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1. RESUMEN

Los cestodos son platelmintos pardsitos causantes de numerosas enfermedades que afectan la salud
animal y humana. Como todos los platelmintos, se caracterizan por la presencia de una poblacién de
células madre pluripotentes, que se conocen como células germinativas.

Las células germinativas son las Unicas células con capacidad proliferativa en cestodos, y las grandes
promotoras de procesos esenciales a lo largo de todo el ciclo de vida, como la renovacion de tejidos, el
crecimiento y las metamorfosis larvarias. A pesar de la importancia de estas células en el desarrollo,
actualmente se dispone de escasa informacion acerca de la regulacion del ciclo celular en cestodos.
Analisis filogenéticos han revelado que los platelmintos parasitos presentan un complemento reducido
de homologos de ciclinas candnicas: en sus genomas se identifican homodlogos de ciclinas D y B, pero
no homoalogos de ciclinas A o E. La ausencia de la mitad del complemento usual de ciclinas candnicas
sugiere la existencia de mecanismos atipicos de regulacion del ciclo celular, y tal vez especificos dentro
de los platelmintos pardasitos.

En este trabajo nos propusimos estudiar la expresion del transcripto de la ciclina B candnica (Hm-cycB)
en Hymenolepis microstoma, un cestodo ampliamente utilizado como modelo. Mediante hibridacion in
situ whole-mount (WMISH), en combinacion con marcadores de fases del ciclo celular, caracterizamos
el patron espacio-temporal de expresién de Hm-cycB en diferentes estadios del ciclo de vida de H.
microstoma, y analizamos su expresion a lo largo del ciclo celular de las células proliferantes.

En forma general, determinamos que Hm-cycB se expresa en células proliferantes (indiferenciadas) y
no a nivel de células diferenciadas (post-mitéticas).

Observamos que Hm-cycB se expresa, de forma intensa, en las células germinativas de la region del
cuello del adulto. Sorprendentemente, en estas ultimas, Hm-cycB no se detecta Unicamente durante la
fase G2/M sino también en fase S. En contraste, las células germinativas del escélex y segmentos
maduros no expresan Hm-cycB, por lo que el transcripto se expresaria diferencialmente en las células
germinativas internas y externas al cuello.

En segmentos maduros, se evidencia expresién de Hm-cycB Unicamente dentro de los sistemas
reproductores. En ovogonias y espermatogonias no se no se observa sefial de deteccién de Hm-cycB,
pero el ARNm comienza a detectarse en las divisiones meidticas durante la espermatogénesis y
ovogénesis. Curiosamente, observamos que en oocitos y cigotos la sefial de WMISH para Hm-cycB se
localiza en focos que se concentran en un polo de la célula, lo que sugiere la disposicion del trascripto
en granulos asimétricos en el citoplasma.

El patrén de expresidn de Hm-cycB resultd ser mas complejo de lo esperado en base a los patrones de
expresion de la ciclina B en otros animales. Aungque quedan por responder muchas incdgnitas sobre el
rol de la ciclina B, los resultados de este trabajo aportan al conocimiento sobre los reguladores del ciclo
celular en cestodos.

Palabras Clave: cestodos, células germinativas, ciclo celular, ciclina B



2. INTRODUCCION

2.1. Generalidades de los cestodos

El filo de los platelmintos (perteneciente al superfilo Lophotrochozoa) constituye un grupo diverso de
gusanos acelomados y dorsoventralmente aplanados, que comprende tanto organismos de vida libre
como parasitos [Collins, 2017]. Dentro de los platelmintos, el clado monofilético Neodermata destaca
por ser el mas denso en especies, integrando organismos exclusivamente pardsitos de los grupos
Monogenea, Trematoda y Cestoda [Bagufia & Riutort, 2004; Koziol, 2017]. Se estima que todas las
especies de vertebrados pueden ser infectadas por al menos un Neodermata, por lo que se atribuye a
estos ultimos una de las transiciones mas exitosas hacia el parasitismo en todo el reino animal [Collins,
2017].

Los cestodos se encuentran enormemente adaptados a su estilo de vida como parasitos. Se caracterizan
por presentar ciclos de vida complejos, con estadios especializados en la infeccién de cada hospedador.
La mayoria de las especies poseen un hospedador definitivo (vertebrado), donde se desarrollay madura
sexualmente el estadio adulto, y uno o mas hospedadores intermediarios (vertebrados o
invertebrados), que albergan a las formas larvarias [Koziol, 2017].

Desde el punto de vista anatdmico, poseen drganos de fijacidon (como ganchos y ventosas) que les
permiten adherirse a los tejidos internos de sus hospedadores, favoreciendo el proceso de infeccién.
Carecen absolutamente de sistema digestivo, y en su lugar, un tegumento sincitial especializado se
encarga del intercambio de nutrientes, ademds de actuar como barrera protectora frente a las
condiciones extremas a las que se enfrenta el gusano [Tyler & Tyler, 1997; Koziol, 2017].
Su cuerpo se compone de segmentos repetidos llamados proglétides, que se generan en forma
continua a partir de la regiéon del cuello. Cada progldtide contiene un sistema reproductor femenino y
uno masculino, capaces de dar lugar a la produccion masiva de huevos con una gran capacidad de
dispersion, lo que determina el gran éxito reproductivo de estos platelmintos.

Las etapas larvarias de los cestodos son capaces de infectar una gran variedad de especies, incluyendo
al humano y animales domésticos [Garcia et al., 2007]. De hecho, se encuentran entre los patégenos
humanos mas exitosos [Collins, 2017], responsables de enfermedades severas, como la cisticercosis
(causada por Taenia solium) y las equinococosis (causadas por Echinococcus spp.), que afectan
principalmente a poblaciones de contextos criticos. Estas enfermedades son dificiles de combatir, y las
opciones farmacoldgicas disponibles para su tratamiento son reducidas [Garcia et al., 2007].

Su relevancia desde el punto de vista sanitario suscita un profundo interés en el estudio del desarrollo
de los platelmintos parasitos, particularmente en busca de blancos moleculares que permitan la
generacion de nuevas terapias antihelminticas. Sin embargo, el trabajo con especies patogenas se ve
limitada por el riesgo que conlleva mantener y manipular el material bioldgico. Afortunadamente, se
han establecido especies modelo que facilitan la investigacién de la compleja biologia de los cestodos.



2.2. Hymenolepis microstoma como cestodo modelo

Hymenolepis microstoma, conocido comiunmente como tenia del conducto biliar del ratén, es un
cestodo perteneciente al orden Cyclophyllidea [Cunningham & Olson, 2010]. Esta especie se ha
establecido como organismo modelo en el estudio de los platelmintos parasitos por presentar multiples
ventajas practicas; y, aunque no es clinicamente relevante, su proximidad filogenética a organismos de
importancia sanitaria determina que sea posible obtener informacion valiosa, potencialmente
generalizable a otros cestodos.

Como principales ventajas destacan la ausencia de Esclex
riesgo de infeccion en humanos, y la posibilidad de Regi6n germinativa
establecer su ciclo de vida completo en el laboratorio, del cuello

utilizando a sus dos hospederos naturales: Mus
musculus (ratén) y Tribolium confusum (escarabajo de la
harina) [Cunningham y Olson, 2010]. Esto facilita ?egmenms
enormemente la manipulacion y el acceso a los inmaduros
diferentes estadios de vida, incluyendo al adulto, a las
dos formas larvarias (oncdsferas y cisticercoides), y
fases intermedias del desarrollo (como larvas en
proceso de metamorfosis). También existen protocolos
para el cultivo in vitro de todas las formas de vida [Evans,

1970; Seidel et al., 1975; Berntzen & Voge, 1961; Rycke

. . Segmentos
& Berntzen, 1967], aunque intentos recientes de maduros
obtener adultos in vitro han fracasado en reproducir el
inicio de la estrobilacion [Pouchkina-Stantcheva et al.,
2013]. Por tanto, no es posible prescindir del uso de Desarrollo
animales de laboratorio. reproductivo
Como consecuencia de su establecimiento como Segmentos

gravidos

modelo, en los Ultimos afios se han puesto a punto

varios ensayos Yy técnicas (como protocolos de
hibridacién in situ, inmunofluorescencia y marcado
metabdlico con analogos de timidina) en H. microstoma.  Figura 1: Organizacién corporal de los cestodos.
Adicionalmente, se secuencié su genoma completo  El extremo anterior del gusano, conteniendo
[Tsai et al., 2013; Olson et al., 2020], y se obtuvieron 6rganos de fijacion, se conoce como escolex. A

L . , partir de la region inmediatamente posterior al
datos de transcriptémica de diferentes estadios de su

escélex, denominada region germinativa del
desarrollo [Olson et al., 2018; Preza et al., 2021a], lo que cuello, se generan segmentos en forma continua.

ha impulsado enormemente el uso de técnicas |os segmentos maduran hacia el extremo
moleculares. Sin embargo, al igual que ocurre con otros  posterior de la estrobila, estableciéndose un

platelmintos, no es sencillo hacer ensayos de  gradiente anteroposterior ~de  desarrollo
modificacién genética, lo que constituye una de las ~ reproductivo.  Los  segmentos  maduros

L o desarrollan sistemas reproductores masculinos y
principales limitaciones que presenta este modelo

. femenino completos, que degeneran en los
[Pouchkina-Stantcheva et al., 2013].

segmentos posteriores (gravidos), para dar paso
a la acumulacion de huevos.



En suma, H. microstoma es un buen modelo para el estudio de la biologia de cestodos, y es el modelo
principal que utilizamos en nuestro laboratorio actualmente.

El ciclo de vida de H. microstoma (Figura 2) implica tres estadios de vida: la oncdésfera (primer estadio
larvario), el cisticercoide (segundo estadio larvario) y la forma adulta [Cunningham & Olson, 2010].

El adulto reside en los conductos biliares y el duodeno del ratén, que oficia de huésped definitivo. El
cuerpo del adulto estd compuesto por el escélex (extremo anterior que contiene ventosas y ganchos),
el cuello (region no segmentada, a partir de donde se originan segmentos en forma continua) vy la
estrobila, una cadena compuesta por numerosos segmentos o proglétides [Roberts, 1980; Rozario &
Newmark, 2015].

Los segmentos generados a partir del cuello maduran en direccion anteroposterior, dando lugar a un
gradiente de desarrollo reproductivo (Figura 1). Los segmentos inmaduros (cercanos al cuello) carecen
de estructuras definidas en su interior. Mdas adelante en el desarrollo se forma el primordio genital en
la region central del segmento, que da lugar a los sistemas reproductores masculinos y femeninos en
los segmentos maduros. En los segmentos gravidos (mds posteriores) los sistemas reproductores
degeneran, permitiendo la acumulacién de huevos.

Por reproduccién sexual en los segmentos maduros se generan cigotos. Cada cigoto atraviesa un
desarrollo embrionario temprano muy particular, que implica clivajes asincrénicos y asimétricos, desde
las primeras divisiones [Rybicka, 1966; Roberts y Davis, 1989]. Como resultado, se genera la oncdsfera,
una primera forma larvaria de tamafio reducido, que se libera al medio ambiente dentro de un huevo,
gue le confiere proteccién durante la dispersion [Koziol, 2017; Smyth & McManus, 1989].

Al ser liberados al ambiente, los huevos pueden ser ingeridos por el hospedador intermediario:
escarabajos, por ejemplo, de la especie Tribolium confusum [Cunningham & Olson, 2010].
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‘ (\\\\§ “\/L Figura 2: Ciclo de vida de H. microstoma.
t.d) Adulto — CTAR El cestodo adulto reside en los conductos
)

biliares de ratones. Alli se desarrolla vy
produce huevos que encapsulan oncésferas
infectivas (primera forma larvaria). Los
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pueden ingeridos por escarabajos. Dentro del
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Durante la ingestidn, las cubiertas protectoras del huevo se rompen y la oncdsfera es liberada en el
sistema digestivo del insecto, donde la oncdsfera se activa. Secreciones proteoliticas y el movimiento
de sus tres pares de ganchos, le permiten a la larva atravesar el tubo digestivo del escarabajo para llegar
al hemocele. Alli, la oncdsfera sufre cambios fisioldgicos y morfoldgicos radicales que derivan en el
desarrollo del segundo estadio larvario: el cisticercoide [Vogue, 1964; Koziol, 2017].

El cisticercoide es un organismo similar al adulto. Posee el escdlex y la regién del cuello, invaginados
dentro de una vesicula, pero no presenta proglétides. Eventualmente, esta segunda forma larvaria es
ingerida por el huésped definitivo (ratén) en conjunto con el huésped intermediario. Una vez en el
sistema digestivo del roedor, la pepsinay el dcido clorhidrico del estdmago disuelven las envolturas que
rodean a la larva, mientras la tripsina y sales biliares del intestino impulsan su activacién [Cunningham
y Olson, 2010].

Posteriormente, el cisticercoide migra desde el intestino hasta el ducto biliar, donde se establece para
comenzar el proceso de estrobilizacion (proceso de generacion de segmentos a partir de la regién del
cuello) que dard lugar a la forma adulta. El escélex presente en la larva se mantiene y los tejidos
posteriores del adulto son generados por expansién y modificacién de los ya existentes [Koziol, 2017].
A medida que el parasito adulto contintda su desarrollo, genera nuevos segmentos, que maduran y
luego se vuelven gravidos [de Rycke, 1966]. De esta forma, se completa el ciclo de vida.

Los complejos mecanismos de desarrollo que sustentan el ciclo de vida de H. microstoma, y de todos
los cestodos, son impulsados por un grupo de células particulares: las células germinativas.

2.3. Células germinativas

En Platelmintos las células diferenciadas son post-mitdticas. La renovacion de los tejidos diferenciados
y el crecimiento depende de una poblacién aislada de células madre pluripotentes, que constituye la
Unica poblacion de células con capacidad proliferativa en estos organismos. Después de proliferar,
parte de estas células abandonan el ciclo celular y migran a los tejidos para dar lugar a distintos tipos
celulares diferenciados [Gustafsson, 1976; Koziol et al., 2010]. Esta estrategia difiere de la existente en
otros metazoarios, donde células madre residentes y células proliferantes diferenciadas son fuente de
nuevas células para la renovacion tisular [Peter et al., 2004].

En planarias, las células con capacidad proliferativa, conocidas como neoblastos, han sido ampliamente
estudiadas, por lo que se han realizado grandes avances en su caracterizacién [Rink, 2013].

Morfolégicamente los neoblastos se distinguen por ser pequefias células redondeadas, con un
citoplasma rico en ARN y ribosomas, y un gran nucleo con escasa heterocromatina, que contiene a un
nucleolo prominente en su interior [Bagufia et al., 1989; Peter et al., 2004]. A nivel ultraestructural se
observa que presentan una gran cantidad de mitocondrias y ribosomas libres, y carecen de reticulo
endoplasmatico y aparato de Golgi. También presentan granulos ribonucleoproteicos (RNP)
denominados cuerpos cromatoides [Morita et al., 1969; Hay & Coward, 1975; Koziol et al., 2010].

Desde el punto de vista molecular, se han definido por la expresién de Piwi [Reddien et al., 2005], vy
otros genes que se asocian a la especificacion de la linea germinal en animales (como vasa, nanos,
pumilio, tudor y bruno) [Wagner et al., 2012]. Genes asociados al ciclo celular, como la ciclina B,



también se han establecido como marcadores de neoblastos, ya que se encuentran especificamente
expresados en células proliferantes de planarias [Reddien, 2005; Zhu & Pearson, 2013; Bagufia, 2013].

Aunque en un inicio los neoblastos fueron colectivamente definidos como una poblacién homogénea
de células pluripotentes [Bagufia et al., 1989], posteriormente se evidencid que se trata de una
poblacion heterogénea, que incluye células madre pluripotentes [Wagner et al., 2011], asi como
también progenitores con linajes restringidos (capaces de dar lugar a ciertos tipos celulares), y progenie
en vias de diferenciacion [Wagner et al., 2011; Zhu & Pearson, 2016; Zeng et al., 2018]. En los ultimos
afios se han caracterizado diferentes subpoblaciones de neoblastos, e incluso se han podido reconstruir
vias de especificacién de multiples linajes celulares [Molina & Cebria, 2022], alcanzdandose un
entendimiento considerable del comportamiento de las células proliferantes de planarias.

A pesar de la importancia en la promocién del ciclo de vida, y su atractivo como blanco de accién de
terapias farmacoldgicas, el estudio de las células con capacidad proliferativa se encuentra mucho
menos avanzado en cestodos. Las denominadas células germinativas son funcionalmente equivalentes,
y morfolégicamente muy similares, a los neoblastos de planarias [Bolla & Roberts, 1971; Koziol et al.,
2010; Koziol & Castillo, 2011]. Desde el punto de vista molecular, presentan un perfil de expresion
génica Unico. De hecho, se ha visto que los Neodermata han perdido ortdlogos de genes como piwi,
vasa o tudor, considerados marcadores conservados de células madre pluripotentes y de la linea
germinal [Juliano et al., 2010; Solana, 2013], lo que sugiere que los mecanismos implicados en el
mantenimiento de las células madre son diferentes en platelmintos parasitos [Tsai et al., 2013; Koziol
et al., 2014]. Mas recientemente se determind que las células germinativas constituyen una poblaciéon
heterogénea a nivel molecular [Koziol et al., 2014; Rozario et al., 2019], al igual que los neoblastos en
platelmintos de vida libre. También se encontraron genes que se expresan en forma exclusiva en esta
poblacion y son esenciales para el mantenimiento del estado indiferenciado [Rozario et al., 2019].

Las células germinativas se han descrito en todos los estadios de vida, e impulsan el desarrollo alo largo
de todo el ciclo de vida de los cestodos [Koziol & Castillo, 2011]. En los adultos, las células germinativas
se concentran en el parénquima medular de la regién del cuello, en estrecha proximidad a la capa
muscular interna, que se cree provee a las células germinativas de sefiales que mantienen su estado
indiferenciado [Bolla & Roberts, 1971; Koziol et al., 2010]. En el parénquima cortical, donde se localizan
el tegumento y musculo sub-tegumentario, las células germinativas se encuentran ausentes o
restringidas a las regiones mas internas [Bolla & Roberts, 1971; Koziol & Castillo, 2011].

Aunque las células germinativas se concentran en la regidon generativa del cuello, también se
encuentran presentes en otras regiones de la estrébila en una menor proporcion [ Bolla & Roberts,
1971; Koziol et al., 2010; Rozario et al., 2019]. Sin embargo, el potencial de regeneracion se encuentra
limitado Unicamente a la regién del cuello, donde las células germinativas se encuentran bajo la
influencia de sefiales provenientes del escélex [Rozario et al., 2019]. La proliferacién y diferenciacién
de las células germinativas del cuello permiten la renovacion de los tejidos diferenciados del adulto y la
constante generacion de nuevos segmentos corporales durante el proceso de estrobilacion.

