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Resumen

El advenimiento de nuevas técnicas para el estudio de la proliferacion
celular en neoblastos (células indiferenciadas) grandes avances se han logrado en
el entendimiento de los mecanismos de regeneraciéon celular en platelmintos.
Muchos de los estudios mas relevantes se han llevado a cabo mediante la
utilizaciéon de marcadores moleculares.

Este trabajo plantea como objetivo contribuir al conocimiento de la biologia
del desarrollo de los platelmintos parasitos Mesocestoides corti y Fasciola hepdtica
como organismos modelo de Cestodos y Trematodos respectivamente estudiando
en particular las células proliferativas, bajo la hipétesis de que PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen) es un posible marcador molecular especifico de células
proliferantes en platelmintos parasitos

PCNA es un cofactor de las ADN polimerasas 6 y € (Ayyagari R, et al., 1995;
McAlear M. et al., 1994) cuya funcién es aumentar su procesividad (George-Lucian
Moldovan, et al.,, 2007). Como antecedente (tesina de grado German Caurla) se
aislé y caracterizo el gen de PCNA para Mesocestoides corti, Echinococus
granulosus, y Fasciola hepdtica proyectando en este estudio la produccién de una
proteina recombinante de E. granulosus EgPCNAr (Echinococus granulosus PCNA
recombinante) para generar un anticuerpo y asi localizar PCNA en ensayos de
inmunohistoquimica sobre distintos estadios (abordables) de desarrollo de los
parasitos. Asi también planteamos realizar una caracterizacion espacial para
determinar si existe expresion diferencial en regiones del organismo mediante
ensayos de hibridaciéon con sondas de ARN.

Se probd la incorporacion de 5-etinil-2 'desoxiuridina (EDU) al ADN, el cual
es un método para detectar la sintesis de ADN en células proliferantes. Y se realizo
un andlisis informatico de secuencias génicas y estructuras de proteina para
corroborar datos acerca de la historia evolutiva del gen que se sabe se encuentra
altamente conservado a lo largo de la historia.

Se logro expresar la proteina recombinante, inmunizar un conejo y obtener
un anticuerpo contra PCNA. Los resultados de inmunomarcado con dicho
anticuerpo muestran poblaciones celulares positivas para PCNA que presentan una
distribucién similar ensayos de Hibridacion in situ con sondas de ARN e
incorporacién de EDU tanto en M. corti como F. hepdtica. Se genera un gradiente
anteroposterior conforme comienza el desarrollo y crecimiento para M. corti. la
localizacion se da a nivel del parénquima medular encontrando mayores
concentraciones en cuello y escélex. En F. hepdtica la distribucién se concentra a
nivel de las glandulas vitelogenas no descartando la tincibn en aparato
reproductor. A su vez los resultados obtenidos se corresponden a lo encontrado en
la bibliografia para otros modelos. Las inferencias informaticas demuestran el alto



porcentaje de identidad que existe a nivel de secuencia génica si bien la separacién
en clados queda bien definida para cada clase. Se visualizo también la alta similitud
a nivel de estructura que presenta PCNA en todos los organismos.



Introduccion



Caracteristicas generales de los Platelmintos

Los platelmintos son un filo de animales invertebrados acelomados,
protéstomos, triblasticos que comprende unas 20.000 especies. Son organismos
aplanados dorso-ventralmente y presentan simetria bilateral. Su cuerpo es macizo
y relleno de tejido parenquimatico laxo. El espacio entre el ectodermo y el
endodermo estd lleno de mesénquima en donde se encuentran los dérganos
internos. No existe cavidad general como en el caso de los nematodos y las
estructuras intraparenquimatosas corresponden a los 6rganos genitales (Osimani,
1982).

En la mayoria de los casos la organizacion del sistema genital es
hermafrodita con la excepcion de algunas especies. El tubo digestivo carece de ano,
actuando como cavidad gastrovascular la cual realiza las funciones digestivas y de
distribucién de los nutrientes, dado que carecen de aparato circulatorio. Muchas
formas pardasitas carecen de aparato digestivo. Tampoco tienen aparato
respiratorio y el oxigeno que necesitan para su metabolismo lo intercambian a
través de sus delgados tegumentos. Tienen un sencillo sistema nervioso bilateral
que recorre el cuerpo y un aparato excretor rudimentario que esta constituido por
los protonefridios, que comienzan ciegos en el mesénquima.

Dentro del ciclo bioldégico de las formas parasitas se pueden presentar uno o
mas hospederos intermediarios, pudiendo llegando en ocasiones a ser muy
complejo.

Segun la clasificacion tradicional, el filo platelmintos, comprende cuatro clases.

- Turbelarios: platelmintos de vida libre que ocupan el medio
marino, lacustre o dulceacuicola.

- Trematodos: platelmintos parasitos internos y externos tanto
de vertebrados como invertebrados.

- Cestodo: platelmintos endoparasitos. En su extremidad
anterior estd situado el denominado escdlex, donde encontramos 6rganos
de fijacion para adherirse a su hospedero, el resto del cuerpo posee un
numero variable de segmentos llamados proglotis.

- Monogéneos: platelmintos parasitas principalmente de peces
y anfibios. Considerados durante largo tiempo como un orden de la clase
Trematoda, fueron separados de ellos, entre otros motivos, por presentar
un ciclo biolégico con un solo hospedero.



Biologia de Cestodos

Los cestodos son hermafroditas y en general tienen ciclos que implican mas
de un hospedero. La forma adulta vive en la mayoria de los casos en el tubo
digestivo de mamiferos y se encuentra especializada para la sobrevida en ese
entorno. Los adultos tienen una pequefia cabeza o escélex, con Organos
especializados de fijacion (ventosas y/o ganchos), seguido por un corto cuello o
zona de brotacién (proliferaciéon) que genera los segmentos del cuerpo o estrébila,
que consiste de hasta 1000 proglétides. Constantemente, se estan formando
nuevas proglétides por brotamiento transversal en el cuello, y a medida que crece
y se aleja del escolex cada proglétide madura dando lugar a los drganos
reproductores masculinos y femeninos, los que por autofecundacién o fecundacién
cruzada dan lugar a miles de huevos. Estos permanecen al interior del proglétide
maduro, y eventualmente los proglétides terminales gravidos son liberados.
Cuando son ingeridos por los hospederos intermediarios, liberan formas larvarias
que se enquistan en los tejidos del hospedero intermediario; en algunos casos
estos quistes dan lugar a multiples formas larvarias por gemacién al interior del
quiste (como es tipico en especies del género Echinococcus) (Figura 1). La
generacion de protoescolex a partir de la capa germinativa del quiste hidatico es
un claro ejemplo de la existencia de células indiferenciadas con una alta capacidad
proliferativa y de diferenciacion.

En varios laboratorios el Cestodo Mesocestoides corti esta siendo
incorporado como modelo alternativo para el estudio de cestodos (Markoski et al.
'03; Espinoza et al. '2005). M. corti posee un ciclo de vida complejo, con al menos
tres hospedadores. El adulto es un tipico cestodo segmentado, vive en el intestino
de animales homeotermos carnivoros varios, y produce huevos con oncosferas
(embriones), que infectan a un primer hospedador intermediario; este es
probablemente un artrépodo pero la identidad del mismo se desconoce. Este
primer hospedador intermediario seria entonces ingerido por el segundo
hospedador intermediario; en este caso, una amplia gama de animales son capaces
de alojarlo, como por ejemplo lagartijas, serpientes, ratones y canidos (Britos et al.
'2000). En la cavidad peritoneal de estos hospedadores, se desarrollan como
tetratiridios, un estado larval propio del género, que es similar al adulto en cuanto
a que posee un escolex con cuatro ventosas, pero no se encuentra aun segmentado
ni posee rudimentos del aparato reproductor. Los tetratiridios proliferan
asexualmente mediante fisién longitudinal en estos hospedadores. Los tetratiridios
de M. corti pueden mantenerse en el laboratorio por infecciéon de ratas y ratones,
rindiendo grandes cantidades de larvas en poco tiempo. El cultivo in vitro de



tetratiridios segtn las condiciones puede inducir la proliferacion asexual de las
larvas, o llevar a la segmentacion y la formacién de las génadas (Thompson et al.
'82; Markoski et al. '03). Estos procedimientos han sido puestos a punto en nuestro
laboratorio (Britos et al. '00; Lalanne et al. '04).

Figura (1) - Ciclo de vida de Mesocestoides Corti. En la figura se muestran las diferentes
etapas del desarrollo que es posible encontrar en este parasito. Modificada de
http://www.ufrgs.br/depbiot/206a/Ciclo.htm



Biologia de Trematodos

En trematodos los ciclos biolégicos son complejos implicando generalmente
un molusco como hospedero intermediario y un vertebrado como hospedero
definitivo, pudiendo existir mas hospederos intermediarios entre éstos (Figura
2a). Salvo los Schistosomas que son dioicos, todos los trematodos son
hermafroditas, y se reproducen sexualmente en su fase adulta. Los huevos (Figura
2b) producidos generan larvas que infectan al hospedero intermediario, pero en
éste ocurre un proceso de amplificacién asexual, de modo que a partir de un
miracidio (Figura 2c) que infecta un caracol pueden emerger varios cientos de
cercarias. Se conoce desde hace mas de un siglo que el desarrollo asexual en el
hospedero intermediario depende de masas germinales de células. Los miracidios
que eclosionan de los huevos, invaden el caracol que les sirve de hospedero
intermediario, y se transforman en una estructura hueca, el esporocisto, que
contiene en su interior algunas células germinales. Estas se dividen y desarrollan
dando lugar a las formas larvarias siguientes, las redias. Estas emergen del
esporocisto, y migran alimentandose de los tejidos del hospedero. En su interior
persisten células indiferenciadas que proliferan nuevamente dando lugar a nuevas
masas germinales. Estas a su vez se diferencian en redias hijas o en cercarias
dependiendo de las condiciones ambientales y nutricionales del hospedero.

Las cercarias son esencialmente una forma inmadura que luego de invadir al
hospedero definitivo culmina el proceso de crecimiento, diferenciacién y
maduracion. Si bien no han sido identificados, verdaderos precursores germinales
deben estar presentes en las cercarias, para dar lugar a las génadas presentes en
los adultos. Estas dos o tres rondas de reproduccidn asexual en el caracol significan
una amplificaciéon bioldgica, donde a partir de un dnico miracidio se pueden
obtener varios cientos de metacercarias (Wilson & Draskau '76; Andrews '99;
Keiser '10).

En nuestro pais la prevalencia de infecciéon con F. hepdtica en ovinos y
bovinos supera el 50%. La infeccién se adquiere por ingesta de vegetacion (berro
en el caso tipico humano) contaminada con metacercarias, las que se activan al
pasar por el estobmago y se desenquistan en el duodeno. Los juveniles
recientemente desenquistados (JRD) atraviesan la pared intestinal, migran por la
cavidad peritoneal y erosionan el parénquima hepatico en su trayecto hasta su
destino final en los canaliculos biliares. En este entorno inmunolégicamente
seguro, maduran sexualmente, produciendo miles de huevos diarios que son
liberados con las heces del hospedero. Los miracidios generados infectan caracoles
del género Lymnea, donde se dan dos o tres ciclos de amplificaciéon asexual como



se describié anteriormente, liberando finalmente una forma de vida libre
(cercaria) que se enquistan en la vegetacion transformandose en metacercaria y
cerrando el ciclo (Andrews '99.)

Figura 2a - Ciclo de vida de F. hepatica. En la figura se muestran las diferentes etapas del ciclo con
sus hospedadores. Modificado de pagina Centers for Disease Control and Prevention

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

Figura 2c - Imagen Miracidio adaptada de -
Figura 2b - Huevo de Fasciola hepdtica. Area de Biologia. Lab. de Microfauna (M.V.Z
Huevo operculado, Forma elipsoidal y de Santos Vazquez Cervantes)
pared fina aunque altamente impermeable.
Tamafio: 130-150 x 60-90 pum. Imagen
adaptada de  Curso  practicas de
microbiologia  para  farmacéuticos - 10
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Los helmintos parasitos son responsables de infecciones en una gran
cantidad especies de animales. Debido al impacto sanitario y econémico han sido
estudiados buscando dilucidar aspectos basicos referidos a su biologia,
inmunologia, y epidemiologia. Sin embargo, a pesar del conocimiento
acumulado, ninguna de las estrategias disefiadas para erradicarlos han funcionado
por lo que es imprescindible profundizar en el conocimiento de su biologia.

Estudio de neoblastos en Platelmintos - Proliferacion

Las Planarias son gusanos planos, de cuerpo blando, y sin segmentacién
visible. Muchas especies de este tipo son conocidas, entre las que se incluyen
especies de agua dulce, agua salada, e incluso hay terrestres. "Planaria” es un
término coloquial que hace referencia a los miembros de vida libre del orden
Tricladida, dentro de la Clase Turbelaria. Estos gusanos han atraido la atencion de
diversos bidlogos debido a su asombrosa capacidad regenerativa (un pequefio
fragmento del cuerpo se puede regenerar en el lapso de 1 semana) (Rink, 2013;)
La regeneracién celular en Planarias esta basada en un tipo celular pluripotente
denominados neoblastos. Estos estin distribuidos en el parénquima de los
organismos y conforman aproximadamente el 25 - 30 % del total de células
(Bagufia et al, 1989). Los neoblastos en Planarias se caracterizan por su
morfologia, su gran capacidad proliferativa, y por la expresién de marcadores
moleculares caracteristicos de este tipo celular (Peter et al., 2004; Reddien, 2013;
Reuter y Kreshchenko, 2004). La historia del descubrimiento de los neoblastos ha
sido recientemente revisada (Bagufia, 2012). El término "neoblasto" se us6 en un
primer momento para describir a las células pequefias y redondas que se
encontraban en el mesénquima de las Planarias, a excepcion de la zona frente a los
fotorreceptores y a la faringe (Unicas areas incapaces de regenerarse) (Reddien y
Alvarado, 2004). Mediante el microscopio electrénico de transmisién (TEM) se
pudieron caracterizar morfolégicamente como células con un didmetro de 5 a 10
micras, con un citoplasma delgado, gran cantidad de ribosomas libres, cuerpos
cromatoides prominentes, y un ndcleo grande con poca heterocromatina (Bagufia
y Romero, 1981; Betchaku, 1967; Brgndsted, 1969; Coward, 1974; Hey y Coward,
1975; Hori, 1982; Pedersen, 1959). Un indicio de que estas células juegan un rol
preponderante en la regeneraciéon surgié al observar mediante diversos
experimentos que todas las divisiones celulares en planarias ocurrian
exclusivamente en células que concordaban con la descripcion morfolégica
detallada anteriormente, lo cual culmind con la afirmacién de que "en planarias, los
neoblastos son las tunicas células que se dividen". En consecuencia, los marcadores
de division celular genéricos tales como fosfo-histona H3, incorporacién de BrdU, o
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la expresion de componentes de la maquinaria de la divisién celular, tales como
PCNA son comuUnmente utilizados como marcadores de neoblastos (Morita y Best,
1984; Newmark y Sanchez Alvarado, 2000; Orii et al., 2005; Salvetti et al., 2000).
Los avances en técnicas moleculares y celulares han revelado los mecanismos que
rigen la funcion de los neoblastos y la regeneracion celular. Como respuesta a una
amputacion o a una lesién en el tejido del organismo, las Planarias son capaces de
cicatrizar la herida mediante la migracién de células epiteliales adyacentes,
seguido por una rdpida migracién y proliferacién de neoblastos (Bagufia, 1976;
Eisenhoffer et al., 2008; Sal6 y Baguiia, 1984; Sasidharan et al., 2013; Wenemoser y
Reddien, 2010;). El inicio de la regeneracién implica una pérdida selectiva de
células viejas cerca de la region herida mediante el proceso de apoptosis, seguida
de una remodelacion de tejidos viejos y nuevos. El resultado es la restauraciéon
completa de la morfologia normal del animal (Lobo et al., 2012).

