


!

!

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOTECNOLÓGICAS 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTÍN 

 

 

 

TRABAJO PARA OPTAR AL TÍTULO DE 

DOCTOR EN BIOLOGÍA MOLECULAR Y BIOTECNOLOGÍA 

 

 

ESTUDIO DE ENZIMAS HISTONAS DEACETILASAS DE CESTODOS Y 

SU EVALUACIÓN COMO POTENCIALES BLANCOS FARMACOLÓGICOS 

EN ENFERMEDADES PARASITARIAS DESATENDIDAS 

 

 

AUTOR: HUGO ROLANDO VACA 

DIRECTORA: MARA CECILIA ROSENZVIT 

CO-DIRECTOR: FEDERICO CAMICIA 

 

 

 

 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN MICROBIOLOGÍA Y PARASITOLOGÍA MÉDICA 

FACULTAD DE MEDICINA 

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 

2020 

!



!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

A!mis!madres,!"ngela!y!Ana,!y!mi!perrita!Lola!



!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Un!cient#fico!en!su!laboratorio!no!es!un!simple!t$cnico:!tambi$n!es!un!ni%o!que!se!

enfrenta!a!fen&menos!naturales!que!lo!impresionan!como!si!fueran!cuentos!de!hadas.!

!

-Maria!Salomea!Sk"odowska-Curie!



AGRADECIMIENTOS 

En!primer!lugar,!agradezco!a!mis!formadores!Mara!y!Federico!por!todo!lo!aprendido!y!los!

buenos! momentos! compartidos! durante! esta! etapa! de! mi! formaci"n! profesional.! En! especial!

agradezco! a!Mara,! por! haber! depositado! en!m#! su! confianza! y! permitirme! formar! parte! de! su!

equipo!en!el!Laboratorio!de!Biolog#a!Molecular!de!Hidatidosis!(BMHid).!

Quiero!agradecer!a!Anette!por!su!invaluable!apoyo!durante!esta!etapa.!Su!gran!dedicaci"n,!

los! extensivos! debates! con! caf$! y! las! ganas! de! transmitir! sus! conocimientos!me!han!permitido!

llegar!a!este!punto.!

Tambi$n!quiero!agradecer!mis!compas!del!BMHid!(Mati,!Euge,!Nati,! los!Gabis!y! los!Lucas)!

por! todo! lo! compartido!en!estos! a%os.! Su! compa%erismo!y!disposici"n!para! trabajar!en!equipo!

permitieron! crear! un! buen! ambiente! de! trabajo! y,! a&n! cuando! las! dificultades! nos! invadieron,!

hemos!podido!siempre!tirar!para!un!mismo!lado.!

Las! investigadoras! del! BMHid! (Nati,! Marce! y! LauKa)! por! su! gran! apoyo.! Especialmente,!

quiero! agradecer! a! Nati! por! haber! sido! una! excelente! gu#a! laboral! y! personal.! Por! su! inmensa!

generosidad!y!su!disposici"n!para!ayudar!en!lo!que!necesitaba.!

A! toda! la! gente! del! Instituto! de! Investigaciones! en!Microbiolog#a! y! Parasitolog#a!M$dica!

(IMPaM)! por! su! apoyo,! compa%erismo! y! los! buenos!momentos! compartidos.! En! especial! a! los!

Emilio´s,!quienes!siempre!han!estado!siempre!para!brindar!su!ayuda.!

Durante! esta! tesis! he! recibido! ayuda! de! investigadoras/es! que! gentilmente! nos! han!

apoyado.!No!quiero!m's!que!agradecer!por!todo!ello.!

El!Dr.!Alejandro!Nusblat,! la!Dra.!Luj'n!Cuesta!y! la!gente!de!sus! laboratorios,!por!darme!la!

posibilidad! de! trabajar! y! aprender.! Especialmente! a! Agustina,! qui$n! me! acompa%o! en! cada!

proceso!y!hemos!sufrido!cada!resultado.!

La!Dra.!Celina!Elissondo!y!la!gente!de!su!laboratorio!por!recibirme!en!su!laboratorio!y!toda!

la!ayuda!suministrada!que!permiti"!llevar!adelante!las!microscop#as!electr"nica!de!barrido.!

Los!Dres.!Wolfgang!Sippl!y!Manfred!Jung!por!cedernos!los!compuestos!empleados!en!esta!

tesis! y! su! colaboraci"n! con! el! an'lisis! de! los! experimentos.! Al! Dr.! Christophe! Romier! por! sus!

valiosas!sugerencias.!



La!Dra.!Vanina!Campo!y!el!Dr.! Sergio!Angel,! quienes!nos!han! cedido! los! anticuerpos!que!

permitieron!realizar!los!Western!Blot.!

En!especial,!me!gustar#a!agradecer!al!Dr.!Guilherme!Oliveira!por!incentivarnos!a!investigar!

las!Histonas!deacetilasas!y!por!sus!valiosos!consejos.!

A!la!Universidad!Nacional!de!San!Mart#n!(UNSAM),!en!especial!a!la!comisi"n!de!doctorado!y!

la!secretaria!de!posgrado,!y!al!Consejo!Consejo!Nacional!de!Investigaciones!Cient#ficas!y!T$cnicas!

(CONICET).!

Nada! de! esto! hubiese! sido! posible! sin! mis! madres! *ngela! y! Ana.! A! ellas! les! agradezco!

ense%arme!a!so%ar!y!a!seguir!mis!convicciones.!Por!mostrarme,!con!su!ejemplo,!que!con!esfuerzo!

y!dedicaci"n!todo!es!posible.!Por!darme!libertad!para!elegir,!la!responsabilidad!de!hacerme!cargo!

de!mis!elecciones!y!acompa%arme!en!todo!momento.!

Agradezco!tambi$n!a!mis!hermanas/os,!sobrinas/os!y!familiares!por!sus!palabras!de!aliento!

y!los!consejos!que!cada!uno,!seg&n!su!visi"n,!me!han!dado.!En!especial!a!mi!hermana!Lucrecia!y!

mis!sobrinos!Joaqu#n!y!Lucho,!quienes!han!estado!siempre!a!mi!lado!aguantando!y!acompa%ando!

durante!todos!los!vaivenes!por!los!que!he!pasado.!

A!mis!amigos!(El#as,!Seba,!Marcos!y!Lucy)!por!su!apoyo!y!generosidad.!Por!acompa%arme!en!

las!buenas!y!en!las!malas,!por!saber!perdonar!que!a!veces!sea!un!poco!colgado!y!seguir!creciendo!

juntos.!Por!todas!las!aventuras!compartidas!e!incentivarme!siempre!a!seguir!adelante.!En!especial!

a! mi! hermanita! del! alma! Lucy,! por! todos! estos! a%os! compartidos.! Por! nuestros! apasionados!

debates!que!siempre!terminan!en!risas.!

A!mi!compa%ero!Oscar,!a!qui$n!debo!agradecer!la!portada!y!varias!im'genes!en!esta!tesis.!

Pero! especialmente! le! quiero! agradecer! por! ayudarme! a! no! aflojar,! por! su! generosidad! y! por!

elegir!transitar!juntos!el!camino.!

A!todas!esas!personas!maravillosas!que!la!vida!me!ha!presentado!Brenda,!Andy,!Arley,!Yuri!

y!dem's.!

Por!&ltimo,!agradezco!al!Big!Bang,!esa!maravillosa!explosi"n!hace!m's!de!13!800!millones!

de!a%os!hizo!posible!que!todas/os/es!estemos!aqu#!hoy.!!

!

A!todas/os/es,!¡Gracias!Totales+ 



1!

!

ÍNDICE TEMÁTICO 

ABREVIATURAS 7!

RESUMEN 10!

1. INTRODUCCIÓN 14!

1.1.!Las!interacciones!biol"gicas!y!el!parasitismo! 14!

1.2.!La!parasitolog#a! 15!

1.3.!Los!cestodos! 15!

1.3.1.!Anatom"a!de!los!cestodos! 16!

1.3.1.1.!Par#sito!adulto! 16!

1.3.1.2.!Huevo!y!oncosfera! 19!

1.3.1.3.!Metacestodo! 20!

1.4.!Cestodos!de!relevancia!en!salud!humana!y!medicina!veterinaria! 23!

1.4.1.!Par#sitos!del!g$nero!Echinococcus! 24!

1.4.1.1.!Ciclo!de!vida!de!los!par#sitos!del!g$nero!Echinococcus! 24!

1.4.1.2.!Especies!pertenecientes!al!complejo!Echinococcus!granulosus!sensu!lato! 26!

1.4.1.3.!Distribuci%n!geogr#fica!de!la!hidatidosis! 27!

1.4.1.4.!Importancia!de!la!hidatidosis!qu"stica!en!nuestra!regi%n! 28!

1.4.1.5.!Diagn%stico!y!tratamiento!de!la!hidatidosis! 31!

1.4.2.!Taenia!solium! 33!

1.4.2.1.!Ciclo!de!vida!de!Taenia!solium! 33!

1.4.2.2.!Distribuci%n!geogr#fica!de!la!teniasis/cisticercosis! 35!

1.4.2.3.!Diagn%stico!y!tratamiento! 36!

1.5.!Cestodos!modelos! 37!

1.5.1.!Ciclo!de!vida!de!Mesocestoides!corti! 37!

1.6.!Remodelaci"n!de!la!cromatina! 39!

1.6.1.!Las!Histonas!deacetilasas! 41!

1.6.2.!Inhibidores!de!las!enzimas!HDACs! 42!

HIPÓTESIS 44!



2!

!

OBJETIVO GENERAL 44!

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 44!

2. MATERIALES Y MÉTODOS 46!

2.1.!Material!Parasitario! 46!

2.1.1.!Echinococcus!granulosus!sensu!lato!(s.l.)! 46!

2.1.2.!Mesocestoides!corti! 46!

2.1.3.!Declaraciones!&ticas! 47!

2.2.!Identificaci"n!y!an$lisis!de!genes!codificantes!de!HDACs!en!cestodos! 47!

2.2.1.!Identificaci%n!de!genes!codificantes!de!HDACs!en!los!genomas!de!cestodos! 47!

2.2.2.!An#lisis!filogen$ticos!de!los!genes!codificantes!de!HDAC!en!cestodos! 48!

2.2.3.!An#lisis!del!porcentaje!de!identidad!entre!los!genes!de!HDACs! 49!

2.2.4.!An#lisis!de!expresi%n!transcripcional!de!los!genes!de!HDACs!en!diferentes!estadios!de!desarrollo!de!

Echinococcus!spp.! 49!

2.3.!Validaci"n!de!las!HDACs!de!cestodos!como!potenciales!blancos!farmacol"gicos! 50!

2.3.1.!Soluciones!stock! 50!

2.3.2.!Ensayos!de!viabilidad!empleados! 50!

2.3.2.1.!Adaptaci%n!del!ensayo!de!viabilidad!por!reducci%n!de!la!resazurina!para!la!determinaci%n!de!la!

viabilidad!parasitaria!de!Mesocestoides!corti! 50!

2.3.2.2.!Adaptaci%n!del!ensayo!de!viabilidad!por!mediciones!de!motilidad!para!la!determinaci%n!de!la!

viabilidad!parasitaria!de!Mesocestoides!corti! 53!

2.3.3.!Determinaci"n!del!efecto!del!inhibidor!de!las!HDACs!�Tricostatina!A�!sobre!la!viabilidad!parasitaria!

de!Mesocestoides!corti! 54!

2.3.4.!Determinaci"n!del!efecto!del!inhibidor!de!las!HDACs!�Tricostatina!A�!sobre!la!morfolog#a!

parasitaria!de!Mesocestoides!corti! 56!

2.3.5.!Determinaci"n!del!efecto!del!inhibidor!de!las!HDACs!�Tricostatina!A�!sobre!los!niveles!de!

acetilaci%n!de!prote"nas!de!Mesocestoides!corti! 56!

2.3.5.1.!Muestras!para!Western!blot! 56!

2.3.5.2.!Ensayo!de!Western!blot! 57!

2.3.6.!An#lisis!estad"sticos! 58!

2.4.!Evaluaci"n!del!efecto!antihelm#ntico!de!un!alto!n%mero!de!inhibidores!de!HDACs! 58!

2.4.1.!Soluciones!Stock! 58!

2.4.2.!Determinaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!de!los!inhibidores!de!las!HDACs!y!las!Sirtuinas!sobre!la!

viabilidad!parasitaria!de!Mesocestoides!corti! 61!



3!

!

2.4.3.!Determinaci%n!del!efecto!de!los!inhibidores!de!HDACs!y!Sirtuinas!sobre!la!morfolog"a!de!

Mesocestoides!corti! 61!

2.4.4.!An#lisis!estad"stico! 61!

2.5.!Caracterizaci"n!del!efecto!farmacol"gico!de!los!inhibidores!seleccionandos!de!las!enzimas!HDACs!y!

Sirtuinas! 62!

2.5.1.!Determinaci%n!del!efecto!dosis-respuesta!de!los!inhibidores!seleccionados!de!las!enzimas!HDACs!y!

Sirtuinas! 62!

2.5.2.!Determinaci%n!de!la!reversibilidad!del!efecto!antihelm"ntico!de!los!inhibidores!seleccionados!de!las!

enzimas!HDACs!y!Sirtuinas! 63!

2.5.3.!Determinaci%n!del!efecto!de!los!inhibidores!seleccionados!de!las!enzimas!HDACs!y!Sirtuinas!sobre!

la!ultraestructura!de!Mesocestoides!corti! 64!

2.5.4.!Determinaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!de!combinaciones!de!a!pares!de!los!compuestos!

seleccionados!y!el!ABZ! 64!

2.6.!Caracterizaci"n!estructural!de!las!HDACs!como!potenciales!blancos!farmacol"gicos! 65!

2.6.1.!Clonado!y!secuenciaci%n!de!la!HDAC8!de!Echinococcus!canadensis!G7!y!Mesocestoides!corti! 65!

2.6.2!Modelado!por!homolog"a!de!las!HDAC8!de!Echincoccus!canadensis!G7!y!Mesocestoides!corti! 66!

3. RESULTADOS 69!

3.1.!Identificaci"n!y!an$lisis!de!genes!codificantes!de!enzimas!HDACs!en!cestodos! 69!

3.1.1.!Se!identificaron!varios!genes!codificantes!de!enzimas!HDACs!en!los!genomas!de!cestodos! 69!

3.1.2.!El!an#lisis!filogen$tico!revel%!la!presencia!de!varios!miembros!dentro!de!las!HDACs!de!Clase!I!y!II!en!

par#sitos!cestodos! 76!

3.1.3.!Las!comparaciones!entre!las!HDACs!de!cestodos!y!Homo!sapiens!proporcionaron!informaci%n!

relevante!a!fin!de!definir!candidatos!a!blancos!farmacol%gicos! 78!

3.1.4.!Los!genes!codificantes!de!HDACs!se!expresan!en!diferentes!estadios!del!desarrollo!en!par#sitos!del!

g$nero!Echinococcus! 80!

3.2.!Validaci"n!de!las!enzimas!HDACs!de!cestodos!como!potenciales!blancos!farmacol"gicos! 82!

3.2.1.!Adaptaci%n!del!ensayo!de!viabilidad!por!reducci%n!de!la!resazurina!para!la!determinaci%n!de!la!

viabilidad!parasitaria!de!Mesocestoides!corti! 83!

3.2.2.!Adaptaci%n!del!ensayo!de!viabilidad!por!mediciones!de!motilidad!para!la!determinaci%n!de!la!

viabilidad!parasitaria!de!Mesocestoides!corti! 87!

3.2.3.!La!inhibici%n!de!las!enzimas!HDACs!afecta!la!viabilidad!de!Mesocestoides!corti! 90!

3.2.4.!La!Tricostatina!A!produce!alteraciones!en!la!morfolog"a!parasitaria!de!Mesocestoides!corti! 93!

3.2.5!La!Tricostatina!A!inhibe!fuertemente!la!desacetilaci%n!de!prote"nas!en!Mesocestoides!corti! 94!



4!

!

3.3.!Evaluaci"n!del!efecto!antihelm#ntico!de!un!alto!n%mero!de!inhibidores!de!las!enzimas!HDACs! 97!

3.3.1.!Evaluaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!de!inhibidores!de!las!HDACs!de!Clase!I!sobre!Mesocestoides!

corti! 98!

3.3.2.!Evaluaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!de!inhibidores!de!las!HDACs!de!Clase!II!sobre!Mesocestoides!

corti! 103!

3.3.3.!Evaluaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!de!inhibidores!de!las!Sirtuinas!(o!HDACs!de!Clase!III)!sobre!

Mesocestoides!corti! 104!

3.3.4.!Controles!empleados! 107!

3.3.5.!Evaluaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!de!los!compuestos!derivados!del!3-aminobenzohidroxamato!

(serie!TH)!sobre!Mesocestoides!corti! 108!

3.3.6.!Evaluaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!de!los!compuestos!serie!EG,!TB,!Pz!y!SD!sobre!Mesocestoides!

corti! 114!

3.4.!Caracterizaci"n!del!efecto!farmacol"gico!de!los!inhibidores!seleccionandos!de!las!enzimas!HDACs!y!

Sirtuinas! 118!

3.4.1.!Los!compuestos!seleccionados!presentan!un!efecto!antihelm"ntico!dependiente!de!la!dosis! 118!

3.4.2.!Los!compuestos!seleccionados!presentan!un!efecto!antihelm"ntico!irreversible! 120!

3.4.3.!Los!compuestos!seleccionados!alteran!la!morfolog"a!parasitaria!a!nivel!ultra-estructural! 122!

3.4.4.!El!efecto!antihelm"ntico!de!los!compuestos!se!potencia!usando!combinaciones!de!a!pares! 125!

3.5.!Caracterizaci"n!estructural!de!las!HDACs!como!potenciales!blancos!farmacol"gicos! 129!

3.5.1.!Clonado!y!secuenciaci%n!de!la!HDAC8!de!Echinococcus!canadensis!G7!y!Mesocestoides!corti! 130!

3.5.2.!Los!genes!EcaHDAC8!y!McoHDAC8!tienen!inserciones!en!sus!secuencias!que!no!est#n!presentes!en!

su!ort%logo!de!Homo!sapiens!(HsaHDAC8)! 133!

3.5.3.!Los!modelos!estructurales!para!las!EcaHDAC8!y!McoHDAC8!presentan!la!estructura!can%nica!de!las!

enzimas!HDACs! 135!

3.5.4.!Los!modelos!estructurales!de!EcaHDAC8!y!McoHDAC8!presentan!particularidades!estructurales!140!

3.5.5.!Los!residuos!implicados!en!la!uni"n!al!inhibidor!de!las!HDACs!�Tricostatina!A�!se!encuentran!

conservados!en!EcaHDAC8!y!McoHDAC8! 141!

4. DISCUSIÓN 144!

5. CONCLUSIONES 152!

6. PERSPECTIVAS 155!

7. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 158!



5!

!

8. ANEXOS 169!

A1.!Medios!y!soluciones!tamp"n! 169!

A1.1.!Medio!Mco-RPMI!1640! 169!

A1.2.!Soluci%n!Tamp%n!RIPA! 169!

A1.3.!Soluciones!para!SDS-PAGE! 170!

A1.3.1.!Soluci%n!Tamp%n!de!Corrida! 170!

A1.3.2.!Soluci%n!Tamp%n!de!Transferencia! 170!

A1.3.3.!Soluci%n!Tamp%n!de!Carga! 171!

A1.3.4.!Soluci%n!Acrilamida/Bisacrilamida!(30:0,9)! 171!

A1.3.5.!Soluci%n!Tamp%n!STACKING!(500!mL!de!soluci%n!TRIS-!HCl!0,5!M!pH!6,8)! 171!

A1.3.6.!Soluci%n!Tamp%n!RUNNING!(500!mL!de!soluci%n!TRIS-HCl!1,5!M!pH!8,8)! 172!

A1.3.7.!Gel!de!poliacrilamida!al!15'! 172!

A1.4.!Soluciones!para!Western!Blot! 172!

A1.4.1.!Soluci%n!Tamp%n!TBS! 172!

A1.4.2.!Soluci%n!Tamp%n!TBS-T!(Soluci%n!salina!Tris,!0,1!'!Tween!20)! 173!

A1.4.3.!Soluci%n!Tamp%n!TBS-T!leche!(Soluci%n!salina!Tris,!0,1!'!Tween!20!y!5'!p/v!leche)! 173!

A1.5.!Soluciones!para!ECL! 173!

A1.6.!Soluci%n!Tamp%n!Fosfato!0,1M!pH!7,2! 174!

A2.Secuencias! 174!

A2.1.!Secuencia!de!la!HDAC8!de!Echinococcus!canadensis!G7!(EcaHDAC8)!en!nucle%tidos!y!amino#cidos

! 174!

A2.2.!Secuencia!de!la!HDAC8!de!Mesocestoides!corti!(McoHDAC8)!en!nucle%tidos!y!amino#cidos! 175!

A3.!Comparaci"n!de!los!genes!de!HDACs!identificados!en!los!genomas!disponibles!para!Echinococcus!

granulosus!sensu!stricto!G1,!que!mostraron!ortolog#a!con!la!HDAC6!y!HDAC10!de!Homo!sapiens! 176!

A3.1.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!EGR_07178.1!y!EgrG_000970800! 176!

A3.2.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!EGR_07180.1!y!EgrG_000970900! 176!

A3.3.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!EGR_07180.1!y!EgrG_000971000! 177!

A4.!Comparaci"n!de!los!genes!de!HDACs!identificados!en!los!genomas!disponibles!para!Taenia!asiatica,!

que!mostraron!ortolog#a!con!la!HDAC6!y!HDAC10!de!Homo!sapiens! 177!

A4.1.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!TASs00024g03791m00001!TASK_0000403001! 177!

A4.2.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!TASs00024g03791m00001!y!TASK_0000403101! 178!

A4.2.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!TASs00024g03791m00001!y!TASK_0000403201! 178!

A5.!Genes!codificantes!de!enzimas!Sirtuinas!(o!HDACs!de!Clase!III)!en!Echinococcus!granulosus!sensu!

stricto!G1!y!Echinococcus!multilocularis! 179!



6!

!

A6.!PCR! 180!

A6.1.!PCR!para!amplificar!los!genes!EcaHDAC8!y!McoHDAC8! 180!

A6.2.!PCR!de!colonia! 181!

!

!

!



7!

!

ABREVIATURAS 

!

HMDS Hexametildisilazano 
4wCW Metacestodos pequeños de 4 semanas de cultivo in vitro 
aa Aminoácidos 
ABZ Albendazol 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
ADNc ADN complementario 
ARN Ácido ribonucleico 
ARNi ARN interferente 
BioProyect ID Códigos de identificación de los genomas de acuerdo a la WormBase ParaSite 
CDS  del inglés, Coding Sequence 
CEGMA Del inglés, The Core Eukaryotic Genes Mapping Approach 
CW Capa germinal indicada como pared hidatídica 
DMSO Dimetilsulfóxido 
ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas  
ETDs Enfermedades Tropicales Desatendidas 
EtOH Etanol 
FDA del inglés, U.S.A. Food and Drug Administration 
gr gramo 
Gen ID Códigos de identificación de los genes de acuerdo a la WormBase ParaSite 
HDACi Inhibidores de las enzimas HDACs 
HDACs Enzimas Histonas deasetilasas 
h Horas 

IC25 Concentración inhibitoria 25% 

IC50 Concentración inhibitoria media 

IC90 Concentración inhibitoria 90% 

IEP Índice de efecto proporcional 
IMR Índice de motilidad relativa 
L Litro 
m Metro 
M Molar 
MEB Microscopia electrónica de barrido 
min Minutos 
N50 Estadístico N50 
NCC Neurocisticercosis 
OMS Organización Mundial de la Salud 
Onc Oncosferas  
Onc Act Oncosferas activadas  
PAIR Punción, aspiración, inyección y reaspiración 
PDB del inglés, Protein Data Bank 
RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute 



8!

!

PSC Protoescólices 
PZQ Paziquantel 
QSAR del inglés, Quantitative structure-activity relationship 
RMSD del inglés, Root Mean Square Deviation 
RNAseq Secuenciación de ARN 
RPKM del inglés, Reads per kilo base per million mapped reads 
seg Segundos 
SIRTs Enzimas Sirtuina 
SNC Sistema nervioso central 
TSA Triscostatina A 
TTy Tetratiridios 

!

!

!

!

!



9!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

RESUMEN!



! ! Resumen!

10!

!

RESUMEN 

Los!cestodos!son!platelmintos!que!se!encuentran!distribuidos!mundialmente!en!diferentes!

ecosistemas;! logrando!parasitar! casi! todas! las!especies!de! vertebrados,! incluido!el! ser!humano.!

Entre! las! enfermedades! que! producen,! la! equinococosis! y! la! cisticercosis! -causadas! por!

Echinococcus! spp.! y! Taenia! solium! respectivamente-! se! encuentran! entre! las! 17! Enfermedades!

Tropicales!Desatendidas!(ETDs)!priorizadas!por!la!Organizaci%n!Mundial!de!la!Salud.!Actualmente,!

las!*nicas!drogas!aprobadas!para!su!tratamiento!farmacol%gico!son! los!benzimidazoles,!como!el!

albendazol! (ABZ),! y! el! praziquantel.! Estos! compuestos! no! son! bien! tolerados! y/o! resultan!

inefectivos! en!muchos! casos.! Por!otra! parte,! la! resistencia! a! los! antihelm"nticos! resulta!en!una!

complicaci%n! frecuente! en! las! terapias! farmacol%gicas! basadas! en! una! *nica! droga.! Por! estos!

motivos,! la! b*squeda! racional! de! nuevos! blancos! farmacol%gicos! y! de! nuevas! drogas! resulta!

imperativa.!Los!cestodos!tienen!ciclos!de!vida!complejos!por!lo!que!deben!adaptarse!a!diferentes!

entornos!a!lo!largo!de!sus!ciclos!de!vida.!La!notable!plasticidad!fenot"pica!que!presentan!involucra!

un! complejo! sistema! de! control! de! la! expresi%n! g$nica,! que! posiblemente! est$! asociado! con!

cambios!en!la!estructura!de!la!cromatina.!Las!enzimas!Histonas!deacetilasas!(HDACs)!influyen!de!

manera!directa!sobre!la!estructura!de!la!cromatina,!regulando!la!transcripci%n!de!genes,!as"!como!

otros! procesos! celulares.! Estas! enzimas! han! sido! validadas! ampliamente! como! blancos!

farmacol%gicos! en! enfermedades! como! el! c#ncer,! diabetes,! des%rdenes! autoinmunes! y!

neurol%gicos! y,! en! los! *ltimos! a+os,! en! enfermedades! parasitarias! como! la! esquistosomiasis,!

leishmaniasis,!Chagas!y!malaria;!entre!otras.!En!la!actualidad,!la!informaci%n!sobre!las!HDACs!en!

cestodos! y! su! rol! en! el! desarrollo! parasitario! es! sumamente! limitada.! En! este! trabajo! de! tesis!

doctoral!se!propuso!caracterizar!las!HDACs!de!cestodos!y!determinar!su!potencial!como!blancos!

farmacol%gicos.!

Empleando!las!bases!de!datos!de!genomas!parasitarios!se!mostr%!el!repertorio!completo!de!

genes!codificantes!de!HDACs!en!cestodos.!Se!identificaron!entre!6-7!genes!codificantes!de!HDACs!

en! varios!miembros! de! los! g$neros! Echinococcus,! Taenia,!Hymenolepis! y! Mesocestoides.! Estos!

genes!fueron!clasificados!dentro!de!las!HDACs!de!clases!I!y!II!y!se!demostr%!su!expresi%n!a!nivel!

transcripcional! en! diferentes! estadios! de! desarrollo! de! par#sitos! del! g$nero! Echinococcus.!

Particularmente,! las! HDAC8s! de! cestodos! mostraron! bajos! porcentajes! de! identidad! con! su!

ort%logo!en!Homo!sapiens! y!expresi%n!en!estadios!de!desarrollo!asociados!con!altos!niveles!de!

proliferaci%n! y! diferenciaci%n! celular;! constituyendo,! de! esta! manera,! potenciales! blancos!

farmacol%gicos! selectivos.! Por! otro! lado,! se! validaron! las! HDACs! como! potenciales! blancos!
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farmacol%gicos! en! cestodos! evaluando! el! efecto! del! inhibidor! de! las! HDACs! de! clases! I! y! II,!

Tricostatina!A!(TSA),!sobre!la!viabilidad!del!estadio!larval!(tetratiridio)!del!modelo!de!laboratorio!

de!cestodos!Mesocestoides!corti.!La!inhibici%n!de!las!HDACs!produjo!una!disminuci%n!significativa!

de!la!viabilidad!parasitaria,!determinada!mediante!medidas!de!motilidad!y!actividad!metab%lica;!

as"! como,! alteraciones! en! el! tegumento! y! en! la! morfolog"a! general.! TSA! produjo! adem#s! un!

aumento! en! los! niveles! de! acetilaci%n! de! las! prote"nas! totales,! incluyendo! la! Histona! H4,!

determinado!mediante!Western!Blot!semi-cuantitativo.!Estos!resultados!sugieren!que!las!HDACs!

de!cestodos!ser"an!funcionales!y!podr"an!desempe+ar!un!papel!importante!en!la!supervivencia!y!

el!desarrollo!de!M.!corti.!

Para! identificar! compuestos! con! alto! potencial! antihelm"ntico,! se! determin%! el! perfil! de!

actividad!antihelm"ntica!de!un!total!de!33!compuestos,!distribuidos!entre! inhibidores!de!HDACs!

de!las!clases!I,!II!y!III!(o!Sirtuinas).!Varios!de!estos!compuestos!produjeron!una!disminuci%n!de!la!

viabilidad!parasitaria,!as"!como!alteraciones!en!el!tegumento!y!la!morfolog"a!general!de!M.!corti.!

Particularmente,! los! inhibidores:! entinostat,! TH65,! TH92! y!Mz25!mostraron! un! potente! efecto!

antihelm"ntico;!produciendo!una!disminuci%n!de!la!viabilidad!parasitaria!dependiente!tanto!de!la!

dosis!como!del!tiempo!de!tratamiento!y!con!actividades!superiores!a!las!observadas!para!TSA!y!la!

droga! antihelm"ntica! ABZ.! El! efecto! observado! para! estos! compuestos! no! se! revirti%! al! ser!

removidos! del!medio! de! cultivo,! sugiriendo!que! su!efecto! es! irreversible.! Se!demostr%! adem#s!

que!estos!compuestos!presentan!un!efecto!potenciador!(o!sinergia!de!potenciaci%n)!cuando!son!

empleados! en! combinaciones! binarias,! entre! ellos! y! con! ABZ.! Por! *ltimo,! las! observaciones!

realizadas!por!microscop"a!%ptica!y!microscop"a!electr%nica!de!barrido!mostraron!alteraciones!en!

el!tegumento!y!en!la!morfolog"a!de!los!par#sitos!tratados.!

Por! otra! parte,! se! confirmaron! las! secuencias! nucleot"dicas! completas! de! las! HDAC8s! de!

Echinococcus! canadensis!G7! (EcaHDAC8)!y!de!M.!corti! (McoHDAC8).! Los!modelos!de!estructura!

tridimensional! para! estas! prote"nas!mostraron! caracter"sticas! estructurales! particulares! que! las!

diferencian!de!la!HDAC8!de!H.!sapiens.!Estas!caracter"sticas!son!similares!a!las!reportadas!para!la!

HDAC8!de!Schistosoma!mansoni;!las!cuales!permitieron!el!dise+o!de!inhibidores!selectivos!contra!

esta! prote"na,! tales! como!TH65! y! TH92.! Estos! resultados! sugieren! que! las!HDAC8s! de! cestodos!

representan!promisorios!blancos!farmacol%gicos!en!la!b*squeda!racional!de!nuevos!compuestos!

con!capacidad!antihelm"ntica.!
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En!conclusi%n,! los!resultados!obtenidos!en!este!trabajo!proporcionan!la!base!para!nuevos!

estudios! sobre! la! actividad! y! estructura! de! las! HDACs! en! cestodos,! as"! como! tambi$n! para! el!

descubrimiento!de!nuevas!alternativas!de!tratamiento!para!ETDs!causadas!por!estos!par#sitos.!
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1. INTRODUCCIÓN 

En! este! trabajo! se! propone! estudiar! las! enzimas! Histonas! deacetilasas! (HDACs),! como!

potenciales! blancos! farmacol%gicos! en! la! b*squeda! de! nuevas! opciones! de! tratamiento! contra!

enfermedades!tropicales!desatendidas!(ETD)!causadas!por!cestodos.!En!esta!secci%n!se!presenta!

la! informaci%n! b#sica! en! relaci%n! a! los! cestodos,! prestando! particular! atenci%n! a! especies! de!

importancia!en!medicina!veterinaria!y!salud!humana!pertenecientes!a!los!g$neros!Echinococcus,!

Taenia! y! Mesocestoides.! Asimismo,! se! abordan! diferentes! aspectos! vinculados! a! las! HDACs,!

principalmente!en!relaci%n!a!su!potencial!como!blancos!farmacol%gicos.!

1.1.!Las!interacciones!biol"gicas!y!el!parasitismo!

En! la! naturaleza! conviven! e! interact*an! entre! s"! organismos! de! diferentes! especies! con!

diferentes! grados! de! dependencia.! Dichas! interacciones! biol%gicas! se! conocen! como! simbiosis!

lato! sensu! y! a! sus! integrantes! como! simbiontes.! Hist%ricamente! se! admiten,! de! acuerdo! a! la!

dependencia! entre! simbiontes,! tres! grados! de! simbiosis:! el! mutualismo,! el! comensalismo! y! el!

parasitismo! (Berrecil! Flores,! 2014).! En! el! caso! del! mutualismo,! ambos! simbiontes! resultan!

beneficiados!y!existe!una!dependencia!fisiol%gica!mutua.!Un!ejemplo!conocido!de!mutualismo!lo!

constituyen! las! termitas! y! sus! protozoos! intestinales.! Las! termitas! proporcionan! el! h#bitat! y! la!

celulosa!proveniente!de!la!madera!-la!cual!no!son!capaces!de!digerir-!a!sus!protozoos!intestinales.!

Los!protozoos,!por!su!parte,!s"!son!capaces!de!hidrolizar!la!celulosa!y!$sta!es!usada!tanto!para!su!

propio!beneficio!como!tambi$n!para!el!de!las!termitas.!El!comensalismo,!por!su!parte,!consiste!en!

un! fen%meno!en!el!que!uno!de! los! simbiontes! (denominado!hospedador)!brinda!el!h#bitat!y!el!

alimento! a! sus! simbiontes! (denominados! comensales)! sin! resultar! da+ado! ni! beneficiado.! Al!

hospedador!le!resulta!indistinto!interactuar!o!no!con!sus!comensales.!Estos!*ltimos,!sin!embargo,!

s"! dependen! fisiol%gicamente! del! hospedador.! Ejemplos! de! comensales! resultan! ser! ciertos!

protozoos! que! viven! en! el! intestino! del! ser! humano.! Por! *ltimo,! en! el! parasitismo! existe! una!

relaci%n!en!la!cual!uno!de!los!simbiontes!(denominado!par#sito)!es!fisiol%gicamente!dependiente!

del!otro! (denominado!hospedador).!En!estos!casos,!el!hospedador!puede!verse!perjudicado!por!

dicha!interacci%n!biol%gica.!Los!microorganismos!pat%genos!del!ser!humano!constituyen!ejemplos!

de!parasitismo.!
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1.2.!La!parasitolog#a!!

La! parasitolog"a! es! la! rama! de! la! biolog"a! que! se! encarga! del! estudio! de! la! interacci%n!

biol%gica! conocida! como! parasitismo.! Es! decir,! el! estudio! de! la! relaci%n! entre! par#sitos! y!

hospedadores,!como!as"!tambi$n,!entre!los!simbiontes!y!el!medio!ambiente.!Convencionalmente,!

se! ocupa! solo! de! los! par#sitos! eucariotas! como! son! los! protozoos,! helmintos! (trematodos,!

cestodos,! nematodos! y!monog$neos)! y! artr%podos.! El! resto! de! los!organismos! par#sitos:! virus,!

procariotas!y!hongos,!tradicionalmente!se!consideran!una!materia!propia!de!la!microbiolog"a.!

1.3.!Los!cestodos!

El!phylum!Platyhelminthes!(o!gusanos!planos,!m#s!conocido!como! flatworms!en!ingl$s)!es!

uno! de! los! grupos! m#s! grandes! de! gusanos,! con! m#s! de! 20! 000! especies,! que! incluye! tanto!

organismos! de! vida! libre! como! las! planarias! y! tambi$n! organismos! exclusivamente! par#sitos!

pertenecientes!a!las!Clases!Trematoda,!Monogenea!y!Cestoda!(Collins,!2017).!Los!platelmintos!se!

caracterizan! por! ser! gusanos! planos! y! acelomados,! tener! cuerpos! bilateralmente! sim$tricos,!

carentes! de! cut"culas! o! capas! protectoras,! tener! un!bajo! grado!de! cefalizaci%n,! con! un! sistema!

nervioso! centralizado! simple! y! una! capa! germinal! mesod$rmica,! carecer! de! conducto! anal! y!

usualmente! hermafroditas! (Collins,! 2017;! Moguel! y! col.,! 2015).! Los! miembros! de! las! Clases!

Trematoda! y! Cestoda! constituyen! la!mayor! parte! de! los! par#sitos! platelmintos! de! importancia!

m$dica.!

En!el!presente!trabajo!de!tesis!doctoral!nos!enfocaremos!en!los!organismos!pertenecientes!

a! la! Clase! Cestoda! (los! cestodos),! en! particular! a! los! par#sitos! pertenecientes! a! los! g$neros!

Echinococcus,!Taenia!y!Mesocestoides.!Los!cestodos,!en!su!forma!adulta,!son!gusanos!planos!con!

forma! de! cinta! que! pueden!medir! desde!mil"metros! hasta! varios!metros! y! son! exclusivamente!

endopar#sitos! (que! viven! dentro! del! cuerpo! de! su! hospedador).! Adem#s,! los! par#sitos!

pertenecientes!a!la!Sub-Clase!Eucestoda!se!localizan!casi!exclusivamente!en!el!tubo!digestivo!de!

los!hospedadores!vertebrados.!Existen,!sin!embargo,!algunas!excepciones!en!donde!los!par#sitos!

se! localizan! en! %rganos! y! tejidos! relacionados! de! igual!manera! con! procesos! digestivos,! como!

pueden!ser!la!ves"cula!biliar!o!los!t*bulos!pancre#ticos!(Collins,!2017).!
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1.3.1.!Anatom#a!de!los!cestodos!

A!continuaci%n,!se!describir#!brevemente!la!anatom"a!de!los!cestodos.!Dichos!organismos,!

atraviesan! diferentes! estadios! de! desarrollos! a! lo! largo! de! sus! ciclos! de! vida.! Los! estadios! de!

desarrollo! relevantes! que! se! describir#n! ser#n! los! correspondientes! a! adultos,! oncosfera! y!

metacestodos.!

1.3.1.1.!Par$sito!adulto!

El!estadio!de!desarrollo!correspondiente!a!par#sitos!adultos!en!cestodos!es!acelomado,!con!

simetr"a!bilateral,!aplanado!dorso-ventralmente,!hermafrodita!y!segmentado.!A!cada!uno!de! los!

segmentos!se!los!denomina!progl%tidos!(o!progl%tides).!En!los!adultos!se!pueden!diferenciar!tres!

regiones!o!divisiones!bien!definidas!y!caracter"sticas:!1)!el!esc"lex,!o!extremo!anterior!del!cuerpo;!

2)! el! cuello,! o! regi%n! media,! y! 3)! el! estr"bilo,! o! extremo! posterior! del! cuerpo! (Figura! 1.1)!

(Thompson!y!McManus,!2001).!

El!esc%lex!es!un!%rgano!de!fijaci%n,!que!en!el!caso!de!los!cestodos!del!orden!Cyclophillidea!

es!de!tipo!acetabulado!y!posee! los!elementos!de! fijaci%n!al!hospedador,!como! las!ventosas! (en!

n*mero! de! cuatro)! de! forma! y! tama+o! variables.! Este! tipo! de! esc%lex! puede! a! su! vez! ser!

penetrativo! o! no! penetrativo.! Estos! *ltimos,! como! su! nombre! lo! indica,! no! penetran!

profundamente! la! mucosa! intestinal! del! hospedador.! Los! esc%lex! penetrativos,! por! su! parte,!

permiten!una!fijaci%n!al!hospedador!m#s!"ntima!dado!que!invaden!las!criptas!de!Lieberk=hn!en!el!

intestino! del! hospedador.! Este! tipo! de! esc%lex! usualmente! posee,! aparte! de! las! ventosas,! un!

r%stelo;! que! es! un! %rgano!muscular! evertible,! de! localizaci%n! apical! y! con! forma! semiesf$rica,!

cil"ndrica! o! c%nica.! En! muchas! especies! el! rostelo! posee! ganchos! dispuestos! en! una! o! varias!

coronas!que!colaboran!con!la!fijaci%n!del!par#sito!a!la!mucosa!de!su!hospedador.!

El! cuello! es! una! peque+a! regi%n,! inmediatamente! posterior! al! esc%lex,! estrecha,! no!

segmentada! y! que! contiene! una! zona! germinativa! (con! c$lulas! germinales)! desde! donde! se!

originan!las!progl%tides!que!forman!el!estr%bilo.!!

El! estr%bilo! representa! la! mayor! parte! del! cuerpo,! consiste! en! un! tronco! elongado,!

segmentado!y!formado!por!progl%tides.!Cabe!destacar!que,!aunque!se!observan!constricciones!en!

el! estr%bilo! que! delimitan! las! progl%tides,! el! interior! posee! un! par$nquima! ininterrumpido! y!

existen!m*sculos!longitudinales!que!atraviesan!la!totalidad!del!cuerpo!del!organismo.!El!grado!de!
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maduraci%n!de!las!progl%tides!aumenta!conforme!las!mismas!se!alejan!del!esc%lex.!A!medida!que!

se! van! formando! nuevas! progl%tides! a! partir! del! cuello,! las! m#s! viejas! se! alejan! del! esc%lex,!

maduran,!resultan!inseminadas!y!se!llenan!de!embriones.!Cada!progl%tide!constituye!una!unidad!

funcional! dotada! de! sistema! nervioso,! aparato! excretor! y! uno! o! dos! aparatos! reproductores!

(Reuter! y! Kreshchenko,! 2004).! Una! vez! que! los! individuos! han! alcanzado! la!madurez! sexual! se!

produce! la! fecundaci%n.!El!*tero!gr#vido! forma!generalmente!un!saco!ciego! repleto!de!huevos,!

los!que!quedar#n!libres!por!maceraci%n!de!las!progl%tides!dentro!del!intestino!del!hospedador!o!

en!el!medio!ambiente.!Por! lo! tanto,! en!el! estr%bilo!pueden!distinguirse!progl%tides! inmaduras,!

maduras!sexualmente!y!gr#vidas!con!huevos!f$rtiles!(Reuter!y!Kreshchenko,!2004).!Los!huevos!se!

desarrollan!dentro!del!*tero!del!par#sito!hasta!formar!una!oncosfera!(o!embri%n!hexacanto)!con!

capacidad!inmediatamente!infectante!al!ser!excretado!por!el!hospedador!(Thompson!y!McManus,!

2001).!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 1.1.! Estructura! general! de! un! cestodo! adulto.! Se!muestra! el! esquema!de! un! cestodo! t"pico! en! el!

estadio! de! desarrollo! correspondiente! a! par#sito! adulto.! Se! observan! tres! regiones! claramente!

diferenciadas:! el! esc%lex,! el! cuello! y! el! estr%bilo.! La! imagen! fue! adaptada! del! proyecto! ZOOWIKI,!

Universidad!de!Sevilla.!(https://www.bioscripts.net/zoowiki/temas/6B.html)!

El! estadio! adulto! de! los! cestodos! se! ha! adaptado! para! vivir! en! el! intestino! de! sus!

hospedadores.!Estos!par#sitos!carecen!de!aparato!digestivo,!por!lo!que!la!pared!de!su!cuerpo!se!

ha!adaptado!para!llevar!a!cabo!las!tareas!de!absorci%n!de!nutrientes!y!eliminaci%n!de!desechos.!
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Dicha! pared,! denominada! tegumento,! es! una! superficie! *nica! que,! adem#s! de! las! funciones!

mencionadas,!protege!al!par#sito!del!pH!#cido!y!de! las!enzimas!del!hospedador! (Bogitsh!y! col.,!

2013).!El!tegumento!est#!constituido!por!dos!zonas!bien!diferenciadas:!una!externa!y!una!interna!

(Figura! 1.2).! La! zona! externa! (o! superficial)! es! una! capa! continua! de! citoplasma! (sincicio),!

denominada! citoplasma! distal,! delimitada! externamente! por! la! membrana! plasm#tica! e!

internamente! por! la! l#mina! basal.! El! citoplasma! distal! contiene! abundantes! mitocondrias,!

gr#nulos! y! ves"culas.! Dichos! gr#nulos! y! ves"culas! derivar"an! del! aparato! de!Golgi! ubicado! en! el!

citoplasma!proximal!y!estar"an! involucrados!en!el!mantenimiento!de! la!glicoc#lix.!Por!otro! lado,!

en!la!zona!interna,!denominada!citoplasma!proximal,!se!encuentra!el!citoplasma!que!contiene!el!

n*cleo! de! las! c$lulas! tegumentarias! (llamado! �cit"n�)! con! forma! de! botella,! en! la! cual! se!

encuentran!el!aparato!de!Golgi!y!ret"culo!endopl#smico!y!cuya!reserva!son!l"pidos!y!gluc%geno.!El!

citoplasma!proximal!y!el!distal!se!encuentran!conectados!mediante!t*bulos!citoplasm#ticos!que!

atraviesan!la!l#mina!basal!(Smyth!y!McManus,!1989).!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 1.2.!Esquema!del! tegumento!de! un! cestodo! adulto.! El! tegumento! se! compone!de! una! zona!m#s!

superficial,!anucleada,!que!se!conecta!por!extensiones!citoplasm#ticas!al!cuerpo!de!la!c$lula!tegumentaria!

en!donde!se! localiza!el!n*cleo!y!otras!organelas.!En! la!superficie!del! tegumento!hay!estructuras! llamadas!

microtricos,!las!cuales!a!su!vez!se!recubren!de!glicoc#lix.!En!el!citoplasma!distal!existen!tambi$n!numerosos!

gr#nulos!y!ves"culas,!posiblemente!de!secreci%n.!La!Imagen!fue!adaptada!del!Banco!de!Recursos!Educativos!

Multimedia!de!la!Universidad!de!Ottawa,!BIODIDAC!(http://biodidac.bio.uottawa.ca/).!

!
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Una!caracter"stica!del!tegumento!de! los!cestodos!es!que!su!superficie!externa!cuenta!con!

plegamientos! llamados! microtricos! (o! microtricas)! que! suelen! compararse! con! las!

microvellosidades! intestinales.! Se! ha! propuesto! que! los! microtricos! no! solo! aumentar"an! la!

superficie! de! absorci%n! del! tegumento,! sino! que! tambi$n! servir"an! como!estructuras! adhesivas!

(para! evitar! que! el! par#sito! sea! expulsado! del! tubo! digestivo).! Asimismo,! sus! extremos!

puntiagudos! servir"an! para! erosionar! las! c$lulas! del! hospedador,! permitiendo! una! mayor!

disponibilidad!de!nutrientes!para!el!par#sito.!

Como!se!mencion%!m#s!arriba,!por!fuera!de!la!membrana!apical!del!tegumento!existe!una!

capa!de!glicoc#lix,! la! cual!est#! formada!por!mucopolisac#ridos!y! glicoprote"nas.! En! cestodos,! la!

alta!proporci%n!de!grupos!ac"dicos!que!forman!la!glicoc#lix!otorga!una!carga!neta!negativa!a!dicha!

superficie.! Entre! otras! propiedades,! la! glicoc#lix! tiene! la! capacidad! de! concentrar! iones,! tanto!

org#nicos! como! inorg#nicos,! que! podr"an! servir! para! activar! enzimas! unidas! a! la! membrana!

plasm#tica!de! los!cestodos.!Asimismo,!el!glicoc#lix!tendr"a!capacidad!de!unir!sustancias!con!alto!

peso!molecular,!como!enzimas!del!hospedador!(Smyth!y!McManus,!1989).!

1.3.1.2.!Huevo!y!oncosfera!!

Los!huevos!de!los!cestodos!tienen!forma!ovoide!y!un!tama+o!que!ronda!los!30-40!$m.!Se!

caracterizan!por! tener!una! c#psula!embrionaria!muy! fina!que! suele!perderse!al!depositarse! los!

huevos!con!las!heces!del!hospedador.!La!ausencia!de!dicha!protecci%n!se!compensa!mediante!un!

engrosamiento! del! embri%foro,! el! cual! est#! formado! por! bloques! de! queratina! unidos! por! una!

sustancia! cementante! (Figura! 1.3).! Estas! estructuras! son! las! que! le! dan! al! huevo! un! aspecto!

estriado!al!observarlo!al!microscopio!(Smyth!y!McManus,!2007).!Cabe!destacar!que!los!huevos!de!

Echinococcus!spp.!son!altamente!resistentes!a!diversos!factores,!pudiendo!ser!infectivos!por!largo!

tiempo!si!se!encuentran!en!condiciones!adecuadas!de!temperatura!y!humedad.!En!el!interior!del!

huevo!se!localiza!el!embri%n!denominado!oncosfera!(o!embri%n!hexacanto).!La!estructura!b#sica!

de! la! oncosfera! consiste! en! un! peque+o! n*cleo! de! c$lulas! germinativas! que! dar#n! origen! al!

metacestodo,! un! par! de! gl#ndulas! de! penetraci%n,! tres! pares! de! ganchos! accionados! por! un!

complejo!sistema!de!m*sculos,!un!sistema!nervioso!primitivo!y!un!fino!epitelio!que!recubre!todo!

lo! antes! mencionado;! el! cual! posee! tambi$n! extensiones! citoplasm#ticas! (Smyth! y! McManus,!

2007).!Se!han!propuesto!diversas! funciones!para! las!gl#ndulas!de!penetraci%n.!Entre!otras,!que!

sus!secreciones!podr"an!producir!lisis!de!los!tejidos!del!hospedador!que!proteger"an!a!la!oncosfera!

del!ataque!del!sistema!inmune!del!animal!al!que!est#!invadiendo,!as"!como!tambi$n!que!podr"an!
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asistir!en! la! adhesi%n!previa!a! la!penetraci%n!del! tejido.! Sin!embargo,!a*n!no!es! claro!el! rol! de!

estas!gl#ndulas!en!el!proceso!de!penetraci%n!del!intestino!del!hospedador!intermediario!(Smyth!y!

McManus,!2007).!En!cuanto!a!los!ganchos!de!este!estadio!de!Echinococcus!spp.,!se!ha!propuesto!

que!los!mismos!podr"an!ayudar!a!romper!los!tejidos!del!hospedador,!movilizados!por!la!acci%n!de!

los!m*sculos!presentes!en!la!oncosfera!(Holcman!y!Heath,!1997).!Una!vez!atravesado!el!intestino!

del!hospedador,! la!oncosfera!alcanza! la!vena!porta!hep#tica!y! se! traslada!a! trav$s!de! la! sangre!

hasta!alcanzar!el!%rgano!blanco!en!el!cual!dar#!origen!al!metacestodo.!Normalmente!el!sitio!de!

establecimiento!del!metacestodo!es!el!h"gado!o!el!pulm%n,!aunque!muchas!otras! localizaciones!

son!posibles.!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!1.3.!Representaci"n!esquem$tica!de!un!huevo!de!par$sito!cestodo.!En!su!interior!se!encuentra!un!

embri%n! con! 3! pares! de! ganchos! (embri%n! hexacanto).! El! huevo! es! inmediatamente! infectante! al! ser!

excretado!por!hospedador!definitivo.!La!imagen!fue!adaptada!de!Thompson!(2017).!

1.3.1.3.!Metacestodo!

El!metacestodo!en!la!forma!juvenil!de!los!cestodos.!Es!una!forma!parasitaria!compleja!que!

se!considera!f$rtil!si!se!desarrollan!los!estadios!larvarios,!denominados!esc%lices!o!protoesc%lices!

(n%tese!que!hace!referencia!al!esc%lex!o!cabeza!del!par#sito!adulto).!Seg*n!la!especie!de!cestodo,!

existen!diferentes!metacestodos.!Entre!los!m#s!relevantes!podemos!encontrar:!el!cisticercoide,!el!

cisticerco,!el!cenuro!y!el!quiste!hidat"dico!(Figura!1.4).!
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El!cisticercoide!es!peque+o,!piriforme,!con!un!extremo!anterior!con!ventosas!y!ganchos!y!

uno! caudal! angosto.! Est#! replegado! formando! una! doble! pared! que! cubre! todo! el! cuerpo! y! se!

aloja!en!la!cavidad!del!cuerpo!del!hospedador!intermediario,!principalmente!invertebrados,!pero!

tambi$n!en! el! intestino! delgado!de! los! seres! humanos,! como!es! el! caso! de!Hymenolepis! nana.!

Cuando!completa!su!desarrollo!est#!en!condiciones!de!infectar!a!los!hospedadores!definitivos,!en!

el!interior!de!los!cuales!pierde!sus!membranas!y!libera!el!esc%lex!y!un!peque+o!estr%bilo!a!partir!

del! cual! se! forma! el! cestodo! adulto! (ej.:!Moniezia! expansa,! Dipylidium! caninum,! Hymenolepis!

nana).! El!cisticerco! es!una! ves"cula!de! tama+o!variable,! de! forma!oval,! con!una!pared! fina!que!

contiene! l"quido! en! su! interior! y! que! presenta! un! esc%lex! invaginado.! Esta! forma! qu"stica! es!

monocef#lica! (tiene! un! solo! esc%lex)! y! monosom#tica! (posee! un! solo! cuerpo)! al! igual! que! el!

cisticercoide.!La! localizaci%n!del! cisticerco!es!variable! seg*n! la!especie!parasitaria,!por!ejemplo:!

sistema! nervioso! central,! ri+%n,! h"gado,! bazo,! miocardio,! m*sculo! estriado,! tejido! subcut#neo,!

serosas,!etc! (por!ejemplo:!Taenia!solium!y!T.!ovis).!El!cenuro!es!una!ves"cula!con! l"quido!que!se!

clasifica!como!policef#lico,!a!partir!de!su!membrana!interna!brotan!numerosos!esc%lices!cada!uno!

de!los!cuales!puede!dar!origen!a!un!adulto,!y!monosom#tico,!al!tener!un!solo!soma.!En!general!el!

cenuro!es!de!mayor!tama+o!que!el!cisticerco!y!parasita!el!sistema!nervioso!central!(por!ejemplo:!

Taenia!multiceps).!El!quiste!hidat#dico!consta!de!una!ves"cula!formada!por!dos!capas!propias:!una!

externa! o! laminar,! la! cual! es! acelular! e! integrada! por! l#minas! superpuestas! (compuestas! por!

glicoprote"nas! y! hexaquifosfato! de! inositol! en! caso!de! Echinococcus! granulosus);! y! una! interna,!

celular!y!prol"fera!(capa!germinal)!que!es!una!fina!l#mina!granulosa!y!polinucleada,!a!partir!de!la!

cual! se! originan! c#psulas! prol"geras! y! protoesc%lices.! La! cavidad! qu"stica! est#! ocupada! por! un!

l"quido! transparente,! denominado! l"quido! hidat"dico! en! el! flotan! peque+as! ves"culas! prol"geras!

que!contienen!dos!o!m#s!protoesc%lices,!ya!que!el!quiste!hidat"dico!vesiculariza!hacia!el! interior!

de!la!cavidad!con!la!formaci%n!de!las!c#psulas!prol"geras!y!la!posible!formaci%n!de!ves"culas!hijas!

end%genas!(es!decir!que!tiene!varios!somas).!Dentro!de!algunos!quistes!hijos,!se!pueden!formar!

por! invaginaci%n,! ves"culas! terciarias! o! nietas,! cada! una! de! las! cuales! origina! a! partir! de! la!

membrana!prol"fera!diminutos!protoesc%lices.!Continuando!con!la!clasificaci%n!anterior,!el!quiste!

hidat"dico!es!clasificado!como!policef#lico!y!polisom#tico.!Esta!forma!vesicular!suele!localizarse!en!

el! h"gado,! pulmones,! m$dula! %sea,! bazo! y! otros! %rganos.! En! estos! %rganos! el! par#sito! puede!

adquirir! una! tercera! capa! denominada! adventicia! producida! por! el! %rgano! parasitado! como!

respuesta!al!agente!extra+o.!

!

!
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Figura!1.4.!Esquema!de! las!principales! formas! juveniles! (metacestodo)!que!puede!adquirir! los!par$sitos!

cestodos:! Se!muestra! el! esquema! de! los!metacestodos! conocidos! como! cisticerco,! cenuro,! cisticercoide,!

quiste! hidat"dico! y! metacestodo! de! Echinococcus! multilocularis.! En! el! quiste! hidat"dico,! la! membrana!

adventicia!es!formada!por!el!hospedador!y!no!forma!parte!del!metacestodo.!Fuente!de!la! imagen! (P$rez,!

2020).!

!

Existen! adem#s! otras! formas! parasitarias,! por! ejemplo,! el!metacestodo! de! Echinococcus!

multilocularis! que! se! desarrolla! de! manera! diferente! al! de! E.! granulosus! sensu! lato! (s.l.).! A!

diferencia! de! este! *ltimo,! el!metacestodo! de! E.!multilocularis! es! una! estructura!multivesicular,!

infiltrante,!sin!barrera!limitante!del!tejido!del!hospedador!(membrana!adventicia),!que!consiste!en!

numerosas!ves"culas!peque+as!incrustadas!en!un!estroma!denso!de!tejido!conectivo!(Thompson,!

2017)! (Figura! 1.4).! La!masa! larvaria! generalmente! contiene! una!matriz! semis%lida! en! lugar! de!
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fluida.!La!proliferaci%n!se!produce!de!manera!end%gena!y!ex%gena.!Esta!capacidad!proliferativa!se!

les! atribuye! a! las! c$lulas! indiferenciadas! de! la! membrana! germinal,! denominadas! c$lulas!

germinales! (Koziol! y! col.,! 2014;!Moro! y! Schantz,! 2009).! El!metacestodo! consiste!en!una! red!de!

protuberancias! celulares! s%lidas! filamentosas! de! la! capa! germinal! que! son! responsables! del!

crecimiento! infiltrante! (Eckert! y! Deplazes,! 2004).! Adem#s,! el! desprendimiento! de! c$lulas!

germinales!de! las!protuberancias! celulares! infiltrantes! y! su!posterior!distribuci%n!a! trav$s!de! la!

linfa! o! la! sangre! puede! dar! lugar! a! los! focos! metast#ticos! distantes,! caracter"sticos! de! E.!

multilocularis!(Thompson,!2017).!

Todas!estas! formas! juveniles! contienen!en!su! interior!a! los!estadios! larvarios!del!par#sito!

(protoesc%lices! o! esc%lices).! Estos! estadios! pierden! sus! envolturas! una! vez! que! se! hallan! en! el!

hospedador!definitivo.!Por!la!acci%n!de!las!sales!biliares!y!de!las!enzimas!proteol"ticas!(pepsina!y!

tripsina)!comienza!el!proceso!de!desenquistamiento,!se!evaginan!los!esc%lices!(o!los!protesc%lices!

libres)!y!se!fijan!con!sus!ventosas!y!ganchos!(si!poseen)!a!las!paredes!del!intestino!inici#ndose!as"!

la!segmentaci%n!del!cuerpo,!proceso!que!se!conoce!con!el!nombre!de!estrobilizaci%n.!

1.4.!Cestodos!de!relevancia!en!salud!humana!y!medicina!veterinaria!

A! continuaci%n,! se! describir#n! las! principales! enfermedades! zoon%ticas! producidas! por!

cestodos,! como! la! equinococosis! (o! hidatidosis)! y! la! cisticercosis.! Estas! enfermedades! forman!

parte!del!grupo!de!17!enfermedades! tropicales!desatendidas!y!prioritarias!para! la!Organizaci%n!

Mundial!de!la!Salud!(WHO,!2012),!debido!a!que!tienen!grandes!impactos!en!la!salud!p*blica!y!la!

econom"a! de! numerosos! pa"ses,! principalmente! en! aquellos! con! econom"as! vulnerables! y! con!

acceso!a!pr#cticas!de!higiene!y!salud!deficientes.!La!hidatidosis!y! la!cisticercosis! son!producidas!

por! la! proliferaci%n! de! las! formas! juveniles! de! par#sitos! del! g$nero!Echinococcus! y! por! Taenia!

solium,! respectivamente! (Garcia! y! col.,! 2007).! Los! seres! humanos! se! comportan! como!

hospedadores!intermediarios,!aunque!algunos!autores!prefieren!denominar!a!los!seres!humanos!

como! hospedadores! accidentales! ya! que,! algunos! cestodos! no! logran! continuar! sus! ciclos!

biol%gicos.! Cabe! destacar! que,! en! todos! estos! casos,! los! animales! dom$sticos! cumplen! un! rol!

fundamental! en! la! transmisi%n! de! la! enfermedad,! ya! que! pueden! actuar! como! hospedadores!

definitivos!o!intermediarios!seg*n!el!cestodo!involucrado.!