En las larvas, una reducida cantidad de células germinativas se mantienen quiescentes hasta que ocurre
la transiciéon de hospedador, momento en que proliferan e impulsan el proceso de metamorfosis a la
siguiente forma de vida [Koziol et al., 2017]. Asi, las células germinativas son esenciales durante el
desarrollo de los cestodos. Sin embargo, se desconocen aspectos importantes de su biologia, como los
mecanismos implicados en la regulacidon de su proliferacion.



2.4. Ciclinas como reguladoras del ciclo celular y el rol de la ciclina B

Las ciclinas conforman una amplia y diversa familia de proteinas que comparten un motivo conservado
denominado “caja de ciclina” [Quandt et al.,, 2019]. Un subgrupo especifico de estas proteinas,
conocidas como ciclinas canénicas, desempefia un papel fundamental en la regulacion del ciclo celular
al asociarse y provocar la activacion de serin-treonin quinasas, las quinasas dependientes de ciclina
(CDKs) [Morgan, 1997].

Las ciclinas candnicas se acumulan y degradan peridédicamente, determinando una oscilacidon en la
actividad de las CDKs, que fosforilan diversas proteinas efectoras y desencadenan el comienzo de
eventos celulares especificos. De este modo, se establece un robusto sistema de control, basado en el
ensamblaje secuencial de complejos ciclina-CDK, que impulsa el avance del ciclo celular a través de las
diferentes fases en el momento y orden correcto [Morgan, 1997].

Estos complejos reguladores del ciclo celular se encuentran conservados dentro de los eucariotas,
aunque el nimero de ciclinas y CDK se vio incrementado durante la evolucion de los eucariotas
superiores [Harashima, 2013]. En eucariotas unicelulares, una Unica quinasa dependiente de ciclina
(Cdc28, equivalente a la Cdk1) se asocia con multiples ciclinas para promover la progresién del ciclo
celular [Bloom & Cross, 2007]. En cambio, las células animales poseen multiples Cdks que coordinan
los eventos claves del ciclo, cada una de ellas regulada por ciclinas diferentes [Harashima, 2013].

En base a la similitud de secuencia, cldsicamente se han definido cuatro subfamilias de ciclinas
candnicas: ciclinas A, B, Dy E. Los miembros de cada subfamilia comparten patrones de expresion, y
se asocian a CDK afines, por lo que se las asocia a una actividad especifica en la regulacion del ciclo
celular [Morgan, 2007].

Por ejemplo, la ciclina D aumenta su concentracién en funcién del crecimiento celular y la presencia de
sefiales mitogénicas, y en asociacion con las quinasas CDK4 y CDK6 promueven el ingreso al ciclo celular.

La ciclina E aumenta en fase G1 tardia y disminuye su concentraciéon tempranamente en fase S. El
complejo que forma en asociacion con CDK2 impulsa la progresion a través del punto de restricciéon de
ingreso al ciclo celular, y desencadena los eventos iniciales de fase S (estimula la replicacién del ADN y
la duplicacién del centrosoma).

Por su parte, la ciclina de tipo A comienzan a sintetizarse al inicio de la fase S, y se asocian a CDK2
provocando su activacién. El complejo ciclina A-CDK2 promueve la progresion a través de la fase S
mediante la fosforilacion de proteinas involucrados en la duplicacion del ADN. Posteriormente, la ciclina
A forma un complejo con la CDK1 y estimular el ingreso a mitosis.

La ultima ciclina candnica, la ciclina B, es de nuestro particular interés en el contexto de este trabajo.
Esta ciclina desempefia un papel esencial en el control del ciclo celular durante la mitosis y la meiosis.
En todos los eucariotas estudiados hasta la fecha, la ciclina B, en complejo con CDK1, controla la
transicion G2/M vy desencadena eventos esenciales para la divisién celular, como la condensacién
cromosdmica, el desensamblaje de la ldmina nuclear y el establecimiento del huso mitético/meidtico
[Murray & Hunt, 1993; Nurse, 1990].



Los niveles de proteina de la ciclina B aumenta gradualmente desde la fase S tardia, a lo largo de la fase
G2, hasta llegar a un maximo en metafase [Pines y Hunter, 1989]. A medida que se concentra en el
citoplasma, la ciclina se asocia a la quinasa CDK1. Sin embargo, el complejo Ciclina B-CDK1 formado se
mantiene inactivo, hasta que las fosfatasas Cdc25 eliminan fosforilaciones inhibitorias de los residuos
Thrl4 y Tyrl5 (introducidas previamente por Mytl y Weel) [Porter & Donoghue, 2003]. Recién como
resultado de la alteracion del patréon de fosforilacion el complejo se activa, y al ubicarse en el
compartimento subcelular adecuado, accede a sus blancos de fosforilacién siendo capaz de
desencadenar los eventos de la mitosis. Hacia el final de la metafase, el complejo promotor de la
anafase (APC/C) reconoce un motivo conservado llamado caja de destruccién en la regién N-terminal
de la ciclina, y cataliza su ubiquitinacion, destinandola a la degradacion proteasomal (Figura 3). En
consecuencia, la actividad de la CDK1 disminuye, permitiendo la transicion de la metafase a anafase y
la salida de la mitosis [Clute & Pines, 1999; Murray et al., 1989].
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Figura 3: Regulacion de la actividad del complejo CDK1-ciclina B. La expresidn de la ciclina B comienza en fase S tardia y
aumenta gradualmente a lo largo de la fase G2 hasta alcanzar un maximo en fase M. Al acumularse, la ciclina B forma un
complejo con CDK1, que presenta la fosforilacion activadora en T161. Este complejo pre-MPF se mantiene inactivo hasta
que Cdc25 elimina las fosforilaciones inhibitorias en T14 y Y15 (introducidas previamente por Weel y Mytl). Tras
activarse, el complejo CDK1-ciclina B (MPF activo) fosforila sus blancos moleculares promoviendo los eventos de la
mitosis. Al final de la metafase, la ciclina B es ubiquitinada por APC/C, siendo destinada a la degradacién proteosomal. En
consecuencia, CDK1 se inactiva, permitiendo el ingreso a anafase y la finalizacion de la fase M.

En vertebrados se conocen 5 tipos de ciclinas B (B1-B5), siendo las ciclinas B1 y B2 las mas ampliamente
expresadas y caracterizadas en cuanto a su funcion y patrén de expresion [Porter & Donogue, 2003].
La ciclina B1 se acumula en el citoplasma durante la interfase, co-localizando con los microtubulos, y
con el inicio de la mitosis pasa a ubicarse predominantemente en el nucleo, accediendo a sus blancos
moleculares. Por su parte, la ciclina B2 co-localiza con el aparato de Golgi, y durante la mitosis se
distribuye uniformemente en todo el citoplasma. En forma concordante con su ubicacidn, la ciclina B1,
en asociacién con CDK1, promueve la condensacién cromosémica, el desensamblaje de la ldmina
nuclear y el establecimiento del huso mitdtico [Gavet & Pines, 2010], mientras la ciclina B2 induce la
fragmentacion del aparato de Golgi [Jackman et al., 1995]. En invertebrados, se propone que una Unica
ciclina B candnica podria cumplir las funciones mitdticas de las ciclinas B1 y B2 de vertebrados [Han et
al., 2012].



Durante la meiosis, el rol de la ciclina B ha sido predominantemente estudiado durante la maduracion
de los ovocitos [Hirai et al., 1992; Chapman & Wolgemuth, 1992; Kotani et al., 2001; Li et al., 2019;
Bouftas & Wassmann, 2019].

En forma analoga a lo que ocurre en mitosis, el complejo CDK1-ciclina B estimula el ingreso a la meiosis.
En el caso particular de la ovogénesis, la actividad del complejo desencadena los acontecimientos
estructurales del proceso de maduracion del ovocito, como la ruptura de la envoltura nuclear (conocida
como vesicula germinal), la condensacién de la cromatina y la formacion del huso de microtubulos,
permitiendo el escape del arresto en profase | y la progresion de la primera division meidtica [Vaur et
al., 2004]. En anafase |, los niveles de ciclina B disminuyen, permitiendo la salida de la meiosis .
Posteriormente, los niveles de la ciclina aumentan y el complejo ciclina B-CDK1 induce la progresién
hacia la metafase de la segunda divisién meidtica [Murray et al., 1989]. También se propone que la
actividad del complejo podria ser importante para inhibir la fase S entre las dos meiosis [Picard, 1996].

2.5. Ciclinas en platelmintos

Actualmente se dispone de escasa informacién acerca de los mecanismos implicados en la regulacion
del ciclo celular en platelmintos. Como antecedente a este trabajo, fue realizado un anélisis filogenético
con el objetivo de conocer los homdlogos de ciclinas que se encuentran codificados en el genoma de
estos animales. Los resultados indican que los platelmintos, y particularmente los platelmintos
parasitos, presentan un complemento reducido de ciclinas candnicas. En estos parasitos (y en especial
en cestodos) se han perdido muchos genes reguladores en general [Tsai et al., 2013], por lo que las
ciclinas se sumarian a la lista de componentes moleculares, implicados en la regulacién de multiples
procesos, que se han perdido a lo largo de su evolucién.

En planarias (platelmintos de vida libre) se identifican homodlogos de ciclinas D, B, y E, pero no
homodlogos de ciclinas de tipo A (Figura 4 y Tabla 1). Por su parte, los platelmintos parasitos presentan
homologos para sélo dos de las cuatro ciclinas candnicas que participan en la regulacion del ciclo celular
en otros animales: tanto en cestodos (H. microstoma, E. multilocularis) como trematodos (S. mansoni)
se observa la presencia de homdlogos para ciclinas Dy B, y la ausencia de homdlogos de ciclinas de tipo
Ay E (Tabla 1).

Tabla 1: Homdlogos de las diferentes clases de ciclina candnicas en H. sapiens, D. melanogaster y platelmintos de vida libre (S.

mediterranea) y parasitos (H. microstoma, E. multilocularis y S. mansoni). Los homdlogos fueron identificados mediante busqueda
de similitud de secuencia, seguida por un anélisis filogenético. Andlisis realizado por Uriel Koziol (datos no publicados).

Clase H D PIateImllnto de vida Platelmintos pardsitos
de - : libre

sapiens | melanogaster

ciclina S. mediterranea H. microstoma E. multilocularis S. mansoni
61 CCND1,
CCND2, CCND SMESG000054290 HmN_000504900 | EmuJ_000456500 Smp_047620
(cyc D)
CNND3
1 E1
(fyc/é) CCCC%EZI CCNE SMESG000052655 Ausente Ausente Ausente
S CCNA1,
(cyc A) CCNA2 CCNA Ausente Ausente Ausente Ausente
G2/M CCNB1, SMESG000077303,
(cyc B) CCNB2, | CCNB, CCNB3 SMESG000030455, HmN_000462300 | EmuJ_001070150 Smp_082490
Y CCNB3 SMESG000077612




Adicionalmente, en platelmintos en general, destaca la existencia de ciclinas divergentes, que agrupan
en un clado aislado en el arbol filogenético (en verde en la Figura 4). En particular, en H. microstoma se
identifican seis ciclinas divergentes, una de las cudles (HmN_0000398100) incluso fue excluida del
alineamiento utilizado para la construccion del arbol filogenético. Todas estas ciclinas divergentes son
especificas de adulto, y se expresan predominantemente en la region medial del cuerpo (en los
segmentos maduros) en H. microstoma [Preza et al., 2021a; Olson et al., 2018].

La ausencia de la mitad del complemento de ciclinas candnicas sugiere la existencia de mecanismos
atipicos de regulacion del ciclo celular, y tal vez especificos dentro de los platelmintos parasitos.

Hasta donde sabemos, se trataria de los primeros animales que carecen de las dos ciclinas que
cldsicamente interactdan con la quinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2), lo que invita a indagar en
posibles modificaciones de los mecanismos conservados del control del ciclo celular en cestodos. Seria
posible que la ciclina B interactie con CDK2 (presente en el genoma de los cestodos), provocando su
activaciéon, o que el complejo ciclina B-CDK1 participe promoviendo la fase S, como se ha reportado
previamente para otros metazoos [Santamaria et al., 2007; Sherr et al., 2004; Pacek et al., 2004; Moore
et al., 2003]. También podria ocurrir que algunas ciclinas divergentes presentes en estos organismos
estén implicadas en la regulacién del ciclo celular, relevando las funciones de las ciclinas candnicas
ausentes.

Considerando este panorama complejo, resulta de interés determinar si la ciclina B (HmN_000462300)
de H. microstoma (una de dos clases de ciclinas candnicas identificadas en el genoma de los cestodos)
se expresa Unicamente en fase G2/M del ciclo celular, asi como analizar el patrén de expresion del
transcripto codificante para la ciclina B (Hm-cycB) en diferentes estadios del desarrollo de H.
microstoma. En este trabajo nos propusimos abordar estos dos puntos, utilizando hibridacion in situ
whole-mount (WMISH), en combinacién con marcaje metabdlico con un analogo de timidina e
inmunohistofluorescencia (IHF) para una marca especifica de mitosis.
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Figura 4: Relaciones filogenéticas de ciclinas. El arbol se obtuvo mediante el método de maxima verosimilitud aplicando el modelo
de sustitucion de aminoacidos WAG, tras el alineamiento de la secuencia aminoacidica de las ciclinas de H. sapiens, D.
melanogaster, S. mediterranea (Planaria), S. mansoni (Trematodo), E. multilocularis y H. microstoma (Cestodos). Se indica el apoyo
estadistico de cada nodo mediante el valor de Bootstrap. En celeste se resaltan las ramas correspondientes a las ciclinas candnicas,
y en verde el clado de ciclinas divergentes de platelmintos. Analisis realizado por Uriel Koziol (resultados no publicados).
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3. OBJETIVOS

Objetivos generales:

= Caracterizar la expresién de Hm-cycB en diferentes estadios del ciclo de vida de H. microstoma.
= Determinar si Hm-cycB se expresa Unicamente en fase G2/M del ciclo celular.

Objetivos especificos:

= Clonar el ADN copia (ADNc) de Hm-cycB.
= Realizar hibridaciones in situ whole-mount para evidenciar el patron de expresion de Hm-cycB

en diferentes estadios del ciclo de vida de H. microstoma.
= Analizar la co-localizacién de la expresidon de Hm-cycB con marcadores de ciclo celular.
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4. METODOLOGIA

4.1. Mantenimiento del ciclo de vida de H. microstoma

El ciclo de vida de H. microstoma es mantenido completamente en el laboratorio, en conjunto con el
Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA) de Facultad de Quimica.

En el bioterio del LEA se infectan ratones (Mus musculus) C57BL/6 mediante la administracion oral de
10 cisticercoides en 100 pL de PBS. Esta segunda forma larvaria se desarrolla en los ductos biliares del
roedor. Aproximadamente un mes después de la infeccidn, los ratones son sacrificados y se realiza una
necropsia para extraer a los cestodos adultos de los ductos biliares y el duodeno (protocolo CHEA
numero 10190000025215).

Posteriormente, en la Seccién Biologia Celular de Facultad de Ciencias, los segmentos gravidos de los
adultos, conteniendo huevos con oncésferas infectivas, se utilizan para la infecciéon de escarabajos de
la especie T. confusum. Los mismos se colocan en ayuno por una semana, de modo que cuando son
expuestos a un macerado de los segmentos, ingieren los huevos y se infectan con la primera forma
larvaria. En el hemocele de los escarabajos, la oncésfera sufre una metamorfosis para dar lugar a la
segunda forma larvaria. Tras 7-8 dias post-infeccion, los cisticercoides completamente desarrollados se
pueden obtener del hemocele de los escarabajos infectados. Estas larvas son utilizadas para la infeccion
de nuevos ratones.

4.2. Fijacion de adultos para WMISH

Adultos enteros de H. microstoma fueron anestesiados por incubacion en hielo durante 5 minutos y
después fijados rapidamente utilizando PFA 4% (Sigma) libre de RNAsas precalentado a 84°C (de este
modo se evita la contraccién de los gusanos, que dificulta observar los resultados de WMISH en los
tejidos internos). La fijacion se extendid durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se retird el PFA'y
se sustituyd por metanol 100%. Los gusanos fijados se guardaron a -20°C hasta su uso.

4.3. Activacion de cisticercoides

Los cisticercoides que se obtienen del hemocele de escarabajos T. confusum permanecen en forma
infectiva, rodeados por envolturas, hasta que tiene lugar su activacién. In vivo esto ocurre cuando
ingresa al sistema digestivo del ratén. In vitro, para activar a los cisticercoides, se los expone a
condiciones andlogas a las que experimentarian al ingresar al sistema digestivo del hospedero
definitivo, utilizando pH acido (HCl), enzimas digestivas (Pepsinay Tripsina) y sales biliares (Taurocolato
de Sodio). La combinacién de la Pepsina y el acido simulan las condiciones del estémago y disuelven las
membranas de la larva, mientras que la Tripsina y el Taurocolato, a lo que los cisticercoides
normalmente se expondrian al ingresar al intestino, la activan [Cunningham & Olson, 2010].

En este trabajo, se recolectaron cisticercoides a partir de escarabajos infectados (3 meses post-
infeccion), por diseccién bajo lupa. Tras lavarlos tres veces en PBS, se colocaron en una placa de Petri
conteniendo Solucion A (PBS + 0.17% HCl + 1% Pepsina) y se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se lavaron dos veces con PBS y se colocaron en Soluciéon B (RPMI + 0.1%
Taurocolato de Sodio + 0.5% Tripsina) precalentada a 37°C.
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En un principio, las larvas se incubaron en solucion B durante 30 minutos en estufa a37°C. Al observarse
una baja eficiencia de activacién, posteriormente se incubaron por aproximadamente 20 minutos mas,
siguiendo el proceso bajo lupa. En este tiempo se fueron recolectando, y colocando en PBS, a aquellos
cisticercoides activados que se liberaban de su capsula y comenzaban a moverse. Cabe destacar que el
periodo de recoleccion de larvas comprendié mas de 20 minutos, por lo que finalmente se obtuvieron
cisticercoides de un tiempo post-activacion variable. Al finalizar, los cisticercoides (condicion 0 h post-
activacion) se fijaron en PFA 4%y se preservaron en metanol a -20°C hasta su uso.

Por otro lado, para obtener cisticercoides 6 h post-activacién, se juntaron larvas del mismo modo, pero
previo a ser fijadas, se cultivaron durante 6 horas en medio bifdsico RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), 30% de
suero fetal bovino (Capricorn FBS-11A), 1% antibidtico-antimicético (Thermo, 15240-062), Hemina 0.15
um (Sigma-Aldrich), 0.1% Taurocolato de sodio (Sigma-Aldrich) con base de Agar Triptona + 5% Sangre
Ovina (Biokey) (paso realizado por Inés Guarnaschelli). Este medio de cultivo fue optimizado por Matias
Preza durante su tesis de doctorado, quién comprobd que los cisticercoides prosiguen su desarrollo
durante el cultivo. Por tanto, de este modo es posible estudiar fenédmenos que tienen lugar durante las
primeras horas del desarrollo post-activacién (etapa que naturalmente ocurre dentro del ratén).