Un experimento esencial para validar el papel de los neoblastos realizado por
Wagner y sus colegas en 2011 consistioé en trasplantar un neoblasto a un gusano
letalmente irradiado (depletado de células madre) se logré como resultado un
gusano totalmente sano y del genotipo del gusano donante del neoblasto (Wagner
et al, 2011). Existen experimentos que ponen en evidencia este mecanismo a
través de la técnica de marcaje con BrdU y posterior irradiaciéon del organismo, por
ejemplo en Macrostomum lignano (Pfister et al., 2007, Nodono et al., 2012).

Otra caracteristica inusual de los neoblastos de Planarias es su alta
actividad mitética basal, por la cual todos los tejidos del organismo se estan
renovando de manera continua y probablemente, carezcan de cualquier tipos de
células de larga vida (Rink, 2013). Esta estrategia de renovacién celular en
Planarias contrasta con la existente en otros modelos animales conocidos, como
por ejemplo en mamiferos, donde dependiendo del tejido, pueden coexistir entre
las células proliferantes, células madre (con diversos niveles de compromiso para
su diferenciacién) y elementos celulares ya diferenciados.
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Tabla 1 - Genes de Planaria involucrados en la Biologia de células proliferativas. Obtenido de Disease Models and
Mechanisms 2011 4: 12-19; doi: 10.1242/dmm.006692

13



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

A

Figura 3. Caracteristicas Células indiferenciadas en Planarias. A:
Célula indiferenciada. B: Neoblasto. Alta relacién nucleo / citoplasma,
Nucleolo prominente, Alta basofilia debido a la cantidad de ribosomas
libres, Escaso reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi,
Presencia de cuerpos cromatoides. Obtenido de Shibata,N. 2010

Mediante el uso de las técnicas mencionadas, se han podido identificar
algunos marcadores moleculares entre los cuales se encuentran genes efectores
que participan directamente en los procesos de replicacion del ADN (Tabla 1)
como la proteina PCNA (Orii et al,, 2005), y el gen MCM2 (Salvetti et al.,, 2000), y
factores que podrian participar en la regulaciéon de estos procesos (como ser el
regulador post-transcripcional Pumilio (Rossi et al., 2008; Salvetti et al., 2005).
Existen evidencias de que el mecanismo de renovacién celular en los platelmintos
parasitos neodermados es similar al de platelmintos de vida libre (Koziol et al,,
2014; Sanchez Alvarado et al., 2003; Nimeth et al., 2004), especialmente en el caso
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de cestodos, si bien existen algunos estudios en digeneos (Reuter y Kreshchenko,
2004.

Neoblastos en Cestodos

Algunos autores, Galindo et al., (2003) han descrito la existencia de parches
de células proliferativas en la capa germinal del quiste hidatico (fase larvaria) de
Echinococcus granulosus, a partir de los cuales se desarrollarian los protoescolices
(fase infectiva para el perro); la proliferaciéon celular disminuiria una vez que
comienza la diferenciaciéon de los mismos. En cestodos adultos, por otra parte, se
encuentra establecido para algunas especies que la proliferacion celular existe
principalmente en el parénquima de la region del cuello, donde se van generando
los proglétidos (segmentos) de la estrébila (Merchant et al., 1997).

Estudios en Dipyllobothrium dendriticum (Figura 4 a,b,c) han demostrado
que los neoblastos se localizan en el parénquima medular y adyacentes a la
musculatura interna. Ademas, se analiz6 la distribuciéon durante el desarrollo del
primordio genital, que surge como una acumulacién en el centro de cada
proglétido que con el tiempo aumenta de tamafio existiendo proliferaciéon en la
parte mas externa del primordio (Gustafsson, 1976b). En Cylindrotenia (Figura 5),
se analizé también e desarrollo del primordio genital, a lo largo de los proglotides
con distintos estados del desarrollo del aparato repoductor.

m

Figura 4a - Distribucién Neoblastos en
Diphyllobothrium dendriticum (corte transversal),
(Gustafsson, 1976b)
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Figura 5 - Etapas sucesivas en la formacion
3 5 YL g R del primordio genital en Cylindrotaenia

S -y A . Tilhd AR B R e (Douglas, 1961)
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En el caso de M. corti, un estudio descrbié la presencia de los neoblastos
durante el desarrollo estrobilar mediante marcado metabolico con timina tritiada
(Figura 6), (Espinoza et al, 2007). Caracterizaron en forma cuantitativa la
proliferacién celular una vez inducida la segmentacién. Midieron la incorporacién
de 3H-T, el porcentaje de células que incorporan 3H-T, y los niveles totales de
expresion del ARNm del gen para la histona H4. Se identificaron dos fases de
proliferacién en el desarrollo desde tetratiridio a gusano adulto, y un segundo y
mayor aumento al suceder la segmentacion. Se determiné la localizacion en cortes
histolégicos mediante auto-radiografia de las células que incorporaron 3H-T. En el
tetratiridio en divisién asexual longitudinal, la distribucién se observa en todo el
organismo pero especialmente en la regiéon anterior (junto a las ventosas y en el
extremo apical) y en el limite entre el parénquima cortical y el parénquima
medular. Interpretan esto como una asociacién o incorporaciéon de las células
proliferantes a los cordones nerviosos, si bien en la misma regién se encuentran
también los haces musculares longitudinales internos. En tetratiridios no
inducidos y tras la induccién se observan patrones similares en los que las células
proliferantes se observan principalmente en el limite exterior del parénquima

cortical.

Oh 24h Dayl1 Day2 Day4 Day5 Day 10
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Figura 6 - Analisis auto-radiografico de la incorporaciéon de 3H-T por
ejemplares de M. corti tras diferentes tiempos tras la induccién de la
segmentacion. La barra representa 100 pm. Tomado de Espinoza et al, 2007
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Los estudios de incorporacién de BrdU realizados por U. Koziol (Figura 7)
en el organismo entero las células BrdU+ se encuentran en toda la region del
parénquima medular, en particular en la periferia del mismo.

No se encontrd evidencia de acumulaciéon preferencial de células BrdU+
alrededor de la regiéon de los cordones nerviosos principales. En todo el
parénquima cortical y en la regiéon sub-tegumentaria no se observan

practicamente células BrdU+.

Figura - 7 Inmunodeteccién de BrdU en tetratiridios inducidos con taurocolato de sodio, tras un pulso de
24 horas con BrdU. Microscopia confocal de fluorescenciaVista general de tetratiridio inducido adn no
segmentado. La barra representa 1000 um Adaptado de U. Koziol 2010

Las células BrdU+ muestran una acumulaciéon en el escélex y en toda la
regién anterior en particular junto a las ventosas generando un gradiente a lo largo
del eje antero-posterior. Entre las ventosas de los tetratiridos el numero de células
BrdU+ es alto, pero no muestra una concentracion mucho mayor de células BrdU+

que en otras regiones cercanas a las ventosas.

Figura 8 - Incorporaciéon de BrdU en M. corti . Revelado con AEC. Adaptado
de U. Koziol
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Neoblastos e incorporacion de Edu en Trematodos

Mediante marcado con un andlogo de timina, se mostr6 que las céluals
proliferantes presentan una distribucién a lo largo del parénquima del organismo,
obviamente enriquecida en los organos reproductores de los adultos. Ademas
presentan la misma morfologia de los neoblastos de planarias, con un un nucleo
prominente y un citoplasma pequefio, (Collins et al. 2013).

Son también sensibles a la radiacion, ya que los organismos irradiados no
son capaces de incorporar EdU. Los organismos irradiados presentan 128 genes
con expresion disminuida, los cuales corresponden a los genes caracterizados

como marcadores de neoblastos de planarias (Tabla 2).

Figura 9 - Proliferacién de células somaticas en adultos de Schistosoma, A: Marcado de adulto de Edu. B: Marcado de hembra con EDU.
f: Morfologia EDU +, EDU - g: FISH para la Histona h2b junto con EDU de células aisladas. Las barras representan en a 500mm, fy g 5mm .
Adaptado de Collins et al. (2013). Nature, 494, 476-479

Figura 10 - Hibridacién in situ para la deteccién de la Histona H2b. a: Parasito
macho, b: Parasito hembra. Adaptado de Collins et al. (2013). Nature, 494, 476-479
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Tabla 2. Expresion en miracidios y esporocistos de genes homdlogos de neoblastos en planarias.
Adaptado de Wang et al. 2013
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EDU

La incorporacion de 5-etinil-2 'desoxiuridina (EDU) al ADN es un método
rapido para detectar la sintesis de ADN en células proliferantes que sustituye los
ensayos de Brdu (Bromodeoxiuridina). Su rapida deteccion se debe al uso de una
azida fluorescente la cual a través de un enlace Cu hacen que la deteccién con la
molecula EdU sea muy sensible y se puede lograr en minutos. El pequefio tamafio
de las azidas fluorescentes utilizadas para los revelados logran un alto grado de
penetracion y una alta tasa de deteccidon permitiendo una mejor tincion en todo el
preparadado. En contraste con BrdU, este método no requiere la fijaciéon de la
muestra o desnaturalizaciéon del ADN lo cual permite una buena conservacién a
nivel estructural de los tejidos (Timothy ] Mead, 2014).

Esta técnica ha sido utilizada para caracterizar las células que proliferan de
cestodos (Koziol, 2014) y trematodos (Collins 2013, Wang 2013). En cestodos se
puedo describir estas células y mostrar que el crecimiento y la regeneracion de la
larva de E. multilocularis es dirigido por estas células germinativas. Dichas células
son morfolégicamente y funcionalmente similares a los neoblastos de platelmintos
de vida libre, pero muestran diferencias en los patrones de expresion de genes
reguladores conservados de células madres e incluso alguno de ellos se han
perdido. Los autores plantean que las diferencias entre las células germinativas de
este cestodo y los neoblastos puede deberse a una adaptacién de este parasito por
su particular desarrollo asexual. Esto permite plantear a este como un buen
modelo para estudiar los origenes evolutivos de la reproducciéon asexual y sus
efectos en el sistema de células madres en el trematodo S. mansoni el uso del EDU
permitié caracterizar una poblacion de células neoblastos like. Fue posible
mostrar su distribucién en el adulto y sus caracteristica morfolégicas las que son
similares a los neoblastos de planaria (Collins, 2013). También realizaron dobles
marcados que permitieron determinar la colocalizacién de células marcadas con
EDU y hibridadas con genes marcadores de proliferaciéon. El marcado con EDU
también fue usado para determinar el descenso de células proliferativas luego de
la irradiacion . Estas poblaciones de células irradiadas y no irradiadas fueron
analizadas por RNA seq mostrando 128 genes "dowregulated". Mediante el uso de
marcado con EDU también fue posible identificar estas células en larvas de S.
mansoni (Wang, 2013). Las células proliferativas de esporocistos expresan muchos
de los genes reguladores conservados en las células madre. Usando RNAi
identificaron genes reguladores que son requeridos para mantener la capacidad
proliferativa de estas células.
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PCNA

La identificacién de genes relevantes y la caracterizacion de las células que
los “expresan” resulta imprescindible para lograr elucidar los mecanismos
moleculares del desarrollo en el phylum Platyhelminthes (platelmintos). Nos
proponemos estudiar la proteina PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), un
cofactor de las ADN polimerasas 8 y € (Ayyagari R, et al., 1995; McAlear M. et al,,
1994) cuya funcién es aumentar su procesividad (George-Lucian Moldovan, et al.,
2007). Su expresion en células proliferativas se encuentra ampliamente
documentada a lo largo de la escala evolutiva.

PCNA fue primero descubierta como un factor de relevante importancia en
el proceso de elongacidn en la replicacion del ADN del virus del simio 40 (SV40) (B.
Stillman et al., 1988), permitiendo una mayor eficiencia de la misma en presencia
de extracto citoplasmatico de células humanas. En ausencia de PCNA, la polimerasa
0 tiene una actividad limitada quedando resumida en cadenas de varias decenas de
nucleétidos, pero con su adicién es posible observar un importante incremento en
el largo de las hebras de ADN sintetizadas (G. Prelich., et al 1987).

Tiempo atras utilizando electroforesis de dos dimensiones se encontré una
proteina acida expresada diferencialmente durante el ciclo celular, en
consecuencia fue propuesta como una proteina perteneciente a la familia de las
ciclinas. Mas tarde, se revel6 que PCNA y la ciclina eran las mismas proteinas
(MathewsM.B. et al., 1984). Y es asi que ese factor esencial para la replicacion del
ADN del SV40 in vitro fue identificado como PCNA (Tan C. Ket al 1986, Prelich et
al, 1987). Su aparicion peridédica en nucleos en fase S, co-localizada con la
incorporacién de bromodesoxiuridina (Bravo R. et al, 1980; Bravo, R. et al 1987),
sugirié una relacién con la replicacién del ADN.

PCNA interactda con varias proteinas que pueden estar implicados en el
control del ciclo celular o en reacciones implicadas en la reparaciéon del ADN (Z.
Kelman et al.,, 1997, Hubscher U. et al., 1996), varios de estos motivos fueron los
que anos atras hicieron que se la identificara equivocamente como una proteina
dentro de la familia de las ciclinas.

La estructura tridimensional de PCNA se encuentra conservada durante la
evolucion, su secuencia de aminoacidos en ratas y humanos difiere en tan sélo 4 de
261 aminoacidos. En la figura 11 se muestra por cristalografia de rayos X su
estructura, PCNA tiene una organizaciéon en forma de toroide (Gulbis J. M et al,,
1996, Krishna T. S. et. al, 1994, Schurtenberger P. et. al, 1998, Ellison V. and
Stillman B, 2001).

Cada mondémero de PCNA se compone de dos dominios unidos
estrechamente formando una hoja B extendida (Figura 11b) (Gulbis J et al., 1996,
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KrishnaT et al, 1994). Tres monomeros se une entre si para formar el trimero
resultante y dar forma de anillo a la proteina (Figura 11c).

El trimero, PCNA se estima en ~ 34 A para el didmetro interno, ~ 80 A para
el didmetro externo y ~ 30 A de espesor. A pesar de que PCNA tiene una carga
negativa general, la superficie interior esta cargado positivamente, debido a la
presencia de varios residuos de lisina y arginina (10 por subunidad). Esto sugiere
que la carga negativa ADN puede pasar a través del anillo sin repulsiones.

