++T W+ +#V5+
Sbjct: 3131 YATLAGFKAQRDAKQGSMYIQTLCHHLEVYGRWVRSLLDIVTSVHREVSE 3277

Figura 42. Resultado del TBlastN realizado con la regién conservada de las siguientes
Caspasas-9 en los siguientes organismos: X. laevis - GenBank: NP_001079035.1; C. striata -
GenBank: CCW28913.1; M. musculus — GenBank: AAH56447.1; S. frugiperda - GenBank:
AHF70712.1.
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Smallest
Sum
Reading High Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Frame Score P(N) M
MCOS.scaffold. 28821, 258854
MCOS.contig.@1357.22378
scaffold.@ea4l.2a38e1

MCOS.
MCOS.contig. @@660.52410

-1
+2
+1
-3

]
(]
(=]

6.2e-19
1.9e-17
1.5e-13
1.2e-86

Fa
=
Ln

=
=]

=
[
oo
(SRS

>MCO0S . scaffold.@BR21. 258854
[Full Seguence]

Length = 258,854

Score = 228 (85.3 bits), Expect = 6.2e-19, Sum P(2) = 6.2e-19
Identities = £5/221 (29%), Positives = 115/221 (52%), Frame =
[HSP Seguence]

-1

3 REGTHMTDESCLQDVFRWLGF - -ETVVNRDCSSDMMLSLLQNLGREDHSQMDCVVCCILSH
RG++ DS LG +F +G+ E ++ D 5+ 5L + +H+++D ++5H

Query: [i1z)

Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:

Sbjct:

257933

61

257756

121

257579

RVGSLEDVSALQALFSDIGYCVEVLLDPDFRS- LDSSLKAFIRSPNHNKVDAGGLIVMSH

GOKGSVYGIDGQTVELTQLKEPLNGLKCSSLAEKPELFFIQACQGNSEQKAVYIESDGDT
G+ +Y Do+ + o+ +LA KPK QAC+G + + + 50 T
GLODYIYTSDGKLFAINDILMNVFTHKSLPALAGKPKFILFQACRGEEKDRGCMLTSON-T

56V ---IESDAVAVEDS - - - - IPSDADYLMAMSTVPSFVSYRERTHGSHFIQS LCQNLVO
G+ IE K++ +P +D ++A& ST+P FVS+R GSWFIQ L ++ +
RGIPSPIEFVDAPTKNASWKCLPYMSDOVIAYSTLPGFVSWRCEKQGSHWFIQVLY-DVFR

257757

128

257580

173

257483

174 MVPSGYDLVSILTKVNADVSKKTDALGIKKQMPQPAFTLRE 214
S o+ =+ = T+VH  + +++ K Q+ QP+ TL +
KYASTFHVYLELLTEVNRRMVEESQHREFK-QITQPSNTLTR 257283

Query:

Sbjct: 257482
Score = 57 {25.1 bits), Expect =
Identities = 12725 (48%), Positives =
[HSP Seguence]

5.22-19, Sum P(2) = 6.2e-19
15/25 (6@%), Frame = -3

202 KKQMPQPAFTLRKKVWFPIPKAPAP 226
+KQ+PQ + L KW F IP AP
Shjct: 169833 QKQIPQKTYGLSKLVEFTIPSRDAPR 168759

Query:

Figura 43. Resultado del TBlastN realizado con la regién conservada de las siguientes
Caspasas-10 en los siguientes organismos: C. striata - GenBank: AGN52667.1; S. scrofa -
GenBank: BAH57972.1; H. sapiens - GenBank: CAD32372.1; G. morhua - GenBank:
ADG85728.1.

Smallest
Sum
Reading High Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Frame Score P(N) M
MCODS.contig.®1357.22378
MCOS.scaffold.e@@2] , 258854

+2
-1

32

148

9.5e-86 1
2.5e-8% 2

»MCO5.contig.@1357.22378
[Full Seguence]

Length = 22,378

132 (51.5 bits), Expect = 9.5e-85, P = 9.52-086
377119 (33%), Positives = 55/11@ (58%), Frame =

Score =
Identities =
[HSP Seguence]