4.4, Obtencidn de larvas en metamorfosis

En un periodo de 4 a 5 dias post-infeccidon (dpi), las oncdsferas comienzan el proceso de metamorfosis
a cisticercoides en los tejidos parenterales del hospedero intermediario, pero no llegan a completarlo
(la metamorfosis completa requiere de aproximadamente 7-8 dias [Cunningham & Olson, 2010]). Por
tanto, mediante una infeccién de 4-5 dpi pueden obtenerse larvas que se encuentran transitando el
proceso de metamorfosis.

Se infectaron escarabajos T. confusum (en ayuno) con huevos que fueron extraidos de segmentos
gravidos de H. microstoma adultos y posteriormente almacenados a 6-8°C durante 1 dia (este paso
aumenta la eficiencia de la infeccién [Preza et al., 2021b]). Tras 4-5 dpi, se disecaron los escarabajos
bajo lupa, extrayéndose las larvas del hemocele. Las mismas se recuperaron, fijaron en PFA 4% vy
reservaron en metanol a -20°C (en condiciones libres de RNAsas) hasta su uso.
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4.5. Clonacién de Hm-cycB

4.5.1. Amplificacién por PCR

Se realizé una PCR utilizando cebadores especificos (Tabla 2) disefiados para amplificar la secuencia
codificante parcial de 888 pb del gen de la ciclina B candnica de H. microstoma (HmN_000462300).
Como molde se utilizé el ADNc generado por retrotranscripcion de ARN total de H. microstoma adulto
utilizando Oligo dT.

Tabla 2: Secuencias de los primers utilizados en la PCR para la amplificacion de la
secuencia codificante para la ciclina B (HmN_000462300) de H. microstoma.

Primer Hm-cycB ‘ Secuencia
Sentido (s) TCGAGATCAAGAGTACCTTTGGTCC
Anti-sentido (as) TATCCTATCGTCCCAAACTCTGTCC

Tras obtener la mezcla de la reaccién [0.25 pl de HighTaq pol (5 u/ul, Bioron), 5 ul de buffer 10x, 2 ul
de molde (ADNc), 2 ul de primer s (10 uM), 2 ul primer as (10 pM), 1 pl de dNTPs (10 mM, Fermentas),
37.75 ul de H,0] se llevd a cabo la amplificacion utilizando el programa de ciclado que se describe en
la Tabla 3, considerando la Tm de los primers utilizados (Tm= 55°C).

Tabla 3: Programa de PCR utilizado para la amplificacion de la secuencia codificante
para la ciclina B (HmN_000462300) de H. microstoma.

Etapa ‘ Temperatura (°C) ‘ Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 2 min
Desnaturalizacion 94 10 seg
Hibridacién 55 20 seg ,35
ciclos
Extension 72 2 min
Extensidn final 72 2 min

Finalmente, se comprobd el resultado mediante una electroforesis en gel de agarosa 1% (Sigma), en
buffer TAE (Tris Acetato EDTA), utilizando SYBR Safe (Invitrogen) para la visualizacién del ADN, vy el
marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific).

4.5.2. Ligacién

Los amplicones obtenidos se insertaron en un plasmido mediante ligacién, utilizando el kit TA Cloning
Kit Dual Promoter (pCRIl) de Invitrogen. Este kit utiliza el plasmido pCRIlI (mapa adjunto en el Anexo),
un vector T que permite la ligacién directa de los productos de PCR con extremos cohesivos (con una
adenina desapareada en cada extremo 3’ del amplicén) que son sintetizados por la Tag polimerasa.
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Este plasmido cuenta con un gen de resistencia a Ampicilina, y con el gen lacZa que codifica para el
fragmento a de la enzima B-galactosidasa (lo que permite hacer el screening blanco-azul para la
seleccion de las bacterias transformadas).

Ademas, contiene los promotores T7 y SP6, cada uno a un lado del inserto, facilitando la transcripcion
del inserto para obtener productos sentido y anti-sentido.

Para la reaccidn de ligacién se siguid el protocolo sugerido por los fabricantes del kit y se utilizo la
siguiente mezcla de ligacién: 1 pl de Express Link T4 ligasa, 2 ul de Buffer (10x) de la enzima, 2 pl del
vector pCRIl, 0.5 pl de producto de PCRy 4 ul de H,0 libre de nucleasas. La mezcla se incubd a 22°C por
1 hora.

4.,5.3. Transformacion

La mezcla de ligacién se utilizd para la transformacion de bacterias quimiocompetentes mediante el
método de shock térmico.

Se utilizaron Escherichia coli de la cepa DH5a, que permite la replicaciéon de pldsmidos con un alto
numero de copias y la seleccion de bacterias recombinantes por screening blanco-azul (al incorporarse
el plasmido ocurre la a-complementacion del fragmento w de la B-galactosidasa, que cataliza la
hidrdlisis de 5-bromo-4-cloro-3-indolil -D-galactopiranosido (X-gal), generdndose luego un derivado
oxidado de color azul).

Se emplearon 5 pl de mezcla de ligacién, conteniendo el pldsmido de interés, para transformar 50 pl
de bacterias competentes. Tras incubar la mezcla en hielo por 20 minutos, se realizé el shock térmico
por 90 s a 42°Cy se devolvio al hielo por 90 s.

Posteriormente, se agregd medio de cultivo LB (Triptona 1%, NaCl 0.5%, Extracto de levadura 0.5%, pH
7.0) y se incubd con agitacién a 37°C durante 40 minutos para permitir la recuperacién de las bacterias.
Por ultimo, las mismas se sembraron en placas de LB-Agar con Ampicilina (100 pg/ml, Duchefa) y X-gal
(20 pg/mL), que se incubaron a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente se corroboré la presencia
de colonias y se reservaron las placas a 4°C (incubar las placas a esta temperatura provoca un aumento
de la precipitacion del derivado de X-gal y facilita la diferenciacién entre colonias azules y blancas).

4.5.4. PCR de colonia

Una vez crecidas las bacterias, para la identificacién de células recombinantes se llevaron a cabo PCR
de colonia. Se seleccionaron cinco colonias aisladas de color blanco (que deberian contener inserto,
dado que la secuencia de la subunidad alfa de la B-galactosidasa se encuentra interrumpida por el
inserto y no es posible el desarrollo de color azul), que se picaron y resuspendieron en 10 pL de agua
estéril. Como control negativo, se picaron también colonias azules (que no deberian contener el
inserto).

Se utilizd 1 plL de suspensién bacteriana como molde para la amplificacion por PCR, utilizando primers
complementarios a las secuencias SP6 (5-ATT TAG GTG ACA CTA TAG-3') y T7 (5'-TGT AAT ACG ACT
CAC TAT AGG G-3’) del plasmido pCRII, para verificar la presencia del inserto de interés.
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Para ello, se realizé la siguiente mezcla de reaccién: 0.1 pul de HighTag pol (5 u/ul, Bioron), 2 ul de buffer
10x, 1 ul de molde (suspensién bacteriana), 0.8 pl de primer T7 (10 uM), 0.8 ul primer SP6 (10 uM), 0.4
ul de dNTPs (10 mM, Fermentas) y 14.9 ul de H,0. Posteriormente, la PCR se llevd a cabo utilizando el
programa de ciclado que se establece en la Tabla 4.

Tabla 4: Programa de PCR utilizado para el screening de colonias bacterianas
seleccionadas y aisladas.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 2 min
Desnaturalizacion 94 10 seg
Hibridacion 50 20 seg .35
ciclos
Extension 72 2 min
Extension final 72 2 min

Para evaluar el resultado de la amplificacidn se realizé una electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer
TAE, utilizando SYBR Safe (Invitrogen) como colorante de acidos nucleicos, y GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Scientific) como marcador de peso molecular. En el caso de los clones en que se observé un
producto de amplificacién de tamafio adecuado, se sembraron los 9 UL restantes de suspension de
bacterias en placas de LB-agar con Ampicilina (100 ug/ml, Duchefa).

4.5.5. Extraccién de ADN plasmido en pequefia escala (Miniprep)

Luego de confirmar la presencia de un inserto del tamafio esperado, se realizé una purificacion del ADN
plasmidico partiendo de los cultivos bacterianos, utilizando el kit QlAprep Spin Miniprep Kit de Qiagen
y siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante.

Se picaron colonias aisladas de las placas previamente sembradas con las bacterias que presuntamente
contenian el plasmido recombinante y resuspendieron en 3 ml de medio LB con Ampicilina (100 pg/ml,
Duchefa). Tras una noche de incubaciéon a 37°C con agitacion (200 RPM) se centrifugd el cultivo durante
1 minuto a 14.000 RPM, obteniendo un pellet de bacterias a partir de las cuales se purificaron los
plasmidos.

Al finalizar, se estimo la concentracion de ADN por medicién de la absorbancia a 260 nm en un equipo
Nanodrop, y se envid a secuenciar por el método de Sanger a Macrogen (Corea) con los cebadores T7
y SP6. Una vez obtenida la secuencia, se corroboro la identidad del inserto y se dedujo su orientacién
dentro del plasmido mediante BLAST contra la base de datos disponible en WormBase Parasite.
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4.6. Sintesis de sondas para hibridacién in situ

Con el fin de evidenciar el patrén espacial de expresion del transcripto de la ciclina B (HmN_000462300)
en H. microstoma, se utilizé la técnica de hibridacién in situ whole-mount (WMISH). Este método se
basa en el uso de una sonda marcada que hibrida especificamente con un ARNm de secuencia
complementaria en tejidos fijados y permeabilizados. Posteriormente, la sonda puede ser detectada
mediante el uso de anticuerpos especificos conjugados a enzimas que catalizan una reaccién de
desarrollo de un producto coloreado o fluorescente.

Para poder realizar la hibridacién in situ, en primer lugar, fue necesario sintetizar una sonda con
secuencia complementaria al ARNm de interés, marcada con digoxigenina, asi como también una sonda
control (con igual secuencia al ARN).

4.6.1. Preparacion de moldes para la sintesis de sondas de ARN

Luego de confirmar la identidad y orientacion de los insertos, se amplificaron moldes para la generacion
de las sondas, partiendo de los plasmidos purificados. Para ello, se realizaron reacciones de PCR con los
primers T7 (5'-TGTAATACGACTCACTATAGGG-3') y SP6 (5'-ATTTAGGTGACACTATAG-3’) utilizando la
siguiente mezcla de reaccién: 2 ul de HighTaqg pol (5 u/ul, Bioron), 10 ul de buffer 10x, 1 ul de ADN
molde (dilucion 1/20 del plasmido), 2 pl de primer T7 (10 uM), 2 ul primer SP6 (10 uM), 2 ul de dNTPs
(10 mM, Fermentas) y 81 pl de H,0. Se utilizé el programa de ciclado que se establece en |la Tabla 5.

Tabla 5: Programa de ciclado utilizado para la amplificacion de la secuencia codificante
para la ciclina B (HmN_000462300) de H. microstoma.

Etapa ‘ Temperatura (°C) ‘ Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 2 min
Desnaturalizacion 94 10 seg
Hibridacién 50 20 seg ,35
ciclos
Extension 72 2 min
Extensidn final 72 2 min

Para evidenciar el resultado de la PCR se realizé una electroforesis en gel de agarosa 1% (Sigma), en
buffer TAE (Tris Acetato EDTA), utilizando SYBR Safe (Invitrogen) para la visualizacién del ADN, vy
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) como marcador de peso molecular.

Tras comprobar la amplificacion, se realizd la purificacidn de los productos de PCR utilizando el kit
GenelET (Thermo Scientific). Finalmente, se midié la concentracién del ADN purificado por absorbancia
260 nm en un equipo NanoDrop obteniéndose un valor de concentracién de 328 ng/ul. Este dato
permitié determinar la cantidad de ADN molde a utilizar en el ensayo de transcripcion in vitro que se
llevd a cabo a continuacion para obtener la sonda de ARN marcada.
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4.6.2. Transcripcion in vitro y purificacidn de las sondas

Utilizando los moldes amplificados, se realizé una transcripcién in vitro en presencia de DIG-11-UTP,
con el fin de sintetizar sondas de ARN sentido (con igual secuencia que el transcripto de ciclina B,
utilizada como control negativo) y anti-sentido (complementaria al ARNm de ciclina B, usada para la
deteccion por WMISH) marcadas con digoxigenina (DIG).

Se utilizaron las polimerasas T7 y SP6 (ThermoFisher), que emplean como promotor a las secuencias
del vector que flanquean al producto de PCR clonado en pCRII. Considerando la orientacion deducida a
partir de la secuenciacidn, la sonda anti-sentido se sintetizo utilizando la enzima T7 y la sonda sentido
utilizando la enzima SP6.

Se realizo la siguiente mezcla de reaccion: 4 pl Buffer 5x, 4 ul del producto de PCR (1 pg/ul), 2 ul de una
mezcla de NTPs (10 mM de ATP, GTP, CTP, y 6.5 mM UTP, Biolabs), 2 ul de digoxigenina-UTP (3.5 mM,
Merck), 0.5 ul de RNase Out (Invitrogen), 1.5 ul de ARN polimerasa SP6 o T7 (ThermoFisher) (para
sintetizar la sonda sentido o anti-sentido) y 6 ul de agua libre de RNAasas.

En la mezcla de nucledtidos, se utiliza uridina trifosfato (UTP) en menor concentracion y se
complementa la concentracién mediante la adicion de UTP asociado a digoxigenina, que marca las
sondas. Por el impedimento estérico que impone la digoxigenina, las ARN polimerasas incorporan el
nucledtido marcado con baja eficiencia, por lo que no es posible utilizar Unicamente DIG-UTP en la
reaccion.

La mezcla se incubd a 37°C durante 2 horas. Luego se adiciond 1 pl de DNasa | (Thermo) para degradar
el ADN molde, y se incubd 15 minutos mas a 37°C.A continuacion, se purificé la sonda utilizando el kit
RNA Clean and Concentrator (Zymo), siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante del kit, y analizé
la calidad de la sonda obtenida. Por un lado, se corrié una electroforesis en gel de agarosa 1% en
condiciones libres de RNAsas, para verificar la integridad de las sondas sintetizadas. Por otro lado, se
llevé a cabo un ensayo de Dot Blot para cuantificar la concentraciéon de las mismas.

Al final del protocolo, se obtuvieron 20 pl de cada sonda (Hm-cycB sentido y Hm-cycB anti-sentido), con
una concentracion estimada de 10 ng/ul. Las sondas fueron guardadas a -80°C hasta su uso en ensayos
de WMISH.

Las secuencias de las sondas se encuentran adjuntas en el Anexo. Las sondas sentido y anti-sentido
poseen un largo total de 1053 pb y 1055 pb respectivamente.

4.6.3. Cuantificacién de las sondas por Dot Blot

Una vez obtenidas las sondas, se procedié a cuantificar su concentracién mediante Dot Blot. Para ello,
se realizaron diluciones seriadas (1, 1/10, 1/100 y 1/1000) de las sondas de Hm-cycB sentido y anti-
sentido. Lo mismo se realizé con una sonda comercial marcada (DIG DNA Labeling and Detection Kit,
Roche) de concentracién conocida (10 ng/ul), que se utilizd como estdndar para estimar la
concentracion de las sondas de interés.

Se sembrd 1 ul de cada dilucién en una membrana de nylon cargada positivamente. Después de secarla
en estufa a 65°C por 30 minutos, se expuso a luz UV durante 1 minuto, para promover el
entrecruzamiento del dcido nucleico a la membrana.
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A continuacién, la membrana se lavé por 5 minutos con Buffer 1 (Tris-HClI 200 mM, NaCl 150 mM, pH
7.5), se bloqued con Buffer 2 (Buffer 1 + 0.5% Reactivo de bloqueo (Roche)) durante 10 minutos y se
incubd con anticuerpo Anti-DIG conjugado a fosfatasa alcalina (Merck), diluido 1:2000 en Buffer 2,
durante 20 minutos.

Se realizaron 2 lavados de 10 minutos en Buffer 1y un tercer lavado corto con Buffer 3 (Tris-HCl 100
mM, NaCl 100 mM, MgClI2 50 mM, pH 9.5) con agitacién. Por Ultimo, se procedid al revelado utilizando
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP, Sigma) y nitro-azul de tetrazolio (NBT, Sigma), que participan
en una reaccién catalizada por la fosfatasa alcalina que genera un precipitado coloreado. Este paso se
realiza incubando la membrana durante 5 minutos con una dilucion de BCIP y NBT en Buffer 3 (20
ul/ml), en oscuridad, sin agitacién (la agitacion dispersa el precipitado, afectando la cuantificacién). La
reaccion transcurrié durante 5 minutos, y luego se interrumpié con lavados con agua.

Al finalizar, se compard la intensidad de la coloracién de los precipitados (proporcional a la
concentracion de sonda) entre las diluciones de las sondas de Hm-cycB y la estandar. Estimamos que la
concentracion de las sondas sentido y anti-sentido de Hm-cycB es aproximadamente de 10 ng/ul. Por
tanto, realizamos una dilucién 1:50 de la sonda, para utilizarla a una concentracion final de 0.2 ng/ul en
los ensayos de WMISH.

4.7. Hibridacion in situ whole-mount (WMISH)

Se llevaron a cabo hibridaciones in situ whole-mount para Hm-cycB en gusanos adultos enteros (n= 4)
(conteniendo embriones tempranos, y oncdsferas en sus segmentos gravidos), cisticercoides 0 (n=~70)
y 6 horas post-activacién (n= ~70) y larvas en metamorfosis 4-5 dpi (n= ~90), con el fin de ver los
patrones de expresion de Hm-cycB en cada uno de los estadios mencionados.

En todos los casos, se siguid el protocolo descrito por Koziol et al., 2014 (desarrollado en el Anexo),
utilizando las sondas para Hm-cycB marcadas con digoxigenina en una concentracion final de 0.2 ng/ul.

Tras la permeabilizacién de los tejidos, se llevd a cabo la hibridacion de las sondas a una temperatura
de 58°C. Estas sondas se unen con alta especificidad a los ARNm complementarios presentes en los
tejidos.

Posteriormente, la sonda se detecté utilizando un anticuerpo anti-Digoxigenina conjugado a peroxidasa
(Merck), y tiramida conjugada a FITC como sustrato (previamente sintetizada en el laboratorio seguin
Hopman et al., 1998). La peroxidasa oxida a la tiramida permitiendo que el conjugado fluorescente se
una covalentemente a las proteinas que se encuentran préximas al anticuerpo de deteccion. De esta
forma, es posible evidenciar los sitios de expresién del gen de interés mediante una sefial fluorescente.