! ! Introducci%n!

24!

!

1.4.1.!Par$sitos!del!g&nero!Echinococcus!

Los! cestodos! del! g$nero! Echinococcus,! en! particular! su! estadio! de! desarrollo! larval! (o!

metacestodos),! son! los! agentes! responsables! de! la! enfermedad! conocida! como! hidatidosis! o!

equinococcosis.!Las!tres!formas!cl"nicas!de!la!enfermedad!en!el!hombre!son!la!hidatidosis!qu"stica!

causada!por!par#sitos!del!complejo!E.!granulosus!sensu!lato!(s.l.),!la!hidatidosis!alveolar!causada!

por! E.! multilocularis! y! la! hidatidosis! neotropical! cuyos! agentes! etiol%gicos! son! E.! vogeli! y! E.!

oligarthra.!La!hidatidosis!qu"stica!(o!equinococcosis!qu"stica)!es!la!presentaci%n!m#s!frecuente,!da!

cuenta!probablemente!de!m#s!del!95'!de!los!1!a!3,6!millones!de!casos!globales.!Por!otra!parte,!

representa!un! importante!problema!en!Sudam$rica,! tanto!a!nivel! productivo,! como!en! la! salud!

humana! (Cucher! y! col.,! 2016).! La! hidatidosis! alveolar! (o! equinococcosis! alveolar)! es! una!

enfermedad!rara!en!el!ser!humano!producida!por!el!par#sito!E.!multilocularis.!Esta!enfermedad!

representa! un! importante! problema! en! pa"ses! del! hemisferio! norte! (Casulli! y! col.,! 2019).! En! la!

Argentina! no! se! han! reportado! casos! aut%ctonos,! siendo! considerada! como! una! enfermedad!

ex%tica.!

1.4.1.1.!Ciclo!de!vida!de!los!par$sitos!del!g&nero!Echinococcus!

El! ciclo! de! vida! de! los! par#sitos! del! g$nero! Echinococcus! involucra! dos! hospedadores!

mam"feros! (Figura!1.5).!En!el! ciclo!biol%gico!de! los!par#sitos!del! complejo!E.!granulosus! s.l.,! los!

perros! u! otros! c#nidos! act*an! como! hospedadores! definitivos! y! los! mam"feros! silvestres! o!

dom$sticos,! como! el! ganado,! y! el! ser! humano! act*an! como! hospedadores! intermediarios!

(Thompson!y!McManus,!2001).!El!ciclo!se!inicia!con!el!estadio!de!desarrollo!adulto,!que!habita!el!

intestino!delgado!de!un!carn"voro!(el!hospedador!definitivo).!El!par#sito!adulto!es!el!encargado!de!

producir! los!huevos!que! contienen! las!oncosferas! infectivas.! Las!oncosferas! son! liberadas! junto!

con!las!heces!del!tracto!intestinal!del!hospedador!carn"voro!hacia!el!ambiente.!Los!huevos!son!por!

lo!general!ingeridos!por!un!herb"voro,!el!hospedador!intermediario.!Tras!la!ingesti%n,!la!oncosfera!

que!est#!rodeada!de!una!membrana!protectora!se!libera!y!migra!a!trav$s!de!la!pared!intestinal,!

accediendo!a! trav$s!del! torrente! sangu"neo!a!varios!%rganos.! Los!m#s! comunes!el! h"gado!y! los!

pulmones.! Dentro! del! hospedador! intermediario,! la! oncosfera! se! desarrolla! en! el! estadio! de!

desarrollo! larval!o!metacestodo.! Cada!oncosfera! tiene! el! potencial! de! convertirse! en!un! quiste!

hidat"dico.!El!metacestodo!produce!por!divisi%n!asexual!numerosos!protoesc%lices,!cada!uno!con!

el! potencial! de! desarrollarse! en! un! par#sito! adulto! despu$s! de! ser! ingerido! por! el! hospedador!

definitivo! apropiado.! Los! huevos! liberados! por! el! hospedador! definitivo! pueden! ser! ingeridos!
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accidentalmente! por! el! ser! humano,! el! cual! no! juega! un! rol! en! el! ciclo! natural! (Thompson! y!

McManus,!2001).!La!infecci%n!del!hospedador!carn"voro!con!los!estadios!de!desarrollo!inmaduros!

o!adultos!de!E.!granulosus!s.l.!no!causan!morbilidad.!Pero!la!invasi%n!de!%rganos,!principalmente!

h"gado! y! pulmones,! del! hospedador! intermediario! por! el! metacestodo! puede! causar! una!

enfermedad!severa!e!incluso!fatal;!la!hidatidosis!qu"stica.!
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Figura! 1.5.! Esquema! del! ciclo! de! vida! de! los! par$sitos! del! g&nero! Echinococcus.! Se! muestran,!

esquematizados,! los! diferentes! estadios! de! desarrollo! de! los! par#sitos! del! complejo! Echinococcus!

granulosus! sensu! lato! (s.l.)! y! E.! multilocularis;! junto! con! los! hospedadores! en! los! que! ingresan! o! se!

desarrollan! cada! uno! de! ellos.! Los! estadios! de! desarrollo! son:! par#sito! adulto,! huevo,! oncosfera,!

metacestodo,!protoesc%lex!invaginado!y!protoesc%lex!evaginado.!En!el!ciclo!de!vida!de!E.!granulosus!s.!l.!se!

esquematizan! diversos! hospedadores! intermediarios.! Estos! y! otros! hospedadores! intermediarios! con! los!

que!dieron!nombre!a! las!diversas!cepas!o!genotipos.!Los!mismos!que,!de!manera! individual!o!agrupados,!

son! considerados! actualmente! como! especies! dentro! del! complejo! E.! granulosus! s.l.! Los! seres! humanos!

act*an!en!ambos!casos!como!hospedadores!accidentales.!La!imagen!fue!adaptada!de!Wen!y!col.!(2019).!>Se!

muestran!quistes!hidat"dicos!en!h"gados,!pero!tambi$n!se!pueden!presentar!en!otros!%rganos,!tal!como!el!

pulm%n.!

A! diferencia! de! lo! que! ocurre! con! los! par#sitos! del! complejo! E.! granulosus! s.l.,! la!

transmisi%n! de! E.!multilocularis! se! produce! en! un! ciclo! selv#tico.! Los! zorros! (principalmente! el!

zorro! #rtico,!Alopex! lagopus,! y! el! zorro! rojo,!Vulpes! vulpes)! desempe+an! un! papel! clave! como!
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hospedadores!definitivos!(Figura!1.5).!En!algunas!#reas,!otros!c#nidos!silvestres,!como!los!coyotes!

(Canis! latrans),! los! perros! mapaches! (Nyctereutes! procyonoides)! y! los! lobos! (Canis! lupus!

familiaris),! o! los! felinos! salvajes! tambi$n! pueden! actuar! como! hospedadores! definitivos.! Los!

peque+os!mam"feros,!principalmente!roedores,!son!los!principales!hospedadores!intermediarios,!

aunque!el!ser!humano!puede!actuar!como!un!hospedador!accidental!(Casulli!y!col.,!2019).!Entre!

las!40!especies!de!peque+os!mam"feros!que! son! susceptibles! a!E.!multilocularis! en! condiciones!

naturales,!los!miembros!de!la!familia!Arvicolidae!(campa+oles!y!lemmings)!y!Cricetidae!(h#msters,!

gerbos!y!roedores!relacionados)!son!los!m#s!susceptibles.!Aunque!se!ha!descrito!alguna!variaci%n!

entre! los! aislamientos!de!E.!multilocularis! de!Am$rica!del!Norte! y!Eurasia,!no!hay!evidencia!de!

diferencias!gen$ticas!entre!cepas.!Tanto! la!hidatidosis!qu"stica!como! la!alveolar,! se!caracterizan!

por!tener!un!periodo!de!incubaci%n!asintom#tico!que!puede!durar!muchos!a+os!debido!al!lento!

desarrollo! de! la! forma! juvenil! (Casulli! y! col.,! 2019).! Si! la! equinococcosis! alveolar! no! es! tratada!

evoluciona! de! manera! progresiva! y! fatal! debido! al! crecimiento! metast#sico! que! presenta! el!

metacestode.!En!el!caso!de!la!hidatidosis!alveolar!existe!una!alta!tasa!de!mortalidad!(m#s!del!90'!

en!pacientes!no!tratados)!debido!al!desarrollo!metast#sico!que!presenta!E.!multilocularis!(Casulli!y!

col.,!2019).!

1.4.1.2.!Especies!pertenecientes!al!complejo!Echinococcus!granulosus!sensu!lato!

El!n*mero!de!especies!pertenecientes!al!g$nero!E.!granulosus,!y!principalmente!al!complejo!

E.!granulosus!s.!l.,!ha!sido!tema!de!debate!entre!los!especialistas!durante!muchos!a+os.!Tal!es!as",!

que!no!fue!sino!hasta!la!d$cada!del!50!del!siglo!XX,!que!se!determin%!que!la!especie!responsable!

de!la!equinococcosis!alveolar!era!el!par#sito!E.!multilocularis!y!no!E.!granulosus!s.l.;!como!se!cre"a!

hasta! ese!momento! (Nakao! y! col.,! 2007).! Gracias! al! avance! en! las! t$cnicas! de! secuenciado! de!

ADN,!se!comenzaron!a!analizar!genes!mitocondriales!y!nucleares!de! los!diversos! integrantes!del!

g$nero!Echinococcus.!Dichos!estudios!confirmaron!que!E.!multilocularis,!E.!vogeli!y!E.!oligarthra!

eran! diferentes! entre! s"! y! que! E.! granulosus! s.l.! pod"a! subdividirse! en! diferentes! genotipos!

(indicados! con! la! letra!G! seguida!de!un!n*mero).!Actualmente,! se! reconoce!que!el! complejo!E.!

granulosus!s.l.! est#!compuesto!por!numerosas!variantes!gen$ticas!que!difieren!en!una!serie!de!

caracter"sticas,! tales! como! el! perfil! de! prote"nas,! repertorios! de! carbohidratos! y! l"pidos,!

morfolog"a! de! los! ganchos,! requerimientos! metab%licos,! desarrollo! de! quistes! f$rtiles! en!

infecciones! naturales,! desarrollo! de! quistes! en! infecciones! experimentales,! especificidad! del!

hospedador! intermediario,!per"odo!pre-patente,!antigenicidad!e! infectividad!y!patogenicidad!en!

los! seres! humanos! (Cucher! y! col.,! 2016).! La! nueva! clasificaci%n! infiere! que!E.! granulosus! sensu!
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stricto!(s.s.)!agrupa!los!genotipos!G1!y!G3!(Nakao!y!col.,!2013,!2007).!Particularmente,!el!genotipo!

G1! es! el! m#s! frecuente! en! todo! el! mundo.! Este! genotipo! produce! quistes! hidat"dicos! f$rtiles!

principalmente!en!ovejas!y!es!frecuentemente!aislado!de!los!seres!humanos.!E.!equinus!(genotipo!

G4)!tiene!notables!diferencias!morfol%gicas!y!de!desarrollo!con!el!genotipo!G1.!Este!genotipo!solo!

ha!sido!encontrado!en!equinos.!E.!ortleppi!(genotipo!G5)!produce!quistes!f$rtiles!principalmente!

en!el!ganado!bovino!y!ha!sido!descrito!en!muy!pocos!casos!humanos.!E.! canadensis! incluye! los!

genotipos! G6,! G7,! G8! y! G10,! ya! que! el! an#lisis! filogen$tico! los! agrup%! como! un! grupo!

monofil$tico.! Los! camellos! y! las! cabras! son! los!principales! hospedadores! intermediarios!para!el!

genotipo!G6,!los!cerdos!para!el!genotipo!G7!(Dybicz!y!col.,!2013;!Schneider!y!col.,!2010)!y!c$rvidos!

para! los! genotipos!G8!y!G10.!Estos!4! genotipos!han! sido!aislados!de!muestras! provenientes!de!

seres!humanos.!

1.4.1.3.!Distribuci"n!geogr$fica!de!la!hidatidosis!

Si! bien! la! hidatidosis! qu"stica! tiene! una! distribuci%n! pr#cticamente! global,! existen! ciertas!

regiones! altamente! end$micas! (Figura! 1.6).! Entre! ellas! se! puede! mencionar! el! cono! sur! de!

Sudam$rica,! el! norte! de! ?frica,! el! sur! y! este! de! Europa,! la! zona! este! del! mar! Mediterr#neo,!

Siberia,!Asia!central!y!el!oeste!de!China!(WHO,!2013).!Es!importante!recordar!que!actualmente!se!

ha!determinado!la!existencia!de!varios!genotipos!causantes!de!hidatidosis!qu"stica.!Teniendo!en!

cuenta!este!escenario,!es!posible!delinear!la!distribuci%n!geogr#fica!de!los!diferentes!genotipos,!a!

saber:!E.!granulosus!s.s.!(genotipo!G1)!est#!presente!en!Australia,!Europa,!Estados!Unidos,!Nueva!

Zelanda,!?frica,! Sudam$rica! y!Rusia;!E.!granulosus! s.s.! (G3)!en!Asia;!E.! equinus! (G4)! en!Europa,!

Oriente!Medio! y! Sud#frica;! E.! ortleppi! (G5)! en! Europa,! Sud#frica,! India,! Rusia! y! Sudam$rica;! E.!

canadensis!(G6/G7)!en!Europa,!?frica!y!Sudam$rica;!E.!canadensis!(G8/G10)!en!Am$rica!del!Norte!

y!el!norte!de!Europa!y!Asia!(Alvarez!Rojas!y!col.,!2014;!Thompson!y!McManus,!2002).!

Por! otra! parte,! desde! finales! del! siglo! XIX! Europa! Central! ha! sido! el! #rea! end$mica!m#s!

conocida! para! la! equinococcosis! alveolar! (Eckert! y! Thompson,! 2017)! pero! la! enfermedad! es!

prevalente! en! varios! pa"ses! del! hemisferio! norte! (Figura! 1.6).! Esta! enfermedad! zoon%tica! se!

encuentra! entre! las! parasitosis! m#s! severas! en! seres! humanos! y! dentro! de! las! enfermedades!

tropicales! desatendidas! prioritarias! seg*n! la! OMS! ((WHO,! 2012).! En! Argentina! no! se! han!

reportado!casos!aut%ctonos!y!es!considerada!una!enfermedad!ex%tica.!

!
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Figura!1.6.!Distribuci"n!geogr$fica!de!la!hidatidosis.!En!el!mapa!se!muestran!las!zonas!geogr#ficas!donde!

se! puede! encontrar! tanto! la! hidatidosis! qu"stica! (o! equinococcosis! qu"stica),! causada! por! par#sitos! del!

complejo!Echinococcus!granulosus!sensu!lato!(s.l.),!como!tambi$n!de!la!hidatidosis!alveolar,!causada!por!el!

par#sito!E.!multilocularis.!La!Imagen!fue!adaptada!de!Wen!y!col.,!(2019)!

1.4.1.4.!Importancia!de!la!hidatidosis!qu#stica!en!nuestra!regi"n!

Teniendo!en!cuenta!los!posibles!hospedadores!intermediarios!de!los!par#sitos!del!complejo!

E.!granulosus!s.l.!y!la!importancia!de!las!actividades!ganaderas!en!los!pa"ses!de!nuestra!regi%n,!no!

sorprende! que! tanto! Argentina,! como!Uruguay,! Brasil! y! Chile! representen! una! zona! altamente!

end$mica! para! la! hidatidosis.! En! el! caso! de! Argentina,! la! hidatidosis! est#! distribuida!

pr#cticamente! en! todo! el! territorio! nacional,! con! mayor! prevalencia! en! zonas! rurales! y,! en!

particular,!en!regiones!de!cr"a!de!ganado!ovino!y!caprino,!aunque!tambi$n!afecta!regiones!de!cr"a!

de!ganado!bovino!y!porcino.!No!obstante,!la!distribuci%n!no!es!uniforme!en!todo!el!territorio,!sino!

que!existen!provincias!afectadas!en!toda!su!extensi%n!y!otras!solo!parcialmente!(Figura!1.7).!Los!

mayores!focos!end$micos!de!hidatidosis!en!Argentina!se!localizan!en!las!#reas:!Patag%nica!(Tierra!

del!Fuego,!Santa!Cruz,!Chubut,!R"o!Negro!y!Neuqu$n),!Pampa!H*meda!(Provincia!de!Buenos!Aires,!

sur!de!Santa!Fe!y!C%rdoba),!Mesopot#mica! (territorio!de!Corrientes,!al! sur!del! r"o!Corrientes,!y!

norte!de!Entre!R"os!hasta!el! eje! La!Paz,! Federal! y!Concordia),! Cuyana! (Provincia!de!Mendoza!y!

oeste!de!San! Juan),!Mediterr#nea! (parte!de! las!provincias!de!C%rdoba,!Santiago!del!Estero,!San!

Luis,! La!Rioja,!Catamarca!y!San! Juan),! y!de!Alta!Monta+a!del!Noroeste! (Tucum#n,!Salta,! Jujuy!y!
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noroeste!de!Catamarca)!(Moral,!2012).!Las!especies/genotipos!E.!granulosus!s.s.!G1,!E.!ortleppi!G5!

y!E.!canadensis!G6!y!G7!son!responsables!de!los!casos!de!hidatidosis!en!seres!humanos!en!nuestro!

pa"s!(Cucher!y!col.,!2016;!Debiaggi!y!col.,!2017;!Kamenetzky!y!col.,!2002;!Rosenzvit!y!col.,!1999).!

Desde!el!punto!de!vista!de!la!salud!p*blica,!la!hidatidosis!es!un!problema!grave!en!las!zonas!

end$micas,! especialmente! en! aquellas! vinculadas! a! actividades! agro-ganaderas,! y! m#s! a*n! en!

zonas!de!bajos!recursos.!La!hidatidosis!es!una!enfermedad!cr%nica,!que!no!solo!puede!ser!mortal,!

sino!que!puede!generar!diversos!grados!de!discapacidad!que!var"an!tanto!en!gravedad!como!en!

duraci%n.! La! gravedad! de! la! enfermedad! var"a! mucho! de! acuerdo! a! la! localizaci%n! del! quiste!

hidat"dico.! Por! ejemplo,! los! quistes! hep#ticos! suelen! ser! asintom#ticos! durante!mucho! tiempo,!

aun! cuando! desarrollen! un! tama+o! importante,!mientras! que! los! quistes! cerebrales! u! oculares!

pueden! traer! grand"simas! complicaciones! incluso! siendo! peque+os;! esto! explica! por! qu$! los!

quistes! intracerebrales! suelen! detectarse! en! ni+os,! mientras! que! los! hep#ticos! se! registran! a!

edades!m#s!avanzadas!(Moro!y!Schantz,!2009).!

En!varios!de!los!pa"ses!de!la!regi%n!existen,!o!existieron,!programas!de!control!y!vigilancia!

de! la!hidatidosis! tendientes! a! reducir! la!prevalencia!de! la!enfermedad.!Muchos!de!ellos! se!han!

basado! en! la! administraci%n! de! drogas! antihelm"nticas! a! los! perros! de! regiones! altamente!

end$micas!ocho!veces!al!a+o,!con!la!finalidad!de!evitar!que!el!par#sito!llegue!a!su!estado!gr#vido!y!

no!as"!pueda!esparcir!sus!huevos!en!el!ambiente.!Estos!programas!enfrentan,!sin!embargo,!graves!

complicaciones! para! poder! llegar! a! ser! completamente! exitosos.! Los! mismos! tienen! amplios!

requerimientos! de! veh"culos! y! recursos! humanos! para! lograr! desparasitar! ya! sea! a! grandes!

poblaciones!de!perros,!o!poblaciones!peque+as!pero!muy!dispersas.!Sumado!a!eso,!los!accesos!a!

las!zonas!de!mayor!prevalencia!de!hidatidosis!muchas!veces!son!bastante!precarios,!dificultando!

a*n! m#s! las! tareas! de! control.! No! obstante! las! complicaciones! t$cnicas,! han! habido! algunos!

avances! en! el! control! de! la! hidatidosis! en! ciertas! regiones;! como! Uruguay! y! las! provincias!

argentinas!de!Tierra!del!Fuego,!Neuqu$n!y!R"o!Negro.!En!algunos!casos,!aunque! la!enfermedad!

siga! afectando! al! ganado! y! los! perros! permanezcan! parasitados,! se! ha! logrado! disminuir! la!

prevalencia!de!la!hidatidosis!en!humanos!mediante!programas!de!educaci%n!sanitaria,!detecci%n!y!

tratamiento! temprano! de! los! infectados.! Cabe! destacar! que! el!m#s! grande! desaf"o! que! deben!

vencer! los! programas! de! control,! aparte! de! las! complicaciones! t$cnicas! y! log"sticas,! es! la!

continuidad!en!el!tiempo,!ya!sea!por!decisiones!econ%micas!y/o!pol"ticas.!!
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Figura!1.7.!Principales! focos!de!hidatidosis!qu#stica!en!Argentina.! La! figura!muestra! la!distribuci%n!de! la!

hidatidosis!en!la!Rep*blica!Argentina,!destacando!los!principales!focos!de!la!enfermedad.!Los!puntos!azules!

indican!la!ubicaci%n!de!las!escuelas!rurales!que!se+alaron!que!la!hidatidosis!es!una!problem#tica!presente!

en!su!comunidad!(relevamiento!2006-2009).!El!mapa!fue!adaptado!de!la!p#gina!web!del!Programa!Nacional!

Mapa!Educativo!del!Ministerio!de!Educaci%n!de!la!Naci%n.!

Recientemente,! en! la! Provincia! de! R"o! Negro,! se! ha! realizado! una! prueba! de! campo,! en!

ovejas,!de!la!vacuna!EG95.!Esta!vacuna!se!basa!en!una!prote"na!recombinante!de!la!oncosfera!de!

E.! granulosus! (Jabbar! y! col.,! 2011).! Los! resultados! han! sido! prometedores,! y! han! mostrado!

protecci%n! frente!a! la! infecci%n!por!E.!granulosus! en!animales!de!hasta! tres!a+os.!No!obstante,!

a*n!se!requieren!m#s!estudios!que!confirmen!que!los!animales!se!mantienen!protegidos!durante!
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toda!su!vida!productiva!(Jabbar!y!col.,!2011).!Cabe!destacar!que!si!bien!la!aplicaci%n!de!la!vacuna!

EG95! no! est#! exenta! de! complicaciones! t$cnicas,! de! infraestructura! y! econ%micas,! la! misma!

representa!una!herramienta!m#s!en!la!lucha!contra!la!hidatidosis.!

1.4.1.5.!Diagn"stico!y!tratamiento!de!la!hidatidosis!

El! diagn%stico! de! hidatidosis! se! lleva! a! cabo! mediante! examen! cl"nico,! diagn%stico! por!

im#genes!y!serolog"a.!En! las!etapas! iniciales!del!desarrollo!de! la!hidatidosis!normalmente!no!se!

presentan! s"ntomas,! raz%n!por! la! cual! la! hidatidosis! suele! diagnosticarse! en! adultos! en! los! que!

el/los!quiste/s!han!crecido!durante!varios!a+os.!La!aparici%n!de!los!s"ntomas!puede!variar!mucho!

dependiendo!de!cu#l!sea!el!%rgano!afectado!y!de!la!posici%n!y!tama+o!del!quiste!en!dicho!%rgano.!

Asimismo,! pueden! surgir! complicaciones! debidas! a! rupturas! del! quiste! que! pueden! generar!

infecciones!secundarias!en!otros!tejidos!del!hospedador!(debido!a!la!plasticidad!fenot"pica!antes!

mencionada! de! los! protoesc%lices).! La! ruptura! del! quiste! puede! provocar! tambi$n! reacciones!

anafil#cticas!y!otras!complicaciones!sumamente!peligrosas!para!la!salud.!

Una!de!las!herramientas!m#s!*tiles!para!el!diagn%stico!de!la!hidatidosis!es!la!ecograf"a,! la!

cual! permite! el! diagn%stico,! clasificaci%n! (existe! un! sistema! estandarizado! de! clasificaci%n! por!

ecograf"a!de!los!quistes!hid#ticos,!establecido!por!la!OMS)!y!seguimiento!de!los!quistes,!aunque!la!

sensibilidad! es! baja! para! quistes! de! peque+o! tama+o.! Otras! t$cnicas! de! im#genes,! como! la!

resonancia! magn$tica! y! la! tomograf"a,! son! usadas! tambi$n! para! el! diagn%stico.! Las! pruebas!

serol%gicas! constituyen! tambi$n! una! herramienta! *til! para! el! diagn%stico! y! seguimiento! de! la!

hidatidosis.!No!obstante,!a!pesar!de!su!uso!muy!difundido,!a*n!existen!dudas!sobre!su!eficacia,!ya!

que! la! misma! parece! variar! con! la! localizaci%n,! tama+o! y! estado! del! quiste.! Asimismo,! se! ha!

reportado! reacci%n! cruzada! con! ant"genos! propios! de! otras! helmintiasis,! cirrosis! hep#ticas! y!

ciertos!tipos!de!c#ncer,!lo!cual!pone!en!duda!su!especificidad.!

Respecto! al! tratamiento! de! la! hidatidosis! qu"stica,! existen! cuatro! posibilidades,!

dependiendo!del!estado!de!los!quistes:!cirug"a,!esterilizaci%n!percut#nea,!tratamientos!con!drogas!

antihelm"nticas! y! observaci%n.! La! cirug"a! es! el! tratamiento! m#s! habitual! y,! si! bien! suele! ser!

efectivo,! no! garantiza! que! no! se! produzca! recurrencia.! Se! aplica! a! quistes! grandes,! a! quistes!

infectados,! propensos! a! ruptura! o! localizados! en! %rganos! importantes.! Por! otra! parte,! es!m#s!

dif"cil! de! aplicar! en! pacientes! con! m*ltiples! quistes! en! diversos! %rganos.! Las! t$cnicas! de!

esterilizaci%n! percut#nea! incluyen! a! PAIR! (Punci%n,! aspiraci%n,! inyecci%n! y! reaspiraci%n),! que!

destruye! la!capa!germinativa!del!quiste;!y!cateterismos!modificados,!que!remueven! la! totalidad!
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del! quiste.! La! t$cnica! de! PAIR! involucra! una! punci%n! percut#nea! de! quiste! (asistida! por!

ultrasonido),! la! aspiraci%n! del! contenido,! inyecci%n! de! alg*n! protoescolicida! adecuado! y!

reaspiraci%n!luego!de!15!a!20!minutos.!Un!choque!anafil#ctico!es!un!posible!riesgo!al!aplicar!esta!

t$cnica.!Este!tratamiento!se!acompa+a!de!administraci%n!de!drogas!antihelm"nticas!para!prevenir!

quistes! secundarios.! Los! f#rmacos! antiparasitarios! que! se! utilizan! para! el! tratamiento! de! la!

hidatidosis! se! conocen! como! benzimidazoles,! en! particular! se! utilizan! el! mebendazol! y! el!

albendazol! (ABZ);!siendo!este!*ltimo!el!m#s!usado!actualmente.!Estas!drogas!son!m#s!efectivas!

para!el!tratamiento!de!quistes!peque+os,!no!siendo!*tiles!para!tratar!quistes!de!m#s!de!10!cm!de!

di#metro.! Adem#s,! el! ABZ! resulta! inefectivo! en! alrededor! del! 40!'! de! los! casos! de! hidatidosis!

(Gottstein! y! col.,! 2015;! Hemphill! y! col.,! 2014).! Por! otro! lado,! estos! compuestos! poseen! varios!

efectos! secundarios! no! deseados! asociados! a! su! uso! prolongado! (Horton,! 1997;! Kyung! y! col.,!

2011;!Lee!y!col.,!2011).!Finalmente,!en!algunos!casos!de!quistes!no!complicados,!se!opta!por! la!

estrategia!de!observaci%n,!ya!que!muchas!veces!los!quistes!terminan!calcific#ndose!y!volvi$ndose!

totalmente!inactivos,!sin!generar!inconvenientes!mayores.!

En!el!caso!de!E.!multilocularis,!las!posibilidades!de!tratamiento!se!reducen!a!la!cirug"a!(con!

administraci%n! posterior! de! drogas! antihelm"nticas! para! prevenir! recurrencias),! o! bien! a! la!

administraci%n! por! largos! per"odos! de! benzimidazoles,! para! los! casos! que! no! pueden! ser!

operados.!Estas!drogas!inhiben!la!proliferaci%n!de!la!larva,!pero!no!la!matan.!En!casos!terminales!

de! hidatidosis! alveolar! se! han! llevado! a! cabo! trasplantes! hep#ticos,! pero! el! uso! de!

inmunosupresores! asociado! a! este! tipo! de! intervenciones! puede! estimular! el! crecimiento! del!

par#sito!en!caso!de!no!haberse!removido!por!completo!(McManus!y!col.,!2012).!

De!lo!antes!mencionado!se!desprende!claramente!que,!a!pesar!de!los!avances!obtenidos!en!

la! lucha! contra! la! hidatidosis,! a*n! resta!mucho! por! hacer! en! lo! que! respecta! al! diagn%stico! y!

tratamiento!de! la!enfermedad.! Sobre! todo,! teniendo!en! cuenta!que!algunas!de! las! alternativas!

existentes,! aunque! eficaces,! requieren! de! una! gran! infraestructura! para! ser! llevadas! a! cabo! o!

poseen!costos!muy!elevados,!siendo!que!las!personas!m#s!vulnerables!a!esta!enfermedad!suelen!

ser! las!de!menores! recursos.!Por!ejemplo,! la! t$cnica!PAIR!debe! ser! llevada!a! cabo!por! equipos!

altamente! capacitados,! capaces! de! lidiar! con!un! choque! anafil#ctico.! Asimismo,! el! costo! de! los!

benzimidazoles!y!las!preocupaciones!respecto!a!su!eficacia!hacen!que!se!necesiten!nuevas!drogas!

para! tratar! esta! enfermedad! (McManus! y! col.,! 2012).! Por! otra! parte,! la! resistencia! a! los!

antihelm"nticos!resulta!en!una!complicaci%n!frecuente!en!las!terapias!farmacol%gicas!basadas!en!

una! *nica! droga.! En! este! contexto,! se! han! reportado! resistencias! a! triclabendazol! en! el!
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tratamiento! de! la! fasciolosis! (Kelley! y! col.,! 2016)! y! a! praziquantel! en! el! tratamiento! de! la!

schistosomiasis!(Chai,!2013). 

Debe! tenerse!en!cuenta!que,!para!poder! llevar!a!cabo!el!desarrollo!de!drogas!espec"ficas!

contra! la! hidatidosis,! que! reduzcan! el! uso! de! terapias! invasivas,! es! de! suma!necesidad! ampliar!

nuestro!conocimiento!en!lo!que!respecta!a!la!biolog"a!del!par#sito,!los!factores!que!favorecen!su!

establecimiento,! su! relaci%n! con! el! hospedador! y! otras! variables! que! permitan! interrumpir! su!

desarrollo!y,!por!consiguiente,!el!de!la!enfermedad.!

1.4.2.!Taenia!solium!

La! teniasis! humana! es! una! infecci%n! intestinal! parasitaria! causada! por! tres! especies! de!

par#sitos!cestodos:!Taenia!saginata! (conocida!como!tenia!bovina),!T.!solium! (tenia!porcina)!y!T.!

asiatica! (tenia! asi#tica).! La! infecci%n! por! T.! solium! es! una! de! las! m#s! importante! por! las!

complicaciones!que!causa!(WHO,!2012).!

1.4.2.1.!Ciclo!de!vida!de!Taenia!solium!

En!el!ciclo!de!vida!de!T.!solium!los!seres!humanos!son!los!*nicos!hospedadores!definitivos,!

pero! tanto! los! seres! humanos! como! los! cerdos! han! sido! documentados! como! hospedadores!

intermediarios! (Figura! 1.8).! En! los! hospedadores! intermediarios! el! embri%n! hexacanto! puede!

desarrollarse!hasta! la!etapa!de!cisticerco!(Coral-Almeida!y!col.,!2015).!La!cisticercosis!humana!y!

porcina!se!deben!principalmente!al!contacto!directo!con!las!heces!humanas.!Los!seres!humanos!

se!infectan!m#s!com*nmente!por!la!ingesti%n!de!alimentos!o!agua!contaminada!con!huevos!de!T.!

solium.!Tambi$n!se!ha!sugerido!que!los!seres!humanos!pueden!auto!infectarse!a!trav$s!de!malos!

h#bitos!de!higiene.!Los!huevos!provenientes!de!un!par#sito!adulto,!que!ha!alcanzado!la!madurez!

en!el!intestino!delgado!de!un!ser!humano,!pueden!ser!expulsados!a!trav$s!de!la!progl%tide!con!un!

n*mero!m"nimo!de!100!000!huevos!por!d"a!(Gripper!y!Welburn,!2017).!En!el!tracto!intestinal!de!

cerdos!y!seres!humanos,!los!embriones!que!se!encuentran!dentro!del!huevo!penetran!en!la!pared!

intestinal! y! se! transportan! en! el! torrente! sangu"neo! a! diversos! tejidos! del! cuerpo,! incluidos! el!

cerebro,!los!ojos,!la!piel!y!los!m*sculos,!donde!se!depositan!y!comienzan!a!crecer.!Dentro!de!estos!

tejidos!el!embri%n!comienza!una!etapa!de!m*ltiples!cambios!hasta!convertirse!en!un!cisticerco.!!

!
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Figura! 1.8.! Esquema! del! ciclo! de! vida! del! par$sito! Taenia! solium.! Se! muestran! esquematizados! los!

diferentes!estadios!de!desarrollo!del!par#sito!T.!solium.!Los!estadios!son:!par#sito!adulto,!huevo,!oncosfera!

y! cisticerco.! Los! seres! humanos! pueden! act*an! como! hospedador! definitivo! (teniasis)! y! hospedador!

intermediario! (cisticercosis).! La! Imagen! fue! adaptada! de! la! p#gina! del! Centros! para! el! Control! y! la!

Prevenci%n!de!Enfermedades!(https://www.cdc.gov/dpdx/cysticercosis/index.html).!!

La!primera!etapa!se!conoce!como!la!@etapa!viable!o!vesicular@!en!la!cual!una!membrana!se!

desarrolla!alrededor!de!cada!oncosfera,!formando!una!ves"cula!que!contiene!un!l"quido!claro!que!

rodea! el! esc%lex! del! par#sito.! Dependiendo! del! ambiente! circundante! y! de! la! naturaleza! de! la!
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respuesta! inmune! que! provoca! su! presencia,! los! cisticercos! pueden! permanecer! en! esta! etapa!

durante!meses!o!incluso!a+os,!antes!de!que!comiencen!a!degenerarse.!La!@etapa!coloidal@!marca!

esta!transici%n,!en!la!cual!el!esc%lex!muestra!signos!de!deterioro!y!el!l"quido!vesicular!comienza!a!

aparecer! turbio.! Despu$s! de! esto,! el! l"quido! vesicular! se! vuelve! gradualmente!m#s! opaco! y! el!

quiste! comienza! a! calcificarse,! terminando! su! evoluci%n! como! un! n%dulo! calcificado! no! viable!

(Coral-Almeida!y!col.,!2015).!El!ciclo!de!vida!se!completa!cuando!los!seres!humanos!ingieren!carne!

de! cerdo! cruda! o! poco! cocida! que! contiene! cisticercos! viables.! Las! enzimas! digestivas! en! el!

intestino!delgado!hacen!que!los!esc%lices!se!evaginen!de!la!ves"cula!del!cisticerco!y!se!adhieran!a!

la! pared! del! intestino! de! los! seres! humanos! (enfermedad! denominada! teniasis).! Aqu",! la! tenia!

madura! hasta! la! edad! adulta,! momento! en! el! que! se! liberan! a! trav$s! del! excremento! de! los!

hospedadores! definitivos! los! progl%tidos! gr#vidos.! El! cisticerco! suele! alojarse! en! los!m*sculos,!

tejido! subcut#neo! u! ojo,! pero! cuando! el! cisticerco! se! aloja! en! el! sistema! nervioso! central! la!

patolog"a!puede!ser!mucho!m#s!grave!y!se!la!denomina!neurocisticercosis!(NCC).!

1.4.2.2.!Distribuci"n!geogr$fica!de!la!teniasis/cisticercosis!

La!NCC!es! la!enfermedad!helm"ntica!m#s!com*n!del!sistema!nervioso!central!en! los!seres!

humanos!y!presenta!una!alta!prevalencia!en!pa"ses!en!desarrollo!de!?frica,!Asia!y!Am$rica!Latina!

(Figura!1.10).!Seg*n!la!OMS!es!la!causa!prevenible,!m#s!frecuente!de!epilepsia!en!estas!regiones!

(WHO,!2012).!Se!estima!que!2!millones!de!personas!padecen!epilepsia!debido!a!la!infecci%n!por!T.!

solium!en!el!sistema!nervioso!central.!La!NCC!sintom#tica!representa!aproximadamente!la!tercera!

parte! de! los! trastornos! convulsivos! y! contribuye! a! otras! enfermedades! neurol%gicas! (Fogang! y!

col.,!2015).!Sin!un!manejo!adecuado,!que!no!siempre!est#!disponible!en!muchas!#reas!end$micas,!

la!NCC!todav"a!se!asocia!con!altas!tasas!de!mortalidad!(50!000!muertes!por!a+o)! (Fogang!y!col.,!

2015).!

En!Am$rica!Latina,!la!prevalencia!de!la!cisticercosis!por!T.!solium!en!seres!humanos,!medida!

por!el!ensayo!inmunoabsorbente!ligado!a!enzimas!(ELISA)!y/o!Western!blot,!varia!de!entre!el!3,7'!

y! el! 24'! (Flisser! y! col.,! 2003).! Las!manifestaciones! cl"nicas! de! la!NCC!pueden! variar! desde! una!

infecci%n! completamente! asintom#tica! hasta! una! enfermedad! grave! e! inclusive! la!muerte.! Los!

signos!y!s"ntomas!de! la!NCC!suelen!ser! inespec"ficos.!El!principal! factor!determinante!de! la!NCC!

sintom#tica! es! la! localizaci%n! de! los! cisticercos:! par$nquima! cerebral! o! en! los! espacios!

extraparenquim#ticos.! Cuando! el! cisticerco! se! desarrolla! en! el! par$nquima! cerebral! las!

convulsiones! son! el! s"ntoma! m#s! frecuente! (Garcia! y! col.,! 2014).! En! el! caso! de! la! NCC!
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extraparenquimatosa! los! cisticercos! suelen! alojarse! en! el! sistema! ventricular! o! en! el! espacio!

subaracnoideo.! Esto! puede! desarrollar! una! hipertensi%n! intracraneal! aguda! potencialmente!

mortal!(Fogang!y!col.,!2015).!La!obstrucci%n!del!flujo!del!l"quido!cefaloraqu"deo!ocurre!con!mayor!

frecuencia!cuando! los!quistes!se!alojan!en!el!cuarto!ventr"culo!y!causan!hidrocefalia!de!manera!

progresiva.!Otra!forma!de!presentaci%n!es!la!encefalitis!cisticercal,!en!la!cual!los!s"ntomas!pueden!

ser!hipertensi%n!intracraneal.!La!afectaci%n!de!la!m$dula!espinal!es!rara!y!representa!del!1'!al!5'!

de!todos!los!casos!(Fogang!y!col.,!2015).!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!1.10.!Distribuci"n!geogr$fica!de!la!teniasis.!En!el!mapa!se!muestran!las!zonas!geogr#ficas!donde!se!

puede!encontrar!la!teniasis,!causada!por!el!par#sito!Taenia!solium.!La!Imagen!fue!adaptada!del!reporte!de!

(WHO,!2016).!

1.4.2.3.!Diagn"stico!y!tratamiento!

Como!se!mencion%!anteriormente! la!NCC!presenta!una!gran!heterogeneidad!en!cuanto!a!

las! presentaciones! cl"nicas.! Esto! no! solo! complica! el! procedimiento! de! diagn%stico,! sino! que!

tambi$n!afecta!el!plan!de!manejo!de!la!enfermedad.!Antes!de!comenzar!el!tratamiento,!se!debe!

determinar!el! perfil! completo!de! la! enfermedad,! incluida! la! evidencia!de!afectaci%n!del! SNC,! la!

caracterizaci%n!de! la!respuesta! inmune!existente!y!el!n*mero,! la!ubicaci%n!y! la!viabilidad!de! los!

cisticercos!presentes.!Solo!una!vez!que!se!han!determinado!estos!factores,!se!puede!determinar!
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un!plan!de!tratamiento!que!se!adapte!a!cada!persona.!El!uso!de!antihelm"nticos!en!el!tratamiento!

de! la!NCC! ha! generado! controversia,! ya! que! el! uso! de! f#rmacos! existentes! hasta! el!momento,!

puede!suponer!un!mayor!riesgo!para!el!paciente!m#s!que!un!beneficio,!debido!principalmente!a!

la! extensa! respuesta! inflamatoria! que! puede! estimularse! en! respuesta! a! la!muerte!masiva! de!

cisticercos!en!su!interior!(Sinha!y!Sharma,!2009).!Por!lo!tanto,!en!los!casos!en!los!que!no!se!puede!

proporcionar!un!diagn%stico!y!una!caracterizaci%n!definitiva!de! la! infecci%n!debido!a! la! falta!de!

neuro-imagen,! se! considera! imprudente! continuar! el! tratamiento! con! antihelm"nticos! y! los!

pacientes!solo!deben!ser!tratados!seg*n!los!s"ntomas!que!presenten!(Fogang!y!col.,!2015).!

1.5.!Cestodos!modelos!

La!escasa!disponibilidad!de!material!biol%gico!resulta!en!una!de!las!principales!limitaciones!

experimentales! asociadas! con! el! trabajo! con! cestodos.! Por! este! motivo,! en! este! trabajo! se!

emplearon!tetratiridios!(TTy)!de!Mesocestoides!corti!para!la!evaluaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!

de! varios! compuestos.! Este! par#sito! es! un! modelo! de! laboratorio! de! cestodos,! ampliamente!

validado! para! el! estudio! de! varios! aspectos! de! la! biolog"a! de! cestodos! (Hemphill,! 2010);! en!

particular! en! la! b*squeda! de! nuevas! alternativas! de! tratamiento! farmacol%gico! (Maggiore! y!

Elissondo,!2014;!Markoski!y!col.,!2006).!El!estadio!de!desarrollo!larvario!(tetratiridio)!de!M.!corti!

tiene! una! capacidad! notable! de! reproducci%n! asexual! en! la! cavidad! peritoneal! de! ratones! y!

algunos! otros! hospedadores! de!mam"feros,! lo! que! proporciona! una! disponibilidad! continua! de!

material! biol%gico.! Adem#s,! se! cultiva! f#cilmente! y! es! considerado! como! no! infectivo! para! los!

humanos!(Markoski!y!col.,!2003;!Specht!y!Voge,!1965;!Thompson!y!col.,!1982).!

1.5.1.!Ciclo!de!vida!de!Mesocestoides!corti!

M.! corti! tiene! un! ciclo! de! vida! indirecto! del! cual! a*n! no! se! conocen! todos! los! detalles,!

aunque! se! sabe! que! necesita! dos! hospedadores! intermediarios! (Figura! 1.11).! Los! primeros!

hospedadores! intermediarios! son! los! artr%podos! (hormigas,! escarabajos! copr%fagos,! #caros!

orib#tidos),! que! ingieren! los! huevos! que! son! expulsados! junto! con! las! heces! del! hospedador!

definitivo.!Dentro!de!los!artr%podos!el!huevo!se!desarrolla!a!cisticercoides,!que!es!comido!junto!

con! el! artr%podo! por! los! segundos! hospedadores! intermediarios;! que! pueden! ser! reptiles,!

anfibios,! aves! o! peque+os! mam"feros.! En! estos! segundos! hospedadores! intermediarios,! los!

cisticercoides!se!liberan!y!se!desarrollan!al!estadio!de!desarrollo!infectivo,!los!tetratiridios!(TTy),!
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que!invaden!la!cavidad!peritoneal.!Cuando!un!gato!o!un!perro!ingieren!a!su!vez!a!unos!de!estos!

segundos!hospedadores!intermediarios;! los!TTy!se!liberan!en!el!est%mago,!alcanzan!el! intestino,!

se!desarrollan!a!adultos!y!comienzan!a!poner!huevos.!El!periodo!de!prepatencia!dura!de!15!a!20!

d"as.!!
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Figura! 1.11.! Esquema! del! ciclo! de! vida! de! par$sitos! del! g&nero! Mesocestoides.! Se! muestran,!

esquematizados,! los! diferentes! estadios! de! desarrollo! de! par#sitos! del! g$nero! Mesocestoides! y! los!

hospedadores! en! los! que! ingresan! o! se! desarrollan.! Los! estadios! son:! par#sito! adulto,! oncosfera,!

cisticercoide!y!tetratiridio.!La!Imagen!fue!adaptada!de!la!p#gina!del!Centro!para!el!Control!y! la!Prevenci%n!

de!Enfermedades!(https://www.cdc.gov/dpdx/mesocestoidiasis/index.html).!

Tambi$n! puede! ocurrir! que! la! mascota! u! otro! hospedador! definitivo! ingieran!

accidentalmente! un! artr%podo! contaminado.! En! este! caso,! los! cisticercoides! dar#n! lugar! a! los!

tetratiridios!que,!en!vez!de!quedarse!dentro!del!intestino,!atraviesan!la!pared!intestinal!e!invaden!

la! cavidad! peritoneal.! En! ella! pueden! adem#s! multiplicarse! asexualmente! por! simple! divisi%n!

longitudinal.!En!este!caso!se!habla!de!una!tetratiridiosis,!en!vez!de!la!mesocestoidiasis!que!es!la!

infestaci%n!del!intestino!con!formas!adultas.!
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1.6.!Remodelaci"n!de!la!cromatina!

La! cromatina! es! un! complejo! formado!por! prote"nas! histonas! y! no! histonas,! asociadas! al!

cromosoma,!que!se!unen!al!#cido!desoxirribonucleico!(ADN).!Esta!estructura!es!la!forma!en!la!que!

se!encuentra!el!ADN!dentro!del!n*cleo!celular!y!tiene!una!subunidad!fundamental,!denominada!

nucleosoma.!Cada!part"cula!de!nucleosoma!est#!compuesta!de!un!oct#mero!de!cuatro!histonas,!

compuestas! por! dos! unidades! de! las! histonas! H2A,! H2B,! H3! y! H4! y! 147! nucle%tidos! del! ADN!

bicatenario! (Figura!1.12).!El! oct#mero!de!histonas! forma!un!n*cleo!de!prote"nas! con!una!carga!

positiva!a!la!que!se!enrolla!el!ADN,!compactando!de!esta!manera!el!material!gen$tico!(de!Ruijter!y!

col.,!2003).!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!1.12.!Nucleosoma.!Representaci%n!esquem#tica!del!nucleosoma,!formado!por!el!ADN!enrollado!en!

el! oct#mero! de! prote"nas! Histonas.! Imagen! adaptada! del! banco! de! im#genes! gratuitas! de! Adobe®!

(https://stock.adobe.com/ar/illustrations).!

Como!se!mencion%!anteriormente,! los!cestodos!deben!realizar!pasajes!secuenciales!entre!

dos!o!m#s!hospedadores!a!fin!de!completar!su!ciclo!de!vida,!en! los!cuales!atraviesan!diferentes!

estadios!de!desarrollo,!experimentando!una!serie!de!cambios!morfol%gicos!que!implican!procesos!

de! proliferaci%n,! diferenciaci%n! y! muerte! celular.! Esta! notable! plasticidad! fenot"pica! de! los!

cestodos! implica! sistemas! complejos! de! control! de! la! transcripci%n! gen$tica! que! modulen! el!

desarrollo!y!la!diferenciaci%n!celular.!En!muchos!organismos,!incluidos!trematodos!y!turbelarias,!

el!desarrollo!embrionario,! la!diferenciaci%n!y! la!capacidad!de!adaptaci%n!a!cambios!en!el!medio!

ambiente! es! asociado! con! cambios! en! la! estructura! de! la! cromatina! (Geyer! y!Hoffmann,! 2012;!

Robb!y!Alvarado,!2014;!Yao!y!Seto,!2011).!Es!cada!vez!m#s!claro!que!estas!modificaciones!en!el!

empaquetado!del!material!gen$tico!sirven!para!establecer!regiones!transcripcionalmente!activas!

e!inactivas!en!el!genoma!(Cabezas-Cruz!y!col.,!2014).!
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Los!mecanismos! implicados!en! la! remodelaci%n!de! la! cromatina! incluyen! los!procesos!de!

metilaci%n! del! ADN,! modificaciones! postranscripcionales! reversibles! de! histonas,! variantes!

hist%nicas,!factores!de!remodelaci%n!de!la!cromatina!y!#cido!ribonucleico!(ARN)!no!codificantes.!

Las! enzimas! que! intervienen! en! estos! procesos,! en! especial! en! la! metilaci%n! de! ADN! y! las!

modificaci%n!de!las!histonas,!son!ampliamente!estudiadas!como!posibles!blancos!farmacol%gicos!

(Cabezas-Cruz!y!col.,!2014;!Hailu!y!col.,!2017;!Helin!y!Dhanak,!2013;!Mottamal!y!col.,!2015;!Pierce!

y!col.,!2012;!Yao!y!Seto,!2011).!

Las!modificaciones!postraduccionales!de!las!colas!amino-terminales!de!las!histonas!generan!

un! sistema! de! regulaci"n! complejo,! conocido! como! el! �c"digo! de! histonas�.! Un! componente!

importante!en!el!c%digo!de!histonas!es!el!grado!de!acetilaci%n!de!las!colas!amino!terminales,!que!

tiene! efecto! directo! en! la! estructura! de! la! cromatina.! Un! porcentaje! alto! de! acetilaci%n!

(hiperacetilaci%n)! est#! generalmente! asociado! con! la! cromatina! transcripcionalmente! activa:! la!

eucromatina.!Por!el!contrario,!un!mayor!porcentaje!de!desacetilaci%n!se!asocia!con! las! regiones!

compactas!de!la!cromatina:!la!heterocromatina.!Este!proceso!se!encuentra!bien!regulado!por!dos!

clases! de! enzimas! espec"ficas! remodeladoras! de! la! cromatina:! las! enzimas!Histona! deacetilasas!

(HDACs)! y! las! enzimas! Histona! acetiltranferasas! (HATs),! que! remueven! o! transfieren! grupos!

acetilos! a! los! residuos! de! lisina! en! las! colas! hist%nicas,! respectivamente! (Chuang! y! col.,! 2009)!

(Figura!1.13).!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!1.13.!Regulaci"n!de!la!expresi"n!g&nica!mediada!por!la!estructura!de!la!cromatina.!Representaci%n!

esquem#tica!de!la!regulaci%n!de!la!expresi%n!g$nica!mediada!por!cambios!en!la!estructura!de!la!cromatina,!

principalmente!las!modificaciones!en!la!acetilaci%n!de!las!colas!histonas.!El!nivel!de!acetilaci%n!de!histona!
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est#! regulado! por! las! enzimas!Histona! deacetiladas! (HDACs)! e!Histona! acetiltranferasas! (HATs).! A:! grupo!

acetilo.!La!imagen!fue!adaptada!de!Chuang!y!col.!(2009).!

1.6.1.!Las!Histonas!deacetilasas!

Las! HDACs! forman! una! familia! de! enzimas! ampliamente! conservadas,! implicadas! en! el!

control!de!la!expresi%n!gen$tica!mediante!la!remoci%n!de!residuos!acetilo!de!las!histonas!y!otras!

prote"nas! no! histonicas! (de! Ruijter! y! col.,! 2003).! Estas! enzimas! tienen! una! localizaci%n! tanto!

nuclear!como!citos%lica!y!poseen!un!amplio! rango!de!pesos!moleculares.!En!mam"feros,! se!han!

descripto! 18! miembros! agrupados! en! dos! subfamilias! filogen$tica! y! estructuralmente!

relacionadas:!las!cl#sicas!HDACs!que!tienen!un!dominio!catal"tico!dependiente!del!Zn2Q!(HDAC!1-

11)!y!las!Sirtuinas!(SIRTs)!que!tienen!un!dominio!catal"tico!dependientes!del!cofactor!NADQ!(SIRT!

1-7).! Las!HDACs,! a! su! vez,! se! clasifican!en! tres! clases! principales! (Figura! 1.14):! i)! Las!HDACs! de!

Clase!I,!que!incluyen!las!prote"nas!HDAC1,!2,!3!y!8,!relacionadas!con!la!enzima!de!levadura!Rpd3;!

en! H.! sapiens! estas! prote"nas! se! expresan! en! la! mayor"a! de! las! l"neas! celulares! y! se! localiza!

fundamentalmente!en!el!n*cleo;!ii)!Las!HDACs!de!Clase!II,!que!incluyen!las!prote"nas!HDAC4,!5,!6,!

7,!9!y!10,!relacionadas!con!la!prote"na!de!levadura!HDA1!y!expresadas!en!el!n*cleo!y!el!citoplasma!

de!un!peque+o!n*mero!de!tejidos.!Esta!clase!puede!a!su!vez!subdividirse!en!dos!subclases,!HDACs!

de!Clase!IIa!(HDAC4,!5,!7!y!9)!y!de!Clase!IIb!(HDAC6!y!10);!y!iii)!Las!HDACs!de!Clase!IV,!formada!por!

la!prote"na!HDAC11!(de!Ruijter!y!col.,!2003;!Gregoretti!y!col.,!2004).!

En!platelmintos!se!han!reportado!HDACs!de!Clase!I!y!II!(Cabezas-Cruz!y!col.,!2014;!Dubois!y!

col.,!2009;!Oger!y!col.,!2008;!Scholte!y!col.,!2017),!as"!como!SIRTs!(Lancelot!y!col.,!2013).!Por!otro!

lado,!se!han!realizados!pruebas!con!inhibidores!de!HDACs!utilizados!en!c#ncer,!como!drogas!para!

la!Schistosomiasis,!Toxoplasmosis!y!Malaria!con!resultados!(Campo,!2017;!Chua!y!col.,!2017;!Engel!

y!col.,!2015).!Sin!embargo,!en!los!par#sitos!cestodos!(E.!granulosus!s.s.,!E.!multilocularis,!T.!solium!

y!M.! corti)! existe! un! desconocimiento! en! este! campo.! Dado! que! estos! par#sitos! son! agentes!

causales! de! varias! patolog"as! en! humanos! y! otros!mam"feros,! resulta! importante! su! estudio! y!

comprensi%n!a!fin!de!desarrollar!nuevas!terapias!contra!estas!enfermedades!parasitarias.!

!

!

!
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Figura!1.14.!La!familia!de!enzimas!Histonas!desacetilasas!(HDACs).!Se!indican!el!dominio!catal"tico!HDACs!

conservado! (HDACs! cl#sicas)! (rect#ngulos! de! color! anaranjado),! el! dominio! catal"tico! de! las! Sirtuinas!

(rect#ngulos!de!color!azul)!y!el!dominio!catal"tico!de!ADPribosil!transferasa!(rect#ngulos!de!color!morado).!

No! se! ha! informado! actividad! catal"tica! para! SIRT7.! Tambi$n! se! muestran! la! regi%n! rica! en! leucina! en!

HDAC10!y!el!dedo!de!zinc!C-terminal!(ZnF)!en!HDAC6.!A!la!izquierda!se!indica!el!n*mero!de!amino#cidos!de!

cada!enzima.!

1.6.2.!Inhibidores!de!las!enzimas!HDACs!

Son! numerosos! los! estudios! que! relacionan! la! regulaci%n! deficiente! de! las! HDACs! con! el!

c#ncer,! enfermedades! neurol%gicas! y! des%rdenes! de! la! inmunidad! (Falkenberg! y! Johnstone,!

2014).!De!hecho,!ya!est#n!aprobados!por!la!FDA!(del!ingl$s,!U.S.A.!Food!and!Drug!Administration)!

cuatro! inhibidores! de! las! HDACs! (HDACi)! como! f#rmacos! para! el! tratamiento! de! diferentes!

canceres!(Figura!1.15).!!
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Figura!1.15.! Inhibidores!de! las!HDACs.!Se!muestran!las!estructuras!qu"micas!de! los! inhibidores!de!HDACs!

aprobados!por!la!FDA!para!el!tratamiento!de!diferentes!tipos!de!c#nceres.!Epidaza,!se!encuentra!aprobado!

en!China!desde!2015.!La!imagen!fue!adaptada!de!Rodr"guez!de!Lera!(2016).!

!

Vorinostat!(SAHA,!Zolinza®)!y! romidepsina!(FK228,! Istodax®)!son!HDACi!que!se!utilizan!en!

cl"nica!desde!2006!y!2009,!respectivamente,!para!el!tratamiento!del!linfoma!cut#neo!de!c$lulas!T.!

Belinostat!(PDX-101,!Beleodaq®)!es!tambi$n!un!HDACi!que!ha!sido!aprobado!por!la!FDA!en!2014!

para!el! tratamiento!del! linfoma!de! c$lulas! T!perif$ricas.!Panobinostat! (LBH589,! Farydaq®),!otro!

HDACi,! ha! sido! aprobado! recientemente! (2015)! para! el! tratamiento! de! pacientes! con!mieloma!

m*ltiple.! Adem#s,! chidamide! (Epidaza®)! es! un! f#rmaco! aprobado! en! China! en! 2015! para! el!

tratamiento!de!enfermedades!hematol%gicas.!Estos!compuestos!muestran!actividad!con!m#s!de!

un!isotipo!de!HDAC,!constituyendo!inhibidores!no!selectivos;!actualmente!se!encuentra!en!auge!la!

b*squeda!y!dise+os!de!inhibidores!selectivos!de!cada!isotipo!de!HDAC,!ya!que!se!cree!que!podr"an!

tener!mejor!perfil! farmacol%gico!y!menos!efectos! secundarios! (Kalin!y!Bergman,!2013;!Thaler!y!

Mercurio,!2014).!

Por!todo!lo!expresado,!se!puede!observar!que!las!HDACS!se!encuentran!bajo!una!creciente!

investigaci%n! como! blancos! terap$uticos,! principalmente! en! c#ncer! (Drummond! y! col.,! 2005;!

Shankar!y!Srivastava,!2008)!y!enfermedades!parasitarias!(Andrews!y!col.,!2012;!Chua!y!col.,!2017;!

Engel!y!col.,!2015;!Marek!y!col.,!2018,!2015).!Sin!embargo,!hasta!el!momento,!no!existen!estudios!

espec"ficos! sobre!estas!enzimas!en!cestodos.!Los!genomas!disponibles!de!Echinococcus! spp!y!T.!

solium,! en! cuya! secuenciaci%n! y! an#lisis! particip%! el! laboratorio! de! Biolog"a! Molecular! de!

Hidatidosis!(BMHid,!IMPAM-UBA-CONICET)!(Maldonado!y!col.,!2017;!Tsai!y!col.,!2013)!muestran!la!
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presencia!de!estas!enzimas!en!estos!organismos.!Adem#s,!el!gen!HDAC1!en!E.!multilocularis!ha!

mostrado!una!gran!expresi%n!en!el!metacestodo,!el!estadio!de!desarrollo!cl"nicamente!relevante!

de! la! echinococcosis! alveolar! (Koziol! y! col.,! 2014).! Asimismo,! se! han! propuesto! como! blancos!

farmacol%gicos!en!par#sitos,!incluyendo!helmintos!(Chakrabarti!y!col.,!2015;!Marek!y!col.,!2013).!

HIPÓTESIS 

!

La!hip%tesis!central!del!presente!trabajo!de!tesis!doctoral!es!que!el!bloqueo!o!inhibici%n!de!

la! actividad! enzim#tica! de! prote"nas! involucradas! en! la! remodelaci%n! de! la! cromatina!

(principalmente!del!tipo!HDACs)!afecta!la!viabilidad!y/o!el!desarrollo!de!cestodos.!Se!espera!que!

los!resultados!obtenidos!durante!este!trabajo!permitan!profundizar!en!el!conocimiento!sobre! la!

biolog"a! de! los! cestodos! y! aporten! nuevas! alternativas! para! el! tratamiento! farmacol%gico! de!

enfermedades!desatendidas!causadas!por!estos!par#sitos.!

OBJETIVO GENERAL 

El!objetivo!del!presente!trabajo!es!evaluar!las!HDACs!en!cestodos!como!potenciales!blancos!

farmacol%gicos!en!el!tratamiento!de!enfermedades!parasitarias!desatendidas.!

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Se!proponen!cinco!objetivos!espec"ficos!para!este!trabajo!de!tesis!doctoral:!

1)!Identificar!y!analizar!los!genes!codificantes!de!HDACs!en!los!genomas!de!cestodos!disponibles!

en!las!bases!de!datos!parasitarias.!