+2

Query: &7 NRHGSEVDLLGMODLLESLGYSVVEKVNLTALEMEIVLRLFAARQEHRSSDSTILVFMSH 146
NR G+ D =+ + LG+ WV NL++ EM L+ ++H + D + W M+H
Sbjct: 2612 NRGGCDKDEKRVEKVFGDLGFLVKVLRNLSSGEMRSELKFIGRKTOHTAYDCFVAVWMAH 2791
Query: 147 GILDGMCGVKHRDQEPDILHDDTILKIFNNRNCOSLREKPEVIIMQACRG 196
GL +GV+D P +H T F C 5L KPK+ +QACRG
Sbjct: 2792 GGLGELYGV-NGDAFP--VHQLTF--DFTAEKCPSLAGKPKLFFIQACRG 2926

Figura 44. Resultado del TBlastN realizado con la regién conservada de las siguientes
Caspasas-12 en los siguientes organismos: M. musculus - GenBank: AAH28979.1; R.
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norvegicus - GenBank: NP_569106.1; M. brandtii - GenBank: EPQ01865.1; P. alecto -
GenBank: ELK16528.1.

En vista de los resultados mostrados en las Figuras 41 a 44, y
basandonos en los valores de score obtenidos en esta primera aproximacion,
podemos deducir que de las 4 Caspasas buscadas, la Unica que estaria
codificada en el genoma de M. corti seria la Caspasa-9, ya que las restantes
presentan valores de score muy bajos.

De esta forma, se han encontrado 4 Caspasas codificadas en el
genoma de M. corti, la 8 y la 9 pertenecientes al grupo de las Caspasas
iniciadoras, y la 3 y la 7 pertenecientes al grupo de Caspasas ejecutoras. En
base a ello podemos pensar que dichas Caspasas podrian participar en el
mecanismo molecular del proceso apoptético de M. corti, siendo el mismo
similar al de otros platelmintos. En la Figura 45 se muestran las Caspasas
mencionadas enmarcadas en el diagrama del proceso apoptético.
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Figura 45. Via metabdlica del proceso apoptético en Homo sapiens. Con recuadros en verde
se sefialan las moléculas presentes para este organismo mientras que con recuadros en rojo
se sefiala las Caspasas encontradas en el genoma de M. corti, las cuales podrian participar
en el proceso apoptético en dicho organismo.

92



6) Conclusiones y perspectivas

Por medio del andlisis de micrografias obtenidas mediante microscopia
electronica de transmisién, se logré identificar y caracterizar morfolégicamente
a las células apoptoticas de M. corti. En ellas se pueden observar los eventos
caracteristicos del proceso en estudio, presentando caracteristicas muy
similares a las descritas en otros platelmintos.

Mediante la técnica TUNEL se pudo cuantificar y establecer el patrén
témporo-espacial de las células apoptéticas a lo largo del desarrollo de M.
corti, concluyendo que los valores maximos de células apoptoéticas se
alcanzan en un estadio intermedio de desarrollo (4-6 dias de cultivo) del
cestodo.

Se propone para un trabajo futuro incorporar la técnica de citometria de
flujo al estudio, donde, usando el mismo kit que se empleé para el andlisis de
TUNEL, se podria llevar a cabo la cuantificacion celular logrando informacién
que valide el resultado obtenido en este trabajo.

En referencia a los genes de Caspasa-3 y Bcl-2, los mismos pudieron
ser amplificados por PCR y clonados exitosamente, comprobando estos
resultados mediante secuenciacion. Como trabajo a futuro se podrian generar
anticuerpos especificos para este cestodo que reconozcan las proteinas
estudiadas, analizar su estructura y determinar si presentan un rol especifico
en un momento determinado de la biologia del parasito.

Hemos generado sondas marcadas con digoxigenina para llevar
adelante experimentos de hibridacion in situ en cortes histolégicos seriados
del parasito para determinar el patrén de expresion de los genes Caspasa-3 y
Bcl-2 en los distintos estadios del ciclo de vida de M. corti. Se han conseguido
resultados preliminares (no mostrados) sobre los cuales resta profundizar.