4.8. Deteccion de H3ser10P por Inmunohistofluorescencia (IHF)

Se utilizd la fosforilacién en la serina 10 de la histona H3 (H3ser10P) como marcador de células en
mitosis y meiosis (para el caso de las células de linea germinal). Los anticuerpos anti-H3ser10P son
altamente selectivos, proporcionado uno de los mejores métodos de deteccidn de células mitdticas
disponibles [Hendzel et al., 1997]. También pueden utilizados para detectar células en meiosis en forma
eficiente [Hendzel et al., 1997; Prigent & Dimitrov, 2003; Komar and Juszczynski, 2020].
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Esta marca se evidencié mediante inmunohistofluorescencia (IHF), siguiendo el protocolo descrito en
Koziol at al., 2014 (protocolo completo desarrollado en el Anexo), utilizando un anticuerpo primario
anti-H3serl10P producido en conejo (policlonal, Invitrogen, PA5-17869) en una concentracién 1/200.
Para la deteccion se utilizé un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo acoplado al fluoréforo Alexa
Fluor 546 (Invitrogen, A11010).

Como control negativo, se incluyd una condicion sin incorporar el anticuerpo primario. Este control
permite comprobar que la sefial observada en la deteccién no es producto de interacciones
inespecificas del anticuerpo secundario, ni de fendmenos de autofluorescencia o bleedthrough desde
el canal de WMISH.

La inmunofluorescencia se llevd a cabo en fragmentos de aproximadamente 3 segmentos de distintas
regiones de la estrobila de gusanos adultos (n= 2) (escolex, regidon germinativa del cuello, primeros
segmentos, y segmentos maduros de distinto grado de desarrollo) en los que previamente ya se habia
hecho la hibridacién in situ para Hm-cycB. De este modo fue posible analizar la co-localizacion entre las
dos marcas, siendo particularmente relevante el andlisis a nivel de las células germinativas del cuello y
a nivel de los sistemas reproductivos femeninos y masculinos.

Ademas de realizar la IHF en fragmentos pequefios, para asegurar que los anticuerpos penetraran en
los tejidos internos, los pasos de incubacidn con los anticuerpos se extendieron durante tres dias.

También se incluyd un paso de recuperacion de epitope inducida por calor [Ramos-Vara, 2005; Koziol
etal., 2014], como sugiere el fabricante del anticuerpo, probando diferentes protocolos como se detalla

en la siguiente seccion.
4.8.1. Recuperacidn de epitope inducida por calor (HIER)

El proceso de fijacién con paraformaldehido (PFA) permite la conservacion de la morfologia vy la
arquitectura tisular, pero genera entrecruzamientos que involucran a las proteinas del tejido, lo que
puede bloquear epitopes y, en consecuencia, dificultar la unién del anticuerpo.

Para exponer el epitope se llevd a cabo un proceso de recuperacion de epitope inducida por calor (Heat
Induced Epitope Retrieval, HIER), que implica la incubacién de las muestras en buffers especificos a alta
temperatura, para recuperar la reactividad del antigeno.

Con el fin de determinar la mejor condicion para hacerlo, se pusieron a prueba dos buffers: buffer
citrato 10 mM (pH=6) y buffer Tris 50 mM - EDTA 2 mM (pH=9), calentando a 99°C durante 20 minutos
en ThermoBlock.

Como resultado, se observé una sefial mas intensa para el caso del uso de Buffer citrato. Cabe destacar,
gue a pesar de que se obtuvo una mejor sefial para el caso en que se realizd el HIER, se logré obtener
sefial sin hacer el procedimiento. Sin embargo, consideramos que esto podria conllevar a una
subestimacion de las células que se encontraban en mitosis, dado que tal vez el anticuerpo no estaba
accediendo a todas las regiones de tejido del corte y no todas las células que exponian la histona H3
fosforilada. Por este motivo, a continuacion, realizamos el HIER para las inmunohistofluorescencias
utilizando buffer citrato 10 mM (pH=6).
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Esta puesta a punto también permitié corroborar que es posible llevar a cabo la inmunofluorescencia,
incluyendo un paso de HIER, sobre gusanos en los que previamente se realizé WMISH, sin perder la
marca de la sonda.

4.9. Marcado metabdlico con EdU

Para determinar si Hm-cycB se expresa en fase S, se realizaron ensayos de marcado metabdlico con el
analogo de timidina EdU (5-etinil-2’-desoxiuridina). El EJU es incorporado al ADN durante la fase de
sintesis del ciclo celular. Posteriormente puede ser detectado, permitiendo evidenciar aquellas células
gue atraviesan fase S durante el tiempo de incubacién.

La deteccidn se realiza mediante una reaccién bio-ortogonal de desarrollo de fluorescencia. Se utiliza
un compuesto azida fluorescente, que forma un enlace covalente con el grupo alquino del EdU
incorporado al ADN, en una reaccion catalizada por cobre. No es requerida la desnaturalizacion del
ADN, por lo que el marcado con EdU es compatible con otros procesos, como hibridacién in situ. Esto
nos permitié analizar la co-localizacién entre la expresién de Hm-cycB y las células que atravesaron un
evento de sintesis de ADN en los 30 minutos en que se realizd la incubacion.

Los gusanos adultos vivos (n= 6) se incubaron en estufa durante 30 minutos en medio RPMI 1640 + 10%
suero a 37°C para su aclimatacién. Luego, se adiciond EdU al medio de cultivo en una concentracion de
10 uM, probando distintos tiempos de incubacion (30, 60 y 120 minutos, n= 2 por cada condicion) para
determinar el menor tiempo de incubacién que es posible utilizar en la deteccién, obteniéndose una
buena sefial. Nos interesaba reducir el tiempo de marcado para evitar que las células que incorporaran
el andlogo progresaran en el ciclo celular, ya que nuestro objetivo era probar si Hm-cycB se expresa en
fase S.

Incubando a los adultos por 30 minutos obtuvimos una marca fuerte de EdU, por lo que utilizamos
gusanos de este tiempo para el realizar la hibridacion in situ. Una vez transcurrido el tiempo de marcado
los gusanos se dejaron fijando en PFA 4% en PBS-DEPC (libre de RNasas) durante toda la noche. Al dia
siguiente se colocaron en metanol libre de RNasas y reservaron a -20°C para su posterior uso en
hibridacién in situ con la sonda para Hm-cycB.

El revelado de EdU se realizd utilizando el kit comercial Click-iT Plus EdU Alexa Fluor 555 Imaging Kit
(ThermoFisher), una vez finalizado el protocolo de WMISH, para obtener gusanos co-marcados. Se
siguieron los pasos establecidos en el protocolo de deteccién de este kit.

4.10. Obtencidn y procesamiento de imagenes de microscopia

Las imagenes de microscopia confocal fueron obtenidas mediante el uso del microscopio de barrido
laser confocal Zeiss LSM800 del Instituto Pasteur y posteriormente analizadas utilizando el software FlJI
[Schindelin et al., 2012].

Para las imagenes de experimentos de co-marcado (WMISH para Hm-cycB y EdU o IHF para H3ser10P)
se cuantificaron las células que presentaban ambas marcas utilizando la herramienta Cell Counter de
FlJI. También se utilizo esta herramienta para determinar el nimero de nucleos que formaban parte de
cada roseta en los testes, mediante cuantificacién en los diferentes planos del Z-stack.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Amplificacién de la regién codificante para Hm-cycB

Mediante electroforesis fue posible corroborar la amplificacidn especifica de la region codificante para Hm-
cycB por RT-PCR (Figura 5). Se obtuvo un Unico producto del tamafio esperado (888 pb), en una alta
concentracion.

Hm-cycB MPM

Figura 5: Resultado de la amplificacién 5000 pb

de la regién codificante para Hm-cycB.
Electroforesis en gel de agarosa 1%.
En el primer carril se sembrd el
producto de PCR. Se obtuvo una
banda del tamafio esperado. En el
segundo carril se sembro el marcador
de peso molecular (MPM) GeneRuler
1kb Plus DNA Ladder.

1500 pb
1000 pb

500 pb

Este producto de PCR fue utilizado posteriormente para el ensayo de ligacion. No fue necesario purificarlo
desde el gel, dado que no se obtuvo ningun producto inespecifico y se observd una baja concentracién de
dimeros de primers.

5.2. Clonacién del ADNc de Hm-cycB

Como resultado de la PCR colonia, obtuvimos productos del tamafio esperado para el inserto en 3 de las 5
colonias transformadas. Identificamos a los clones que nombramos 2, 3 y 4 como posibles clones
recombinantes (Figura 6). De estos, se enviaron a secuenciar Unicamente los clones 2 y 4.

1 2 3 4 5 MPM

Figura 6: Resultado de PCR colonia para identificar
clones recombinantes. Electroforesis en gel de 5000 pb
agarosa 1%. En los carriles 1-5 se sembraron PCR

colonia de 5 clones. Para las colonias 2,3 y 4 se 1500 pb
obtuvieron bandas del tamafio esperado (888 pb). . 1000 pb
En el ultimo carril se sembrd el marcador de peso

molecular (MPM) GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. ' 500 pb

Una vez obtenidas las secuencias, mediante BlastN contra el genoma de H. microstoma, confirmamos que
el clon 4 contenia el inserto de interés, al obtenerse un porcentaje de identidad de 99.8% con el gen
HmN_000462300, codificante para la ciclina B candnica de H. microstoma. Por tanto, continuamos
trabajando con dicho clon.
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A partir de este analisis también fue posible conocer la orientacidon del inserto en el pldsmido, respecto a
los promotores SP6 y T7. La secuencia obtenida utilizando el primer SP6 alined contra la hebra codificante
(+) del gen HmN_000462300, mientras que la secuencia obtenida utilizando el primer T7 alined con la hebra
molde (-). Por tanto, la transcripcion a partir del promotor T7 permitié obtener la sonda de deteccidn (anti-
sentido), con secuencia complementaria Hm-cycB. Por su parte, la sonda sentido (con igual secuencia que
el ARNm de interés) que se utiliza como control negativo en los experimentos de hibridacion in situ, pudo
obtenerse a partir del promotor SP6.

5.3. Analisis de la calidad de las sondas

Tras obtener las sondas sentido y anti-sentido para detectar Hm-cycB por transcripcion in vitro y posterior
purificacién, se corroboré su integridad mediante electroforesis. Tanto para la sonda sentido como anti-
sentido se observé ausencia de degradacion (Figura 7). Ademas, la intensidad de las bandas nos permitié
estimar que ambas sondas se obtuvieron en una adecuada concentracion.

ADN Hm-cycBT7 Hm-cycB SP6

Figura 7: Andlisis de integridad de las sondas.
Electroforesis en gel de agarosa 1%. Como referencia,

en el primer carril se sembré el ADN utilizado como 5000 pb
molde durante la sintesis de las sondas. En el segundo

carril se sembré la sonda sentido (Hm-cycBT7) y en el 1500 pb
tercero la sonda anti-sentido (Hm-cycB SP6). No se 1000 pb
observo degradacién de las sondas. En el Ultimo carril 500 pb

se sembré el marcador de peso molecular (MPM)
GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder.

Por otro lado, se evalud la concentracion de la marca por Dot Blot, comparando la intensidad de la reaccién
de revelado (proporcional a la concentracion de digoxigenina) de cada sonda con la de la sonda estdndar
de concentracion 10 ng/uL. Estimamos que las dos sondas tenian una concentracion inicial de 10 ng/uL, al
igual que la sonda estandar (Figura 8).

En base a esto, definimos que para los experimentos de hibridacion in situ debia utilizarse una dilucién de
1/50 de las sondas, de modo de obtener una concentracién final de 0.2 ng/uL.

Estandar Hm-cycBT7 Hm-cycB SP6

1 @ & @
Figura 8: Estimacién de la
concentracion de la marca de las

PN s e sondas por Dot Blot. Se sembro 1

1/10 w uL de las diluciones 1,1/10, 1/100 y
1/1000 de la sonda estandar, y las
sondas sentido (Hm-cycB T7) y anti-

1/100 & sentido (Hm-cycB SP6) de ciclina B.
1/100
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5.4. Resultados de WMISH: Patrdn de expresidon de Hm-cycB en el adulto de H. microstoma

Mediante el uso de la técnica de hibridacion in situ whole-mount (WMISH) y posterior adquisicién de
imagenes de microscopia confocal, se analizé el patron de expresién de Hm-cycB en distintas regiones del
cuerpo del adulto de H. microstoma. La deteccién de Hm-cycB también se combind con marcado
metabdlico con un anadlogo de timidina (EdU) o con inmunohistofluoresencia para la histona H3 fosforilada
en la serina 10 (H3ser10P). En las siguientes secciones se describirdn y discutirdn los resultados obtenidos,
primero para las regiones mas anteriores (escélex, cuello y primeros segmentos) y luego para las
posteriores (segmentos en desarrollo y maduros).

5.4.1. Expresidon de Hm-cycB en el escélex, el cuello y los primeros segmentos

Comenzamos analizando el resultado de WMISH en la regidn anterior del cuerpo del adulto. En células de
la region germinativa del cuello (Figura 9A, B) observamos una sefial citoplasmatica fuerte (Figura 9E) que
indica una alta expresién de Hm-cycB. Examinando mas detalladamente, es posible identificar que Hm-cycB
se localiza en el parénquima medular delimitado por la capa de musculatura longitudinal interna (Figura 9B,
C), sitio donde se concentran las células germinativas [Bolla y Roberts, 1971; Koziol, 2017; Rozario et al.,
2019]. En el parénquima cortical, que incluye al tegumento y musculo subtegumentario, Hm-cycB no se
detecta (Figura 9D). Este patrén sugiere que la expresiéon de Hm-cycB ocurre Unicamente en células
proliferantes (indiferenciadas).

En los primeros segmentos la sefial de la hibridacién se mantiene fuerte (Figura 9A, C), y luego, hacia
segmentos mas posteriores, hay un gradiente decreciente de expresion de Hm-cycB en la regién medular
del parénquima.

En el escélex no evidenciamos expresion de Hm-cycB (Figura 9A). Aungue en esta regién hay células
germinativas, las mismas se encuentran en una baja proporcion (Figura 25 en el Anexo) [Rozario et al,,
2019], lo que podria determinar que la sefial de ciclina B correspondiente a estas células sea indistinguible.
También es posible que estas células germinativas externas al cuello no expresen Hm-cycB (al igual que
ocurre con las células germinativas ubicadas en el parénquima de los segmentos maduros, como se
describira mas adelante).

La concentracion del transcripto en el parénquima medular del cuello era esperable, en tanto las células
germinativas se encuentran proliferando activamente en esa regién, y Hm-cycB es una de las dos ciclinas
candnicas identificadas en el genoma de H. microstoma como candidatas a participar en la regulacion de su
ciclo celular (Tabla 1). Ademas, datos de transcriptdmica indican que Hm-cycB se expresa en muestras de
escolex y cuello (en conjunto) de H. microstoma (Tabla 6, datos extraidos de Olson et al., 2018).

En otros platelmintos pardsitos, los homdlogos de ciclina B parecen expresarse exclusivamente en células
germinativas. En el cestodo Mesocestoides corti, un homélogo de ciclina B (MCU_012332), ha sido
identificado por transcriptomica como un marcador de células proliferantes, presentando un
enriquecimiento significativo en esta poblacion celular (resultado de la tesis de doctorado de Alicia
Costébile, 2019). En forma concordante, la expresion del ortélogo de Echinococcus multilocularis
(EmuJ_001070150) disminuye si se induce el arresto de las células proliferantes con hidroxiurea o con el
inhibidor de Plk-1, Bi2536 [datos obtenidos por Uriel Koziol, no publicados].
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Figura 9: Expresién de Hm-cycB en el escélex, regiébn germinativa del cuello y primeros segmentos de H. microstoma.
A. Patrén general de expresion de Hm-cycB. La sefial en el extremo del rostelo, y en uno de los conductos excretores (sefialada con
cabezas de flechas) es un artefacto recurrente que surge como consecuencia de la acumulacion de la sonda en dichos sitios, sin
establecimiento de interacciones especificas. B. Detalle de la expresion en el cuello. C. Detalle de expresion en los primeros segmentos.

usencia de expresion de la ciclina B en los tejidos periféricos. E. Detalle de expresidon de Hm-cycB en el parénquima medular de la
region del cuello. Se observa la deteccidn del transcripto de la ciclina B por WMISH en verde y los nicleos marcados con DAPI en celeste.




En adultos de Schistosoma mansoni (trematodo), el tratamiento con radiacion o con ARNi contra
fgfrA o histona H2B (dos genes requeridos para el mantenimiento de los neoblastos) provocan la deplecion
de las células germinativas con la concomitantemente reduccion de la expresion del ortdlogo de
HmN_000462300 (Smp_082490) [Collins et al., 2013]. Por tanto, nuestros resultados son consistentes con
lo reportado para otras especies de platelmintos parasitos.

5.4.2. Expresidon de Hm-cycB en segmentos en desarrollo

En la regidn central de cada segmento en desarrollo se observa la formacion del primordio genital, un
conjunto de células con capacidad proliferativa que da lugar a los sistemas reproductores [Koziol et al., 2010;
Koziol, 2017].

En aquellos segmentos donde se empieza a desarrollar el primordio genital (Figura 10A), la sefial de
hibridacién in situ para Hm-cycB disminuye significativamente a nivel del parénquima medular en
comparacion con la regién del cuello, aunque aun se distingue una sefial reducida. Por su parte, las células
gue componen el primordio temprano presentan una sefial intensa de Hm-cycB (Figura 10A).

En segmentos un poco mas maduros, donde es posible visualizar los primordios de los testiculos, la
expresion de Hm-cycB desaparece del parénquima, y es reducida a nivel del primordio, el ducto genital, y
los testes nacientes (Figura 10B). Mas adelante en el desarrollo, Hm-cycB desaparece completamente, y no
es detectado a nivel del parénquima, en los testiculos tempranos, ni en el ducto genital (Figura 10C).

Sin embargo, sabemos que hay células proliferantes a nivel del parénquima medular de los segmentos en
desarrollo y maduros [Koziol et al., 2010; Koziol, 2017; Rozario et al., 2019], como puede evidenciarse por
la marca de EdU y de H3ser10P (Figura 11). Estas células germinativas no expresarian Hm-cycB (o podrian
expresarlo en mucho menor medida que las células germinativas del cuello, siendo el transcripto
indetectable por WMISH).

Hasta donde sabemos, Hm-cycB (HmN_000462300) seria el primer transcripto que se expresa
diferencialmente entre estas dos poblaciones de células germinativas en cestodos. Previamente se ha
reportado la existencia de genes marcadores de células germinativas, que son esenciales para el
mantenimiento de la capacidad proliferativa, pero los mismos se expresan en células germinativas,
independientemente de su ubicacion (es decir, no se expresan especificamente en la poblacién de células
madre indiferenciadas del cuello) [Rozario et al., 2019].