Figura - 11 Diferentes niveles de organizaciéon de PCNA. (A) Secuencia amino acidica PCNA humano., IDCL (Interdomain connecting loop)
(118LMDLDVEQLGIPEQEYSC135), Loop central (center loop, CL), CL (41DSSH44), C-terminal, C (254KIEDEEGS261) se muestra en rojo; back
side loop, BL (184QTSNVDKEEEAV195) se muestra en rosado. (B) Modelo de la estructura tridimensional de PCNA. IDCL, CL, C; BL. Areas de
hélices (helix areas) (aAl, aB1, aA2, aB2) en rosado y hojas 8 (bA1,bB1, bC1, bD1, bE1, bF1, bG1, bH1, bl1, bA2, bB2, bC2, bD2, bE2, bF2, bG2,
bH2, bl2) se muestran en amarillo. (C). Organizacién trimerica de PCNA (1XC) se muestra por delante. (D) vista lateral (E) Modelo del doble
trimero de PCNA. IDLC, CL C, BL. Adaptado de Gulbis ]J. Met al., 1996

En cuanto al mecanismo de accién, en la figura 12 se representa el esquema
enzimdtico basico necesario para la replicacién del ADN. La replicacién es un
proceso complejo que tiene lugar durante la fase S del ciclo celular, y basicamente
ocurre en dos etapas; iniciacién y elongacién. En los primeros momentos de la

reaccion se prepara un complejo ADN/Proteina el cual dara lugar a la iniciacion,
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una ADN helicasa, topoisomerasas (encargadas de liberar la torsiéon generada por
la doble hebra), proteina de replicacidn, las proteinas de unién al DNA de cadena
simple SSBP (single strand binding protein) y una K/Pol primasa que cumple con
dos funciones, la de sintetizar los primeros cebadores de ARN en la que sera la
hebra lider y en paralelo sintetizar pequefios ARNs discontinuos que daran lugar a
los llamados fragmentos de Okazaki en la hebra rezagada). El ADN es desenrollado
dando lugar a lo que se conoce como horquilla de replicacion. PCNA, RFC y N pol
son necesarias para cambiar el aparato de sintesis de la Pol K a la Pol N, quien sera
la encargada de completar la sintesis de ADN en ambas hebras.

En eucariotas la replicacion requiere de una enzima adicional llamada
Polimerasa 6 que se ha sugerido participa en la replicacion del ADN
indirectamente a través de la mediacion de respuestas frente a dano en el ADN o
en la transferencia incompleta de senales de replicacion, ya que sus subunidades
tienen un rol en los puntos de control (A. Sugino et al., 1995)

Leading strand

3!
5l

e ——

Direction of DNA synthesis
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3'

Figura 12 - Modelo del inicio de replicacién eucariota con la ubicacién hipotética de las diferentes enzimas
que participan en el. Toshiki et. Al, 1998
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Antecedentes del grupo de trabajo

En el laboratorio donde se llevé a cabo esta tesina de Maestria, se pudo
caracterizar la localizacion, abundancia y morfologia de las células proliferativas
de M. corti desde su estadio larval hasta el adulto. Ademads, se esclarecid el
recorrido que realiza la progenie de las mismas luego de su division (Koziol, 2009).
También, mediante la técnica de citometria de flujo y tincién con diversos
colorantes, se pudo observar que las células proliferantes tienen caracteristicas
similares a las células germinativas de otros cestodos; nucleo grande con
cromatina poco compacta, nucléolo prominente, forma redondeada o con
pequefias extensiones, alta basofilia debido a la abundancia de ARN ribosomal, y
no muestran indicios de diferenciacion (Dominguez et al, 2014). A través de
diversos estudios se pudo determinar que estas células se encuentran en el
parénquima interior de M. corti, préximas a la capa muscular interna. En la larva se
observa un gradiente antero-posterior, y luego de proliferar, la progenie celular
migra al parénquima exterior y tejido subtegumentario donde se diferencian.

Durante el desarrollo de M. corti se observaron acumulaciones periddicas
de células proliferantes en el cuello (regién posterior al escélex que genera los
segmentos sucesivos) incluyendo una masa central en cada primordio que
corresponde al primordio genital que generard los oOrganos reproductores
masculinos y femeninos en cada segmento. Estas caracteristicas en la formacién y
proliferaciéon celular en el primordio genital muestran similitudes con otros
cestodos estudiados (Douglas, 1961; Wikgren et al., 1971), sugiriendo que estos
eventos y mecanismos del desarrollo se encuentran conservados en esta clase.
Debido a que la distribucién de células proliferantes que presenta M. corti parece
ser una caracteristica conservada en el desarrollo estrobilar de las especies de
cestodos estudiadas (Bolla y Roberts, 1971; Douglas, 1961; 27 Gustafsson, 1990),
el mismo representa un modelo ideal para estudiar este tipo de células en
cestodos.

Hemos clonado y caracterizado varios genes como por ejemplo uno tipo
pumilio y un homoélogo de pcna como marcadores moleculares de células
proliferantes. Los genes pumilio de M. corti se expresan en varios tejidos a lo largo
de todo el desarrollo entre la forma larvaria y adulta, observandose una expresion
preferencial de dichos genes en células proliferantes. En cuanto al gen pcna, se
pudo clonar el homodlogo de M. corti y demostrar mediante Western Blot la utilidad
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del anticuerpo monoclonal PC10 (Waseem & Lane, 1990) para reconocer la
proteina PCNA de este organismo.
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Hipotesis de trabajo: Por su papel en la sintesis de ADN PCNA ha sido descrito
como marcador de células proliferantes en otros modelos. Dado que los neoblastos
parecen ser las Unicas células que proliferan en platelmintos de vida libre entonces
PCNA podria ser un posible Marcador Molecular especifico de células proliferantes
en Platelmintos Parasitos.

Objetivo general:
El objetivo general busca contribuir al conocimiento de la biologia de desarrollo

de los platelmintos parasitos estudiando en particular las células proliferativas y PCNA

como un posible marcador molecular

Objetivos Especificos:

1. Identificacion y conservacion de PCNA en los genomas de Platelmintos

2. Clonado y expresion de la proteina recombinante y generacién de un anticuerpo
anti PCNA

3. Estudiar el patrén espacial de expresiéon del gen marcador PCNA en F. hepdtica y
M. corti Nivel ARN / Proteina

4. Identificar las células proliferantes mediante marcaciéon con EDU en M. corti y
en estadios abordables de F. hepdtica
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Materiales y Métodos
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Materiales y Métodos

Clonado en el vector de expresion

Se disefiaron cebadores para clonar la regién codificante de la proteina
EgPCNA completa (Fw  5’ATGTTTGAGGCTCGGTTGCCGCA, Rev 3
GGATCCTTCTCACGCCTCATCGTCCTC) Estos cebadores se fusionaron a los sitios de
restriccion para las enzimas Pstl y BamHI para el clonado direccional en el vector
pET14b. De esta manera se obtuvo la secuencia codificante en marco para PCNA y
una cola de histidinas en el extremo C-terminal presente en el Vector. Se realizé
una reaccion de PCR con la enzima Taq DNA Polymerase (Invitrogen) a partir de
0.5ul del plasmido PGem-T el cual contenia la secuencia casi completa de EgPCNA
(cita) utilizando estos cebadores. Las condiciones de reaccion y el programa de
amplificacion se describen en la tabla 3.

Tabla 3 - Condiciones del programa
de amplificacion

Los amplicones se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al

1% con tincién con GelRed . Los productos de PCR se purificaron mediante el kit
ISOLATE PCR and Gel (Bioline). El vector de expresion pET14b y los amplicones se
digirieron con 10 unidades de la enzima Pstl (Fermentas - Thermo Scientific) en
buffer Tango 1X (Fermentas - Thermo Scientific) en una reaccién de 50ul de
volumen final conteniendo 10pg de plasmido. Se incubé esta reaccion durante 2
horas a 37°C y se analiz6 una alicuota en gel de agarosa para verificar la
linealizacion total del plasmido. Se ligaron los insertos y el vector pET14b
utilizando 10 unidades de la enzima T4 DNA Ligase (Fermentas). Se sigui6 con la
transformacién en la cepa E. coli DE3 y el aislamiento de pldsmidos para la

verificacion de la construccién por secuenciacidn.
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Minipreparaciones de ADN plasmidico

Se realizé cultivo en 3 ml de LB a partir de una colonia aislada y se incubé
durante toda la noche a 37°C con agitacién. Se centrifug6 30 segundos a 13600xg
para colectar las células y se descart6 la totalidad del medio. Se resuspendieron las
células en 200pl de solucién I (Tris - HCl 50mM pH8, EDTA 10mM) sin vértex y se
agreg6é 200ul de solucién II (NaOH 200mM, SDS 1%). Se mezclé por inversién
suavemente y se incubé 2 minutos a temperatura ambiente. Se agregé 200ul de
solucién III (Acetato de potasio 3M pH 4,8), se mezcl6 por inversiéon y se incub6 5
minutos en hielo. Se centrifugé 20 minutos a 12000xg a temperatura ambiente y se
recupero el sobrenadante. Se agregé 10mg de RNasa y se incubé 15 minutos a
37°C. Se purific6 el ADN plasmidico mediante el agregado de 1 volumen de
cloroformo : isoamilico (24:1) y centrifugacién para separar las fases. Se recuperdé
la fase acuosa y se precipité agregando un volumen de isopropanol, centrifugando
por 15 minutos a 10000xg a 4°C. Se descarté el sobrenadante y se lavo el
sedimento con 300ul de Etanol 70%. Se secé bajo lampara y se resuspendi6 en 30
ul de agua mQ.

Transformacion (Shock térmico) de los productos de ligacion

Se descongelan las células competentes, cepas de Escherichia coli
preparadas con CaCly, en hielo por 10 minutos. Se afiade el producto de la ligacién

y se deja incubar en hielo por 20 minutos. Se colocan las células en bafio a 42 oC 90
segundos (shock térmico), luego se colocan en hielo por 1-2 minutos. Se agrega
600ul de LB liquido termostatizado a 37°C, y se incuba con agitacién durante 45-
60 minutos. Se plaquea con rastrillo en placa LB agar la cual contiene ampicilina
100 pg/pl, 4 1de IPTG (2%) y 40 1 de X-Gal (20mg/ml). Se agrega el producto de la
ligaciéon y se incuba en hielo por 20 minutos.

Expresion de la proteina recombinante

Se utilizaron las cepas E. Coli DE3 (Invitrogen) para la expresion de EgPCNA
en el vector pET14b. La expresion de proteinas se realiz6 en medio LB
suplementado con antibiético LB-Ampi (100 pg/mL). Se partié de un precultivo
con una colonia aislada en 3ml de medio selectivo crecido durante toda la noche a
37°C. Se inocularon matraces conteniendo 250ml de medio con 2.5ml de precultivo
y se incubaron a 200 rpm y 37°C hasta alcanzar un DOg00 de 0.6. En ese momento

se indujo la expresion con IPTG a una concentracidén final de 1mM. Se dej6 inducir
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a 30°C y 37°C durante distintos tiempos. Se tomaron alicuotas de 1ml de cultivo
para la verificacion de la expresion. Se centrifugaron durante 2 minutos a maxima
velocidad y se recuper6 el sobrenadante. Se resuspendié el sedimento celular en
0.1 volimenes de 100mM Tris — HCI pH8 y se combiné con el mismo volumen de
buffer de carga de proteinas 4X. (apéndice I). Esta muestra constituy6 la
denominada Fraccién Total (FT). El medio de cultivo se volvié a centrifugar 20
minutos a maxima velocidad para eliminar cualquier célula remanente. Una vez
combinadas con buffer de carga de proteinas, las muestras se calentaron a 90°C
durante 5 minutos y se almacenaron a -20°C o se procedi6 inmediatamente a su
analisis por SDS-PAGE.

El resto del cultivo fue centrifugado a 10000xg por 10 minutos, descartando el
medio de cultivo y congelando el sedimento celular para analisis posteriores.

Analisis de la solubilidad de la proteina recombinante (mL)

Para la determinacion de la solubilidad de la proteina recombinante, se
realizé un fraccionamiento subcelular. Se tom6 una alicuota de 1mL de cultivo para
obtener la fracciéon total (FT) Se analiz6 la presencia de la proteina recombinante
en la fraccién soluble o en la fraccién insoluble. Para ello, el sedimento celular se
resuspendié en buffer de lisis y se congel6 a -20°C. Al descongelarse se lisaron las
células por sonicado al 60% de la amplitud mediante la aplicaciéon de 3 pulsos de
30 segundos interrumpidos por 1 minuto en hielo. Se centrifugd a 10000xg
durante 45 minutos a 4°C y se recuperd el sobrenadante que constituyé la
denominada Fraccién Soluble (FS). Se tomdé un volumen de FS y se mezcl6 con un
volumen de buffer de carga de proteinas 4X. El sedimento remanente se lavé 2
veces con 50mM Tris — HCI pH 7.5 y se resuspendi6 en un buffer de resuspension
desnaturalizante, constituyendo la denominada fraccién insoluble (FI). Se mezcld
un volumen de FI con un volumen de buffer de carga de proteinas 4X. Todas las
muestras una vez mezcladas con buffer de carga de proteinas fueron calentadas a
90°C durante 5 minutos y almacenadas a -20°C o analizadas en el momento por
SDS - PAGE y tincién con Coomassie Blue

Purificacion

Para la purificacion se siguié el protocolo de purificacién recomendado por
el equipo (Akta Prime Plus GE). Las soluciones utilizadas para la creacion del
gradiente se describen en el Apéndice 1
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Cuantificacion Proteina recombinante

Una vez expresada y purificada resta cuantificar el producto obtenido, para
esto se utilizo el método de Bradford realizando diluciones por triplicado de 3
muestras y comparando los resultados sobre una calibracién con BSA. El equipo
que se utilizo fue un varioSKAN configurado para trabajar y medir a A = 595nm

BSA 2 1,5 1 075 05 025 0125 0,06
mg/ml
2 1,5 1 075 05 025 0125 0,06

- 1/10 1/10 1710 1720 1/20 1/20 1/40 1/40 1/40

Muestr

AA B C = 1/10 1/10 1710 1720 1/20 1720 1/40 1/40 1/40
L 1/10 1/10 1710 1720 1/20 1720 1/40 1/40 1/40

Control
Buffer -[
elucion

Representaciéon sembrado de muestras para analizar espectro de Absorcién y
estimar la concentracién de rPCNA

1
0,8
0,6
0,4
Abs 0.2 ====Geriel

0 Lineal (Seriel)

Conc. mg/ml

Curva de calibracion con concentraciones conocidas de BSA

Cuantificacién de PCNA recombinante: concentracién de 0,125 mg/ml (resultados

valores Abs no mostrados)

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida.