2)! Validar! las! HDACs! de! cestodos! como! blancos! farmacol%gicos,! determinando! el! efecto! de! su!

inhibici%n!sobre!la!viabilidad!parasitaria.!

3)!Evaluar!el!efecto!antihelm"ntico!de!un!alto!n*mero!de!inhibidores!de!las!enzimas!HDACs.!

4)!Caracterizar!el!efecto! farmacol%gico!de!aquellos! inhibidores!de! las!HDACs!y!SIRTs!que!hayan!

demostrado!mayor!actividad!antihelm"ntica.!

5)!Caracterizar!estructuralmente!las!HDACs!propuestas!como!potenciales!blancos!farmacol%gicos.!
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1.!Material!Parasitario!

2.1.1.!Echinococcus!granulosus!sensu!lato!(s.l.)!

Los!protoesc%lices!(PSC)!de!E.!granulosus!s.l.!empleados!en!este!trabajo! fueron!obtenidos!

de! quiste! hep#ticos! de! infecciones! naturales! en! cerdos.! El! material! fue! cedido! por! diferentes!

mataderos! de! la! provincia! de! Buenos! aires,! Argentina;! el! cual! fue! procesado! como! parte! del!

trabajo!normal!de!los!mataderos!y!recolectado!bajo!el!consentimiento!de!las!autoridades!locales.!

Brevemente,! la!extracci%n!de! los!PSC!se!realiz%!mediante!aspiraci%n!suave!del! l"quido!hidat"dico!

de!los!quistes!con!aguja!bajo!condiciones!de!esterilidad.!El!material!recolectado!se!lav%!tres!veces!

con!PBS!pH!7,2,!suplementado!con!levofloxacina!(20!$g/mL),!a!fin!de!remover!los!restos!de!capa!

germinal!que!pudieran!haber!sido!arrastrado!en!la!aspiraci%n!del!l"quido!hidat"dico.!La!viabilidad!

parasitaria!se!determin%!mediante!el!test!de!exclusi%n!por!tinci%n!con!eosina.!Solo!se!emplearon!

muestras! con! un! porcentaje! de! vialidad! superior! a! 95'.! Por! *ltimo,! se! determin%! la! especie! y!

genotipo! mediante! secuenciaci%n! del! fragmento! de! la! subunidad! 1! del! gen! mitocondrial!

Citocromo!C!oxidasa,!como!se!describi%!previamente!(Avila!y!col.,!2017;!Cucher!y!col.,!2013).!

2.1.2.!Mesocestoides!corti!

Los! tetratiridios! (TTy)! de! M.! corti! utilizados! en! este! trabajo! corresponden! a! la! cepa!

originalmente!aislada!por!Specht!y!Voge!(1965).!Los!mismos!fueron!cedidos!por!el!Dr.!Henrique!

Ferreira! (Universidade! Federal! do! Rio! Grande! do! Sul,! Brasil)! y! mantenidos! en! el! laboratorio!

mediante! pasajes! en! ratones! y! ratas,! como! se! describi%! previamente! (Markoski! y! col.,! 2003).!

Brevemente,!cada!ciclo!de!pasajes!corresponde!a!un!pasaje!en!ratas!hembras!adultas!Wistar!(tres!

meses!de!edad)!por!un!periodo!de!infecci%n!de!seis!meses,!seguido!por!tres!pasajes!secuenciales!

en! ratones! hembras! adultas! Balb/c! (tres!meses! de! edad)! por! un! periodo! de! infecci%n! de! tres!

meses.!Las!inoculaciones!se!realizaron!con!200!$L!de!TTy!por!v"a!intraperitoneal.!Los!animales!de!

experimentaci%n!fueron!criados!y!alojados!a!temperatura!y!ciclos!de!luz!y!oscuridad!controlados;!

con!agua!y! comida!ad! libitum! en!el! bioterio!del! Instituto!de! Investigaciones!en!Microbiolog"a!y!

Parasitolog"a!M$dica! (IMPaM),! Facultad! de!Medicina! de! la!Universidad!de! Buenos!Aires! (UBA)-

Consejo!Nacional!de! Investigaciones!Cient"ficas!y!Tecnol%gicas!(CONICET),!Argentina.!El!material!
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utilizado!en!este!trabajo!corresponde!a!TTy!obtenidos!de!ratones!hembra!Balb/c.!Despu$s!de!3!

meses!de! infecci%n,! los!ratones!fueron!sacrificados!por!eutanasia!en!c#mara!de!CO2.!El!material!

fue!recolectado!de! la!cavidad!peritoneal!bajo!condiciones!de!esterilidad!y! lavado!tres!veces!con!

PBS! pH! 7,2,! suplementado! con! levofloxacina! (20! $g/mL).! Los! TTy! fueron! incubados! por! 24! h!

(horas)!antes!de!su!utilizaci%n!en!5!mL!de!medio!Mco-RPMI!1640!(Anexo!A.1.1)!en!una!atm%sfera!

controlada!de!5'!de!CO2!a!37°C.!

2.1.3.!Declaraciones!'ticas!

Todos! los! experimentos! que! involucraron! animales! de! experimentaci%n,! o! muestras!

biol%gicas,!se! llevaron!a!cabo!de!acuerdo!a! los!protocolos!aprobados!por!el!Comit$! Institucional!

para! el! Cuidado! y! Uso! de! Animales! de! Laboratorio! (CICUAL)! de! la! Facultad! de! Medicina,!

Universidad! de! Buenos! Aires,! Argentina.! Protocolos:! �Pasajes! in! vivo! de! par#sitos! cestodos:!

Mesocestoides! corti�! CD! N°! 1127/2015! y! CD! N°! 1229/2015! y! �Punci"n! de! quistes! hidat#dicos!

provenientes!de!infecciones!naturales�!CD!N°!3723/2014.!

2.2.!Identificaci"n!y!an$lisis!de!genes!codificantes!de!HDACs!en!cestodos!

2.2.1.!Identificaci"n!de!genes!codificantes!de!HDACs!en!los!genomas!de!cestodos!

Los! genes! codificantes! de! HDACs! en! cestodos! se! identificaron! mediante! b*squedas! por!

homolog"a!en!los!genomas!parasitarios!disponibles!en!la!base!de!datos!WormBase!ParaSite!(Howe!

y!col.,!2016,!2017)!(https://parasite.wormbase.org/index.html),!usando!la!herramienta!BLASTp!y,!

como! secuencias! carnadas! (o! query! en! ingl$s),! las! secuencias! can%nicas! de! amino#cidos!

correspondientes!a!las!HDAC1-11!de!H.!sapiens.!En!la!Tabla!2.1!se!muestra!la!lista!de!genomas!de!

cestodos!empleados.!Estos!genomas!se!seleccionaron!empleando!los!criterios!para!la!selecci%n!de!

genomas!de!nematodos!y!platelmintos!de!mayor!calidad!de!ensamblado!(International!Helminth!

Genomes!Consortium,!2017).!Estos!criterios!definen!valores!m"nimos!para!los!par#metros!de!N50!

(%!5!Kb)!y!CEGMA!(%!85!&).!Las!secuencias!parasitarias!obtenidas!con!un!valor!de!E!'!0,00001,!en!

las! b*squedas! por! homolog"a,! se! emplearon! para! un! an#lisis! de! BLASTp! rec"proco! contra! el!

proteoma!de!H.!sapiens!(https://www.uniprot.org/proteomes/UP000005640).!

!



Materiales!y!M$todos!

48!

!

Código Especie BioProyect IDa Referencias

Eca Echinococcus canadensis G7 PRJEB8992 Maldonado y col., 2017

Egr Echinococcus granulosus sensu stricto G1 PRJEB121 Tsai y col., 2013
Echinococcus granulosus sensu stricto G1 PRJNA182977 Zheng y col., 2013

Emu Echinococcus multilocularis PRJEB122 Tsai y col., 2013

Hdi Hymenolepis diminuta PRJEB507 Coghlan y col., 2017

Hmi Hymenolepis microstoma PRJEB124 Tsai y col., 2013

Mco Mesocestoides corti PRJEB510 Coghlan y col., 2017

Tas Taenia asiatica PRJEB532 Coghlan y col., 2017

Taenia asiatica PRJNA299871 Wang y col., 2016

Tsa Taenia saginata PRJNA71493 Wang y col., 2016

Tso Taenia solium PRJNA170813 Tsai y col., 2013

a BioProyect ID de acuerdo a la base de datos WormBase Parasite

Tabla 2.1. Lista de genomas de parásitos cestodos empleados!

!

!

!

!

!

! !

!

En!algunos!casos,!los!genes!codificantes!de!HDACs!no!fueron!identificados!en!los!genomas!

parasitarios,!o!sus!secuencias!se!encontraban!truncadas!o!mal!anotadas!cuando!se!realizaron!las!

b*squedas! por! homolog"a.! En! estos! casos! los! genes! se! predijeron! empleando! el! predictor! de!

genes!Augustus! (Stanke!y!col.,!2006),!previamente!entrenado!para! la! identificaci%n!de!genes!de!

par#sitos!del!g$nero!Echinococcus!(Maldonado!y!col.,!2017).!

Por!*ltimo,! los!genes!codificantes!de!HDACs! identificados!en! los!genomas!de!cestodos!se!

emplearon!para!realizar!BLASTp!contra!el!proteoma!de!S.!mansoni!(Berriman!y!col.,!2009;!Protasio!

y!col.,!2012),!disponible!en!la!base!de!datos!WormBase!ParaSite.!

2.2.2.!An$lisis!filogen&ticos!de!los!genes!codificantes!de!HDAC!en!cestodos!

Se!realizaron!an#lisis!filogen$ticos!a!fin!de!determinar!la!identidad!de!los!genes!de!HDACs!

de!cestodos!y!poder!clasificar!estos!genes!dentro!de!las!cl#sicas!familias!de!las!HDACs.!Para!estos!

an#lisis!se!utilizaron!las!secuencias!de!amino#cidos!correspondientes!a!los!dominios!catal"ticos!de!

HDACs!de! los! genes! identificados!en! cestodos,!as"! como! tambi$n,! las!HDACs!de!H.! sapiens! y!S.!

mansoni.!Los!dominios!catal"ticos!de!HDACs!se!identificaron!mediante!el!paquete!de!herramientas!

HMMER!disponibles!en!la!p#gina!Pfam!(http://pfam.xfam.org/)!y!el!perfil!de!secuencia!consenso!

de!amino#cidos!de!la!familia!de!HDACs!(Pfam:!PF00850).!Estas!secuencias!se!alinearon!usando!el!

software! ClustalW.! Los! alineamientos! se! ajustaron! manualmente! cuando! fue! necesario.! Los!

#rboles!filogen$ticos!se!infirieron!mediante!el!m$todo!de!m#xima!verosimilitud!usando!matrices!

JTT.!La!estad"stica!consenso!fue!inferida!empleando!1!000!repeticiones.!El!an#lisis!final!involucr%!
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90! secuencia! aminoac"dicas.! Todas! las! posiciones! con! una! cobertura! menor! al! 90'! fueron!

eliminadas.!Se!emplearon!en!total!76!posiciones!en!el!set!de!datos!final.!El!an#lisis!de!evoluci%n!se!

realiz%!mediante!el!software!MEGA5!(Tamura!y!col.,!2011).!

2.2.3.!An$lisis!del!porcentaje!de!identidad!entre!los!genes!de!HDACs!

Se! evalu%!el! grado!de! similitud! de! los! genes! de!HDACs! identificados! en! cestodos! con! las!

HDACs!de!H.!sapiens!y!S.!mansoni.!Este!an#lisis!se!realiz%!calculando!el!porcentaje!de! identidad!

entre! las! secuencias! de! amino#cidos! correspondientes! a! los! dominios! catal"ticos! de! HDACs!

identificados!en! la!Secci%n!2.2.2.!Los!porcentajes!de! identidad!entre! los!dominios!catal"ticos!de!

HDACs!se!calcularon!mediante!matrices!de!identidad,!empleando!el!software!Clustal2.1.!

2.2.4.! An$lisis! de! expresi"n! transcripcional! de! los! genes! de! HDACs! en! diferentes! estadios! de!

desarrollo!de!Echinococcus!spp.!

Se! analizaron! los! niveles! de! expresi%n! de! los! genes! de! HDACs! en! diferentes! estadios! de!

desarrollo!de!par#sitos!del!g$nero!Echinococcus,!mediante!datos!de!RNAseq!disponibles!para!E.!

granulosus! s.s.! G1! (Zheng! y! col.,! 2013)! y! E.!multilocularis! (Huang! y! col.,! 2016).! Los! niveles! de!

expresi%n!para!cada!transcripto!de!HDAC,!expresados!como!RPKM!(del!ingl$s,!Reads!per!kilo!base!

per! million! mapped! reads),! se! compararon! entre! los! diferentes! estadios! de! desarrollo.! En! E.!

granulosus! s.s.! G1,! los! estadios! de! desarrollo! analizados! fueron:! par#sito! adulto,! oncosfera,!

metacestodo! y! protoesc%lex.! En! E.!multilocularis,! los! estadios! de! desarrollo! analizados! fueron:!

oncosfera,!oncosfera!activada!y!metacestodo!peque+o!de!4!semanas!de!cultivo!in!vitro.!

Todos! los! an#lisis! bioinform#ticos! descriptos! en! las! secciones! anteriores! se! realizaron!

utilizando! la! plataforma! y! herramientas! bioinform#ticas! del! cl*ster! de! servidores! del! Nodo!

Bioinform#tico! del! IMPaM! (https://bioinfo.fmed.uba.ar),! incorporado! al! Sistema! Nacional! de!

Computaci%n! de! Alto! desempe+o! (SNCAD),! ID! 924,! Resoluci%n! N°:! SCAT! 024-14,! mayo! 2014,!

Ministerio!de!Ciencia,!Tecnolog"a!e!Innovaci%n!Productiva!de!la!Naci%n!(MinCyT).!
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2.3.!Validaci"n!de!las!HDACs!de!cestodos!como!potenciales!blancos!farmacol"gicos!

2.3.1.!Soluciones!stock!!

Las!soluciones!stock!se!prepararon!disolviendo!los!compuestos!en!dimetilsulf%xido!(DMSO)!

al! 100'.! La! concentraci%n! de! la! soluci%n! stock! para! la! Tricostatina! A! (TSA;! Cell! Signaling!

Technology,!U.S.A.)!fue!de!10!mM!y!de!2!mM!para!el!Praziquantel!(PZ[)!y!el!Albendazol!(ABZ).!Las!

mismas!se!almacenaron!a!-20°C!hasta!su!utilizaci%n.!

2.3.2.!Ensayos!de!viabilidad!empleados!

Con!el!fin!de!evaluar!el!efecto!de!la!inhibici%n!de!las!HDACs!sobre!la!viabilidad!parasitaria!

en! cestodos,! se! adaptaron! dos! ensayos! de! viabilidad! independientes:! ¡)! por! mediciones!

metabolicas,! basado! en! la! reducci%n! de! la! resazurina! (AlamarBlue®)! y! ii)! por! mediciones! de!

motilidad! parasitaria.! Estas! metodolog"as! resultan! imprescindibles! para! la! determinaci%n! del!

efecto! antihelm"ntico! de! inhibidores! de! las! HDACs! sobre! la! viabilidad! parasitaria! de! TTy! de!M.!

corti!en!cultivo!in!vitro.!

2.3.2.1.! Adaptaci"n! del! ensayo! de! viabilidad! por! reducci"n! de! la! resazurina! para! la!

determinaci"n!de!la!viabilidad!parasitaria!de!Mesocestoides!corti!

El!ensayo!de!viabilidad!por!reducci%n!de!resazurina!(o!AlamarBlue®)!se!basa!en!el!empleo!

de!un!colorante!indicador!azul!no!fluorescente!(la!resazurina)!que!es!convertido,!en!una!reacci%n!

de! reducci%n!mediada!por! las! c$lulas!metab%licamente!activas,!en!un! indicador! rojo!altamente!

fluorescente! (la! resofurina).! Este! indicador,! adem#s! de! emitir! fluorescencia,! presenta! tambi$n!

m#ximos!de!absorci%n!en!diferentes!longitudes!de!ondas!para!el!compuesto!oxidado!y!reducido,!

lo!que!permite! la!determinaci%n!de! la!viabilidad!por!mediciones!de! fluorescencia!y!absorbancia!

(Figura!2.1).!

Los!par#metros!a!evaluar!en! la!puesta!a!punto!de!este!m$todo!fueron:!medio!de!cultivo,!

tama+o! y! n*mero! de! par#sitos! por! pocillo,! si! era! conveniente! realizar! la! medici%n! mediante!

fluorescencia! o! absorbancia,! longitudes! de! onda! de! medici%n! y! efecto! del! solvente! de! los!

compuestos! (DMSO).! A! fin! de! evaluar! estos! par#metros,! se! estableci%! un! protocolo! base! para!
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todas!las!mediciones.!Para!este!protocolo,!los!TTy!de!M.!corti,!en!n*mero!variable,!se!incubaron!

en!placas!de!96!pocillos!(Greiner!Bio-One,!Alemania)!con!200!µL!de!medio!de!cultivo!Mco-RPMI!

1640!por!pocillo.!Las!placas!fueron!incubadas!en!una!atm%sfera!controlada!de!5'!de!CO2!a!37°C.!

Por! otra! parte,! 24! h! previas! a! las!mediciones! se! agregaron! 20!µL! del! reactivo! de! AlamarBlue®!

(Thermo! Fisher! Scientific,! U.S.A.)! por! pocillo.! Todas! las! mediciones! de! la! puesta! a! punto! se!

realizaron!despu$s!de!3!d"as!de!incubaci%n.!En!cuanto!a!las!mediciones!por!fluorescencia,!$stas!se!

llevaron!a!cabo!mediante!el!Lector!de!microplacas!DTX-880!(Beckman!Coulter,!U.S.A.)!a!longitudes!

de!onda!de!excitaci%n!de!540!nm!y!de!emisi%n!de!580!nm.!Las!mediciones!de!absorbancia,!por!su!

parte,! se! llevaron! a! cabo! mediante! el! Lector! de! microplacas! Multiskan! FC! (Thermo! Fisher!

Scientific,!U.S.A.)!a!longitudes!de!onda!de!540!nm,!570!nm,!600!nm!y!630!nm.!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!2.1.! Espectros!de! fluorescencia! y! absorbancia!para! la! resazurina.! Se!muestran! (A)! el! espectro!de!

fluorescencia!y!(B)!el!espectro!de!absorbancia!de!la!resazurina,!reducida!y!oxidada,!en!funci%n!de!la!longitud!

de!onda!(nm).!

!

En!primera!instancia!se!determin%!el!medio!de!cultivo!a!emplear.!Se!evaluaron!los!medios!

Mco-PRMI!1640!con!y!sin!rojo!fenol.!Para!este!fin,! las!absorbancias!se!midieron!a!la!longitud!de!

onda!de!570!nm!para!los!medios!de!cultivo!antes!y!despu$s!del!agregado!de!la!resazurina.!

Por!otra!parte,!se!determin%!el!tama+o!conveniente!de!los!TTy!a!emplear!a!fin!de!reducir!la!

dispersi%n!de!las!mediciones.!Esto!se!realiz%!debido!a!la!heterogeneidad,!en!cuanto!al!tama+o,!de!

los! TTy! de!M.! corti.! Para! este! fin,! los! par#sitos! se! filtraron! por! tama+o!mediante!membranas!

filtrantes!de!poli$ster!de!poros!de!150!$m!y!250!$m.!Se!realizaron!mediciones!de!fluorescencia!
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Tabla 2.2. Coeficientes de exinción molar del reactivo de AlamarBlue®  

Longitud de onda εRED εOX

540 nm 104395 47619
570 nm 155677 80586
600 nm 14652 117216
630 nm 5494 34798

para! las! diferentes! poblaciones! parasitarias! obtenidas,! empleando! 20! TTy! por! pocillo! para! una!

r$plica!biol%gica!por!decuplicado.!

Otro! par#metro! a! considerar! fue! el! n*mero! de! TTy! por! pocillo! a! emplear.! Para! ello,! se!

determin%!el!porcentaje!de!reducci%n!de!la!resazurina!para!diferentes!n*meros!de!par#sitos!por!

pocillo! (5,! 10,!15,!20,! 25,!30,! 35,!40,! 45!y!50!TTy!por!pocillo).! El! porcentaje!de! reducci%n!de! la!

resazurina!se!determin%!para!tres!r$plicas!biol%gicas,!cada!una!por!triplicado,!mediante!siguiente!

ecuaci%n:!

!

\Ecuaci%n!2.1]!!!!!!!!

!

En!donde,!εOX!es!el!coeficiente!de!extinci%n!molar!del!reactivo!oxidado!de!AlamarBlue®!(de!

color! azul);! εRED! es! el! coeficiente! de! extinci%n!molar! del! reactivo! reducido! de! AlamarBlue®! (de!

color! rojo);! A! es! la! absorbancia! medida! para! el! ensayo! (medio! de! cultivo! con! par#sitos! y! el!

reactivo!de!AlamarBlue®);!A°!es!la!absorbancia!medida!para!el!medio!de!cultivo!(sin!los!par#sitos)!

con!el!reactivo!de!AlamarBlue®;!*1!es!la!menor!longitud!de!onda!empleada!(540nm!o!570!nm)!y!*2!

es! la! mayor! longitud! de! onda! empleada! (600nm! o! 630! nm).! En! la! Tabla! 2.2! se! muestran! los!

coeficientes! de! extinci%n! molar! para! el! reactivo! de! AlamarBlue®! oxidado! y! reducido! para! las!

diferentes!longitudes!de!onda.!

!

!

!

!

!

Por!otra!parte,!a!fin!de!evaluar!si!el!m$todo!de!determinaci%n!de!viabilidad!por!reducci%n!

de!la!resazurina!permitir"a!diferenciar!entre!par#sitos!vivo!y!muertos,!se!determin%!el!porcentaje!

de! reducci%n! de! la! resazurina! para! diferentes! proporciones! de! TTy! de!M.! corti! vivos:muertos!

(20:0;! 15:5;! 10:10;! 2:15! y! 0:20).! El! porcentaje! de! reducci%n! se! determin%! para! tres! r$plicas!

biol%gicas,! cada! una! por! triplicado.! Los! par#sitos! muertos! se! obtuvieron! pre-incubando! las!

muestras!en!etanol!al!70'!durante!30!min.!
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Por!*ltimo,!se!evalu%!el!efecto!del!dimetilsulf%xido!(DMSO)!sobre! la!viabilidad!parasitaria.!

Para! ello,! se! determin%! el! porcentaje! de! reducci%n! de! la! resazurina! para! TTy! incubados! con!

diferentes! concentraciones! de!DMSO! (0;! 0,5;! 1;! 1,5;! 2! y! 3'),! para! 3! y! 6! d"as!de! incubaci%n.! El!

porcentaje!de!reducci%n!se!determin%!para!tres!r$plicas!biol%gicas,!cada!una!por!triplicado.!

2.3.2.2.!Adaptaci"n!del!ensayo!de!viabilidad!por!mediciones!de!motilidad!para!la!determinaci"n!

de!la!viabilidad!parasitaria!de!Mesocestoides!corti!

El!ensayo!de!viabilidad!por!mediciones!de!motilidad!parasitaria!se!basa!en!la!cuantificaci%n!

objetiva!de! los!complejos!movimientos!producidos!por! la!actividad!espont#nea!de! los!m*sculos!

en!los!par#sitos.!La!cuantificaci%n!de!los!movimientos!parasitarios!es!utilizada!como!un!criterio!de!

la! viabilidad! parasitaria! (Simonetta! y! Golombek,! 2007).! Para! la! determinaci%n! de! la! motilidad!

parasitaria! se! emple%! el! dispositivo! wMicroTracker! ONE! (WMicrotracker! Designplus! SRL,!

Argentina).! Este! dispositivo! est#! compuesto! por! un! rayo! de! luz! infrarrojo! y! un! sistema! sensor.!

Cuando!los!par#sitos!se!mueven,!bloquean!el!rayo!infrarrojo!y!esto!es!detectado!por!el!sensor.!El!

sistema!sensor!traduce!la!se+al!y,!mediante!diferentes!algoritmos,!calcula!la!motilidad!parasitaria!

(expresada!como!"ndice!de!motilidad)!en!un!determinado!periodo.!Este!sistema!fue!dise+ado!para!

la! medici%n! de! la!motilidad,! y! por! ende! la! viabilidad,! de! Caenorhabditis! elegans! (Simonetta! y!

Golombek,!2007).!Este!m$todo!tiene!la!ventaja!de!permitir!un!sistema!de!medici%n!continuo!y!no!

invasivo!de!la!viabilidad!parasitaria.!

Los!par#metros!a!evaluar!para!la!puesta!a!punto!fueron:!n*mero!de!par#sitos!por!pocillo,!

algoritmo!de!medici%n! y!efecto!del!DMSO.!A! fin!de!evaluar!estos!par#metros,! se! estableci%!un!

protocolo!base!para! todas! las!mediciones.!Para!este!protocolo,! los! TTy!de!M.!corti,! en!n*mero!

variable,!se!incubaron!en!placas!de!96!pocillos!(Greiner!Bio-One,!Alemania)!con!200!µL!de!medio!

de!cultivo!Mco-RPMI!1640!por!pocillo.!Las!placas!fueron!incubadas!en!una!atm%sfera!controlada!

de!5'!de!CO2!a!37°C.!Todas! las!mediciones!de! la!puesta!a!punto!se! llevaron!a!cabo!empleando!

muestras!enriquecidas!en!TTy!entre!150!$m!y!250!$m;!obtenidas!mediante!filtraci%n!por!tama+o.!

Asimismo,!todas!las!mediciones!se!realizaron!despu$s!de!3!d"as!de!incubaci%n,!con!un!tiempo!de!

medici%n!de!2!horas!a!temperatura!constante!de!37°C.!

En! primera! instancia,! se! evalu%! el! n*mero! de! TTy! por! pocillo! a! emplear.! Para! ello,! se!

determin%!la!motilidad!parasitaria!para!diferentes!n*meros!de!par#sitos!por!pocillo!(1,!2,!3,!4,!5,!

6,!7,!8,!9!y!10!TTy!por!pocillo).!La!motilidad!parasitaria!se!determin%!mediante!el!algoritmo!�M3-C.!

elegans�,!para!tres!r$plicas!biol%gicas;!cada!una!por!cuadruplicado.!!
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Por!otra!parte,!a!fin!de!evaluar!si!el!m$todo!de!determinaci%n!de!viabilidad!por!mediciones!

de!motilidad! permitir"a! diferenciar! entre! par#sitos! vivos! y! muertos,! se! determin%! la!motilidad!

parasitaria!para!diferentes!proporciones!de!TTy!de!M.!corti!vivos:muertos!(5:0;!4:1;!3:2;!2:3,!1:4!y!

0:5).! La! motilidad! parasitaria! se! determin%! mediante! el! algoritmo! �M3-C.! elegans�,! para! tres!

r$plicas! biol%gicas;! cada! una! por! cuadruplicado.! Los! par#sitos! muertos! se! obtuvieron! pre-

incubando!las!muestras!en!etanol!al!70'!durante!30!min.!

Por! otro! lado,! se! evalu%! la! dispersi%n! de! las! mediciones! de! motilidad! mediante! los!

diferentes!algoritmos!del!equipo.!Para!este!fin,!se!determin%!la!motilidad!relativa!para!5!TTy!de!M!

corti!por! pocillo! con! los! principales! algoritmos:! �M3-C.! elegans�! y! �M3-Zebrafish�.!La!motilidad!

parasitaria!se!determin%!para!una!r$plica!biol%gica,!por!decuplicado.!

Por! *ltimo,! se! evalu%! el! efecto! del! DMSO! sobre! la! viabilidad! parasitaria.! Para! ello,! se!

determin%!diariamente!la!motilidad!parasitaria!para!5!TTy!por!pocillo!incubados!con!y!sin!DMSO!

1'! hasta! los! 6! d"as! de! incubaci%n.! El! "ndice! de!motilidad! relativa! (IMR)! se! calcul%!mediante! la!

siguiente!ecuaci%n:!!

!

\Ecuaci%n!2.2]!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!

En! donde,! el! �+ndice! de!motilidad! d#a! x�! es! el! determinado! para! un! determinado! d#a! de!

incubaci"n!y!el!�+ndice!de!motilidad!d#a!0�!es!el!determinado!para!el!d"a!0!de!incubaci%n.!El!IMR!

se!determin"!mediante!el!algoritmo!�M3-Zebrafish�,!para! tres!r-plicas!biol"gicas;! cada!una!por!

cuadruplicado.!

2.3.3.!Determinaci"n!del!efecto!del!inhibidor!de!las!HDACs!�Tricostatina!A�!sobre!la!viabilidad!

parasitaria!de!Mesocestoides!corti!

Se!evalu%!el!efecto!del!inhibidor!selectivo!de!las!HDACs!de!Clase!I!y!II,!Tricostatina!A!(TSA),!

sobre!la!viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!corti.!La!viabilidad!parasitaria!se!determin%!mediante!

los! ensayos! de! medici%n! de! la! viabilidad! por! reducci%n! de! la! resazurina! y! por! mediciones! de!

motilidad;! descriptos! en! las! Secciones! 2.3.2.1! y! 2.3.2.2,! respectivamente.! En! ambos! casos,! los!

par#sitos!(20!TTy!por!pocillo!para!el!ensayo!de!Alamar!Blue®!y!5!TTy!por!pocillo!para!el!ensayo!de!
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* * * *
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motilidad)! se! incubaron! en! 200!$L! de!medio!Mco-RMPI! 1640!por! pocillo! en!microplacas! de!96!

pocillos!(Greiner!Bio-One,!Alemania),!en!una!atm%sfera!controlada!de!5'!de!CO2!a!37°C!durante!6!

d"as!de!incubaci%n!y!sin!cambio!del!medio!de!cultivo.!A!fin!de!evaluar!el!efecto!de!la!TSA,!los!TTy!

se!incubaron!con!diferentes!concentraciones!del!inhibidor!(2,!10!y!20!$M).!Asimismo,!se!utilizaron!

TTy!pretratados!con!etanol!al!70'!durante!30!minutos!como!control!positivo!de!los!ensayos!y!TTy!

incubados!con!las!drogas!antihelm"nticas!praziquantel!(PZ[)!y!albendazol!(ABZ)!a!concentraciones!

de!1,!10!y!20!$M,!como!drogas!controles.!Todos!los!ensayos!se!realizaron!con!la!misma!cantidad!

del! veh"culo! de! las! drogas! (DMSO!a! la! concentraci%n! final! de! 1')! y!el! correspondiente! control!

negativo!(DMSO!1').!

En!el!caso!del!ensayo!de!Alamar!Blue®,!la!viabilidad!parasitaria!se!determin%!a!los!3!y!6!d"as!

postratamiento.! Brevemente,! 24! h! previas! a! las! lecturas! se! a+adieron! 20! $L! del! reactivo! de!

AlamarBlue®! por! pocillo.! Las! placas! se! midieron! a! longitudes! de! onda! de! 570! nm! y! 600! nm!

mediante!el!Lector!de!microplacas!Multiskan!FC!(Thermo!Fisher!Scientific,!U.S.A.).! El!porcentaje!

de!viabilidad!se!determin%!comparando!el!porcentaje!de!reducci%n!medido!para!los!TTy!tratados!

con! el! medido! para! los! par#sitos! del! grupo! control! (incubados! con! DMSO1'),! mediante! la!

siguiente!ecuaci%n:!

!

\Ecuaci%n!2.3]!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!!!!!!!!!

En! donde,! εOX! es! el! coeficiente! de! extinci%n!molar! del! reactivo! oxidado! de! AlamarBlue®!

(Tabla!2.2);!A!es!la!absorbancia!medida!para!los!TTy!tratados;!A>!es!la!absorbancia!medida!para!

los!TTy!del!grupo!control;!*1!es! la!menor! longitud!de!onda!empleada! (570!nm)!y!*2!es! la!mayor!

longitud!de!onda!empleada!(600!nm).!El!porcentaje!de!viabilidad!se!determin%!para!tres!r$plicas!

biol%gicas,!cada!una!por!triplicado.!

En!el! caso!de! las!mediciones!de!motilidad,! la! viabilidad!parasitaria! se!determin%!para! los!

d"as! 0,! 3! y! 6! postratamiento.! Brevemente,! las! placas! fueron! medidas! mediante! el! dispositivo!

wMicroTracker! ONE! (WMicrotracker! Designplus! SRL,! Argentina)! durante! 2! h! a! temperatura!

controlada!de!37°C.!El!"ndice!de!motilidad!se!determin%!para!cada!d"a!mediante!el!algoritmo!�M3-

Zebrafish�.! La! viabilidad! parasitaria,! expresada! como! "ndice! de! motilidad! relativa,! se! calcul%!

mediante!la!Ecuaci%n!2.2,!para!tres!r$plicas!biol%gicas,!cada!una!por!cuadruplicado.!
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2.3.4.!Determinaci"n!del!efecto!del!inhibidor!de!las!HDACs!�Tricostatina!A�!sobre!la!morfolog#a!

parasitaria!de!Mesocestoides!corti!

Se!realizaron!inspecciones!visuales!de!los!cultivos!parasitarios!a!fin!de!determinar!el!efecto!

de!la!TSA!sobre!la!morfolog"a!general!de!TTy!de!M.!corti.!Las!placas!de!cultivo!fueron!observadas!

mediante!un!microscopio!invertido!(Carl!Zeiss,!Alemania),!acoplado!a!una!c#mara!de!video!digital!

a!fin!de!realizar!los!registros!fotogr#ficos.!

2.3.5.!Determinaci"n!del!efecto!del!inhibidor!de!las!HDACs!�Tricostatina!A�!sobre!los!niveles!de!

acetilaci"n!de!prote#nas!de!Mesocestoides!corti!

2.3.5.1.!Muestras!para!Western!blot!

Se!analiz%!el!efecto!de! la!TSA! sobre! los!niveles!de!acetilaci%n!de!prote"nas!de!TTy!de!M.!

corti,!mediante!Western!Blot!semicuantitativo.!Las!muestras!para!los!Western!Blot!se!obtuvieron!

incubando!50!µL!de!pellet!de!TTy!de!M.!corti!(aproximadamente!100!TTy)!en!1!mL!de!medio!Mco-

RPMI! 1640! con! TSA! a! concentraciones! de! 20! y! 40! $M.! Asimismo,! se! emplearon! muestras!

incubadas!con! las!drogas!antihelm"nticas!PZ[!y!ABZ!a!20!$M;!como!drogas!controles.!Todos! los!

ensayos!se!realizaron!con!la!misma!cantidad!del!veh"culo!de!las!drogas!(DMSO!a!la!concentraci%n!

final! de! 1')! y! el! correspondiente! control! negativo! (DMSO! 1').! Se! obtuvieron! extractos! de!

prote"nas! totales! (homogenatos)! de! TTy! luego! de! 3! y! 6! d"as! postratamiento.! Brevemente,! los!

pellets!previamente!tratados!se!lavaron!tres!veces!con!PBS!en!hielo!y!se!re-suspendieron!en!500!

µL! se! soluci%n! tamp%n! RIPA! fr"a! (Anexo! A1.2).! Los! homogenatos! se! obtuvieron! lisando! las!

muestras! parasitarias! por! sonicaci%n! (6! repeticiones! de! 30! seg! al! 60'! de! intensidad,! con!

intervalos!de!incubaci%n!en!hielo!de!60!seg)!empleando!un!sonicador!celular!ultras%nico!Torb$o.!

La! lisis! completa! se! verific%! por! inspecci%n! al! microscopio! invertido.! Los! homogenatos! se!

purificaron!por!centrifugaci%n!a!15!000!g!durante!60!min!a!4°C;!se!recogieron!los!sobrenadantes!y!

se! determin%! la! concentraci%n! de! prote"nas! totales!mediante! el! ensayo!de! Bradford! (Bradford,!

1976),!por!triplicado!para!cada!muestra.!La!concentraci%n!de!prote"nas!se!realiz%!empleando!el!kit!

colorim$trico! para!medici%n! de! concentraci%n! de! prote"nas! totales! Bio-Rad!Protein! Assay! (Bio-

Rad,!U.S.A.),!de!acuerdo!a!las!especificaciones!del!fabricante.!Las!muestras!se!conservaron!-80!°!C!

hasta!su!utilizaci%n.!
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2.3.5.2.!Ensayo!de!Western!blot!

Los!homogenatos!de!prote"nas!totales!se!analizaron!mediante!SDS-PAGE!(del!ingl$s,!Sodium!

Dodecyl!Sulfate!Polyacrylamide!Gel!Electrophoresis)! (He,!2011)!y!Western!Blot!(Burnette,!1981).!

Los!homogenatos!se!disolvieron!en!la!soluci%n!tamp%n!de!carga!SDS-PAGE!5X!(Anexo!A.1.3.3)!y!se!

desnaturalizaron!por!calentamiento!a!98°C!durante!5!min.!La!separaci%n!de!prote"nas!se!realiz%!

mediante!SDS-PAGE!en!un!mini-gel!de!SDS-PAGE!al!15'!(Anexo!A1.3.7).!Para!ello!se!sembraron!25!

µg!de!prote"nas!totales!de!cada!muestra!por!calle!y!se!corri%!a!120!V!por!2!h.!Adem#s,!se!sembr%!

3! $L! del! marcador! de! peso! molecular! Precision! Plus! Protein�! Dual! Color! Standards! (Bio-Rad,!

U.S.A.)! por! gel.! Finalmente,! las! muestras! se! transfirieron! a! una! membrana! de! nitrocelulosa!

Amersham!RPN203D!(GE!Healthcare,!U.S.A.)!por!el!m$todo!de!transferencia!semi-seco,!usando!el!

equipo! SEMI-PHOR! (Bio-Rad,!U.S.A).! La! transferencia! se! comprob%!por! tinci%n! con! el! colorante!

rojo!Ponceau.!!

Para!los!Western!Blot,!las!membranas!se!bloquearon!con!la!soluci%n!tamp%n!TBS-T!(Anexo!

A1.4)!con!5'!p/v!de! leche!descremada!(Sttevy,!Argentina)!durante!2!h!a!temperatura!ambiente!

con!agitaci%n.! Las!membranas! se! incubaron! con! los! anticuerpos!anti-Histona!H4! tetra-acetilada!

(anticuerpo! policlonal! de! conejo! producido! mediante! el! p$ptido! \AGGAcKGGAcKGMGAc!

KVGAAcKRHS];! correspondiente!a! los!amino#cidos!2-19!de! la!histona!H4,!acetilada!en! todos! los!

residuos! de! lisina,! de! Tetrahymena! conjugado! a! KLH)! (06-866;! EMD! Millipore,! U.S.A.)! y! el!

anticuerpo! anti-pan! lisina! acetilada! (anticuerpo! policlonal! de! conejo! producido! mediante! KLH!

acetilado! conjugado)! (ICP0380;! Inmunechem,! Canad#).! Ambos! anticuerpos! se! emplearon! a! la!

diluci%n! de! 1:2000.! La! incubaci%n! se! realiz%! durante! toda! la! noche! a! 4°C! con! agitaci%n! suave.!

Despu$s! de! la! incubaci%n,! las!membranas! se! lavaron! tres! veces! con! TBS-T! durante! 5!min! y! se!

incubaron! con! el! anticuerpo! secundario! (anticuerpo! anti! conejo! conjugado! con! HRP)! (Sigma-

Aldrich,!U.S.A.)!a!una!diluci%n!de!1:3000!durante!2!h!a!temperatura!ambiente!con!agitaci%n!suave.!

Despu$s!de! la! incubaci%n!con!el!anticuerpo!secundario,! las!membranas!se! lavaron!dos!veces!en!

TBS-T! durante! 5!min! y! una! vez! en! TBS! durante! otros! 5!min! en! agitaci%n! suave.! Los! complejos!

Ant"geno-Anticuerpo1°-Anticuerpo2°,! en! las!membranas,! se! detectaron!mediante! el! sistema! de!

detecci%n! de! ECL! (del! ingl$s,! Enhanced! Chemiluminescence)! (Sigma-Aldrich,! U.S.A.),! como! se!

describi%! previamente! (Mruk! y! Cheng,! 2011).! Las! bandas! se! visualizaron! y! documentaron!

mediante! el! equipo! BioSpectrum! 515! Imaging! Systems! (UVP,! Alemania);! de! acuerdo! con! las!

recomendaciones!del!fabricante.!
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2.3.6.!An$lisis!estad#sticos!

Los! datos! obtenidos! para! los! ensayos! de! viabilidad! se! analizaron! mediante! el! software!

GhraphPad!Prism!8.!Para!analizar! los! efectos! de! los! compuestos! sobre! la! viabilidad! parasitaria,!

para!ambos!ensayos,!se!realiz%!una!prueba!de!ANOVA!de!dos!colas.!Las!diferencias!significativas!

(P!'!0,05)!se!determinaron!mediante!el!post-test!de!Dunnett.!Los!an#lisis!se!realizaron!para!tres!

r$plicas!biol%gicas!independientes!(correspondientes!a!muestras!de!ratones!diferentes),!cada!una!

por! triplicado!para!el! ensayo!de!AlamarBlue®! y!por!cuadruplicado!para!el!ensayo!de!motilidad,!

comparando!cada!compuesto!y!concentraci%n!con!los!par#sitos!del!grupo!control.!

Los!an#lisis!de!densitometr"a!de!los!Western!Blot!se!llevaron!a!cabo!utilizando!el!software!

ImageJ!versi%n!1.49;!para!dos!r$plicas!biol%gicas!independientes,!por!duplicado.!La!normalizaron!

se!realiz%!en!base!a!la!cantidad!total!de!prote"nas!de!la!misma!muestra,!determinada!por!tinci%n!

con! azul! de! Coomassie! en! un! mini-gel! SDS-PAGE! al! 15'! cargado! con! las! mismas! muestras! y!

corrido! en! paralelo.! Los! resultados! se! expresaron! como! el! cambio! en! la! densidad! relativa! en!

comparaci%n!con!el!grupo!control!de!homogenatos!de!TTy!incubados!con!el!veh"culo!de!la!droga!

(DMSO!al!1').!

2.4.!Evaluaci"n!del!efecto!antihelm#ntico!de!un!alto!n%mero!de!inhibidores!de!HDACs!

2.4.1.!Soluciones!Stock!

Los!inhibidores!de!las!HDACs!y!Sirtuinas!evaluados!en!este!trabajo!se!muestran!en!la!Tabla!

2.3,! junto! con! su! estructura! qu"mica! y! la! referencia! bibliogr#fica.! Las! soluciones! stock! se!

prepararon!disolviendo!los!compuestos!en!dimetilsulf%xido!(DMSO)!al!100'.!La!concentraci%n!de!

stock! para! todos! los! compuestos! fue! de! 10!mM.! Las!mismas! se! almacenaron! a! -20°C! hasta! su!

utilizaci%n.!Todos!los!compuestos!de!la!Tabla!2.3!fueron!gentilmente!cedidos!por!el!Dr.!Mandred!

Jung! (Albert-Ludwigs-Universit^t! Freiburg,! Alemania)! y! el! Dr.! Wolfgang! Sippl! (Martin-Luther-

Universit^t!Halle-Wittenberg,!Alemania).!!

!

!

!
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Tabla 2.3. Lista de inhibidores de la enzimas Histonas deacetilasas y Sirtuinas ensayados

Nombre Estructura quimica Blanco farmacológico Referencias*

Entinostat
HDACs!de!Clase!I!(HDAC1!y!

HDAC3!principalmente)
(Hu!y!col.,!2003)

TH60 SmpHDAC8
(Heimburg!y!col.,!2016!y!2017)!!!!!!!!!!!!!

13k!y!3!respectivamente

TH65 SmpHDAC8

(Heimburg!y!col.,!2016)!!!!!!!!!!!!!!

(Marek!y!col.,!2018)!!!!!!!!!!!!!!!!!!

13l!y!5!respectivamente

TH71 !!n.!d. SmpHDAC8
(Heimburg!y!col.,!2016)!!!!!!!!!!!!

16a

TH74 SmpHDAC8
(Heimburg!y!col.,!2016)!!!!!!!!!!!!

13t

TH85 SmpHDAC8
(Heimburg!y!col.,!2016)!!!!!!!!!!!!

13o

TH92 SmpHDAC8
(Heimburg!y!col.,!2016)!!!!!!!!!!!!

13za

TH119 SmpHDAC8 no!publicado

TH120 SmpHDAC8
(Marek!y!col.,!2018)!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

6

TH128 SmpHDAC8 no!publicado

TH137 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

TH138 SmpHDAC8 no!publicado

TH139 SmpHDAC8 no!publicado

TH143 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

EG13 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

EG18 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

Continua!en!la!p"gina!siguiente

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!
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Continua!de!la!p"gina!anterior

EG20 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

EG32 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

TB56 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

TB87 SmpHDAC8 no!publicado

TB98 SmpHDAC8 no!publicado

PZ5 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

PZ28 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

PZ31 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

SD14 !!n.!d. SmpHDAC8 no!publicado

JS16 HsaHDAC6
(Senger!y!col.,!2016)!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

4e

JS28 HsaHDAC6
(Senger!y!col.,!2016)!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

4g

KK16 HsaHDAC6
(King!y!col.,!2018)!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

2d

ST36 HsaHDAC6
(Sch^fer!y!col.,!2008)!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

4l

Mz25 SIRT2

(Rumpf!y!col.,!2015)!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

(Schiedel!y!col.,!2016)!!!!!!!!!!!!!!!!!

SirtReal2

Mz236 SIRT2
(Schiedel!y!col.,!2016)!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

9

AGK2 SIRT2 (Outeiro!y!col.,!2007)

Ex-527 SIRT1 (Napper!y!col.,!2005)

>!Debajo!de!la!referencia!bibliogr#fica!se!indica!la!denominaci%n!del!compuesto!en!la!publicaci%n!citada.

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!
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2.4.2.!Determinaci"n!del!efecto!antihelm#ntico!de! los! inhibidores!de! las!HDACs!y! las!Sirtuinas!

sobre!la!viabilidad!parasitaria!de!Mesocestoides!corti!

Se! evalu%! el! efecto! de! los! inhibidores! de! las! enzimas! HDACs! y! las! Sirtuinas! sobre! la!

viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!corti.!La!viabilidad!parasitaria!se!determin%!mediante!el!ensayo!

de!viabilidad!por!mediciones!de!motilidad.!Brevemente,!se!incubaron!5!TTy!por!pocillo!en!200!$L!

de!medio!Mco-RMPI!1640!por!pocillo!en!microplacas!de!96!pocillos!(Greiner!Bio-One,!Alemania),!

en!una!atm%sfera!controlada!de!5'!de!CO2!a!37°C!durante!9!d"as;!sin!cambio!del!medio!de!cultivo.!

Los!inhibidores!de!HDACs!y!las!Sirtuinas!(Tabla!2.3)!se!evaluaron!a!diferentes!concentraciones!(2,!

20!y!50!$M).!Asimismo,!se!utilizaron!TTy!pretratados!con!etanol!al!70'!durante!30!minutos!como!

control! positivo! de! los! ensayos! y! TTy! incubados! con! las! drogas! antihelm"nticas! PZ[! y! ABZ! y! el!

inhibidor!de!HDACs!TSA!a!la!concentraci%n!de!20!μM,!como!drogas!controles.!Todos!los!ensayos!

se!realizaron!con!la!misma!cantidad!del!veh"culo!de!las!drogas!(DMSO!a!la!concentraci%n!final!de!

1')! y! el! correspondiente! control! negativo! (DMSO! 1').! La! viabilidad! parasitaria! se! determin%!

diariamente! mediante! el! dispositivo! wMicroTracker! ONE! (WMicrotracker! Designplus! SRL,!

Argentina)! durante! 2! h! a! temperatura! controlada! de! 37°C.! El! "ndice! de!motilidad! se! determin%!

para! cada! d#a!mediante! el! algoritmo! �M3-Zebrafish�.! La! viabilidad! parasitaria,! expresada! como!

"ndice! de!motilidad! relativa,! se! calcul%!mediante! la! Ecuaci%n! 2.2,! para! tres! r$plicas! biol%gicas,!

cada!una!por!cuadruplicado.!

2.4.3.!Determinaci"n!del!efecto!de!los!inhibidores!de!HDACs!y!Sirtuinas!sobre!la!morfolog#a!de!

Mesocestoides!corti!

Se!realizaron!inspecciones!visuales!de!los!cultivos!parasitarios!a!fin!de!determinar!el!efecto!

de!los!inhibidores!de!las!enzimas!HDACs!y!las!Sirtuinas!sobre!la!morfolog"a!general!de!TTy!de!M.!

corti.! Las! placas! de! cultivo! fueron! observadas! mediante! un! microscopio! invertido! (Carl! Zeiss,!

Alemania),!acoplado!a!una!c#mara!de!video!digital!a!fin!de!realizar!los!registros!fotogr#ficos.!

2.4.4.!An$lisis!estad#stico!

Los!datos!obtenidos!para! la!determinaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!de! los! inhibidores!de!

las! enzimas!HDACs! y! las! Sirtuinas! se! analizaron!mediante! el! software!GhraphPad!Prism!8.!Para!

analizar! los! efectos! de! los! compuestos! sobre! la! viabilidad! parasitaria! se! realiz%! una! prueba! de!
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ANOVA!de!dos!colas.!Las!diferencias!significativas! (P!'!0,05)!se!determinaron!mediante!el!post-

test! de! Dunnett.! Los! an#lisis! se! realizaron! para! tres! r$plicas! biol%gicas! independientes!

(correspondientes! a!muestras!de! ratones!diferentes),! cada!una!por! cuadruplicado,! comparando!

cada!compuesto!y!concentraci%n!con!los!par#sitos!del!grupo!control.!

2.5.! Caracterizaci"n!del! efecto! farmacol"gico! de! los! inhibidores! seleccionados! de! las! enzimas!

HDACs!y!Sirtuinas!!

Se!caracterizaron!los!mejores!inhibidores!de!las!enzimas!HDACs!y!Sirtuinas!seleccionados!en!

base! a! su! efecto! antihelm"ntico! determinado! en! la! Secci%n! 2.4.! Se! tom%! como! criterio! para! la!

selecci%n! que! los! compuestos! produzcan! la!muerte! de! los! TTy! de!M.! corti! (IMR! por! debajo! de!

0,05)!antes!de!los!9!d"as!de!incubaci%n!a!la!concentraci%n!de!20!μM.!

2.5.1.!Determinaci"n!del!efecto!dosis-respuesta!de!los!inhibidores!seleccionados!de!las!enzimas!

HDACs!y!Sirtuinas!!

Se!evalu%!el!efecto!dosis-respuesta!de!los!inhibidores!de!las!enzimas!HDACs!y!las!Sirtuinas!

seleccionados! sobre! la! viabilidad! parasitaria! de! TTy! de! M.! corti.! La! viabilidad! parasitaria! se!

determin%! mediante! el! ensayo! de! viabilidad! por! mediciones! de! motilidad.! Brevemente,! se!

incubaron!5!TTy!por!pocillo!en!200!μL!de!medio!Mco-RMPI!1640!por!pocillo!en!microplacas!de!96!

pocillos!(Greiner!Bio-One,!Alemania),!en!una!atm%sfera!controlada!de!5'!de!CO2!a!37°C!durante!6!

d"as,! sin! cambio! del! medio! de! cultivo.! Los! inhibidores! de! HDACs! y! Sirtuinas! seleccionados! se!

evaluaron!a!diferentes!concentraciones:!Entinostat!(0,05;!0,1;!0,5;!1;!2;!20!y!50!μM),!TH65!(2,!5,!

10,!15,!20!y!50!μM),!TH92!(2,!5,!10,!15,!20!y!50!$M)!y!Mz25!(2,!10,!20,!30,!40!y!50!μM).!Asimismo,!

se!utilizaron!TTy!pretratados!con!etanol!al!70'!durante!30!minutos!como!control!positivo!de!los!

ensayos.!Por!otra!parte,! tambi$n!se!evalu%!el!efecto!dosis-respuesta!de! la!droga!antihelm"ntica!

ABZ!(2,!10,!20,!30,!40!y!50!$M),!como!droga!control.!Todos!los!ensayos!se!realizaron!con!la!misma!

cantidad!del!veh"culo!de! las!drogas! (DMSO!a! la!concentraci%n! final!de!1')!y!el!correspondiente!

control!negativo!(DMSO!1').!La!viabilidad!parasitaria!se!determin%!a!los!d"as!0!y!6!postratamiento!

mediante!el!dispositivo!wMicroTracker!ONE!(WMicrotracker!Designplus!SRL,!Argentina)!durante!2!

h!a!temperatura!controlada!de!37°C.!El!"ndice!de!motilidad!se!determin%!para!cada!d"a!mediante!

el! algoritmo! �M3-Zebrafish�.! La! viabilidad! parasitaria,! expresada! como! #ndice! de! motilidad!

relativa,! se! calcul%! mediante! la! Ecuaci%n! 2.2.! Los! datos! obtenidos! se! analizaron! mediante! el!
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software! GhraphPad! Prism! 8.! Para! analizar! el! efecto! dosis-respuesta! de! los! compuestos!

seleccionados!y!el!ABZ!sobre!la!viabilidad!parasitaria,!se!realizaron!regresiones!no!lineales!a!fin!de!

obtener!curvas! respuesta!vs! \inhibidor].!Asimismo,! se! calcularon! los!par#metros:! concentraci%n!

inhibitoria!media!(IC50),!concentraci%n!inhibitoria!25'!(IC25)!y!90'!(IC90),!mediante!interpolaciones!

en!de!las!curvas!con!un!intervalo!de!confianza!de!95'!(IC95').!Los!an#lisis!se!realizaron!para!tres!

r$plicas!biol%gicas!independientes!(correspondientes!a!muestras!de!ratones!diferentes),!cada!una!

por!cuadruplicado.!

2.5.2.! Determinaci"n! de! la! reversibilidad! del! efecto! antihelm#ntico! de! los! inhibidores!

seleccionados!de!las!enzimas!HDACs!y!Sirtuinas!

Se! evalu%! la! reversibilidad! del! efecto! antihelm"ntico! de! los! inhibidores! de! las! enzimas!

HDACs!y!las!Sirtuinas!seleccionados!sobre!la!viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!corti.!La!viabilidad!

parasitaria! se! determin%! mediante! el! ensayo! de! viabilidad! por! mediciones! de! motilidad.!

Brevemente,!se! incubaron!5!TTy!por!pocillo!en!200!μL!de!medio!Mco-RMPI!1640!por!pocillo!en!

microplacas!de!96!pocillos! (Greiner!Bio-One,!Alemania),!en!una!atm%sfera!controlada!de!5'!de!

CO2!a!37°C!durante!6!d"as,!sin!cambio!del!medio!de!cultivo.!Los!inhibidores!de!HDACs!y!Sirtuinas!

seleccionados! se! evaluaron! a! concentraciones! cercanas! a! los! IC90! determinados! en! la! Secci%n!

2.5.1.!Asimismo,!se!utilizaron!TTy!pretratados!con!etanol!al!70'!durante!30!minutos!como!control!

positivo!de!los!ensayos.!Por!otra!parte,!tambi$n!se!evalu%!la!reversibilidad!del!efecto!de!la!droga!

antihelm"ntica!ABZ,! utilizada! como!droga! control,! a! concentraci%n! cercana! al! IC90! determinado.!

Todos! los! ensayos! se! realizaron! con! la!misma! cantidad! del! veh"culo! de! las! drogas! (DMSO! a! la!

concentraci%n! final!de!1')!y!el!correspondiente!control!negativo! (DMSO!1').!Despu$s!de! los!6!

d"as! postratamientos,! lo! TTy! de!M.! corti! se! lavaron! tres! veces! con! PBS! (a! fin! de! eliminar! los!

compuestos)!y!se!incubaron!en!200!μL!de!medio!Mco-RMPI!1640!(sin!los!compuestos)!por!pocillo!

en! una! atm%sfera! controlada! de! 5'! de! CO2! a! 37°C! durante! 8! d"as! adicionales,! sin! cambio! del!

medio! de! cultivo.! La! viabilidad! parasitaria! se! determin%! diariamente! hasta! los! 14! d"as!

postratamiento! mediante! el! dispositivo! wMicroTracker! ONE! (WMicrotracker! Designplus! SRL,!

Argentina)! durante! 2! h! a! temperatura! controlada! de! 37°C.! El! "ndice! de!motilidad! se! determin%!

para! cada! d#a!mediante! el! algoritmo! �M3-Zebrafish�.! La! viabilidad! parasitaria,! expresada! como!

"ndice!de!motilidad!relativa,!se!calcul%!mediante!la!Ecuaci%n!2.2.!Por!*ltimo,!los!datos!obtenidos!

se! analizaron! mediante! el! software! GhraphPad! Prism! 8,! para! tres! r$plicas! biol%gicas!

independientes!(correspondientes!a!muestras!de!ratones!diferentes),!cada!una!por!cuadruplicado.!
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2.5.3.! Determinaci"n! del! efecto! de! los! inhibidores! seleccionados! de! las! enzimas! HDACs! y!

Sirtuinas!sobre!la!ultraestructura!de!Mesocestoides!corti!

Se!evalu%!el!efecto!de!los!inhibidores!de!las!enzimas!HDACs!y!Sirtuinas!seleccionados!sobre!

la!morfolog"a! ultraestructural! de! TTy! de!M.! corti,!mediante!Microscop"a! Electr%nica! de! Barrido!

(MEB).!Para!ello,!se!incubaron!20!μL!de!pellet!de!TTy!de!M.!corti!(aproximadamente!40!TTy)!por!

pocillo!en!500!μL!de!medio!Mco-RMPI!1640!por!pocillo!en!microplacas!de!24!pocillos!(Greiner!Bio-

One,!Alemania),!en!una!atm%sfera!controlada!de!5'!de!CO2!a!37°C!durante!6!d"as,!sin!cambio!del!

medio! de! cultivo.! Los! inhibidores! de! HDACs! y! Sirtuinas! seleccionados! se! evaluaron! a!

concentraciones!de!20!μM.!Asimismo,!tambi$n!se!evalu%!el!efecto!el!inhibidor!de!las!HDACs!TSA!a!

20!µM.!Todos!los!ensayos!se!realizaron!con!la!misma!cantidad!del!veh"culo!de!las!drogas!(DMSO!a!

la!concentraci%n!final!de!1')!y!el!correspondiente!control!negativo!(DMSO!1').!Despu$s!de!los!6!

d"as!postratamientos,! los!TTy!de!M.!corti! se! lavaron! tres!veces!con!PBS!y! se! fijaron!en!1!mL!de!

Soluci%n!de!Fijaci%n!fr"a!(glutaraldeh"do!al!3'!en!Soluci%n!tamp%n!fosfato!0,1')!durante!72!h!a!

4°C.! Despu$s! de! la! fijaci%n,! se! realizaron! 3! lavados! de! 15!min! cada! uno! con! Soluci%n! tamp%n!

fosfato! 0,1! '! (Anexo! A1.6).! Finalmente,! las! muestras! se! deshidrataron! por! incubaciones!

secuenciales! en! concentraciones! ascendentes! de! etanol:! 50'! (10!min),! 70'! (10!min),! 80'! (10!

min),! 90'! (10! min),! 95'! (10! min),! 100'! (10! min,! 2! veces)! y! luego! se! incubaron! en!

Hexametildisilazano!(HMDS;!5!min,!1!h!y!toda!la!noche)!bajo!campana.!Antes!de!su!observaci%n,!

todos! los! espec"menes! se! cubrieron! con! part"culas! de! oro! (100! Å! de! espesor)! y! se! tomaron!

microfotograf"as! a! 15! KV! en! un! microscopio! electr%nico! de! barrido! JEOL! JSM-6460! LV.! Este!

objetivo!fue!llevado!a!cabo!por!medio!de!una!pasant"a!en!el!laboratorio!de!la!Dra.!Celina!Elissondo!

del!Departamento! de! Biolog"a! de! la! Facultad!de! Ciencias! Exactas! y!Naturales!de! la!Universidad!

Nacional!de!Mar!del!Plata!(UNMdP),!Argentina.!

2.5.4.!Determinaci"n!del!efecto!antihelm#ntico!de!combinaciones!de!a!pares!de!los!compuestos!

seleccionados!y!el!ABZ!