Respecto a los estudios de los niveles de expresién de los genes
Caspasa-3 y Bcl-2 durante el desarrollo de M. corti, si bien se deberian repetir
con un mayor numero de réplicas, tanto técnicas como biolégicas, se lograron
buenos resultados primarios pudiendo establecer una relacién entre los
niveles de expresion de ambos genes. Se pudo determinar que los maximos
niveles de expresion de Bcl-2 se alcanzan en los primeros dias de cultivo del
organismo, mientras que los niveles de Caspasa-3 son mayores en un estadio
de desarrollo intermedio, siendo este resultado concordante con los obtenidos
mediante la técnica TUNEL en este trabajo y con los obtenidos en otros
estudios en planarias.
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Por altimo, en relacion a la busqueda de las Caspasas en el genoma
de M. corti, habrian indicios de que en el mismo, ademas de la Caspasa-3, se
encuentran codificadas las Caspasas 7, 8 y 9, pudiendo patrticipar del proceso
apoptético del organismo en estudio. Estos resultados alientan a pensar que,
al igual que el mecanismo de proliferacion celular, el mecanismo molecular
del proceso apoptético también se encuentra conservado en los platelmintos.

Pensamos que los resultados obtenidos en el estudio realizado aportan
al conocimiento de la biologia de los cestodos, contribuyendo a la generacion
de estrategias futuras para su erradicacion.

Nuestros resultados son la primera contribucion a la identificaciéon de
células apoptéticas durante el desarrollo estrobilar de un cestodo, y a la
caracterizacion de posibles marcadores moleculares de apoptosis y
supervivencia, indicando, como se menciond previamente, la conservacion
evolutiva de estos procesos.
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Apéndice 1

Soluciones

- Buffer de carga 6X: 0,25% Azul de bromofenol, 0,25% Azul de
xilencianol, 30% Glicerol

- Buffer de Lisis: 50mM Tris — HCI pH 8; 150mM NaCl, 1% Triton X-
100, ImM PMSF (Sigma — Aldrich).

- Buffer TAE 1X: 40 mM Tris base, 20 mM &cido acético, 1 mM EDTA;
pH 8,4

- Cuantificacion de sondas marcadas con Digoxigenina:

a. Buffer 1: 100 mM Tris — HCI pH 7,5, 150 mM NacCl.

b. Buffer 2: 0,5% w/v agente de blogueo (Boehringer) en buffer 1

c. Buffer 3: 100 mM Tris — HCI pH 9,5, 100 mM NacCl, 50 mM MgCI2.

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

- Hanks: 9,8 g/l sales de Hanks (Sigma - Aldrich, catalogo numero
H6136, Lote 087K83012), 350 mg/l NaHCO3 (Fluka). Se ajusto el pHa 7,5y
se esterilizé por filtracion

- Medio LB (Luria — Bertani): 1% Triptona, 0,5% Extracto de Levadura,
1% NaCl, pH 7,0

- Medio RPMI 1640 modificado: 10,4 g/l RPMI (Sigma - Aldrich,
catdlogo numero R4130, Lote 049K8307), 4,2 g/l NaHCO3 (Fluka), 4,3 gl
Glucosa (Sigma - Aldrich), 4,8 g/l extracto de levadura (Sigma - Aldrich). Se
ajusto el pH a 7,5, se agreg6é gentamicina 50 ug/ml concentracion final y se
esterilizo por filtracién

- PBS (Buffer Fosfato salino): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4. Se ajusté el pH a 7,4 y se esterilizd por
autoclavado. En el caso de utilizarlo para extracciéon de ARN se utilizé PBS en
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tabletas (Sigma — Aldrich, catdlogo numero P4417) disueltas en agua DEPC
(Sigma — Aldrich)

- PHEM: 25mM HEPES, 10mM EGTA, 60mM PIPES, 2mM MgCI2.
Ajustar pHa 7,2 - 7,6 con KOH

- PFA 4%: Paraformaldehido 4% diluido en PBS
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Apéndice 2

Secuencia de cebadores degenerados para amplificar

gen de Caspasa-3 de M. corti

el

Caspasa-3 |

Cebador Fw: ATHAAYCARCGNGAYTTY

%GC= 22,2

Tm=42,5°C

Cebador Rv: NARYTCYTGDATRWACCA

%GC= 22,2

Tm=42,5°C

Secuencia de cebadores especificos para amplificar

gen de Caspasa-3 de M. corti

el

Cebador Fw: GGCTTTGCGCGTGAGGGTGGA

%GC= 66,7

Tm=65,2°C

Cebador Rv: TCAAAACCTACCGGCGCACAC

%GC= 57,1

Tm=60,5°C

Amplificacion: 277pb

Secuencia esperada:

AACAATTAGTGTGCGCCGGTAGGTTTTGA

GGCTTTGCGCGTGAGGGTGGAGTTGACGGTGACCATCTGCTTCATGCCGT
GGGAGTTGCGCTGGCCCGTGTTCGACTCGTAGAGGAGGGCCACCTTTCG
CGCCACCACCGTCAGCAAGGAGGCCACGTCGTGACTCTTGCCGGACTCC
TTCGCCGCTTTGATGACGGCGCACAACTCCTGGATGAACCAACTGCCTGT
CTGAGAATTGCGCCACGCGAAGTAGCCTACAATTTGCAGCCAAAAAGTGT

Secuencia de cebadores especificos para amplificar

gen de Bcl-2 de M. corti

el

Cebador Fw: CCCAGCCACCCTGTTCAACTATG

%GC= 56,5

Tm=59,9°C

Cebador Rv: TTCCGAAGTCTTCCCAACTAC

%GC= 47,6

Tm= 54,2°C

Amplificaciéon: 280pb
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Secuencia esperada:
CCCAGCCACCCTGTTCAACTATGAAGGTCTTAAGGCGACGATCTATGAAAGAGGCGG
TAAGATCGACTAGTTTATTCAAGGACTGTAAATCGTGATTAGCTTTGATTTTTTTGGCA
GCACTTTGAAGTATGGCAAACATGGAAACGATCCGACCCCAATTGACATGCTCGAACA
GATTCTCGAGGATATTGGAGTAGCTAGTCAGCACATGTTCAATATCCTTATCAAAAACA
CCATCGACAAGCTGGAAAGTAGGTGCGTAGTTGGGAAGACTTCGGAA

Secuencia de cebadores especificos de M. corti para
amplificar un fragmento del gen de Caspasa-3 median te qPCR

Caspasa-3
Cebador Fw: GGCTTTGCGCGTGAGGGTGGA %GC=66,7 | Tm=65,2°C

Cebador Rv: CCTCCTTGCTGACGGTGGTGG %GC=66,7 | Tm=62,7°C
Amplificaciéon: 122pb

Secuencia esperada:
GGCTTTGCGCGTGAGGGTGGAGTTGACGGTGACCATCTGCTTCATGCCGT
GGGAGTTGCGCTGGCCCGTGTTCGACTCGTAGAGGAGGGCCACCTTTCC
GCCACCACCGTCAGCAAGGAGG

Secuencia de cebadores especificos de M. corti para
amplificar un fragmento del gen de Bcl-2 mediante q PCR

Cebador Fw: CCCAGCCACCCTGTTCAACTATG | %GC=56,5 | Tm=59,9°C

Cebador Rv: GCCATACTTCAAAGTGCTGCC %GC=52,4 | Tm=56,9°C

Amplificacion: 133pb

Secuencia esperada:
CCCAGCCACCCTGTTCAACTATGAAGGTCTTAAGGCGACGATCTATGAAAG
AGGCGGTAAGATCGACTAGTTTATTCAAGGACTGTAAATCGTGATTAGCTT
TGATTTTTTTGGCAGCACTTTGAAGTATGGC
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Apéndice 3

Figura 33 - Calculo de eficiencia de cebadores para

gPCR

Concentracién \ Log. (concentracion) \ Ct Caspasa-3 Ct Bcl-2
5,00E-02 -1,30 3,69 3,78
5,00E-02 -1,30 3,79 3,81
5,00E-02 -1,30 3,74 3,76
5,00E-03 -2,30 3,72 3,69
5,00E-03 -2,30 3,64 3,63
5,00E-03 -2,30 3,66 3,64
5,00E-04 -3,30 5,06 6,31
5,00E-04 -3,30 6,54 4,71
5,00E-04 -3,30 4,73 521
5,00E-05 -4,30 8,43 10,13
5,00E-05 -4,30 10,33 8,83
5,00E-05 -4,30 7,50 8,93
5,00E-06 -5,30 12,18 14,35
5,00E-06 -5,30 13,71 12,25
5,00E-06 -5,30 11,74 11,77

Figura 34 — Expresion del gen de referencia (GAPDH)