Proponemos que las células germinativas del parénquima medular de segmentos maduros deben estar
expresando una ciclina alternativa, probablemente alguna de las ciclinas divergentes que se identifican en
el genoma de H. microstoma, que son especificas de adultos y presentan una expresién mayoritaria en la
region media (segmentos maduros) del cuerpo del cestodo adulto (Tabla 6 y Tabla 7).
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En resumen, nuestros resultados indican que Hm-cycB no se expresa en células somaticas diferenciadas
(que carecen de capacidad proliferativa). En cambio, se expresa en células germinativas de la regién del
cuello y los primeros segmentos, pero no en células germinativas ubicadas fuera de esta region (escolex y
segmentos maduros).

OhPlHmoyes | oAl | Hmos

C

Figura 10: Expresion de Hm-cycB en segmentos en desarrollo. A. Primordio genital en desarrollo. B. Inicio de la
diferenciacion de los ductos y los testes. C. Ductos desarrollados y testes en crecimiento. Se observan los nucleos
marcados con DAPI en azul y el transcripto de la ciclina B en verde. pg: primordio genital / td: testes en desarrollo / pd:
primordio del ducto genital / d:ducto genital / fd: sistema reproductor femenino en desarrollo
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Figura 11: En el parénquima de los segmentos maduros hay células germinativas que no expresan Hm-cycB. A. Se observan células proliferantes (EdU*) que no
presentan marca de Hm-cycB (sefialadas con cabezas de flecha). B. En otro plano focal de la imagen anterior se evidencia una fuerte sefial de Hm-cycB a nivel del Utero,
gue actla como control positivo y permite confirmar la ausencia de sefial de Hm-cycB en las células proliferantes. Se muestra el EdU en rojo, la sefial de deteccién de
Hm-cycB en verde y el DAPI, marcando los nucleos, en celeste. C. Se observa el ejemplo de una célula germinativa en mitosis (H3ser10P*) que no presenta sefial de
Hm-cycB (sefialada con una cabeza de flecha). En esta misma imagen se puede ver un teste (t) con rosetas expresando Hm-cycB.
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Tabla 6: Datos de transcriptdmica de expresion de ciclinas de H. microstoma. Se detalla el promedio del valor de recuentos de lectura mapeados normalizados
(FPKM) obtenido para dos réplicas técnicas de cada una de las tres replicas bioldgicas, de larvas en metamorfosis de 5 dias post-infeccion (dpi), gusanos adultos
gravidos enteros, y diferentes regiones del cuerpo del adulto. El cédigo de colores refleja el nivel de expresién (el naranja indica menor y el verde mayor nivel de
expresion). Datos extraidos de Olson et al., 2018.

Adulto, gusano gravido Adulto, escolex y Adulto, regién medial Adulto, posterior
entero cuello (Seg. Maduros) (Seg. Gravidos)

Larvas Met 5 dpi

cca [ | wa | w3 | e | e2)

Ciclina de H. microstoma Cédigo del gen

Ciclina B candnica

. . HmN_000462300 | 118.87 | 123.16 | 122.15|194.40 | 166.23 [213.95 | 77.60 | 87.60 | 95.08 | 356.02 |441.65 |377.11 | 93.18 | 61.42 | 13.46
(analizada en este trabajo) -

- . HmN_000771800 | 0.08 0.16 0.11 |139.50|127.57 |176.64 | 0.46 | 2.59 | 1.13 [230.54 [238.24 |275.43 | 62.82 |44.20 | 6.97
Ciclinas divergentes

especificas de adulto ||\ 350771900 | 0,00 | 0.00 | 0.07 |283.65 |247.14 |335.33 | 0.69 | 3.56 | 3.70 [512.48 |461.35 [603.03 | 129.23 | 96.05 | 12.77
(incluidas en el arbol

filogenético)

(%]

HmN_003003480 No hay dato

Ciclina muy divergente |\ 600308100 | 40.70 | 46.72 | 46.26 | 51.33 | 42.81 | 55.27 |10.90 |13.30 |12.96 |109.80 [138.38 | 78.42 | 32.96 |11.76 | 7.62
(excluida del arbol) -

Tabla 7: Datos de transcriptomica de expresion de ciclinas de H. microstoma. Se detalla el promedio del valor de
transcriptos por millén (TPM) obtenido para cuatro replicas bioldgicas de cada estadio analizado (gusanos adultos,
cisticercoides y oncdsferas). El codigo de colores refleja el nivel de expresion (el naranja indica menor y el verde
mayor nivel de expresion). Datos extraidos de Preza et al., 2021a.

Ciclina de H. microstoma Codigo del gen Adultos Cisticercoides Oncosferas

Ciclina B can6nica HmN_000462300 139.20 54.00 17.20
(analizada en este trabajo)
HmN_000771800 148.10 0.00 0.70
Ciclinas divergentes especificas
de adulto (incluidas en el arbol HmN_000771900 274.70 0.00 0.00
filogenético)

HmN_003003480 72.50 0.00 0.40
Ciclina muy divergente HmN_000398100 29.30 2.80 2.30

(excluida del &rbol) -
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5.4.3. Patrdn de expresidn de Hm-cycB a lo largo del ciclo celular de las células germinativas

A continuacion, analizamos la expresién de Hm-cycB en relacidn a las distintas fases del ciclo celular en las
células germinativas. Clasicamente la ciclina B comienza a transcribirse en etapas tardias de fase S, y el
ARNmM aumenta concomitantemente con la progresion de la fase G2, para alcanzar un maximo de expresién
en fase M [Pines & Hunter, 1989; Dominguez et al., 2016; Saldivar et al., 2018]. Si en H. microstoma la ciclina
B cumpliera sus funciones candnicas conservadas, interactuando con la kinasa dependiente de ciclina 1
(Cdk1) para mediar al ingreso a fase M, se esperaria observar el patrén descrito en otros organismos, con
una expresion practicamente exclusiva en G2/M. Sin embargo, la ausencia de otras ciclinas candnicas
plantea la posibilidad de que la ciclina B no se exprese Unicamente en dicha fase del ciclo celular en H.
microstoma. Para poner esto a prueba, comenzamos realizando una inmunohistofluorescencia (IHF) con
anticuerpos especificos para H3ser10P, una marca especifica de mitosis [Hendzel et al., 1997; Prigent &
Dimitrov, 2003], en gusanos sobre los cuales previamente se habia llevado a cabo una WMISH para Hm-
cycB.

Como resultado, observamos que las células positivas para la modificacion de la histona H3 expresan Hm-
cycB (Figura 12). Se cuantificaron al azar 100 células que presentaban sefial de IHF, a nivel de la region
germinativa y los primeros segmentos, y se evidencid que todas las células con marca de mitosis se
encontraban expresando el transcripto para la ciclina (Figura 12B, C). En la parte C de la Figura 12 se observa
el detalle de una célula en mitosis que presenta una intensa sefial de Hm-cycB, y una célula en anafase, que
presenta ambas marcas, pero la sefial de Hm-cycB es reducida. En base a estos resultados, es posible
concluir que Hm-cycB se expresa en fase G2/M, y que el ARNm estaria siendo degradado al final de la
metafase, como tipicamente ocurre durante la progresién del ciclo mitético en otros animales.

No obstante, si se tiene en cuenta la duracién estimada de las diferentes fases del ciclo celular se ve que
hay mas células Hm-cycB*/H3S10P" de las esperadas. La duracidén aproximada del ciclo celular en las células
de la regién germinativa de H. diminuta (cestodo cercano a H. microstoma) se estima en 8.5 hs, de las cuales
3.2 hs (38 % de la duracidn total del ciclo) se corresponderian al transcurso de la fase G2/M [Bolla & Roberts,
1971]. Por tanto, se esperaria que cerca del 38% de las células germinativas del cuello presenten expresidn
de ciclina B. Aunque no realizamos la cuantificaciéon de la totalidad de las células que presentan sefial para
Hm-cycB, es evidente que un porcentaje mucho mayor de células presenté marca de Hm-cycB (Figura 12),
lo que nos permitid conjeturar que probablemente la ciclina B no era especifica de G2/M y podia expresarse
también durante la fase S.

Por ello, a continuacién, se incubaron parasitos con EdU, un andlogo de timidina que es incorporado al ADN
de las células en etapa de sintesis, para posteriormente llevar a cabo la deteccidon de Hm-cycB y analizar la
existencia de células co-marcadas que permitieran investigar la expresion del transcripto durante la fase S.

En un inicio buscamos minimizar el tiempo de incubacion con EdU, para asegurar que las células que
incorporaron el andlogo no progresaran mas alld de fase S en el ciclo. Previamente, en el laboratorio se
utilizaba un tiempo de marca de 2 hs, y decidimos probar incubaciones de 60 y 30 min. Con la condicién de
menor tiempo (30 min) obtuvimos buena sefial (Figura 25 en el Anexo), por lo que utilizamos gusanos de
esta condicién en la hibridacién in situ para Hm-cycB.
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Figura 12: Co-marcado con H3serlOP y Hm-cycB en la regién del cuello de H. microstoma adulto.
A. Patrén general de co-marcado en la region del cuello. B y C. Detalle de células H3ser10P*y Hm-
cycB* de la regidn germinativa del cuello. En C la cabeza de flecha blanca sefiala una célula que
presenta ambas marcas, y la naranja una célula en anafase H3ser10P* con reducida sefial de Hm-cycB.
En verde se muestra la sefial de WMISH para Hm-cycB y en magenta la sefial de IHF para H3ser1O0P.
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Encontramos que células que expresan Hm-cycB presentaban incorporacién de EdU (Figura 14B). Siguiendo
la misma aproximacién que para la marca de mitosis, se seleccionaron 100 células EdU" al azar y se analizé
si presentaban sefial de WMISH. Del total de las células analizadas, 98 presentaban una marca clara de Hm-
cycB, y dos tenian una marca mas leve.

Si se presume que Hm-cycB se expresa Unicamente en G2/M, tras una incubacion con EdU de tan sélo 30
min, se esperaria una reducida co-localizacion con Hm-cycB, correspondiente con aquellas células que
incorporan el analogo de nucledsido en los Ultimos 30 min de la fase S, y expresan Hm-cycB al ingresar a
G2. En H. diminuta la fase S tiene una duracién de 2.3 horas (138 minutos) [Bolla & Roberts, 1971]. Por
tanto, si la duracién de la fase S en H. microstoma es igual o similar a la de la especie cercana, se esperaria
expresion de Hm-cycB en aproximadamente el 19% de las células EdU positivas, en base a la relacién del
tiempo de marca (30 min) y el tiempo de duraciéon de la fase de sintesis (Figura 13). En contraste,
observamos que practicamente la totalidad de las células que presentaron incorporacién de EdU también
exhiben sefial de Hm-cycB, por lo que es posible concluir que Hm-cycB se expresa a lo largo de la fase S, y
no Unicamente durante la fase G2/M, en las células germinativas del cuello de H. microstoma.

F——138 min——

t=0 o—@ o0—0
t=30min o—e o—0

30 min
*—=o0

Figura 13: Esquema del marcado con EdU. El andlogo de timidina es incorporado por la poblacion de células que
se encontraban inicialmente en fase Sy las células que ingresan a fase S desde G1 (marcadas en gris claro) durante
el periodo de incubacion. Aquellas células que se encontraban en los Ultimos 30 min de la fase S (representadas
en rojo), ingresan a G2, y son las células para las que se esperaria co-localizacion entre EdU y Hm-cycB si el
transcripto fuera especifico de G2/M (19% del total de las células marcadas = [138+30min] x 100%/30 min).

Analizando la bibliografia, encontramos que en planarias se ha descrito la expresién de un homdlogo de
ciclina B (smedcyclinB) en el 96% de las células que integran una poblacién de neoblastos identificada por
FACS [Reddien et al., 2005], lo que indica que la expresidn tendria lugar durante todas las fases del ciclo
celular, incluida fase S. Por similitud de secuencia (BLAST) observamos que smedcyclinB (SMESGO00060055)
presenta homologia con ciclinas B, pero en base a nuestros andlisis filogenéticos observamos que no agrupa
con ciclinas B de bilaterales ni de platelmintos parasitos (Figura 4), por lo que no seria el ortélogo del gen
de ciclina B de H. microstoma. Sin embargo, esto es un indicio de que la expresién de ciclinas M en fase S
podria ser un mecanismo conservado en platelmintos ante la falta de ciclinas G1/Sy S.

Dada la ausencia de homodlogos de ciclina Ay E, interactores candnicos de la quinasa CDK2, la expresién de
Hm-cycB (HmN_000462300) durante fase S resulta particularmente intrigante, y plantea la posibilidad de
gue esta ciclina este cumpliendo una funciéon en dicha fase del ciclo celular en las células germinativa del
cuello.
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La ciclina B podria estar interactuando con CDK2, sustituyendo a las ciclinas ausentes, para formar un
complejo activo capaz de promover la fase de sintesis. También seria posible que CDK2 no actue a nivel del
ciclo celular mitético, y que CDK1 releve su funcion en las células proliferantes de la regiéon germinativa del
adulto de H. microstoma.

En otros organismos, CDK2 pareceria ser prescindible para el ciclo celular [Hochegger et al., 2008]. Por
ejemplo, ratones knock out para esta enzima son viables y no presentaban alteraciones visibles (aunque
tanto machos como hembras resultan estériles como consecuencia de defectos meidticos) [Ortega et al.,
2003].

En planarias existe un homologo de CDK2, pero el mismo se expresa en forma muy reducida, lo que sugiere
que puede ser prescindible como reguladora del ciclo celular [Zhu et al., 2013].

En forma concordante, en H. microstoma un homodlogo de quinasa dependiente de ciclina
(HmN_000704800), que por homologia de secuencia (BLAST) pareceria corresponderse con una CDK2, se
expresa en forma reducida en el adulto del cestodo y particularmente a nivel de la region del escolex y
cuello [Olson et al., 2018], donde se concentran las células mitéticas.

Por otro lado, multiples estudios previos plantean que CDK1 es capaz de promover el ingreso a fase S cuando
CDK2 se encuentra ausente [Santamaria et al., 2007; Sherr et al., 2004; Aleem et al., 2005]. En Xenopus se
propone que CDK1 es capaz de regular el ingreso a fase S en tejidos que naturalmente no expresan ciclina
Ay son depletados en CDK2 [Pacek et al.,, 2004]. En embriones de ratdon que carecen de quinasas
interfasicas, la quinasa CDK1 es capaz de formar complejos bioquimicamente activos con todas las ciclinas
[Santamaria et al., 2007], lo que indica que, al menos en mamiferos, CDK1 es la Unica quinasa dependiente
de ciclina esencial, capaz de ejecutar todos los eventos necesarios para impulsar la divisién celular.

Adicionalmente, existe evidencia de que CDK1, mediante la interaccion especifica con la ciclina B, su
activador clasico, podria participar de la regulacion de la fase S [Pacek et al., 2004, Moore et al., 2003]. Por
ejemplo, se ha demostrado que el complejo ciclina B1-CDK1 posee la capacidad de inducir el ingreso a la
fase S, si se promueve su importacion al nucleo y se estimula su actividad [Moore et al.,, 2003]. Esto
propondria que el complejo tiene la capacidad intrinseca de regular la fase de sintesis, y que en caso de que
el complejo ciclina B-CDK1 pudiera estar cumpliendo la funcién de promocion de la sintesis de ADN y el
ingreso en fase M, la regulacion de las dos funciones se regule en base a la concentracion de la ciclina By
su localizacion [Moore et al. 2003].

Esto permite pensar que, en las células germinativas de cestodos, el complejo ciclina B-CDK1 pueda estar
regulando la transicién G1/S, y la progresion de la fase S, en adicién a sus funciones candnicas durante la
mitosis. La posible expansion de las funciones de la CDK1 en la regulacion del ciclo celular podria hacer a
los platelmintos parasitos especialmente vulnerables a compuestos inhibidores de esta quinasa.
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Figura 14: Co-marcado con EdU y Hm-cycB en la region del cuello y primeros segmentos de H. microstoma adulto.
Los gusanos adultos fueron incubados con EdU (en rojo) 30 minutos y tras ser fijados Hm-cycB se detectd por WMISH (en
verde). A. Patrén general de co-marcado en la regién germinativa del cuello. B. Detalle de células germinativas del cuello co-
marcadas con EdU y el transcripto de ciclina B. C. Patrdon general de co-marcado en los primeros segmentos.
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5.4.4. Expresidon de Hm-cycB en segmentos maduros: Hm-cycB en el sistema reproductor masculino

En segmentos maduros, comenzamos analizando la expresién de Hm-cycB en el sistema reproductor
masculino, que se desarrolla tempranamente a partir del primordio genital. En cada segmento se generan

tres testes (Figura 15), dentro de los cuales tiene lugar el proceso de espermatogénesis.

Figura 15: Expresién de Hm-cycB en segmentos maduros del adulto de H. microstoma. Se observan imagenes de segmentos conteniendo a
sistemas reproductores femenino y masculino de diferente grado de maduracién. A. Testes en desarrollo B. Testes pequefios, con primeras
rosetas meioticas. C. Comienzo de la formacién del sistema reproductor femenino. D. Testes grandes, crecimiento del ovario. E y F. Oocitos
en el ovario, espermatozoides diferenciados en las vesiculas seminales. Se marcan los nucleos con DAPI en azul y el transcripto de la ciclina
B en verde. G. Esquema de la anatomia interna de un segmento maduro de H. microstoma (extraido y modificado de Cunningham & Olson,
2010). td: testes en desarrollo / pg: primordio genital / pd: primordio del ducto genital / t: testes / fd: sistema reproductor femenino en
desarrollo / 0: ovario / esv: vesicula seminal externa / isv: vesicula seminal interna / v: glandula vitelina / sr: receptaculo seminal / va: vagina
/ c: cirro / cs: saco de cirro
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Durante la etapa inicial del proceso de formaciéon de gametos masculinos, las espermatogonias se
dividen por mitosis manteniendo una conexion citoplasmatica, generandose estructuras sincitiales
conocidas como rosetas. Como consecuencia de tres divisiones mitdticas sucesivas, se forman rosetas con
8 espermatogonias. Estas espermatogonias sufren una ultima division mitética para dar lugar a 16
espermatocitos primarios, que ingresan a meiosis | tras atravesar la fase de sintesis de ADN pre-meidtica.
Esta primera divisiéon meidtica da lugar a 32 espermatocitos secundarios, que luego se dividen dando origen
a 64 espermatidas. Finalmente, las espermatidas se diferencian a espermatozoides (Figura 18) [Miquel et
al.,, 2009; Robison et al., 1978], que se almacenan en las vesiculas seminales hasta el momento de la
fecundacion.

Para determinar el patron de expresién de Hm-cycB a lo largo de todo este proceso, realizamos WMISH
con la sonda especifica para Hm-cycB, en combinacion con marcado con EdU o IHF para H3ser10P.