Se!evalu%!el!efecto! antihelm"ntico!de!combinaciones!de!a!pares!de! los! inhibidores!de! las!

enzimas!HDACs!y! Sirtuinas! seleccionados,!y!el!ABZ,! sobre! la! viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!

corti.!La!viabilidad!parasitaria!se!determin%!mediante!el!ensayo!de!viabilidad!por!mediciones!de!

motilidad.!Brevemente,!se! incubaron!5!TTy!por!pocillo!en!200!$L!de!medio!Mco-RMPI!1640!por!

pocillo!en!microplacas!de!96!pocillos! (Greiner!Bio-One,!Alemania),!en!una!atm%sfera!controlada!

de!5'!de!CO2!a!37°C!durante!9!d"as,!sin!cambio!del!medio!de!cultivo.!Los!inhibidores!de!HDACs!y!
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Sirtuinas! seleccionados! y! el! ABZ! se! evaluaron,! individualmente! o! en! combinaciones,! a!

concentraciones!cercanas!a!los!IC25!determinados!en!la!Secci%n!2.5.1.!Asimismo,!se!utilizaron!TTy!

pretratados!con!etanol!al!70'!durante!30!minutos!como!control!positivo!de! los!ensayos.!Todos!

los! ensayos! se! realizaron! con! la! misma! cantidad! del! veh"culo! de! las! drogas! (DMSO! a! la!

concentraci%n! final! de! 1')! y! el! correspondiente! control! negativo! (DMSO! 1').! La! viabilidad!

parasitaria! se! determin%! diariamente! hasta! los! 9! d"as! postratamiento! mediante! el! dispositivo!

wMicroTracker! ONE! (WMicrotracker! Designplus! SRL,! Argentina)! durante! 2! h! a! temperatura!

controlada!de!37°C.!El!"ndice!de!motilidad!se!determin%!para!cada!d"a!mediante!el!algoritmo!�M3-

Zebrafish�.! La! viabilidad! parasitaria,! expresada! como! #ndice! de! motilidad! relativa,! se! calcul"!

mediante! la! Ecuaci%n! 2.2.! Por! *ltimo,! los! datos! obtenidos! se! analizaron!mediante! el! software!

GhraphPad!Prism!8,!para!tres!r$plicas!biol%gicas!independientes!(correspondientes!a!muestras!de!

ratones!diferentes),!cada!una!por!cuadruplicado.!

Para!los!6!d"as!de!incubaci%n!se!calcul%!el!`ndice!de!efecto!proporcional!(IEP)!de!los!pares!

de!compuestos,!mediante!la!siguiente!ecuaci%n:!!

!

\Ecuaci%n!2.4]!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!

En! donde,! el! �efecto! proporcional!medido�! corresponde! al! efecto! determinado! (en! este!

caso,!corresponde!a!los!"ndice!de!motilidad!relativa!determinados!a!los!6!d"as!de!incubaci%n)!para!

la! combinaci"n! de! un! par! de! compuesto! y! el! �efecto! proporcional! te"rico�! corresponde! a! la!

multiplicaci%n! de! los! efectos! individuales,! determinados! para! cada! compuesto! a! los! 6! d"as! de!

incubaci%n.!

2.6.!Caracterizaci"n!estructural!de!las!HDACs!como!potenciales!blancos!farmacol"gicos!

2.6.1.! Clonado! y! secuenciaci"n! de! la! HDAC8! de! Echinococcus! canadensis!G7! y!Mesocestoides!

corti!

Se!determinaron! las! secuencias! completas! correspondientes! a! los!CDS! (del! ingl$s,!Coding!

Sequence)! de! la!HDAC8!de!M.!corti! (McoHDAC8)!y!E.! canadensis!G7! (EcaHDAC8),!mediante!RT-

PCR,!clonado!y!secuenciaci%n.!Para!ello,!se!extrajo!ARN!total!a!partir!de!50!μL!de!pellet!de!TTy!de!
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M.! corti! y! PSC! de! E.! canadensis! G7,! utilizando! el! reactivo! Trizol! (Life! Technologies,! U.S.A.);! de!

acuerdo! con! las! instrucciones! del! fabricante.! Para! la! obtenci%n! de! los! ADNc! (ADN!

complementarios),! un! total! de! 2! $g! del! ARN! obtenido! se! trat%! con! ADNasa! I! libre! de! ARNasa!

(Thermo! Fisher! Scientific,!U.S.A.);! de! acuerdo! a! las! indicaciones! del! fabricante.! La! transcripci%n!

reversa! se! realiz%! mediante! la! Transcriptasa! reversa! SuperScript! III! (Thermo! Fisher! Scientific,!

U.S.A.)! y! el! cebador! oligo(dT)18! (Integrated! DNA! Technologies,! U.S.A.)! de! acuerdo! a! las!

especificaciones!del!fabricante.!Los!ADNc!correspondientes!a!cada!HDAC8!se!amplificaron!por!PCR!

(del!ingl$s,!Polymerase!Chain!Reaction),!utilizando!la!ADN!polimerasa!de!alta!fidelidad!KAPA!HiFi!

(Biosystems,! U.S.A.)! y! cebadores! espec"ficos! para! cada! gen:! HDAC8! de!M.! corti! (HDAC8-F:! 5{-

ATGCCTTCGCGAGTTGGCATTG-3{! y! HDAC8-R:! 5´-! CTATGGACCCAGGCGATTGAACGA-3´)! y! para!

HDAC8! de! E.! canadensis! G7! (HDAC8-F:! 5´-ATGCCCTCTCCCGTTGGTATTG-3´! y! HDAC8-R:! 5´-

TTAAACGCGTTAAAGGCACAA-3´)! (Thermo! Fisher! Scientific,! U.S.A.)! de! acuerdo! a! las!

especificaciones! del! fabricante! (m#s! especificaciones! y! los! ciclos! de! PCR! se! pueden! ver! en! el!

Anexo! A6.1).! Los! cebadores! fueron! dise+ados! manualmente! para! obtener! los! CDS! completos,!

basados! en! secuencias! nucleot"dicas! de! los! genes! de! HDAC8.! Los! productos! se! clonaron! en! el!

vector!pCR2.1-TOPO!utilizando!el!kit!de!clonaci%n!TOPO®!TA!(Thermo!Fisher!Scientific,!U.S.A.)!de!

acuerdo!con!las!recomendaciones!del!fabricante.!

Los! genes! EcaHDAC8! y! McoHDAC8! se! secuenciaron! en! ambas! direcciones! utilizando! un!

secuenciador!autom#tico!de!ADN!ABI!377!en!Macrogen! (Macrogen,!Corea!del!Sur)!y! cebadores!

espec"ficos!para!cada!gen!de!HDAC8!y!para! las!secuencias!del!Fago!M13!integradas!en!el!vector!

pCR2.1-TOPO.!Las!secuencias!consenso!para!las!lecturas!de!los!genes!EcaHDAC8!y!McoHDAC8!se!

construyeron! mediante! el! programa! PhredPhrap! (Gordon! y! col.,! 1998,! 2001).! Las! secuencias!

aminoac"dicas!fueron!obtenidas!a!partir!de!las!secuencias!nucleot"dicas!utilizando!la!herramienta!

Translate!del!portal!de!recursos!de!Bioinform#tica!ExPASy!(https://web.expasy.org/translate/).!

2.6.2!Modelado!por!homolog#a!de! las!HDAC8!de!Echinococcus!canadensis!G7!y!Mesocestoides!

corti!

Las!estructuras!tridimensionales!para! las!prote"nas!EcaHDAC8!y!McoHDAC8!se!obtuvieron!

mediante! modelado! de! homolog"a,! empleando! los! programas:! PHYRE2! (Kelley! y! col.,! 2015),!

SWISS-MODEL! (Arnold! y! col.,! 2006;! Benkert! y! col.,! 2008;! Biasini! y! col.,! 2014;! Schwede! y! col.,!

2003),! PsiPred! (McGuffin! y! col.,! 2000)! y! Geno3D! (Combet! y! col.,! 2002)! y! como! plantillas! las!

estructuras! tridimensionales! de! las! prote"nas! HDAC8! de! H.! sapiens! (HsaHDAC8,! PDB:!
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1t64)(Somoza!y!col.,!2004)!y!S.!mansoni! (SmpHDAC8,!PDB:!4bz5)(Marek!y!col.,!2013).!Todos! los!

modelos! obtenidos! se! validaron! calculando! par#metros! como:! TMscore!

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-score/),!RMSD!(integrado!en!PyMol),!ERRAT!y!Verify-

3D! (http://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/).! Asimismo,! se! obtuvieron! gr#ficos! de! Ramachandran!

para! los! modelos! obtenidos,! mediante! la! p#gina! Rampage!

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/rapper/rampage.php).!!

La!visualizaci%n!de! los!modelos!estructurales!y! las! im#genes!generadas!en!este!trabajo!se!

realizaron! utilizando! el! software! PyMol! versi%n! 2.0.4! (https://pymol.org).! Finalmente,! se!

realizaron! comparaciones! estructurales! entre! los! modelos! de! EcaHDAC8! y! McoHDAC8! y! las!

estructuras! de! HsaHDAC8! y! SmpHDAC8,! a! fin! identificar! residuos! conservados! en! bolsillo!

catal"tico,!en!el!mecanismo!catal"tico!y!la!uni%n!al!cofactor!Zn2Q!y!el!inhibidor!TSA.!

!

!

!
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3. RESULTADOS 

En!esta!secci%n!se!muestran!los!resultados!obtenidos!en!el!estudio!de!las!enzimas!Histonas!

deacetilasas! (HDACs)!de!cestodos!como!potenciales!blancos! farmacol%gicos!para!el! tratamiento!

de! enfermedades! parasitarias! desatendidas.! Esta! secci%n! se! dividi%! en! cinco! partes! principales!

correspondientes! a! cada! uno! de! los! objetivos! espec"ficos! propuestos! en! este! trabajo! de! tesis!

doctoral.!

3.1.!Identificaci"n!y!an$lisis!de!genes!codificantes!de!enzimas!HDACs!en!cestodos!

3.1.1.!Se!identificaron!varios!genes!codificantes!de!enzimas!HDACs!en!los!genomas!de!cestodos!

A!fin!de!identificar!los!genes!codificantes!de!HDACs!presentes!en!los!genomas!de!par#sitos!

cestodos,! disponibles! en! la! base! de! datos! WormBase! ParaSite,! se! realizaron! b*squedas! por!

homolog"a! empleando! las! HDACs! de!H.! sapiens! como! secuencias! carnadas.! En! la! Tabla! 3.1! se!

muestran!todos!los!genes!codificantes!de!HDACs!identificados!en!cestodos.!En!las!filas!principales!

de! la! Tabla! 3.1! se! muestran! cada! una! de! las! especies! de! cestodos! analizadas.! Estas! especies!

parasitarias! fueron! seleccionadas! de! acuerdo! a! la! calidad! del! genoma,! empleando! los! criterios!

previamente! reportados! para! la! selecci%n! de! genomas! de! nematodos! y! platelmintos! de!mayor!

calidad! de! ensamblado! (International! Helminth! Genomes! Consortium,! 2017).! Estos! criterios!

definen!valores!m"nimos!para!los!par#metros!de!N50!(%!5!Kb)!y!CEGMA!(%!85!&).!El!par6metro!N50!

es! una! mediana! ponderada! de! la! longitud! de! los! contigs,! que! se! utiliza! para! describir! la!

@integridad@!del!genoma!ensamblado!que!est#!fragmentado!en!contigs!de!diferentes!longitudes.!

El!N50!es!mayor!para!un!genoma!con!mejor!calidad!de!ensamblado.!El!par#metro!CEGMA,!por!su!

parte,! busca! un! conjunto! de! genes! altamente! conservados! en! la! mayor"a! de! los! organismos!

eucariotas!en!el!genoma!ensamblado.!La!cantidad!de!estos!genes!encontrados!se!expresa!como!

un!porcentaje.!Cuantas!m#s!prote"nas!completas!se!identifiquen!(o!al!menos!secuencias!parciales)!

en!el!genoma!ensamblado,!mayor!ser#!su!calidad.!Por!otra!parte,!en!las!columnas!de!la!Tabla!3.1!

se! muestran! los! c%digos! de! identificaci%n! (Gen! ID)! para! cada! gen! codificante! de! HDACs!

identificado,!de!acuerdo!a!la!WormBase!ParaSite.!Tambi$n!se!muestran,!para!cada!gen!de!HDAC,!

el! tama+o! en! amino#cidos! (aa)! y! su! ort%logo!m#s! cercano! en!H.! sapiens! y!S.!mansoni! con! sus!

correspondientes!valores!de!E!y!porcentajes!de!identidad!global.!En!las!b*squedas!por!homolog"a,!

se! realizan! alineamientos! de! las! secuencias! carnadas! con! las! secuencias! de! la! base! de! datos! a!
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Tabla 3.1. Genes codificantes de enzimas Histonas desacetilasas (HDACs) identificados en los genomas de parásitos cestodos 

 Schistosoma mansoni

HDAC Clase
Valor       

de E

% de 

Identidad

HDAC (Gen ID
a
; valor de E y % de 

Identidad)

Echinococcus EcaHDAC1b 491 HDAC 2 I 0,0 69 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 76)
canadensis G7 ECANG7_06509 424 HDAC 3 I 0,0 69 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 76)

ECANG7_02279c 406 HDAC 8 I 4,0e-86 39 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e-126; 46)

ECANG7_04174 1182 HDAC 5 II 2,0e-53 39 HDAC 5 (Smp_069380; 2,0e-77; 47)

ECANG7_01724 2066 HDAC 6 II 1,0e-146 36 HDAC 6 (Smp_138770; 0,0; 43)

ECANG7_00442 1293 HDAC 7 II 1,0e-112 40 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 45)

Echinococcus EgrG_001102300 516 HDAC 2 I 0,0 69 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 76)
granulosus EgrG_001114800 418 HDAC 3 I 0,0 69 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 78)

sensu stricto G1 EgrG_000103800 406 HDAC 8 I 4,0e-86 39 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e-126; 46)

EgrG_000527350 1116 HDAC 5 II 2,0e-53 39 HDAC 5 (Smp_069380; 2,0e-77; 48)

EgrHDAC6b 1128 HDAC 6 II 1,0e-105 37 HDAC 6 (Smp_138770; 1,0e-178; 44)

EGR_01373 1282 HDAC 7 II 1,0e-115 41 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 50)

EgrG_000970800 827 HDAC 10 II 5,0e-99 43 HDAC 6 (Smp_138770; 1,0e-106; 41)

Echinococcus EmuJ_001102300 555 HDAC 2 I 0,0 69 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 76)
multilocularis EmuJ_001114800 412 HDAC 3 I 0,0 69 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 78)

EmuJ_000103800 406 HDAC 8 I 4,0e-87 39 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e-128; 46)

EmuJ_000527350 1116 HDAC 5 II 1,0e-53 39 HDAC 5 (Smp_069380; 1,0e-77; 48)

EmuHDAC6b 1128 HDAC 6 II 1,0e-139 34 HDAC 6 (Smp_138770; 1,0e-178; 44)

EmuJ_000831600 650 HDAC 7 II 1,0e-115 41 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 51)

EmuJ_000970800 820 HDAC 10 II 1,0e-18 42 HDAC 6 (Smp_138770; 1,0e-105; 42)

Continua en la página siguiente

Homo sapiens

Ortólogo más cercano en:

Especies Gen ID
a Tamaño 

(aa)

analizar.! Una! vez! finalizada! la! b*squeda,! se! calcula! la! puntuaci%n! final! de! los! alineamientos!

resultantes! y! se! determina! su! significaci%n! tomando! en! cuenta! la! probabilidad! que! tiene! dicho!

alineamiento!de!haber!sido!obtenido!por!azar!de!acuerdo!al!tama+o!de!la!base!de!datos.!Al!final!

se! reportan! solo! los! alineamientos! que! hayan! obtenido! una! probabilidad! menor! al! valor! de! E!

(valor! de! corte).! Esto! permite! definir! qu$! alineamientos! queremos! obtener! de! acuerdo! a! su!

significaci%n!estad"stica.!Cuanto!menor!sea!el!valor!de!E,!m#s!significativo!es!un!alineamiento.!

Como!se!observa!en!la!Tabla!3.1,!se!identificaron!siete!genes!codificantes!de!HDACs!en!los!

genomas!de!los!par#sitos!E.!granulosus!s.s.!G1,!E.!multilocularis,!H.!microstoma!y!T.!solium;!y!seis!

genes!codificantes!de!las!HDACs!en!los!genomas!borradores!de!E.!canadensis!G7,!H.!diminuta,!M.!

corti,!T.! asiatica! y!T.! saginata.! Se!puede!observar!que!algunos!genes!codificantes!de!HDACs!no!

poseen! un!Gen! ID! asociado! (estos! genes! se! encuentran!marcados! con! el! super#ndice! �b�! en! la!

Tabla!3.1).!Esto!se!debe!a!que!estos!genes!no!fueron!identificados!en!los!genomas!parasitarios,!o!

sus!secuencias!se!encontraban!truncadas,!cuando!se!realizaron!las!b*squedas!por!homolog"a.!En!

estos! casos! los! genes! fueron! predichos! usando! el! predictor! de! genes! Augustus,! previamente!

entrenado!para!la!identificaci%n!de!genes!de!par#sitos!del!g$nero!Echinococcus!(Maldonado!y!col.,!

2017).!Los!par#metros!reportados!en!la!Tabla!3.1!y!en!los!posteriores!an#lisis!corresponden!a!los!

genes!predichos!por!el!predictor!de!genes!Augustus.!
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Continua de la página anterior

Hymenolepis HDID_0000695401 497 HDAC 1 I 0,0 76 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 78)

diminuta HdiHDAC3b 357 HDAC 3 I 0,0 70 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 76)

HDID_0000705201 415 HDAC 8 I 4,0e-76 36 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e-113; 42)

HDID_0000742001 1832 HDAC 6 II 1,0e-153 41 HDAC 6 (Smp_138770; 0,0; 47)

HDID_0000456601 1292 HDAC 7 II 1,0e-115 43 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 49)

HDID_0000011501 1153 HDAC 9 II 2,0e-50 38 HDAC 5 (Smp_069380; 4,0e-70; 46)

Hymenolepis HmN_000018400 496 HDAC 1 I 0,0 75 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 73)
microstoma HmN_000625300 415 HDAC 3 I 0,0 68 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 78)

HmN_000022600 408 HDAC 8 I 1,0e-89 40 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e-121; 45)

HmN_000847300 1286 HDAC 4 II 1,0e-114 42 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 52)

HmN_000118500 884 HDAC 6 II 3,0e-68 38 HDAC 6 (Smp_138770; 4,0e-89; 37)

HmN_000055900 522 HDAC 7 II 1,0e-46 53 HDAC 5 (Smp_069380; 3,0e-62; 75)

HmN_000118400 798 HDAC 10 II 1,0e-95 41 HDAC 6 (Smp_138770; 4,0e-96; 42)

Mesocestoides MCOS_0000151801 522 HDAC 2 I 0,0 72 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 77)
corti MCOS_0000264901 423 HDAC 3 I 0,0 65 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 79)

McoHDAC8c 408 HDAC 8 I 6,0e-82 40 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e-114; 46)

MCOS_0000628401 1310 HDAC 4 II 1,0e-120 44 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 52)

MCOS_0000067101 1225 HDAC 9 II 1,0e-52 40 HDAC 5 (Smp_069380; 8,0e-76; 39)

MCOS_0000847101 523 HDAC 10 II 7,0e-76 41 HDAC 6 (Smp_138770; 4,0e-77; 40)

Taenia TASK_0000062801 502 HDAC 2 I 0,0 72 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 75)

asiatica TASK_0000683201 445 HDAC 3 I 1,0e-175 59 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 68)

TASs00042g05048m00001 732 HDAC 8 I 2,0e-74 40 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e-103; 47)

TASK_0000507001 1323 HDAC 4 II 1,0e-109 40 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 46)

TASK_0000489301 1141 HDAC 5 II 2,.0e-54 38 HDAC 5 (Smp_069380; 6,0e-74; 48)

TASs00024g03791m00001 2126 HDAC 10 II 7,0e-75 38 HDAC 6 (Smp_138770; 5,0e-96; 37)

Taenia TSAs00040g05661m00001 502 HDAC 2 I 0,0 72 HDAC 1 (Smp_005210, 0.0, 75)

saginata TSAs00037g05353m00001 377 HDAC 3 I 1,0e-95 62 HDAC 3 (Smp_093280; 1,0e-106; 71)

TSAs00052g06532m00001 732 HDAC 8 I 2,0e-74 40 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e-104; 47)

TSAs00025g04272m00001 1302 HDAC 4 II 1,0e-115 41 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 48)

TSAs00074g07737m00001 1141 HDAC 5 II 5,0e-55 38 HDAC 5 (Smp_069380; 4,0e-74; 48)

TSAs00013g02847m00001 2163 HDAC 6 II 1,0e-136 37 HDAC 6 (Smp_138770; 0,0; 41)

Taenia TsM_000660000 502 HDAC 2 I 0,0 69 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 75)

solium TsM_000728400 405 HDAC 3 I 1,0e-129 58 HDAC 3 (Smp_093280; 1,0e-159; 67)

TsM_000312400 447 HDAC 8 I 6,0e-73 40 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e-106; 47)

TsM_000840000 556 HDAC 4 II 4,0e-88 42 HDAC 4 (Smp_191310; 1,0e-139; 49)

TsM_000886700 951 HDAC 6 II 1,0e-120 36 HDAC 6 (Smp_138770; 1,0e-174; 40)

TsM_000033200 1144 HDAC 7 II 2,0e-50 37 HDAC 5 (Smp_069380; 7,0e-72; 48)

TsM_000886600 816 HDAC 10 II 3,0e-78 41 HDAC 6 (Smp_138770; 9,0e-89; 44)

a Gen ID de acuerdo a la anotación genómica en la base de datos WormBase ParaSite
b Genes predichos mediante el predictor de genes Agustus 
c Genes validados mediante clonado y secuenciación del ADNc

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

En!el!caso!de!los!par#sitos!E.!granulosus!s.!s.!G1!y!T.!asiatica!se!encuentran!disponibles!dos!

genomas!ensamblados!para!cada!organismo!en!la!WormBase!ParaSite.!En!la!Tabla!3.2!y!Tabla!3.3!

se!muestran!las!comparaciones!entre!los!genes!codificantes!de!HDACs!identificados!en!cada!uno!

de!los!genomas!ensamblados!para!E.!granulosus!s.s.!G1!y!T.!asiatica,!respectivamente.!Asimismo,!

se!muestran!los!respectivos!c%digos!de!identificaci%n,!Gen!ID!para!los!genes!y!BioProyect!ID!para!

los!genomas!de!acuerdo!a!la!WormBase!ParaSite,!el!tama+o!de!los!genes!codificantes!de!HDACs!
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Gen ID Tamaño (aa) Gen ID Tamaño (aa)

EgrG_001102300 516 EGR_03724.1 520 97   HDAC 2 I
EgrG_001114800 418 EGR_05604.1 427 100   HDAC 3 I
EgrG_000103800 406 EGR_08567.1 427 100   HDAC 8 I
EgrG_000527350 1116 EGR_03909.1 1182 83   HDAC 5 II
EgrG_000970900 868 EGR_07180.1 1128 82   HDAC 6 II
EgrG_000831600 650 EGR_01373.1 1282 95   HDAC 7 II
EgrG_000970800 827 EGR_07178.1 104 37   HDAC 10 II
EgrG_000971000 184 EGR_07180.1 1128 91   HDAC 10 II

a BioProyect ID de acuerdo a la base de datos WormBase ParaSite

Tabla 3.2. Comparación de los genes codificantes de HDACs identificados en los dos genomas disponibles para

Echinococccus granulosus  sensu stricto  G1 

BioProyect IDa

Ortólogo más cercano 

en Homo sapiens
Clase% de 

Identidad

PRJEB121 (Sanger) PRJNA182977 (ChGC)

en! amino#cidos! (aa)! y! el! porcentaje! de! identidad! global! entre! los! genes! identificados! en! cada!

genoma!parasitario.!Por!*ltimo,!tambi$n!se!indica!el!ort%logo!m#s!cercano!en!H.!sapiens.!

En!el!caso!del!par#sito!E.!granulosus!s.s.!G1! los!dos!genomas!disponibles!son!PRJEB121!y!

PRJNA182977.!El!genoma!PRJEB121!corresponde!al!ensamblado!por!The!Parasite!Genomic!Group!

de!The!Wellcome!Trust!Sanger!Institute,!desde!ahora!(y!solo!a!fines!pr#cticos)!se!har#!referencia!a!

este! genoma! como! E.! granulosus! s.s.! G1! Sanger! (Tsai! y! col.,! 2013).! Por! otro! lado,! el! genoma!

PRJNA182977! corresponde! al! ensamblado! por! The! Key! Laboratory! of! Health! and! Disease!

Genomics!de!The!Chinese!National!Human!Genome!Center,!desde!ahora!se!har#!referencia!a!este!

genoma!como!E.!granulosus!s.s.!G1!ChGC!(Zheng!y!col.,!2013).!Como!se!observa!en!la!Tabla!3.2,!en!

el!genoma!E.!granulosus!s.s.!G1!Sanger!se!identificaron!8!genes!codificantes!de!HDACs,!mientras!

que! en! el! genoma! E.! granulosus! s.s.! G1! ChGC! se! identificaron! 7! genes.! En! ambos! genomas! se!

identificaron!genes!codificantes!de!HDACs!ort%logos!a!HDAC2,!HDAC3,!HDAC5,!HDAC7!y!HDAC8!

de!H.!sapiens,!uno!por!cada!gen!de!HDACs!de!H.!sapiens!(Tabla!3.2).!Analizando!las!secuencias!de!

estos!genes,!y!comparando!las!mismas!entre!ambos!genomas!de!E.!granulosus!s.s.!G1,!se!puede!

observar!que!estos!genes!son!similares!entre! s"!en!tama+o! (excepto!para! los!genes!ort%logos!a!

HDAC7!de!H.!sapiens)!y!poseen!identidades!globales!entre!ellos!de!entre!el!83'!y!100!'!(Tabla!

3.2).! En! el! caso! de! los! genes! con! ortolog"a! con!HDAC7! de!H.! sapiens,! el! gen! identificado! en! el!

genoma!E.!granulosus!s.s.!G1!ChGC!tiene!1282!aa!(EGR_01373.1)!mientras!que!el!gen!identificado!

en! el! otro! genoma! es! de! solo! 650! aa! (EgrG_000831600).! El! gen! EGR_01373.1! de! 1282! aa! se!

seleccion%!para!los!an#lisis!posteriores,!debido!a!que!presenta!el!dominio!catal"tico!de!las!HDACs!

completo!(identificado!por!medio!de!la!p#gina!Pfam;!Familia!HDACs:!PF00850).!
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Por!otra!parte,!en!el!genoma!E.!granulosus!s.s.!G1!Sanger!se!pudieron!identificar!tres!genes!

codificantes!de!HDACs!con!ortolog"a!con!la!HDAC6!y!HDAC10!de!H.!sapiens:!EgrG_000970800!de!

827! aa,! EgrG_000970900! de! 868! aa! y! EgrG_000971000! de! solo! 184! aa! (Tabla! 3.2).! En! el! otro!

genoma!disponible,!E.!granulosus!s.s.!G1!ChGC,!se!identificaron!solo!dos!genes!con!ortolog"a!con!

la!HDAC6!y!HDAC10!de!H.!sapiens:!EGR_07178.1!de!solo!104!aa!y!EGR_07180.1!de!1128!aa!(Tabla!

3.2).!En!la!Figura!3.1!y!el!Anexo!A.3.1!se!puede!observar!que!el!gen!EGR_07178.1!se!corresponde!

con!un!fragmento!dentro!del!gen!EgrG_000970800.!Sin!embargo,!solo!en!este!*ltimo!gen!se!pudo!

identificar! el! dominio! catal"tico! de! HDACs! completo! (Figura! 3.1),! por! este!motivo! este! gen! fue!

seleccionado!para!los!an#lisis!posteriores.!!

!

!

!

!

!

!

!
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Figura!3.1.!Genes!codificantes!de!HDACs!identificados!en!Echinococcus!granulosus!sensu!stricto! (s.s.)!G1!

con!ortolog#a!con!las!HDAC6/HDAC10!de!Homo!sapiens.!Se!muestra!el!esquema!de!los!genes!codificantes!

de!HDACs!identificados!en!los!dos!genomas!de!E.!granulosus!s.s.!G1,!disponibles!en!la!WormBase!ParaSite,!

que!mostraron!ortolog"a!con!las!HDAC6/HDAC10!de!Homo!sapiens.! Los!dominios!catal"ticos,! identificados!

mediante! la! p#gina! Pfam,! se! esquematizan! como! rect#ngulos! curvos! de! color! verde! para! los! dominios!

HDACs!(Familia!HDACs:!PF00850)!y!rojo!para!los!dominios!de!dedos!de!Zn!en!ubiquitina-hidrolasas!y!otras!

prote"nas!(Familia!zf-UBP:!PF02148).!

!

Por! otra! parte,! tambi$n! se! pudo! observar! que! los! genes! EgrG_000970900! y!

EgrG_000971000! se! corresponden! con! fragmentos! dentro! del! gen! EGR_07180.1! (Figura! 3.1,!

Anexo!A.3.2!y!Anexo!A.3.3).!Se!pudieron! identificar!dos!dominios!catal"ticos!de!HDACs!parciales!

en!el!gen!EGR_07180.1,!que!coinciden!con! la!ubicaci%n!de! los! fragmentos!con!correspondencia!
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Gen ID Tamaño (aa) Gen ID Tamaño (aa)

TASK_0000062801 502 TASs00082g06876m00001 502 100 HDAC 2 I
TASK_0000683201 445 TASs00089g07089m00001 344 93 HDAC 3 I

TASs00042g05048m00001 732 HDAC 8 I
TASK_0000507001 1323 TASs00001g00246m00001 1323 100 HDAC 4 II
TASK_0000489301 1141 TASs00134g08193m00001 1121 100 HDAC 5 II
TASK_0000403201 683 TASs00024g03791m00001 2126 98 HDAC 6/10 II
TASK_0000403001 219 TASs00024g03791m00001 2126 100 HDAC 6/10 II
TASK_0000403101 126 TASs00024g03791m00001 2126 87 HDAC 6/10 II

a BioProyect ID de acuerdo a la base de datos WormBase ParaSite

Tabla 3.3. Comparación de los genes codificantes de HDACs identificados en los dos genomas disponibles para Taenia 

asiatica 

BioProyect IDa

Ortólogo más cercano 

en Homo sapiens
ClasePRJEB532 (Sanger) PRJNA299871 (CAAS) % de 

Identidad

con! los! genes! EgrG_000970900! y! EgrG_000971000! (Figura! 3.1,! Anexo! A.3.2! y! Anexo! A.3.3).!

Asimismo,! se! puede! observar! en! el! extremo! carboxilo! de! algunos! genes! la! presencia! de! un!

dominio!de!dedos!de!Zn!(Familia!zf-UBP:!PF02148)!(Figura!3.1),!similar!al!reportados!en!HDAC6!de!

H.!sapiens!(Figura!1.14).!Dado!que!en!ninguno!de!los!genes!reportados!se!pudieron!identificar!los!

dos!dominios!catal"ticos!de!HDACs!completos!(Figura!3.1),!como!ocurre!en!la!HDAC6!de!H.!sapiens!

(Figura! 1.14)! y! otros! organismos,! el! gen! EgrHDAC6! fue! predicho! usando! el! predictor! de! genes!

Augustus.!En!este!gen!se!pudieron!identificar!los!dos!dominios!catal"ticos!de!HDACs!completos!y!

el! dominio! de! dedos! de! Zn! (Figura! 3.1).! Los! par#metros! reportados! en! la! Tabla! 3.1! y! en! los!

posteriores! an#lisis! corresponden! al! gen! EgraHDAC6,! predicho!mediante! el! predictor! de! genes!

Augustus.!

Por! otra! parte,! los! dos! genomas! disponibles! para! el! par#sito! T.! asiatica! son! PRJEB532! y!

PRJNA2998717.! El! genoma! PRJEB532! corresponde! al! ensamblado! por! The! Parasite! Genomic!

Group! de! The!Wellcome! Trust! Sanger! Institute;! desde! ahora! (y! solo! a! fines! pr#cticos)! se! har#!

referencia!a!este!genoma!como!T.!asiatica!Sanger!(International!Helminth!Genomes!Consortium,!

2017).! Por! otro! lado,! el! genoma! PRJNA299871! corresponde! al! ensamblado! por! The! Chinese!

Academy!of!Agricultural!Sciences,!desde!ahora!se!har#!referencia!a!este!genoma!como!T.!asiatica!

CAAS!(Wang!y!col.,!2016).!
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Como!se!observa!en!la!Tabla!3.3,!en!el!genoma!T.!asiatica!Sanger!se!identificaron!7!genes!

codificantes!de!HDACs;!mientras!que!en!el!genoma!T.!asiatica!CAAS!se!identificaron!6!genes.!En!

ambos!genomas!se!identificaron!genes!codificantes!de!HDACs!ort%logos!a!HDAC2,!HDAC3,!HDAC4,!

HDAC5!de!H.! sapiens,!uno!por! cada!gen!de!HDACs!de!H.! sapiens.! Analizando! las! secuencias!de!

estos!genes!y!comparando!las!mismas!entre!ambos!genomas!se!puede!observar!que!estos!genes!
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son!similares!entre!s"!en!tama+o!y!poseen!identidades!globales!entre!ellos!de!entre!el!93'!y!100!

'!(Tabla!3.3).!Asimismo,!solo!en!el!genoma!T.!asiatica!CAAS!se!pudo!identificar!un!gen!codificante!

de!HDACs!con!ortolog"a!con!la!HDAC8!de!H.!sapiens,!TASs00042g05048m00001!de!732!aa.!

Por! otra! parte,! en! el! genoma! T.! asiatica! Sanger! se! pudieron! identificar! tres! genes!

codificantes!de!HDACs!con!ortolog"as!con!las!HDAC6!y!HDAC10!de!H.!sapiens:!TASK_0000403201!

de! 683! aa,! TASK_0000403001! de! 219! aa! y! TASK_0000403101! de! 126! aa,! mientras! que! en! el!

genoma!T.!asiatica!CAAS!se!pudo!identificar!solo!un!gen!con!ortolog"a!con!la!HDAC6!y!HDAC10!de!

H.!sapiens:! TASs00024g03791m00001!de!2126!aa.!Analizando! las! secuencias!de!estos!genes,! se!

observ%! que! los! genes! TASK_0000403201,! TASK_0000403001! y! TASK_0000403101! se!

corresponden!con!fragmentos!dentro!del!gen!TASs00024g03791m00001!(Figura!3.2,!Anexo!A.4.1,!

Anexo!A.4.2!y!Anexo!A.4.3).!En!este!*ltimo!gen!se!pudieron!identificar!tres!dominios!catal"ticos!de!

HDACs!parciales!que!coinciden!con!algunos!de!los!fragmentos!con!correspondencia!con!los!genes!

TASK_0000403201,!TASK_0000403001!y!TASK_0000403101!(Figura!3.2,!Anexo!A.4.1,!Anexo!A.4.2!

y!Anexo!A.4.3).!!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.2.! Genes! codificantes! de! HDACs! identificados! en! Taenia! asiatica! con! ortolog#a! con! las!

HDAC6/HDAC10! de! Homo! sapiens.! Se! muestra! el! esquema! de! los! genes! codificantes! de! HDACs!

identificados! en! los! dos! genomas! de! T.! asiatica,! disponibles! en! la! WormBase! ParaSite,! que! mostraron!

ortolog"a! con! las! HDAC6/HDAC10! de! Homo! sapiens.! Los! dominios! catal"ticos,! identificados! mediante! la!

p#gina!Pfam,!se!esquematizan!como!rect#ngulos!curvos!de!color!verde!para! los!dominios!HDACs! (Familia!

HDACs:!PF00850)!y!rojo!para!el!dominio!transportador!de!fosfato!(Familia!PHO4!PF01384).!

!
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El!gen!TsaHDAC6!se!intent%!predecir!usando!el!predictor!de!genes!Augustus.!Sin!embargo,!

posiblemente!debido!a!que!ambos!genomas!disponibles!para!T.!asiatica! son!borradores,!no! fue!

posible! identificar! dicho! gen! completo.! El! gen! TASs00024g03791m00001! fue! seleccionado!para!

los!an#lisis!posteriores.!Cabe!aclarar!que!la!presencia!de!tres!dominios!catal"ticos!de!HDACs!y!el!

dominio! transportador! de! fosfato! (Familia! PHO4!PF01384)! en! el! gen! TASs00024g03791m00001!

(Figura!3.2)!sea!posiblemente!debida!a!la!baja!calidad!del!genoma!T.!asiatica!CAAS.!

!

3.1.2.! El! an$lisis! filogen&tico! revel"! la! presencia! de!varios!miembros! dentro!de! las!HDACs!de!

Clase!I!y!II!en!par$sitos!cestodos!

A! fin! de! determinar! la! identidad! de! cada! uno! de! los! genes! codificantes! de! HDACs!

identificados! en! cestodos! (Secci%n! 3.1.1)! e! inferir! las! relaciones! filogen$ticas!entre!estos! genes!

con! las! HDACs! de! H.! sapiens! y! S.! mansoni,! se! realizaron! an#lisis! filogen$ticos.! Los! mismos! se!

realizaron! empleando! solo! los! dominios! catal"ticos! de! HDACs! identificados! en! cada! uno! de! los!

genes!codificantes!de!HDACs!analizados.!Estos!dominios,!de!aproximadamente!unos!300!a!400!aa,!

fueron!identificados!empleando!la!base!de!datos!de!dominios!Pfam!(Familia!HDACs:!PF00850).!

En!la!Figura!3.3!se!muestran!las!relaciones!filogen$ticas!inferidas!entre!los!genes!de!HDACs!

identificados! en! los! par#sitos! cestodos,!H.! sapiens! (resaltados! en! color! amarillo)! y! S.! mansoni!

(resaltados!en!color!verde);!representadas!mediante!un!diagrama!de!#rbol!filogen$tico.!

Los! an#lisis! evolutivos! mostraron! que! las! HDACs! de! cestodos! se! agrupan! en! dos! ramas!

filogen$ticas! o! clases! principales,! correspondientes! a! las! Clases! I! y! II! de! la! familia! de! enzimas!

HDACs!(las!l"neas!correspondientes!a!estas!ramas!filogen$ticas!se!muestran!coloreadas!en!el!#rbol!

de!la!Figura!3.3!en!rosa!y!azul,!respectivamente).!No!se!identific%!ning*n!miembro!de!las!HDACs!

de!Clase!IV!en!los!cestodos!analizados.!Con!respecto!al!n*mero!de!genes!en!cada!una!de!las!Clases!

de!enzimas!HDACs,! se! identificaron! tres!miembros!dentro!de! las!HDACs!de!Clase! I!en! todos! los!

cestodos! analizados.! En! particular,! solamente! un! miembro! de! la! subclase! HDAC1/2! fue!

identificado!en! los!cestodos!analizados.!Estos!genes! fueron!nombrados!como!HDAC1.!Los!otros!

dos!genes!agrupados!dentro!de!las!HDACs!de!Clase!I!corresponden!a!la!HDAC3!y!HDAC8.!Por!otro!

lado,! se! identificaron! tres! o! cuatro!miembros! dentro! de! las! HDACs! de! Clase! II! en! los! cestodos!

analizados.!Las!relaciones!filogen$ticas!de!estos!genes!con!las!HDACs!de!H.!sapiens!no!pudieron!

ser!resueltas,!por!lo!que!estos!miembros!fueron!nombrados!seg*n!su!relaci%n!filogen$tica!con!las!

HDACs!de!S.!mansoni!(Figura!3.3).!
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Figura!3.3.!*rbol!filogen&tico!de!los!genes!codificantes!de!HDACs!de!Homo!sapiens,!Schistosoma!mansoni!

y! los! par$sitos! cestodos! analizados.! El! #rbol! filogen$tico! fue! inferido! utilizando! las! secuencias! de!

amino#cidos! de! los! dominios! catal"ticos! de! HDACs! identificados! en! los! genes! de! HDACs! de! los! par#sitos!

cestodos:!Echinococcus! canadensis! G7! (Eca),!E.! granulosus! sensu! stricto! G1! (Egr),!E.!multilocularis! (Emu),!

Hymenolepis! diminuta! (Hdi),!H.! microstoma! (HmN),!Mesocestoides! corti! (Mco),! Taenia! asiatica! (Tas),! T.!

saginata! (Tsa)! y! T.! solium! (Tso);! y! en! las! HDACs! de! H.! sapiens! (Hsa;! resaltados! en! color! amarillo)! y! S.!

mansoni! (Smp;! resaltados! en! color! verde).! El! #rbol! filogen$tico! fue! obtenido! utilizando! el! m$todo! de!

m#xima!probabilidad!mediante!el!modelo!basado!en!la!matriz!JTT.!El!#rbol!filogen$tico!fue!inferido!luego!de!

realizar!1000!repeticiones!(Bootstrap).!Las!ramas!corresponden!a!particiones!reproducidas!en!al!menos!el!

50'! de! las! repeticiones.! El! porcentaje! de! #rboles! replicados! en! el! que! los! taxones! asociados! quedan!

agrupados!en!la!prueba!bootstrap!(1000!repeticiones)!se!muestran!junto!a!las!ramas.!El!an#lisis!involucr%!90!

secuencias! de! amino#cidos.! Todas! las! posiciones! con! menos! del! 95'! de! cobertura! del! sitio! fueron!

eliminadas.!Hubo!un!total!de!79!posiciones!en!el!conjunto!de!datos!finales.!El!an#lisis!filogen$tico!se!realiz%!

empleando!el!software!MEGA5.!
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Por! *ltimo,! en! algunos! genes! codificantes! de! HDACs! de! cestodos! se! identificaron! dos!

dominios! catal"ticos! de! HDACs! (EgrHDAC6,! EmuHDAC6,! HmN_000118500! y! TsM_000886700)! e!

incluso! tres! dominios! catal"ticos! de! HDACs! (ECAN7_01724,! HDID_0000742001,!

TASs00024g03791m00001! y! TSAs00013g02847m00001).! Todos! estos! dominios! catal"ticos! de!

HDACs!mostraron!relaci%n!filogen$tica!con!las!HDAC6!y!HDAC10!de!H.!sapiens!y!S.!mansoni.!Por!

este!motivo!fueron!nombrados!como!HDAC6A,!HDAC6B!y!HDAC6C.!Cabe!aclarar!que!la!presencia!

de!tres!dominios!catal"ticos!de!HDACs!en!algunos!genes!se!podr"a!deber!a! la!baja!calidad!de! los!

genomas!para!estos!par#sitos.!Por!*ltimo,!las!ramas!en!el!#rbol!filogen$tico,!correspondientes!a!

cada!uno!de!los!isotipos!de!HDACs,!mostraron!que!las!secuencias!aminoac"dicas!de!las!HDACs!de!

las!diferentes!especies!parasitarias!se!agrupan!en!diferentes!g$neros!de!acuerdo!a!sus!relaciones!

evolutivas.!

3.1.3.! Las! comparaciones! entre! las! HDACs! de! cestodos! y! Homo! sapiens! proporcionaron!

informaci"n!relevante!a!fin!de!definir!candidatos!a!blancos!farmacol"gicos!

Las!secuencias!de!amino#cidos!de!los!dominios!catal"ticos!de!HDACs!los!genes!de!HDACs!de!

cestodos,!H.! sapiens! y!S.!mansoni! fueron! comparadas!mediante!matrices! de! identidad! a! fin! de!

definir! los! mejores! candidatos! a! blancos! farmacol%gicos.! En! la! Figura! 3.4! se! muestran! los!

porcentajes! de! identidad! para! cada! gen! codificante! de! HDACs! identificado! en! cestodos,!

comparado!con!sus!ort%logos!en!H.!sapiens!y!S.!mansoni.!Este!an#lisis!proporcion%! informaci%n!

relevante!ya!que!las!enzimas!parasitarias!con!bajos!porcentajes!de!identidad!con!su!ort%logo!en!

H.!sapiens!constituyen!potenciales!blancos!farmacol%gicos!selectivos.!

Los!dominios!catal"ticos!de!las!HDAC1!y!HDAC3!de!cestodos!mostraron!los!mayores!grados!

de! similitud!con!sus!correspondientes!ort%logos!en!H.!sapiens,! con!porcentajes!de! identidad!de!

amino#cidos!superiores!al!86'!y!64';!respectivamente!(Figura!3.4).!Por!otra!parte,!los!dominios!

catal"ticos! de! las! HDAC8! de! cestodos! mostraron! porcentajes! de! identidad! de! amino#cidos! de!

aproximadamente! 48',! con! su! correspondiente! ort%logo! en!H.! sapiens! (Figura! 3.4),! por! lo! que!

constituyen! el!miembro!m#s! divergente! dentro! de! las! HDACs! de! Clase! I! en! cestodos.! Por! otro!

lado,! los! dominios! catal"ticos! de! las!HDACs! de! Clase! II! de! cestodos! (HDAC4,! HDAC5,! HDAC6! y!

HDAC10)! mostraron! porcentajes! de! identidad! de! amino#cidos,! con! sus! correspondientes!

ort%logos! en! H.! sapiens,! en! el! rango! del! 41'! al! 61'! (Figura! 3.4).! Finalmente,! tambi$n!

comparamos! los!porcentajes!de! identidad!de!amino#cidos!de! los!dominios!catal"ticos!de!HDACs!

de! cestodos! con! los! informados! previamente! para! S.! mansoni.! Los! dominios! catal"ticos! de! las!
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HDAC1!y!HDAC3!de!cestodos!mostraron!los!mayores!grados!de!similitud!con!sus!correspondientes!

ort%logos!en!S.!mansoni,!con!porcentajes!de!identidad!de!amino#cidos!superiores!al!86'!y!74';!

respectivamente.! Los! dominios! catal"ticos! de! las! otras! HDACs! de! cestodos! (HDAC4,! HDAC5,!

HDAC6,! HDAC8! y! HDAC10)! mostraron! porcentajes! de! identidades! aminoac"dicas,! con! sus!

correspondientes!ort%logos!en!S.!mansoni,!en!el!rango!del!37'!al!73'!(Figura!3.4).!
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Figura! 3.4.! Comparaci"n! de! las! secuencias! de! amino$cidos! de! los! dominios! catal#ticos! de! HDACs.! Se!

muestran! los! porcentajes! de! identidad! entre! los! residuos! de! amino#cidos! de! los! dominios! catal"ticos! de!

HDACs! de! los! cestodos:! Echinococcus! canadensis! G7! (Eca),! E.! granulosus! sensu! stricto! G1! (Egr),! E.!

multilocularis!(Emu),!Hymenolepis!diminuta!(Hdi),!H.!microstoma!(HmN),!Mesocestoides!corti!(Mco),!Taenia!

asiatica! (Tas),!T.!saginata! (Tsa)!y!T.!solium! (Tso);!con! los!dominios!catal"ticos!de!HDACs!de!Homo!sapiens!

(Hsa)!o!Schistosoma!mansoni!(Smp).!En!cada!panel!se!muestra!el!porcentaje!de!identidad!para!cada!gen!de!

HDAC.! Los! porcentajes! de! identidad! fueron! determinados! utilizando! una!matriz! de! identidad! porcentual!

creada!por!Clustal2.1.!
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3.1.4.! Los! genes! codificantes! de! HDACs! se! expresan! en! diferentes! estadios! del! desarrollo! en!

par$sitos!del!g&nero!Echinococcus!

Los!niveles!de!expresi%n!de!los!genes!codificantes!de!HDACs,!identificados!en!los!par#sitos!

E.! granulosus! s.s.! G1! y! E.! multilocularis,! se! analizaron! empleando! datos! de! expresi%n!

transcripcional!disponibles!para!estos!organismos.!

En!las!Figura!3.5!y!Figura!3.6!se!muestran!los!niveles!de!expresi%n!transcripcional,!en!RPKM,!

para! cada! gen! codificante! de! HDACs! identificado! en! los! par#sitos! E.! granulosus! s.s.! G1! y! E.!

multilocularis;!respectivamente,!para!diferentes!estadios!del!desarrollo.!El!RPKM!es!una!m$trica!

de!expresi%n!empleada!para!normalizar!la!profundidad!de!secuenciaci%n!y!la!longitud!del!gen.!La!

normalizaci%n!en!las!m$tricas!de!expresi%n!son!necesarias!para!eliminar!los!sesgos!t$cnicos!en!los!

datos! secuenciados,! como! la! profundidad! de! secuenciaci%n! (una! mayor! profundidad! de!

secuenciaci%n!produce!m#s!recuento!de!lectura!para!el!gen!expresado!al!mismo!nivel)!y!longitud!

del!gen! (las!diferencias!en! la! longitud!del!gen!generan! recuento!de! lecturas!desiguales!para! los!

genes!expresados!en!el!mismo!nivel;!m#s! largo!el!gen!m#s!el! recuento!de! lectura).!El!RPKM!se!

calcula:!contando!el!n*mero!de!lecturas!totales!en!una!muestra!y!dividiendo!este!n*mero!por!1!

000!000!(este!es!el!factor!de!escala!per!million).!Las!lecturas!para!un!gen!particular!se!dividen!por!

el!factor!de!escala!@per!million@.!Esto!normaliza!la!lectura!para!la!profundidad!de!secuencia.!Luego!

se!divide!este!valor!por!la!longitud!del!gen,!per!kilo!base;!obteni$ndose!el!RPKM!(del!ingl$s,!Reads!

per!kilo!base!per!million!mapped!reads).!

En!la!Figura!3.5!se!puede!observar!que!todos!los!genes!de!HDACs!de!E.!granulosus!s.s.!G1!se!

expresan!en!al!menos!uno!de!los!estadios!del!desarrollo!analizados;!estando!los!genes!EgrHDAC1!

y! EgrHDAC6! expresados! en! todos! estadios! del! desarrollo! analizados.! Cabe! destacar! que! el! gen!

EgrHDAC1!present%!niveles!de!expresi%n!transcripcional!superiores!a!los!otros!genes!de!HDACs!en!

los!estadios!de!desarrollo!correspondientes!a!par#sito!adulto,!oncosfera!y!metacestodo.!Por!otra!

parte,! el! gen! EgrHDAC10! present%! niveles! de! expresi%n! transcripcional! superiores! a! los! otros!

genes!de!HDACs!en!el!estadio!del!desarrollo!correspondiente!a!protoesc%lex.!Por!*ltimo,!el!gen!

EgrHDAC8! solo! present%! niveles! de! expresi%n! transcripcional! detectables! en! los! estadios! del!

desarrollo!correspondientes!a!par#sitos!adultos!y!metacestodo!(Figura!3.5).!

!

!
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Figura! 3.5.! Niveles! de! expresi"n! transcripcional! de! los! genes! de! HDACs! en! el! par$sito! Echinococcus!

granulosus! sensu! stricto! (s.s.)! G1.! Se! muestran! los! niveles! de! expresi%n! transcripcional! de! los! genes!

codificantes!de!HDACs!identificados!en!el!par#sito!E.!granulosus!s.s.!G1!como!RPKM!(del!ingl$s,!Reads!per!

kilo!base!per!million!mapped!reads).!Los!niveles!de!expresi%n!transcripcional!fueron!determinados!mediante!

RNAseq!para!varios!estadios!del!desarrollo:!par#sito!adulto,!oncosfera,!metacestodo!y!protoesc%lex!(Zheng!

y!col.,!2013).!

!

En! la! Figura! 3.6! se! puede! observar! que! todos! los! genes! codificantes! de! HDACs! de! E.!

multilocularis!se!expresan!en!todos!los!estadios!del!desarrollo!analizados;!con!la!*nica!excepci%n!

del!gen!EmuHDAC5!que!present%!bajos!niveles!de!expresi%n!transcripcional!y!solo!en!los!estadios!

del! desarrollo! correspondientes! a! oncosfera! y! oncosfera! activada.! Por! otra! parte,! el! gen!

EmuHDAC1!present%!niveles!de!expresi%n!transcripcional!superiores!a!los!otros!genes!de!HDACs!

en! los! estadios! del! desarrollo! correspondientes! a! oncosfera! y! metacestodo! peque+o! de! 4!

semanas!de!cultivo!in!vitro.!Cabe!destacar!que!el!gen!EmuHDAC8!present%!un!aumento!en!el!nivel!

de!expresi%n!transcripcional!en!el!estadio!del!desarrollo!correspondientes!a!oncosfera!activada,!

comparado!con!los!otros!estadios!del!desarrollo!analizados!en!E.!multilocularis!(Figura!3.6).!

!

!
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Figura!3.6.!Niveles!de!expresi"n!transcripcional!de!los!genes!de!HDACs!en!Echinococcus!multilocularis.!Se!

muestran! los!niveles!de!expresi%n! transcripcional! de! los! genes! codificantes!de!HDACs! identificados!en!el!

par#sito!E.!multilocularis!como!RPKM!(del!ingl$s,!Reads!per!kilo!base!per!million!mapped!reads).!Los!niveles!

de! expresi%n! transcripcional! fueron! determinados!mediante! RNAseq! para! varios! estadios! del! desarrollo:!

oncosfera,!oncosfera!activada!y!metacestodo!peque+o!de!4!semanas!de!cultivo! in!vitro! (4wCW)! (Huang!y!

col.,!2016).!

!

3.2.!Validaci"n!de!las!enzimas!HDACs!de!cestodos!como!potenciales!blancos!farmacol"gicos!

La! relevancia!de! las! enzimas!HDACs!en! la! supervivencia!de! los! cestodos! fue!determinada!

usando!el!cultivo! in!vitro!de!tetratiridios!(TTy)!del!modelo!de!cestodos!Mesocestoides!corti.!Para!

ello,!se!determin%!el!efecto!la!inhibici%n!de!las!HDACs!sobre!la!viabilidad!parasitaria,!empleando!

el!inhibidor!de!las!HDACs!Tricostatina!A!(TSA).!La!viabilidad!parasitaria!fue!determinada!mediante!

dos!ensayos!de!viabilidad!parasitaria! independientes.!Por!un! lado,!el!ensayo!de! reducci%n!de! la!

resazurina! (o!AlamarBlue®)!y!por!otro,!mediante!mediciones!de! la!motilidad!parasitaria.!Ambos!

m$todos!fueron!adaptados!para!la!determinaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!de!compuestos!sobre!

TTy!de!M.!corti.!
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3.2.1.!Adaptaci"n!del!ensayo!de!viabilidad!por!reducci"n!de!la!resazurina!para!la!determinaci"n!

de!la!viabilidad!parasitaria!de!Mesocestoides!corti!

El!ensayo!de!viabilidad!por!reducci%n!de!la!resazurina!fue!adaptado!a!par#sitos!cestodos,!en!

particular!M.!corti,!a!fin!de!determinar!el!efecto!antihelm"ntico!de!varios!compuestos!en!cultivo!in!

vitro.! La! resazurina! es! un! colorante! indicador! azul! no! fluorescente! que! es! convertido,! en! una!

reacci%n! de! reducci%n! mediada! por! las! c$lulas! metab%licamente! activas,! en! un! indicador! rojo!

altamente! fluorescente! la! resofurina.! Este! indicador,! adem#s! de! emitir! fluorescencia,! presenta!

m#ximos!de!absorci%n!en!diferentes!longitudes!de!ondas!para!el!compuesto!oxidado!y!reducido!

(Figura! 2.1).! Debido! al! gran! n*mero! de! par#metros! a! definir! a! fin! de! adaptar! el! ensayo! de!

viabilidad!AlamarBlue!para!la!medici%n!de!la!viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!corti,!se!defini%!un!

protocolo!base!a!emplear.!En!este!protocolo,!se!tom%!3!d"as!como!el!tiempo!de!incubaci%n!de!los!

par#sitos,! adem#s! 24! h! previas! a! la! medici%n! se! agreg%! 20! $L! del! reactivo! de! AlamarBlue®!

(resazurina)!por!pocillo.!Los!par#metros!a!definir!fueron:!el!medio!de!cultivo,!el!tama+o!y!n*mero!

de! par#sitos! por! pocillo,! si! era! conveniente! realizar! la! medici%n! mediante! fluorescencia! o!

absorbancia,!las!longitudes!de!onda!para!la!medici%n!y!el!efecto!del!DMSO.!

En!primera!instancia!se!evalu%!el!medio!de!cultivo!a!emplear.!Esto!se!realiz%!debido!a!que!

los! medios! de! cultivos! en! general! llevan! un! indicador! de! pH,! como! el! rojo! fenol,! que! podr"a!

intervenir!con!las!mediciones!de!absorbancia!de!la!resazurina.!El!medio!de!cultivo!a!emplear!para!

el!cultivo!de!M.!corti!fue!Mco-PRMI!1640.!Las!absorbancias,!medidas!a!longitudes!de!onda!de!570!

nm,!para!los!medios!de!cultivo!con!y!sin!rojo!fenol!se!muestran!en!la!Figura!3.7A.!Las!absorbancias!

medidas!para!el!medio!Mco-PRMI!1640!con!rojo! fenol! (0,063)! fue!mayor!que! la!medida!para!el!

medio! sin! rojo! fenol! (0,028).!Esta!diferencia!en! la!absorbancia! se!mantuvo!cuando!se! agreg%! la!

resazurina!al!medio!de!cultivo!(Figura!3.7A).!Si!bien!la!diferencia!en!las!absorbancias!medidas!para!

ambos!medios! no! fue! significativa,! se!opt%! por! utilizar! el!medio!Mco-RPMI!1640! sin! rojo! fenol!

para! los! ensayos! posteriores! debido! a! que! de! esta!manera! se! logr%! una!mejor! discriminaci%n!

visual!de! los!resultados.!Cabe!aclarar!que,!debido!a!que!el! indicador!de!pH!es! importante!en!el!

cultivo! parasitario! ya! que! indica! cuando! es! necesario! realizar! un! cambio! del! medio! de! cultivo!

sobre! todo! en! cultivos! mantenidos! durante! muchos! d"as;! en! todas! las! placas! ensayadas! se!

incorporaron! TTy! incubados! con!Mco-RPMI! 1640! con! rojo! fenol! en! las!mismas! condiciones! del!

ensayo,!como!indicadores!del!pH.!

!
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Figura!3.7.!Ensayo!de! la!viabilidad!por!reducci"n!de!la!resazurina!(AlamarBlue®).!El!ensayo!de!viabilidad!

AlamarBlue®!fue!adaptado!para!la!medici%n!de!la!viabilidad!parasitaria!en!cultivo!in!vitro!de!Mesocestoides!

corti.! (A)!Absorbancia!del!medio!Mco-RPMI!1640!solo!o!con!la!resazurina!y!con!y!sin!rojo!fenol,!medida!a!

570!nm! (C)! Intensidad!de! fluorescencia!medida!para!diferentes!grupos!de!TTy!de!M.!corti! separados!por!

tama+o!mediante!un!sistema!de!doble!tamizado!(n!|!10),!medida!a!longitudes!de!onda!de!excitaci%n!de!570!

nm! y! emisi%n! de! 585! nm.! Peque+os:! muestra! enriquecida! en! par#sitos! menores! a! 150! µm;! Medianos:!

muestra!enriquecida!en!par#sitos!entre! los!150!$m!y!250!$m;!Grandes:!muestra!enriquecida!en!par#sitos!

mayores!a!250!$m!y!Mixtos:!muestra!de!par#sitos!sin!filtrar.!

!

La!otra!variable!a!optimizar!fue!el!tama+o! los!par#sitos!a!emplear!en!los!ensayos.!Los!TTy!

de! M.! corti! son! muy! variables! en! cuanto! al! tama+o,! encontr#ndose! algunos! par#sitos! muy!

peque+os!(}!100!μm)!y!otros!muy!grandes!(~!300!μm)!en!las!muestras!recolectadas!de!ratones.!

Para! separar! los! par#sitos! por! tama+o! se! emple%! un! sistema! doble! de! tamizaje;! que! permiti%!

obtener!tres!grupos!de!TTy:!un!grupo!enriquecido!en!par#sitos!peque+os!(menores!a!150!μm),!un!

grupo!enriquecido!en!par#sitos!medianos! (mayores!a!150!μm!y!menores!a!250!μm)!y!un!grupo!

enriquecido! en! par#sitos! grandes! (mayores! a! 250! μm).! Estos! grupos! de! par#sitos,! junto! con!

par#sitos!heterog$neos!(sin!filtrar)!fueron!empleados!a!fin!de!determinar! la!reproducibilidad!de!

las!mediciones.!En!la!Figura!3.7B!se!pueden!ver!la!fluorescencia!medida!a!longitudes!de!onda!de!

excitaci%n!de!570!nm!y!emisi%n!de!585!nm!para!los!grupos!parasitarios!ensayados.!Para!todos!los!

grupos! parasitarios! ensayados! se! incubaron! 20! TTy! de! M! corti! por! pocillo.! Como! se! puede!

observar!en!la!Figura!3.7B,!las!mediciones!de!fluorescencias!para!el!grupo!sin!filtrar!y!el!grupo!de!

par#sitos!grandes!mostraron!mucha!dispersi%n.!Por!otra!parte,! las!mediciones!de!fluorescencias!

para!los!grupos!de!par#sitos!peque+os!y!medianos!mostraron!dispersiones!menores!con!respecto!

a! los! otros! grupos.! El! grupo! de! par#sitos! medianos! fue! elegido! para! los! an#lisis! posteriores,!
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debido! a! que! se! obtiene! muy! poco! material! para! el! grupo! de! par#sitos! peque+os! durante! el!

filtrado.!