Para el andlisis de proteinas se realizaron geles discontinuos de
poliacrilamida al 15% en condiciones desnaturalizantes (SDS - PAGE) siguiendo el
método de Laemmli modificado por Gallagher (2003). Para la siembra de las
muestras se utilizé el buffer de carga de proteinas 4X que se describe en el
Apéndice 1. Se realizé la electroforesis a 15mA por gel durante la corrida en el gel
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concentrador y a 30mA por gel durante la corrida en el gel separador.

La tincién de proteinas se realiz6 por incubaciéon en Coomassie Blue R (Sigma -
Aldrich) (Apéndice 1) durante toda la noche y decolorado hasta la visualizacién de
bandas discretas con Solucién decolorante (Apéndice 1).

Analisis Informatico

Las secuencias obtenidas fueron alineadas utilizando ClustalX (Thompson
et al, 1997) bajo pardmetros estandar, y las regiones con gaps eliminadas del
alineamiento. El alineamiento fue visualizado con BioEdit y coloreado para
homologia mayor a 85 %.EI anadlisis filogenético por unién de vecinos (Neighbor
Joining) fue realizado en bioedit.

Las imagenes de estructura génica se muestran bajo capturas de pantalla
realizadas con el programa Artemis y las inferencias informaticas de la estructura
se realizaron utilizando el servidor de http://swissmodel.expasy.org/ con las
secuencias aminoacidicas de cada organismo comparando en la web contra el

modelo cristalografico de PCNA de Drosophila melanogaster (cita)

Obtencion de material Parasitario

Cultivo de Mesocestoides corti

Los tetratiridios de M. corti se mantuvieron mediante pasajes
intraperitoneales en ratones por Jenny Saldafia y colaboradores (Facultad de
Quimica, Universidad de la Republica). La cepa de M. corti estudiada fue obtenida
originalmente por Specht y Voge (1965). Para el cultivo in vitro de M. corti, los
ratones fueron sacrificados mediante dislocaciéon cervical, y se extrajeron los
tetratiridios en condiciones estériles mediante el lavado de la cavidad peritoneal
con soluciéon de Hanks (Sigma - Aldrich, catdlogo nidmero H6136, Lote 087K83012)
Los tetratiridios recogidos fueron lavados cinco veces con solucién de Hanks
estéril, y puestos en cultivo en placas con medio RPMI 1640 modificado (RPMI
1640-mod; con 10 % de suero fetal bovino (SFB; el origen del mismo fue
Laboratorios Santa Elena, Uruguay, o GIBCO, Invitrogen, Estados Unidos) en una
estufa incubadora a 37 2 C en una atmdsfera con 5 % CO>
Se cultivaron aproximadamente 400 a 500 pl de tetratiridios por cada 15 ml de
medio. Se cambiaron dos tercios del medio de cultivo cada 48 a 72 horas. Los
cultivos fueron realizados con la colaboracion de la Lic. Maria Fernanda
Dominguez y la Lic. Serrana Estrade. Para inducir el desarrollo estrobilar, se
afiadio al medio tras dos dias de cultivo Taurocolato de Sodio (TC; Sigma-Aldrich; 1

mg/ml concentracidn final).
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Obtencion de Adultos Fasciola hepdtica

Los gusanos adultos de F. hepatica se extrajeron mecanicamente del
conducto biliar de animales infectados naturalmente, disponibles en el frigorifico
Carrasco. Estos fueron transportados al laboratorio vivos, en bilis a bafio maria
una vez alli fueron lavados en 10 mM tampoén fosfato de sodio (PBS) pH 7.3 a 37 2C
Algunos de los gusanos luego de los lavados fueron cultivados en medio RPMI-
1640 (Sigma Aldrich) pH 7.3 conteniendo 2% de glucosa, 30 mM de HEPES y 25
mg/ml de gentamicina a 372 C para su uso en experimentos de incorporacién de
EDU. Los gusanos cultivados y los lavados fueron secados con papel, masados
(peso humedo), congelados y almacenados a -802 C hasta su utilizacién.

Obtencion de huevos, miracidios y esporocitstos

La larva ciliada miracidio se desarrolla dentro del huevo entre los 10-20 dias de
extraidos los huevos (13 dias normalmente) la luz estimula al miracidio, el cual
eclosiona al medio. Una vez obtenidos los miracidios estos se inducen a
transformar en esporocistos mediante el agregado de CBSS al medio de cultivo el

cual simula el interior del caracol a infectar

Transcripcion in vitro de sondas marcadas con digoxigenina-UTP (DIG-UTP)

Los fragmentos ya aislados de los genes McPCNA y FhPCNA fueron clonados
en el vector pGem T. Este mismo tiene junto al sitio de clonado multiple un sitio
promotor T7 por un lado y SP6 para el otro. Un inserto (McPCNA) se encuentra
clonado de tal manera que la transcripcion desde el promotor T7 genera
transcritos anti-sense no siendo asi para FhPCNA que genera un transcripto anti
sense a partir de Sp6.

Estos plasmidos fueron utilizados directamente para transcribir con ARN
polimerasa SP6 o T7 (Promega) para generar sondas antisense. Las reacciones de
marcado consistieron en 20 pl de volumen en las siguientes condiciones: buffer de
transcripcion 1 x, mezcla de rNTPs con DIG-UTP (concentraciones finales 1 mM
ATP, 1 mM CTP, 1 mM GTP, 0.65 mM UTP, 0,35 mM DIG-UTP (Roche)), inhibidor de
ARNasa (40 unidades), ADN molde (1 pg) y ARN polimerasa SP6 o T7 (20 unidades
por reaccidén). Las reacciones se incubaron durante 60 min a 37 ¢ C, siendo luego
tratadas con ADNasa RQ1 (1 unidad; Promega) durante 15 minutos a 37 2y
precipitadas con etanol absoluto y LiCl. Las sondas se disuelven entonces en 50%

formamida.
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Integridad y cuantificacion de las sondas

Las sondas separadas mediante electroforesis se transfirieron a membranas de
nylon (Hybond N, Amersham) por el método de transferencia seca. Para la
cuantificacion se sembraron diluciones seriadas de las mismas en membranas de
nylon junto a diluciones seriadas de una sonda de concentracién conocida (Roche)
para el blot. E1 ARN se fijé a la membrana por exposicion a luz ultravioleta.

Para el revelado se incubaron las membranas con agitacién durante 5 minutos en
Buffer 1 (Apéndice 1), seguido de un bloqueo durante 20 minutos en Buffer 2
(Apéndice 1). Se realizé un lavado durante 5 minutos en Buffer 1 y se incub6
durante 20 minutos en una dilucién 1/1000 en Buffer 2 de un anticuerpo anti-
Digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Roche). Finalmente, las membranas se
lavaron 2 veces durante 5 minutos en Buffer 3 y se revelaron mediante incubacién
con los reactivos cromogénicos NBT y BCIP (Buffer de revelado, Apéndice 1)

Hibridacion in situ sobre criocortes y organismos enteros

Criocortes

Ejemplares de M. corti cultivados durante 6 dias fueron fijados durante 90
min en PFA /PBS a temperatura ambiente, lavados 5 veces con PBS (5 minutos
cada una), y dejados en sacarosa 30% a 4-8 2 C durante 48 horas. Los ejemplares
fueron entonces embebidos en la resina de inclusion (OCT), congelados
rapidamente con nitrégeno liquido, y cortados con un criostato en cortes de 10 um,
montados sobre portaobjetos SilanePrep (Sigma-Aldrich). Los cortes se dejaron
secar 2 horas a temperatura ambiente y se congelaron a -20 2 C hasta el momento
de su uso.

Hibridacion in situ sobre criocortes.

Se descongelaron los criocortes durante 30 minutos a temperatura
ambiente, se fijaron 15 minutos en PFA 4% diluido en PBS y se lavaron 3 veces con
PBS durante 5 minutos cada vez. Se permeabilizaron por incubacién 30 minutos en
PBSTx (Apéndice 1) y 10 minutos en HCl 0,2N. Todas las incubaciones anteriores
fueron realizadas a temperatura ambiente. A continuaciéon se prehibridaron los
cortes con solucién de prehibridaciéon (Apéndice 1) por 10 min a 60°C y, luego de
un cambio de solucién, durante 120 minutos a 53°C.

Se desnaturaliz6 la sonda por incubacién 2 minutos a 80°C y enfriado rapido en
hielo. Se realiz6 la hibridacién con 0.1ng/ul de sonda desnaturalizada en solucién
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de prehibridacién sobre el portaobjetos cubierto con Parafilm en cAmara himeda a
53°C durante toda la noche. Para desprender el Parafilm sin dafar los cortes, se
incubd con agitacién en abundante SSC 2X precalentado a 53°C. Se realizaron
lavados de rigurosidad decreciente durante 20 minutos cada uno a 53°C sobre el
portaobjetos con solucién 1y solucién 2 (Apéndice 1).

Los cortes fueron lavados a temperatura ambiente 2 veces en buffer MAB
(Apéndice 1) durante 30 minutos cada vez y se bloquearon durante 1 hora en
soluciéon de bloqueo (Apéndice 1) a temperatura ambiente. A continuacién se
incubaron en cadmara himeda durante 90 minutos a 37°C con un anticuerpo
monoclonal anti-Digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Roche) diluido
1/500 en solucién de bloqueo. Se lavaron 6 veces en MABT (Apéndice 1) durante
15 minutos cada vez y se equilibraron 10 minutos en buffer AP (Apéndice 1). Se
aplicé el reactivo NBT/BCIP (Apéndice 1) y se incub6 en oscuridad hasta la
aparicion de la sefial. Se detuvo la reacciéon con PBSTw (Apéndice 1), y se fijaron
los cortes con PFA 4% en PBS durante 20 minutos. Se lavaron con PBS, se
montaron en glicerol 80% diluido en PBS y se fotografiaron en un microscopio
Olympus modelo BHA con una cdmara adaptada (USB Eye-Piece Digital Microscope
Camera - Dino-Lite).

Hibridacion sobre organismos enteros

Se rehidrataron los organismos almacenados en metanol 100% por
incubacién a temperatura ambiente en metanol 50% y PBSTx (Apéndice 1)
durante 10 minutos cada uno. Se trataron con Proteinasa K (Apéndice 1) para
permeabilizar los organismos y se fijaron 10 minutos a temperatura ambiente en
PFA 4% en PBS. Se lavaron 2 veces durante 5 minutos cada vez en PBSTx y durante
10 minutos en solucién de prehibridacion (Apéndice 1) diluida 1/2 en PBSTx. Se
prehibridaron los organismos durante 10 minutos a 60°C para inactivar la
fosfatasa enddgena y 2 horas a 56°C en solucion de prehibridacién.

Se desnaturaliz6 la sonda durante 5 minutos a 80°C y se enfri6 rapidamente en
hielo. Para la hibridacién se incubaron los organismos toda la noche a 56°C en
solucién de hibridacion precalentada (Apéndice 1). A continuacion se realizaron 2
lavados de rigurosidad decreciente durante 30 minutos a 56°C con cada una de las
soluciones de lavado precalentadas descritas en el apéndice 1. A continuacién se
lavaron 2 veces en MABT (Apéndice 1) durante 10 minutos cada vez a temperatura
ambiente y se bloquearon durante 2 horas en solucién de bloqueo (Apéndice 1) a
temperatura ambiente. Se incubaron con anticuerpo anti- Digoxigenina (Roche)
diluido 1/4000 en soluciéon de bloqueo durante toda la noche a 4°C en camara
himeda. Se lavaron 6 veces con MABT durante 20 minutos cada vez a temperatura
ambiente y se incubaron 10 minutos en buffer AP (Apéndice 1) a temperatura
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ambiente. Se revelaron con reactivo NBT/BCIP (Apéndice 1) siguiendo el
desarrollo de color bajo lupa y se fijaron en PFA 4% diluido en PBS durante 10
minutos a temperatura ambiente, seguido de un lavado en PBSTx. Se incubaron en
etanol 100% durante 20 minutos y en etanol 50% durante 5 minutos. Se montaron
en glicerol 80% en PBS y se fotografiaron un microscopio Olympus modelo BHA
con una camara adaptada (USB Eye-Piece Digital Microscope Camera - Dino-Lite).

Todas las soluciones que se describen para la hibridacién in situ hasta el
paso de incubacion con el anticuerpo anti-digoxigenina fueron tratadas
previamente con Dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1% durante toda la noche a
temperatura ambiente y autoclavadas durante 40 min.

Generacion anticuerpo policlonal anti-EgPCNAr

La inmunizacién del conejo para la produccién del anticuerpo policlonal anti PCNA
de EgPCNAr fue realizada por la Dra. lleana Corvo

Inmunohistoquimica

Inmunohistoquimica sobre criocortes

Los criocortes realizados se descongelaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se incubaron 15 minutos en PFA 4% diluido en PBS a
temperatura ambiente. Se lavaron 3 veces durante 5 minutos cada vez con PBS a
temperatura ambiente y se inactivd la peroxidasa enddégena por incubacién
durante 10 minutos en per6xido de hidrégeno diluido al 3% en PBS. Se bloquearon
durante 1 hora a temperatura ambiente en solucién de bloqueo (Apéndice 1) y se
incubaron toda la noche a 4°C en camara humeda con suero anti- PCNA diluido
1/500 en solucién de bloqueo. Se realizaron 4 lavados en PBS durante 15 minutos
cada vez a temperatura ambiente y se incubaron con anticuerpo anti-IgG de conejo
conjugado a peroxidasa de rabano (GE Healthcare, N° catalogo: NA934 o Sigma -
Aldrich, N° catalogo: A6154) diluido 1/1000 en solucién de bloqueo durante 2
horas a temperatura ambiente. Se realizaron 4 lavados en PBS durante 15 minutos
cada uno y un lavado de 2 minutos en buffer acetato de sodio 50mM pH5. Se reveld
con el reactivo cromogénico 9- etilcarbazol-3-amina (AEC - Sigma Aldrich -
Nuamero de catdlogo A6926) monitoreando el desarrollo de color bajo lupa. Se
detuvo la reaccién con PBS, se montaron en Glicerol 80% y se fotografiaron un
microscopio Olympus modelo BHA con una camara adaptada (USB Eye-Piece
Digital Microscope Camera - Dino-Lite).
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Inmunohistoquimica sobre organismos enteros

En el momento de realizar la inmunohistoquimica, los organismos fueron
rehidratados por incubacién en soluciones de concentracion decreciente de etanol
en PBS. Una vez hidratados, se trataron los organismos con proteinasa K (20pg/ml
en PBS) durante 20 min a temperatura ambiente seguido de un lavado de 1 minuto
en PBS. A continuacién se incubaron en HCl 1N por 30 minutos a temperatura
ambiente con agitacion y se lavaron en PBS hasta que el pH fuera de 7.4. Se lavaron
dos veces con PBSTx (Apéndice 1) durante 15 minutos cada uno seguido de un
lavado de 1 minuto en PBS. Se bloquearon los organismos en solucién de bloqueo
(Apéndice 1) toda la noche a 4°C. Se incubaron con suero anti-PCNA producido en
conejo, diluido 1/500 en soluciéon de bloqueo, durante 2 horas seguido de 6
lavados de 20 minutos cada uno en PBSTw. A continuacién se incubaron con un
anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa de rabano (GE Healthcare,
N° catalogo: NA934 o Sigma - Aldrich, N° catadlogo: A6154) diluido 1/5000 en
solucién de bloqueo, seguido de 6 lavados de 20 minutos cada uno con PBSTw.
Para el revelado se incubaron 5 minutos en buffer acetato de sodio 50mM pH 5y
se incubaron con el reactivo cromogénico 9-etilcarbazol-3-amina (AEC - Sigma
Aldrich - Numero de catadlogo A6926) hasta la aparicion de color. Los organismos
fueron montados con glicerol 80% y fotografiados con un microscopio Olympus
modelo BHA con una camara adaptada (USB Eye-Piece Digital Microscope Camera
- Dino-Lite). Como control positivo se realizé el mismo procedimiento incubando
con un suero anti- tropomiosina producido en conejo disponible en nuestro

laboratorio.