Muestra Ct
0 dia GAPDH 10,21
0 dia GAPDH 10,51
0 dia GAPDH 11,10
2 dias GAPDH 9,67
2 dias GAPDH 9,53
2 dias GAPDH 9,16
4 dias GAPDH 9,84
4 dias GAPDH 9,22
4 dias GAPDH 9,98
6 dias GAPDH 10,07
6 dias GAPDH 10,95
6 dias GAPDH 9,32
8 dias GAPDH 10,11
8 dias GAPDH 9,28
8 dias GAPDH 9,83
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10 dias GAPDH 8,95
10 dias GAPDH 10,56
10 dias GAPDH 9,44
Figura 35 — Variacion de la expresion de Bcl-2 vy

Caspasa-3 respecto a GAPDH

a)

Dias  CtBcl-2  CtCaspasa-3 Ct GAPDH |
3,85 4,08 3,63
0 3,98 3,98 3,78
3,82 3,77 3,94
3,89 3,90 3,78
2 3,83 3,92 3,70
4,06 4,15 3,67
3,76 3,73 3,64
4 3,86 3,70 3,67
4,02 3,76 4,21
3,76 3,93 3,93
6 4,03 3,86 4,07
4,02 4,01 4,53
XXX 3,91 4,04
8 XXX XXX 4,06
XXX 4,59 XXX
4,14 4,05 3,79
10 XXX 3,84 3,97
4,23 3,80 371
3,75 3,64 3,65
13 3,71 3,54 3,63
3,61 XXX 4,26
16 3,79 3,73 3,75
4,01 3,89 3,75
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b)

Dias  CtBc-2  CtCaspasa-3 Ct GAPDH |
15,82 14,53 9,53
2 15,54 15,19 9,13
15,04 14,32 9,30
15,48 14,02 9,02
4 14,65 13,94 8,84
15,15 15,11 9,45
14,55 XXX 8,37
6 16,09 14,97 9,50
16,05 15,71 9,32
15,83 14,01 9,28
8 16,62 14,75 9,14
17,45 14,70 9,24
15,37 13,03 8,99
10 15,40 14,98 8,93
16,65 XXX 9,63
Dias CtBcl-2 @ CtCaspasa-3 Ct GAPDH
15,63 17,24 10,21
0 15,04 16,63 10,51
15,94 17,94 11,10
16,92 16,73 9,67
2 15,54 17,04 9,53
15,37 16,17 9,16
15,80 16,62 9,84
4 14,57 XXX 9,22
15,76 17,65 9,98
14,53 16,11 10,07
6 17,06 16,98 10,95
15,95 16,70 9,32
16,78 17,50 10,11
8 15,47 16,89 9,28
17,25 18,30 9,83
15,96 17,04 8,95
10 | 17,56 17,32 10,56
16,17 17,74 9,44
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Figura 36 — Variacibn de la expresion de Bcl-2 y
Caspasa-3 en M. corti irradiados respecto a

irradiados

M. corti no

Dias Dosis (Gy) CtBcl-2 CtCaspasa-3 Ct GAPDH

0 17,55 18,49 11,89
18,57 18,27 13,32

100 16,26 18,71 12,72
17,72 18,26 12,45

200 17,96 18,80 12,76
1 18,78 19,05 12,63
300 19,40 18,89 12,25
17,98 18,54 13,55

500 20,10 18,96 12,76
16,12 18,51 13,87

19,49 18,57 13,07

1000 18,32 19,63 14,52
0 17,25 18,25 11,23
19,84 18,81 14,44

100 17,27 18,33 12,89
18,82 17,97 13,23

200 17,87 18,42 11,71
5 20,73 18,74 13,73
300 17,70 17,97 11,41
18,71 18,11 13,41

500 18,63 18,07 11,89
19,30 18,68 13,37

1000 18,68 18,67 12,63
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Figura 37. Intensidad de fluorescencia de las muest
correspondientes a

M.

corti

desarrollo, con y sin inhibidor

Experimento

en diferentes estadios de

ras

S/inhibidor

535,960

489,162

487,294

477,868

498,700

483,902

519,362

475,937

S/inhibidor

540,424

481,283

484,287

487,454

561,292

550,514

587,574

531,870

S/inhibidor

596,805

538,747

544,983

538,064

554,876

520,250

577,859

534,462

Cl/inhibidor

493,164

467,526

460,961

475,511

488,281

476,078

496,139

478,408

Cl/inhibidor

560,336

533,047

522,983

540,783

547,011

507,354

529,751

552,401

Clinhibidor

595,764

521,642

528,420

545,330

533,143

501,958

522,759

544,930
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