Una!vez!definido!el!rango!de!tama+os!de!los!par#sitos!a!emplear,!se!prosigui%!a!determinar!

el!n*mero!adecuado!de!TTy!de!M.!corti!por!pocillo.!En!la!Figura!3.8A!se!muestra!el!porcentaje!de!

reducci%n!de!la!resazurina!en!funci%n!del!n*mero!de!TTy!de!M.!corti!por!pocillo.!Como!se!puede!

observar! el! sistema! se! satura! para!m#s! de! 30! par#sitos! por! pocillos.! Est#! zona! de! la! curva! no!

resulta! conveniente,! si! se! elige! un! n*mero! de! par#sitos! por! pocillo! dentro! de! esta! meseta!

cualquier!compuesto!que!aumente!la!viabilidad!parasitaria!no!podr"a!ser!detectado.!Se!eligi%!20!

como!el!n*mero!de!par#sitos!por!pocillos!a!fin!de!tener!un!rango!m#s!amplio!de!trabajo.!Para!20!

TTy! de!M.! corti! por! pocillo! se!obtuvo!una!de! reducci%n! de! la! resazurina! del! 70'.!Usando!este!

n*mero!par#sitos!por!pocillo!se!podr"an!evaluar!compuestos!que!tengan!tanto!un!efecto!negativo!

como!tambi$n!positivo!en!la!viabilidad!parasitaria.!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.8.! Curvas! de! reducci"n! de! la! resazurina! en! funci"n! del! n%mero! de! tetratiridios! (TTy)! de!

Mesocestoides! corti! por! pocillo.! Se! muestran! la! curva! de! reducci%n! de! la! resazurina! en! funci%n! del! (A)!

n*mero!de!par#sitos!vivos!por!pocillo!y!(B)!diferentes!n*meros!de!par#sitos!vivos!y!muertos!por!pocillo!(20!

TTy!final!por!pocillo).!Los!par#sitos!muertos!corresponden!a!muestras!de!TTy!de!M.!corti!tratadas!con!etanol!

al!70'!por!30!min.!Se!muestran!las!mediciones!de!reducci%n!de!la!resazurina!para!una!r$plica!biol%gica!por!

triplicado.!Las!barras!de!error!representan!la!desviaci%n!est#ndar.!

!

Por!otra!parte,! tambi$n!se!determin%!si!mediante!este!sistema!de!medici%n!de!viabilidad!

parasitaria!se!podr"a!discriminar!entre!par#sitos!vivos!y!muertos.!En!la!Figura!3.8B!se!muestra!una!

curva! con!diferentes! proporciones! de! TTy! de!M.! corti!vivo! y!muertos! por! pocillo.! Los! par#sitos!

muertos!se!obtuvieron!tratando!las!muestras!con!etanol!al!70'!durante!30!min.!Las!mediciones!

del!porcentaje!de!reducci%n!de!la!resazurina!para!las!diferentes!proporciones!de!par#sitos!vivos:!
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muertos! (Figura! 3.8B)! dieron! una! pendiente! similar! a! la! curva! de! reducci%n! vs! n*mero! de!

par#sitos! vivos! (Figura! 3.8A).! Por! lo! que,! el! sistema!nos! permitir"a! discriminar! entre! TTy! de!M.!

corti!vivos!y!muertos.!

Como! se! dijo! anteriormente,! la! resazurina! presenta! espectros! de! fluorescencia! y!

absorbancia!diferentes!para!el!reactivo!oxidado!y!reducido!(Figura!2.1),!pudi$ndose!determinar!la!

viabilidad! parasitaria! por! mediciones! de! fluorescencia! o! absorbancia.! Asimismo,! es! posible!

emplear!m#s!de!un!par!de!longitudes!de!ondas!para!la!determinaci%n!de!la!viabilidad!parasitaria:!

540-630!nm!y!570-600!nm.!Si!bien!las!mediciones!de!fluorescencia!resultan!m#s!directas,!ya!que!

en!el!caso!de!la!absorbancia!se!necesitan!realizar!mediciones!a!diferentes!longitudes!de!ondas!y!

calcular!posteriormente!el!porcentaje!de!reducci%n!de!la!resazurina,!en!el!IMPaM!(lugar!donde!se!

llev%!a!cabo!este!trabajo)!no!se!cuenta!con!el!equipo!necesario;!recurri$ndose!a!la!prestaci%n!de!

servicios!de!terceros!para!dicha!medici%n.!Por!este!motivo!la!viabilidad!parasitaria!se!determin%!

mediante!mediciones!de!absorbancia.!En!la!Figura!3.9A!se!muestran!los!porcentajes!de!reducci%n!

de! la! resazurina! para! cada!par! de! longitudes! de! onda! ensayadas.!No! se! obtuvieron!diferencias!

estad"sticamente!significativas!entre!las!diferentes!condiciones!ensayadas.!Se!opt%!por!el!par!de!

longitudes! de! onda! 570! nm! y! 600! nm,! ya! que! $stos! se! corresponden! con! los! m#ximos! en! el!

espectro!de!absorbancia!para!el!reactivo!reducido!y!oxidado,!respectivamente!(Figura!2.1).!!

Por! *ltimo,! se! determin%! el! porcentaje! m#ximo! de! DMSO! que! se! podr"a! utilizar! en! la!

determinaci%n! de! la! viabilidad! parasitaria.! El! DMSO! es! un! solvente! org#nico! ampliamente!

empleado!para!disolver!diferentes!tipos!de!compuestos.!Adem#s,!al!ser!un!disolvente!apr%tico!y!

altamente!polar! es!miscible! tanto! con!el! agua!como!con!disolventes!org#nicos! como!alcoholes,!

cetonas,!etc.!Sin!embargo,!el!DMSO!puede!llegar!a!ser!t%xico!para!las!c$lulas;!por!este!motivo!se!

evalu%!el!efecto!del!DMSO!sobre!la!viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!corti!mediante!el!ensayo!de!

reducci%n! de! la! resazurina.! En! la! Figura! 3.9B! se! muestra! el! porcentaje! de! reducci%n! de! la!

resazurina!para!diferentes!concentraciones!de!DMSO.!Para!concentraciones!de!DMSO!menores!al!

2'!no! se!observ%! una!disminuci%n! estad"sticamente! significativa! en! la! viabilidad! parasitaria! de!

TTy! de!M.! corti.! Por! otra! parte,! para! concentraciones! de! DMSO! iguales! o! superiores! a! 2'! se!

observ%!una!disminuci%n!estad"sticamente!significativa!en! la!viabilidad!parasitaria! (Figura!3.9B).!

Las! mediciones! realizadas! para! determinar! el! efecto! del! DMSO! sobre! el! cultivo! parasitario! se!

realizaron!a!tres!d"as!de!incubaci%n.!Sin!embargo,!para!determinar!el!efecto!antihelm"ntico!de!los!

compuestos! sobre! TTy! de!M.! corti! se! necesitan! realizar! mediciones! de! viabilidad! para! otros!

tiempos!de!incubaci%n.!En!la!Figura!3.9C!se!muestra!el!porcentaje!de!reducci%n!de!la!resazurina!

para!par#sitos!tratados!con!DMSO!al!1',!determinado!a!3!y!6!d"as!de!incubaci%n.!No!se!observ%!
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una! disminuci%n! estad"sticamente! significativa! en! la! viabilidad! parasitaria! para! el! DMSO! a! la!

concentraci%n! de! 1'! para! 3! y! 6! d"as! de! incubaci%n,! comparado! con! la! viabilidad! parasitaria!

determinada!para!los!TTy!de!M.!corti!sin!DMSO!(Figura!3.9C).!

Finalmente,!cabe!aclarar!que!no!se!observ%!viraje!del!medio!en!los!par#sitos!incubados!con!

medio!Mco-RPMI!1640!con!rojo!fenol!hasta!los!6!d"as!de!incubaci%n.!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.9.! Determinaci"n!de! las! longitudes! de! onda! y!porcentaje!de!DMSO!"ptimo!para! el! ensayo!de!

viabilidad! parasitaria! por! reducci"n! de! la! resazurina! en! tetratiridios! (TTy)! de!Mesocestoides! corti.! Se!

muestran! el! porcentaje! de! reducci%n! de! la! resazurina! en! funci%n! de! (A)! los! pares! de! longitud! de! onda!

540/630!nm!y!570/600!nm,!(B)!el!porcentaje!de!DMSO!en!el!medio!de!cultivo!y!(C)!los!d"as!de!incubaci%n.!

Los!porcentajes!de!reducci%n!fueron!determinados!para!tres!r$plicas!biol%gicas! independientes,!cada!una!

por! triplicado.!En!todas! las!barras,! las!barras!de!error! representan! la!desviaci%n!est#ndar!y! los!asteriscos!

indican!aquellas!concentraciones!que!mostraron!diferencias!estad"sticas!significativas,!en!comparaci%n!con!

el!control!(DMSO!1'),!usando!el!an#lisis!de!las!varianzas!(ANOVA)!de!una!v#a!(<<,!p!'!0,01).!

!

3.2.2.!Adaptaci"n!del!ensayo!de!viabilidad!por!mediciones!de!motilidad!para!la!determinaci"n!

de!la!viabilidad!parasitaria!de!Mesocestoides!corti!

El! ensayo! de! viabilidad! por! medici%n! de! la! motilidad! parasitaria! fue! adaptado! para! la!

medici%n! de! la! viabilidad! parasitaria,! a! fin! de! determinar! el! efecto! antihelm"ntico! de! varios!

compuestos!sobre!el!cultivo! in!vitro!del!par#sito!M.!corti.!Este!ensayo!se!basa!en!la!medici%n!de!

los!movimientos!realizados!por!par#sitos!que!son!captados!por!el!dispositivo!wMicroTracker.!Este!
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dispositivo!est#!compuesto!por!un!rayo!de!luz!infrarrojo!y!un!sistema!sensor.!Cuando!los!par#sitos!

se!mueven,!bloquean!el! rayo! infrarrojo! y!esto!es!detectado!por!el! sensor.!Mediante!diferentes!

algoritmos!es!posible!calcular!el!movimiento!de!los!par#sitos,!expresado!como!"ndice!de!motilidad!

relativa! (IMR),! en! un! determinado! periodo.! Este! sistema! fue! dise+ado! para! la! medici%n! de! la!

motilidad,! y! por! ende! la! viabilidad,! de!Caenorhabditis! elegans! (Simonetta! y!Golombek,! 2007)! y!

tiene!la!ventaja!de!permitir!un!sistema!de!medici%n!continuo!y!no!invasivo!de!la!viabilidad.!

A!fin!de!adaptar!el!ensayo!de!motilidad!a!la!medici%n!de!la!viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!

M.! corti,! se! defini%! un! protocolo! base! a! emplear.! En! base! a! los! resultados! obtenidos! para! el!

ensayo!AlamarBlue®,!en!este!protocolo!se!emple%!el!grupo!de!par#sitos!medianos! (mayores!de!

150!$m!y!menores!de!250!$m)!y!se!tom%!3!d"as!como!el!tiempo!de!incubaci%n!de!los!par#sitos.!

Los!par#metros!a!definir!fueron!el!n*mero!de!par#sitos!por!pocillo,!el!algoritmo!de!medici%n!y!el!

efecto!del!DMSO.!La!viabilidad!parasitaria,!medida!por!el!ensayo!de!motilidad,!se!expresa!como!

un! "ndice! de! motilidad! relativa! (IMR).! Este! "ndice! es! la! relaci%n! entre! el! "ndice! de! motilidad!

calculado!para!un!determinado!d"a!con!respecto!al!"ndice!de!motilidad!para!el!d"a!0.!

En!la!Figura!3.10A!se!muestra!el! "ndice!de!motilidad!parasitaria!en!funci%n!del!n*mero!de!

TTy!de!M.!corti!por!pocillo.!Como!se!puede!observar!el!sistema!se!satura!para!m#s!de!7!par#sitos!

por! pocillo.! Se! eligi%! 5! como! el! n*mero! de! par#sito! por! pocillos! a! fin! de! tener! un! rango!m#s!

amplio!de!trabajo.!Para!5!TTy!de!M.!corti!por!pocillo!se!obtuvo!un! "ndice!de!motilidad!de!936!±!

151!despu$s!de!2!h!de!medici"n!usando!el!algoritmo!�M3-C.!elegans�.!!

Por!otra!parte,! tambi$n!se!determin%!si!mediante!este!sistema!de!medici%n!de!viabilidad!

parasitaria! se!podr"a!discriminar!entre!par#sitos!vivos!y!muertos.!En! la! Figura!3.10B!se!muestra!

una!curva!con!diferentes!n*meros!de!TTy!de!M.!corti!vivos!y!muertos!por!pocillos.!Los!par#sitos!

muertos!se!obtuvieron!tratando!las!muestras!con!etanol!al!70'!durante!30!min.!Las!mediciones!

de! la!motilidad! para! diferentes! proporciones! de! par#sitos! vivos:!muertos! (Figura! 3.10B)! dieron!

una!pendiente!similar!a!la!curva!de!motilidad!vs!n*mero!de!par#sitos!vivos!(Figura!3.10A).!Por!lo!

que,!el!sistema!nos!permitir"a!discriminar!entre!TTy!de!M.!corti!vivos!y!muertos.!

!

!

!

!
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Figura! 3.10.! Curvas! de! motilidad! parasitaria! en! funci"n! del! n%mero! de! tetratiridios! (TTy)! de!

Mesocestoides!corti!por!pocillo.!Se!muestran!la!curva!de!motilidad!parasitaria!en!funci%n!del!(A)!n*mero!de!

par#sitos!por!pocillo!y!(B)!diferentes!proporciones!de!par#sitos!vivos!y!muertos!por!pocillo!(5!TTy!final!por!

pocillo).!Los!par#sitos!muertos!corresponden!a!muestras!de!TTy!de!M.!corti!tratadas!con!etanol!al!70'!por!

30!min.!Se!muestran!las!mediciones!de!motilidad,!como!"ndice!de!motilidad,!para!una!r$plica!biol%gica!por!

triplicado.! Las! barras! de! error! representan! la! desviaci%n! est#ndar.! Los! "ndices! de! motilidad! fueron!

calculados!para!2!horas!de!medici"n!usando!el!algoritmo!�M3-C.!elegans�.!

!

El! "ndice! de! motilidad! parasitaria! se! puede! calcular! empleando! diferentes! algoritmos!

disponibles!en!el!software!del!equipo!wMicroTracker.!En!la!Figura!3.11A!se!muestran!los!"ndices!

de! motilidad! parasitaria! determinados! para! 5! TTy! de!M.! corti! por! pocillo! despu$s! de! 2! h! de!

medici%n! con! los! dos! algoritmos! principales:!M3-C.! elegans! y!M3-Zebrafish.! Se! puede!observar!

que! los! "ndices! de! motilidad! determinados! con! el! algoritmo! M3-Zebrafish! presentan! menos!

dispersi%n.!Por!dicho!motivo,!este!algoritmo!fue!elegido!para!los!c#lculos!de!"ndices!de!motilidad!

posteriores.!

Por!*ltimo,!se!determin%!el!efecto!del!DMSO!sobre! la!viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!

corti!a!lo!largo!de!los!d"as!de!incubaci%n.!En!la!Figura!3.11B!se!muestran!los!"ndices!de!motilidad!

relativa! en! funci%n! de! los! d"as! de! incubaci%n! para! TTy! de!M.! corti! incubados! en!medio! solo! o!

medio! con! DMSO! al! 1'.! No! se! observaron! diferencias! estad"sticamente! significativas! en! los!

"ndices! de! motilidad! relativa! para! los! par#sitos! incubados! con! DMSO! 1'! hasta! los! 6! d"as! de!

incubaci%n,!comparado!con!los!par#sitos!incubados!en!medio!solo!(Figura!3.11B).!



HDACs!en!cestodos!(Hugo!Rolando!Vaca)

90!

!

Finalmente,!cabe!aclarar!que!no!se!observ%!viraje!del!medio!en!los!par#sitos!incubados!con!

medio!Mco-RPMI!1640!con!rojo!fenol!hasta!los!6!d"as!de!incubaci%n.!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.11.! Selecci"n! del! algoritmo! y! an$lisis! del! efecto! del! DMSO! para! la! medici"n! de! la! viabilidad!

parasitaria!por!mediciones!de!motilidad!en!tetratiridios!(TTy)!de!Mesocestoides!corti.!Se!muestran!(A)!el!

"ndice!de!motilidad!calculado!mediante! los!dos!algoritmos!principales:!M3-C.!elegans!y!M3-Zebrafish! (n!|!

10)!y!(B)!el!"ndice!de!motilidad!relativa!para!par#sitos!incubados!en!medio!solo!o!medio!con!DMSO!al!1'!en!

funci%n!de!los!d"as!de!incubaci%n.!Los!"ndices!de!motilidad!relativa!fueron!determinados!para!tres!r$plicas!

biol%gicas! independientes,! cada! una! por! cuadruplicado.! Las! barras! de! error! representan! la! desviaci%n!

est#ndar.!

!

3.2.3.!La!inhibici"n!de!las!enzimas!HDACs!afecta!la!viabilidad!de!Mesocestoides!corti!

El! efecto! de! la! inhibici%n! de! las! HDACs! sobre! la! viabilidad! de! TTy! de! M.! corti! fue!

determinado!usando! los!m$todos! para! la!medici%n! de! la! viabilidad! adaptados! en! las! Secciones!

3.2.1!y!3.2.2.!Para!ello!se!emple%!un!inhibidor!selectivo!de!las!HDACs!de!Clase!I!y!II,!la!Tricostatina!

A!(TSA).!

En!la!Figura!3.12!se!muestra!el!efecto!de!la!TSA!sobre!la!viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!

corti,! determinado! mediante! el! ensayo! de! reducci%n! de! la! resazurina! para! 3! y! 6! d"as! de!

incubaci%n.!Se!puede!observar!que!la!TSA!no!produjo!un!efecto!estad"sticamente!significativo!en!

la!viabilidad!de!los!TTy!de!M.!corti!a!los!3!d"as!de!incubaci%n,!para!ninguna!de!las!concentraciones!

ensayadas!(Figura!3.12A).!Sin!embargo,!a!los!6!d"as!de!incubaci%n!la!TSA!produjo!una!disminuci%n!

estad"sticamente!significativa!en!la!viabilidad!de!los!par#sitos!tratados!en!comparaci%n!con!los!no!
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tratados!(DMSO1').!Los!porcentajes!de!viabilidad!determinados!para!los!par#sitos!tratados!con!la!

TSA!a!los!6!d"as!de!incubaci%n!fueron!de:!61,8'!para!1!µM!(p!'!0,0001),!58,9'!para!10!μM!(p!'!

0,0001)! y! 58,4'! para! 20! μM! (p! '! 0,0001)! (Figura! 3.12B).! Como! controles! se! utilizaron! TTy!

incubados! en:! el! veh"culo!de! la! droga! (DMSO!1';! control! negativo),! praziquantel! en!diferentes!

concentraciones!(PZ[;!droga!control)!y!TTy!pretratados!con!etanol!al!70'!(EtOH70')!por!30!min!

(control!positivo)!(Figura!3.12).!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!3.12.!Efecto!de! la!Tricostatina!A!(TSA)!sobre! la!viabilidad!de!tetratiridios! (TTy)!de!Mesocestoides!

corti!determinado!mediante!el!ensayo!de! reducci"n!de! la! resazurina! (o!Alamar!Blue®).! Se!muestran! los!

porcentajes!de!viabilidad!parasitaria,!determinados!mediante!el!ensayo!de!reducci%n!de!la!resazurina,!para!

TTy!de!M.!corti!tratados!con!TSA!a!concentraciones!de!1,!10!y!20!$M!a!los!(A)!3!y!(B)!6!d"as!de!incubaci%n.!

Las! viabilidades! parasitarias! se! determinaron! para! tres! r$plicas! biol%gicas! independientes,! cada! una! por!

triplicado.! Como! controles! se! utilizaron! TTy! incubados! en:! el! veh"culo! de! la! droga! (DMSO! 1';! control!

negativo),! praziquantel! (PZ[;! droga! control)! y! TTy! pretratados! con! etanol! al! 70'! (EtOH70')! por! 30!min!

(control!positivo).!En!todas!las!barras,!las!barras!de!error!representan!la!desviaci%n!est#ndar!y!los!asteriscos!

indican! aquellas! concentraciones! que! mostraron! diferencias! estad"sticas! significativas! en! la! viabilidad!

parasitaria;!en!comparaci%n!con!el!control!(DMSO!1'),!usando!el!an#lisis!de!las!varianzas!(ANOVA)!de!dos!

v#as!(<<<,!p!'!0,001;!<<<<,!p!'!0,0001).!

!

Al!analizar!el!efecto!de!la!TSA!sobre!la!viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!corti,!mediante!el!

ensayo!de!movilidad!parasitaria,!se!obtuvieron!resultados!similares.!En!la!Figura!3.13!se!muestra!

el!efecto!de!la!TSA!sobre!la!viabilidad!parasitaria,!como!"ndice!de!motilidad!relativa!(IMR),!para!3!y!
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6!d"as!de! incubaci%n.! Se!puede!observar! que,! a! los!3!d"as!de! incubaci%n,! la! TSA!no!produjo!un!

efecto! estad"sticamente! significativo! en! la! viabilidad! de! los! TTy! de! M.! corti! para! las!

concentraciones!de!2!y!10!$M.!Solo!se!observ%!una!disminuci%n!estad"sticamente!significativa!en!

la! viabilidad! parasitaria! en! los! TTy! tratados! con! 20! $M! de! TSA! (IMR! =! 0.81;! p! '! 0,05)! (Figura!

3.13A).!Sin!embargo,!a!los!6!d"as!de!incubaci%n!la!TSA!produjo!una!disminuci%n!estad"sticamente!

significativa! en! la! viabilidad! de! los! par#sitos! tratados! en! comparaci%n! con! los! no! tratados!

(DMSO1').!Los!"ndices!de!motilidad!relativa!determinados!para!los!par#sitos!tratados!con!la!TSA!a!

los!6!d"as!de!incubaci%n!fueron!de:!0,43!para!1!$M!(p!}0,0001),!0,55!para!10!$M!(p!'!0,0001)!y!

0,37!para!20!$M!(p!'!0,0001)! (Figura!3.13B).!Como!controles!se!utilizaron!TTy! incubados!en:!el!

veh"culo! de! la! droga! (DMSO! 1';! control! negativo),! praziquantel! en! diferentes! concentraciones!

(PZ[;!droga!control)!y!TTy!pretratados!con!etanol!al!70'!(EtOH70')!por!30!min!(control!positivo)!

(Figura!3.13).!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!3.13.!Efecto!de! la!Tricostatina!A!(TSA)!sobre! la!viabilidad!de!tetratiridios! (TTy)!de!Mesocestoides!

corti,! determinado! mediante! el! ensayo! de!motilidad! parasitaria.! Se! muestran! los! "ndices! de! motilidad!

relativa,!determinados!mediante!el!ensayo!de!motilidad!parasitaria,!para!TTy!de!M.!corti!tratados!con!TSA!a!

concentraciones!de!1,!10!y!20!μM!a!los!(A)!3!y!(B)!6!d"as!de!incubaci%n.!Los!"ndices!de!motilidad!relativa!se!

determinaron! para! tres! r$plicas! biol%gicas! independientes,! cada! una! por! triplicado.! Como! controles! se!

utilizaron!TTy!incubados!en:!el!veh"culo!de!la!droga!(DMSO!1';!control!negativo),!praziquantel!(PZ[;!droga!

control)!y!TTy!pretratados!con!etanol!al!70'!(EtOH70')!por!30!min!(control!positivo).!En!todas!las!barras,!

las!barras!de!error!representan!la!desviaci%n!est#ndar!y!los!asteriscos!indican!aquellas!concentraciones!que!

mostraron!diferencias!estad"sticas!significativas!en!la!viabilidad!parasitaria;!en!comparaci%n!con!el!control!
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(DMSO!1'),!usando!el!an#lisis!de!las!varianzas!(ANOVA)!de!dos!v#as!(<,!p!'!0,05;!<<<,!p!'!0,001;!<<<<,!p!'!

0,0001).!

3.2.4.!La!Tricostatina!A!produce!alteraciones!en!la!morfolog#a!parasitaria!de!Mesocestoides!corti!

Se!realizaron!inspecciones!visuales!de!los!cultivos!parasitarios!a!fin!de!determinar!si!la!TSA!

produce!alteraciones!en! la!morfolog"a!de! los!TTy!de!M.!corti.!En! la!Figura!3.14! se!muestran! las!

microfotograf"as!de!los!TTy!de!M.!corti!incubados!con!TSA!o!el!veh"culo!de!la!droga!(DMSO!1')!a!3!

y!6!d"as!de!incubaci%n.!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.14.! Efecto! de! la! Tricostatina! A! (TSA)! sobre! la! morfolog#a! parasitaria! de! tetratiridios! (TTy)! de!

Mesocestoides!corti!en!cultivo!in!vitro.!Se!muestran!las!alteraciones!en!la!morfolog"a!parasitar"a!producidas!

en!los!TTy!de!M.!corti!tratados!con!40!$M!de!TSA!a!(C)!3!y!(D)!6!d"as!de!incubaci%n;!en!comparaci%n!con!los!

par#sitos! incubados! con!el! veh"culo!de! la!droga! (DMSO!1')!a! (A)! 3! y! (B)! 6!d"as!de! incubaci%n.! Se!puede!

observar! la! presencia! de!peque+as! ampollas! en! el! tegumento! parasitario! (se+aladas!mediante! flechas)! e!

infiltraciones!del!medio!de!cultivo!(IF)!en!los!TTy!de!M.!corti!y!restos!celulares!(RC)!en!el!medio!de!cultivo.!
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Estas!alteraciones!fenot"picas!fueron!observadas!para!tres!r$plicas!biol%gicas!independientes.!Las!barras!de!

escala!representan!100!mm.!

!

En!la!Figura!3.14!se!puede!observar!que!la!TSA!produjo!alteraciones!en!el!tegumento!y!en!la!

morfolog"a!general!de!los!TTy!de!M!corti.!Asimismo,!se!pueden!apreciar!la!presencia!de!peque+as!

ampollas!a!lo!largo!del!tegumento!parasitario!(se+aladas!mediante!flechas)!y!varias!infiltraciones!

del!medio! de! cultivo! (INF)! en! diferentes! zonas! de! los! TTy! de!M.! corti.! Por! *ltimo,! tambi$n! se!

observaron!restos!celulares!en!el!medio!de!cultivo!(RC).!Estos!efectos!fueron!observados!para!la!

TSA! a! la! concentraci%n! de! 40!$M,! para! 3! y! 6! d"as! de! incubaci%n! (Figura! 3.14C! y! Figura! 3.14D,!

respectivamente).!En!cambio,!no!se!observaron!alteraciones!fenot"picas!apreciables!en!los!TTy!de!

M.!corti!incubados!con!DMSO1'!(control!negativo)!a!los!3!y!6!d"as!de!incubaci%n!(Figura!3.14A!y!

Figura!3.14B,!respectivamente).!

3.2.5!La!Tricostatina!A!inhibe!fuertemente!la!desacetilaci"n!de!prote#nas!en!Mesocestoides!corti!

En! la! Secci%n! 3.2.4! se! demostr%! que! la! TSA! produce! una! disminuci%n! de! la! viabilidad!

parasitaria!y!alteraciones!en!el!tegumento!en!los!TTy!de!M.!corti.!A!fin!de!determinar!si!los!efectos!

observados!con!la!TSA!se!producen!efectivamente!debido!a!la!inhibici%n!de!las!enzimas!HDACs!de!

cestodos,! se!evaluaron! los! cambios! en! los! niveles! de! acetilaci%n! de! las! prote"nas! de! TTy! de!M.!

corti! mediante! la! t$cnica! de!Western! Blot! semicuantitativa.! Para! esta! t$cnica! se! utilizaron! los!

anticuerpos!contra!la!histona!H4!tetra-acetilada!y!contra!los!grupos!de!lisina!acetiladas!presentes!

en!las!prote"nas!(pan-lisina!acetilada).!

En!la!Figura!3.15!se!muestra!el!efecto!de!la!TSA!sobre!los!niveles!de!acetilaci%n!de!prote"nas!

provenientes!de!homogenatos!de!TTy!de!M.!corti! tratados!durante!3!d"as.!En!la!Figura!3.15A!se!

muestran! las!bandas!detectadas! con! los! anticuerpos!anti!Histona!H4! tetra-acetilada! y! anti! pan-

lisina!acetilada.!Asimismo,!en!el! panel! inferior! se!muestra!el! gel! te+ido! con!azul!de!Coomassie,!

empleado!como!control!de!carga.!El!cual!indica!que!la!aparici%n!de!dichas!bandas!en!presencia!del!

inhibidor! no! se! debe! a! diferencias! en! la! concentraci%n! de! prote"nas! sembradas.! En! los!

homogenatos! de! TTy! de!M.! corti! tratados! con! TSA,! a! concentraciones! de! 20! μM! y! 40! μM,! se!

detect%!una!banda!intensa!con!un!peso!molecular!relativo!de!15!kDa!(tama+o!esperado!para! la!

Histona!H4!de!M.!corti)!cuando!se!emple%!el!anticuerpo!anti!Histona!H4!tetra-acetilada.!Por!otra!

parte,! cuando! se!emple%! el! anticuerpo! anti! pan-lisina! acetilada! se! detectaron!dos! bandas!muy!

pr%ximas! e! intensas! con! pesos!moleculares! relativos! de! 15! kDa! y! 16! kDa.! Con! este! anticuerpo!
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adem#s!se!detect%!una!banda!adicional!con!un!peso!molecular!relativo!de!50!kDa.!Estas!bandas!

no!se!detectaron,!o!se!observaron!menos!intensas,!en!los!homogenatos!de!TTy!tratados!con!PZ[,!

ALB!o!el!veh"culo!de!la!droga!(DMSO!1'),!usados!como!controles.!

!

!

!

!

!
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Figura!3.15.!Efecto!de!la!Tricostatina!A!(TSA)!sobre!los!niveles!de!acetilaci"n!de!prote#nas!provenientes!de!

homogenatos!de!tetratiridios!(TTy)!de!Mesocestoides!corti.!Hiperacetilaci%n!de!prote"nas!en!homogenatos!

de!TTy!de!M.!corti!incubados!con!TSA.!(A)!Western!Blot!para!los!homogenatos!de!TTy!de!M.!corti!tratados!

con! 20! μM! o! 40! μM! de! TSA,! o! el! veh"culo! de! la! droga! (DMSO! 1')! durante! tres! d"as,! utilizando! los!

anticuerpos! anti! Histona! H4! tetra-acetilada! y! anti! pan-lisina! acetilada.! Como! controles! negativos! se!

utilizaron!praziquantel!(PZ[)!y!albendazol!(ABZ)!a!20!μM.!En!el!panel!inferior!se!muestra!el!gel!te+ido!con!

azul! de! Coomassie.! (B)! An#lisis! de! densitometr"a! de! los!Western! Blot.! Las!muestras! se! normalizaron! de!

acuerdo! a! la! cantidad! total! de! prote"nas! de! la!misma!muestra,! observada!mediante! tinci%n! con! azul! de!

Coomassie.!Los!resultados!se!expresan!como!el!cambio!en!la!densidad!relativa!en!comparaci%n!con!el!grupo!

control!(DMSO!1'),!establecido!como!1.!Las!barras!de!error!representan!la!desviaci%n!est#ndar.!

!

Por!otra!parte,!en! la!Figura!3.15B!se!muestra! la!densidad!relativa,!determinada!mediante!

an#lisis!de!densitometr"a,!para!todas! las!bandas!detectadas!con! los!anticuerpos!anti-Histona!H4!

acetilada!y!anti-pan!lisina!acetilada;!empleado!en!los!Western!Blot!de!la!Figura!3.15A.!Para!ambos!

anticuerpos!se!determin%!que!la!densidad!relativa!de!las!bandas!observadas!en!los!homogenatos!

de! TTy! de!M.! corti! tratados! con! TSA! fueron! aproximadamente! 8! y! 10! veces! mayores! que! las!
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detectadas! en! los! homogenatos! de! los! par#sitos! del! grupo! control! (DMSO! 1'),! para! las!

concentraciones!de!TSA!de!20!μM!y!40!μM;!respectivamente.!Por!*ltimo,!las!densidades!relativas!

de!las!bandas!observadas!en!los!homogenatos!de!TTy!de!M.!corti!tratados!con!PZ[!o!ABZ!fueron!

mucho!menores! que! las!observadas! en! los! homogenatos! de! TTy! de!M.! corti! tratados! con! TSA,!

para! ambos! anticuerpos;! siendo! las! densidades! relativas! de! estas! bandas! iguales! o! apenas!

mayores!que!las!detectadas!en!los!homogenatos!de!los!par#sitos!del!grupo!control.!

En!la!Figura!3.16!se!muestra!el!efecto!de!la!TSA!sobre!los!niveles!de!acetilaci%n!de!prote"nas!

provenientes!de!homogenatos!de!TTy!de!M.!corti! tratados!durante!6!d"as.!En!la!Figura!3.16A!se!

muestran! las!bandas!detectadas! con! los! anticuerpos!anti!Histona!H4! tetra-acetilada! y! anti! pan-

lisina!acetilada.!Asimismo,!en!el! panel! inferior! se!muestra!el! gel! te+ido! con!azul!de!Coomassie,!

empleado! como! control! de! carga.! En! los! homogenatos! de! TTy! de!M.! corti! tratados! con! TSA,! a!

concentraciones!de!20!μM!y!40!μM,!se!detect%!una!banda!intensa!con!un!peso!molecular!relativo!

de!15!kDa!cuando!se!emple%!el!anticuerpo!anti!Histona!H4!tetra-acetilada.!Estas!bandas! fueron!

menos!intensas!que!las!detectadas!para!homogenatos!de!TTy!de!M.!corti!tratados!durante!3!d"as!

(Figura! 3.15).! Por! otra! parte,! cuando! se! emple%! el! anticuerpo! anti! pan-lisina! acetilada! solo! se!

detect%!una!banda!intensa!con!un!peso!molecular!relativo!de!15!kDa.!La!banda!adicional!(con!un!

peso! molecular! relativo! de! 50! kDa)! observada! en! homogenatos! de! TTy! de!M.! corti! tratados!

durante!3!d"as!(Figura!3.15)!no!fue!detectada!en!los!homogenatos!de!par#sitos!tratados!durante!6!

d"as!(Figura!3.16A).!Por!*ltimo,!estas!bandas!no!se!detectaron!en!homogenatos!de!TTy!de!M.!corti!

tratados!con!PZ[,!ALB!o!el!veh"culo!de!la!droga!(DMSO!1').!

En! la! Figura! 3.16B! se! muestra! la! densidad! relativa,! determinada! mediante! an#lisis! de!

densitometr"a,!para!todas!las!bandas!detectadas!con! los!anticuerpos!anti-Histona!H4!acetilada!y!

anti-pan! lisina! acetilada;! empleado! en! los! Western! Blot! de! la! Figura! 3.16A.! Para! ambos!

anticuerpos!se!determin%!que!la!densidad!relativa!de!las!bandas!observadas!en!los!homogenatos!

de! TTy! de!M.! corti! tratados! con! TSA! fueron!de! aproximadamente!3! y!4! veces!mayores! que! las!

detectadas! en! los! homogenatos! de! los! par#sitos! del! grupo! control! (DMSO! 1'),! para! las!

concentraciones!de!la!TSA!de!20!$M!y!40!μM.!Por!*ltimo,!las!densidades!relativas!de!las!bandas!

observadas!en!los!homogenatos!de!TTy!de!M.!corti!tratados!con!PZ[!o!ABZ!fueron!menores!que!

las!observadas!en!los!homogenatos!de!TTy!de!M.!corti!tratados!con!TSA,!para!ambos!anticuerpos;!

siendo!las!densidades!relativas!de!estas!bandas!iguales!que!las!detectadas!en!los!homogenatos!de!

los!par#sitos!del!grupo!control.!

!
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Figura!3.16.!Efecto!de!la!Tricostatina!A!(TSA)!sobre!los!niveles!de!acetilaci"n!de!prote#nas!provenientes!de!

homogenatos!de!tetratiridios!(TTy)!de!Mesocestoides!corti.!Hiperacetilaci%n!de!prote"nas!en!homogenatos!

de!TTy!de!M.!corti!incubados!con!TSA.!(A)!Western!Blot!para!los!homogenatos!de!TTy!de!M.!corti!tratados!

con! 20! μM! o! 40! μM! de! TSA,! o! el! veh"culo! de! la! droga! (DMSO! 1'),! durante! seis! d"as! utilizando! los!

anticuerpos! anti! Histona! H4! tetra-acetilada! y! anti! pan-lisina! acetilada.! Como! controles! negativos! se!

utilizaron!praziquantel!(PZ[)!y!albendazol!(ABZ)!a!20!μM.!En!el!panel!inferior!se!muestra!el!gel!te+ido!con!

azul! de! Coomassie.! (B)! An#lisis! de! densitometr"a! de! los!Western! Blot.! Las!muestras! se! normalizaron! de!

acuerdo! a! la! cantidad! total! de! prote"nas! de! la!misma!muestra,! observada!mediante! tinci%n! con! azul! de!

Coomassie.!Los!resultados!se!expresan!como!el!cambio!en!la!densidad!relativa!en!comparaci%n!con!el!grupo!

control!(DMSO!1'),!establecido!como!1.!Las!barras!de!error!representan!la!desviaci%n!est#ndar.!

3.3.! Evaluaci"n! del! efecto! antihelm#ntico! de! un! alto! n%mero! de! inhibidores! de! las! enzimas!

HDACs!

En!esta!secci%n!se!muestra!el!perfil!antihelm"ntico!de!un!alto!n*mero!de!inhibidores!de!las!

enzimas!HDACs!(HDACi),!determinado!mediante!el!cultivo!in!vitro!de!TTy!de!M.!corti.!Inicialmente!

se! evaluaron! 12! HDACi;! que! inclu"an! 4! HDACi! contra! las! HDACs! de! Clase! I,! 4! HDACi! contra! las!

HDACs!de!Clase!II!y!4!HDACi!contra!las!Sirtuinas!(o!HDACs!de!Clase!III,!Anexo!A1.5).!En!base!a!los!

resultados! obtenidos! con! la! evaluaci%n! inicial,! se! evaluaron! 21! compuestos! adicionales.! Estos!

compuestos! corresponden! a! an#logos! estructurales! de! los! HDACi! que! tuvieron! efecto! en! la!

viabilidad! parasitaria.! En! total! se! evaluaron! 33! compuestos! con! actividad! conocida! contra! las!
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enzimas!HDACs!(Tabla!2.3).!Todas! las!mediciones!fueron!llevadas!a!cabo!mediante!el!ensayo!de!

viabilidad!por!medici%n!de! la!motilidad!parasitaria.!Este!m$todo!tiene! la!ventaja!de!permitir!un!

sistema! de!medici%n! continuo! y! no! invasivo! de! la! viabilidad! parasitaria,! a! diferencia! de! lo! que!

sucede!con!el!m$todo!de!viabilidad!por!reducci%n!de!la!resazurina.!Estas!caracter"sticas!permiten!

evaluar! la! viabilidad! parasitaria! sobre! una! misma! placa! durante! todo! el! periodo! de! ensayo.!

Adem#s,!este!m$todo!tiene!un!menor!costo,!lo!cual!es!un!factor!muy!importante!a!considerar!en!

la! evaluaci%n! de! un! alto! n*mero! de! compuestos.! Por! todos! estos! motivos,! este! m$todo! fue!

elegido!para!la!determinaci%n!del!efecto!antihelm"ntico!de!los!inhibidores!de!las!HDACs.!

3.3.1.! Evaluaci"n! del! efecto! antihelm#ntico! de! inhibidores! de! las! HDACs! de! Clase! I! sobre!

Mesocestoides!corti!

En! la! Figura! 3.17! se!muestra!el! efecto! antihelm"ntico! de! los! inhibidores! de! las!HDACs! de!

Clase! I:! Entinostat,! TH65,! TH71! y! TH120,! determinado! mediante! el! ensayo! de! motilidad!

parasitaria,!utilizando!el! cultivo! in! vitro! de!TTy!de!M.!corti.! La!viabilidad!parasitaria! se!muestra!

como!"ndice!de!motilidad!relativa!(IMR)!en!funci%n!de!los!d"as!de!incubaci%n.!

El! Entinostat! (tambi$n! conocido! como! SNDX-275! y!MS-275)! es! un! compuesto! de! la! clase!

benzamida! que! act*a! como! inhibidor! selectivo! de! las! HDACs! de! Clase! I! (Hu! y! col.,! 2003).! Este!

compuesto!produjo!una!disminuci%n!estad"sticamente!significativa!de!la!viabilidad!parasitaria!de!

los!TTy!de!M.!corti;!con!respecto!a!los!par#sitos!del!grupo!control!incubados!con!el!veh"culo!de!la!

droga! (DMSO1'),!a! los!2!d"as!de!tratamiento!para! la! concentraci%n!de!50!μM!(IMR!=!0,87;!p!'!

0,0001);! a! los! 3! d"as! de! tratamiento! para! 20! μM! (IMR! =! 0,4>;! p! '! 0,0001)! y! a! los! 4! d#as! de!

tratamiento!para!2!μM!(IMR!=!0,42;!p!'!0,0001)!(Figura!3.17A).!Asimismo,!el!Entinostat!produjo!la!

muerte!de!los!TTy!de!M.!corti!tratados!(disminuci%n!del!IMR!por!debajo!de!0,05)!a!los!5!d"as!de!

tratamiento!para! la!concentraci%n!de!50!μM!(p!'!0,0001),!y!a! los!>!d#as!de!tratamiento!para!20!

μM!y!2!μM!(p!'!0,0001!para!ambas!concentraciones)!(Figura!3.17A).!Por!otra!parte,!tambi$n!se!

realizaron! inspecciones! visuales! de! los! TTy! de!M.! corti! tratados! con! el! Entinostat! a! diferentes!

concentraciones! y! d"as! de! tratamiento.! El! Entinostat! produjo! alteraciones! en! el! tegumento!

parasitario! y! p$rdida! de! la! morfolog"a! general! de! los! TTy! de! M.! corti! tratados! a! todas! las!

concentraciones! ensayadas! (Figura! 3.18).! Se! puede! observar! un! alargamiento! en! los! par#sitos!

tratados,! la! presencia! de! peque+as! ampollas! a! lo! largo! del! tegumento! parasitario! (se+aladas!

mediante!flechas)!y!varias!infiltraciones!del!medio!de!cultivo!(INF)!en!diferentes!zonas!de!los!TTy!

de!M.!corti.!Por!*ltimo,!tambi$n!se!observaron!restos!celulares!(RC)!en!el!medio!de!cultivo.!Estas!
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alteraciones! fenot"picas! no! se! observaron! para! los! par#sitos! incubados! con! DMSO! 1'! (control!

negativo),!incluso!hasta!los!9!d"as!de!incubaci%n.!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!3.17.! Efecto!de! los! inhibidores!de! las!HDACs!de!Clase! I:! Entinostat,! TH65,! TH71!y!TH120! sobe! la!

viabilidad!parasitaria!de! tetratiridios! (TTy)!de!Mesocestoides!corti.!Se!muestran! los! "ndices!de!motilidad!

relativos!determinados!para!los!inhibidores!de!las!HDACs!de!Clase!I:!(A)!Entinostat,!(B)!TH71,!(C)!TH65!y!(D)!

TH120!a!las!concentraciones!de!2,!20!y!50!$M,!o!con!el!veh"culo!de!la!droga!(DMSO!1'),!a!distintos!tiempos!

de! incubaci%n.! Los! "ndices! de! motilidad! relativos! se! determinaron! para! tres! r$plicas! biol%gicas!

independientes,!cada!una!por!cuadruplicado.!Las!barras!de!error!representan!la!desviaci%n!est#ndar!y! los!

asteriscos! indican! aquellas! concentraciones! que! mostraron! diferencias! estad"sticas! significativas! en! la!

viabilidad! parasitaria,! en! comparaci%n! con! el! control! negativo! (DMSO! 1'),! usando! el! an#lisis! de! las!

varianzas!(ANOVA)!de!dos!v#as!(<<<<,!p!'!0,0001).!

!

Por! otra! parte,! los! HDACi:! TH71,! TH65! y! TH120! son! compuestos! derivados! del! 3-

aminobenzohidroxamato! que! fueron! dise+ados! como! inhibidores! selectivos! de! la! HDAC8! del!

par#sito!S.!mansoni! (Heimburg!y!col.,!2016).!De!acuerdo!a! los!sustituyentes! incorporados,!estos!

HDACi!presentan!un!efecto!selectivo!sobre!esta!enzima!por!sobre!las!otras!HDACs!de!S.!mansoni!y!

por!sobre!la!HDAC8!de!H.!sapiens!(Heimburg!y!col.,!2016).!En!la!Figura!3.17C!se!puede!observar!

que!el!TH65!produjo!una!disminuci%n!estad"sticamente!significativa!de!la!viabilidad!parasitaria!de!

los!TTy!de!M.!corti;!con!respecto!a!los!par#sitos!del!grupo!control!incubados!con!el!veh"culo!de!la!
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droga! (DMSO1'),! a! los!2!d"as! de! tratamiento! para! la! concentraci%n! de! 20!μM! (IMR=!0,42;! p!'!

0,0001)! y! a! los!4! d"as! de! tratamiento! para!50!μM! (IMR=!0,3>;! p! '! 0,0001).!No! se! observ"! una!

diferencia!estad"sticamente!significativa!en!la!viabilidad!parasitaria!de!los!TTy!de!M.!corti!tratados!

con!el!TH65!a! la!concentraci%n!de!2!μM;!con!respecto!a! los!par#sitos!del!grupo!control,! incluso!

hasta! los!9!d"as!de!tratamiento!(Figura!3.17C).!Por!otra!parte,!el!TH65!produjo! la!muerte!de! los!

TTy!de!M.! corti! tratados! (disminuci%n!del! IMR!por!debajo!del! 0,05)! a! los!6!d"as! de! tratamiento!

para! las! concentraciones! de! 50! μM!y! 20!μM! (p! '! 0,0001! para! ambas! concentraciones)! (Figura!

3.17C).!Tambi$n!se!realizaron!inspecciones!visuales!de!los!TTy!de!M.!corti!tratados!con!el!TH65!a!

diferentes! concentraciones! y!d"as!de! tratamiento.! El! TH5!produjo!alteraciones!en!el! tegumento!

parasitario! y! p$rdida! de! la! morfolog"a! general! de! los! TTy! de! M.! corti! tratados! a! las!

concentraciones! de! 20! μM! y! 50! μM! (Figura! 3.19).! Se! puede! observar! un! alargamiento! en! los!

par#sitos! tratados,! la! presencia! de! peque+as! ampollas! a! lo! largo! del! tegumento! parasitario!

(se+aladas!mediante!flechas)!y!varias!infiltraciones!del!medio!de!cultivo!(INF)!en!diferentes!zonas!

de! los! TTy! de!M.! corti.! Asimismo,! tambi$n! se! observaron! restos! celulares! (RC)! en! el!medio! de!

cultivo.!No!se!observaron!alteraciones!fenot"picas!apreciables!para!los!par#sitos!del!grupo!control!

(incubados!con!DMSO!1')!y!en!los!par#sitos!incubados!con!el!TH65!a!la!concentraci%n!de!2!μM,!

incluso!hasta!los!9!d"as!de!incubaci%n!(Figura!3.19).!Asimismo,!se!pudo!observar!la!formaci%n!de!

peque+os! cristales! en! el! medio! de! cultivo! cuando! se! emple%! el! TH65! a! 50! μM! (se+alados!

mediante! c"rculos),! esto! podr"a! explicar! el! menor! efecto! observado! en! los! TTy! de! M.! corti!

incubados!con!el!TH65!a!50!μM!para!los!primeros!d"as!de!tratamiento.!

Por!*ltimo,! los!otros! inhibidores!de! las!HDACs!de!Clase! I:!TH71!y!TH120!no!mostraron!un!

efecto! estad"sticamente! significativo! en! la! viabilidad! parasitaria! de! los! TTy! de! M.! corti! para!

ninguna! de! las! concentraciones! y! tiempos! ensayados! (Figura! 3.17B! y! Figura! 3.17D,!

respectivamente).!

!

!

!

!

!
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Figura! 3.18.! Efecto! del! inhibidor! de! las!HDACs!de! Clase! I! Entinostat! sobre! la!morfolog"a! parasitaria! de!

tetratiridios! (TTy)! de! Mesocestoides! corti.! Se! muestran! las! alteraciones! en! la! morfolog"a! parasitaria!

producidas!en! TTy!de!M.! corti! tratados! con!2!μM,!20!μM!y!50!μM!de!Entinostat!para!diferentes!d"as!de!

tratamiento,! en! comparaci#n! con! los! par$sitos! del! grupo! control! incubados! con! el! veh"culo! de! la! droga!

(DMSO!1%).!Se!puede!observar!la!presencia!de!peque&as!ampollas!en!el!tegumento!parasitario!(se&aladas!

mediante! flechas),! infiltraciones!del!medio!de!cultivo! (INF)!y! restos!celulares! (RC)!en!el!medio!de!cultivo.!

Todas! las! alteraciones! fenot"picas! antes! mencionadas! se! encuentran! se&alizadas! en! las! microfotograf"as!

correspondientes! a! los! 9! d"as! de! incubaci#n.! Estas! alteraciones! fenot"picas! fueron! observadas! para! tres!

r'plicas!biol#gicas!independientes.!Las!barras!de!escala!representan!100!μm.!

!

!
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Figura! 3.19.! Efecto! del! inhibidor! de! las! HDACs! de! Clase! I! TH65! sobre! la! morfolog"a! parasitaria! de!

tetratiridios! (TTy)! de! Mesocestoides! corti.! Se! muestran! las! alteraciones! en! la! morfolog"a! parasitaria!

producidas! en! TTy! de!M.! corti! tratados! con! 2! μM,! 20! μM! y! 50! μM! de! TH65! para! diferentes! d"as! de!

tratamiento,! en! comparaci#n! con! los! par$sitos! del! grupo! control! incubados! con! el! veh"culo! de! la! droga!

(DMSO!1%).!Se!puede!observar!la!presencia!de!peque&as!ampollas!en!el!tegumento!parasitario!(se&aladas!

mediante! flechas),! infiltraciones!del!medio!de!cultivo! (INF)!y! restos!celulares! (RC)!en!el!medio!de!cultivo.!

Todas! las! alteraciones! fenot"picas! antes! mencionadas! se! encuentran! se&alizadas! en! las! microfotograf"as!

correspondientes! a! los! 9! d"as! de! incubaci#n.! Estas! alteraciones! fenot"picas! fueron! observadas! para! tres!

r'plicas!biol#gicas!independientes.!Las!barras!de!escala!representan!100!μm.!

!

!
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3.3.2.! Evaluaci#n! del! efecto! antihelm"ntico! de! inhibidores! de! las! HDACs! de! Clase! II! sobre!

Mesocestoides!corti!

En! la! Figura! 3.20! se!muestra!el! efecto! antihelm"ntico! de! los! inhibidores! de! las!HDACs! de!

Clase! II:! JS16,! JS26,! KK16! y! ST36,! determinado! mediante! el! ensayo! de! motilidad! parasitaria!

utilizando!el!cultivo!in!vitro!de!TTy!de!M.!corti.!La!viabilidad!parasitaria!se!muestra!como!"ndice!de!

motilidad!relativa! (IMR)!en! funci#n!de! los!d"as!de! incubaci#n.!Ninguno!de! los! inhibidores!de! las!

HDACs!de!Clase! II!ensayados!mostraron!un!efecto!estad"sticamente!significativo!en! la!viabilidad!

parasitaria!de!los!TTy!de!M.!corti;!ni!alteraciones!fenot"picas!apreciables,!incluso!hasta!los!9!d"as!

de!tratamiento!para!ninguna!de!las!concentraciones!ensayadas!(Figura!3.20).!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.20.! Efecto! de! los! inhibidores! de! las! HDACs! de! Clase! II:! JS26,! KK16! y! ST36,! sobe! la! viabilidad!

parasitaria! de! tetratiridios! (TTy)! de!Mesocestoides! corti.! Se!muestran! los! "ndices! de!motilidad! relativos!

determinados! para! los! inhibidores! de! las!HDACs! de! Clase! II:! (A)! JS16,! (B)! JS26,! (C)! KK16! y! (D)! ST36! a! las!

concentraciones! de! 2,! 20! y! 50!!M,! o! con! el! veh"culo! de! la! droga! (DMSO! 1%)! en! funci#n! de! los! d"as! de!

tratamiento.! Los! "ndices! de! motilidad! relativos! se! determinaron! para! tres! r'plicas! biol#gicas!

independientes,!cada!una!por!cuadruplicado.!Las!barras!de!error!representan!la!desviaci#n!est$ndar!y! los!

asteriscos! indican! aquellas! concentraciones! que! mostraron! diferencias! estad"sticas! significativas! en! la!

viabilidad! parasitaria,! en! comparaci#n! con! el! control! negativo! (DMSO! 1%),! usando! el! an$lisis! de! las!

varianzas!(ANOVA)!de!dos!v"as.!
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3.3.3.!Evaluaci#n!del!efecto!antihelm"ntico!de!inhibidores!de!las!Sirtuinas!(o!HDACs!de!Clase!III)!

sobre!Mesocestoides!corti!

Si!bien!este! trabajo!se!propone!el!estudio!de! las!HDACs!de!cestodos,!espec"ficamente! las!

pertenecientes!a!las!Clases!I!y!II,!como!potenciales!blancos!farmacol#gicos,!tambi'n!se!evaluaron!

4!inhibidores!de!las!Sirtuinas!(o!HDACS!de!Clase!III;!ver!Anexo!A5):!Mz25,!Mz236,!Ex527!y!AGK2.!

En! la! Figura! 3.21! se! muestra! el! efecto! antihelm"ntico! de! los! inhibidores! de! las! Sirtuinas,!

determinado!mediante!el!ensayo!de!motilidad!parasitaria!utilizando!el!cultivo! in!vitro!de!TTy!de!

M.!corti.!La!viabilidad!parasitaria!se!muestra!como!"ndice!de!motilidad!relativa!(IMR)!en!funci#n!

de!los!d"as!de!incubaci#n.!

El!Mz25! (tambi'n! conocido! como!SirReal2)! es!un! compuesto!de! la! clase!aminotiazol!que!

act*a! como! inhibidor! selectivo! de! la! Sirt2! (Rumpf! y! col.,! 2015).! Este! compuesto! produjo! una!

disminuci#n!estad"sticamente!significativa!de! la!viabilidad!parasitaria!de! los!TTy!de!M.!corti,!con!

respecto!los!par$sitos!del!grupo!control!incubados!con!DMSO1%,!a!los!2!d"as!de!tratamiento!para!

la!concentraci#n!de!50!!M"(IMR"="0,85;"p"#"0,0001)"y"a"los"5"d$as"de!tratamiento!para!20!!M!(IMR!

="0,82;"p"#"0,0001)."No"se"encontr%"una"diferencia"estad$sticamente"significativa"en"la"viabilidad"

parasitaria!de!los!TTy!de!M.!corti!tratados!con!Mz25!a!la!concentraci#n!de!2!μM,!con!respecto!a!

los!par$sitos!del! grupo! control,! incluso!hasta! los!9!d"as! de! tratamiento! (Figura!3.21A).! Por!otra!

parte,!el!Mz25!produjo!la!muerte!de!los!TTy!de!M.!corti!tratados!(disminuci#n!del!IMR!por!debajo!

del! 0,05)! a! los! 6! d"as! de! tratamiento! para! la! concentraci#n! de! 50! !M" (p" #" 0,0001)! y! una!

disminuci#n!del!91%!de! la!viabilidad!parasitaria!a! los!9!d"as!de! tratamiento!para!20!!M!(IMR!=!

0.09;"p"#"0,0001)"(Figura!3.21A).!Tambi'n!se!realizaron!inspecciones!visuales!de!los!TTy!de!M.!corti!

tratados! con! el! Mz25! a! diferentes! concentraciones! y! d"as! de! tratamiento.! El! Mz25! produjo!

alteraciones!en!el!tegumento!parasitario!y!p'rdida!de!la!morfolog"a!general!en!los!TTy!de!M.!corti!

tratados! a! las! concentraciones! de! 20! μM! y! 50! μM! (Figura! 3.22).! Se! puede! apreciar! una! gran!

alteraci#n! del! tegumento!parasitario! en! los! TTy! de!M.! corti! tratados! con! el!Mz25,! junto! con! la!

presencia!extensiones!(EXT)!en!el!tegumento!en!forma!de!agujas.!Asimismo,!se!pueden!observar!

un! alargamiento! en! los! par$sitos! tratados,! la! presencia! de! peque&as! ampollas! a! lo! largo! del!

tegumento! parasitario! (se&aladas!mediante! flechas)! y! varias! infiltraciones! del!medio! de! cultivo!

(INF)! en! diferentes! zonas! de! los! TTy! de! M.! corti.! Por! *ltimo,! tambi'n! se! observaron! restos!

celulares!(RC)!en!el!medio!de!cultivo.!No!se!observaron!alteraciones!fenot"picas!apreciables!para!

los!par$sitos!del!grupo!control!(incubados!con!DMSO!1%)!ni!para! los!par$sitos! incubados!con!el!

Mz25!a!la!concentraci#n!de!2!μM,!incluso!hasta!los!9!d"as!de!incubaci#n!(Figura!3.22).!Por!*ltimo,!
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los!otros!inhibidores!de!las!Sirtuinas:!Mz236!(Schiedel!y!col.,!2016),!Ex527!(Napper!y!col.,!2005)!y!

AGK2!(Outeiro!y!col.,!2007)!no!mostraron!un!efecto!estad"sticamente!significativo!en!la!viabilidad!

parasitaria! ni! alteraciones! en! la!morfolog"a! en! los! TTy! de!M.! corti,! incluso! hasta! los! 9! d"as! de!

tratamiento! para! ninguna! las! concentraciones! ensayadas! (Figura! 3.21B,! Figura! 3.21C! y! Figura!

3.21D,!respectivamente).!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!3.21.!Efecto!de!los!inhibidores!de!las!Sirtuinas!(o!HDACs!de!Clase!III):!Mz25,!Mz236,!Ex527!y!AGK2!

sobre! la! viabilidad! parasitaria! de! tetratiridios! (TTy)! de!Mesocestoides! corti.! Se!muestran! los! "ndices! de!

motilidad!relativos!determinados!para!los!inhibidores!de!las!Sirtuinas:!(A)!Mz25,!(B)!Mz236,!(C)!Ex527!y!(D)!

AGK2!a!las!concentraciones!de!2,!20!y!50!!M,!o!con!el!veh"culo!de!la!droga!(DMSO!1%)!en!funci#n!de!los!

d"as! de! tratamiento.! Los! "ndices! de! motilidad! relativos! se! determinaron! para! tres! r'plicas! biol#gicas!

independientes,!cada!una!por!cuadruplicado.!Las!barras!de!error!representan!la!desviaci#n!est$ndar!y! los!

asteriscos! indican! aquellas! concentraciones! que! mostraron! diferencias! estad"sticas! significativas! en! la!

viabilidad! parasitaria,! en! comparaci#n! con! el! control! negativo! (DMSO! 1%),! usando! el! an$lisis! de! las!

varianzas"(ANOVA)"de"dos"v$as"(***,"p"#"0,001;"****,"p"#"0,0001).!

!

!

!
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Figura! 3.22.! Efecto! del! inhibidor! de! las! Sirtuinas! Mz25! sobre! la! morfolog"a! parasitaria! de! tetratiridios!

(TTy)!de!Mesocestoides!corti.!Se!muestran! las!alteraciones!en! la!morfolog"a!parasitaria!producidas!en! los!

TTy!de!M.!corti!tratados!con!2!μM,!20!μM!y!50!μM!de!Mz25!a!distintos!d"as!de!tratamiento,!en!comparaci#n!

con! los!par$sitos!del!grupo!control! incubados!con!el!veh"culo!de! la!droga! (DMSO!1%).!Se!puede!observar!

una!gran!alteraci#n!del!tegumento!parasitario!con!formaci#n!de!estructuras!con!forma!de!agujas!(EXT)!a!lo!

largo! del! cuerpo! de! los! TTy! de!M.! corti,! la! presencia! de!peque&as! ampollas! en! el! tegumento! parasitario!

(se&aladas!mediante!flechas),!infiltraciones!del!medio!de!cultivo!(INF)!y!restos!celulares!(RC)!en!el!medio!de!

cultivo.! Todas! las! alteraciones! fenot"picas! antes! mencionadas! se! encuentran! se&alizadas! en! las!

microfotograf"as! correspondientes! a! los! 9! d"as! de! incubaci#n.! Estas! alteraciones! fenot"picas! fueron!

observadas!para!tres!r'plicas!biol#gicas!independientes.!Las!barras!de!escala!representan!100!μm.!

!

!

!

!

!

!

!

!

!
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!

!

!
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3.3.4.!Controles!empleados!

Para!la!determinaci#n!del!perfil!de!actividad!antihelm"ntica!de!los!HDACi!sobre!la!viabilidad!

parasitaria,! utilizando!el! cultivo! in! vitro! de! TTy! de!M.! corti,! se! utilizaron!varios! controles.! En! la!