El andlogo de timidina (EdU) se incorpora en las fases de sintesis durante la proliferacién de las
espermatogonias y en la fase S pre-meidtica de los espermatocitos primarios. Por su parte, la modificacion
de la histona H3 tiene lugar durante la mitosis y la meiosis [Prigent & Dimitrov, 2003] por lo que, durante
la espermatogénesis, se observa marca de IHF para esta modificacion a nivel de espermatogonias (en
mitosis) y espermatocitos (en meiosis). Estas dos marcas nos facilitaron enormemente la determinacién de
las fases de la espermatogénesis en que existe expresién de Hm-cycB.

Como resultado evidenciamos que las espermatogonias no expresan Hm-cycB (Figura 16). Esto se ve
claramente al analizar resultados de co-marcado, donde no se observa co-localizacion entre EdU y Hm-cycB,
ni entre H3serlOP y Hm-cycB, en rosetas de 2, 4 y 8 espermatogonias (Figura 16 y Figura 17). A nivel de
espermatocitos primarios, que ingresan a meiosis |, Hm-cycB presenta una alta expresién (Figura 17).
Detectamos sefial de WMISH para Hm-cycB en rosetas de 16 nucleos Unicamente co-localizando con
H3ser10P, y no con EdU, lo que indica que la ciclina B comienza a expresarse cuando los espermatocitos |
ingresan en meiosis, y no se expresa en la fase S pre-meidtica. En espermatocitos secundarios (rosetas de
32 ndcleos) la expresiéon del transcripto se mantiene. No observamos rosetas de 16 o 32 nucleos que
presenten marca de H3serl0 sin expresar Hm-cycB, lo que sugiere que la transcripcién se mantiene en
forma continua a lo largo de las divisiones meidticas.

A nivel de espermatidas redondas, una vez que ya ocurrio la salida de meiosis Il (reconocible por que la
serina 10 de la histona H3 ya no se encuentra fosforilada) se observan rosetas Hm-cycB*. Por tanto, la ciclina
B se expresaria principalmente durante las divisiones meidticas (meiosis | y Il), pero no exclusivamente, ya
gue en espermatidas Hm-cycB también se detecta. En espermatidas elongadas y espermatozoides
diferenciados ya no se expresa el transcripto (Figura 17).

El patrén de expresién de Hm-cycB durante el proceso de espermatogénesis se resume en el esquema de
la Figura 18.
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Figura 16: Co-marcado de Hm-cycB v EdU en testes de H. microstoma.
En rojo se marca la incorporacion de EdU y en verde el transcripto de ciclina B detectado por WMISH. Se observa ausencia de co-
localizacion entre ambas marcas. A. Patrén general de las marcas en testes maduros. B. Detalle de patrén observado en un teste. Se
evidencia claramente la ausencia de co-localizacion entre Hm-cycB y EdU. C. Imagenes representativas de espermatogonias (SG) y
espermatocitos | (SC ) que incorporan EdU, y no presentan marca para Hm-cycB.

38



g :
- L J

sci (:16)

SG IV (8)

e

SPD E (64

Figura 17: Co-marcado de Hm-cycB y H3ser10P en testes de H. microstoma. En magenta se observa la marca de la histona modificada y
en verde el transcripto de Hm-cycB detectado por WMISH. En rosetas de 8 espermatogonias (SG IV) no se observa marca de Hm-cycB (A).
Los espermatocitos 'y Il (SC 1y Il) presentan marca de Hm-cycB (A'y B), que se mantiene en rosetas de 64 espermatidas redondeadas (SPD
R) (C). A nivel de espermdtidas elongadas (SPD E) y espermatozoides diferenciados (SPZ) ya no se detecta sefial de Hm-cycB (D y E).
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Figura 18: Esquema del proceso de espermatogénesis en H. microstoma, donde se indica el patrén de marcas de Hm-cycB,
H3serlOP y EdU. En verde se marca la sefial de Hm-cycB, en magenta la modificacion de la histona y en rojo el EdU. Las
espermatogonias (SG) se dividen mitéticamente, y presentan tanto marca de EdU (en fase S) como de IHF para H3ser10P (en
mitosis). Los espermatocitos primarios (SC |) atraviesan una fase S pre-meidtica en la que incorporan EdU. Posteriormente los SC
| ingresan a meiosis, y ya no se observa marca de EdU, pero hay expresion de Hm-cycB y marca H3ser10P. En espermatocitos
secundarios (SC Il) se mantiene la expresion de Hm-cycB y la marca de H3ser10P. A nivel de espermatidas redondas (SPD R) aldn
hay sefial de Hm-cycB, que desaparece recién en rosetas de espermatidas elongadas (SPD E). En espermatozoides diferenciados
(SPZ) no se observa expresion de ciclina. Esquema modificado de Miquel et al., 2009.

Con el fin de interpretar nuestros resultados en comparaciéon con lo que ocurre en otros animales,
realizamos una busqueda bibliografica sobre el patrén de expresion de los transcriptos de ciclinas B durante
el proceso de espermatogénesis en diferentes especies de vertebrados e invertebrados. Nos centramos en
las ciclinas canonicas B1 y B2 (ciclina B en invertebrados), ya que son las mas estudiadas en una amplia
variedad de organismos. En la Tabla 8 se resume la informacién recabada.

En ratén, los transcriptos de las ciclinas B1 y B2 (cycB1 y cycB2) no son detectados por hibridacion in situ
en espermatogonias. La expresion de cycB1 aparece en espermatocitos | (en paquiteno), y aumenta hasta
alcanzar un maximo en espermatidas redondas (post-meidticas). Por su parte, cycB2 se expresa
mayormente en espermatocitos | (en paquiteno y diploteno) pero también se detecta en espermatocitos I,
y en espermatidas redondas (en baja concentracién) [Chapman & Wolgemuth, 1993].
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A nivel de la proteina, CYCB1 se detecta en espermatogonias (a pesar de que no se observa expresion del
transcripto codificante) y espermatocitos (excepto en anafase | y ). La proteina CYCB2 también se expresa
en espermatocitos, pero no en espermatogonias. En espermatidas, ninguna de las dos proteinas es
detectada (aungue existe expresion de ambos transcriptos, e incluso el ARNm de ciclina B1 presenta una
expresion maxima en esta etapa) [Brandeis et al., 1998].

En cuanto a la funcidon de estas proteinas durante la espermatogénesis de ratén, la deplecién de CYCB2 no
afecta la fertilidad de los machos, y la deplecién condicional de ciclina B1 a nivel de los testes, muestra que
CYCB1 es necesaria para proliferaciéon de las espermatogonias, pero no para la meiosis o la diferenciacion
de los espermatozoides [Tang et al 2017]. Posiblemente esto se deba a redundancia funcional parcial con
la ciclina B2 [Brandeis & Hunt, 1996].

En Medaka (Oryzias latipes), cycB1 y cycB2 se expresan en todas las etapas de la espermatogénesis, a
excepcion de los espermatozoides diferenciados. A nivel de proteina, CYCB1 se detecta sélo en
espermatogonias y espermatocitos en profase y metafase, con una desaparicion transitoria en anafase,
mientras CYCB2 se expresa continuamente a lo largo de la espermatogénesis (en espermatogonias,
espermatocitos e incluso en espermatidas y espermatozoides post-meiodticos). La diferencia en sus patrones
de expresion sugiere que las ciclinas Bl y B2 tienen funciones distintas en la espermatogénesis
(probablemente, la ciclina B1 participe principalmente en la meiosis, mientras que la B2 esté implicada
ademads en otros procesos durante la espermatogénesis) [Mita el tal., 2000].

Como se puede observar, en vertebrados las ciclinas B se co-expresan en varias etapas de la
espermatogénesis, y parecen presentar cierta redundancia funcional. En invertebrados, existe una ciclina B
candnica que podria cumplir el rol de ambas ciclinas (ciclinas B1 y B2) de vertebrados [Han et al., 2012].

En Drosphila melanogaster, se detecta el transcripto de la ciclina B durante la proliferacion mitética de las
espermatogonias, pero en una concentracién mucho menor que en espermatocitos primarios [White-
Cooper et al.,, 1998]. En estos espermatocitos, la ciclina se transcribe y el ARNm se acumula en un estado
traduccionalmente inactivo, hasta que ocurre el ingreso a meiosis, cuando la proteina comienza a
sintetizarse [White-Cooper et al., 1998; Baker et al., 2015]. En células post-meidticas (espermatidas
redondeadas, elongadas y espermatozoides), la ciclina B no se expresa [White-Cooper et al., 1998].
En Scylla paramamosain (cangrejo de barro verde), otro representante de los invertebrados, el ARNm de la
ciclina B se expresa en espermatocitos y espermatidas, pero no en espermatogonias.

Como se puede observar, pareceria que existe un patrén bastante conservado de la expresién de las ciclinas
B durante el proceso de diferenciacion de los espermatozoides en animales (Tabla 8).

La mayor diferencia se presenta en la expresion a nivel de espermatogonias, donde en algunos organismos
la ciclina B no se expresa mientras en otros si lo hace, aunque en forma reducida, particularmente en
comparacion con el estadio siguiente de la espermatogénesis (espermatocitos 1). Es posible que en las
espermatogonias la expresion sea baja y que, dependiendo de la sensibilidad del método de deteccidn
utilizado, el transcripto pueda, o no, ser detectado. Esta idea es respaldada por la presencia de la proteina
a nivel de espermatogonias, y la evidencia de la participacidn de la ciclina B en la proliferacidn estas células,
en especies en que el transcripto correspondiente no se detecta [Wolgemuth,2008].
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Invariablemente se reporta la expresion de transcriptos de ciclina B durante las etapas de espermatocitos |
y Il (aunque presentando una variacién en el nivel de expresion a lo largo de las diferentes etapas de la
meiosis), lo que resulta concordante con la participacién de estas ciclinas durante las divisiones meidticas.
En espermatidas redondas (post-meidticas), la ciclina B se expresa en algunos organismos, pero no en otros.
En raton la expresion del ARNm de la ciclina B1 incluso llega a ser maxima en este punto [Chapman et al,,
1993].

Considerando lo descrito para otros animales, la ausencia de sefial de Hm-cycB en espermatogonias podria
indicar que la ciclina no se expresa en dicha etapa (lo que implicaria la expresion de una ciclina sustituta
gue promueva los eventos de las divisiones mitdticas de la linea germinal), pero también es posible que la
expresion de Hm-cycB sea reducida y que la sensibilidad del método de deteccidon no permita detectar una
concentracion tan baja de transcripto.

A nivel de espermatocitos primarios y secundarios, Hm-cycB presenta una alta expresion (Figura 17). Esto
coincide con lo que se evidencia en otros animales, y sugiere la participacion de Hm-cycB durante las
divisiones meidticas de los espermatocitos.

Hm-cycB también se detecta en espermatidas redondas. Esto sugiere un posible rol de la ciclina en el
proceso de diferenciacién de las células germinales, aunque también es posible que la proteina no se
exprese a nivel de espermatidas, aunque el ARNm se encuentre presente (como ocurre en ratdn). En dicho
caso, el transcripto podria mantenerse a nivel de espermatidas, pero sin traducirse, y la ciclina B no
cumpliria una funcién en la diferenciacién de las espermatidas. Todo el andlisis realizado se basa en lo que
observamos a nivel de ARNm, y desconocemos lo que ocurre a nivel de la proteina de la ciclina B en H.
microstoma.
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Tabla 8: Expresidn de transcriptos de ciclinas B durante la espermatogénesis de diferentes organismos. V: presencia del transcripto. X: ausencia del transcripto. ?: patron de expresion

desconocido.

Especie

Hymenolepis

Espermatogonia

Etapa de la espermatogénesis

Espermatocitos |

Espermatocitos I

Espermatidas
redondas

Espermatidas
elongadas

Referencias

Nuestros resultados

B .
microstoma X v v v X (Figuras 16y 17)
. . ) Mita et al., 2000.
OryZIGS /anpes B1, B2 v (reducida) v v v X doi: 10.2108/jsz.17.365
Drosophila B Vv (<< v v X X White-Cooper et al., 1998.
melanogaster espermatocitos) doi: 10.1242/dev.125.1.125
B1 X v v V' (méx) X
Mus musculus Chapman et al., 1993.
v (méx, en paquiteno doi: 10.1242/dev.118.1.229
B2 X ! v v (reducida) X
y diploteno)
Rattus Gromoll et al., 1997.
norvegicus Bl X v v v X doi: 10.1095/biolreprod57.6.1312
Caenorhabditis 81 V(< v v X X Yoon et al., 2017.
e/egans espermatocitos) doi: 10.1242/jcs.204578
Scylla Han et al., 2012.
paramamosain B X v v v X doi: 10.1016/j.cbpb.2012.07.001
Oncorhvnchus Qiu et al., 2008.
/ B1, B2 X v v v ? doi:
mykiss

10.1016/j.anireprosci.2007.03.005
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5.4.5. Expresidon de Hm-cycB en segmentos maduros: Hm-cycB en el sistema reproductor femenino

El sistema reproductor femenino, compuesto por el ovario y la gldndula vitelina (Figura 15, 19), se desarrolla
posteriormente al masculino, a partir de células ventrales del primordio genital [Douglas, 1961].

Dentro de los ovarios comienza el proceso de generacién de gametos femeninos (ovogénesis).
Tempranamente las oogonias proliferan y dan lugar a oocitos I. En el ovario los oocitos | entran en profase
|, recombinan el ADN y crecen. Luego son ovulados, fecundados e ingresan al Utero (en cestodos, ambas
divisiones meidticas transcurren después que la fecundacién, a nivel del Utero) [Koziol, 2017]. Como ocurre
en forma conservada en metazoarios, los oocitos se mantienen detenidos en profase | hasta que ocurre el
proceso de maduracion, cuando se retoma la primera division meiodtica que da origen a oocitos Il [Masui,
2001]. Tienen lugar las dos divisiones meidticas, durante las cuales se liberan dos cuerpos polares,
estableciéndose el prontcleo femenino, que se fusiona con el masculino [Rybicka, 1966; Swiderski et al.,
2004, 2016; Koziol, 2017]. Finalmente, el cigoto ingresa en mitosis, comenzando el proceso de clivaje
embrionario.
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Figura 19: Expresion de Hm-cycB en el sistema reproductor femenino. Se incluyen imagenes de microscopia confocal
representativas de diferentes grados de madurez del sistema reproductor femenino (mayor madurez hacia la derecha). En azul se
observan los nucleos tefiidos con DAPI, en rojo la incorporacién de EdU y en verde la sefial de WMISH para Hm-cycB. v: glandula
vitelina / o: ovario / u: Utero

Analizamos la expresion de Hm-cycB a lo largo del proceso de ovogénesis mediante WMISH (Figura 19).
Encontramos que, a nivel de oogonias, que se dividen mitéticamente, no se detecta expresién del
transcripto (Figura 20). Recién en oocitos | (células grandes, con nucleo prominente, que alin no emitieron
un cuerpo polar) comienza a observarse una sefial granular que se concentra en un polo de la célula (Figura
20). Esta sefial se mantiene presente al continuar la maduracion. Los oocitos Il (que se distinguen por la
liberacion de un cuerpo polar) y los cigotos (después de la segunda divisién meidtica) presentan la misma
sefial asimétrica de Hm-cycB. Al momento en que ocurre la mitosis del cigoto ya no se evidencia la sefial
granular en un polo de la célula. En cambio, se distingue una sefial citoplasmatica uniforme.

No logramos analizar lo que ocurre en las etapas inmediatamente posteriores del desarrollo embrionario,
dado que es dificil la diseccion de los embriones tempranos a partir de los tejidos adultos. A nivel de
embriones mas desarrollados (mas de 25 células) se observa la sefial de Hm-cycB (Figura 20C), hasta un
punto en que desaparece. Es posible que en las etapas mas tardias de la embriogénesis la ausencia de
sefial se deba a la imposibilidad de acceder a los embriones con la sonda debido a la formacion de
envolturas altamente impermeables en los huevos.
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Figura 20: Expresion de Hm-cycB durante la ovogénesis y el desarrollo embrionario. A y B. En oogonias no se detecta Hm-cycB. A nivel de oocitos | y Il se observa la presencia del
transcripto de ciclina dispuesto en granulos (g) que se concentran en un polo de la célula. En el cigoto, aun después de las dos divisiones meidticas, estos granulos se mantienen. Al
momento en que ocurre la primera divisién del cigoto los granulos parecen desensamblarse y se distingue una sefial citoplasmatica uniforme. No sabemos que ocurre en las siguientes
etapas de embriones tempranos. C. A nivel de embriones mas desarrollados se mantiene la sefial de Hm-cycB, hasta un punto en que desaparece (ya sea porque el ARNm deja de estar
presente o poque ya no es posible su deteccién). En las imagenes de microscopia confocal, se marcan los nucleos con DAPI en azul y la sefial de WMISH para Hm-cycB en verde.
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A partir de los resultados, interpretamos que en oocitos Hm-cycB se encuentra formando parte de granulos
citoplasmaticos, que probablemente se originan en la fase de crecimiento y acumulacién de productos
maternos, durante la detencion del oocito en profase I. Previamente, Hm-cycB no se detecta en oogonias,
aunque el ARNm podria expresarse en baja concentracion en dicha etapa, siendo detectable recién cuando
se acumula en mayores concentraciones en los granulos.

Los granulos se mantienen dispuestos en un polo del citoplasma, a través de ambas meiosis, hasta que tiene
lugar la primera divisidon mitdtica del embrion. En todos los oocitos y cigotos analizados, los granulos
parecerian concentrarse en la region en la que se localizan los cuerpos polares, lo que se corresponde con
el polo animal [Martindale, 2005]. Al momento en que ocurre la mitosis del cigoto, los granulos se
desensamblarian y Hm-cycB seria liberado al citoplasma.

La presencia de granulos de ciclina B en oocitos ha sido evidenciada previamente en multiples especies,
tanto de vertebrados como invertebrados. En D. melanogaster, el ARNm de la ciclina B se encuentra
formando granulos en asociacién con Nanos y Pumilio [Trcek et al., 2015], dos represores traduccionales
conservados [Parisi & Lin, 2000; Kong & Lasko, 2012].

En oocitos de ratén y pez cebra arrestados en profase |, se ha reportado la existencia de granulos de ciclina
B1, que se distribuyen en forma asimétrica en el citoplasma (en pez cebra particularmente en el polo animal
del oocito desarrollado [Horie & Kotani, 2016]). En estos granulos, la traduccién del transcripto se encuentra
reprimida por asociacion con Pumilio 1. Al ocurrir la maduracidon ovocitaria, los granulos se desensamblan,
el ARNm pasa a estar libre en el citoplasma vy la ciclina B comienza a traducirse [Kondo et al., 2001; Kotani
et al., 2013].

La activacion traduccional del ARNm dormante de la ciclina B, es un requisito para la promocién de la
maduracion del oocito en muchos animales. Por tanto, la formaciéon de granulos constituye un mecanismo
gue regula temporalmente la progresion de la meiosis | de los oocitos [Kotani et al., 2013; Sato et al., 2022].