Western blot

Se transfirieron las proteinas desde el gel poliacrilamida a una membrana
de nitrocelulosa de 0.45um (Thermo Scientific - Nimero de catdlogo 88018)
equilibrada en buffer de transferencia (Apéndice 1) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. La transferencia se realizé en un cassette de transferencia humedo
(BioRad Mini - PROTEAN® TetraCell) durante 2 horas a 200mA en buffer de
transferencia y a continuaciéon se bloque6 la membrana a 4°C durante toda la
noche en buffer de bloqueo (Apéndice 1). Se incubd con suero anti PCNA
producido en conejo durante 2 horas a temperatura ambiente. Se realizaron 12
lavados de 5 minutos cada uno en TBST (Apéndice 1) a temperatura ambiente con
agitacion vigorosa. A continuacién, se incubd con anticuerpo anti-IgG conejo
conjugado a peroxidasa de rabano, diluido en buffer de bloqueo, y se realizaron 12
lavados de 5 minutos cada uno en TBST a temperatura ambiente con agitacién
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vigorosa. Se visualizé la reaccién mediante incubacién durante 1 minuto con el
reactivo quimioluminiscente Chemiluminescent Peroxidase Substrate - 3 (CPS-3,
Sigma - Aldrich) y se capturé la quimioluminiscencia mediante el uso de un Gbox
(Syngene) o exposicibn a placas Biomax MR Film (Kodak) en oscuridad.
Alternativamente, se revel6 con el sustrato cromogénico AEC (3-Amino-9-
etilcarbazol, Sigma - Aldrich, nimero de catidlogo A6926) con una incubacién
previa de la membrana en buffer acetato durante 5 minutos.

Western blot sobre extractos proteicos

Se sembraron muestras proteicas en un SDS - PAGE al 15%. Se utilizaron
5ug de proteinas totales del extracto proteico de M. corti y un equivalente a
extractos de proteina de E. coli. Se procedi6 a realiza la transferencia e incubacién
de anticuerpos, utilizando una diluciéon 1/1000 del suero anti EgPCNAr producido
en conejo y una dilucién 1/5000 de anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a
peroxidasa de rabano (Sigma - Aldrich, N° catalogo: A6154). Se visualiz6 la

reaccion mediante quimioluminiscencia

Incorporacion de EDU

El EDU esta alicuotado a -202C disuelto en DMSO a un concentracién de 10 mM.

Incorporacion de EDU Mesocestoides Corti

Se cultivaron con EDU. se cultivaron M. corti durante 5 dias en medio sin
taurocolato. Se lavaron con medio RMPI varias veces y se incubaron en placas de
12 pocillos conteniendo 4ml de medio RPMI con 20puM de EDU. se incubaron 3
horas y se lavaron con PBS exhaustivamente. Se fijaron O.N. (toda la noche) en
4%PFA a temperatura ambiente y se deshidrataron en etanoles de concentracién
creciente, se almacenaron a -20 C hasta su uso

Fijacion permeabilizacion y revelado de EDU M. corti

Se rehidrataron las muestras en etanol de concentracién decreciente, se lavaron
con PBS 1X por 10 minutos. Se fijaron durante 15 minutos en PFA 4%, se
incubaron 15 minutos en proteasa K 20pg/ml, se lavaron 5 minutos en BSA 3% en
PBS y se incubaron 15 minutos en PBStx. Se lavaron 10 minutos en PBS 15 minutos
en BSA 3% en PBS y se revel6 con 200pl de coctail de reaccién.
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Incorporacion de EDU Fasciola hepdtica

Suspensiones celulares, cultivo e incubacién con EDU

Se cultivaron fasciolas 3 dias en Somule media y se recuperaron las vivas, se
cambio en medio y se incubaron O.N con 20uM de EDU sin extracto de levadura en
3ml de medio. Se recuperaron las fasciolas, se lavaron en PBS y se resuspendieron
en 1mL de PBS. Se tomaron 200uL para cultivar en 6mL de Somule media, se
fijaron O.N. en PFA4% en placa de Petri. Se lavaron O.N. con agua de la canilla. Se
realizaron las suspensiones celulares mediante el protocolo Tripsina EDTA

concentracion

Fijacion, permeabilizacion y revelado de EDU

El resto se centrifugaron 6 minutos a 4000RPM y se resuspendieron en 1mL de
PFA 4%, fijandose durante 15 minutos con agitacion, se centrifugaron 6 minutos a
4000 RPM y se resuspendieron en PBS - 3% BSA. Se centrifugaron en iguales
condiciones y se lavaron sin resuspender en PBS. Se resuspendieron en 20uL de
PBS y se depositaron sobre portaobjetos xilanados. Se dejaron secar
aproximadamente 20 minutos y se incubaron con PBStx durante 20 minutos. Se
lavaron durante 5 minutos con PBS - BSA3% y se procedi6 al revelado con 400uL
de coctail de reaccion

Miracidios
Los huevos fueron incubados en Somule media. Se probd diferentes

concentraciones de EDU, 5uM de EDU, 10uM de EDU, 20uM de EDU y 30uM de
EDU, afladiendo al medio CBSS (brindado por el Lic. Federico Fossa).
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Analisis Bioinformaticos

Estructura Génica PCNA

Con el advenimiento de las nuevas técnicas y tecnologias de secuenciaciéon
hoy dia es posible contar con los genomas completos para una gran variedad de
Platelmintos, tanto de vida libre como parasitos. Entre estos ultimos se encuentran
disponibles los genomas completos de nuestros modelos de estudio Fasciola
hepatica y Mesocestoides corti, informacién que afios atrds no estaba disponible
cuando se comenz6 con el desarrollo y puesta a punto de este trabajo. En las
figuras 13 a,b,c,d es posible visualizar la gran similitud que existe a nivel de
estructura génica del gen de PCNA para estos ejemplos tanto de Cestodos como
Trematodos. Estos datos serian congruentes con lo obtenido en los alineamientos
para la realizacion de la Filogenia (Figura 14) dado el alto porcentaje de identidad
que presentan a nivel de secuencia aminoacidica, esto brinda informacién acerca
de lo conservado que se encuentra el gen a lo largo de la evolucién. Son genes
pequefios de menos de 1Kb (900pb aproximadamente) compuesto por 5 exones y

4 intrones los cuales presentan igual disposicién y tamafio similar.

Figura 13a - Estructura génica PCNA Fasciola hepdtica. Se marca en celeste la CDS (coding secuence) region
que codifica para el transcripto de ARNm igual que en amarillo los exones. Se puede visualizar en la estructura
del gen que pose 4 intrones representados en blanco.
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Figura 13b - Estructura génica PCNA Mesocestoides corti. Se marca en celeste la CDS (coding secuence)
region que codifica para el transcripto de ARNm igual que en amarillo los exones. Se puede visualizar en la
estructura del gen que pose 4 intrones representados en blanco.

Figura 13c - Estructura génica PCNA Schistosoma mansoni Se marca en celeste la CDS (coding secuence)
region que codifica para el transcripto de ARNm. Se puede visualizar en la estructura del gen que pose 4
intrones representados en blanco y un sitio de splicing en anaranjado.

Figura 13d - Estructura génica PCNA Echinococus granulosus. Se marca en rojo la CDS (coding
secuence)region que codifica para el transcripto de ARN. Se puede visualizar en la estructura del gen que pose
4 intrones.
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Anadlisis Filogenético

En la Figura 15 se puede visualizar como el grupo de trematodos queda
junto, por fuera los cestodos formando un clado distinto y por fuera de estos los
platelmintos de vida libre. El alineamiento para la elaboracién de la filogenia
(Figura 14) revela la alta identidad que presentan las secuencias aminoacidicas
entre los diferentes organismos como mencionamos anteriormente. Los grupos
externos seleccionados son Drosophila Melanogaster y Homo Sapien caen por fuera
de los clados de Platelmintos y su eleccién se debi6 a lo bien documentado que se
encuentra este gen en la Bibliografia de cada organismo

Figura 15 - Analisis filogenético de PCNA en platelmintos.

Grupo externo

Vida libre

n BioEdit de lajsecuencia Aminoacidica
ziado con Clustdl X. Cestodos (Echinococus
ja asidtica, Hymenolepis microstoma)
soma manson} Schistosoma japdnica,
6nica, Macrostofnum lignano) como grupo
lanogaster y H@mo spaier@

sitios identicod por encima (E ese valor

Trematodos
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Las proteinas PCNA tanto de Trematodos como Cestodos forman un grupo
monofilético que excluye genes de otro tipo de Platelmientos como ser los de Vida
libre (Figura 15). Nuestros resultados son similares a lo observado en la base de
datos de wormbase.parasite.org (Figura 16), donde es posible observar una
distribucién idéntica de los organismos en sus clados, formando asi grupo
monofileticos segtin la clase de los organismos.
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Figura 16 - Analisis filogenético de PCNA tomado del link de Treefam en wormbase.parasite.org Marcar grupos
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Prediccion informatica de la estructura tridimensional de PCNA para diferentes
Parasitos

Con el tiempo los avances en el campo de la Bioinformatica han permitido
realizar aproximaciones e inferencias in silico que resultan ser muy utiles al
momento de interpretar resultados. Estas herramientas son un potente motor para
el avance y desarrollo de los experimentos ya que en ocasiones es posible prever
y/o encontrar soluciones rapidas a posibles interrogantes, lo que presenta una
mejora en cuanto a los tiempos de espera, direccionamiento de fondos y esfuerzos.

En este caso el servidor de http://swissmodel.expasy.org/ permite

modelar la estructura tridimensional de proteinas partiendo de la secuencia
aminoacidica. Este modelado lo hace por homologia y resulta ser un método
ampliamente utilizado para el modelado de estructuras 3D de proteinas. La
construccion se realiza entre la secuencia de aminoacidos brindada y la estructura
tridimensional experimental de una proteina ya cirstalografiada. Estudios han
demostrado que las estructuras proteicas se encuentran mas conservadas entre
homdlogos que sus secuencias, aunque secuencias con menos de un 20% de
identidad pueden presentar estructuras muy diferentes Chothia, et. al (1986), no
siendo el caso para estas proteinas las cuales presentan altos grados de identidad

en su secuencia aminoacidica.

PCNA M. corti PCNA H. microstoma PCNA F. hepatica
a b C

PCNA E. granulosus PCNA S. Mansoni 1 e PCNA S. Mansoni 2 f

Figura 17 - Estructura tridimensional de PCNA. Modelado por homologia de PCNA de a: M. corti, b: H. Microstoma,
c: F. hepdtica, d: E. granulosus.,e y f: S. Mansoni 1y 2 respectivamente. Obtenido de http://swiss model.expasy.org
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En la figura 17 es posible observar la similitud a nivel de estructura que
presentan los modelos de las diferentes proteinas. En el caso de S. Mansoni y E.
Granulosus si bien no se observa el trimero se modelaron los mondémeros los
cuales presentan caracteristicas similares que sus homdlogos en los demas
organismos.

Estos resultados informaticos resultan de gran interés y justifican de los
ensayos de esta tesis ya que si bien afios atrds no se contaba con todo este
desarrollo bioinformatico, los datos disponibles mostraban lo conservado de esta
proteina lo cual seria esencial para el disefo y produccién de un anticuerpo
policlonal producido a partir de una proteina PCNA recombinante de Echinococus
granulosus y utilizado en nuestros modelos de estudio F. hepdtica y M. corti para

los ensayos de inmunolocalizacién presentados en los proximos capitulos.
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Produccidn de la proteina PCNA en forma recombinante

Como antecedente en trabajos anteriores (tesis grado German Caurla)
(citar), se intenté producir la proteina recombinante PCNA de Echinococus
granulosus (EgPCNAr) en un sistema de expresidn procariota conocido y utilizado
nuestro laboratorio en ensayos similares, el vector pET14b y la cepa de E. coli
BL21 Star (Invitrogen). La elecciéon de trabajar con la secuencia de EgPCNA se
debi6 a que contabamos con limitada informacién detallada en las bases de datos
para nuestros modelos de estudio mientras que el genoma de Echinococus
granulosus se encontraba disponible en la web. De esta manera fue posible realizar
un juego de cebadores para poder amplificar el gen de PCNA de E. granulosus. Se
logro obtener la secuencia de EgPCNA parcialmente completa, aislada y clonada en
el vector de clonacién PGem-T. Una vez que se cambio el vector (al Pet-14b) se
transformaron las cepas BL21 Star y realizados los ensayos de expresion se obtuvo
la proteina en forma insoluble. Lo que imposibilitaba a priori la produccién de un
antisuero en conejo contra la proteina recombinante EgPCNA.

Dentro del marco del trabajo de maestria esto fue corregido con la adicién
de los primeros 5 AA (los cuales eran los unicos faltantes en el disefio de la
produccion de EgPCNAr) que resultarian ser esenciales para el correcto
plegamiento de la proteina en forma soluble, en la Figura 14 se pueden visualizar
esos cinco primeros AA ( MFEAR ) que tuvieron que ser afiadidos a la secuencia
para la produccién de la proteina recombinante en forma soluble. Si bien la
incorporacién de estos AA no garantizaba su solubilidad los resultados expuestos a

continuacién confirmaron que resultarian de suma importancia.

Expresion de la proteina recombinante

La expresion de la proteina recombinante EgPCNA fue llevada a cabo en
cepas de E. coli BI21 DE3 (star), el gen fue clonado en el vector Pet14b el cual fue
digerido con enzimas de restriccion (Pst I y Bam H1 para este estudio) que permite
que la secuencia quede en fase y evitar problemas de corrimiento de marco que
puedan desplazar el sentido de “lectura” al momento de la traduccién. El clonado
en este vector permite incorporar a la proteina una cola de histidinas en el
extremo C- terminal para luego poder purificarla por columna de afinidad.