Figura! 3.23! se!muestra! la! viabilidad! parasitaria,! como! el! "ndice! de!motilidad! relativa! (IMR),! en!

funci#n!de!los!d"as!de!incubaci#n!para!los!controles!empleados.!

Se!puede!observar!que!los!TTy!de!M.!corti!incubados!con!DMSO!al!1%,!usados!como!control!

negativo!del!ensayo,!presentan!IMR!cercanos!a!1!durante!los!9!d"as!de!incubaci#n!(Figura!3.23A).!

Asimismo,! los! TTy! de! M.! corti! incubados! con! DMSO! al! 1%! no! presentaron! alteraciones!

morfol#gicas!apreciables,!incluso!hasta!los!9!d"as!de!incubaci#n.!Como!control!positivo!del!ensayo!

se!emplearon!TTy!de!M.!corti!tratados!con!Etanol!al!70%!(EtOH!70%)!durante!30!minutos.!Los!IMR!

obtenidos! para! estos! par$sitos! fueron! de! aproximadamente! 0! durante! todo! el! ensayo! (Figura!

3.23A).! Adem$s! de! los! controles! negativo! y! positivo,! tambi'n! se! utilizaron! PZQ,! ALB! y! TSA! a!

concentraciones!de!20!μM!como!drogas!de!control.!En!la!Figura!3.23A!se!puede!observar!que!la!

TSA!produjo!una!disminuci#n!estad"sticamente! significativa!en! los!TTy! tratados,! con!un! IMR!de!

0.10!(p!"!0,001)!a!los!9!d#as!postratamiento.!Cabe!destacar!que!los!resultados!obtenidos!para!la!

TSA! son! comparables! a! los! obtenidos! previamente,! en! los! ensayos! de! validaci#n! de! las! HDACs!

como! blancos! farmacol#gicos! (Secci#n! 3.2.3).! Por! otra! parte,! el! PZQ! produjo! una! disminuci#n!

estad"sticamente!significativa!de!la!viabilidad!parasitaria!al!d#a!1!de!tratamiento!(IMR!=!0,45,!p!"!

0,001)!al!igual!que!el!ABZ!(IMR!=!0,75,!p!"!0,01).!

Por!*ltimo,!se!determin#!el!efecto!del!DMSO!sobre!la!viabilidad!parasitaria!de!los!TTy!de!M.!

corti!a!lo!largo!de!los!d"as!de!incubaci#n.!Si!bien!el!efecto!del!DMSO!se!hab"a!determinado!antes,!

para!el!ensayo!de!viabilidad!por!mediciones!de!motilidad!parasitaria,!solo!hab"a!sido!determinado!

hasta! los! 6! d"as! de! incubaci#n.! Sin! embargo,! debido! a! que! en! la! determinaci#n! del! perfil!

antihelm"ntico! de! los! HDACi! se! emplean! incubaciones! de! hasta! 9! d"as,! este! par$metro! fue!

nuevamente! determinado.! En! la! Figura! 3.23B! se! muestran! los! IMR! en! funci#n! de! los! d"as! de!

incubaci#n!para! los! TTy!de!M.!corti! incubados!en!medio! solo!o!medio! con!DMSO!al!1%.!No! se!

observaron!diferencias!estad"sticamente!significativas!para!los!par$sitos!incubados!con!DMSO!1%,!

incluso!hasta! los!9!d"as!de! incubaci#n,! comparado! con! los! TTy!de!M.!corti! incubados!en!medio!

solo!(Figura!3.23B).!Finalmente,!cabe!aclarar!que!no!se!observ#!viraje!del!medio!en!los!par$sitos!

incubados!con!medio!Mco-RPMI!1640!con!rojo!fenol!hasta!los!9!d"as!de!incubaci#n.!

!
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Figura! 3.23.! Controles! utilizados! en! la! determinaci#n! de! perfil! de! actividad! antihelm"ntica! de! los!

inhibidores!de!las!HDACs!sobre!la!viabilidad!parasitaria!de!tetratiridios!(TTy)!de!Mesocestoides!corti.!Se!

muestran!los!"ndices!de!motilidad!relativa!determinados!para!(A)!los!controles!empleados!y!(B)!el!DMSO!a!

distintos!d"as!de!incubaci#n.!Los!"ndices!de!motilidad!relativos!se!determinaron!para!tres!r'plicas!biol#gicas!

independientes,!cada!una!por!cuadruplicado.!Las!barras!de!error!representan!la!desviaci#n!est$ndar!y! los!

asteriscos! indican! aquellas! concentraciones! que! mostraron! diferencias! estad"sticas! significativas! en! la!

viabilidad! parasitaria,! en! comparaci#n! con! el! control! negativo! (DMSO! 1%),! usando! el! an$lisis! de! las!

varianzas!(ANOVA)!de!dos!v#as!(***,!p!"!0,001;!****,!p!"!0,0001).!

3.3.5.! Evaluaci#n! del! efecto! antihelm"ntico! de! los! compuestos! derivados! del! 3-

aminobenzohidroxamato!(serie!TH)!sobre!Mesocestoides!corti!

En! la!Secci#n!3.3.1!se!evalu#!el!efecto!antihelm"ntico!de! los! compuestos!derivados!del!3-

aminobenzohidroxamato:! TH71,! TH65! y! TH120.! Estos! compuestos! pertenecen! a! una! serie! de!

compuestos! dise&ados! racionalmente! (serie! TH),! en! base! a! la! estructura! tridimensional! de! la!

HDAC8!del!par$sito!S.!mansoni,! como! inhibidores! selectivos!de! la! SmpHDAC8! (Heimburg!y! col.,!

2016).!Debido!a!que!el!compuesto!TH65!mostr#!un!potente!efecto!antihelm"ntico!(Figura!3.17C),!

se! evaluaron! otros! compuestos! de! la! serie! TH.! En! la! Figura! 3.24! se! muestra! el! efecto!

antihelm"ntico! de! los! HDACi! de! la! serie! TH:! TH60,! TH74,! TH85,! TH92,! TH119;! TH128,! TH137,!

TH138,! TH139! y! TH143,! determinado!mediante! el! ensayo! de!motilidad! parasitaria! utilizando! el!

cultivo! in!vitro!de!TTy!de!M.!corti.!La!viabilidad!parasitaria!se!muestra!como!"ndice!de!motilidad!

relativa!(IMR)!en!funci#n!de!los!d"as!de!incubaci#n.!

El!TH92!produjo!una!disminuci#n!estad"sticamente!significativa!de! la!viabilidad!parasitaria!

de!los!TTy!de!M.!corti;!con!respecto!a!los!par$sitos!del!grupo!control!incubados!con!el!veh"culo!de!

la!droga!(DMSO1%),!a!los!2!d"as!de!tratamiento!para!las!concentraciones!de!20!μM!(IMR!=!0,19;!p!

"! 0,0001)! y! 50! μM! (IMR! =! 0,04;! p! "! 0,0001).! No! se! observ$! una! diferencia! estad#sticamente!

significativa! en! la! viabilidad! parasitaria! de! los! TTy! de!M.! corti! tratados! con! TH92! a! 2! μM,! con!
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respecto!a!los!par$sitos!del!grupo!control,!incluso!hasta!los!9!d"as!de!tratamiento!(Figura!3.24D).!

Asimismo,!el!TH92!produjo! la!muerte!de! los!TTy!de!M.!corti! tratados! (disminuci#n!del! IMR!por!

debajo!de!0,05)!a!los!2!d"as!de!tratamiento!para!la!concentraci#n!de!50!μM!(p!"!0,0001),!y!a!los!3!

d"as!de!tratamiento!para!20!μM!(Figura!3.24D).!Por!otra!parte,!tambi'n!se!realizaron!inspecciones!

visuales! de! los! TTy! de!M.! corti! tratados! con! el! TH92! a! diferentes! concentraciones! y! d"as! de!

tratamiento.!El!TH92!produjo!alteraciones!en!el!tegumento!parasitario!y!p'rdida!de!la!morfolog"a!

general!en!los!TTy!de!M.!corti!tratados!a!las!concentraciones!de!20!μM!y!50!μM!(Figura!3.25).!Se!

pueden! apreciar! un! gran! da&o! a! lo! largo! de! todo! el! tegumento,! la! presencia! de! peque&as!

ampollas! (se&aladas! mediante! flechas)! y! varias! infiltraciones! del! medio! de! cultivo! (INF)! en!

diferentes!zonas!de!los!TTy!de!M.!corti.!Por!*ltimo,!tambi'n!se!observaron!restos!celulares!(RC)!en!

el!medio!de!cultivo.!Estas!alteraciones!fenot"picas!solo!fueron!observadas!en!los!TTy!de!M.!corti!

tratado!con!el!TH92!a!concentraciones!de!20!μM!y!50!μM,!ya!que!no!se!observaron!alteraciones!

fenot"picas! apreciables! para! los! par$sitos! del! grupo! control! (incubados! con! DMSO! 1%)! y! los!

par$sitos!incubados!con!el!TH92!a!2!μM,!hasta!los!9!d"as!de!incubaci#n!(Figura!3.25).!

Por! otro! lado,! los! HDACi! de! la! serie! TH:! TH119,! TH128,! TH137,! TH138,! TH139! y! TH143!

produjeron!una!disminuci#n!estad"sticamente!significativa!de! la!viabilidad!parasitaria!de! los!TTy!

de!M.!corti;!con!respecto!a!los!par$sitos!del!grupo!control!incubados!con!el!veh"culo!de!la!droga!

(DMSO1%):!al!d"a!1!postratamiento!para!el!TH119!a!la!concentraci#n!de!50!μM!(IMR!=!0,85;!p!"!

0,001)!(Figura!3.24E);!a!los!2!d"as!de!tratamiento!para!el!TH128!a!la!concentraci#n!de!50!μM!(IMR!

=!0,85;!p!"!0,01)!(Figura!3.24F);!a!los!3!d"as!de!tratamiento!para!el!TH137!a!la!concentraci#n!de!50!

μM! (IMR! =! 0,69;! p! "! 0,05)! (Figura! 3.24G);! a! los! 3! d"as! de! tratamiento! para! el! TH138! a! la!

concentraci#n!de!50!μM!(IMR!=!0,83;!p!"!0,001)! (Figura!3.24H);!al!d"a!1!de! tratamiento!para!el!

TH139!a! la!concentraci#n!de!50!μM!(IMR!=!0,50;!p!"!0,0001)! (Figura!3.4I)! y!a! los!5!y!7!d"as!de!

tratamiento!para!el!TH143!a!las!concentraciones!de!50!μM!(IMR!=!0,65;!p!"!0,0001)!y!20!µM!(IMR!

=!0,76;!p!"!0,01),!respectivamente!(Figura!3.24J).!No!se!observ#!una!diferencia!estad"sticamente!

significativa!en!la!viabilidad!parasitaria!de!los!TTy!de!M.!corti!tratados!con!estos!HDACi!a!las!otras!

concentraciones!ensayadas,!con!respecto!a!los!par$sitos!del!grupo!control,!incluso!hasta!los!9!d"as!

postratamiento!(Figura!3.24).!Asimismo,!estos!compuestos!produjeron!la!muerte!de!los!TTy!de!M.!

corti!tratados!(disminuci#n!del!IMR!por!debajo!de!0,05)!a!los!5!d"as!de!tratamiento!para!el!TH119!

a!la!concentraci#n!de!50!μM!(p!"!0,0001)!(Figura!3.24E);!a!los!7!d"as!de!tratamiento!para!el!TH138!

a! la! concentraci#n! de! 50!μM! (p! "! 0,0001)! (Figura! 3.24H)! y! a! los! 6! d"as! de! tratamiento! para! el!

TH139! a! la! concentraci#n! de! 50! μM! (p! "! 0,0001)! (Figura! 3.24I).! Por! otra! parte,! tambi'n! se!

realizaron!inspecciones!visuales!de!los!TTy!de!M.!corti!tratados!con!estos!HDACi!de!la!serie!TH!a!

diferentes! concentraciones! y! d"as! de! tratamiento.! Todos! estos! compuestos! produjeron!
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alteraciones!en!el!tegumento!parasitario!y!p'rdida!de!la!morfolog"a!general!de!los!TTy!de!M.!corti!

tratados! a! la! concentraci#n! de! 50! μM;! y! en! algunos! casos! como! el! TH143! incluso! a! la!

concentraci#n!de!20!μM!(Figura!3.26).!Con!este!compuesto!se!pudo!observar!un!gran!da&o!a! lo!

largo!de! todo!el! tegumento,! la!presencia!de!peque&as!ampollas! (se&aladas!mediante! flechas)!y!

varias! infiltraciones! del!medio! de! cultivo! (INF)! en! diferentes! zonas! de! los! TTy! de!M.! corti.! Por!

*ltimo,! tambi'n! se! observaron! restos! celulares! (RC)! en! el!medio! de! cultivo.! Estas! alteraciones!

fenot"picas! solo! fueron! observadas! en! los! TTy! de! M.! corti! tratado! con! el! TH143! a! las!

concentraciones!de!20!μM!y!50!μM,!ya!que!no!se!observaron!alteraciones!fenot"picas!apreciables!

para! los!par$sitos!del!grupo! control! (incubados!con!DMSO!1%)!y! los!par$sitos! incubados!con!el!

TH143!a!2!μM,!incluso!hasta!los!9!d"as!de!incubaci#n!(Figura!3.26).!Asimismo,!con!los!compuestos!

TH119,! TH128,! TH137,! TH138! y! TH139! observaron! alteraciones! fenot"picas! similares! (no! se!

muestran).!Por!*ltimo,! los!otros! inhibidores!de! las!HDACs!de! la!serie!TH:!TH60,!TH74!y!TH85!no!

mostraron!un!efecto!estad"sticamente! significativo!en! la! viabilidad!parasitaria!de! los! TTy!de!M.!

corti;! incluso! hasta! los! 9! d"as! postratamiento! para! ninguna! de! las! concentraciones! ensayadas,!

Figura!3.24A,!Figura!3.24B!y!Figura!3.24C;!respectivamente.!
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Figura! 3.24.! Efecto! de! los! inhibidores! de! las! HDACs! de! la! serie! TH! sobe! la! viabilidad! parasitaria! de!

tetratiridios! (TTy)! de!Mesocestoides! corti.! Se!muestran! los! "ndices! de!motilidad! relativos! determinados!

para! los! inhibidores! de! las!HDACs! de! la! serie! TH:! (A)! TH60,! (B)! TH74,! (C)! TH85,! (D)! TH92,! (E)! TH119,! (F)!

TH128,! (G)! TH137,! (H)! TH138,! (I)! TH139! y! (J)! TH143,! a! las! concentraciones! de! 2,! 20! y! 50! %M,! o! con! el!

veh"culo! de! la! droga! (DMSO! 1%).! Los! "ndices! de! motilidad! relativos! se! determinaron! para! tres! r'plicas!

biol#gicas! independientes,! cada! una! por! cuadruplicado.! Las! barras! de! error! representan! la! desviaci#n!

est$ndar! y! los! asteriscos! indican! aquellas! concentraciones! que! mostraron! diferencias! estad"sticas!

significativas! en! la! viabilidad! parasitaria,! en! comparaci#n! con! el! control! negativo! (DMSO! 1%),! usando! el!

an&lisis!de!las!varianzas!(ANOVA)!de!dos!v#as!(*,!p!"!0,05;!**,!p!"!0,01;!***,!p!"!0,001;!****,!p!"!0,0001).!
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Figura! 3.25.! Efecto! del! inhibidor! de! las! HDACs! de! la! serie! TH! TH92! sobre! la!morfolog"a! parasitaria! de!

tetratiridios! (TTy)! de! Mesocestoides! corti.! Se! muestran! las! alteraciones! en! la! morfolog"a! parasitaria!

producidas! en! los! TTy! de!M.! corti! tratados! con! 2!μM,!20!μM!y! 50!μM!de! TH92;! para! diferentes! d"as! de!

tratamiento,! en! comparaci#n! con! los! par$sitos! del! grupo! control,! incubados! con! el! veh"culo! de! la! droga!

(DMSO!1%).!Se!puede!observar!la!presencia!de!peque&as!ampollas!en!el!tegumento!parasitario!(se&aladas!

mediante! flechas),! infiltraciones!del!medio!de!cultivo! (INF)!y! restos!celulares! (RC)!en!el!medio!de!cultivo.!

Todas! las! alteraciones! fenot"picas! antes! mencionadas! se! encuentran! se&alizadas! en! las! microfotograf"as!

correspondientes! a! los! 9! d"as! de! incubaci#n.! Estas! alteraciones! fenot"picas! fueron! observadas! para! tres!

r'plicas!biol#gicas!independientes.!Las!barras!de!escala!representan!100!μm.!
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Figura! 3.26.! Efecto! del! inhibidor!de! las!HDACs! de! la! serie! TH! TH143! sobre! la!morfolog"a! parasitaria! de!

tetratiridios! (TTy)! de! Mesocestoides! corti.! Se! muestran! las! alteraciones! en! la! morfolog"a! parasitaria!

producidas!en! los!TTy!de!M.!corti! tratados!con!2!μM,!20!μM!y!50!μM!de!TH143;!para!diferentes!d"as!de!

tratamiento,! en! comparaci#n! con! los! par$sitos! del! grupo! control,! incubados! con! el! veh"culo! de! la! droga!

(DMSO!1%).!Se!puede!observar!la!presencia!de!peque&as!ampollas!en!el!tegumento!parasitario!(se&aladas!

mediante! flechas),! infiltraciones!del!medio!de!cultivo! (INF)!y! restos!celulares! (RC)!en!el!medio!de!cultivo.!

Todas! las! alteraciones! fenot"picas! antes! mencionadas! se! encuentran! se&alizadas! en! las! microfotograf"as!

correspondientes! a! los! 9! d"as! de! incubaci#n.! Estas! alteraciones! fenot"picas! fueron! observadas! para! tres!

r'plicas!biol#gicas!independientes.!Las!barras!de!escala!representan!100!μm.!
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3.3.6.! Evaluaci#n! del! efecto! antihelm"ntico! de! los! compuestos! serie! EG,! TB,! Pz! y! SD! sobre!

Mesocestoides!corti!

Adem$s!de!los!compuestos!de!la!serie!TH,!se!evaluaron!otros!compuestos!cedidos!por!el!Dr.!

Wolfgang!Sippl.!Estos! compuestos! corresponden!a!HDACi!de! las! series! EG! (EG13,! EG18,! EG20!y!

EG32),! TB! (TB87! y! TB98),! Pz! (Pz5,! Pz28! y!Pz31)! y! el! compuesto! SD14.! Todos!estos! compuestos!

fueron!tambi'n!dise&ados!como!inhibidores!selectivos!de!la!SmpHDAC8.!

En!la!Figura!3.27!se!muestra!el!efecto!antihelm"ntico!de!los!inhibidores!de!las!HDACS!de!la!

serie! EG:! EG13,! EG18,! EG20!y! EG32;! determinado!mediante!el! ensayo!de!motilidad! parasitaria,!

utilizando!el!cultivo!in!vitro!de!TTy!de!M.!corti.!La!viabilidad!parasitaria!se!muestra!como!"ndice!de!

motilidad!relativa!(IMR)!en!funci#n!de!los!d"as!de!incubaci#n.!!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.27.! Efecto! de! los! inhibidores! de! las! HDACs! de! la! serie! EG! sobe! la! viabilidad! parasitaria! de!

tetratiridios!(TTy)!de!Mesocestoides!corti.!Se!muestran!los!"ndices!de!motilidad!relativa!determinados!para!

los!inhibidores!de!las!HDACs!de!la!serie!EG:!(A)!EG13,!(B)!EG18,!(C)!EG20!y!(D)!EG32,!a!las!concentraciones!

de! 2,! 20! y! 50! !M,! o! con! el! veh"culo! de! la! droga! (DMSO! 1%).! Los! "ndices! de! motilidad! relativos! se!

determinaron!para!tres!r'plicas!biol#gicas!independientes,!cada!una!por!cuadruplicado.!Las!barras!de!error!

representan! la! desviaci#n! est$ndar! y! los! asteriscos! indican! aquellas! concentraciones! que! mostraron!

diferencias! estad"sticas! significativas! en! la! viabilidad! parasitaria,! en! comparaci#n! con! el! control! negativo!

(DMSO!1%),!usando!el!an$lisis!de"las"varianzas"(ANOVA)"de"dos"v#as"(****,"p"$"0,0001).!
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El!compuesto!EG18!produjo!una!disminuci#n!estad"sticamente!significativa!de!la!viabilidad!

parasitaria! de! los! TTy! de!M.! corti;! con! respecto! los! par$sitos! del! grupo! control! incubados! con!

DMSO1%,!a!los!7!d"as!de!tratamiento!para!la!concentraci#n!de!50!!M"(IMR"="0,59;"p"$"0,0001)."No"

se!encontr#!una!diferencia!estad"sticamente!significativa!en!la!viabilidad!parasitaria!de!los!TTy!de!

M.!corti!tratados!con!el!EG18!a!la!concentraci#n!de!2!μM!y!20!μM;!con!respecto!a!los!par$sitos!del!

grupo!control,!incluso!hasta!los!9!d"as!de!tratamiento!(Figura!3.27B).!Ninguno!de!los!compuestos!

de!la!serie!EG!produjo!la!muerte!de!los!TTy!de!M.!corti!tratados!(disminuci#n!del!IMR!por!debajo!

del!0,05)!para!ninguna!de!las!concentraciones!ensayadas,!incluso!hasta!a!los!9!d"as!de!incubaci#n.!

Por!otra!parte,!en! la!Figura!3.28!se!muestra!el!efecto!antihelm"ntico!de! los! inhibidores!de!

las! HDACS! de! la! serie! TB:! TB56,! TB87! y! TB98;! determinado! mediante! el! ensayo! de! motilidad!

parasitaria,!utilizando!el! cultivo! in! vitro! de!TTy!de!M.!corti.! La!viabilidad!parasitaria! se!muestra!

como! "ndice! de!motilidad! relativa! (IMR)! en! funci#n! de! los! d"as! de! incubaci#n.! Los! compuestos!

TB56,! TB87! y! TB98! produjeron! una! disminuci#n! estad"sticamente! significativa! de! la! viabilidad!

parasitaria!de!los!TTy!de!M.!corti;!con!respecto!a!los!par$sitos!del!grupo!control!incubados!con!el!

veh"culo!de!la!droga!(DMSO1%):!a!los!4!d"as!de!tratamiento!para!el!TB56!a!la!concentraci#n!de!50!

μM" (IMR" =" 0,73;" p" $" 0,001)" (Figura! 3.28A);! a! los! 5! d"as! de! tratamiento! para! el! TB87! a! la!

concentraci#n!de!50!μM"(IMR"="0,77;"p"$"0,05)"(Figura!3.28B)!y!a!los!3!d"as!de!tratamiento!para!el!

TB98!a!la!concentraci#n!de!50!μM"(IMR"="0,77;"p"$"0,0001)"(Figura!3.28C).!Asimismo,!ninguno!de!

estos! compuestos! produjo! la!muerte! de! los! TTy! de!M.! corti! tratados! (disminuci#n! del! IMR!por!

debajo!de!0,05)!para!todas!las!concentraciones!ensayadas,!hasta!los!9!d"as!de!incubaci#n.!Por!otra!

parte,!tambi'n!se!realizaron!inspecciones!visuales!de!los!TTy!de!M.!corti!tratados!con!estos!HDACi!

de! la! serie! TB! a! diferentes! concentraciones! y! d"as! de! tratamiento.! Todos! estos! compuestos!

produjeron!alteraciones!en!el!tegumento!parasitario!y!p'rdida!de!la!morfolog"a!general!de!los!TTy!

de!M.!corti!tratados!a!la!concentraci#n!de!50!μM!(no!se!muestran).!Se!pudieron!observar!da&o!a!

lo!largo!de!todo!el!tegumento,!la!presencia!de!peque&as!ampollas!y!varias!infiltraciones!del!medio!

de!cultivo!en!diferentes!zonas!de! los!TTy!de!M.!corti.!Por!*ltimo,!tambi'n!se!observaron!restos!

celulares! en! el! medio! de! cultivo.! Estas! alteraciones! fenot"picas! solo! fueron! observadas! a! la!

concentraci#n!de!50!μM,!ya!que!no!se!observaron!alteraciones! fenot"picas!apreciables!para! los!

par$sitos! del! grupo! control! (incubados! con! DMSO! 1%)! y! los! par$sitos! incubados! con! estos!

compuestos!a!2!μM!y!20!μM,!incluso!hasta!los!9!d"as!de!incubaci#n.!

!

!
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Figura! 3.28.! Efecto! de! los! inhibidores! de! las! HDACs! de! la! serie! TB! sobe! la! viabilidad! parasitaria! de!

tetratiridios!(TTy)!de!Mesocestoides!corti.!Se!muestran!los!"ndices!de!motilidad!relativa!determinados!para!

los!inhibidores!de!las!HDACs!de!la!serie!TB:!(A)!TB56,!(B)!TB87!y!(C)!TB98,!a!las!concentraciones!de!2,!20!y!50!

μM,!o!con!el!veh"culo!de!la!droga!(DMSO!1%).!Los!"ndices!de!motilidad!relativos!se!determinaron!para!tres!

r'plicas! biol#gicas! independientes,! cada! una! por! cuadruplicado.! Las! barras! de! error! representan! la!

desviaci#n!est$ndar!y!los!asteriscos!indican!aquellas!concentraciones!que!mostraron!diferencias!estad"sticas!

significativas! en! la! viabilidad! parasitaria,! en! comparaci#n! con! el! control! negativo! (DMSO! 1%),! usando! el!

an$lisis!de!las!varianzas!(ANOVA)!de!dos!v#as"(*,"p"$"0,05;"**,"p"$"0,01;"***,"p"$"0,001;"****,"p"$"0,0001).!

!

Por!*ltimo,!en! la!Figura!3.29!se!muestra!el!efecto!antihelm"ntico!de! los! inhibidores!de! las!

HDACS!de!la!serie!Pz:!Pz5,!Pz28,!Pz31!y!el!compuesto!SD14;!determinado!mediante!el!ensayo!de!

motilidad!parasitaria,!utilizando!el!cultivo! in!vitro!de!TTy!de!M.!corti.!La!viabilidad!parasitaria!se!

muestra! como! "ndice! de! motilidad! relativa! (IMR)! en! funci#n! de! los! d"as! de! incubaci#n.! El!

compuesto! Pz31! produjo! una! disminuci#n! estad"sticamente! significativa! de! la! viabilidad!

parasitaria!de!los!TTy!de!M.!corti;!con!respecto!a!los!par$sitos!del!grupo!control!incubados!con!el!

veh"culo!de!la!droga!(DMSO1%):!al!d"a!1!de!tratamiento!para!la!concentraci#n!de!50!μM!(IMR!=!

0,89;"p"$"0,01)"(Figura!3.29C).!No!se!observ#!una!disminuci#n!estad"sticamente!significativa!para!

los!otros!compuestos!(Pz5,!Pz28!y!SD14)!en!ninguna!de!las!concentraciones!ensayadas,!ni!para!el!

Pz31! a! las! concentraciones! de! 2!μM!y! 20!μM;! incluso! hasta! los! 9! d"as! de! incubaci#n.! Por! otra!

parte,! ninguno! de! estos! compuestos! produjo! la! muerte! de! los! TTy! de! M.! corti! tratados!

(disminuci#n!del!IMR!por!debajo!de!0,05)!para!todas!las!concentraciones!ensayadas,!incluso!hasta!
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los! 9! d"as! de! incubaci#n.!Por! *ltimo,! se! realizaron! inspecciones! visuales! de! los! TTy! de!M.! corti!

tratados! con! estos! HDACi! de! la! serie! Pz! a! diferentes! concentraciones! y! d"as! de! tratamiento.! El!

Pz31!produjo!alteraciones!en!el!tegumento!parasitario!y!p'rdida!de!la!morfolog"a!general!de!los!

TTy!de!M.!corti! tratados!a! la!concentraci#n!de!50!μM.!Se!pudieron!observar!da&o!a! lo! largo!de!

todo!el!tegumento,!la!presencia!de!peque&as!ampollas!y!varias!infiltraciones!del!medio!de!cultivo!

en!diferentes!zonas!de! los!TTy!de!M.!corti!(no!se!muestran).!Por!*ltimo,!tambi'n!se!observaron!

restos!celulares!en!el!medio!de!cultivo.!Estas!alteraciones!fenot"picas!solo!fueron!observadas!en!

los! TTy! de!M.! corti! tratados! con! Pz31! a! la! concentraci#n! de! 50!μM,! ya! que! no! se! observaron!

alteraciones! fenot"picas! apreciables! para! los! par$sitos! del! grupo! control! (incubados! con! DMSO!

1%)!ni!en!los!par$sitos!incubados!con!los!otros!compuestos!o!con!el!Pz31!a!2!μM!y!20!μM,!incluso!

hasta!los!9!d"as!de!incubaci#n.!
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Figura!3.29.!Efecto!de!los!inhibidores!de!las!HDACs!de!la!serie!Pz!y!el!compuesto!SD14!sobe!la!viabilidad!

parasitaria! de! tetratiridios! (TTy)! de!Mesocestoides! corti.! Se! muestran! los! "ndices! de! motilidad! relativa!

determinados!para!los!inhibidores!de!las!HDACs!de!la!serie!Pz:!(A)!Pz5,!(B)!Pz28,!(C)!Pz31!y!el!compuesto!(D)!

SD14,! a! las! concentraciones! de!2,! 20! y! 50!μM,!o! con!el! veh"culo!de! la!droga! (DMSO!1%).! Los! "ndices!de!

motilidad! relativos! se! determinaron! para! tres! r'plicas! biol#gicas! independientes,! cada! una! por!

cuadruplicado.! Las! barras! de! error! representan! la! desviaci#n! est$ndar! y! los! asteriscos! indican! aquellas!

concentraciones! que! mostraron! diferencias! estad"sticas! significativas! en! la! viabilidad! parasitaria,! en!

comparaci#n!con!el!control!negativo! (DMSO!1%),!usando!el!an$lisis!de! las!varianzas! (ANOVA)!de!dos!v"as!

(**,"p"$"0,01;"***,"p"$"0,001;"****,"p"$"0,0001).!
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3.4.! Caracterizaci#n!del! efecto! farmacol#gico!de! los! inhibidores! seleccionados! de! las! enzimas!

HDACs!y!Sirtuinas!

En!esta!secci#n!se!muestra!la!caracterizaci#n!del!efecto!de!los!inhibidores!seleccionados!de!

las! enzimas!HDACs! (HDACi)! y! Sirtuinas.! Los!compuestos! fueron! seleccionados!en!base!al! efecto!

antihelm"ntico,!determinado!mediante!el!cultivo! in!vitro!de!TTy!de!M.!corti!(Secci#n!3.3),!usando!

como!criterio!para!la!selecci#n!aquellos!compuestos!que!hayan!producido!la!muerte!de!los!TTy!de!

M.! corti! tratados! (disminuci#n! del! IMR! por! debajo! de! 0,05),! para! concentraciones! iguales! o!

menores! que! 20!!M! antes! de! los! 9! d"as! de! incubaci#n.! Los! compuestos! seleccionados! fueron:!

TH65,!TH92,!Entinostat!y!Mz25.!

3.4.1.! Los! compuestos! seleccionados! presentan! un! efecto! antihelm"ntico! dependiente! de! la!

dosis!

Se! determin#! el! efecto! dosis-respuesta! de! los! compuestos! seleccionados:! TH65,! TH92,!

Entinostat! y! Mz25,! y! del! ABZ! (usado! como! droga! control)! sobre! la! viabilidad! parasitaria,!

empleando!el!cultivo! in!vitro!del!par$sito!M.!corti.!La!viabilidad!parasitaria!se!determin#!a! los!6!

d"as!de!incubaci#n,!para!cada!compuesto,!mediante!el!ensayo!de!movilidad!y!se!muestra!como!el!

"ndice!de!motilidad!relativa!(IMR)!en!funci#n!de!la!concentraci#n.!

En!la!Figura!3.30!se!muestra!el!efecto!antihelm"ntico!en!funci#n!de!la!concentraci#n,!junto!

con! la! estructura! qu"mica,! para! los! compuestos:! TH65! (Figura! 3.30A),! TH95! (Figura! 3.30B),!

Entinostat!(Figura!3.30C),!Mz25!(Figura!3.30D)!y!ABZ!(Figura!3.30E).!Se!puede!observar!que!todos!

los!compuestos!ensayados!mostraron!un!efecto!dosis-respuesta!dependiente!de!la!concentraci#n.!

Este! ensayo! nos! proporciona! informaci#n! relevante;! ya! que! a! partir! de! los! datos! obtenidos! se!

pueden! determinar,! mediante! an$lisis! de! regresi#n! no! lineal,! los! valores! de! la! concentraci#n!

inhibitoria! media! (IC50)! para! cada! compuesto.! El! IC50! es! una! medida! de! la! potencia! de! un!

compuesto!para!inhibir!determinada!funci#n!biol#gica!o!proceso!bioqu"mico.!Este!par$metro!nos!

permite!comparar!la!potencia!de!los!compuestos!en!un!mismo!ensayo.!Los!valores!determinados!

de! IC50! fueron!de!11,57!±!0,51!μM!para!el!TH65!(Figura!3.30A),!de!6,30!±!0,41!μM!para!el!TH92!

(Figura!3.30B),!de!1,08!±!0,08!μM!para!el!Entinostat!(Figura!3.30C),!de!16!±!2!μM!para!el!Mz25!

(Figura!3.30D)!y!de!21!±!1!μM!para!el!ABZ.!Estos!valores,!junto!con!los!valores!de!los!par$metros!

concentraci#n!inhibitoria!25%!(IC25)!y!concentraci#n!inhibitoria!90%!(IC90),!para!cada!compuesto,!
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se! encuentran! resumidos! en! la! Tabla! 3.4.! Estos! *ltimos! par$metros! se! emplearon! en! ensayos!

posteriores,!por!lo!que!ser$n!explicados!en!sus!secciones!correspondientes.!

!
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Figura!3.30.!Dependencia!de!la!concentraci#n!del!efecto!antihelm"ntico!de!los!inhibidores!de!las!HDACs!y!

las!Sirtuinas!seleccionados!y!el!ABZ!(droga!control)!sobre!la!viabilidad!parasitaria!de!tetratiridios!(TTy)!de!

Mesocestoides! corti.! Se!muestran! los! "ndices!de!motilidad! relativa! en! funci#n!de! la! concentraci#n!de! los!

compuestos!seleccionados:!(A)!TH65!y!(B)!TH92,!(C)!Entinostat!y!(D)!Mz25,!y!del!(E)!ALB;!determinados!a!los!

6!d"as!de!incubaci#n!para!tres!r'plicas!biol#gicas!independientes,!cada!una!por!cuadruplicado.!Las!barras!de!

error!representan!la!desviaci#n!est$ndar.!En!cada!gr$fico!se!muestra!adem$s,!la!estructura!qu"mica!de!los!
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Compuesto IC25 ± IC95% [µM] IC50 ± IC95% [µM] IC90 ± IC95% [µM]

TH65 9,60 ± 0,51 11,57 ± 0,51 17,11 ± 1,71
TH92 4,99 ± 0,31 6,30 ± 0,41 10,32 ± 1,41
Entinostat 0,86 ± 0,07 1,18 ± 0,08 2,41 ± 0,45
Mz25 14,76 ± 2,26 15,91 ± 2,87 25,52 ± 3,27
ALB 16,04 ± 1,52 20,68 ± 1,19 35,16 ± 4,24

Tabla 3.4. Valores de concentración inhibitoria 25% (IC25), media (IC50) y 90% (IC90) para inhibidores de las HDACs y 

las Sirtuinas y para Albendazol (ABZ).  

compuestos! y! los! valores! de! concentraci#n! de! inhibici#n! media! (IC50);! determinados! por! medio! de!

regresiones! no! lineales.! Los! IC50! se! expresan! en! µM! (IC50! ±! CI95%)! con! sus! correspondientes! valores! de!

intervalo!de!confianza!95%!(CI95%).!

!

Es! interesante! destacar! que! los! valores! de! IC50! determinados! para! todos! los! compuestos!

seleccionados:!TH65,!TH92,!Entinostat!y!Mz25,! fueron!menores!al!obtenido!para!el!ABZ!(21!±!1!

μM);! usado! como!droga! control.! Por!otra! parte,! el! Entinostat!mostr#!el! valor!m$s! bajo! de! IC50!

(1,08!±!0,08!μM)!para!los!compuestos!seleccionados!(por!lo!tanto,!el!m$s!potente);!mientras!que!

el! Mz25! mostr#! el! valor! m$s! alto! de! IC50! (16! ±! 2! μM).! Como! se! mencion#! anteriormente,! el!

Entinostat! es! un! inhibidor! selectivo! de! las! HDACs! de! Clase! I! y! el! Mz25! es! un! inhibidor! de! las!

Sirtuinas.!Por!*ltimo,!se!puede!observar!adem$s!que!el!valor!de!IC50!determinado!para!el!TH92!es!

de!aproximadamente!la!mitad!que!el!determinado!para!el!TH65.!Estos!compuestos!pertenecen!a!

la!serie!TH!de!inhibidores!de!las!HDACs!que!derivan!del!compuesto!3-aminobenzohidroxamato.!En!

la!Figura!3.30A!y!Figura!3.30B!se!muestran!las!estructuras!para!el!TH65!y!TH92,!respectivamente.!

Se! puede! observar! que! ambos! compuestos! poseen! un! grupo! difenil! y! un! grupo! 'ter! como!

sustituyentes.!En!el!caso!del!TH65!el!grupo!'ter!est$!representado!por!un!metoxilo!y!en!el!caso!

del!TH92!por!un!et#xido.!

!

!

!

!

!

3.4.2.!Los!compuestos!seleccionados!presentan!un!efecto!antihelm"ntico!irreversible!

La! reversibilidad! del! efecto! antihelm"ntico! de! los! compuestos! seleccionados:! Entinostat,!

TH65,!TH92!y!Mz25,!y!del!ABZ,!sobre!la!viabilidad!parasitaria!se!determin#!utilizando!el!cultivo!in!

vitro! del! par$sito! cestodo! M.! corti.! Para! este! ensayo! los! par$sitos! se! incubaron! con! los!

compuestos!durante!6!d"as.!Tras!este!periodo,!los!TTy!de!M.!corti!fueron!lavados!tres!veces!con!

PBS! y! luego! incubados! en! medio! Mco-RPMI! 1640! fresco! por! 8! d"as! adicionales.! Para! la!

determinaci#n! de! la! reversibilidad! del! efecto,! los! compuestos! fueron! ensayados! a!
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concentraciones!cercanas!a! los!valores!determinados!para! la! IC90! (secci#n!3.4.1).!El! IC90,!al! igual!

que!el!IC50,!es!una!medida!de!la!potencia!de!un!compuesto.!En!este!caso,!el!IC90!corresponde!a!la!

concentraci#n!que,!a!determinado!d"a,!causa!el!90!%!del!efecto.!Representando,!de!esta!manera,!

una! concentraci#n! subletal! de! los! compuestos.! Este! par$metro! es! *til! en! el! ensayo! de!

reversibilidad;! ya! que,! al! tratarse! de! una! concentraci#n! subletal! para! los! par$sitos,! estos! a*n!

tienen!una!viabilidad!m"nima!que!puede!ser!revertida!en!un!proceso!reversible.!

En! la!Figura!3.31!se!muestra! la!viabilidad!parasitaria,!determinada!mediante!el!ensayo!de!

movilidad,!como!el! "ndice!de!motilidad!relativa! (IMR)!en! funci#n!de! los!d"as!de! incubaci#n!para!

cada!compuesto.!Se!puede!observar!que!todos!los!compuestos!ensayados!presentaron!un!efecto!

antihelm"ntico! dependiente! del! tiempo! de! incubaci#n.! Los! valores! de! IMR! obtenidos! fueron!

cercanos! a! los! esperados,! considerando! que! los! compuestos! se! probaron! a! concentraciones!

aproximadas!a!los!valores!determinados!de!IC90;!con!la!excepci#n!del!ABZ,!en!donde!se!determin#!

un! IMR! de! 0,62! a! los! 6! d"as! de! incubaci#n.! El! efecto! antihelm"ntico! de! los! compuestos! no! fue!

revertido! tras! el! lavado! e! incubaci#n! con!medio! fresco,! incluso! hasta! los! 8! d"as! de! incubaci#n!

adicionales.!Cabe!destacar!que!todos! los!compuestos!ensayados!produjeron!la!muerte!de!todos!

los! TTy! de!M.! corti! tratados! antes! o! a! los! 10! d"as! de! incubaci#n! (Figura! 3.31).! Como! control!

negativo! se!utilizaron!TTy!de!M.!corti! incubados! con!DMSO!al!1%.!Mientras!que,! como!control!

positivo!se!utilizaron!TTY!de!M.!corti!tratados!con!etanol!al!70%!durante!30!minutos.!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.31.! Ensayo! de! reversibilidad! del! efecto! antihelm"ntico! de! los! inhibidores! de! las! HDACs! y! las!

Sirtuinas! seleccionados! y! del!ABZ! sobe! la! viabilidad!parasitaria! de! tetratiridios! (TTy)! de!Mesocestoides!

corti.! Se! muestran! los! "ndices! de! motilidad! relativa! en! funci#n! de! los! d"as! de! incubaci#n! para! los!

compuestos! seleccionados:! TH65,! TH92,! Entinostat! y! Mz25,! y! el! ABZ;! determinados! para! tres! r'plicas!
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biol#gicas! independientes,! cada! una! por! cuadruplicado.! Las! barras! de! error! representan! la! desviaci#n!

est$ndar.!Los!compuestos!fueron!ensayados!a!concentraciones!cercanas!a!los!valores!determinados!para!la!

IC90.! Luego! de! 6! d"as! de! incubaci#n,! los! par$sitos! fueron! lavados! tres! veces! con! PBS1X! e! incubados! con!

medio!fresco!sin!compuestos.!

3.4.3.!Los!compuestos!seleccionados!alteran!la!morfolog"a!parasitaria!a!nivel!ultraestructural!

En! la! secci#n!3.3! se!mostr#!que!varios! inhibidores!de! las!HDACs!y! las! Sirtuinas!producen!

alteraciones!en!la!morfolog"a!general!de!los!TTy!de!M.!corti!a!nivel!estructural.!En!esta!secci#n!se!

muestra! el! efecto! de! los! compuestos! seleccionados:! TH65,! TH92,! Entinostat! y! Mz25! sobre! la!

morfolog"a! de! TTy! de! M.! corti! a! nivel! ultraestructural,! mediante! microscop"a! electr#nica! de!

barrido!(MEB).!

En!la!Figura!3.32!se!muestran!las!microfotograf"as!obtenidas!por!MEB!de!los!TTy!de!M.!corti!

tratados!con!los!compuestos!seleccionados:!TH65,!TH92,!Entinostat!y!Mz25,!a!la!concentraci#n!de!

20! μM! tras! 6! d"as! de! incubaci#n.! Asimismo,! como! controles! se! emplearon! TTy! de! M! corti!

incubados! con!TSA!a!20!μM!y!DMSO!al!1%.! En! la! Figura!3.32! se!puede!observar!que! todos! los!

compuestos! ensayados! producen! alteraciones! en! la! morfolog"a! general! parasitaria! a! nivel!

ultraestructural;! en! comparaci#n! con! los! TTy! de!M.! corti! del! grupo! control,! incubado! con! el!

veh"culo! de! la! droga! (DMSO1%).! Las! microfotograf"as! fueron! tomadas! para! tres! rangos! de!

aumentos!(cabe!aclarar!que!se!habla!de!rango!de!aumentos!debido!a!que!no!todos!los!par$sitos!

tienen!el!mismo!tama&o):!1)!Aumento!Bajo,!para!aumentos!en!el!rango!de!150X!a!270X.!En!este!

rango! de! aumentos! es! posible! apreciar! la!morfolog"a! general! de! los! TTy! de!M.! corti! completa;!

pudi'ndose!distinguir!la!regi#n!anterior!(RA)!con!las!ventosas!(V),!el!cuello!(C)!y!la!regi#n!posterior!

(RP),!2)!Aumento!Medio,!para!aumentos!en!el!rango!de!550X!a!750X.!En!este!rango!de!aumentos!

es! posible! apreciar! estructuras! como! las! ventosas! con! mucho! mayor! detalle! y,! por! *ltimo,! 3)!

Aumentos!Altos,!para!aumentos!de!1200X.!A!este!aumento!es!posible!distinguir!estructuras!en!el!

tegumento! parasitario,! como! las!microtricas! (Mi).! Estas! estructuras! se! pueden! distinguir! en! las!

microfotograf"as!de!los!TTy!de!M.!corti!incubados!con!DMSO1%!(Figura!3.32).!!

!

!

!
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Figura!3.32.!Efecto!de!los!inhibidores!de!las!HDACs!y!las!Sirtuinas!seleccionados!y!la!Tricostatina!A!(TSA)!

sobre! la! morfolog"a! parasitaria! de! tetratiridios! (TTy)! de! Mesocestoides! corti.! Se! muestran! las!

microfotograf"as,!obtenidas!mediante!microscop"a!electr#nica!de!barrido!(MEB),!a!diferentes!aumentos!de!

los!TTy!de!M!corti!incubados!con!20!!M!de!(B,!H!y!N)!TH65,!(C,!I!y!$)!TH92,!(D,!J!y!O)!Entinostat,!(E,!K!y!P)!

Mz25!y! (F,!L!y!Q)!TSA,!a! los!6!d"as!de! incubaci#n;!en!comparaci#n!con! (A,!G!y!M)! los!par%sitos!del!grupo!

control,! incubados! con! el! veh"culo! de! la! droga! (DMSO! 1&).! Se! puede! observar! la! gran! alteraci#n! de! la!

morfolog"a!y!ultraestructura!parasitaria.!Asimismo,!se!puede!observar!la!presencia!de!peque'as!ampollas!(o!

ves"culas)!en!el! tegumento!parasitario! (flechas).!Las!regiones!remarcadas!con!un!c"rculo!en! los!TTy!de!M.!

corti! incubados! con!el!Mz25,!posiblemente! correspondan!a! las! extensiones!del! tegumento!en! formas!de!

agua!observadas!por!microscopia!#ptica.!Regi#n!anterior!(RA),!regi#n!posterior!(RP),!cuello!(C),!ventosas!(V)!

y! microtricos! (Mi).! Las! microfotograf"as! se! muestran! a! tres! grados! de! aumentos:! (A,! B,! C,! D,! E! y! F)!

microfotograf"as!tomadas!a!aumentos!bajos,!en!el!rango!de!150X!a!270X,!(G,!H,!I,!J,!K!y!L)!microfotograf"as!

tomadas!a!aumentos!medios,!en!el!rango!de!550X!a!750X!y!(M,!N,!$,!O,!P!y!Q)!microfotograf"as!tomadas!a!

aumento!alto,!correspondiente!a!1200X.!El!tama'o!de!las!barras!se!muestra!en!cada!imagen.!

!

!

!

!

!

!
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Por!otra!parte,!con!los!compuestos!TH65!y!TH92!se!puede!observar!una!p*rdida!completa!

de!la!morfolog"a!general!de!los!TTy!de!M.!corti!a!aumentos!bajos!(Figura!3.32).!En!estos!par%sitos!

no! fue!posible! identificar!ning+n!elemento!caracter"stico!de! los!TTy!de!M.!corti;!como! la!regi#n!

posterior,! cuello! y! regi#n!anterior! con! las! ventosas.!Asimismo,! a! aumentos!medios! se! observ#,!

para! ambos! compuestos,! la! presencia! de! varias! ves"culas! grandes! de! alrededor! de! 10! µm! de!

di%metro!(se'aladas!con!flechas)!a!lo!largo!del!tegumento!parasitario.!En!el!caso!de!los!TTy!de!M.!

corti!incubados!con!los!compuestos!Entinostat!y!Mz25,!se!puede!observar!a!aumentos!bajos!una!

gran!alteraci#n!de! la!morfolog"a!general!parasitaria.!Sin!embargo,!a!diferencia!de! lo!que!ocurre!

con!los!compuestos!TH65!y!TH92,!para!los!par%sitos!incubados!con!Entinostat!y!Mz25!es!posible!

distinguir!algunos!elementos!caracter"sticos!de!los!TTy!de!M.!corti,!como!son!las!ventosas!(V).!En!

el! caso!de! los!TTy!de!M.!corti! incubados!con!el!Entinostat,! se!puede!observar!en!el! tegumento!

parasitario! la! presencia! de! zonas! con! una! gran! cantidad! de! pliegues! o! superposiciones! del!

tegumento.! Para! este! compuesto! se! hab"an! observado! anteriormente! la! presencia! de! varias!

infiltraciones!del!medio!de!cultivo!en!el!cuerpo!parasitario!(Figura!3.18).!Estas!estructuras!no!se!

pudieron!observar!mediante!MEB.!Esto!posiblemente!se!debe!a!alteraciones!producidas!durante!

el!proceso!de!fijaci#n!de!las!muestras.!Los!pliegues!del!tegumento,!observados!mediante!MEB!en!

los! TTy!de!M.!corti! incubados! con!el! Entinostat! (Figura!3.32),! posiblemente! corresponden!a! las!

infiltraciones! observadas! anteriormente! que,! por! el! proceso! de! fijaci#n,! perdieron! el!medio! de!

cultivo! que! ten"an! dentro.! En! el! caso! de! los! TTy! de!M.! corti! incubados! con! el!Mz25,! se! puede!

observar!en!el!tegumento!parasitario! la!presencia!de!zonas!puntuales!con!una!gran!cantidad!de!

da'o! (se'aladas!mediante! un! c"rculo)! (Figura! 3.32).! Para! este! compuesto! se! hab"an! observado!

anteriormente! la! presencia! de! extensiones! (EXT)! en! el! tegumento! en! forma! de! agujas! (Figura!

3.22).! Estas! estructuras! no! se! pudieron! observar! mediante! MEB,! posiblemente! debido! a!

alteraciones! producidas! durante! el! proceso! de! fijaci#n! de! las! muestras.! Es! posible! que! estas!

estructuras!correspondan!a!las!zonas!puntuales!con!gran!cantidad!de!da'o!observadas!mediante!

MEB!en!los!TTy!de!M.!corti!incubados!con!el!Mz25!(Figura!3.32).!Por!+ltimo,!en!el!caso!de!los!TTy!

de!M.!corti! incubados!con!la!TSA!se!puede!observar,!a!aumento!bajo,!que!la!morfolog"a!general!

parasitaria! se! mantiene.! Sin! embargo,! se! puede! identificar! la! presencia! de! varias! ves"culas!

peque'as! de! alrededor! de! 10! μm! en! toda! la! parte! posterior! de! los! par%sitos! (se'aladas! con!

fechas).!

Por! +ltimo,! En! la! Figura! 3.32! tambi*n! se!muestran! las!microfotograf"as! de! los! TTy! de!M.!

corti!tratados!con!los!compuestos!a!aumento!alto!(1200X).!A!este!aumento!es!posible!observar!en!

los!TTy!de!M.!corti! la!presencia!de!microvellosidades!(denominadas!microtricos)!en!forma!de!un!

c*sped!homog*neo!y! continuo!a! lo! largo!del! tegumento!parasitario.! Los!microtricos! se!pueden!
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observar!en!los!TTy!de!M.!corti!del!grupo!control,!incubados!con!DMSO!1&!(Figura!3.32),!pero!no!

se!observan!en!los!TTy!tratados!con! los!compuestos!ensayados!(TH65,!TH92,!Entinostat,!Mz25!y!

TSA).! En! este! +ltimo! adem%s! se! puede! observar! que! el! tegumento! parasitario! se! encuentra!

altamente!alterado.!

3.4.4.!El!efecto!antihelm"ntico!de!los!compuestos!se!potencia!usando!combinaciones!de!a!pares!

Se! determin#! el! efecto! antihelm"ntico! de! combinaciones! de! a! pares! de! los! compuestos!

seleccionados:! TH65,! TH92,! Entinostat! y!Mz25,! y! del! ABZ! (usado! como! droga! control)! sobre! la!

viabilidad!parasitaria,!empleando!el!cultivo! in!vitro!del!par%sito!M.!corti.!La!viabilidad!parasitaria!

se!determin#!mediante!el!ensayo!de!movilidad!y!se!muestra!como!el!"ndice!de!motilidad!relativa!

(IMR)!en!funci#n!de!los!d"as!de!incubaci#n.!Este!ensayo!resulta!importante!para!determinar!qu*!

combinaciones!de!compuestos!podr"an!ser!+tiles!a!fin!disminuir!la!concentraci#n!a!emplear!de!los!

mismos,! manteniendo! o! potenciando! el! efecto! de! los! compuestos! individuales.! Para! la!

determinaci#n!del!efecto!antihelm"ntico!de!las!combinaciones!de!a!pares,!los!compuestos!fueron!

ensayados!solos!o!en!combinaciones!a!concentraciones!cercanas!a!los!valores!determinados!para!

la!IC25!(Secci#n!3.4.1).!El!IC25,!al!igual!que!el!IC50,!es!una!medida!de!la!potencia!de!un!compuesto.!

En! este! caso,! el! IC25! corresponde! a! la! concentraci#n! que,! a! determinado! d"a,! causa! el! 25&! del!

efecto.!Este!par%metro!es!+til!en!el!ensayo!de!combinaciones!de!a!pares;!ya!que!al!tratarse!de!una!

concentraci#n!que!tiene!muy!poco!efecto!para!los!par%sitos,!estos!muestran!una!viabilidad!muy!

alta.!De!esta!manera!se!cuenta!con!un!margen!m%s!amplio!para!determinar!el!efecto!potenciado!

por!los!pares!de!compuestos.!

En! la!Figura!3.33!se!muestra! la!viabilidad!parasitaria,!determinada!mediante!el!ensayo!de!

movilidad,!como!el!"ndice!de!motilidad!relativa!(IMR)!en!funci#n!de!los!d"as!de!incubaci#n!para!el!

ABZ! en! combinaci#n! con! los! compuestos! seleccionados.! Se! puede! observar! que! los! pares! de!

compuestos:! ABZ-TH65,! ABZ-TH92! y! ABZ-Entinostat,! presentaron! un! efecto! antihelm"ntico!

dependiente! del! tiempo! de! incubaci#n! mayor! que! el! determinado! para! los! compuestos!

individuales,!Figura!3.33A,!Figura!3.33B!y!Figura!3.33C;!respectivamente.!Se!determinaron!valores!

de!IMR!para!estos!pares!de!compuestos!(a!los!6!d"as!de!incubaci#n)!de!0,33!para!el!par!ABZ-TH65,!

de!0,42!para!el!par!ABZ-TH92!y!de!0,30!para!el!par!ABZ-Entinostat.!En!cambio,!se!determinaron!

IMR!cercanos!a!1!para!los!TTy!de!M.!corti!incubados!con!los!compuestos!individuales!o!el!veh"culo!

de! la!droga!(DMSO!1&).!Esto!valores! fueron!de!cercanos!a! los!esperados,!considerando!que! los!

compuestos!se!ensayaron!a!concentraciones!aproximadas!a!los!valores!determinados!de!IC25.!



HDACs!en!cestodos!(Hugo!Rolando!Vaca)

126!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!3.33.!Efecto!antihelm"ntico!del!albendazol!(ABZ)!en!combinaci#n!con!los!inhibidores!de!las!HDACs!y!

las!Sirtuinas!seleccionados!sobre!la!viabilidad!parasitaria!de!tetratiridios!(TTy)!de!Mesocestoides!corti.!Se!

muestran! los! "ndices! de! motilidad! relativa! en! funci#n! de! los! d"as! de! incubaci#n! para! los! pares! de!

compuestos:! (A)! ABZ-TH65,! (B)! ABZ-TH92;! (C)! ABZ-Entinostat! y! (D)! ABZ-Mz25;! determinados! para! tres!

r*plicas! biol#gicas! independientes,! cada! una! por! cuadruplicado.! Las! barras! de! error! representan! la!

desviaci#n! est%ndar.! Los! compuestos! fueron! ensayados,! individuales! o! en! pares,! a! concentraciones!

cercanas!a!los!valores!determinados!para!la!IC25.!Los!"ndices!de!motilidad!relativa!determinados!a!los!6!d"as!

de!incubaci#n!(recuadro!en!color!rojo)!se!emplearon!para!calcular!el!"ndice!de!efecto!proporcional!para!los!

diferentes!pares!de!compuestos!(Figura!3.35).!

!

Por!otra!parte,!en!la!Figura!3.34!se!muestra!la!viabilidad!parasitaria,!determinada!mediante!

el! ensayo! de! movilidad,! como! el! "ndice! de! motilidad! relativa! (IMR)! en! funci#n! de! los! d"as! de!

incubaci#n! para! las! diferentes! combinaciones! de! a! pares! de! los! compuestos! seleccionados.! Se!

puede!observar!que!los!pares!de!compuestos:!Mz25-Entinostat,!Entinostat-TH65,!Entinostat-TH92!

y!TH65-TH92!presentaron!un!efecto!antihelm"ntico!dependiente!del!tiempo!de!incubaci#n!mayor!

que!el!determinado!para!los!compuestos!individuales,!Figura!3.34C,!Figura!3.34D,!Figura!3.34E!y!

Figura!3.34F;!respectivamente.!Se!determinaron!valores!de!IMR!para!estos!pares!de!compuesto!(a!

los!6!d"as!de!incubaci#n)!de!0,42!para!el!par!Mz25-Entinostat,!de!0,14!para!el!par!Entinostat-TH65,!

de!0,07!para!el!par!Entinostat-TH92!y!de!0,16!para!el!par!TH65-TH92.!Asimismo,!se!determinaron!

IMR!cercanos!a!1!para!los!TTy!de!M.!corti!incubados!con!los!compuestos!individuales!o!el!veh"culo!
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de! la!droga! (DMSO1&).! Esto!valores! fueron!de! cercanos!a! los!esperados,! considerando!que! los!

compuestos!se!ensayaron!a!concentraciones!aproximadas!a!los!valores!determinados!de!IC25.!

!
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Figura! 3.34.! Efecto! antihelm"ntico! de! los! pares! de! combinaci#n! de! los! inhibidores! de! las! HDACs! y! las!

Sirtuinas! seleccionados! sobre! la! viabilidad! parasitaria! de! tetratiridios! (TTy)! de!Mesocestoides! corti.! Se!

muestran! los! "ndices! de! motilidad! relativa! en! funci#n! de! los! d"as! de! incubaci#n! para! los! pares! de!

compuestos:!(A)!Mz25-TH65,!(B)!Mz25-TH92,!(C)!Mz25-Entinostat,!(D)!Entinostat-TH65,!(E)!Entinostat-TH92!

y! (F)!TH65-TH92;!determinados!para! tres! r*plicas!biol#gicas! independientes,!cada!una!por!cuadruplicado.!

Las! barras! de! error! representan! la! desviaci#n! est%ndar.! Los! compuestos! fueron! ensayados! de! manera!

individual!o!en!combinaciones!de!a!pares,!a!concentraciones!cercanas!a!los!valores!de!IC25.!Los!"ndices!de!

motilidad! relativa! determinados! a! los! 6! d"as! de! incubaci#n! (recuadro! en! color! rojo)! se! emplearon! para!

calcular!el!"ndice!de!efecto!proporcional!para!los!diferentes!pares!de!compuestos!(Figura!3.35).!

Por! +ltimo,! se! caracteriz#! el! efecto! antihelm"ntico! de! las! combinaciones! de! a! pares.! La!

interacci#n!de! los! compuestos!puede! ser! clasificada!dentro!de! tres! clases!principales:! 1)! Efecto!
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aditivo! (o! sinergia!de! suma),! cuando!el!efecto! final!es! aproximadamente! igual! a! la! suma!de! los!

efectos!de!los!compuestos!individuales,!2)!Efecto!potenciador!(sinergia!de!potenciaci#n),!cuando!

el! efecto! final! es! mucho!mayor! del! esperado! para! la! suma! de! los! efectos! de! los! compuestos!

individuales! y! 3)! Efecto! antag#nico! (o! antagonismo),! cuando! la! interacci#n! da! lugar! a! una!

disminuci#n! de! los! efectos! de! uno! o! ambos! f%rmacos.! A! fin! de! caracterizar! el! efecto!

antihelm"ntico!de!las!combinaciones!de!a!pares!de!los!compuestos,!se!calcul#!el!"ndice!de!efecto!

proporcional!(IEP)!utilizando!la!Ecuaci#n!2.4.!

!

[Ecuaci#n!2.4]!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!

En" donde," el" �efecto" proporcional"medido�" corresponde" al" efecto" determinado" (en" este"

caso,! corresponde! a! los! "ndices! de!motilidad! relativa! determinados! a! los! 6! d"as! de! incubaci#n)!

para!la!combinaci#n!de!un!par!de!compuestos."El"�efecto"proporcional"te#rico�"corresponde"a"la"

multiplicaci#n! de! los! efectos! individuales,! determinados! para! cada! compuesto! a! los! 6! d"as! de!

incubaci#n.!El!valor!del!efecto!proporcional!te#rico,!corresponde!a!el!valor!de!IMR!que!se!asume!

tendr"a! la! combinaci#n! de! un! par! de! compuesto! si! el! efecto! fuese! simplemente! aditivo! (Planer!

et!al.,!2014).!A!partir!del! "ndice!de!efecto!proporcional,!es!posible!clasificar! la!interacci#n!de! los!

compuestos!en!las!combinaciones!de!a!pares.!Se!habla!de!un!efecto!aditivo!para!valores!de!-0,5!<!