Por ejemplo, tanto en peces y anfibios (excepto Xenopus), la ciclina B se encuentra ausente en oocitos
inmaduros [lhara et al., 1998; Kondo et al., 1997]. En estos organismos la traduccion del transcripto de
ciclina B almacenado permite la formacién del factor promotor de la maduracién (MPF), que desencadena
la reanudaciéon meidtica al inducir la ruptura de la vesicula germinal (un evento caracteristico de la
maduracién oocitaria), la condensacion cromosémica y el ensamblaje del huso meidtico [Schmitt &
Nebreda, 2002].

En ovocitos de Xenopus y ratén, la traduccion de ciclina B no es necesaria para los eventos iniciales de la
maduracion, dada la existencia de una reserva de la proteina que forma un pre-complejo con CDK1, pero la
sintesis de novo ciclina B es necesaria durante la transicién entre las dos divisiones meidticas y para la
activacién de MPF en la segunda meiosis [Hochegger et al., 2001; Ledan et al., 2001].

Considerando todo lo anterior, lo que evidenciamos en H. microstoma pareceria similar a lo reportado para
pez cebra o ratdn [Kotani et al., 2013], pero en el cestodo los granulos se desensamblan recién durante la
primera division mitdtica del embrion, y no en el momento de la maduracion de los oocitos | (Tabla 9).
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En consecuencia, si Hm-cycB se encuentra interactuando con Pumilio y Nanos, almacenado en un estado
dormante hasta el desensamblaje de los granulos (momento en que ocurriria la activacién de la traduccion),
la sintesis de la proteina de ciclina B no seria requerida para las divisiones meidticas ni para la regulacion
de la maduracién ovocitaria en Hymenolepis. Esto implicaria la participacién de otra ciclina en estos
procesos, o la existencia de una reserva de proteina de ciclina B (tal como en Xenopus o ratén) que
promueve ambas divisiones meidticas. De acuerdo el momento en que los granulos se desensamblan, la
ciclina B sintetizada a partir de los transcriptos Hm-cycB almacenados podria estar participando a nivel del
clivaje embrionario temprano. Sin embargo, no es posible afirmar que los granulos de Hm-cycB sean
traduccionalmente inactivos y que la proteina de ciclina B no esté siendo sintetizada a nivel de oocitos.

Tabla 9: Patron de expresion de transcriptos de ciclina B durante la ovogénesis de diferentes organismos. v: presencia del
transcripto. X: ausencia del transcripto. ?: patron de expresion desconocido.

Etapa de la ovogénesis

Referencias

Organismo Ciclina
Oogonia Oocito | Oocito I
v v v
Hymenolepis B X (gréanulos (granulos (granulos Nuestros resultados
microstoma asimétricos en granu hasta division (Figura 20)
. asimétricos) e
el polo animal) mitotica)
v (ARN Kotani et al., 2013
. tanietal., .
Mus B1 5 dormante en v (los granulos v otan! Z;
musculus ) granulos se desensamblan) (< oocitos II) 10.1083/jcb.201302139
asimétricos)
v v (ARN v Kondo et al., 2001.
o, dormante en ) (<< oocitos II, doi:
. . (distribucion ) Vv (los granulos ST 10.1006/dbio.2000.9990
Danio rerio Bl ) granulos distribucién Kotani et al. 2013
uniforme en U se desensamblan) i g :
citoplasma) asimétricos, en uniforme en doi:
P polo animal) citoplasma) 10.1083/jcb.201302139
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5.4.6. Expresidon de Hm-cycB en segmentos maduros: Hm-cycB en la glandula vitelina

La glandula vitelina contiene vitelocitos, células especializadas en la sintesis de vitelo, que sirve como fuente de
nutrientes, y componentes de las membranas protectoras que envuelven al embrién [Ubelaker, 1980; Davis &
Roberts, 1983]. Tras la fertilizacion y antes de llegar al Utero, el oocito de H. microstoma se asocia con un Unico
vitelocito que participa en el proceso de desarrollo del huevo [Swiderski et al., 1968, 1970, Smyth & Mc Manus,
2007].

Aunqgue se observa incorporacion de EdU (Figura 21) en los vitelocitos, indicando que estas células poseen capacidad
proliferativa, Hm-cycB no se expresa en ninguna etapa del desarrollo de la glandula vitelina (Figura 15). Esto implica
gue debe haber otra ciclina que participe en la regulacién de la proliferacion de estas células.

Figura 21: Los vitelocitos proliferan y no presentan expresién de Hm-cycB. En
verde se observa la sefial de WMISH para Hm-cycB y en rojo la incorporacion
de EdU tras una incubacién de 30 min. t: teste / o: ovario / v: glandula vitelina

En base al andlisis filogenético, proponemos que una de las ciclinas divergentes de H. microstoma puede estar
expresandose en vitelocitos, regulando su proliferacion. Estas ciclinas divergentes son especificas de adulto (Tabla
7),y se expresan predominantemente en la region medial (segmentos maduros) del adulto de H. microstoma (Tabla
6). Por tanto, el patrén de expresion es concordante con la expresidn a nivel de glandulas vitelinas. Ademas, una
ciclina homologa de S. mansoni (Smp_342560) que agrupa en la misma rama de ciclinas divergentes (Figura 4), se
expresa en vitelocitos tempranos y tardios [Wendt et al., 2020], lo que respalda la posibilidad de que una de las
ciclinas divergentes de H. microstoma se exprese a nivel de la glandula vitelina.
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5.5. Resultados de WMISH: expresion de Hm-cycB en larvas en metamorfosis y cisticercoides de H. microstoma

Se analizd la expresién de Hm-cycB en larvas en metamorfosis de 4-5 dias post-infeccion y en cisticercoides activados
(Oy 6 hs post-activacién). Las condiciones elegidas permiten tener un panorama bastante completo sobre el patréon
de expresion de Hm-cycB a lo largo del desarrollo de la segunda forma larvaria, ya que analizamos la expresion
mientras el cisticercoide aun se encuentra en desarrollo (larvas en metamorfosis), inmediatamente después de la
activacién (cuando las células germinativas saldrian de un estado de quiescencia), y 6 horas después de la activacion
(punto en que creemos las células germinativas deberian encontrarse en G2/M, como se explicara mas adelante).

Con todas las larvas se llevo a cabo una hibridacion in situ para Hm-cycB. Como control positivo utilizamos la sonda
de deteccién para el transcripto de un transportador de glucosa de la familia SLC5 (Hm-SLC5), que se expresa en el
tegumento de los cisticercoides (resultado de la tesina de grado de Inés Guarnaschelli). Ademads, en los cisticercoides
activados se realizd IHF para H3ser10P, con el fin de evidenciar células en mitosis.

5.5.1. Andlisis de la expresién de Hm-cycB en larvas en metamorfosis y cisticercoides

Como resultado de la WMISH para Hm-cycB, observamos Unicamente una sefial de fondo, tenue y uniforme en
todas las larvas. Al comparar con el control positivo Hm-SLC5 es claro que ni en cisticercoides (Figura 23B, C) ni en
larvas en metamorfosis (Figura 22) se detecta expresion de Hm-cycB. La ausencia del transcripto estaria indicando
gue no hay expresion en estos estadios, lo que implicaria la expresion de otra ciclina. No obstante, resultados de
RNA-Seq indican que Hm-cycB (HmN_000462300) se expresa en larvas en metamorfosis de 5 dpi [Olson et al., 2018],
y que en cisticercoides lo hace en un nivel similar a en adultos [Preza et al., 2021a] (Tabla 6y 7).

También podria ocurrir que no haya células en G2/M, y que la ciclina sea especifica de esta fase del ciclo celular en
el caso de los estadios larvarios. Sin embargo, en larvas en metamorfosis de 4 dpi sabemos que hay células en
mitosis (resultado de la tesis de doctorado de Jimena Montagne, Figura 26 en el Anexo), y en cisticercoides de 6 hs
post-activacion esperariamos que las haya. Ensayos de marcado con EdU indican que, tras la activacién, las células
germinativas de los cisticercoides ingresan rapidamente en fase S, lo que sugiere que las mismas se encuentran
detenidas en GO (resultados del proyecto de doctorado de Matias Preza). Por otro lado, estimamos, en base a
investigaciones previas [Bolla y Roberts, 1971], que la fase S tiene una duracién aproximada de 2.3 hsy la fase G1
de 3 hs. Por tanto, 6 horas seria tiempo suficiente para que las células germinativas en GO retomen el ciclo celular
abandonando G1, atraviesen fase S vy lleguen a G2/M. Teniendo esto en cuenta, nos propusimos comprobar la
presencia de células en mitosis en cisticercoides activados.
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Figura 22: Expresion de Hm-cycB en larvas en metamorfosis de 4-5 dias post-infeccion (dpi). Se evidencia la ausencia de sefial de
WMISH para Hm-cycB en estas larvas. En azul se marcan los nucleos tefiidos con DAPI y en verde la sefial de WMISH para Hm-cycB.
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5.5.2. Anadlisis de células en mitosis en cisticercoides activados

Con el fin de investigar la presencia de células en mitosis en cisticercoides de 0 y 6 hs post-activacién, realizamos
una inmunohistofluorescencia (IHF) utilizando un anticuerpo especifico para la deteccion de la histona H3
fosforilada en la serina 10 (H3ser10P).

Este analisis nos permitid evidenciar a las células en mitosis en cisticercoides activados, pero también obtener
informacién acerca de la quiescencia de las células germinativas en este estadio. Si en los cisticercoides las células
germinativas se encontraran quiescentes en GO, como hipotetizamos, no seria esperable observar células con marca
de IHF para H3ser10P inmediatamente después de la activacion (CC O hs post-activacion), ya que el tiempo no es
suficiente para que las mismas lleguen a mitosis saliendo de GO. En cambio, en cisticercoides de 6 hs post-activacién,
esperariamos que si haya células germinativas en mitosis, como se explicd anteriormente.

En forma concordante con la hipdtesis, en cisticercoides de O hs post-activacion (Figura 24 A, B) no observamos
células claramente positivas para la modificacién de la histona. Unicamente en una de las larvas analizadas vimos
una sefial suave que co-localiza con nucleos (Figura 24B) y podria corresponderse con células ingresando en mitosis.
En cambio, en cisticercoides de 6 hs post-activacion (CC 6 hs) detectamos varias células en mitosis (claramente
H3ser10P*) (Figura 24Cy D).

El nimero de células H3ser10P*en CC 6 hs resultd ser bastante variable entre las distintas réplicas bioldgicas (4, 6 y
12 células H3ser10P*), pero llama la atencion que en todos los casos pareceria haber pares de células que se
mantienen juntas y que ingresan a fase M en forma coordinada (Figura 24C y D). Analizamos pocas larvas (n=3), por
lo que deberiamos ampliar el andlisis para obtener datos cuantitativos representativos y determinar si lo observado
para los pares de células es un patrén real.

Dada la presencia de células en fase M en los cisticercoides en tiempo 6 hs post-activacién, seria esperable ver
células expresando Hm-cycB en este estadio. Teniendo en cuenta este resultado y considerando los datos de
transcriptémica previamente mencionados, consideramos que es muy posible que la hibridacion in situ haya fallado
con la sonda de ciclina B, pero no podemos asegurarlo por no haber incluido un control positivo especifico para esta
sonda.

A futuro, planeamos obtener nuevos cisticercoides activados y larvas en metamorfosis para repetir los ensayos de
hibridacién in situ incluyendo un fragmento de la regidn anterior del adulto, donde sabemos que hay una intensa
expresion de Hm-cycB, para verificar si realmente el transcripto de interés no se detecta en cisticercoides o si
tuvimos problemas durante el desarrollo del ensayo en el primer intento.

En esta oportunidad, seria interesante analizar la co-localizacion con EdU para verificar si en cisticercoides la
expresion de Hm-cycB ocurre sélo en células germinativas en G2/M o también en fase S, al igual que ocurre en el
cuello del adulto. Si el transcripto se expresara Unicamente en G2/M esperariamos ver el mismo patrén que para la
marca de células en mitosis (es decir, empezariamos a observar sefial de Hm-cycB 6 hs después de la activacion de
las larvas).
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo, caracterizamos el patron de expresion del transcripto de la ciclina B candnica de H.
microstoma (Hm-cycB), en diferentes regiones del cuerpo del cestodo adulto.

En forma general, determinamos que Hm-cycB se expresa en células proliferantes (indiferenciadas) y no a
nivel de células diferenciadas (post-mitdticas), como se espera para un regulador del ciclo celular.
Observamos que Hm-cycB se transcribe intensamente en el cuello, regidon donde se concentran las células
germinativas. A nivel de los primeros segmentos la expresion se mantiene intensa, y luego, hacia segmentos
mas posteriores (maduros), se evidencia un gradiente decreciente de expresiéon de Hm-cycB en la regién
medular del parénquima.

En las células germinativas de la region del cuello, Hm-cycB no se expresa Unicamente en fase G2/M del
ciclo celular, sino también en fase S. Este patron es atipico, pero proponemos que podria ser un fendémeno
extendido en platelmintos, consecuencia del reducido complemento de ciclinas que presentan estos
animales. La expresién de ciclinas M en fase S plantea la posibilidad de que la ciclina B sustituya a las ciclinas
G1/Svy S del ciclo celular, ausentes en platelmintos parasitos. En dicho contexto, el complejo ciclina B-CDK1
se presenta como un buen candidato a regular la transicion G1/S, y la progresion de la fase S en cestodos.
La posible expansion de las funciones de la CDK1 en la regulacion del ciclo celular resulta interesante, ya
que podria hacer a los platelmintos parasitos especialmente vulnerables a compuestos inhibidores de la
quinasa.

En células germinativas externas al cuello, localizadas en el parénguima medular de segmentos maduros y
en la region del escélex, Hm-cycB no se detecta. Hasta donde sabemos, este seria el primer reporte de un
ARNmM que podria expresarse en forma diferencial en las células germinativas internas y externas al cuello.

Estas ultimas no son las Unicas células proliferantes que no expresan Hm-cycB. En los segmentos maduros,
observamos que los vitelocitos proliferan y no presentan sefial de deteccién del transcripto. De igual modo,
en espermatogonias y ovogonias no se detecta Hm-cycB, por lo que durante la mitosis de las células de la
linea germinal Hm-cycB podria no expresarse (o podria expresarse en una muy baja proporcién). Por tanto,
se esperaria la participacién de otra ciclina, posiblemente una ciclina divergente, que por datos de
transcriptomica sabemos que son especificas de adulto y que se expresan principalmente en los segmentos
maduros. A futuro, en nuestro laboratorio se analizard el patron de expresién de algunas de estas ciclinas
divergentes.

A nivel de los segmentos maduros, Hm-cycB se transcribe Unicamente dentro de los sistemas reproductores
(tanto femenino como masculino) una vez que las células de la linea germinal ingresan a meiosis.

Particularmente, durante la espermatogénesis, observamos un patron de expresion de la ciclina B que
parece ser conservado en animales. El ARNm de Hm-cycB comienza a detectarse en espermatocitos, y se
mantiene hasta el estadio de espermatidas redondas. Luego, en espermatozoides diferenciados la
expresién de Hm-cycB desaparece.
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Por su parte, durante el proceso de ovogénesis, observamos que Hm-cycB comienza a expresarse en
oocitos 1, y se dispone en forma asimétrica en el citoplasma formando granulos. Estos granulos se
mantienen en las siguientes etapas del proceso de ovogénesis, a través de ambas divisiones meidticas,
hasta que ocurre la primera mitosis embrionaria, cuando los granulos parecen desensamblarse y Hm-cycB
se detecta en todo el citoplasma. Aunque no fue posible determinar el patrdn de expresion de Hm-cycB en
las etapas inmediatamente posteriores del desarrollo embrionario, observamos que, en embriones aun
tempranos (de aproximadamente 25 células), se mantiene la sefial citoplasmatica de Hm-cycB. En un
futuro, pretendemos ampliar el andlisis en embriones tempranos disecados, para describir en detalle el
patron de expresion de Hm-cycB durante la embriogénesis temprana.

En cisticercoides, segundo estadio larvario de H. microstoma, determinamos la ausencia de células en
mitosis inmediatamente después de la activacién y la presencia de células en mitosis a las 6 horas post-
activacioén, lo que sugiere que las células germinativas se encuentran detenidas en fase GO en la larva antes
de su activacidn. A pesar de la presencia de células en fase G2/M en la segunda condicion, no detectamos
expresion de Hm-cycB, aunque creemos que esto se debe a una falla en el método de deteccién del ARNm.

Por tanto, planeamos repetir el andlisis en cisticercoides, y en larvas en metamorfosis, con el fin de
corroborar los resultados aqui descritos. Ademas, para ampliar el analisis del patréon de expresion de Hm-
cycB a todo el ciclo de vida de H. microstoma, buscaremos analizar su expresion en oncoésferas infectivas

eclosionadas in vitro.