La expresion se indujo a diferentes temperaturas 30°C y 37°C (Figura 18.)
Las muestras a sembrar en cada carril del gel fueron estandarizadas con el fin de
cargar la misma cantidad de proteina total por carril y asi poder tener datos
comparables.
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30°C 37°C
Pet/PCNA [ + 1hr_ /+ Zhrs_] [ +1hr_ / +2hrs_ ]MWM

46kDa
PCNA
B———

30k

25kDa

17kDa

7kDa

Figura 18 - Expresion EgPCNAr. Gel de Poliactrilamida del 15%.
Vector sin inserto (Pet), vector con inserto Pet/PCNA Gel
Poliacrilamida 15%., carriles 1, Pet/PCNA 1hr 30°C, 2 Pet 1hr 30°C,
3. Pet/PCNA 2hr 30°C, 4 Pet 2hr 30°C, 6 Pet/PCNA 1hr 37°C, 7 Pet
1hr 37°C, 8. Pet/PCNA 2hr 37°C, 9 Pet 2hr 37°C . 10:Marcador de
peso molecular. Se sefiala con flecha el tamafio esperado para PCNA
En la figura 18 se puede observar una banda del tamafio esperado 30KDa
presente en los carriles correspondientes al vector con el inserto (Pet/PCNA), no
siendo asi para el caso del vector solo (Pet). Esto indicaria que la proteina se
expresa en estas condiciones. Una vez definida la temperatura de 37°C se procedio

a verificar la solubilidad de dicha proteina.

Solubilidad PCNA

Fraccion [ ]
N I S I
Soluble (S) I
1 2 3 4 5

Fraccion

Insoluble (I) 58kDa
46kDa

PCNA

30la—n0
25kDa
17kDa

Figura 19 - Expression PCNA Soluble (Sol) vs insoluble (Insol)
SDS-PAGE al 15% en Buffer Tris - Glicina, tefiido con Coomassie
Blue. Carriles 1. Pet/PCNA Sol 2. Pet/PCNA Insol 3. Pet/PCNA Sol
4. Pet/PCNA Insol 5 MPM. Se sefiala PCNA con el tamafio esperado
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Para la determinacion de la solubilidad de la proteina recombinante, se
realizé un fraccionamiento subcelular donde se analizé la presencia de la proteina
recombinante en la fraccién soluble o en la fraccién insoluble. Del resultado de la
Figura 19 es posible concluir que EgPCNAr fue expresada y visualizada en fraccion
Soluble. Estos resultados nos permitieron expresarla en mayores cantidades para
luego proceder a purificarla.

Purificacion EgPCNAr FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)

La purificaciéon de EgPCNATr se realizo por cromatografia de afinidad con el
AKTA prime plus de General Electric. La proteina se encuentra fusionada a una
cola poli Histidina en el extremo C- Terminal lo que permite su purificaciéon
mediante el uso de la resina Thermo Scientific HisPur Ni-NTA (Niquel-IMAC)
donde los iones divalentes de Niquel (Ni2+) quedan unidos a la resina, y las
proteinas con las colas de histidina quedan retenidas en la misma. por lo que
esperamos que la proteina EgPCNAr se una para su posterior elucion. Para eluirla
se utilizo un gradiente en ascenso de buffer de elucién (linea amarilla figura 20)

Figura 20 - Grafica de elucién del AKTA prime plus GE; en amarillo el aumento en la
concentracion de buffer de elucion y en Azul la curva de elucién de proteina en la columna de
afinidad

En la Figura 20 se puede observar un pico que corresponde a EgPCNAr una
vez obtenidas estas fracciones fueron visualizadas en un gel de poliacrilamida
(Figura 21) para confirmar la presencia de una unica proteina en el pico y evaluar

su migracion a modo de estimar su tamafio.
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Pet/PCNA

E AKTA PRIME PLUS ]

PCNA

30kDa

Figura 21 - Fracciones eluidas AKTA Prime plus. SDS-PAGE al 15% en
Buffer Tris - Glicina, tefiido con Coomassie Blue. Se observa las fracciones
colectadas del AKTA Prime plus y control PCNA soluble. Carriles 2 - 7
Fracciones 16 - 21 respectivamente; carril 1: 12 Pet/PCNA: 8: MPM

Como se puede observar en la Figura 21 para los carriles correspondidas al
pico de elucién se observa una banda predominante si bien en la primeras colectas
aparecen otras entidades o fracciones proteicas ni bien nos acercamos al pico la

muestra se vuelve mas pura y con el tamafio esperado para PCNA

Confirmacion EgPCNAr mediante Western Blot

Una vez purificada la proteina se procedi6 a la realizaciéon de un ensayo de
Wstern Blot (Figura 22) con el objetivo de confirmar efectivamente la identidad de
esa proteina como EgPCNAr con el anticuerpo monoclonal PC10. Como se puede
observar claramente EgPCNAr es reconocida por el anticuerpo Monoclonal PC10 el
cual como ya mencionamos (Antecedentes del grupo de trabajo) reconoce PCNA. Si
bien existen otras bandas reconociendo otras entidades proteicas para la fraccién
colectada en el pico de la curva de purificacién el reconocimiento en dicha fraccién
es unico.

Parte de estas otras bandas observadas pueden deberse a productos de
degradacién de la proteina recombinante y/o productos proteicos propio del
sistema de expresion (E. coli) que se adhieren a la columna inespecificamente.
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Figura 22 - Deteccion de
EgPCNAr purificada por
western blot. Carril 1
MWM. carril 2, 3,4
fraccion 19, 20, 21
respectivamente. Carril
5. expresion E.coli BI21

Logramos obtener la proteina PCNA de forma recombinante. Esta proteina
se usara para inmunizar conejos y de esta manera obtener un anticuerpo que nos
permitird seguir profundizando en el posible rol de la PCNA durante el ciclo de
vida de los parasitos.

Deteccion de PCNA en extractos proteicos de M. cortiy F. hepdtica

Una vez obtenido el suero anti EgPCNAr se utilizo para detectar PCNA en
extractos totales proteicos de M. corti y F. hepdtica. Como se observa en la Figura
23 es que existe un reconocimiento por parte del Antisuero en las fracciones

correspondientes a los Parasitos.

PCNA

Figura 23 - Deteccion de PCNA en extractos proteicos de
M. corti y F. hepéatica. Carril 1 MWM, carril 2 extracto de F.
hepatica, carriles 3 y 4 extracto de E.coli PET/EgPCNA carril
5 extracto de M. corti
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Ensayos de hibridacion in situ

Expresion espacial del ARN de PCNA en Mesocestoides corti

Como primera aproximacion al estudio de la expresiéon del gen PCNA de M.
corti, se confirm6 mediante PCR a partir de cDNA la transcripcion del gen PCNA
utilizando cebadores degenerados. Se obtuvieron fragmentos de amplificaciéon por
PCR con un tamafio similar al esperado (alrededor de 600 p.b.) partiendo de ADNCc.
Los fragmentos obtenidos fueron clonados en el vector de clonaciéon PGem - T y
secuenciados, confirmando que correspondieran al gen PCNA una vez comparados
y alineados con genomas conocidos en la base de datos (Obtenido de tesis de grado
German Caurla)

El andlisis de la expresion espacial del ARNm se realizo mediante
hibridaciones sobre criocortes y sobre organismos enteros de diversos ejemplares,

para lo cual se utilizo una sonda antisentido complementaria a la del transcripto.

\V} Pm
Ccu
\V
Ccu
t
t
_ om a_ b
t
t
pm
pm
S CU C — d

Figura 24 - Hibridacion in toto con sonda anti sentido del gen Mcpcna. Revelado con NBT-BCIP. a. Imagen
longitudinal de un ejemplar, en un estadio temprano del desarrollo, se muestra la zona del escolex y cuello. C, d .
Ampliacién de una region de a. Abreviaciones (v) ventosas, (cu) cuello, (pm) parenquima medular (t) tegumento).
e. Inmunodeteccién de BrdU en tetratiridios inducidos con taurocolato de sodio tras un de pulso de 24 horas con
BrdU. Microscopia confocal de fluorescencia. Vista general de tetratiridio inducido ain no segmentado donde se
observa el gradiente antero posterior de células proliferativas obtenido por Koziol, 2009) Las barras representan
50um, excepto en A que representa 100um.
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En la Figura 24 se observa claramente la expresion preferencial de McPCNA
en células de la region interna en el parenquima medular dejando en evidencia la
ausencia de las mismas en la region tegumental. No se detectan abundates celulas
positivas para PCNA en la zona del escolex. En cambio en la zona del cuello la
acumulacidén es representativamente mayor lo cual concuerda con el hecho de que
en esa region comenzara la segmentaciéon y por ende habra mayor proliferacion.
Resultados similares se pueden observar como muestra la (Figura 24 e) para las
células proliferantes marcadas con BrdU U. Koziol, a su vez estos resultados
concuerdan con lo obtenido en (Espinoza et al,, 2007) la formacién de un gradiente
antero posterior de células.

Al cambiar la técnica de revelado, realizando el revelado con AEC (Amino
etil Carbazol) es posible observar una distribuciéon similar en organismos no
desarrollados aun pero con un mayor grado de crecimiento que los mostrados en
la Figura 25 donde la tincién se concentra en el parénquima medular interno, y
mayor abundancia en cuello y escélex. Resultados similares a los que
presentaremos en los ensayos de Inmunodeteccion. Con lo que podriamos
comenzar a inferir este tipo de distribucion de células positivas para PCNA ya que
ambas técnicas sitian las marcas en las mismas regiones, resultados similares se
observan en células proliferantes en Smith y McKerr, 2000 si bien todavia no es

posible realizar esa correlacion.

cu

Figura 25 - Hibridacidn in toto con sonda anti sentido del gen McPCNA Revelado AEC (Amino
etil carbazol). Corte longitudinal de un ejemplar, con 7 dias de desarrollo. a: Region anterior. b:
Zona posterior de otro ejemplar del mismo ensayo. Abreviaciones (v) ventosas, (cu) cuello, (pm)
parenquima medular. Las barras representan 100pm
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Hibridacion sobre organismos enteros comenzando el proceso de segmentacion.

En base a los resultados obtenidos en los primeros ensayos en Tetratiridios
se analizo el patrén que presentan las células positivas para PCNA a nivel de ARN

mensajero en organismos mas desarrollados.

a \4 b
C
\%
\% =
c Control (-) C d Control (-) d

Figura 26 - Hibridacién in toto con sonda anti sentido del gen McPCNA. Revelado AEC (Amino etil carbazol). Vista longitudinal de un
ejemplar, con 9 dias de desarrollo iniciando la segmentaciéon del cuerpo a: Region media y escolex. B: aumento de la zona del Cuello del
organismo de la imagén c y d: controles sondas sentido. Abreviaciones (v) ventosas, (cu) cuello. La barra representan 100um e: Analisis auto-
radiografico de la incorporacién de 3H-T por ejemplares de M. corti tras diferentes tiempos tras la induccién de la segmentacion. La barra
representa 100 um. Excepto figura d 30 pm. Tomado de Espinoza et al,, 2007

Los resultados de los estudios de localizaciéon del ARNm del gen PCNA en
ejemplares iniciando el proceso de segmentacién (Figura 26) muestran una
expresion preferencial (evidenciada por una mayor intensidad de sefial) en células
distribuidas en el parénquima medular préximas a los haces musculares al igual
que Espinoza et. al 2007. Los sitios de mayor expresion son las regiones donde
daran lugar los primordios genitales en cada segmento. Para poder sacar mejores
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conclusiones de la expresién del ARNm en estas regiones serian necesarios
experimentos de doble marcado mediante inmunodeteccién de PCNA e hibridacién
in situ, esto confirmaria la colocalizacién de ARN y proteina para confirmar la
identidad y ubicacién espacial clara de la poblacién de células proliferantes.
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Expresion espacial del ARN de PCNA en Fasciola hepdtica

Hibridacion sobre cortes histolégicos F. hepdtica

Al igual que en los estudios sobre cortes histologicos de M. corti el revaelado
para F. hepdtica se llevo a cabo con AEC (Amino etil Carbazol), no fue utilizado NBT
-BCIP debido a la alta actividad Fosfatasa alcalina que presentan los Adultos. Se
utilizo AEC el cual utiliaza la enzima Peroxidadsa y todos los organismos fueron
tratados para innibir la actividad Peroxidasa endogena.

Los adultos fueron incubados con sonda antisentido para PCNA y revelados.
En la Figura 28 se observa claramente la marca en células de la regién de glandulas
vitelogenas al igual que lo observado en estudios de inmunolocalizacién
presentados en el proximo capitulo dejando en evidencia la ausencia de las mismas
en la region del tegumento, no es posible descartar aun que no exista alguna zona
tefiida perteneciente al aparato reproductor especialmente los testiculos que como
se menciono se encuentran altamente ramificados a lo largo de los dos primeros
tercios del organismo. En los controles realizados con una sonda sentido para el
gen PCNA se puede ver tincion a nivel de las glandulas vitelogenas también lo cual
es comun para todos los preparados. Para lograr evitar esta tinciéon seria
conveniente realziar los revelados con algun marcador anti dig (ver materiales y
metodos) conjugado a un fluoroforo. De la misma manera es posible observar

también una sefial inespecifica a nivel del tegumento.

57



Control - sonda sense

Figura 28 - Hibridacion in situ sobre criocorte de F. hepdtica con sonda anti sentido del
gen FhPCNA Revelado AEC. Corte longitudinal de un ejemplar Adulto zona media.
Abreviaciones (T) tegumento, (I) Intestino. La barra representa 50um
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Localizacidn espacial de la proteina PCNA mediante inmunohistoquimica con
anticuerpos anti-EgPCNA.

Basandonos en la hipétesis de que PCNA es un posible marcador molecular
especifico de células proliferantes buscamos la localizacién espacial y temporal de
estas usando un anticuerpo policlonal el cual fue obtenido usando como antigeno la
proteina recombinante EgPCNAr obtenida al principio de este trabajo. Habiendo
expresado la proteina en forma soluble exitosamente y producido un anticuerpo en
conejo, se procedid a realizar los ensayos de inmunodeteccion. Esperando encontrar
resultados concluyentes acerca de la localizacién de células positivas para PCNA y
poder realizar futuras inferencias acerca de la localizaciéon de células proliferativas.
Para los revelados de PCNA se utilizo un anticuerpo anti - Ig de conejo conjugados a
fluorocromos (Alexa Fluor 594).

Se utilizo Faloidina para teiir actina en los revelados fluorescentes que nos
permite teflir actina y asi lograr una mejor resoluciéon a nivel de estructura en el
organismo. Se realizaron los ensayos en Adultos de F. hepdtica obtenidos del
frigorifico (Frigorifico Carrasco) y mantenidos en bilis por 4 horas hasta su fijacion,
inclusion en Parafina u OCT para criocortes y posterior corte.

Inmunolocalizacion de PCNA en M. corti

Como primera aproximacion a la inmunolocalizacién de PCNA se realizo el
revelado con NBT - BCIP. En la Figura 29 es posible observar los resultados de la
distribucién espacial de células positivas para PCNA en un organismo comenzando
a desarrollarse aunque no segmentado aun. La tincién se mantiene constante y
congruente a lo visto en los ensayos de Hibridacion in toto/in situ.