IEP"<"0,5."Se"habla"de"un"efecto"potenciador"para"valores"de"0,5"$"IEP"$"1,"presentando"una"mayor"

sinergia! de! potenciaci#n! cuanto! m%s! cercano! sea! este! valor! a! 1.! Por! +ltimo,! se! habla! efecto!

antag#nico!para!valores!de!-1"$"IEP"$"-0,5,!cuanto!m%s!cercano!sea!este!valor!a!-1!mayor!ser%!el!

efecto!antag#nico!de!los!compuestos.!

En! la!Figura!3.35! se!muestra!el! "ndice!de!efecto!proporcional!determinado!para! todas! las!

combinaciones!de!a!pares!de! los! compuestos,! como!un!mapa!de! color.! En! dicho!mapa!el! color!

verde!indica!un!efecto!potenciador,!el!rojo!un!efecto!antag#nico!y!amarillo!un!efecto!aditivo.!Se!

puede!observar!que!las!diferentes!combinaciones!del!ABZ!con!los!otros!compuestos!mostraron!un!

efecto!potenciador,!con!excepci#n!del!par!ABZ-Mz25.!Asimismo,!las!diferentes!combinaciones!de!

los!inhibidores!de!HDACs!mostraron!tambi*n!un!efecto!potenciador,!obteni*ndose!valores!para!el!

"ndice!de!efecto!proporcional!mayores!de!0,80!para!todos!estos!pares.!Por!+ltimo,!en!el!caso!de!

las!combinaciones!con!el! inhibidor!de!las!Sirtuinas!Mz25,!solo!el!par!Mz25-Entinostat!mostr#!un!

efecto! potenciador! con! un! valor! del! "ndice! de! efecto! proporcional! de! 0,50.! Las! otras!
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combinaciones!mostraron!efecto!aditivo,!con!valores!del!"ndice!de!efecto!proporcional!cercanos!a!

0.!Ninguno!de!los!pares!de!compuestos!ensayados!mostr#!un!efecto!antag#nico.!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!3.35.!Clasificaci#n!del!efecto!antihelm"ntico!de!los!pares!de!combinaci#n!de!compuestos!sobre!la!

viabilidad!parasitaria!de!tetratiridios!(TTy)!de!Mesocestoides!corti.!Se!muestran!los!valores!del! "ndice!de!

efecto!proporcional,!determinados!para!los!pares!de!compuestos,!en!forma!de!mapa!de!colores.!Los!valores!

del! "ndice!de!efecto!proporcional! fueron!determinados!para! tres! r*plicas!biol#gicas! independientes,! cada!

una!por!cuadruplicado.!El!diagrama!de!colores!corresponde!a:!efecto!potenciador!(color!verde;!para!valores!

entre!0,5!y!1),!efecto!aditivo!(color!amarillo;!para!valores!entre! -0,5!y!0,5)!y!efecto!antag#nico!(color!rojo;!

para!valores!entre!-1!y!-0,5).!Ninguno!de!los!pares!de!compuestos!ensayados!mostr#!un!efecto!antag#nico.!

!

3.5.!Caracterizaci#n!estructural!de!las!HDACs!como!potenciales!blancos!farmacol#gicos!

En! esta! secci#n! se! abordar%! la! caracterizaci#n! de! las!HDAC8!de! par%sitos! cestodos! como!

potenciales!blancos!farmacol#gicos.!Las!HDAC8!resultan!interesantes!ya!que!representan!blancos!

farmacol#gicos! validados! en! numerosas! enfermedades,! incluyendo! enfermedades! parasitarias!

como! la! schistosomiasis! (Chakrabarti! y! col.,! 2015).! En! cestodos! se! identific#!un!gen! codificante!

con!ortolog"a! con! la! HDAC8! de!H.! sapiens,! en! todos! los! genomas! analizados! (secciones! 3.1.1! y!

3.1.2).! Analizando! sus! secuencias! de! amino%cidos! se! demostr#! que! este! gen,! en! cestodos,!

muestra!bajos!niveles!de! identidad! (menores!al!48&)!con! respecto!a! su!ort#logo!en!H.! sapiens;!
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representando!el!gen!de!HDACs!con!el!porcentaje!de! identidad!m%s!bajo!con!su!ort#logo!en!H.!

sapiens!dentro!de! los!genes!de!HDACs!de!Clase!I! identificados!(secci#n!3.1.3).!Por!otra!parte,!el!

an%lisis!de!expresi#n!transcripcional!por!RNAseq!mostr#!que!el!gen!EgrHDAC8,!de!E.!granulosus!s.!

s! G1,! presenta! niveles! de! expresi#n! detectables! solo! en! los! estadios! del! desarrollo!

correspondientes! a! par%sitos! adultos! y! capa! germinal.! En! E.! multilocularis,! el! gen! EmuHDAC8!

mostr#! un! aumento! en! el! nivel! de! expresi#n! transcripcional! en! oncosferas! activadas! (secci#n!

3.1.4).!Estos!estadios!de!desarrollo!resultan!importantes!ya!que!est%n!asociados!con!altos!niveles!

de! proliferaci#n! y! diferenciaci#n! celular.! Asimismo,! en! ambos! par%sitos! se! detect#! expresi#n!

transcripcional!del!gen!HDAC8!en!el!estadio!de!desarrollo!de!relevancia!cl"nica,!la!capa!germinal.!

Por! +ltimo,!mediante! ensayos! de! viabilidad! se! determin#! la! actividad! antihelm"ntica! de! varios!

compuestos! dise'ados! como! inhibidores! selectivos! de! la! SmpHDAC8! de! S.! mansoni;!

obteni*ndose,! para! varios!de!ellos,! resultados!muy!prometedores! sobre!el! par%sito! cestodo!M.!

corti.! En! particular,! los! compuestos! derivados! del! 3-amidabenzohidroxamato! TH65! y! TH92!

mostraron!un!potente!efecto!antihelm"ntico,!con!reducci#n!del!100&!de!la!viabilidad!parasitaria!y!

alteraciones!de!la!morfolog"a!general!y!ultraestructura!para!varias!concentraciones.!Por!todos!los!

motivos! mencionados,! las! HDAC8s! de! par%sitos! cestodos! se! eligieron! para! su! estudio! como!

potenciales!blancos!farmacol#gicos.!

3.5.1.! Clonado! y! secuenciaci#n! de! la! HDAC8! de! Echinococcus! canadensis!G7! y!Mesocestoides!

corti!

Se! confirmaron! las! secuencias! de! los! genes! predichos! para! la! HDAC8! de! los! par%sitos!E.!

granulosus!s.l.!y!M.!corti,!mediante!RT-PCR,!clonaci#n!y!secuenciaci#n.!Para!la!obtenci#n!del!ARN!

a! emplear,! se! utilizaron! TTy! de! M.! corti! recolectados! de! rat#n! y! PSC! de! E.! granulosus! s.l.!

recolectados!de!quistes!hep%ticos!provenientes!de!infecciones!naturales!de!cerdos.!El!material!de!

E.!granulosus!s.l.!se!genotific#!en!primera!instancia!a!fin!de!determinar!la!especie!o!genotipo!de!

trabajo.!La!genotipificaci#n!se!realiz#!mediante!amplificaci#n!y!secuenciaci#n!de! la!subunidad!1!

del!gen!mitocondrial!citocromo!C!oxidasa.!Los!resultados!de!la!genotipificaci#n!indicaron!que!los!

PSC!corresponden!al!genotipo!E.!canadensis!G7.!Despu*s!de!la!determinaci#n!del!genotipo!de!las!

muestras!de!PSC,!se!procedi#!a!la!obtenci#n!del!ADNc!para!cada!muestra!y!a!la!amplificaci#n!de!

los!genes!EcaHDAC8!y!McoHDAC8,!mediante!RT-PCR!usando!cebadores!espec"ficos!(Anexo!A6.1).!

En!la!Figura!3.36!se!muestran!los!productos!de!amplificaci#n!obtenidos,!para!cada!muestra,!

a! diferentes! temperaturas! de! hibridaci#n.! Se! puede! observar! que! para! ambas! muestras! se!
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obtuvieron! bandas! del! tama'o! esperado! para! los! genes! EcaHDAC8! y! McoHDAC8!

(aproximadamente!1,2!Kb),! en! todas! las! temperaturas!de!hibridaci#n!analizadas.! En!el! caso!del!

gen! McoHDAC8,! no! se! observaron! diferencias! apreciables! en! la! intensidad! de! las! bandas!

observadas!para!todas! las!temperaturas!analizadas.!Sin!embargo,!para!EcaHDAC8!se!observaron!

bandas! muy! tenues! cuando! se! emplearon! temperaturas! de! hibridaci#n! de! 61°C! y! 65°C.! Para!

ambos! genes,! se! eligi#! la! temperatura! de! hibridaci#n! de! 57°C.! Para! esta! temperatura! se!

observaron,!en!ambos!genes,!bandas!muy!fuertes!(Figura!3.36).!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!3.36.!Amplificaci#n!mediante!RT-PCR!de! los!genes!EcaHDAC8!y!McoHDAC8.! Se!muestra!el!gel!de!

agarosa,! te'ido! con! el! colorante! GelRed,! para! la! amplificaci#n! mediante! RT-PCR! en! gradiente! de!

temperatura!(55°C!a!65°C)!de!los!genes!EcaHDAC8!y!McoHDAC8.!La!primera!y!+ltima!calle!corresponden!al!

marcador! de! peso! molecular! empleado! (Quick-load! DNA! 1! kb! ladder).! pEcaHDAC8_mMco:! prueba! de!

especificidad! de! los! cebadores! espec"ficos! del! gen! EcaHDAC8,! usando! ADNc! obtenido! a! partir! de!

tetratiridios! de! Mesocestoides! corti.! pMcoHDAC8_mEca:! prueba! de! especificidad! de! los! cebadores!

espec"ficos! del! gen! McoHDAC8,! usando! ADNc! obtenido! a! partir! de! protoesc#lices! de! Echinococcus!

canadensis!G7.!CNT/:!control!positivo!de!la!PCR,!se!emple#!la!amplificaci#n!del!gen!EcaSERT.!CNT-:!control!

negativo!de!la!PCR,!se!emple#!H2O!calidad!biolog"a!molecular!en!lugar!del!templado!de!ADNc.!
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Por!otra!parte,!en!la!Figura!3.36!tambi*n!se!pueden!observar!los!controles!empleados.!Se!

emplearon! cebadores! espec"ficos! del! gen! EcaSERT! como! control! positivo! de! la! PCR.! La!

amplificaci#n! de! este! gen! hab"a! sido! verificada! previamente! en! el! laboratorio! BMHid.! Como!

control!negativo!de!la!PCR!se!reemplaz#!la!muestra!de!ADNc!por!H2O!calidad!biolog"a!molecular.!

Por! +ltimo,! se! prob#! la! especificidad! de! los! cebadores.! Para! ello,! se! probaron! los! cebadores!

espec"ficos!de!EcaHDAC8!con! la!muestra!de!ADNc!de!TTy!de!M.!corti! (pEcaHDAC8_mMco)!y! los!

cebadores! espec"ficos! de!McoHDAC8! con! la!muestra! de! ADNc! de! los! PSC! de! E.! canadensis! G7!

(pMcoHDAC8_mEca).!

Los! fragmentos! de! amplificaci#n! (de! aproximadamente! 1200! pb)! obtenidos! a! la!

temperatura!de!hibridaci#n!de!57°C,!para!ambos!genes,! fueron!purificados!del!gel!de!agarosa!y!

clonados!en!el!vector!pCR2.1!TOPO-TA.!Estos!vectores!se!emplearon!para!transformar!bacterias!

de! E.! coli! DH5%" quimio-competentes.! La! transformaci#n! de! las! bacterias! con! el! vector!

conteniendo!el!inserto!se!verific#!mediante!PCR!de!colonia!(Anexo!A6.2).!

En! la! Figura!3.37! se!muestran! los!productos!de!amplificaci#n!obtenidos!para! las! colonias!

transformadas! con! el! vector! y! los! insertos,! para! ambos! genes.! Se! puede! observar! que! varias!

colonias! de! bacterias! fueron! transformadas! correctamente! con! los! vectores-insertos! para! cada!

gen!de!HDAC8.!De!acuerdo!a! la! intensidad!de! las!bandas!obtenidas,!se!eligieron! la!colonia!9!de!

bacterias! transformadas! con!el! gen!EcaHDAC8!y! la!colonia!7!de!bacterias! transformadas! con!el!

gen!McoHDAC8! (Figura! 3.37).! Estas! colonias! de! bacterias! fueron! replicadas! y! amplificadas! por!

cultivo!en!medio!LB;!y! los!pl%smidos!correspondientes!se!extrajeron!y!purificaron!por!medio!de!

minipreps.! Finalmente,! los! pl%smidos! purificados! fueron! secuenciados.! Se! obtuvieron! cuatro!

lecturas! para! cada! gen,! correspondientes! a! las! lecturas! directa! e! inversa! de! los! cebadores!

espec"ficos!y!las!secuencias!del!fago!M13!integradas!en!el!vector!de!clonaci#n.!Las!cuales!fueron!

integradas! a! fin! de! obtener! las! secuencias! consenso! para! cada! gen! de! HDAC8.! Las! secuencias!

consensos!obtenidas!para!los!genes!EcaHDAC8!y!McoHDAC8,!junto!con!su!traducci#n!a!secuencias!

de!amino%cidos,!se!pueden!ver!en!los!Anexo!A2.1!y!Anexo!A2.2;!respectivamente.!

!

!

!

!
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Figura!3.37.!PCR!de!colonia!para!las!bacterias!Escherichia!coli!DH5!"transformadas"con"el"vector-inserto!

correspondientes! a! los! genes! EcaHDAC8! y! McoHDAc8.! Se! muestra! el! gel! de! agarosa,! te'ido! con! el!

colorante!GelRed!e!iluminado!con!luz!UV,!para!la!amplificaci#n!mediante!PCR!de!las!colonias!transformadas!

con!los!genes!EcaHDAC8!y!McoHDAC8,!clonados!en!el!vector!pCR2.1!TOPO-TA.!La!PCR!de!colonia!se!realiz#!

empleando!cebadores!espec"ficos!para!cada!gen!(fueron!ensayadas!9!colonias!por!gen).!La!primera!calle!de!

cada!sector!del!gel!corresponde!al!marcador!de!peso!molecular!Quick-load!DNA!1!kb!ladder.!CNT-:!control!

negativo!de!la!PCR.!

!

3.5.2.! Los! genes! EcaHDAC8! y!McoHDAC8! tienen! inserciones! en! sus! secuencias! que! no! est$n!

presentes!en!su!ort#logo!de!Homo!sapiens!(HsaHDAC8)!

Se! realizaron! alineamientos! de! secuencias,! con! las! secuencias! de! amino%cidos! traducidas!

para! los! genes! completos! de! EcaHDAC8! y! McoHDAC8! en! conjunto! con! las! secuencias! de! sus!

ort#logos!en!H.!sapiens! (HsaHDAC8)!y!S.!mansoni! (SmpHDAC8),!a! fin!de!comparar!y!determinar!

diferencias!y!similitudes!en!las!secuencias!de!estos!genes.!
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En! la! Figura! 3.38! se!muestra! el! alineamiento! de! las! secuencias! de! amino%cidos! para! los!

genes! analizados." Asimismo," se" muestran" identidades/similitudes" ($" 75&)" entre" las" secuencias"

como! un! diagrama! de! color! verde! oscuro=claro,! respectivamente.! Se! puede! observar! que! los!

genes! EcaHDAC8! y! McoHDAC8! mostraron! un! nivel! general! de! conservaci#n! de! residuos! de!

amino%cidos!con!respecto!a!sus!ort#logos!HsaHDAC8!y!SmpHDA8.!Sin!embargo,!en!estos!genes!se!

puede! observar! la! presencia! de! inserciones! (representadas! mediante! cuadrados)! de! varios!

residuos! de! amino%cidos,! que! no! est%n! presentes! en! su! ort#logo! HsaHDAC8.! Estas! inserciones!

tambi*n!se!pudieron!observar!en!el!gen!SmpHDAC8!(Figura!3.38).!Por!+ltimo,!se!puede!observar!

que! los! residuos! implicados! en! el! dominio! catal"tico! de! HDACs! y! de! uni#n! al! cofactor! Zn2/! se!

encuentran! conservados! en! las! HDAC8s! de! cestodos! (se'alados! mediante! fechas! y! asteriscos,!

respectivamente).!

!
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Figura! 3.38.! Alineamiento! de! secuencias! de! las! secuencias! de! amino$cidos! de! los! genes! de!HDAC8.! Se!

muestra!el!alineamiento!de!secuencias!para! las!secuencias!de!amino%cidos!de!los!genes!HDAC8!de!Homo!

sapiens! (HsaHDAC8),! Schistosoma! mansoni! (SmpHDAC8),! Echinococcus! canadensis! G7! (EcaHDAC8)! y!

Mesocestoides!corti!(McoHDAC8).!Las!identidades=similitudes!($"75&)"entre"las"secuencias"se"muestran"en"
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Tabla 3.5. Parámetros determinados para validar los modelos de estructuras 3D para EcaHDAC8

HsHDAC8 SmHDAC8 HsHDAC8 SmHDAC8 

Geno3D_1 2,52 (360) 1,82 (376) 0,96 0,93 86,04 87,06
Geno3D_2 2,24 (360) 1,80 (376) 0,92 0,91 85,41 86,01
Geno3D_3 2,39 (352) 1,81 (376) 0,96 0,92 85,61 84,05
Phyre2 2,32 (360) 2,76 (352) 0,90 0,92 89,67 85,43
SwissModel 1,63 (360) 1,16 (376) 0,94 0,97 92,89 88,56

97,47 94,77

92,13 92,82SmpHDAC8 (2v5w)

RMSD (n° de residuos) TMscore

HsHDAC8 (4bz5)

ERRAT Verify-3DModelos

niveles!de!color!verde!oscuro=claro,!respectivamente.!Los!residuos!implicados!en!el!dominio!catal"tico!de!las!

HDAC! se! encuentran" se'aladas" mediante" flechas" (*)." Los" residuos" implicados" en" la" coordinaci#n" con" el"

cofactor! Zn2/! se! encuentran! se'alados! mediante! asteriscos! (>).! En! los! recuadros! rojos! se! muestran! las!

inserciones!identificadas!en!las!HDAC8!parasitarias,!no!encontradas!en!HsaHDAC8.!!

!

3.5.3.! Los! modelos! estructurales! para! las! EcaHDAC8! y! McoHDAC8! presentan! la! estructura!

can#nica!de!las!enzimas!HDACs!

Se!obtuvieron!modelos!de!estructura!3D!para!los!genes!EcaHDAC8!y!McoHDAC8,!mediante!

modelado! por! homolog"a! usando! como! templado! las! estructuras! obtenidas! por! cristalizaci#n! y!

difracci#n!de! rayos!X!para! los!genes!HsaHDAC8!y!SmpHDAC8.!Los!modelos!de!estructura!3D!se!

realizaron!mediante! los! programas:! PHYRE2! (Kelley! y! col.,! 2015),! SWISS-MODEL! (Arnold! y! col.,!

2006;!Benkert! y! col.,!2008;!Biasini!y! col.,!2014;!Schwede!y!col.,!2003),!PsiPred! (McGuffin!y! col.,!

2000)!y!Geno3D!(Combet!y!col.,!2002).!Cada!uno!de!los!modelos!obtenidos!se!valid#!por!medio!de!

los!par%metros:!RMSD,!TMscore,!ERRAT!y!Verify-ED.!En! la!Tabla!3.5!y!Tabla!3.6!se!muestran!un!

resumen!de!los!par%metros!calculados!para!validar!los!m#ldelos!de!estructura!3D!obtenidos!para!

EcaHDAC8!y!McoHDAC8,!respectivamente.!

!

!

!

!

!

!

!

El! par%metro! RMSD! (del! ingl*s,! Root! Mean! Square! Deviation,! o! desviaci#n! de! la! media!

cuadr%tica)!es!la!distancia!media!cuadr%tica!m"nima!entre!las!estructuras!b%sicas!de!las!prote"nas!

superpuestas.!Este!par%metro!es!empleado!para! comparar! alineamientos!estructurales! basados!

en! la! comparaci#n! de! la! forma! tridimensional.! Asimismo,! este! valor! puede! ser! utilizado! para!

estudiar!el!grado!de!divergencia!entre!las!estructuras!alineadas.!A!mayor!valor!de!RMSD,!mayores!
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Tabla 3.6. Parámetros determinados para validar los modelos de estructuras 3D para McoHDAC8

HsHDAC8 SmHDAC8 HsHDAC8 SmHDAC8 

Geno3D_1 2,34 (352) 1,93 (376) 0,90 0,91 91,00 81,59
Geno3D_2 2,41 (352) 2,12 (376) 0,95 0,90 88,55 79,85
Geno3D_3 1,96 (352) 1,94 (368) 0,96 0,93 84,22 89,05
Phyre2 1,57 (360) 2,74 (352) 0,99 0,92 69,25 86,27
PsiPred 1,93 (352) 2,87 (344) 0,96 0,88 65,25 83,82
SwissModel_1 2,91 (344) 1,99 (376) 0,94 0,97 67,88 89,30
SwissModel_2 2,23 (360) 1,13 (376) 0,96 0,98 91,61 83,83
SwissModel_3 2,52 (360) 1,68 (376) 0,95 0,96 67,01 84,83

97,47 94,77

92,13 92,82

HsHDAC8 (4bz5)

SmpHDAC8 (2v5w)

Modelos
RMSD (n° de residuos) TMscore

ERRAT Verify-3D

son! las!diferencias.!En! la!Tabla!3.5!y!Tabla!3.6! se!muestran! los!valores!de!RMSD,!determinados!

mediante!el!algoritmo! incorporado!en!el!programas!Pymol,!para!cada!modelo!de!estructura!3D!

obtenido!para!EcaHDAC8!y!McoHDAC8;!en!comparaci#n! con! las!estructuras!nativas!disponibles!

para! la! HDAC8! de! H.! sapiens! (HsaHDAC8;! PBD! 2v5w)! (Vannini! y! col.,! 2007)! y! S.! mansoni!

(SmpHDAC8;! PDB! 4bz5)! (Marek! y! col.,! 2013).! Entre! par*ntesis! se!muestra! el! n+mero! total! de!

residuos!que!pudo!alinear!el!algoritmo.!En!el!caso!de!EcaHDAC8,!se!obtuvieron!valores!de!RMSD!

en! el! rango! de! 1,63-2,52! y! 1,16-2,76,! cuando! se! compararon! los! m#ldelos! de! estructura! 3D!

obtenidos! con! la! HsaHDAC8! y! SmpHDAC8;! respectivamente! (Tabla! 3.5).! Por! otra! parte,! para!

McoHDAC8,! se! obtuvieron! valores! de! RMSO! en! el! rango! de! 1,57-2,91! y! 1,13-2,87! cuando! se!

compararon! los! m#ldelos! de! estructura! 3D! obtenidos! con! la! HsaHDAC8! y! SmpHDAC8;!

respectivamente!(Tabla!3.6).!

!

!

!

!

!

!

!

!

Por!otra!parte,!el!par%metro!TM-score!es!una!m*trica!utilizada!para!medir!la!similitud!entre!

dos! estructuras! de! prote"nas.! Este! algoritmo! est%! dise'ado! para! resolver! dos! problemas!

principales! en! las! m*tricas! tradicionales,! como! el! par%metro! RMSD:! (1)! el! TM-score! mide! la!

similitud!de!la!estructura!global!y!es!menos!sensible!a!las!variaciones!estructurales!locales;! (2)!el!

valor! del! TM-score,! para! pares! de! estructura! aleatorias,! es! independiente! de! la! longitud! de! las!

mismas.! El! par%metro! TM-score! tiene! valores! entre! 0! y! 1,! donde! 1! indica! una! combinaci#n!

perfecta!entre! las!dos!estructuras.!Siguiendo!estad"sticas!estrictas!de!estructuras!en!el!PDB!(del!

ingl*s,! Protein! Data! Bank,! los! puntajes! por! debajo! de! 0,17! corresponden! a! prote"nas! no!

relacionadas! elegidas! al! azar,! mientras! que! para! las! estructuras! con! un! puntaje! mayor! a! 0,5!

generalmente! se! asume! que! presentan! la! misma! estructura.! En! la! Tabla! 3.5! y! Tabla! 3.6! se!
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muestran!los!valores!de!TM-score,!determinados!mediante!el!algoritmo!disponible!en!la!p%gina!de!

Zhang! Lab,! Universidad! de! Michigan! (https:==zhanglab.ccmb.med.umich.edu=TM-score=),! para!

cada!modelo!de!estructura!3D!obtenido!para!EcaHDAC8!y!McoHDAC8;!en! comparaci#n! con! las!

estructuras!de!HsaHDAC8!y!SmpHDAC8.!En!el!caso!de!EcaHDAC8,!se!obtuvieron!valores!de!TM-

score! mayores! de! 0,90! y! 0,91! para! los! modelos! de! estructura! 3D! obtenidos,! cuando! se!

compararon!con!las!estructuras!de!HsaHDAC8!y!SmpHDAC8;!respectivamente!(Tabla!3.5).!Por!otra!

parte,! para! McoHDAC8! se! obtuvieron! valores! de! TM-score! mayores! de! 0,90! y! 0,88! para! los!

modelos!de!estructura!3D!obtenidos,!cuando!se!compararon!con!las!estructuras!de!HsaHDAC8!y!

SmpHDAC8;!respectivamente!(Tabla!3.6).!

Los!par%metros!ERRAT!y!Verify-3D,!por!su!parte,!son!empleados!para!verificar!y!determinar!

la!calidad!de!los!modelos!de!estructura!3D!de!las!prote"nas.!En!el!caso!de!ERRAT,!este!algoritmo!

considera! interacciones!at#micas!espec"ficas!para!distinguir! las! regiones!correctas!o! incorrectas!

en! la! estructura! una! prote"na.! Este! algoritmo! investiga! las! estad"sticas! de! las! interacciones!

at#micas! por! pares! y! es! capaz! de! tener! en! cuenta! seis! diferentes! interacciones! %tomo-%tomo!

unidas! no! covalentemente:! CC,! CN,! CO,! NN,! NO! y! OO.! Verify-3D,! por! su! parte,! determina! la!

compatibilidad! de! un! modelo! de! estructura! 3D! con! su! propia! secuencia! de! amino%cidos,!

asignando!una!clase!estructural!basada!en!la!ubicaci#n!y!el!entorno!(estructura!alfa,!beta,!bucle,!

etc.;! regi#n! polar,! no! polar,! etc.)! y! comparando! los! resultados! con! estructuras! validadas!en! las!

bases! de! datos! de! estructuras! de! prote"nas,! como! PDB).! Ambos! par%metros! se! expresan! en!

porcentajes,!mientras!m%s!alto!el!porcentaje!mayor!ser%!la!calidad!del!modelo!de!estructura!3D.!

En!la!Tabla!3.5!y!Tabla!3.6!se!muestran!los!valores!de!ERRAT!y!Verify-3D,!determinados!mediante!

los!algoritmos!disponibles!en!la!p%gina!del!Instituto!de!Biolog"a!Molecular!y!del!Instituto!DOE-MBI!

de! la! Universidad! de! California! (https:==servicesn.mbi.ucla.edu=SAVES=),! para! cada! modelo! de!

estructura!3D!obtenido!para!EcaHDAC8!y!McoHDAC8;!respectivamente.!En!el!caso!de!EcaHDAC8,!

se! obtuvieron! valores! de! ERRAT! y! Verify-3D!mayores! a! 85,41&! y! 84,05&! para! los!modelos! de!

estructura! 3D! obtenidos,! respectivamente! (Tabla! 3.5).! Por! otro! lado,! para! McoHDAC8,! se!

obtuvieron!valores!de!ERRAT!y!Verify-3D!mayores!a!65,25&!y!79,85&!para!todos!los!modelos!de!

estructura!3D!obtenidos,!respectivamente!(Tabla!3.6).!!

Los!modelos! de! estructura! 3D!para! la! EcaHDAC8!y!McoHDAC8! se!eligieron!en! base! a! los!

par%metros!determinados!para!su!validaci#n!y!se!muestran!resaltados!en!la!Tabla!3.5!y!Tabla!3.6,!

respectivamente.! Estos! modelos! de! estructura! 3D! se! usaron! para! realizar! alineamientos!

estructurales,!a!fin!de!comparar!similitudes!y!diferencias!estructurales!con!las!estructuras!nativas!

de!la!HsaHDAC8!y!SmpHDAC8.!
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En! la! Figura! 3.39! se!muestra! el! alineamiento! estructural! de! los!modelos! obtenidos! para!

EcaHDAC8! (en! color! azul)! y! McoHDAC8! (en! color! verde),! junto! con! las! estructuras! 3D! de! las!

prote"nas!HsaHDAC8!(en!color!rojo)!y!SmpHDAC8!(en!color!violeta).!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.39.! Los! modelos! estructurales! de! EcaHDAC8! y! McoHDAC8! adoptan! la! estructura! can#nica!

tridimensional!de!las!enzimas!HDACs.!(A)!Superposici#n!de!las!estructuras!tridimensionales!de!HsaHDAC8!

(rojo;! PDB! 1T64;! Homo! sapiens),! SmpHDAC8! (violeta;! PDB! 4BZ5;! Schistosoma! mansoni)! y! modelos! de!

estructurales! tridimensionales! de! EcaHDAC8! (azul;! Echinococcus! canadensis! G7)! y! McoHDAC8! (verde;!

Mesocestoides!corti).!Todas! las!estructuras!tridimensionales!est%n!representadas!como! cartoon.! La!esfera!

amarilla!representa!el!cofactor!Zn2/.!Vista!ampliada!de!los!sitios!catal"ticos!de!(B)!HsaHDAC8,!(C)!EcaHDAC8!

y!(D)!McoHDAC8!y!(E)!SmpHDAC8.!Las!cadenas!laterales!de!los!residuos!implicados!en!la!uni#n!al! cofactor!

Zn2/,!la!cat%lisis!y!la!formaci#n!del!sitio!activo!est%n!representadas!como!bastones.!

!
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Las!estructuras!tridimensionales!para!EcaHDAC8!y!McoHDAC8!sugieren!que!estas!prote"nas!

adoptar"an! la! forma! estructural! can#nica! de! las! enzimas! HDACs;! formado! por! varias! hojas! b!

paralelas! y! entrelazadas! rodeadas! por! un! s%ndwich! de! h*lices! %! (Figura! 3.39A).! Asimismo,! se!

muestra! una! vista! ampliada! del! sitio! catal"tico! para! cada! prote"na.! Se! puede! observar! que! los!

residuos!implicados!en!el!mecanismo!catal"tico!(se!muestran!las!cadenas!laterales!representadas!

como! bastones)! se! encuentran! conservados! en! EcaHDAC8! y! McoHDAC8! (Figura! 3.39C! y!

Figura3.39D,! respectivamente).! Solo! los! residuos! correspondientes! a! la! leucina! en! posici#n! 31!

(L31)! y! metionina! en! posici#n! 274! (M274)! de! HsaHDAC8! (Figura! 3.39B)! se! encuentran!

reemplazados!por!los!residuos!de!serina!e!histidina!en!EcaHDAC8!(S20!y!H286)!y!McoHDAC8!(S20!

y!H286).!Las!mutaciones!de!los!residuos!L31!y!M274!de!HsaHDAC8,!presentes!en!cestodos,!fueron!

tambi*n!reportadas!en!SmpHDAC8!(S18!y!H292)!(Figura!3.39E)!(Marek!y!col.,!2013).!

Por!+ltimo,!En!la!Figura!3.40!se!muestra!una!vista!ampliada!del!sitio!catal"tico!en!donde!se!

resaltan! las! cadenas! laterales! de! los! residuos! implicados! en! la! coordinaci#n! del! cofactor! Zn2/!

(representadas! como! bastones).! Estos! residuos! se! encuentran! altamente! conservados! en!

EcaHDAC8!y!McoHDAC8.!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.40.! Residuos! implicados! en! la! coordinaci#n! del! cofactor! Zn2+! en! EcaHDAC8! y! McoHDAC8.! Se!

muestran! las! cadenas! laterales! de! los! residuos! implicados! en! la! coordinaci#n! del! cofactor! Zn2/! de:!

HsaHDAC8! (rojo),! SmpHDAC8! (violeta),! EcaHDAC8! (azul)! y! McoHDAC8! (verde),! representadas! como!
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bastones.!La!esfera!amarilla!representa!el!cofactor!Zn2/.!La!superficie!de!HsaHDAC8!se!muestra!de!fondo!en!

verde.!

3.5.4.! Los! modelos! estructurales! de! EcaHDAC8! y! McoHDAC8! presentan! particularidades!

estructurales!

Se! identificaron! particularidades! estructurales! en! los! modelos! obtenidos! mediante!

modelado! por! homolog"a,! para! las! prote"nas! EcaHDAC8! y!McoHDAC8! que! las! distinguen! de! su!

ort#logo!en!H.!sapiens!HsaHDAC8.!En!las!prote"nas!de!cestodos!se!pudo!observar!la!presencia!de!

varias! caracter"sticas! estructurales! particulares;! principalmente! en! la! regi#n! circundante! a! la!

fenilalanina!en!posici#n!154!(F154)!de!las!prote"nas!de!cestodos!(Figura!3.41).!Estas!caracter"sticas!

estructurales! sugieren! que! la! F154! podr"a! adoptar! una! conformaci#n! particular! conocida! como!

�flipped!out�!en! las!HDAC8s!de!cestodos,! lo!cual! resulta! importante!en!el!dise'o!de! inhibidores!

selectivos!(Heimburg!y!col.,!2016;!Marek!y!col.,!2013).!

En! la! Figura! 3.41! se! pueden! observar! las! caracter"sticas! particulares! encontradas! en! las!

HDAC8s!de!cestodos,!por!medio!de!diagramas!de!los!modelos!estructurales.!Estas!caracter"sticas!

son:!1)!la!leucina!en!posici#n!31!(L31),!detr%s!de!la!fenilalanina!(F152)!de!HsaHDAC8!se!encuentra!

sustituida!por!un!residuo!de!serina!en!EcaHDAC8!(S20)!y!McoHDAC8!(S20).!El!residuo!de!serina,!al!

ser!mucho!m%s!peque'o!que!la!leucina,!permite!que!el!residuo!de!fenilalanina!pueda!adoptar!la!

conformaci#n"�flipped!out�;"por"disminuci#n"del"impedimento"est+rico.!2)!La!presencia!de!varios!

residuos! arom%ticos! alrededor! de! la! fenilalanina,! identificados! en! EcaHDAC8! (Y23,! F107,! Y113,!

W143! y! Y156)! y! McoHDAC8! (Y23,! F107,! Y113,! W143! y! Y156).! Estos! residuos! formar"an! una!

estructura" conocida" como" �jaula" arom-tica�! que! contribuye! a! que! el! residuo! de! fenilalanina!

pueda"adoptar"la"conformaci#n"�flipped!out�;"por"efecto"hidrof#bico.!Estas!caracter"sticas,!junto!

con! la! conformaci#n! particular! del! residuo! de! fenilalanina,! fueron! previamente! reportadas! en!

viarias! estructuras! obtenidas! por! cristalograf"a! y! difracci#n! de! rayos! X! para! la! HDAC8! de! S.!

mansoni! (Marek! y! col.,! 2013).! En! esta! prote"na,! la! leucina! (L31)! de! HsaHDAC8! se! encuentra!

reemplazada!por!un!residuo!de!serina! (S18)!y!se! identificaron! los!residuos!que! forman! la!?jaula!

arom%tica?!(F21,!F104,!Y110,!W140!e!Y153)!(Marek!y!col.,!2013).!Sin!embargo,!hasta!el!momento,!

no! se! han! reportado! para! la! HDAC8! de! H.! sapiens.! Cabe! destacar! que! estas! caracter"sticas!

particulares,! encontradas! en! la! SmpHDAC8,! constituyen! un! punto! importante! en! el! dise'o! de!

inhibidores! selectivos! de! la! HDAC8! parasitar"a,! como! lo! son! los! compuestos! TH65! y! TH92!

(Heimburg!y!col.,!2016).!
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Figura! 3.41.! Entorno! estructural! de! la! fenilalanina! de! la! HDAC8! de! Homo! sapiens! (F152),! Schistosoma!

mansoni! (F151),! Echinococcus! canadensis! G7! (F156)! y! Mesocestoides! corti! (F156).! Se! muestra! la!

representaci#n!del!entorno!estructural!y!los!residuos!circundantes!para!la!fenilalanina!de!HsaHDAC8!F152!

(H.! sapiens;! PDB! 1T64),! SmpHDAC8! F151! (S.! mansoni;! PDB! 4BZ5),! EcaHDAC8! F156! (E.! canadensis! G7)! y!

McoHDAC8! F156! (M.! corti).! Se!muestra! la! sustituci#n! del! residuo! de! leucina! en!HsaHDAC8! (L31),! por! un!

residuo!m%s!peque'o,!como!serina,!en!SmpHDAC8!(S18),!EcaHDAC8!(S20)!y!McoHDAC8!(S20).!Las!cadenas!

laterales!de!los!residuos!mencionados!anteriormente!se!muestran!representadas!como!bastones!(de!color!

rojo! para! HsaHDAC8! y! blanco! para! SmpHDAC8,! EcaHDAC8! y! McoHDAC8).! La! estructura! conocida! como!

?jaula!arom%tica?! se!muestra! representada!como!malla.!Esta!estructura!est%! formada!por!varios! residuos!

arom%ticos!en!SmpHDAC8:!F21,!F104,!Y110,!W140!e!Y153!(de!color!violeta),!EcaHDAC8:!Y23,!F107,!Y113,!

W143!e!Y156!(de!color!azul)!y!McoHDAC8:!Y23,!F107,!Y113,!W143!e!Y156!(de!color!verde).!

!

3.5.5.! Los! residuos! implicados! en! la! uni#n! al! inhibidor! de! las! HDACs! �Tricostatina! A�! se!

encuentran!conservados!en!EcaHDAC8!y!McoHDAC8!

Por!+ltimo,!se!analizaron! los!residuos! implicados!en!la!uni#n!al! inhibidor!de! las!HDACs!de!

Clase! I! y! II,! la! Tricostatina! A! (TSA).! En! la! Figura! 3.42! se! muestra! una! vista! ampliada! del! sitio!
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catal"tico! de! la! HDAC8! de! H.! sapiens,! en! coordinaci#n! con! la! TSA! (HsaHDAC8-TSA;! PDB! 1T64)!

(Figura!3.42A),!y!de! los!modelos!estructurales!de!EcaHDAC8!(Figura!3.42B)!y!McoHDAC8!(Figura!

3.42C).! Se! puede! observar! que! los! residuos! implicados! en! la! uni#n! a! la! TSA! se! encuentran!

altamente!conservados!en!EcaHDAC8!y!McoHDAC8.!

!

!

!

!

!

!

Figura! 3.42! Los! residuos! involucrados! en! la! uni#n! al! inhibidor! de! las-HDACs! Tricostatina! A! (TSA)! se!

encuentran! conservados! en! modelos! estructurales! obtenidos! por! modelado! por! homolog"a! para!

EcaHDAC8! y! McoHDAC8.! Se! muestra! una! vista! ampliada! del! sitio! catal"tico! de! (A)! la! estructura!

tridimensional!de!HsaHDAC8! (Homo!sapiens;!PDB!1T64;!en!color! rojo)!y! los!modelos!estructurales!de! (B)!

EcaHDAC8!(Echinococcus!canadensis!G7;!en!color!azul)!y!McoHDAC8!(Mesocestoides!corti;!en!color!verde).!

Las!prote"nas!se!muestran!representadas!como!cartoon.! La!esfera!amarilla! representa!el!cofactor!Zn2/.! La!

TSA! (en! color! naranja)! y! las! cadenas! laterales! de! los! residuos! implicados! en! la! uni#n! a! la! TSA! (en! color!

blanco)!se!muestran!representados!como!bastones.!

!
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4. DISCUSIÓN 

En! este! trabajo! de! tesis! doctoral! se! plante#! como! hip#tesis! que! las! enzimas! Histonas!

deacetilasas!(HDACs)!juegan!un!papel!importante!en!el!desarrollo!y!la!sobrevida!de!los!par%sitos!

cestodos,! constituyendo! potenciales! blancos! farmacol#gicos! para! el! desarrollo! de! nuevas!

alternativas!quimioterap*uticas!contra!enfermedades!desatendidas!causadas!por!estos!par%sitos.!

En!primera!instancia,!mediante!an%lisis!in!silico!sobre!los!genomas!de!cestodos!(disponibles!

en! la! base! de! datos!WomBase! ParaSite),! se! determin#! el! repertorio! de! genes! codificantes! de!

enzimas! HDACs! de! varias! especies! de! cestodos.! Se! pudieron! identificar! entre! 6! y! 7! genes!

codificantes! de!HDACs! en! los! genomas! de! varias! especies! de! los! g*neros!Echinococcus,!Taenia,!

Mesocestoides!e!Hymenolepis;!incluyendo!la!EmuHDAC1!previamente!reportada!en!el!par%sito!E.!

multilocularis! (Koziol! y! col.,! 2014).! Por! otra! parte,! se! determin#! la! identidad! de! los! genes!

codificantes! de! HDACs! en! cestodos,! mediante! an%lisis! filogen*tico.! Este! an%lisis! nos! permiti#!

inferir!la!presencia!de!3!miembros!de!las!HDACs!de!Clase!I!y!3-4!miembros!de!las!HDACs!de!Clase!

II!en!los!cestodos!analizados.!El!n+mero!de!genes!de!HDACs!identificados!en!cestodos!es!similar!al!

reportado!en! los! genomas! de!otros! par%sitos,! incluido!el! trematodo!S.!mansoni! (Scholte! y! col.,!

2017).!En!S.!mansoni!se!identificaron!tres!genes!de!HDACs!de!Clase!I!(Oger!y!col.,!2008)!y!cuatro!

genes! de! HDACs! de! Clase! II! (Scholte! y! col.,! 2017).! Cabe! destacar! que! se! identific#! un! n+mero!

menor! de! genes! de! HDACs! en! los! genomas! de! cestodos,! con! respecto! al! n+mero! de! genes! de!

HDACs!presentes!en!H.!sapiens!(Gray!y!Ekstr\m,!2001;!Gregoretti!y!col.,!2004);!esto!podr"a!reflejar!

la! menor! complejidad! de! los! par%sitos! cestodos.! Por! otra! parte,! solo! se! identific#! un! +nico!

miembro!de!la!subclase!HDAC1=2!en!todos!los!genomas!de!cestodos!analizados;!al!igual!que!en!S.!

mansoni! (Oger! y! col.,! 2008).! La! presencia! de! un! +nico! miembro! de! la! subclase! HDAC1=2! en!

par%sitos! est%! de! acuerdo! con! la! idea! de! que! la! duplicaci#n! del! gen! HDAC1! es! espec"fica! para!

vertebrados!(Brunmeir!y!col.,!2009;!Gregoretti!y!col.,!2004).!Asimismo,!se!analizaron!los!niveles!de!

expresi#n! transcripcional! de! los! genes! de! HDACs,!mediante! datos! de! RNAseq! disponibles! para!

diferentes!estadios!de!desarrollo!de!par%sitos!del!g*nero!Echinococcus.!Todos!los!genes!de!HDACs!

identificados!mostraron!niveles!de!expresi#n!transcripcional!en!varios!estadios!de!desarrollo!de!

los!par%sitos!E.!granulosus!s.s.!G1!y!E.!multilocularis.!Los!altos!niveles!de!expresi#n!transcripcional!

observados!para!los!genes!de!HDACs!de!Clase!I!y!Clase!II,!sugieren!que!estos!genes!podr"an!tener!

un!rol! importante!en!la!biolog"a!y!la!supervivencia!parasitaria.!La!expresi#n!de!los!tres!genes!de!

HDACs!de!Clase!I!tambi*n!se!report#!en!varios!estadios!de!desarrollo!de!S.!mansoni!(Oger!y!col.,!

2008).! En! este! par%sito,! el! gen! SmpHDAC8! se! expresa! en! todos! los! estadios! de! desarrollo!
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analizados.!Adem%s,!el!gen!SmpHDAC8!presenta!niveles!de!expresi#n!transcripcional!superiores!a!

los! otros! genes! de! HDACs! de! Clase! I! en! varios! estadios! de! desarrollo! (Oger! y! col.,! 2008).! Sin!

embargo,!esto!no!parece!ser!el!caso!para!los!par%sitos!E.!granulosus!s.s.!G1!y!E.!multilocularis.!En!

E.!granulosus!s.s.!G1,!el!gen!EgrHDAC1!present#!niveles!de!expresi#n!transcripcional!superiores!a!

los! otros! genes! de! HDACs! de! Clase! I,! en! todos! los! estadios! de! desarrollo! analizados.! El! gen!

EgrHDAC8,! por! su! parte,! solo! mostr#! expresi#n! transcripcional! detectable! en! estadios! de!

desarrollo! asociados! con! altos! niveles! de! proliferaci#n! parasitaria,! tales! como!par%sito! adulto! y!

metacestodo,!en!donde!se!producen! las!oncosferas!y! los!protoesc#lices;!respectivamente.!Estos!

resultados!sugieren!que!el!gen!EgrHDAC8!podr"a!tener!un!papel!importante!en!la!diferenciaci#n!y!

desarrollo!del!par%sito!E.!granulosus!s.s.!G1.!Por!otra!parte,!en!E.!multilocularis!el!gen!EmuHDAC1!

present#!niveles!de!expresi#n!transcripcional!superiores!a!los!otros!genes!de!HDACs!de!Clase!I!en!

los! estadios! de! desarrollo! correspondientes! a! oncosferas! y! metacestodo.! Cabe! destacar! que,!

EmuHDAC8!mostr#!un!aumento!en!su!nivel!de!expresi#n!transcripcional!en!oncosferas!activadas,!

en!comparaci#n!a!las!oncosferas!sin!activar,!lo!que!sugiere!que!el!gen!EmuHDAC8!podr"a!tener!un!

papel! importante! en! el! desarrollo! de! E.!multilocularis.! Los! niveles! de! expresi#n! transcripcional!

diferentes! observados! para! los! genes! HDAC8! en! oncosferas! de! E.! granulosus! s.! s.! G1! y! E.!

multilocularis,! se! podr"a! deber! al! hecho! de! que! los! datos! de! RNAseq! de!E.! granulosus! s.! s.! G1!

fueron! secuenciados! utilizando! la! tecnolog"a! Roche! 454! (Zheng! y! col.,! 2013),!mientras! que! los!

datos! de! RNAseq! de! E.!multilocularis! fueron! secuenciados! utilizando! la! tecnolog"a! Illumina! GA!

(Huang!y!col.,!2016),!que!proporciona!una!mayor!profundidad!de!secuenciaci#n.!Por!lo!tanto,!los!

datos! de! expresi#n! transcripcional! mostrados! no! podr"an! ser! comparables! entre! especies.! Sin!

embargo,!se!pudo!observar!que!HDAC8!se!expresa!en!el!metacestodo!que!constituye!el!estadio!de!

relevancia!cl"nica!en!ambos!par%sitos.!Por!+ltimo,!en!esta!secci#n!se!analiz#!el!grado!de!identidad!

entre!los!genes!de!HDACs!identificados!en!cestodos!con!las!HDACs!de!H.!sapiens.!Esto!se!realiz#!

debido!a!que!las!prote"nas!con!mayor!divergencia!de!secuencia!con!sus!ort#logos!de!H.!sapiens,!

podr"an!constituir!potenciales!blancos!farmacol#gicos!selectivos.!En!este!contexto,!los!an%lisis!de!

identidad! de! amino%cidos! de! los! dominios! catal"ticos! de! HDACs!mostraron! que! algunos! de! los!

genes!de!HDACs!en!cestodos,!como!los!genes!de! las!HDAC8!y!HDAC6,!difieren!en!m%s!del!55!&!

con! sus! ort#logos! en! H.! sapiens;! lo! que! sugiere! que! estas! diferencias! podr"an! explotarse!

farmacol#gicamente.!

En!base! a! los! resultados! del! an%lisis! in! silico,! se! decidi#! validar! las! enzimas!HDACs! como!

blancos!farmacol#gicos!en!cestodos.!La!relevancia!de!las!HDACs!sobre!la!viabilidad!parasitaria!se!

determin#!midiendo!el!efecto!de!la!inhibici#n!de!las!HDACs,!mediante!el!uso!de!la!Tricostatina!A!

(TSA;!un! inhibidor!selectivo!de! las!HDACs!de!Clase!I!y! II),!sobre!el!cultivo! in!vitro!de!tetratiridios!
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(TTy)!de!M.!corti.!Para!este!fin,!se!adaptaron!al!modelo!de!laboratorio!de!cestodos,!M.!corti,!dos!

ensayos!de!viabilidad!parasitaria! independientes.!Uno!de! los!ensayos! fue!el! de! reducci#n!de! la!

resazurina!(basado!en!la!actividad!metab#lica),!empleado!previamente!para!la!determinaci#n!de!

viabilidad! parasitaria! en!metacestodos! de!E.!multilocularis! (Rufener! y! col.,! 2018;! Stadelmann! y!

col.,!2016),!y!el!otro!el!de!determinaci#n!de!motilidad!parasitaria,!empleado!previamente!para!la!

determinaci#n!del!efecto!de!neurotransmisores!en!la!motilidad!parasitaria!de!protoesc#lices!de!E.!

canadensis!G7!(Camicia!y!col.,!2013)!y!de!TTy!de!M.!corti!(Camicia!y!col.,!2018).!En!este!trabajo!se!

muestran!las!m+ltiples!variantes!a!considerar!al!adaptar!estas!metodolog"as!para!la!medici#n!del!

efecto!antihelm"ntico!de!un!alto!n+mero!de!compuestos,!producido!tras!varios!d"as!de!incubaci#n,!

sobre!TTy!de!M!corti.! Se!pudo!observar!que!el! tiempo!de! tratamiento!para!el! cual!ocurri#!una!

disminuci#n!significativa!de!la!viabilidad!fue!coincidente!con!ambas!metodolog"as.!Mediante!estos!

m*todos,!se!determin#!que!la!TSA!produce!una!disminuci#n!significativa!de!la!viabilidad!de!TTy!de!

M.!corti!a!los!6!d"as!postratamiento.!Asimismo,!se!observaron!alteraciones!en!el!tegumento!y!en!

la!morfolog"a!general!de!los!par%sitos!tratados!con!la!TSA.!Estos!resultados!mostraron!que!la!TSA!

produce!alteraciones!fenot"picas!en!TTy!de!M.!corti!similares!a!las!observadas!com+nmente!en!el!

tratamiento!con!agentes!quimioterap*uticos,!tales!como!el!PZQ!y!el!ABZ!(Markoski!y!col.,!2006),!y!

muestran! concordancia! con! la! disminuci#n! de! la! viabilidad! parasitaria! reportada! en! formas!

juveniles! de! S.! mansoni! despu*s! de! la! incubaci#n! con! TSA,! en! concentraciones! y! tiempos! de!

incubaci#n! comparables! (Dubois! y! col.,! 2009).! Por!otra! parte,! se! determin#! si! efectivamente! la!

TSA!produce!la!inhibici#n!de!las!enzimas!HDACs!de!cestodos;!evaluando!el!cambio!en!los!niveles!

de!acetilaci#n!de!las!prote"nas!parasitarias!mediante!la!t*cnica!de!Western!Blot!semicuantitativa.!

El!aumento!observado!en!los!niveles!de!acetilaci#n!de!las!prote"nas!de!TTy!de!M.!corti,!incluyendo!

la!histona!H4,!despu*s!del!tratamiento!con!la!TSA!sugiere!que!las!enzimas!HDACs!de!M.!corti!son!

inhibidas!por! la!TSA.!Sin!embargo,!no!es!posible!confirmar!si!esto!se!debe!a!un!efecto!directo!o!

indirecto!del!inhibidor.!Por!otra!parte,!se!observ#!un!aumento!en!los!niveles!de!acetilaci#n!a!los!6!

d"as!de! incubaci#n,!en!coincidencia!con!una!disminuci#n!de! la!viabilidad!parasitaria.!El!aumento!

en!los!niveles!de!acetilaci#n!tambi*n!se!observ#!para!tiempos!m%s!cortos!de!incubaci#n!(3!d"as),!

lo!que!sugiere!que!hay!un!retraso!en!el!efecto!de!la!TSA!sobre!la!viabilidad!parasitaria.!Por!+ltimo,!

se! pudieron! detectar! dos! bandas! (con! pesos! moleculares! relativos! de! alrededor! 15-16! kDa)!

cuando! se! emple#! el! anticuerpo! anti-pan! lisina! acetilada! en! los! TTy! de!M.! corti,! despu*s! del!

tratamiento! con! TSA.! Estos! resultados! sugieren! que! otras! histonas! diferentes! de! la! histona! H4!

(como! la! histona! H2A! o! H3! de!M.! corti)! pueden! ser! afectadas,! en! cuanto! a! sus! niveles! de!

acetilaci#n,!como!consecuencia!del!tratamiento.!Cabe!destacar!que!el!peso!molecular!relativo!de!

las!bandas!detectadas!es!coherente!el!peso!molecular!de!las!histonas!H2A!y!H3!de!M.!corti!(Gen!
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ID:!MCU_008363!y!MCU_012803,! respectivamente).! Los! resultados!de!este!ensayo!demuestran!

claramente! que! la! TSA! causa! un! aumento! en! los! niveles! de! acetilaci#n! de! las! prote"nas!

parasitarias,!probablemente!a!trav*s!de!la!inhibici#n!de!las!enzimas!HDACs;!lo!que!sugiere!que!la!

funci#n!de!estas!enzimas!se!encuentra!conservada!en!cestodos.!

Por! otra! parte,! en! este! trabajo! de! tesis! se! propuso! realizar! un! perfil! de! actividad!

antihelm"ntica!de!compuestos!con!actividad!conocida!contra! las!diferentes!clases!de!HDACs.!Se!

evaluaron!un!total!de!33!compuestos,!distribuidos!entre!inhibidores!de!HDACs!de!Clases!I!y!II.!Se!

incluyeron! adem%s! compuestos! contra! las! Sirtuinas.! Se! observ#! para! varios! de! los! compuestos!

ensayados! una! disminuci#n! de! la! viabilidad! parasitaria! y! alteraciones! en! el! tegumento! y! la!

morfolog"a!general!de!TTy!de!M.!corti!tratados.!M%s!a+n,!varios!de!estos!compuestos!mostraron!

un!potente!efecto!antihelm"ntico!sobre!TTy!de!M.!corti,!mostrando!una!disminuci#n!del!100&!de!

la!viabilidad!parasitaria!antes!de!los!9!d"as!de!incubaci#n.!Dentro!de!los!inhibidores!de!las!HDACs!

de!Clase!I,!se!ensayaron!varios!inhibidores!dise'ados!en!base!a!la!estructura!tridimensional!de!la!

HDAC8! de! S.! mansoni! (SmpHDAC8)! que! constituyen! inhibidores! selectivos.! Estos! compuestos!

incluyen! principalmente! derivados! del! 3-aminobenzohidroxamato,! en! particular! la! serie! TH! de!

compuestos!(Heimburg!y!col.,!2016).!Los!compuestos!TH65!y!TH92!mostraron!un!potente!efecto!

antihelm"ntico.!El!efecto!en!viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!corti!determinado!para!el!TH65!fue!

similar!al!reportado!en!esquistos#mulos!de!S.!mansoni,!mientras!que!en!el!caso!del!TH92!el!efecto!

determinado!fue!mucho!mayor!al! reportado!en!S.!mansoni! (Heimburg!y!col.,!2016).!Este!+ltimo!

resultado! se! podr"a! deber! a! una! mayor! afinidad! del! TH92! por! la! HDAC8! de! M.! corti! en!

comparaci#n!con!la!SmpHDAC8!o!a!una!mayor!capacidad!de!difusi#n=acumulaci#n!intraparasitaria!

del! compuesto.! Tambi*n! se! evaluaron! inhibidores! comerciales! de! las! HDACs,! que! podr"an! ser!

considerados! para! la! estrategia! de! reposicionamiento! de! drogas.! Entre! los! compuestos!

comerciales!evaluados,!el!Entinostat!(un!inhibidor!selectivo!de!las!HDACs!de!Clase!I,!en!particular!

de! la!HDAC1!y!HDAC3!de!H.!sapiens)! (Hu!y!col.,!2003)!mostr#!un!potente!efecto!antihelm"ntico,!

causando!una!disminuci#n!del!100&!de! la!viabilidad!parasitaria! incluso!a! la! concentraci#n!de!2!

µM.! La! estrategia! de! reposicionamiento! de! drogas! constituye! una! alternativa! de! utilidad!

especialmente!en!el!campo!de!las!enfermedades!parasitaria!desatendidas,!ya!que!permite!evitar!

costosos!estudios!farmacocin*ticos!y!toxicol#gicos! (Bellera!y!col.,!2018).!Por!otra!parte,!ninguno!

de! los! inhibidores!de! las!HDACs!de!Clase! II!evaluados!(JS16,!JS28,!KK16,!ST36)!mostr#!un!efecto!

significativo!en!la!viabilidad!parasitaria.!Estos!compuestos!fueron!dise'ados!como!inhibidores!de!

la!HDAC6!de!H.!sapiens;!mostrando!una!inhibici#n!selectiva!de! la!HsaHDAC6!en!relaci#n!con!las!

otras!HDACs!de!H.!sapiens!y!un!potente!efecto!en!el!cultivo!de!l"neas!celulares!humanas!(King!y!

col.,!2018;!Sch^fer!y!col.,!2008;!Senger!y!col.,!2016).!El!nulo!efecto!de!estos!compuestos!sobre!la!
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viabilidad!parasitaria!de!TTy!de!M.!corti,!podr"a!ser!consecuencia!del!bajo!porcentaje!de!identidad!

que!se!observ#!entre!los!dominios!de!las!HDAC6!de!cestodos!con!los!de!la!HsaHDAC6!(menores!al!

51&! en! todos! los! cestodos! analizados).! Por! otra! parte,! los! genes! de! HDAC6! en! par%sitos! del!

g*nero!Echinococcus!mostraron!altos!niveles!de!expresi#n!transcripcional!en!todos!los!estadios!de!

desarrollo! analizados.! En! particular,! se! observ#! un! aumento! en! los! niveles! de! expresi#n!

transcripcional! del! gen! EmuHDAC6! en! oncosferas! activas! en! comparaci#n! con! oncosferas! sin!

activar,! lo! que! sugiere! que! el! gen! EmuHDAC6! podr"a! tener! un! papel! importante! en! la!

diferenciaci#n! de! E.! multilocularis.! Por! todos! estos! motivos,! resulta! interesante! una!

caracterizaci#n!m%s!profunda!de!las!HDAC6!de!cestodos.!Por!+ltimo,!tambi*n!se!evaluaron!varios!

inhibidores!de!las!enzimas!Sirtuinas!(Mz25,!Mz236,!Ex527!y!AGK2).!De!estos!compuestos,!solo!el!

inhibidor!selectivo!de!la!Sirt2,!Mz25!(Rumpf!y!col.,!2015;!Schiedel!y!col.,!2016),!mostr#!un!potente!

efecto! sobre! la! viabilidad! parasitaria! de! TTy! de!M.! corti.! El! Mz25! produjo! alteraciones! en! el!

tegumento!y!en! la!morfolog"a!general!parasitaria,!particularmente!se!observaron!estructuras!en!

formas! de! agujas! que! parecen! ser! extensiones! del! tegumento! parasitario.! Estas! extensiones!

podr"an!corresponder!a!microt+bulos,!que!al!estar!acetilados!formar"an!estructuras!m%s!estables!

(Rumpf!y!col.,!2015;!Takemura!y!col.,!1992).!La!falta!de!efecto!antihelm"ntico!en!TTy!de!M.!corti!

observada!para!el!Mz236,!un!an%logo!estructural!del!Mz25!con!un! IC50! casi!3!veces!menor!que!

*ste! con! la! Sirt2! (Schiedel! y! col.,! 2016),! muestra! la! importancia! de! la! s"ntesis! y! evaluaci#n! de!

varios!derivados!conteniendo!distintos!sustituyentes!para!cada!serie!estructural!de!compuestos.!