El patrén de expresién de Hm-cycB resulté ser mas complejo de lo esperado en base a los patrones de
expresion de la ciclina B en otros animales. Aunque quedan por responder muchas incdgnitas sobre el rol
de la ciclina B, los resultados de este trabajo aportan al conocimiento (actualmente reducido) sobre los
reguladores del ciclo celular en cestodos.
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8. ANEXO

= Mapa de vector pCRIl utilizado para la clonacién del ADN copia (ADNc) de Hm-cycB:

lacZa ATG
M13 Reverse Primer | Sp6 Promoter +
CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC T|AT TTA GGI GAC ACT ATA
GTC CTT TGT CGA TAC TGGTAC TAA TGC GGT TCG A|TA AAT CCA CTG TGA TAT OIT

Nslil I*{indlll Kpnll Sacl B'amHl Spel

! 1
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX1 EcoR| EcoR | EcoRV
1 ! — [ |
GCC AGT GIG CTG GAA TTC GGC TT PCR Product A GCC GAA TTC TGC AGA TAT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG Al TT CGG CTT AAG ACG TCT ATA
BstX| Not | Xho | Nsi | Xba | Apa |

] ] ] [} ]
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GCGIATA

T7 Promoter M13 Fornward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TA| CAAT TCA |CTG GCC GTC GIT TTA C|AA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT [GAC CGG CAG CAA AAT TT GCA GCA CTG ACC CTT TTG /

Comments for pCR®II
3971 nucleotides

LacZo. gene: bases 1-587

M13 Reverse priming site: bases 205-221

Sp6 promoter: bases 239-256

T7 promoter: bases 404-423

M13 (-20) Forward priming site: bases 431-446
f1 origin: bases 588-1025

Kanamycin resistance ORF: bases 1359-2153
Ampicillin resistance ORF: bases 2171-3031
pUC origin: bases 3176-3849

Secuencia de los promotores T7/SP6
Secuencias de pCRIl que flanquean al inserto
Secuencia de inserto (ADNc de Hm-cycB)
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= Secuencia del producto de PCR utilizado como molde para la sintesis de sondas Hm-cycB

5" -
TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTG
CAGAATTCGGCTTTATCCTATCGTCCCAAACTCTGTCCAAAATGGGCTGGTTGATGGCGATCGCTCTAGCCAAAC
AGACCGCCATTGCGGCAAGACAATTCGGGCCATAATGAACGATATTATACTCCTGATAACCAACTTCTAAAAAGT
ACTTAGCCATATTTTGCGTCAAAGAATTAGCTCTAAGTGCAAGCAGCAACCGCCGAAGAAACAAGTATGGTGTTG
GAATGACCATGTCAAAATCAAGTTTGTTAAGAATAAGAATTTCACAGTCTAGAATCTGGGATGAAGAAAAAGCAC
CTTCGGTGATATTGCGAAACTGATGCACATCAGGTGGAAACATCTCCTCGTATTTCGCGGCAATATAGAGCGTCG
TAATGCCTACTAATTGCAATGTACTTTTGGTGACAATATCGCGAGCTTTCTGTAGAAACTGGTCCAGCAATCCAA
TCGCCAAATACAGAGTATCAGTAAGAAGACGAAAACTAGAGTGAACTTGGACCATCCAATCGACAAGAATATAAC
GCATACGGGGATTCAATCCAACACAATGTTTCATGAAATTATGCTCAAGACGAAAGGCTAAAACCGATTTCATCT
GCAAATAGTCGAAAGAGCATTCAGCTATATGATTATCTATCTTATGAACATGTCCAAAATCCTTGTCAAGTTCCA
GAAAAACGGTCGGATTTTTTGCCATACACTTCACCCTAATCGCGTACCGTTGTTTGAAAAATCCAATAGCAATGG
ACCGTACGGCAGAGGAAAACTGACGAAGTTCAGCAGAAAATAGGGCTTTTCCGACACACGATTGATGCCGTTTAC
AATCCTTTTCGGTTCTTGTCGGCCTCTTTGATATGGGATTAGTATCAATTGGGACCAAAGGTACTCTTGATCTCG
AAGCCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAG
TATTCTATAGTGTCACCTAAAT-3’

= Secuencia de la sonda de deteccién (anti-sentido) de Hm-cycB (sintetizada con la ARN polimerasa T7)

5'-
GGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGGCTTTATC
CTATCGTCCCAAACTCTGTCCAAAATGGGCTGGTTGATGGCGATCGCTCTAGCCAAACAGACCGCCATTGCGGCA
AGACAATTCGGGCCATAATGAACGATATTATACTCCTGATAACCAACTTCTAAAAAGTACTTAGCCATATTTTGC
GTCAAAGAATTAGCTCTAAGTGCAAGCAGCAACCGCCGAAGAAACAAGTATGGTGTTGGAATGACCATGTCAAAA
TCAAGTTTGTTAAGAATAAGAATTTCACAGTCTAGAATCTGGGATGAAGAAAAAGCACCTTCGGTGATATTGCGA
AACTGATGCACATCAGGTGGAAACATCTCCTCGTATTTCGCGGCAATATAGAGCGTCGTAATGCCTACTAATTGC
AATGTACTTTTGGTGACAATATCGCGAGCTTTCTGTAGAAACTGGTCCAGCAATCCAATCGCCAAATACAGAGTA
TCAGTAAGAAGACGAAAACTAGAGTGAACTTGGACCATCCAATCGACAAGAATATAACGCATACGGGGATTCAAT
CCAACACAATGTTTCATGAAATTATGCTCAAGACGAAAGGCTAAAACCGATTTCATCTGCAAATAGTCGAAAGAG
CATTCAGCTATATGATTATCTATCTTATGAACATGTCCAAAATCCTTGTCAAGTTCCAGAAAAACGGTCGGATTT
TTTGCCATACACTTCACCCTAATCGCGTACCGTTGTTTGAAAAATCCAATAGCAATGGACCGTACGGCAGAGGAA
AACTGACGAAGTTCAGCAGAAAATAGGGCTTTTCCGACACACGATTGATGCCGTTTACAATCCTTTTCGGTTCTT
GTCGGCCTCTTTGATATGGGATTAGTATCAATTGGGACCAAAGGTACTCTTGATCTCGAAGCCGAATTCCAGCAC
ACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACC
TAAAT-3'

= Secuencia de la sonda control (sentido) de Hm-cycB (sintetizada con la ARN polimerasa SP6)

5'-
AGAATACTCAAGCTATGCATCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATT
CGGCTTGATCAAGAGTACCTTTGGTCCCAATTGATACTAATCCCATATCAAAGAGGCCGACAAGAACCGAAAAGG
ATTGTAAACGGCATCAATCGTGTGTCGGAAAAGCCCTATTTTCTGCTGAACTTCGTCAGTTTTCCTCTGCCGTAC
GGTCCATTGCTATTGGATTTTTCAAACAACGGTACGCGATTAGGGTGAAGTGTATGGCAAAAAATCCGACCGTTT
TTCTGGAACTTGACAAGGATTTTGGACATGTTCATAAGATAGATAATCATATAGCTGAATGCTCTTTCGACTATT
TGCAGATGAAATCGGTTTTAGCCTTTCGTCTTGAGCATAATTTCATGAAACATTGTGTTGGATTGAATCCCCGTA
TGCGTTATATTCTTGTCGATTGGATGGTCCAAGTTCACTCTAGTTTTCGTCTTCTTACTGATACTCTGTATTTGG
CGATTGGATTGCTGGACCAGTTTCTACAGAAAGCTCGCGATATTGTCACCAAAAGTACATTGCAATTAGTAGGCA
TTACGACGCTCTATATTGCCGCGAAATACGAGGAGATGTTTCCACCTGATGTGCATCAGTTTCGCAATATCACCG
AAGGTGCTTTTTCTTCATCCCAGATTCTAGACTGTGAAATTCTTATTCTTAACAAACTTGATTTTGACATGGTCA
TTCCAACACCATACTTGTTTCTTCGGCGGTTGCTGCTTGCACTTAGAGCTAATTCTTTGACGCAAAATATGGCTA
AGTACTTTTTAGAAGTTGGTTATCAGGAGTATAATATCGTTCATTATGGCCCGAATTGTCTTGCCGCAATGGCGG
TCTGTTTGGCTAGAGCGATCGCCATCAACCAGCCCATTTTGGACAGAGTTTGGGACGATAGGATAAAGCCGAATT
CTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTA
TTA-3'

Secuencia de los promotores T7/SP6
Secuencias de pCRIl que flanquean al inserto
Secuencia codificante/molde para Hm-cycB - Secuencia de primers especificos de Hm-cycB
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Protocolo completo de WMISH en gusanos adultos

Una vez obtenidos los gusanos los mismos deben ser fijados para comenzar el protocolo de WMISH.

Fijacién

Colocar a los gusanos en PBS-DEPC e incubar en hielo durante 5 minutos.

Retirar el PBS y agregar PFA 4% (en PBS-DEPC) precalentado a 80°C. El PFA debe colocarse
caliente y en forma rdpida para evitar la contraccion muscular de los gusanos.

Incubar a 4°C ON (Over Night) o 4 hs a RT (Room Temperature).

Pasar los gusanos fijados a 100% metanol (para ARN) y colocarlos en agitacion por 10 minutos.
Cambiar el metanol y guardar a -20°C a largo plazo, hasta su uso.

En caso de querer usar los gusanos en los dias siguientes, es posible colocar los gusanos fijados en PBS

en lugar de metanol y preservarlos en heladera a 4°C hasta su uso.

Desde este primer paso de fijacion, y hasta la etapa de revelado, debe trabajarse bajo condiciones libres

de RNasas.

Dial

Rehidratacion

En caso de utilizar gusanos fijados y posteriormente almacenados en metanol, se deben hacer lavados

para gradualmente cambiar el metanol por PBS + 0.1% Tween-20 (PBS-T).

e e

Lavar con etanol 100% durante 5 minutos.

Lavar con etanol 75% en agua (DEPC) por 10 minutos.
Lavar con etanol 50% en PBS-T por 10 minutos.

Realizar tres lavados con PBS-T, cada uno de 5 minutos.
Todos los lavados deben hacerse con agitacién a 600 RPM.

Si los gusanos se encontraban en PBS, la rehidratacion no es necesaria y puede comenzarse el proceso

realizando tres lavados de 5 minutos con PBS-T.

Permeabilizacién con Proteinasa K y refijacién

Afiadir 1.5 pl de Proteinasa K (20 mg/ml) en 2 ml de PBS-T e incubar a RT durante 20 minutos
(sin agitacion).

Lavar 2 veces con Trietanolamina (TEA) 0.1 M, pH 7.8 por 5 minutos, invirtiendo lentamente el
tubo cada tanto.

En el segundo lavado, agregar 2.5 ul de Anhidrido acético por cada ml de TEA e invertir el tubo
lentamente cada tanto.

Tras 5 minutos, agregar la misma cantidad de Anhidrido acético e incubar 5 minutos, invirtiendo
de vez en cuando los tubos.
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10.
11.

12.

13.

14.

Dia 2

Lavar 2 veces por 5 minutos con PBS-T, invirtiendo de vez en cuando los tubos.
Refijar a los gusanos con PFA 4% en PBS-T, durante 20 minutos en agitacion.
Lavar 5 veces con PBS-T durante 5 minutos en agitacion para eliminar el PFA.

Equilibrar las muestras y Pre-Hibridacién

Agregar 250 pl de solucién de hibridaciéon (50% formamida, 5x SSC, 1 mg/ml ARN Tortula, 100
ug/ml Heparina, 1x Denhardt’s, 0.1% Tween-20, 0.1% CHAPS) a 1 ml de PBS-T y permitir que se
equilibre durante unos 3 minutos.

Remover el liquido y reemplazar con 500 ul de buffer de hibridacién. Incubar a 60°C durante
10 minutos agitando en Thermomixer a 600 RPM.

Reemplazar al buffer de hibridacién con 500 ul nuevos de este mismo buffer, y dejar a 60°C en
agitacion por al menos 6 horas (puede dejarse ON).

Hibridacion de la sonda

Si la sonda serd utilizada por primera vez:

1.

2.
3.
4

Desnaturalizar la sonda a 80°C durante 3 minutos.

Centrifugar brevemente y colocar en hielo.

Agregar la sonda a buffer de hibridaciéon precalentado a 58°C.

Remover la solucién de pre-hibridacién de las muestras y agregar la sonda recientemente
diluida (con una concentracién final de aproximadamente 0.2 ng/ul).

Si la sonda se reutilizara:

1.
2.
3.

Incubar la sonda, ya disuelta en buffer de hibridacidn, a 80°C durante 3 minutos.
Colocar en Thermomixer a 58°C por 5 minutos.
Remover el buffer de pre-hibridacidn de las muestras y agregar la sonda.

Dejar hibridando ON en Thermomixer, con agitacién a 600 RPM, a 53-54°C (para sondas de hasta 250
pb) 0 57-58°C (para sondas de mas de 250 pb).

Dia3

Recuperacién de la sonda y lavados

Recuperarlasonday guardarla en un nuevo tubo para su almacenamiento. Mantenerla en hielo
hasta el momento de guardarla a -80°C, donde se mantienen hasta su préximo uso (las sondas
pueden ser reutilizadas hasta 5 veces obteniendose buenos resultados).

Realizar 2 lavados de 10 min, con 500 ul de buffer de hibridacién precalentado a la temperatura
de hibridacién (53-54°C 0 57-58°C, dependiendo del largo de la sonda), en agitacion (600 RPM).
Realizar 3 lavados de 30 min cada uno, con solucién 2x de SSC (3 M NaCl + 0.3 M citrato de
trisodio) + 0.1% Tween-20 (precalentada a 53-54°C 0 57-58°C), en agitacidn (600 RPM).
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4. Realizar 3 lavados de 30 min cada uno, con solucién 0.2x de SSC + 0.1% Tween-20 (precalentada
a 53-54°C 0 57-58°C), en agitacién (600 RPM).
5. Lavar 2 veces con MAB + 0.1% Tween-20 (MAB-T) a RT, cada lavado de 15 min con agitacion.

Incubacién con anticuerpo

6. Bloguear durante 2 horas en 0.5 ml de MAB-T + 1% “Blocking reagent” + 5% de suero de oveja,
a RT en agitacion.
La solucion de bloqueo debe ser calentada a 60°C durante 30 minutos para inactivar el suero,
y posteriormente enfriada en hielo antes de agregarsela a las muestras.

7. Remplazar la solucién de bloqueo con la dilucién de 1/50 de anticuerpo anti-DIG conjugado a
peroxidasa (POD) en MAB-T + 1% “Blocking reagent”. Incubar ON a 4°C con agitacion.

Dia 4
Lavados
1. Remover el anticuerpo y lavar 3 veces por 5 min con MAB-T a RT con agitacion.
2. Lavar 3 veces por 1 hora con MAB-T a RT con agitacién.
3. Realizar un lavado de 3 minutos con PBS + 0.1 M Imidazol (pH 7.6) a RT con agitacién.
4. Realizar un lavado de 10 minutos con PBS + 0.1 M Imidazol (pH 7.6) a RT con agitacién.

Revelado: reaccidn con Tiramida para coloracidn fluorescente

5. Preparar la solucion de la reaccion fluorescente mezclando PBS + 0.1 M Imidazol (pH 7.6) con
1/100 de Tiramida Fluorescente y 0.001% de H,0, (para obtener la dilucion 0.001% hacer
primero una dilucion 1/300 de H,0, 30% y luego una dilucién 1/100).

Agregar la solucién de la reaccién fluorescente y mezclar por inversion de 5 a 10 veces.
Incubar en oscuridad, sin agitacion, durante 5 minutos.
Lavar rapido con PBS-T, para quitar el exceso de solucién de reaccion fluorescente.

A partir de este punto ya no es necesario trabajar bajo condiciones libre de RNAsas.

9. Lavar 4 veces con PBS-T en oscuridad.

10. En este punto es posible realizar la deteccion de EdU (si se realizd una etapa de marcado con
este analogo previo a la fijacidn) y/o la tincion de ADN con DAPI (1 pg/ml en PBS-T, incubacién
ON).

11. Montar con glicerol 80% con 50 mM de Tris pH 7.0, o medio de montaje comercial, y sellar los
bordes con esmalte de ufias transparente.
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WMISH en formas larvarias

Para las hibridaciones in situ en cisticercoides activados y oncdsferas en proceso de metamorfosis, se

siguio el procedimiento descrito anteriormente para adultos, con leves modificaciones.

Dado el reducido tamafio de las larvas, previo a cada paso es necesario centrifugar a 2000 g por 1

minuto o 10 segundos a maxima velocidad, de modo que las mismas permanezcan en el fondo del tubo

mientras se cambian las soluciones.

Por otro lado, la permeabilizacién con Proteinasa K se realiza por un tiempo mas reducido (10 minutos

en lugar de 20), ya que las larvas son mas delicadas que los adultos, y los tejidos se ven dafiados durante

un tratamiento tan prolongado.

Protocolo de Inmunohistofluorescencia (IHF)

Dial

Partiendo de gusanos adultos vivos:

No vk wN e

Fijar los gusanos con PFA 4% en PBS, ON en la heladera o 4 hs a RT, con agitacién.

Lavar 3 veces con PBS + 0.3% Tritdn (PBS-Tx) a RT, cada lavado de 10 minutos y en agitacion.
Permeabilizar con PBS-Tx + 0.5% SDS + 2 pug/ml PK a RT, durante 5 minutos sin agitacion.
Lavar en forma rdpida con PBS-Tx.

Re-fijar con 4% PFA en PBS a RT, con agitacion.

Lavar 3 veces con PBS-Tx a RT, 10 minutos cada lavado, con agitacion.

Bloguear con PBS-Tx + 3% BSA + 5% Suero de Oveja inactivado (se inactiva por calentamiento
a 60°C por 30 minutos) a RT, durante 2 hs con agitacién.

Incubar con anticuerpo primario a la concentracion adecuada en PBS-Tx + 3% BSA, a 4°C, por 2
dias, con agitacidn. Para la incubacion se puede adicionar azida de sodio 0.02% para evitar el
crecimiento de bacterias.

Si se hace la inmunohistofluorescencia en gusanos sobre los que ya se hizo hibridacién in situ y

posteriormente fueron reservados en glicerol:

Lavar 3 veces con PBS + 0.3% Triton (PBS-Tx) a RT, cada lavado de 10 minutos y en agitacion,
para eliminar el glicerol.

En este caso no es necesario hacer un paso de permeabilizacién dado que previamente se hizo
durante la WMISH.

En este punto es recomendado realizar el proceso de Heat Induced Epitope Retrieval (HIER),
colocando los gusanos en buffer citrato 10 mM (pH=6) y calentando a 99 °C durante 20 min.
Lavar 3 veces con PBS-Tx a RT, 5 minutos cada lavado, con agitacién.

Bloguear con PBS-Tx + 3% BSA + 5% Suero de Oveja inactivado (se inactiva por calentamiento
a 60°C por 30 minutos) a RT, durante 2 hs con agitacién.
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Incubar con anticuerpo primario a la concentracién adecuada en PBS-Tx + 3% BSA, a 4°C, por 3
dias, con agitacion. Para la incubacion se puede adicionar azida de sodio 0.02% para evitar el
crecimiento de bacterias.

Dia3

Lavar 5 veces con PBS-Tx a RT, 30 minutos cada lavado, con agitacion.

Incubar con anticuerpo secundario conjugado a fluorosforo a la concentracién adecuada en
PBS-Tx + 3% BSA, a 4°C, por 3 dias, con agitacion en oscuridad. En este paso puede incluirse
DAPI para marcar los nucleos durante la incubacién. También se recomienda adicionar azida
de sodio 0.02% para evitar el crecimiento de bacterias.

Dia 5
Lavar 5 veces con PBS-Tx a RT, durante 30 minutos cada lavado, con agitacién.

Montar con 80% glicerol 50 mM de Tris pH 7.0, o medio de montaje comercial, y sellar con
esmalte de ufias transparente.
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Figura 25: Incorporacién de EdU en células proliferantes del escélex y el cuello del adulto de H.
microstoma, como resultado de la incubacién durante distintos tiempos. A. Gusano incubado por
30min. B. Gusano incubado por 60 min. C. Gusano incubado por 120 min. En rojo se observa la
marca de EdU, en azul los nucleos teflidos con DAPI y en gris el DIC (contraste
de interferencia diferencial). Se observa incorporacion de EdU en las células germinativas del cuello.
También se ve una poblacion reducida de células EdU* en el escédlex. Mediante una incubacion con
el tiempo minimo empleado (30 min) se obtiene una buena marca con el analogo de timidina.

68



20 pm

Figura 26: Larva en metamorfosis de 4 dias post-infeccidn (dpi) marcada con inmunohistofluorescencia para la H3ser10P. Se
evidencia la presencia de células mitdticas. En azul se marcan los nucleos con DAPIy en magenta la marca de IHF. Imagen de
Jimena Montagne (resultado de su tesis de doctorado, no publicado).
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