A medida que el organismo comienza a desarrollarse la presencia de células
proliferantes comienza a acumularse en la zona del cuello y escélex. parénquima
medular interno tal como ha sido demostrado en los resultados publicados por
Uriel Koziol 2010 y lo ya visto en la Figura 25 en los ensayos de Hibridacion in situ.
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Figura 29 - Inmunolocalizacién de PCNA in toto de M. corti. Imdgenes Camara Dino-Eye Premier AM4023X
seccion medio - anterior del organismo. Revelado con NBT - BCIP La barra corresponde a 100 pm
Abreviaciones v (ventosas), t (tegumento ) pm (parénquima medular)

Inmunolocalizacion de PCNA en M. corti, revelado fluorescente

Los ensayos de inmunodeteccion fluorescente en M. corti se llevaron a cabo
en organismos con 7 dias de desarrollo donde se espera que la segmentacion
comience a ser evidente en cultivo con taurocolato de sodio. Debido a que el
desarrollo es asincrénico es posible encontrar en la misma poblacion diferencias
de crecimiento donde la segmentaciéon pueda ser menos evidente, si bien los
ejemplares ya comienzan a tener una forma mas alargada con cuello y escélex bien
definidos. Tal como se vio en los resultados de Hibridacién sobre organismos
enteros donde la expresion preferencial de PCNA se da en células de la regién
interna en el parenquima medular y proximas a las fibras musculares. Los
resultados de Inmunomarcado muestran que a medida que se desarrolla y crece
segln lo observado en la figuras 30 y 31 la marca es clara a nivel del parenquima
interno y sub-tegumentaria. Si bien a nivel del tegunemento aparece una sefial
inespecifica ya observada en otras tecnicas y revelados tanto con M. corti como F.
hepatica (Figura 28)
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Figura 30 - Inmunolocalizacion de PCNA sobre Criocortes de M. corti. Corte longitudinal de 7um de
espesor 40X. Imagenes Microscopio invertido Olympus IX2 seccién medio - posterior a: Deteccion PCNA
/ Alexa Fluor 594 b: Tincion con DAPI Azul. c: Faloidina Verde, d: Merge DAPI — PCNA; e: Merge PCNA —
DAPI — Faloidina La barra corresponde a 25um Abreviaciones t (tegumento) fm (fibras musculares)

Figura 31 - Inmunolocalizacion de PCNA sobre criocortes de M. corti, corte longitudinal de 7um de espesor 40X. Imagenes
Microscopio invertido Olympus IX2 seccién medio - posterior a: Deteccion PCNA / Alexa Fluor 594 b: Tincién con DAPI Azul.
c: Anti cuerpo anti Faloidina Verde, d: Merge DAPI — PCNA Faloidina. La barra corresponde a 100 pm
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Figura 32 - Inmunolocalizacion de PCNA sobre Criocortes de M. corti , corte longitudinal de
7um de espesor 40X. Imagenes Microscopio invertido Olympus IX2 seccion medio - posterior
a: Deteccion PCNA / Alexa Fluor 594 b: Tincién con DAPI Azul. c: Anti cuerpo anti Faloidina
Verde, d: Merge DAPI — PCNA - Faloidina Abreviaciones v (ventosas) La barra corresponde a

100 um

Figura 33 - Inmunolocalizacién de PCNA sobre criocortes de M. corti, corte longitudinal de 7um de espesor 40X.
Imagenes Microscopio invertido Olympus IX2 seccidn medio - posterior a: Deteccidon PCNA / Alexa Fluor 594 b:
Tincion con DAPI Azul. c: Anti cuerpo anti Faloidina Verde, d: Merge DAPI — PCNA — Faloidina. La barra corresponde a

100 pum

Los resultados mostrados de las Figuras 32 y 33 presentan similitud con lo
descrito para células que incorporan BrdU en Koziol 2010. (mostrar proliferaciéon
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en la zona del escélex) Al alcanzar un mayor grado de desarrollo en M. corti, existe
un incremento de células en el escolex y el cuello, seguido por un nimero menor
de células en la region inmediatamente posterior al cuello. Esto es esperable ya
que en muchos cestodos el cuello es la region donde se comienza a generar los
nuevos segmentos por ende una zona de mayor proliferacién esperada.

Los resultados muestran células positivas para PCNA que comienza a ser
mas evidente en el escélex Figura 33 asi también préximas a las fibras musculares

longitudinales que se prolongan por delante de las ventosas.

DAPI tiramida Merge

Control

PCNA

Tropomiosina

Figura 34 - Inmunolocalizacién de PCNA sobre Criocortes de M. corti, corte tranversal de 10um de espesor . Imagenes
Microscopio invertido Olympus IX2 seccion medio — posterior. Deteccién PCNA, Tiramida y Tropomiosina La barra
corresponde a 50 um

En la Figura 34 nuevamente se observa una distribucién parenquima para
las células positivas para PCNA con una aparente acumulacién en la zona del
(caracteristicas de) aparato excretor, donde se encuentran los poros excretores

accesorios tras la reproduccion asexual.
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Inmunolocalizacion de PCNA en Fasciola hepdtica

Inmunolocalizacion de PCNA en Fasciola hepdtica, revelado fluorescente

En la Figura 35 podemos observar con claridad células positivas para el
anticuerpo contra PCNA en la zona subtegumentaria y de glandulas vitel6genas
estas ultimas se encuentran distribuidas en forma de racimos localizados en las
caras laterales del cuerpo. De dichas glandulas se desprenden células vitel6genas,
llenas de corpusculos de vitelo que viajan por los tubos colectores que conducen a
conductos vitelinos transversales para juntarse y formar lo que es el conducto
vitelino principal y luego desembocar en el ootipo, que es donde se sintetizan los
materiales que formaran al huevo.

De estos resultados no es posible afirmar aun que exista tinciéon de células
pertenecientes al aparato reproductor que este se encuentra altamente distribuido
y ramificado para el caso de los testiculos en los dos tercios anteriores del

organismo.

En la Figura 36 aparte de la sefial para PCNA en el canal rojo se puede ver
ruido de fondo producto de la autofluorescencia de los portaobjetos, si bien la
tincion dentro del organismo es clara y diferencial. La deteccién de células
positivas para PCNA en la zona media es notable. Es de esperar también en estos
resultados que parte de la marcaciéon se encuentre compartida con regiones
comprendida por los testiculos, muy ramificados a lo largo del Adulto, aunque
estos datos al igual que los analizados para las hibridaciones in situ sobre cortes de
Fasciola hepdtica no serian concluyentes acerca de la localizacion especifica de
células proliferantes, si evidenciando el marcado de células positivas para PCNA lo

cual marca el camino
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Figura 35 - Inmunolocalizacién de PCNA en Adultos de Fh, corte longitudinal de 7um de espesor. Imagenes
Microscopio invertido Olympus IX2 regién medio — anterior. Las flechas sefiala los cortes transversales del tubo
digestivo. a: Deteccién PCNA / Alexa Fluor 594 b: Tincidén con DAPI Azul. c: Anti cuerpo anti Faloidina Verde, d:
Merge DAPI — PCNA e: Merge DAPI - PCNA — Faloidina.f: Control negativo sin EDU. Abreviaciones (T) Tegumento.
La barra corresponde a 25um

65



Figura 36 - Inmunolocalizacién de PCNA en Adultos de F. hepdtica, corte longitudinal de 7um de espesor.
Imégenes Microscopio invertido Olympus IX2 seccién medio - posterior a: Deteccion PCNA / Alexa Fluor 594 b:
Tincion con DAPI Azul. c: Anti cuerpo anti Faloidina Verde, d: Merge DAPI - PCNA — Faloidina, e: Control
negativo sin primario. La barra corresponde a 25um Abrevacion T (Tegumento) V (Ventosa), las felchas
sefialan los cortes trasversales del intestino
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De estos resultados no es posible concluir que existiria un proceso de
“proliferaciéon celular” (células positivas para pcna) desarrollado en la zona de las
glandulas vitelogenas. Si bien los resultados obtenidos concuerdan con lo visto en
ensayos de Hibridaciones con sondas de ARN antisentido para PCNA en la Figura
28 y la bibliografia (Robinsson, 2001) y lo obtenido en Collins et al. (2013) para la
distribucién de celulas proliferantes donde visualizaron marca positiva para
células vitelogenas.

Figura 37 - Inmunolocalizacion de PCNA en Adultos de Fh, corte longitudinal de 7um de espesor 40X. Imagenes Microscopio
invertido Olympus IX2 seccion medio - posterior a: Deteccién PCNA / Alexa Fluor 594 b: Tincién con DAPI Azul. c: Anti cuerpo anti
Faloidina Verde, d: Merge DAPI - PCNA - Faloidina La barra corresponde a 5um (Abrebiaciones)
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Inmunolocalizacion de PCNA en Fasciola hepdtica

Control

Figura 38 -Inmunolocalizacién de PCNA en Adultos de F. hepatica, corte longitudinal de 10um de
espesor. Imagenes Camara Dino-Eye Premier AM4023X seccién medio del organismo. Deteccion
PCNA con anticuerpo secundario conjugado a Peroxidasa. La barra corresponde a 10pm
Abreviaciones I (intestino) T (Tegumento)

Tal como lo visto para los resultados de inmunodeteccion con fluorescencia
recién descritos y los resultados para hibridaciones in situ del capitulo anterior las
marcas se hacen predominantes en las regiones de glandulas vitelogenas. Estos
resultados llevarian a una primera aproximacién a la localizacién y/o distribuciéon
asi como también a la morfologia de las células positivas para PCNA ya que con
técnicas distintas se visualizo lo mismo. En la deteccién con fluoroforos queda
demostrado que no existiria marcado inespecifico por actividad de la enzima
Peroxidasa endégena como se podria esperar del organismo en el revelado con
AEC si bien como mencionamos anteriormente se realiza una inactividad de la

enzima previo al ensayo.

68



Deteccion de células en diferentes estadios abordables de desarrollo de F.
hepdtica y M. corti tras incorporacion de Edu

La deteccion de células entrando en la fase S del ciclo celular se determiné
mediante la incorporacién de Edu (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) ensayo analogo al
de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) que es incorporado al ADN durante su sintesis.
Estos estudios se llevaron a cabo tanto en adultos de F. hepdtica, suspensiones
celulares, Miracidios y Esporocitos.

Basandonos en que en M. corti ya habiamos realizado estudios previos de
incorporacién de BrdU para localizar las células proliferantes, (Smith y McKerr
(2000). Se realizaron estudios tras pulsos de 2, 4 y 8 horas de duracién con Edu en
diferentes etapas del desarrollo de F. hepdtica. La eleccion del tiempo de
incubaciéon se decidié plantear asi debido en primer lugar a la viabilidad de los
organismos y por otro lado comparando con los cestodos donde la duracién del
ciclo celular es de 24 horas (Wikgren y Gustafsson, 1967; Bolla y Roberts, 1971), se
espera en estos plazos que una porcién de la poblacién de células proliferantes que
incorporan EDU quede marcada.

Deteccidn de la incorporacion de Edu en F. hepartica

Deteccidn de la incorporacion de Edu en suspensiones celulares de Adultos de
Fasciola hepdtica

La incorporacion de EDU se realiz6 en adultos incubados con EDU los cuales
fueron sometidos posteriormente al protocolo Tripsina - EDTA a modo de obtener
una suspension celular de adultos de F. Hepdtica. La decision de realizar este
ensayo fue debido a que por mas de los numerosos intentos por lograr la
incorporacién de EDU en adultos enteros no era posible la detecciéon de ningin
area marcada luego de la fijacién y posterior inclusién, (imagenes no mostradas)
sin embargo en estudios anteriores se observo mediante extracciéon de ADN y dot
que Incorporaban BrdU. Esto puede deberse a lo impermeable del tegumento o por
accion del aparato digestivo. Incluso se probo seccionar en dos un adulto con el fin
de visualizar una regién de células proliferantes en la zona del corte pero sin éxito
alguno siendo que en esa area la zona se encontraba desprovista de tegumento

(imagenes no mostradas).

Debido a esto se decidi6 realizar suspensiones celulares luego de incubar
los Adultos de F. hepdtica con EDU.

En la Figura 39 se muestra una poblacién celular la cual incorpora EDU
exitosamente y segun la morfologia descrita para este tipo de células (los
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neoblastos) se puede visualizar que presentarian cierta caracteristica similaren
cuanto al pequefio tamano, alta relacién ntcleo/citoplasmatica, segin lo descrito
por Koziol 2010, Shibata,N. 2010.

Figura 39 - Detecciéon de Edu Suspensiones celulares de Adultos de F. hepdtica incubados O.N.
Microscopia confocal de fluorescencia a y d: DAPL. by e: EDU, cy f: Merge. La barra corresponde a 5pm
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Incorporacion de EDU en huevos Fasciola hepdtica

Los huevos miden de 130 a 150 micras de longitud por 60 a 90 micras de

ancho; tienen opérculo y la cubierta formada por proliferol y proteinas. La
maduracion se efectda en a los 9 a 15 dias a temperatura de 22 a 25°C con lo que
estos pueden ser mantenidos en frio y protegidos de la luz sin que maduren. Son
altamente herméticos lo cual dificulta en varias ocasiones su estudio ya que no
pueden ser analizados en su interior sin modificar drasticamente su morfologia.
En la figura 40 se puede visualizar claramente lo antes mencionado ya que en la
imagen a y las demas de la primer fila el huevo se encuentra con el opérculo
abierto es decir que ya no esta sellado completamente y es asi que se puede
apreciar tanto la entrada de EDU como DAPI y la tincién de algunas células de
tejidos del miracidio. La figura 40 i y las demas de la fila se muestra un escenario
distinto donde es posible apreciar la presencia de dos huevos, uno vacio
(izquierda) y otro conteniendo la larva dentro (derecha) y el opérculo cerrado, en
las Figura 40 j,k,1 se ven fantasmas de los huevos que no incorporan EDU o DAPI

Figura 40 - Deteccion de Edu en huevos de Fasciola hepdtica Microscopia confocal de fluorescencia g, e, i: Imagen
de campo claro. b, f, j: DAPIL. ¢, g, k .EDU. d, h, i: Merge EDU DAPI. Se sefiala el miracidio dentro del huevo Las barras
representan 50pum
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Incorporacion de EDU en Miracidios

El miracidio es una larva ciliada que eclosiona tras la maduracién de los
huevos, abriendo el opérculo y liberados al medio. Estas larva debe encontrar al
hospedero primario (un caracol pulmonado de la familia Lymnaeidae) en unas 8
horas aproximadamente. En los primeros resultados (no mostrados) analizando la
incorporaciéon de EDU en miracidios no mostraron incorporacién alguna
(imagenes no mostradas), esto se podria deber a la falta de proliferacién celular.
Una posible explicaciéon a lo observado es que el miracidio desde que eclosina
debido a la corta viabilidad que tiene no destina recursos a la proliferacién y si al

movimiento y metabolismo energético.

Para resolver ese problema optamos por simular el medio del interior del
caracol donde el miracidio comienza a desarrollarse redondeandose para formar el
esporocisto, estadio siguiente en la evolucidn del ciclo. En la Figura 41 queda
comprobado que la actividad celular de los miracidios cambio completamente
comenzando a aparecer poblaciones celulares que proliferan. Dichas células que
incorporan EDU se encuentran distribuidas a lo largo de todo el organismo que

cambia completamente su morfologia.