En! base! a! los! resultados! obtenidos! en! la! determinaci#n! del! perfil! antihelm"ntico! de! los!

inhibidores!de!HDACs,! se! seleccionaron!para!una! caracterizaci#n!m%s!profunda! los! compuestos!

m%s! potentes:! Entinostat,! TH65,! TH92! y! Mz25.! Estos! compuestos! mostraron! un! efecto!

antihelm"ntico! dependiente! de! la! dosis! y! el! tiempo! de! incubaci#n! (con! IC50! entre! 1! y! 16!µM);!

siendo!el! Entinostat!el! compuesto!m%s!potente!mientras!que!el!Mz25!el!menos!potente.! Los!4!

compuestos! mostraron! un! efecto! antihelm"ntico! superior! al! obtenido! con! la! TSA! y! la! droga!

antihelm"ntica!ABZ.!Asimismo,! se! comprob#!que!el! efecto! antihelm"ntico! observado!para! estos!

compuestos! es! irreversible,! produciendo! la! muerte! de! los! TTy! de!M.! corti.! Por! otra! parte,! se!

evalu#! el! efecto! de! los! compuestos! seleccionados! en! la! morfolog"a! parasitaria,! a! nivel!

ultraestructural,! mediante! microscop"a! electr#nica! de! barrido.! Para! todos! los! compuestos! se!

observ#! un! gran! da'o! en! el! tegumento! parasitario! y! en! la! morfolog"a! general! parasitaria.! Se!

pudieron!observar!ves"culas!de!diferentes!tama'os,!depresiones!del!tegumento!y!p*rdida!de!los!

microticos!en!toda! la!superficie!parasitaria!despu*s!del!tratamiento.!Estos!da'os!del!tegumento!

son!similares!a!los!observados!con!otros!compuestos!sobre!la!superficie!de!TTy!de!M.!corti,!como!

el! timol! (Maggiore! y! Elissondo,! 2014).! Por! +ltimo,! se! caracteriz#! el! efecto! antihelm"ntico! de!
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combinaciones!de!a!pares!de!los!compuestos!seleccionados!y!con!el!ABZ,!mediante!el!c%lculo!del!

"ndice!de!efecto!proporcional!(IEP)!(Planer!y!col.,!2014).!Varias!de!estas!combinaciones!mostraron!

un!potente!efecto!antihelm"ntico!con!IEP"2"0,5;!lo!que!indica!que!el!efecto!observado!se!debe!a!un!

efecto! potenciado!para! los! pares! y! no! son! solo! a! un! efecto! aditivo! de! los! efectos! individuales.!

Cabe!destacar!que!se!observ#!un!aumento!en!el!efecto!antihelm"ntico!de! las!combinaciones!de!

los!compuestos!seleccionados!con!el!ABZ,!con!excepci#n!del!par!ABZ-Mz25.!Este!resultado!sugiere!

que!ser"a!posible!disminuir!la!concentraci#n!de!la!droga!antihelm"ntica!ABZ!en!el!tratamiento,!lo!

cual!podr"a!reducir!sus!efectos!adversos!y!aumentar!la!eficacia!del!tratamiento.!Sin!embargo,!es!

necesario! un! trabajo! adicional! para! establecer! si! las! combinaciones! de! drogas! pueden! ser!

efectivas!en!modelos!animales!y!potenciales!candidatos!para!posibles!ensayos!cl"nicos.!

Por!+ltimo,!en!base!a!los!resultados!obtenidos!durante!este!trabajo!se!decidi#!caracterizar!

las!enzimas!HDAC8!de!cestodos.!Estas!prote"nas!mostraron!porcentajes!de! identidad!de!solo!un!

45-48! &! con! respecto! a! la! HDAC8! de! H.! sapiens.! Adem%s,! se! expresan! en! varios! estadios! de!

desarrollo! de! par%sitos! del! g*nero! Echinococcus,! incluyendo! el! estadio! de! desarrollo!

correspondiente! a! metacestodos,! de! relevancia! cl"nica! en! la! enfermedad! producida! en! el! ser!

humano.! Por! +ltimo,! la! SmpHDAC8! representa! una! enzima! ampliamente! caracterizada! a! nivel!

bioqu"mico!y!estructural!y!validada!como!blanco!farmacol#gico!en!S.!mansoni!(Chakrabarti!y!col.,!

2015;!Marek!y!col.,!2013).!Los!prometedores!resultados!reportados!para!esta!enzima!parasitaria,!

se!deben!a! las! caracter"sticas!estructurales!particulares!que! la!diferencian!de!su!ort#logo!en!H.!

sapiens!y!que!han!permitido!el!dise'o!de!compuestos!espec"ficos!(Heimburg!y!col.,!2016;!Kannan!

y!col.,!2014;!Marek!y!col.,!2013,!2018).!Teniendo!en!cuenta!todo!lo!mencionado,!se!caracterizaron!

las!enzimas!HDAC8!de!E.!canadensis!G7!(EcaHDAC8)!y!M.!corti!(McoHDAC8),!a!fin!de!determinar!si!

comparten! diferencias! estructurales! con! la! HsaHDAC8! y! similitudes! estructurales! con! la!

SmpHDAC8.! En! este! trabajo! se! confirmaron! por! primera! vez! las! secuencias! de! nucle#tidos!

completas! de! la! HDAC8! de! E.! canadensis! G7! y!M.! corti,! mediante! amplificaci#n! por! RT-PCR,!

clonaci#n!y!secuenciaci#n.!

El! modelado! por! homolog"a! mostr#! que! las! prote"nas! EcaHDAC8! y! McoHDAC8! podr"an!

adoptar! la! forma! can#nica! de! las! HDACs;! sugiriendo! que! estas! enzimas! podr"an! ser! activas.! Se!

encontraron!algunas!diferencias!en!estas!prote"nas!con!respecto!a!la!HsaHDAC8;!que!incluyen:!i)!

las!presencia!de!inserciones!de!varios!amino%cidos!que!se!extienden!en!los!bucles!de!la!superficie!

externas!de!las!HDAC8!parasitarias,!ii)!el!reemplazo!de!la!metionina!(M274)!de!HsaHDAC8!por!un!

residuo! de! histidina! en! las! HDAC8! de! los! cestodos! analizados,! iii)! la! sustituci#n! del! residuo! de!

leucina! (L31)! de! HsaHDAC8! por! un! residuo! de! serina,! menos! voluminoso,! en! las! HDAC8! de!
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cestodos! iv)! la! presencia! de! residuos! arom%ticos! formando" la" estructura" conocida" como" �jaula"

arom-tica�." Todas" estas! caracter"sticas! encontradas! en! EcaHDAC8! y! McoHDAC8,! tambi*n! se!

reportaron!en!las!secuencias!predichas!de!las!HDAC8!de!E.!granulosus!s.s.!G1,!E.!multilocularis,!H.!

microstoma!y!T.!solium,!mediante!modelado!por!homolog"a!(Marek!y!col.,!2013;!Melesina!y!col.,!

2015).! Cabe! destacar! que! las! caracter"sticas! estructurales!mencionadas! anteriormente! tambi*n!

est%n! presentes! en! SmpHDAC8! y! han! sido! empleadas! para! el! dise'o! racional! de! inhibidores!

selectivos!(Heimburg!y!col.,!2016;!Marek!y!col.,!2018).!Algunos!de!estos!inhibidores,!como!los!de!

la!serie!TH!(TH65!y!TH92),!mostraron!potentes!efectos!antihelm"nticos!en!TTy!de!M.!corti,!lo!que!

sugiere! que! estos! compuestos! constituyen! potenciales! inhibidores! de! las! HDAC8! de! cestodos;!

representando!de!esta!manera! f%rmacos! potenciales! en! la! b+squeda!de! nuevas! alternativas! de!

tratamiento! farmacol#gico! contra! las! enfermedades! desatendidas! causadas! por! cestodos.! Sin!

embargo,!si!bien!la!caracterizaci#n!de!las!HDAC8!de!cestodos,!mediante!modelado!por!homolog"a,!

aporta!datos!interesantes!en!relaci#n!a!las!caracter"sticas!estructurales!de!estas!prote"nas!que!nos!

permiten! inferir! la! interacci#n! con! los! inhibidores! selectivos! de! la! SmpHDAC8;! es! necesario!

corroborar!estos!resultados!mediante!la!caracterizaci#n!cin*tica!y!estructural!(por!cristalograf"a!y!

difracci#n!de!rayos!X)!de!las!HDAC8!de!cestodos.!Para!este!fin,!resulta!imprescindible!la!obtenci#n!

de! prote"nas! recombinantes! de! las! HDAC8! parasitarias.! Por! +ltimo,! tambi*n! se! demostr#! la!

conservaci#n!de! los! residuos! implicados!en! la!uni#n!con!el! inhibidor! selectivo!de! las!HDACs!de!

Clase!I!y!II,!Tricostatina!A;!en!las!prote"nas!EcaHDAC8!y!McoHDAC8;!lo!que!sugiere!que!el!inhibidor!

de! las! HDACs! TSA! podr"a! inhibir! tambi*n! las! HDACs! de! cestodos! y! se! corresponde! con! la!

disminuci#n!significativa!de!la!viabilidad!parasitaria!observada!en!este!trabajo.!

Los!resultados!obtenidos!en!este!trabajo!de!tesis!doctoral!sientan!una!base!para!el!estudio!

de!la!regulaci#n!transcripcional!de!la!expresi#n!gen*tica!a!trav*s!de!enzimas!modificadoras!de!la!

cromatina!en!cestodos.!Adem%s,!contribuyen!al!desarrollo!y!a!la!reutilizaci#n!de!compuestos!que!

afectan! su! actividad! y! a! la! implementaci#n! de! nuevas! alternativas! para! el! tratamiento! de!

enfermedades!desatendidas!causadas!por!par%sitos!cestodos.!

!
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5. CONCLUSIONES 

En! este! trabajo! de! tesis! doctoral! se! muestra! la! primera! caracterizaci#n! del! repertorio!

completo! de! genes! codificantes! de! HDACs! en! varias! especies! de! cestodos,! incluyendo! tanto!

especies! zoon#ticas! como! as"! tambi*n! modelos! de! laboratorio.! Asimismo,! se! report#! el! perfil!

transcripcional!de!estos!genes!en!distintos!estadios!de!desarrollo!de!algunos!de!estos!cestodos.!Se!

pudo! determinar! que! las! HDAC8! de! cestodos! poseen! bajos! porcentajes! de! identidad! con! su!

ort#logo!en!H.!sapiens!y!mayor!expresi#n!en!estadios!de!desarrollo!asociados!con!altos!niveles!de!

proliferaci#n! y! diferenciaci#n! celular,! as"! como! en! el! estadio! cl"nicamente! relevante! en! la!

enfermedad!en!el!ser!humano.!Por!+ltimo,!se!validaron!las!HDACs!de!cestodos!como!potenciales!

blancos!farmacol#gicos,!mediante!la!determinaci#n!del!efecto!de!su!inhibici#n!sobre!la!viabilidad!

de!M.!corti.!El! inhibidor!selectivo!de!las!HDACs!de!Clases!I!y!II,!Tricostatina!A!(TSA),!produjo!una!

disminuci#n!significativa!de!la!viabilidad!parasitaria!y!un!aumento!en!los!niveles!de!acetilaci#n!de!

las!prote"nas!totales,!incluyendo!la!histona!H4,!en!par%sitos!tratados.!Por!otra!parte,!se!determin#!

el! perfil! de! actividad! antihelm"ntica! de! un! alto! n+mero! de! compuestos! con! actividad! conocida!

contra!diferentes!clases!de!HDACs.!Varios!de!estos!compuestos!produjeron!una!disminuci#n!de!la!

viabilidad!parasitaria!y!alteraciones!en!el!tegumento!y! la!morfolog"a!general!de!TTy!de!M.!corti.!

M%s!a+n,!varios!compuestos!mostraron!un!potente!efecto!antihelm"ntico!con!una!disminuci#n!del!

100&!de! la! viabilidad!parasitaria! antes!de! los!9!d"as!de! incubaci#n;! tal! como!Entinostat,!Mz25,!

TH65!y!TH92!que!fueron!seleccionados!para!su!caracterizaci#n.!Estos!compuestos!mostraron!un!

efecto! antihelm"ntico! dependiente! tanto! de! la! dosis! como! del! tiempo! de! tratamiento,! con!

resultados!superiores!a!los!obtenidos!con!la!TSA!y!la!droga!antihelm"ntica!ABZ.!Se!mostr#!que!el!

efecto!observado!para!estos!compuestos!no!fue!reversible!al!ser!eliminarlos!del!medio!de!cultivo.!

Asimismo,!estos!compuestos!mostraron!un!efecto!potenciador!del!efecto!antihelm"ntico!cuando!

fueron!utilizados!en!combinaciones!binarias!entre!ellos!y!con!el!ABZ.!Las!observaciones!realizadas!

por! microscop"a! #ptica! y! microscop"a! electr#nica! de! barrido! mostraron! alteraciones! en! el!

tegumento! y! la!morfolog"a! de! los! par%sitos! tratados.! Por! +ltimo,! se! confirmaron! las! secuencias!

nucleot"dicas!completas!de!la!HDAC8!de!E.!canadensis!G7!(EcaHDAC8)!y!M.!corti!(McoHDAC8).!Se!

identific#! en! los! modelos! de! estructura! tridimensional! de! estas! prote"nas! caracter"sticas!

estructurales! particulares! que! las! diferencian! de! su! ort#logo! en! H.! sapiens,! similares! a! las!

reportadas!para!la!HDAC8!de!S.!mansoni!que!permitieron!el!dise'o!de!inhibidores!selectivos,!tales!

como! el! TH65! y! el! TH92.! Estos! resultados! sugieren! que! las! HDAC8! de! cestodos! representan!

promisorios! blancos! farmacol#gicos! en! la! b+squeda! racional! de! nuevos! compuestos! con!

capacidad!antihelm"ntica.!Por!+ltimo,! los! resultados!obtenidos!en!este! trabajo!de! tesis!doctoral!
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proporcionan! la! base! para! nuevos! estudios! sobre! la! actividad! y! estructura! de! las! HDACs! de!

cestodos,! as"! como! tambi*n! para! el! descubrimiento! de! nuevos! inhibidores! de! HDACs! para! el!

tratamiento!de!enfermedades!desatendidas!causadas!por!cestodos!y!su!extrapolaci#n!hacia!otras!

enfermedades!parasitarias.!

!
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6. PERSPECTIVAS 

Como!se!desprende!de!lo!presentado!en!este!trabajo!de!tesis!doctoral,!la!investigaci#n!en!

el!campo!de!las!enzimas!HDACs!en!cestodos!es!un!%rea!en!la!que!resta!mucho!por!descubrir.!M%s!

a+n!cuando!se!trata!de!organismos!tales!como!Echinococcus!spp.!cuya!biolog"a!a+n!no!se!conoce!

por! completo,! y! cuyo! impacto!en!medicina! veterinaria! y! salud! humana! son! tan! importantes.! A!

continuaci#n,! se! plantean! algunos! aspectos! que! ser"a! interesante! abarcar! en! futuras!

investigaciones,! tendientes! a! ampliar! el! conocimiento! del! rol! de! las! HDACs! en! la! biolog"a! de!

par%sitos!cestodos!y! la!evaluaci#n!de!su!potencial!como!blancos!farmacol#gicos,!en!la!b+squeda!

de! nuevas! alternativas! para! contribuir! al! tratamiento! farmacol#gico! de! enfermedades!

desatendidas.!

3"Evaluar!el!efecto!de! los! inhibidores!de! las!HDACs!sobre!el! cultivo! in!vitro!de!par%sitos!del!

g*nero! Echinococcus! spp.,! como! protoesc#lices! del! E.! canadensis! G7! o! metacestodos! de! E.!

multilocularis.!

3"Evaluar! la! eficacia! en! el! tratamiento! in! vivo! de! los! inhibidores! de! las!HDACs,! utilizando!el!

modelo!murino!de!infecci#n!secundaria!de!E.!granulosus.!

3"Confirmar!la!secuencia!de!nucle#tidos,!mediante!RT-PCR,!clonado!y!secuenciaci#n,!de!otros!

potenciales!blancos!farmacol#gicos!como!las!HDAC6!de!cestodos.!

3" Expresar! prote"nas! recombinantes! de! los! potenciales! blancos! farmacol#gicos,! como! las!

HDAC8!y!HDAC6!de!cestodos.!!

3" Caracterizar! la! interacci#n! de! las! prote"nas! recombinantes! con! los! inhibidores! de! HDACs,!

mediante!an%lisis!de!QSAR!(del!ingl*s,!Quantitative!structure-activity!relationship)!

3!Validar!los!potenciales!blancos!farmacol#gicos!mediante!el!uso!de!herramientas!como!ARNi!

(ARN! interferente),! que! ha! sido! recientemente! reportada! para! cultivos! primarios! de! E.!

multilocularis,!con!resultados!promisorios.!

3" Determinar" los" cambios" en" la" transcripci#n" de" genes" y" en" la" acetilaci#n" de" prote4nas"

producidos!al!tratar!con!inhibidores!de!las!HDACs.!

!
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Reactivos Volumen Concentración Final

NaCl  5 M 3 mL 150 mM

EDTA  0,5 M, pH 8.0 1 mL 5 mM

Solución Tris 1 M, pH 8.0 5 mL 50 mM

Triton-X100 1 mL 1.00%

Deoxicolato de sodio 10%  5 mL 0.50%

SDS 10%  1 mL 0.10%

H2Od 
84 mL

8. ANEXOS 

A1.!Medios!y!soluciones!tamp#n!

A1.1.!Medio!Mco-RPMI!1640!

El!medio!Mco-RPMI!1640!corresponde!al!medio!empleado!en!este!trabajo!para!el!cultivo! in!vitro!

de! material! parasitario.! El! mismo,! consiste! en! el! medio! modificado! RPMI! 1640! sin! rojo! fenol!

(Sigma-Aldrich,!U.S.A)!pH!7,2!al!cual!se!le!a'adi#!2,4!g=L!de!HEPES!(Sigma-Aldrich,!U.S.A),!2!g=L!de!

NaHCO3! (Sigma-Aldrich,! U.S.A)! y! se! lo! suplement#! con! 2,5! g=L! (concentraci#n! final! 4,5! g=L)! de!

glucosa! (Britania,! Argentina),! 10!&! de! suero! fetal! bovino! (Internegocios)! inactivado! por! calor! y!

antibi#ticos:!20!mg=mL!de!levofloxacina!y!1&!de!penicilina=estreptomicina!(100!U=mL!penicilina!y!

100!mg=mL!estreptomicina;!Thermo!Fisher!Scientific,!U.S.A.))!

A1.2.!Soluci#n!Tamp#n!RIPA!

La!soluci#n!Tamp#n!RIPA!(del!ingl*s,!Radioimmunoprecipitation!Assay)!corresponde!a!la!soluci#n!

de! lisis! celular! empleada! para! obtener! los! homogenatos! para! la! t*cnica! de!Western! Blot.! Esta!

soluci#n!contiene!cada!100!mL:!

!

!

!

!

!

!

Adem%s,!se!utiliz#!el!c#ctel!de! inhibidores!de!proteasas! INH!P8340!(Sigma-Aldrich,!U.S.A.),!1!mL!

cada!100!mL!de!la!soluci#n!tamp#n!RIPA.!
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Reactivos 1 litro (10X) 500 ml (10X)

Tris-Base 30,3 gr 15,15 gr

Glicina 144 gr 72 gr

Reactivos 1 L (10X) 500 mL (10X)

Tris-Base 30,3 gr 15,15 gr

Glicina 144 gr 72 gr

SDS 10 gr 5 gr

A1.3.!Soluciones!para!SDS-PAGE!

A!continuaci#n,!se!detallan!las!soluciones!empleadas!para!la!t*cnica!de!SDS-PAGE.!

A1.3.1.!Soluci#n!Tamp#n!de!Corrida!

La!soluci#n!Tamp#n!de!Corrida!corresponde!a!la!soluci#n!empleada!para!correr!los!geles!de!SDS-

PAGE.!Esta!soluci#n!se!prepara!a!10X!y!se!debe!diluir!en!agua!destilada!al!momento!de!usar.!La!

soluci#n!10X!contiene:!

!

!

!

!

Completar!con!agua!destilada.!Ajustar!pH!a!8,3!con!HCl!(5!ml!de!HCL!fumante).!

Conservar!a!4°C.!

A1.3.2.!Soluci#n!Tamp#n!de!Transferencia!

La!soluci#n!Tamp#n!de!Transferencia!corresponde!a!la!soluci#n!empleada!para!transferir!los!geles!

de!SDS-PAGE!a!la!membrana!de!nitrocelulosa.!Esta!soluci#n!contiene!se!prepara!a!10X:!

!

!

!

!

Preparar!100!mL!de!soluci#n!tamp#n!de!transferencia!se!agregan!10!mL!de!soluci#n!10X,!70!mL!
de!H2Od!y!20!mL!de!Metanol.!

Conservar!a!4°C.!
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Reactivos Concentracion Final 10 mL

Tris HCl 0,5 M, pH 6,8 50 mM 2,5 mL

Glicerol 25% 0,25 gr

SDS 10% 1g

DTT (1M) o β-Mercaptoetanol* 100 mM DTT 1 mL DTT / 250 µL β-Me

Azul de bromofenol 1% 0.05% 500 µL

H2Odd Csp 10 mL

Reactivos 100 mL

Acrilamida 30 gr

Bisacrilamida 0,9 gr

H2Odd Csp 100 mL

A1.3.3.!Soluci#n!Tamp#n!de!Carga!

La!soluci#n!Tamp#n!de!Carga!corresponde!a!la!soluci#n!empleada!para!sembrar!las!muestran!en!

los!geles!de!SDS-PAGE.!Esta!soluci#n!se!prepara!a!5X:!

!

!

!

!

!

>Se!puede!agregar!fresco!a!un!volumen!de!la!soluci#n!tamp#n!de!carga!sin!agente!reductor!(por!ej.!
25!µL!de!=-Mercaptoetanol!a!975!µL!de!soluci#n!tamp#n!de!carga).!

Preparar!al"cuotas!de!1!mL!y!conservar!a!-20°C.!

A1.3.4.!Soluci#n!Acrilamida/Bisacrilamida!(30:0,9)!

La!soluci#n!de!acrilamida=bisacrilamida!contiene:!

!

!

!

!

Conservar!a!4°C.!

A1.3.5.!Soluci#n!Tamp#n!STACKING!(500!mL!de!soluci#n!TRIS-!HCl!0,5!M!pH!6,8)!

Tris!Base!30,25!gr!

Llevar!a!pH!con!HCl.!

Conservar!a!4°C.!
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Reactivos 1 gel

Acril-Bisacril 5 mL

Buffer pH 8,8 2,5 mL

SDS 10% 100 µL

H2O 2,5 ml

PSA 10% 75 µL

TEMED 10 µL

Reactivos 1 gel

Acril-Bisacril 650 µL

Buffer pH 6,8 1,25 mL

SDS 10% 50 µL

H2O 3,05 mL

PSA 10% 75 µL

TEMED 10 µL

A1.3.6.!Soluci#n!Tamp#n!RUNNING!(500!mL!de!soluci#n!TRIS-HCl!1,5!M!pH!8,8)!

Tris!Base!90,75!gr!

Levar!a!pH!con!HCl.!

Conservar!a!4°C.!

A1.3.7.!Gel!de!poliacrilamida!al!15%!

Running!gel!al!15%!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!Stacking!gel!

!

!

!

!

!

!

A1.4.!Soluciones!para!Western!Blot!

A1.4.1.!Soluci#n!Tamp#n!TBS!

La! soluci#n! tamp#n! TBS! se! prepara! a! 10X,! al! momento! de! usar! necesita! ser! diluida! en! agua!

destilada.!La!soluci#n!10X!contiene!para!1!L:!

24!gr!de!Tris!base!!

88!gr!de!NaCl!

Disolver!en!900!mL!de!agua!destilada!!

Levar!a!pH!7,6!con!HCl!12!N!
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A'adir!agua!destilada!hasta!completar!1!L!de!soluci#n.!

Para!preparar!la!soluci#n!tamp#n!TBS!(1X)!se!necesita!disolver!1!parte!de!soluci#n!10X!en!9!partes!

de!agua!destilada!y!ajustar!el!pH!a!7,6.!La!concentraci#n!final!de!la!soluci#n!tamp#n!TBS!es!Tris!20!

mM!y!NaCl!150!mM!

A1.4.2.!Soluci#n!Tamp#n!TBS-T!(Soluci#n!salina!Tris,!0,1!%!Tween!20)!

Para!preparar!la!soluci#n!tamp#n!TBS-T!(1X)!se!necesita!disolver!100!mL!de!soluci#n!tamp#n!TBS!

10X!en!889!mL!de!agua!destilada!y!1!mL!de!Tween!20.!

Ajustar!el!pH!a!7,6.!

A1.4.3.!Soluci#n!Tamp#n!TBS-T!leche!(Soluci#n!salina!Tris,!0,1!%!Tween!20!y!5%!p/v!leche)!

Para!preparar!la!soluci#n!tamp#n!TBS-T!leche!se!necesita!disolver!100!mL!de!soluci#n!tamp#n!TBS!

10X!en!889!mL!de!agua!destilada,!1!mL!de!Tween!20!y!5!gr!de!leche!en!polvo!descremada.!

Ajustar!el!pH!a!7,6.!

A1.5.!Soluciones!para!ECL!

Consta!de!2!soluciones!(Soluci#n!I!y!II).!

Soluci#n!I!

Soluci#n!de!Luminol!(A):!Se!disuelven!22,5!mg!de!luminol!en!0,5!mL!de!DMSO!y!se!agrega!a!50!mL!

de!Tris-HCl!0,1!M!pH!8.!

Soluci#n!de!enhancer! (B):!Se!disuelven!18,5!mg!de!%cido!p-coumarico!en!1,25!mL!de!DMSO! (lo!

que!sobra!de!la!soluci#n!I!se!puede!guardar!en!la!heladera).!

Se!mezclan!220!!L!de!soluci#n!B!con!los!50!mL!de!la!soluci#n!A.!Se!pueden!preparar!al"cuotas!de!

esta!soluci#n!de!1!mL!en!eppendorf!envueltos!en!aluminio!(en!oscuridad).!Almacenar!a!-20°C.!

!
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Soluci#n!II!

Se! mezcla! 102! !L! de! H2O2! 9&! (10! vol+menes)! con! 50! mL! de! Tris-HCl! 0,1!M! pH! 8.! Se! guarda!

envuelto!en!aluminio!a!4°C.!

Tener!al"cuotas!de!H2O2!al!momento!de!revelar.!

Al!revelar:!Descongelar!1!eppendorf!de!la!soluci#n!I,! la!soluci#n!II!y!el!H2O2.!Preparar!1!mL!de!la!

soluci#n!II!/!20!!L!de!H2O2!/!1!mL!de!soluci#n!I,!cubrir!la!membrana!y!esperar!1!minuto.!

A1.6.!Soluci#n!Tamp#n!Fosfato!0,1M!pH!7,2!

La!soluci#n!tamp#n!fosfato!es!empleada!para!conservar!las!muestras!para!microscopia!electr#nica!

de!barrido.!La!misma!se!prepara!disolviendo!13,61!gr!de!Fosfato!monopot%sico!(KH2PO4)!0,1M!y!

17,8!gr!de!Fosfato!dis#dico!(Na2HPO412H2O)!0,1M!en!1!L!de!agua!destilada.!

A2.!Secuencias!

A2.1.! Secuencia! de! la! HDAC8! de! Echinococcus! canadensis! G7! (EcaHDAC8)! en! nucle#tidos! y!

amino$cidos!!

>EcaHDAC8 [nucleótidos] 

ATGCCCTCTCCCGTTGGTATTGTGTATTCAAGTGAAATCCACCGCCTTTCCGGTCTGTCTCCAAAATATGAAAATCGCTT
CTCTCTTGTTATGGGTCTAACATTTGCATATGGCTTGGCGAAAAAGCTTCTGAGGATTCCGCCACTGGAATGGTGCCCT
TCAAAAGAAATGGAGCTTTTGACACAATTTCATAGTGAAGACTACATAAAGGCTCTGCAGCTCCTGGATAGCTTCTACA
CATTGGATGACGAGCCAAACATTCCTGATGACATATCCGAACATCTTAATGGTTTTGGCCTCAGTTACGATTGCAACGG
GTTCAGAGGTGTATATGGCTACGCCCTTTCCGCTGTTCGGGGGACCTTAGCCGCTGTCGATTCCTTGGTCGATTCCCAG
TGTAAGATCGCGATCAACTGGGCAGGGGGTTGGATCATGCCAAGCGCTCCGAGGCTTCAGGTTTTTGCTACCTAAATG
ACATTGTTTTGGGGGCTCAGCGTCTCCTCTCCTCACCCAAATTCTCTTCGGGTCCATTGCTCTACATTGACCTTGACCTTC
ACCACGGCGATGGTGTGGAGGAGGCTTTCGCATACACCTCGCGCGTTGTCACATTTTCCGTTCATCACGGTACCCGTG
GATTTTTTCCTGGCTCAGGAGTGCCTGATGTAATCACTGGCGACTACTTTAGGGGAGCACGTGGTGGTCAATTTTCGTG
TTTCAATTTACCTTTGGCCGAAGGAGCTGACGACCACCTGTGGTGGTCCGCAGTAGAGCCCGTTCTCGTATCCCTCCAT
CAGTCCACAAAACCTATCGCTGTCTTTATCCAATGCGGGGCTGATGCTCTTTCAACTGATCCACATCGGATTTTCAATTT
ATCCGCCTCTCTCACTTCCAATCAATCCGCCTATGTTTCGACCCTAAAGTTGGTGCTAAGCTGGGGTCTTCCTACTCTAG
TATTGGGTGGAGGTGGGTACCACCTTGCGGACACAGCTCGACTTTGGTTAATACTGACAGCCGTCGCTATCTCCTGTG
GAACCGGTGAAGAGATTTTTCTCGAACAAGACATTCCAGACCACTCGAATCTTTCTTCATTTGGGCCCGATTTCACTCTA
GACGTGAGGCCTTCCATGCTGCTGAATCGGAATTCAAGCGAGGCCGTTTCTCAGGCTGTCGATCGACTTCTTCGTCAAA
TTGATGACTATTGTGCCTTTAACCGCGTTTAA!

!
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>EcaHDAC8 [aminoácidos] 

MPSPVGIVYSSEIHRLSGLSPKYENRFSLVMGLTFAYGLAKKLLRIPPLEWCPSKEMELLTQFHSEDYIKALQLLDSFYTLDDEP
NIPDDISEHLNGFGLSYDCNGFRGVYGYALSAVRGTLAAVDSLVDSQCKIAINWAGGWHHAKRSEASGFCYLNDIVLGAQR
LLSSPKFSSGPLLYIDLDLHHGDGVEEAFAYTSRVVTFSVHHGTRGFFPGSGVPDVITGDYFRGARGGQFSCFNLPLAEGADD
HLWWSAVEPVLVSLHQSTKPIAVFIQCGADALSTDPHRIFNLSASLTSNQSAYVSTLKLVLSWGLPTLVLGGGGYHLADTAR
LWLILTAVAISCGTGEEIFLEQDIPDHSNLSSFGPDFTLDVRPSMLLNRNSSEAVSQAVDRLLRQIDDYCAFNRV!

!

A2.2.!Secuencia!de!la!HDAC8!de!Mesocestoides!corti!(McoHDAC8)!en!nucle#tidos!y!amino$cidos!!

>McoHDAC8 [nucleótidos] 

ATGCCTTCGCGAGTTGGCATTGTGTATTCTGATGAATTAAACAAACACTCTTGCCGGTCTCCTAAATATGGAAATCGTTT
TTCACTTGTTATGAGCCTGATTTATGCCTACAAATTGACAAAGAAAATGTTCAGGATACCACCTCTGGAACGATGCCAT
CTCCTCGAAAAGCAGTACCTTACGACATTCCACTGCAAGGATTATATCGAAGCTTTGCAGTTTTTGGATGATCTTCACTC
TGAGAATGAAGAGCCAGATGTTACTGATGATGTTTCCGAATTTTTGGACAACTTTGGTCTTAGCTACGATTGCCAGGGT
TTTCCTGGAGTGTATGAGTACGCATTATCGGCTGTTAGAGGAACTTTGGCCGCTGTTGACTGTTTGATTAATTCCCAAT
GTCGGGTTGCTATCAACTGGGCAGGGGGGTGGCACCATGCAAAGCGGGCCGAGGCATCCGGATTTTGCTATCTTAAT
GACATTGTTCTGGGCGCACAGCGTCTCCTATCTTCCCCCAGTTTTTCTATGGGCCCCTTGTTATATATTGACCTTGATCTT
CATCATGGTGACGGCGTCGAGGAGGCATTCGCATGCACATCACGCGTTATTACCTTCTCAGTCCATCATGCCTCTGCGG
GTTTTTTCCCAGGCACTGGTGTAACGAATGAGTCAAATGGTGCTTATTTCACAGGTGTCCGTGGTGGTCGGTTCTCGTG
TTTCAATCTTCCCTTGGCTGAAGGCGCAGACGACCAAACCTGGTGGTCTGCCGTAGAACCTGTTCTCAGAGCCCTTCAT
CGGTCAGTAAAACCAATCGCCATTTTTATTCAGTGCGGAGCTGACGCCCTTTCCTCTGACCCACATCGAATTTTTAACTT
ATCGGCTTCGACCGTCACTCACAAATCGGCTTACATCTCTGCGCTCGAGTTAGTGCTCAACTGGCATCTCCCTACCCTTA
TTTTTGGTGGTGGCGGCTACCACTTTGGTGACACTGCGCGTCTGTGGACGATGTTGACTGCCGTAGCGCTCTCTTGCTC
CAGCGAAGAGAAAATTGAACTGGACCAAGACATCCCAGACCACGCGAATCTGGTCTCGTTTGGCCCCGATTTTACTCT
GGACGTGCGGCCTTCGATGCGACTAAACAAAAATACTGAGGATGTCGTTTCCCAACATGTTGAGCGACTTCTCCGTCA
GATTGACGATTACTGTTCGTTCAATCGCCTGGGTCCATAG!

!

>McoHDAC8 [aminoácidos] 

MPSRVGIVYSDELNKHSCRSPKYGNRFSLVMSLIYAYKLTKKMFRIPPLERCHLLEKQYLTTFHCKDYIEALQFLDDLHSENEE
PDVTDDVSEFLDNFGLSYDCQGFPGVYEYALSAVRGTLAAVDCLINSQCRVAINWAGGWHHAKRAEASGFCYLNDIVLGA
QRLLSSPSFSMGPLLYIDLDLHHGDGVEEAFACTSRVITFSVHHASAGFFPGTGVTNESNGAYFTGVRGGRFSCFNLPLAEG
ADDQTWWSAVEPVLRALHRSVKPIAIFIQCGADALSSDPHRIFNLSASTVTHKSAYISALELVLNWHLPTLIFGGGGYHFGDT
ARLWTMLTAVALSCSSEEKIELDQDIPDHANLVSFGPDFTLDVRPSMRLNKNTEDVVSQHVERLLRQIDDYCSFNRLGP!
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EgrG_000970800 161 EACGYCFFGN VAIAAASLLD SPPLSVYNPQ SLCPKTVSRD QLVQGPRFKR ILILDWDVHQ GQGTQYTFYN DNRVLFISIH 240

250 260 270 280 290 300 310 320

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07178 1 ---------- ---------- ---------- -------MTD SDYLAIFHTL IMPVAYEFDP EIVLVSSGFD AAIGDAEAGN 43

EgrG_000970800 241 RYEGRKFWPN LREGDFDFIG DGSGRGFNIN IPLNKTGMTD SDYLAIFHTL IMPVAYEFDP EIVLVSSGFD AAIGDAEG-- 318

330 340 350 360 370 380 390 400

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07178 44 HLCTNQVKVD AFICGCSFQG KMWLSPACYG HMTHQLRTLA GGKLVVVLE- --FVLSFKS- ---------- ---------- 99

EgrG_000970800 318 ---------- ---------- KMWLSPACYG HMTHQLRTLA GGKLVVVLEG GYFVDSLERG CIHVLKSLLG DHVPSLQAQD 378

410 420 430 440 450 460 470 480

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07178 99 ---------- ---------- ---------- -------TSK FY-------- ---------- ---------- ---------- 104

EgrG_000970800 379 PPSKSVQRTI SSSIVALRQY WKCLNVVGLS RTIPRPDVSR FPSVSWPSVK VVNWPERNPT LSKSAMAFSQ KLLRKLSKPL 458

490 500 510 520 530 540 550 560

EgrG_000970900 108 WKSLNIFPIK QALSPKDMSG LSTNTWKTVM VPTTDVEPCR RSEDEVAAAN KKLADLRRIC SFTEMTDQQR ACLVYDSRME 187

490 500 510 520 530 540 550 560

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 481 NHKSELERQQ PECPARTRRA YELLEEYGLA RRCKRTEARV ASEEELLRIH SQEYIDALKN TATMPQAAIN EFAERFQS-- 558

EgrG_000970900 188 NHKSELERQQ PECPARTRRA YELLEEYGLA RRCKRTEARV ASEEELLRIH SQEYIDALKN TATMPQAAIN EFAERFQSVF 267

570 580 590 600 610 620 630 640

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 558 ---------- ---------- HTYDSASLAA GSLLSVVDDI CSGEALHGVA VIRPPGHHAE YDRCMGFCFF NNVALAVRHA 618

EgrG_000970900 268 LNKARLIQWK KERSFFLKLT HTYDSASLAA GSLLSVVDDI CSGEALHGVA VIRPPGHHAE YDRCMGFCFF NNVALAVRHA 347

650 660 670 680 690 700 710 720

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 619 QESHGLKKIA VIDWDIHHGN GLQHIFEMDP NLPMAIDLAF HDFSVLCLSI HRFDEGRYFP NSPDADTAFC GDGEGVGKTV 698

EgrG_000970900 348 QESHGLKKIA VIDWDIHHGN GLQHIFEMDP ---------- ---NVLCLSI HRFDEGRYFP NSPDADTAFC GDGEGVGKTV 414

730 740 750 760 770 780 790 800

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 699 NIPWNG---- ---------- ---------- ---------- --------GG VGISMECFGH LTHLLVATST LNNPVEAETE 736

EgrG_000970900 415 NIPWNGRPIR DGDYLSVFLH VVLPILYEFR AELTIVAAGF DAARGDHLGG VGISMECFGH LTHLLVATST LNNPVEAETE 494

810 820 830 840 850 860 870 880

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 737 RRRRGVILAL EGGYNLTATA EGLSHCVATL LSDTCLRLPS GLAPTDKGAA TIRRVVEVQK NHWTSLFDYS PMACHLDQLT 816

EgrG_000970900 495 RRRRGVILAL EGGYNLTATA EGLSHCVATL LSDTCLRLPS GLAPTDKGAA TIRRVVEVQK NHWTSLFDYS PMACHLDQLT 574

890 900 910 920 930 940 950 960

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 817 NTRLQAVTTS SITAATPTTQ ASTENHTGTE ATVAATTNVA TGVSFDSTSS ASLFSPYVSL STTTIQAELS IPAAQEVVMA 896

EgrG_000970900 575 NTRLQAVTTS SITAATPTTQ ASTENHTGTE ATVAATTNVA TGVSFDSTSS ASLFSPYVSL STTTIQAELS IPAAQEVVMA 654

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 897 FEAPQPASPP PANSDADSNS QEVASSQPQQ HPTTSATAAT VSDLSMGAVP LSDTPQPVAG PSAERSTNRV DSGMLRQLVH 976

EgrG_000970900 655 FEAPQPASPP PANSDADSNS QEVASSQPQQ HPTTSATAAT VSDLSMGAVP LSDTPQPVAG PSAERSTNRV DSGMLRQLVH 734

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

EgrG_000970900 1 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 1

250 260 270 280 290 300 310 320

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 241 VLYFSIHRYD QGNYWPSLRE SDYDFVGQGP SYGYNINKDY SDIDYLTIFN ILLMPIAYEF GPDLVIVSAG YDCALGCPYG 320

EgrG_000970900 1 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---MPIAYEF GPDLVIVSAG YDCALGCPYG 27

330 340 350 360 370 380 390 400

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 321 CFSLSPAVFA HLTNRLMVLA DGNVIVALEG GYNVESLSDG VAHTISALLG DPLPSLESLK PVLSGTKEAI RKCVSVLRTK 400

EgrG_000970900 28 CFSLSPAVFA HLTNRLMVLA DGNVIVALEG GYNVESLSDG VAHTISALLG DPLPSLESLK PVLSGTKEAI RKCVSVLRTK 107

410 420 430 440 450 460 470 480

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 401 WKSLNIFPIK QALSPKDMSG LSTNTWKTVM VPTTDVEPCR RSEDEVAAAN KKLADLRRIC SFTEMTDQQR ACLVYDSRME 480

EgrG_000970900 108 WKSLNIFPIK QALSPKDMSG LSTNTWKTVM VPTTDVEPCR RSEDEVAAAN KKLADLRRIC SFTEMTDQQR ACLVYDSRME 187

A3.! Comparaci#n! de! los! genes! de! HDACs! identificados! en! los! genomas! disponibles! para!

Echinococcus!granulosus!sensu!stricto!G1,!que!mostraron!ortolog"a!con!la!HDAC6!y!HDAC10!de!

Homo!sapiens!!

A3.1.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!EGR_07178.1!y!EgrG_000970800!

!

!

!

!

A3.2.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!EGR_07180.1!y!EgrG_000970900!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!
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10 20 30 40 50 60 70 80

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 1 MNGFRSAQSC HLLQFTQRER RRARQRTPFG DEDVQVVFAG MGISSVFQRR FGSNRRTALF YHTDMLNHAN WLHENCPECP 80

EgrG_000971000 1 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----MLNHAN WLHENCPECP 16

90 100 110 120 130 140 150 160

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 81 DRLKIAYQRC SEFGLVDRCL LIQPQPISDE LLRLAHTQDY IDAVAATVEM SDDARFEYVK RFDSAFFNKD THTAARLAAG 160

EgrG_000971000 17 DRLKIAYQRC SEFGLVDRCL LIQPQPISDE LLRLAHTQDY IDAVAATVEM SDDARFEYVK RFDSAFFNKD THTAARLAAG 96

170 180 190 200 210 220 230 240

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 161 ALTHAVDVVT RGDTRNAFCL VRPPGHHAMK DEPCGYCVFN NVEIAAKHAL RQHEANRILI VDWDIHHGQA MQYAFYDDPR 240

EgrG_000971000 97 ALTHAVDVVT RGDTRNAFCL VRPPGHHAMK DEPCGYCVFN NVEIAAKHAL RQHEANRILI VDWDIHHGQA MQYAFYDDPR 176

250 260 270 280 290 300 310 320

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 241 VLYFSIHRYD QGNYWPSLRE SDYDFVGQGP SYGYNINKDY SDIDYLTIFN ILLMPIAYEF GPDLVIVSAG YDCALGCPYG 320

EgrG_000971000 176 ---------- ---------- ---------- ---------- KTTQILTI-- ---------- ---------- ---------- 184

330 340 350 360 370 380 390 400

TASK_0000403001 1 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 1

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1441 ACHVPESALL KVHAQEYVSL VKDSAKASKE ELYDLSGKYD GVFFNSHTWE ASSLAAGTVL QMTTQVATGK LENGLALVRP 1520

TASK_0000403001 1 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -MTTQVATGK LENGLALVRP 19

1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1521 PGHHAMYDEA CGYCFFGNVA VAAANLLDSP PLSVFNSRPP CTETVSSDQL AQAPRFKRIL ILDWDVHQGQ GTQYAFYNDN 1600

TASK_0000403001 20 PGHHAMYDEA CGYCFFGNVA VAAANLLDSP PLSVFNSRPP CTETVSSDQL AQAPRFKRIL ILDWDVHQGQ GTQYAFYNDN 99

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1601 RVLFISIHRY ECRKFWPKLR EGDFDFIGDG SGRGFNINIP LNKTGMTDSD YLAIFHTLIM PIAYEGRMWL SPACYGHMTH 1680

TASK_0000403001 100 RVLFISIHRY ECRKFWPKLR EGDFDFIGDG SGRGFNINIP LNKTGMTDSD YLAIFHTLIM PIAYE----F DP-------- 167

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1681 QLRTLAGGKL VVVLEGGYFI DSLERGCIHV LKSLLGDPIP SLQAQDPPSK RPLVKVVKWP EQNPTLSKSV VTFSQKVLRK 1760

TASK_0000403001 167 --------EI VLVSSG---- ---------- FDAAIGD--- ---------- ---------- ---------- ---------- 182

1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1761 FSTLLEKPTH GDIVFLLPID KQNDLDRLFT KWTDSLKAHG VGSYQLQAYV EAGVRTPSRG DSDVSTPRKK TRLNSSEKSS 1840

TASK_0000403001 182 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------A EAGN------ --QLCTNRAK LDMLS----- 200

1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1841 LESAPTLLKA LEDAVIGLFK NEFTVALVAA KSVPLTTFVS VFSQVPFDLL KKFIPTKLEL PKRLSDQCSS KQPRPNLPLS 1920

TASK_0000403001 200 ---------- ---FLVVLFR AECGLVLPAT AT-------- ---------- ---------- ---------- ---------- 219

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

EgrG_000970900 575 NTRLQAVTTS SITAATPTTQ ASTENHTGTE ATVAATTNVA TGVSFDSTSS ASLFSPYVSL STTTIQAELS IPAAQEVVMA 654

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 897 FEAPQPASPP PANSDADSNS QEVASSQPQQ HPTTSATAAT VSDLSMGAVP LSDTPQPVAG PSAERSTNRV DSGMLRQLVH 976

EgrG_000970900 655 FEAPQPASPP PANSDADSNS QEVASSQPQQ HPTTSATAAT VSDLSMGAVP LSDTPQPVAG PSAERSTNRV DSGMLRQLVH 734

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

EGR_07180.1 977 FADAGIEDLG SFLGLNSSDP TPNRLFAVEP ILWCPHLGQV TSASQWRPEV THPCTRCESR HENWVCLTCY EVYCGRYAQG 1056

EgrG_000970900 735 FADAGIEDLG SFLGLNSSDP TPNRLFAVEP ILWCPHLGQV TSASQWRPEV THPCTRCESR HENWVCLTCY EVYCGRYAQG 814

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ..

EGR_07180.1 1057 HMLEHYNTTQ HSIVLSLADL SAWCYVCNSY IHNERRNKHS IWPNSEWLCL LDFQFRHRVL EVRPQDVFHL YC 1128

EgrG_000970900 815 HMLEHYNTTQ HSIVLSLADL SAWCYVCNSY IHN-----EV LLEAKQALHL AKFGVVMPT- ---------- -- 868

!

!

!

!

A3.3.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!EGR_07180.1!y!EgrG_000971000!

!

!

!

!

!

A4.!Comparaci#n!de!los!genes!de!HDACs!identificados!en!los!genomas!disponibles!para!Taenia!

asiatica,!que!mostraron!ortolog"a!con!la!HDAC6!y!HDAC10!de!Homo!sapiens!!

A4.1.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!TASs00024g03791m00001!TASK_0000403001!

!

!

!

!

!

!

!
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TASK_0000403101 1 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 1

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1281 AGIEDLGSFL GLNSSDPTPD RLFAVEPILW CPHLEQVESA SQWHPEVTHP CTRCENRHEN WVCLTCYEDA KGDSSTLTEQ 1360

TASK_0000403101 1 -----MSIFC RRNSSDPTPD RLFAVEPILW CPHLEQVESA SQWHPEVTHP CTRCENRHEN WVCLTCYEVY CG-------- 67

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1361 RCASLHIQMK QKRCSVETDP HDSSSAVCKN GKGTGICFDD RMTRHRHEWS FEEQESSVRI SRPFQLIQKH GLLERCTHIP 1440

TASK_0000403101 68 RYAQGHMLEH HN-------- ---------- ---------- -TTQHPIVLS ---------- ---------- ---------- 88

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1441 ACHVPESALL KVHAQEYVSL VKDSAKASKE ELYDLSGKYD GVFFNSHTWE ASSLAAGTVL QMTTQVATGK LENGLALVRP 1520

TASK_0000403101 88 ---------- ---------- ---------- -LADLS---- ---------- ---------- ---------- ---------- 93

1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1521 PGHHAMYDEA CGYCFFGNVA VAAANLLDSP PLSVFNSRPP CTETVSSDQL AQAPRFKRIL ILDWDVHQGQ GTQYAFYNDN 1600

TASK_0000403101 93 ---------- -AWCYVCNS- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------YIHN 105

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1601 RVLFISIHRY ECRKFWPKLR EGDFDFIGDG SGRGFNINIP LNKTGMTDSD YLAIFHTLIM PIAYEGRMWL SPACYGHMTH 1680

TASK_0000403101 106 EVLLEAKQAL HLAKFG---- ---------- ---------- ---------- -------VVM PT-------- ---------- 126

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760

TASK_0000403201 1 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 1

170 180 190 200 210 220 230 240

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 161 SGCLFLIIKY VVLVKEQSLE PALNTLPFLY GVTIIINVFS VLYGGLHLLN LPEIPLWLTL VVSFSSGIVA AIIVFFFVRP 240

TASK_0000403201 1 ---------- ---------- -------LLY HTDMLNHTDS LHEN------ CPECPDRLKV TY-------- ---------- 29

250 260 270 280 290 300 310 320

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 241 VIRRRVQKRL ELIASGKWDP THKCPKDSYC KRIRDGIRSL FRKGQSVDGS VSTDERKNET GPSGDGEIGD VEIQTLPSVD 320

TASK_0000403201 29 ---------- ---------- -QRCSEFGLP QPANDELLRL AHTQDYIDSV AAT------A GMSDEARFEY VKRFDSASFN 82

330 340 350 360 370 380 390 400

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 321 VAGSTQARTS PPDAVTITFN AENNRSPDGQ VYDRPEEAQV FAFAQILTAT FGSFVHGGND VSNAIGPVIG LWIVSTTGNV 400

TASK_0000403201 83 KDTHTAARLA AG-------- ---------- ---------- -----ALTHA VDVVTRG--D TRNAF----- -CLVRPPGHH 121

410 420 430 440 450 460 470 480

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 401 LMTAKPAVWI LFYGGVGISV GLWIWGRKVM ETIGTDLTII TPSSGMCIEL GAAITVLIAS KAGLPVSTTH CLVGSVVIVG 480

TASK_0000403201 122 AMKDEPCGYC VFN------- ---------- ---------- ---------- ----NVEIAA KHALHQHEAN RLIP------ 154

490 500 510 520 530 540 550 560

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 481 FIRSKMSVNW RLFVNIILAW VVTLPVAGGL SALIITALLY HTDMLNHTDS LHENCPECPD RLKVTYQRCS EFGLPQPAND 560

TASK_0000403201 154 -------NCR SLLITLLMLW LCLCIDLG-- --RFYECQCY FTTHRNH--- ---------- ---------- ---------- 190

570 580 590 600 610 620 630 640

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 561 ELLRLAHTQD YIDSVAATAG MSDEARFEPP GHHAMKDEPC GYCVFNNVEI AAKHALHQHE ANRVLYFSIH RYDQGNYWPS 640

TASK_0000403201 190 ----LFHRIL IVDWDIHHGQ ATQYAFYEDP ---------- ---------- ---------- --RVLYFSIH RYDQGNYWPS 234

650 660 670 680 690 700 710 720

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 641 LRESDYDFTG QGPSYGYNIN VPLDGKDYSD VDYLTIFNVL LMPIAYEFGP DLVIVSAGYD CALGCPYGSF SLSPAVFAHL 720

TASK_0000403201 235 LRESDYDFTG QGPSYGYNIN VPLDGKDYSD VDYLTIFNVL LMPIAYEHTY DSASLAAG-- ---------- ---------- 292

730 740 750 760 770 780 790 800

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 721 TNRLMALADG KVIVALEGGY NVESLSDGVA HTISALLGDP LPPLESLKPA LLGKTVMAPT TDVEPWSRSE DEVAAANNKL 800

TASK_0000403201 292 --SLLSVVD- ----DICGG- ---------- ---------- --------EA LHGVAVVRPP GHHAEYDRCM G--------- 327

810 820 830 840 850 860 870 880

TASK_0000403201 292 --SLLSVVD- ----DICGG- ---------- ---------- --------EA LHGVAVVRPP GHHAEYDRCM G--------- 327

810 820 830 840 850 860 870 880

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 801 ADLRKICLFG GGPDQQRVCL VYDSRMENHK SELERQQPEC PARTRRAYEL LEEYGLARRC KRTEARVASE EELLRVHSQE 880

TASK_0000403201 327 -----FCFFN N------VAL AVRHAQESHG ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 346

890 900 910 920 930 940 950 960

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 881 YIDALKNTAT MPQAAINEIA VIDWDIHHGN GLQHIFERDP NVLCLSIHRF DDGRYFPNSP DADTGFCGTD EGVGKTVNIP 960

TASK_0000403201 346 ---------- -----LKKIA VIDWDIHHGN GLQHIFERDP NVLCLSIHRF DDGRYFPNSP DADTGFCGTD EGVGKTVNIP 411

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 961 WNGRPIRDGD YLAAFLHVVL PILYEFRPEL IIIAAGFDAA RGDHLGGVSI SMECFGHLTH LLVAASTLNN PMEAEAERRR 1040

TASK_0000403201 412 WNGRPIRDGD YLAAFLHVVL PILYEFRPEL IIIAAGFDAA RGDHLGGVSI SMECFGHLTH LLVAASTLNN PMEAEAERRR 491

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

A4.2.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!TASs00024g03791m00001!y!TASK_0000403101!

!

!

!

!

!

!

A4.2.!Alineamiento!de!secuencias!de!los!genes!TASs00024g03791m00001!y!TASK_0000403201!

!

!

!

!

!

!
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TASK_0000403201 492 RGVILALEGG YNLTATAEAL SHCVATLLSD TCLRLSSGLA PTDKGAATIR KVVEAQKNHW PYLFDYSPLA CHLDQPTYTR 571

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1121 LQATTTSSTA GATLNTQAST EGHTGTEATV AATTNVATGV SFDSTSSASL FSPYFSLSTT TTQAELSVPA AQEVVMAFEA 1200

TASK_0000403201 572 LQATTTSSTA GATLNTQAST EGHTGTEATV AATTNVATGV SFDSTSSASL FSPYFSLSTT TTQAELSVPA AQEVVMAFEA 651

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|

TASs00024g03791m0000 1201 PQPAPPPPAN SDADPNSQEA ASHQPQQQPT TSATAATVSD LSMGAAPVSD TPQPVAGPST ERPANQVDSE MLRQLVHFAD 1280

TASK_0000403201 652 PQPAPPPPAN SDGTFRSG-- ---------- ---------- --FGWVLCDF FPEFVC---- ---------- ---------- 683

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

Sirtuina Valor de E % de Identidad

Echinococcus EgrG_000698900 740 Sirtuina1 7,0e-122 45

granulosus EgrG_001176600 433 Sirtuina3 8,0e-99 54

sensu stricto G1 EgrG_001065100 389 Sirtuina2 1,0e-123 43

EgrG_000740200 517 Sirtuina7 6,0e-34 49

EgrG_000908100 523 Sirtuina6 1,0e-79 53

Continua en la página siguiente

Tabla A1. Genes codificantes de enzimas Sirtuinas identificados en los genomas de los parásitos cestodos

Echinococcus granulosus  sensu stricto  G1 y E. multilocularis 

Ortólogo más cercano en Homo sapiens
Especies Gen ID

a Tamaño (aa)

!

!

!

A5.!Genes!codificantes!de!enzimas!Sirtuinas!(o!HDACs!de!Clase!III)!en!Echinococcus!granulosus!

sensu!stricto!G1!y!Echinococcus!multilocularis!

Los! genes! codificantes! de! Sirtuinas! en! par%sitos! cestodos! se! identificaron! mediante!

b+squedas!por!homolog"a!en!los!genomas!de!Echinococcus!granulosus!sensu!stricto!(s.s.)!G1!y!E.!

multilocularis,! disponibles! en! la! base! de! datos! WormBase! ParaSite! (Howe! y! col.,! 2016,! 2017)!

(https:==parasite.wormbase.org=index.html);! usando! la! herramienta! BLASTp! y! como! secuencias!

carnadas!(o!query)!las!secuencias!can#nicas!de!amino%cidos!correspondientes!a!las!Sirtuina1-7!de!

H.!sapiens.!Las!secuencias!parasitarias!obtenidas!con!un!valor!de!E!$"0,00001,!en! las!b+squedas!

por!homolog"a,!se!emplearon!para!realizar!un!an%lisis!de!BLASTp!rec"proco!contra!el!proteoma!de!

H.!sapiens!(https:==www.uniprot.org=proteomes=UP000005640).!

En! la!Tabla!A.1! se!muestran! todos! los!genes!codificantes!de!Sirtuinas! identificados!en! los!

genomas!de!E.!granulosus!s.s.!G1!y!E.!multilocularis.!En!las!columnas!se!muestran!los!c#digos!de!

identificaci#n! (Gen! ID)! para! cada! gen! codificante! de! Sirtuinas! identificado,! de! acuerdo! a! la!

WormBase!ParaSite.!Tambi*n!se!muestran,!para!cada!gen!de!Sirtuina,!el!tama'o!en!amino%cidos!

(aa)!y!su!ort#logo!m%s!cercano!en!H.!sapiens!con!sus!correspondientes!valores!de!E!y!porcentajes!

de!identidad!global.!

!

!

!

!

!

!

!
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Reactivo Volumen  [µL]

H2Od
16,25

Buffer Kapa 5x 5

dNTPs [10 mM] Mix 0,75

Primer F [10 uM] 0,75

Primer R [10 uM] 0,75

DNApolimerasa KAPA HiFi  [1U/uL] 0,5

Molde de ADNc 1

Volumen final 25

Continua de la página anterior

Echinococcus EmuJ_000698900 740 Sirtuina1 1,0e-120 42

multilocularis EmuJ_001065100 333 Sirtuina3 1,0e-96 47

EmuJ_001176600 433 Sirtuina2 2,0e-98 54

EmuJ_000740200 523 Sirtuina7 5,0e-34 50

EmuJ_000908100 514 Sirtuina6 3,0e-83 54

a Gen ID de acuerdo a la anotación genómica en la base de datos WormBase ParaSite
b Genes predichos mediante el predictor de genes Agustus 
c Genes validados mediante clonado y secuenciación del ADNc

!

!

!

!

!

A6.!PCR!

A6.1.!PCR!para!amplificar!los!genes!EcaHDAC8!y!McoHDAC8!

La!mezcla!de!reacci#n!de!la!PCR!contiene:!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Programa!del!termociclador!!

Paso!1:!Desnaturalizaci#n!inicial!!!!!!!95°C!!!por!!!!!3!min!!
Paso!2:!35!ciclos!!
!!!!!!!!!Desnaturalizaci#n!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!98°C!!!!por!!!!!20!segundos!
!!!!!!!!!Hibridaci#n! ! !!!!!!!!!60°C!!!!por!!!!!30!segundos!!
!!!!!!!!!Extensi#n!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!72°C!!!!por!!!120!segundos!
Paso!3:!Extensi#n!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!72°C!!!por!!!!!!!2!minutos!!
!
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Reactivo Volumen  [µL]

H2O     7,2 

Buffer 10X     2,0

dNTP mix [10 mM c/u]     0,4

MgCl [50 mM]     0,6

Primer 5´ M13 [20 µM]     0,4

Primer 3´ M13 [20 µM]     0,4

Taq Pegasus     0,2

A6.2.!PCR!de!colonia!

La!mezcla!de!reacci#n!de!la!PCR!contiene:!

!

!

!

!

!

!

Rotular!tubos!de!0,2!mL!(para!PCR)!y!adicionar!12,4!!L!de!la!mezcla!de!reacci#n!de!PCR.!

Identificar!las!colonias!formadas.!

Rotular!por!colonia!un!tubo!eppendorff!de!0,5!mL!con!16!!L!de!H2O!calidad!biolog"a!molecular.!!

Pinchar!cada!colonia!y!mezclar!bien!en!el!tubo!correspondiente.!!

Tomar!7,6!!L!y!adicionar!a!cada!tuvo!correspondiente!de!la!PCR!(Volumen!final!20!!L).!

Correr!el!termociclador!!

Programa!del!termociclador!!

Paso!1:!Desnaturalizaci#n!inicial!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!95°C!!!por!!!!!5!minutos!!
Paso!2:!35!ciclos!de!
!!!!!!!!!Desnaturalizaci#n!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!95°C!!!por!!!!!!15!segundos!
!!!!!!!!!Hibridaci#n! ! !!!!!!!!!!!!!!55°C!a!65°C!!!por!!!!!!15!segundos!
!!!!!!!!!Extensi#n!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!72°C!!!por!!!!150!segundos!!
Paso!3:!Extensi#n!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!72°C!!!por!!!!!!!!5!minutos!!
!



!

El!presente!ejemplar!corresponde!a!la!versi"n!final!del!trabajo!de!tesis!para!optar!al!t#tulo!de!

Doctor!en!Biolog#a!Molecular!y!Biotecnolog#a!de!la!Universidad!Nacional!de!San!Mart#n.!!

!

T$TULO!

!

Estudio! de! enzimas! histonas! deacetilasas! de! cestodos! y! su! evaluaci"n! como! potenciales!

blancos!farmacol"gicos!en!enfermedades!parasitarias!desatendidas!
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