Figura 41 - Detecciéon de Edu en Miracidios. Microscopia confocal de fluorescencia a, e, i: Imagen de campo claro.
b, f, j: DAPIL c, g k: EDU. d, h, |: Merge EDU DAPI. La flecha seala la mancha ocular Las barras representan 50



Incorporacion de EDU en Esporocitos

Los esporocistos son el estadio siguiente al miracidio. en el desarrollo,
estado el cual dard lugar a las redias con el trascurso de las semanas en el
hospedero y posteriormente las cercarias que abandonan el caracol y nadan
libremente hasta enquistarse y seguir con el ciclo. La sobrevidas tanto de
Miracidios como de Esporocios en medio con EDU se ve dificultada ya que el EDU
es disuelto en DMSO (Dimetilsulfoxido) el cual es altamente nocivo para los
organismos y varios ensayos a diferentes concentraciones de EDU fueron
realizados

Figura 42 - Deteccion de Edu en Esporocistos. Microscopia confocal de fluorescencia a, e, i: Imagen de campo
claro. b, f,j: DAPIL c, g, k: EDU. d, h, I: Merge EDU DAPI. Las barras representan 50pum

La incorporaciéon de EDU en esporocistos Figura 42 es clara al igual que lo
observado en los miracidios, es posible apreciar una intensa sefial a nivel de
células proliferativas las cuales acompasan con el proceso el cual esta
desarrollando el organismo (descrito en la introduccién)

73



Incorporacion de Edu M. corti

Para los ensayos de deteccion de la incorporacién de EDU en M. Corti se
utilizaron cultivos de M. corti con 5 dias de desarrollo y se incubaron con EDU por
3 horas para luego ser fijados y revelados. Es posible la deteccién de incorporacion
de EDU a nivel del esoclex y cuello tal como lo observado en los demas ensayos.
También se observo un grupo celular que incorporo EDU exitosamente y se
encuentra en la region del parénquima medular interno tal como se observo en los

resultados obtenidos por Koziol 2010.

Figura 44 - Deteccion de Edu M. corti Microscopia confocal de fluorescenciaay d: DAPl, by e: EDUcy f:
Merge. La barra corresponde a 150um
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Conclusiones y perspectivas

Este trabajo aporto al conocimiento de un posible marcador molecular de
células proliferantes en Platelmintos parasitos. En concordancia con lo descrito en
la bibliografia se comprob6 que PCNA se encuentra altamente conservada a lo
largo de la escala evolutiva (S. N. Naryzhny, 2008). Tanto sus secuencias como
estructura génica muestran un alto porcentaje de identidad y similitud
respectivamente mantienendose incambiada de una especie a otra. Los resultados
de los modelados bioinformaticos son congruentes con lo antes dicho ya que las
predicciones estructurales para la proteina resutalrian ser identicas de un
organismo a otro. Si bien es posbible ahondar en el detalle estructural y comparar
sitios especificos dentro de las diferentes proteinas, siempre se espera encontrar
homologia de estructuras. Parte de esta conservacién se explica con el hecho
evolutivo de lo incambiado que se ha mantenido el escenario de acciéon de PCNA ya
que la maquinaria de replicaciéon célular tiene sus orignes en la base de la
evolucion manteniendose funcional he incambiada a lo largo de la historia.
Ciertamente estos estudios son de relevancia ya que hacen a la caracterizacion del
gen en estos Platelmintos Parasitos.

Se logr6 expresar la proteina recombinante EgPCNAr en forma soluble,
purificarla exitosamente e inmunizar un conejo para asi obtener un anticuerpo
policlonal contra EgPCNAr. Los ensayos de inmunolocalizacién revelaron la
utilidad del anticuerpo si bien en algunos resultados las tinciones inespecificas no
serfan congruentes con lo esperado tanto para M. corti como F. hepdtica. En M.
corti se observd distribuciones de células positivas para PCNA que se localizan
principalmente en el parénquima medular junto a la capa muscular longitudinal
interna, si bien se observo localizacién en todo el parénquima medular. Incluso en
la region del escolex se localizan principalmente cerca de los haces musculares. No
se visualizaron células en la region del parénquima cortical exterior y sub-
tegumentaria. La abundancia de estas células es mayor en la regiéon anterior
(escolex y cuello), siendo especialmente escasas en la regién mas posterior, se
observd sefial donde se acumulan los poros excretores accesorios. En lineas
generales se genera un gradiente anteroposterior conforme comienza el desarrollo
y crecimiento para M. corti. la localizacién se da a nivel del parénquima medular
encontrando mayores concentraciones en cuello y escélex. Resultados de iguales
caracteristicas de encuentran en la bibliografia anteriormente descrita en el texto.

Los ensayos de hibridacion con sondas de ARN antisentido en M. corti para
el gen PCNA revelaron resultados similares los de las inmunolocalizaciones en
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cuanto a la distribucién de células positivas para PCNA. En el caso de F. hepdtica
tanto en ensayos de hibridacion como inmunomarcado la distribuciéon se
concentra a nivel de las glandulas vitelogenas no descartando la tincién en aparato
reproductor. Segun la técnica de revelado se observé tincidn en el tegumento pero
se infiere a pegado inespecifico propio de la técnica.

Se probo la incorporacién de 5-etinil-2 'desoxiuridina (EDU) al ADN, el cual
es un método para detectar la sintesis de ADN en células proliferantes. Para el caso
de M. corti se observo un patrén similar de mayor concentracién a nivel del cuello
y escoOlex lo que generaria un gradiente anteroposterior tal como se observo en
Koziol 2010, Espinoza et al., 2007.

En F. hepdtica los ensayos sobre organismos enteros no arrojaron
informacion alguna ya que no se detectd incorporacidn, tanto porque el EDU no era
permeable al tegumento o que fuera eliminado por el organismo. Es asi que se
opto por la disgregacion celular de adultos incubados y en estas condiciones si se
observo tincion y fue posible caracterizar las células las cuales presentaron la
misma morfologia descrita en la bibliografia pequefio tamafio, alta relacién
nucleo/citoplasmatica, nucléolo prominente segin lo descrito por Koziol 2010,
Shibata,N. 2010.

Los resultados sobre huevos mostraron lo impermeables que son ya que en
huevos totalmente cerrados no fue posible visualizar incorporacion tanto de EDU
como DAPI, una vez abiertos presentando el miracidio dentro se logré observar
marca. Los primeros ensayos de incorporaciéon en miracidios eclosionados no
revelaron incorporacion de EDU hecho el cual asociamos a que una vez el
miracidio es liberado tiene poca sobrevida hasta encontrar su hospedero y no seria
esperable encontrar proliferacion celular en esta etapa. Una vez simulado el medio
del interior caracol e incubados los huevos en el mismo, los miracidios que
eclosionan se transforman a esporocistos (etapa siguiente en el ciclo de vida) y en
esas condiciones fue posible visualizar células que incorporan EDU, tanto en
miracidios como esporocistos. La distribucién es uniforme, resultado esperado ya
que el cambio morfoldgico que se presenta es significativo. Profundizar en otras
etapas del ciclo de vida seria de suma relevancia asi como también realizar
ensayos de disgregacion celular en estos dos estadios abordados con el fin de
caracterizar con mayor resolucion la morfologia de las células proliferantes.

En conclusién con los datos aportados en este trabajo restaria realizar
ensayos de co-localizacién utilizando combinaciones de estas técnicas si bien
ensayos de incorporaciéon de EDU e inmunolocalizacién conjuntos fueron realizaos
en adultos de F. hepdtica sin resultados positivos. En este trabajo se puso a punto
cada técnica por separado con la puesta a punto de los ensayos en conjunto sera
posible identificar con precisiéon y caracterizar exhaustivamente la poblacién de
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células proliferantes en estos modelos de platelmintos y evaluar la exclusividad de
PCNA como posible marcador de células proliferantes
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Apéndice I

Figura 1 Apendice Materiales y Metodos - Marcadores de peso molecular

Figura 2 Apendice 1 Materiales y Metodos. Mapa restriccién vector pET
14b
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Figura 3 Apendice 1 Materiales y Metodos - Mapa restricciéon

vector pET 14b -Mapa restriccion vector pGEM T

Soluciones Cultivo de Mesocestoides corti

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

2.Medio RPMI 1640 modificado: 10.4g/1 RPMI (Sigma - Aldrich, catdlogo nimero
R4130, Lote 049K8307), 4.2g/1 NaHCO3 (Fluka), 4.3g/1 Glucosa (Sigma -
Aldrich), 4.8g/1 extracto de levadura (Sigma - Aldrich). Se ajust6 el pH a 7.5,
se agregd gentamicina 50pg/ml concentracion final y se esterilizé por

filtracion.

Extraccion de ARN y proteinas

a. PBS (Buffer Fosfato salino): 137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1.8mM
KH2PO4. Se ajusto el pH a 7.4 y se esteriliz6 por autoclavado. En el caso de

utilizarlo para extraccion de ARN se utiliz6é PBS en tabletas (Sigma -
Aldrich, catdlogo nimero P4417) disueltas en agua DEPC (Sigma - Aldrich).

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

Preparacion de material para estudios histoldgicos

Hibridacién in toto de ARN

87



a. PBSTx: PBS - 0.5% Triton-X100b. Soluciéonreductora:50mMDTT,1%NP-
40,0.5%SDSenPBS

Electroforesis
Acidos nucleicos

a. Buffer TAE 1X: 40mM Tris base, 20mM 4acido acético, 1mM EDTA; pH 8.4.

b. Buffer de carga 6X: 0.25% Azul de bromofenol, 0.25% Azul de xilencianol, 30%
Glicerol

Proteinas (agregar buffer’s acrilamida, bis)

a. Buffer de carga 4X: 0.25M Tris - HCl pH 6.8, 40% Glicerol, 4% SDS, 4% 2-
Mercaptoetanol, 0.02% Azul de bromofenol

b.T inciéon con Coomassie Blue b.1. Solucién de Coomassie Blue: 0.2% Coomassie
Blue R-250, 30% Etanol, 7% Acido acético b.2. Solucién decolorante: 30%
Etanol, 7% Acido acético

c. T incién con nitrato de platac.1. Solucién fijadora: 40% Etanol, 10% &cido

acético

Expresion de la proteina recombinante EgPCNAr en Escherichia coli

a. Medio LB (Luria - Bertani): 1% Triptona, 0.5% Extracto de Levadura, 1% NacCl,
pH 7.0

b. Buffer Extraccion Periplasma: 0.5M Sacarosa, 20mM Tris - HCI, pH8, 0.25mg/ml
lisozima, 0.1M EDTA, 1mM PMSF.

c. Buffer de lisis: 50mM Tris - HCI, pH 7.5, 5% Glicerol, 50mM NaCl
d. Bufferdesnaturalizante:40mMTris-HCl,pH7.5,8MUrea

Cuantificacion de sondas marcadas con Digoxigenina

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

b. Buffer2:0.5%w/vagentedebloqueo(Boehringer)enbufferl
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c. Buffer 3: 100mM Tris - HCI pH 9.5, 100mM NaCl, 50mM MgCl?2.

d. Bufferderevelado:330pg/mINBT(Amresco),167ug/mIBCIP(Amresco)enBuffer3

Hibridacion in situ sobre criocortes.

a. PBS: 8g/1 NaCl, 0.2g/1 KCl, 1.44g/1 Na2HPO4, 0.24g/] KH2PO4. Se ajusta el pH a

7.4 y se esteriliza por autoclavado

b. PBSTx:PBS-0.5%Triton-X100

c. SSC 20X: 3M NaCl, 0.3M citrato de sodio

d. Denhart50X:1%Ficoll400,1%polyvinilpyrolidona,1%BSA

e. Solucién de prehibridacion: SSC 5X, 50% formamida desionizada, 10% sulfato de
dextrano, 1mg/ml ARNt de levadura, 1X Denhardt

f. Solucion 1: SSC 1X, 50% formamida, 0,1% Tween-20

g. Solucidn 2: SSC 1X - 50% formamida.

h. MAB:100mMacidomaleico,150mMNacCl

i. Solucién de bloqueo: 0.5% reactivo de bloqueo (Boehringer), 1% BSA y 5%
suero de oveja (Sigma-Aldrich) en buffer MAB

j. MABT: MAB - 0.1% Tween-20

k. Buffer AP: 100mM Tris - HCI pH 9.5, 25mM MgC(Cl2, 150mM NacCl

1. Reactivo NBT//BCIP: Ready to use tablets (Roche) disueltas en agua o 330ug/ml
NBT (Amresco), 167ug/ml BCIP (Amresco)) en Buffer AP

m. PBSTw: PBS - 0.1% Tween-20

Hibridacion in toto sobre organismos enteros

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

b. PBSTx:PBS-0.5%Triton-X100
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c. Proteinasa K: 2pg/ml (New England Biolabs) en PBSTx con 0.1% SDS

d. Soluciéndeprehibridacion:50%Formamida,5XSCC,1mg/mItRNA,1%Tween-20

e.Solucién de hibridacién: 1ng/ul de sonda desnaturaliza en buffer de

prehibridaciéon complementado con 5% de sulfato de dextrano.

f. Solucién de lavado 1: Una parte de Solucién de prehibridacién con una parte de
2X SCC, 0.1% TritonX-100.

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

h. Soluciondelavado3:0.2XSCC,0.1%TritonX-100

i. MABT: 1X MAB, 0.1% Tween-20

j. Solucidén de bloqueo: 5% Suero de caballo en MABT

k. Buffer AP: 100mM Tris - HCl pH 9.5, 100mM NaCl, 50mM MgCl2.

l. Reactivo NBT//BCIP: Ready to use tablets (Roche) disueltas en agua o 330ug/ml
NBT (Amresco), 167pg/ml BCIP (Amresco) en Buffer AP

Inmunohistoquimica sobre criocortes

a. Solucion de bloqueo: 1% BSA, 5% suero de oveja (Sigma - Aldrich), 0.05%
Tween-20 en PBS

Inmunohistoquimica sobre organismos enteros.

a. PBSTx: 0,1% Triton X-100 en PBS

b. PBSTw:0,05%Tween-20PBS.

c. Solucién de bloqueo: 1% seroalbumina bovina (BSA) y 5% suero de oveja
(Sigma- Aldrich, nimero de catalogo S-3772) en PBSTw

Purificacion (elucidn proteina recombinante)

a. Solucion A: 6M urea, 0.5M NaCl, 10% glicerol, 50mM Tris - HCI (pH 9.6)

b. Solucién B: 1M urea, 0.5M NacCl, 10% glicerol, 2.5mM glutatién reducido, 0.5mM
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glutation oxidado, 50mM Tris — HCI (pH 9.0)

c. Buffers de elucion: 50mM Tris - HCl pH 9.6, 0.15mM NaCl, 250mM Imidazol,
0.01% Triton X100. g.2. 50mM Tris - HCl pH 9.6, 0.15mM NaCl, 250mM
Imidazol. g.3. 50mM Tris - HCl pH 9.6, 0.15mM NaCl, 250mM Imidazol, 8M
Urea g.4. 50mM Tris - HCI pH 9.6, 0.15mM NacCl, 250mM Imidazol, 1M Urea.
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