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Resumen

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 Organizacion Mundial de la Salud. Actualmente,
las Unicas drogas aprobadas para su tratamiento farmacoldgico 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 antihelminticos resulta en una
complicacién frecuente en las terapias farmacoldgicas basadas en una Unica droga. Por estos
motivos, la busqueda racional de nuevos blancos farmacolédgicos 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 fenotipica que presentan involucra
un complejo sistema de control de la expresién génica, que posiblemente esté 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 transcripcion de genes, asi como
otros procesos celulares. Estas enzimas han sido validadas ampliamente como blancos
farmacolégicos en enfermedades como el cancer, diabetes, desérdenes autoinmunes y
neuroldgicos y, en los ultimos afios, en enfermedades parasitarias como la esquistosomiasis,
leishmaniasis, Chagas y malaria; entre otras. En la actualidad, la informacién 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

farmacoldgicos.

Empleando las bases de datos de genomas parasitarios se mostro el repertorio completo de
genes codificantes de HDACs en cestodos. Se identificaron entre 6-7 genes codificantes de HDACs
en varios miembros de los géneros Echinococcus, Taenia, Hymenolepis y Mesocestoides. Estos
genes fueron clasificados dentro de las HDACs de clases | y Il y se demostrd su expresion a nivel
transcripcional en diferentes estadios de desarrollo de parasitos del género Echinococcus.
Particularmente, las HDAC8s de cestodos mostraron bajos porcentajes de identidad con su
ortélogo en Homo sapiens y expresion en estadios de desarrollo asociados con altos niveles de
proliferacién y diferenciaciéon celular; constituyendo, de esta manera, potenciales blancos

farmacolégicos selectivos. Por otro lado, se validaron las HDACs como potenciales blancos

10



HDACs en cestodos (Hugo Rolando Vaca)

farmacoldgicos en cestodos evaluando el efecto del inhibidor de las HDACs de clases | y I,
Tricostatina A (TSA), sobre la viabilidad del estadio larval (tetratiridio) del modelo de laboratorio
de cestodos Mesocestoides corti. La inhibicion de las HDACs produjo una disminucion significativa
de la viabilidad parasitaria, determinada mediante medidas de motilidad y actividad metabdlica;
asi como, alteraciones en el tegumento y en la morfologia general. TSA produjo ademas un
aumento en los niveles de acetilacion de las proteinas totales, incluyendo la Histona H4,
determinado mediante Western Blot semi-cuantitativo. Estos resultados sugieren que las HDACs
de cestodos serian funcionales y podrian desempefiar un papel importante en la supervivencia y

el desarrollo de M. corti.

Para identificar compuestos con alto potencial antihelmintico, se determiné el perfil de
actividad antihelmintica de un total de 33 compuestos, distribuidos entre inhibidores de HDACs
de las clases |, Il y Il (o Sirtuinas). Varios de estos compuestos produjeron una disminucidn de la
viabilidad parasitaria, asi como alteraciones en el tegumento y la morfologia general de M. corti.
Particularmente, los inhibidores: entinostat, TH65, TH92 y Mz25 mostraron un potente efecto
antihelmintico; produciendo una disminucion de la viabilidad parasitaria dependiente tanto de la
dosis como del tiempo de tratamiento y con actividades superiores a las observadas para TSAy la
droga antihelmintica ABZ. El efecto observado para estos compuestos no se revirtid al ser
removidos del medio de cultivo, sugiriendo que su efecto es irreversible. Se demostré ademas
gue estos compuestos presentan un efecto potenciador (o sinergia de potenciacidn) cuando son
empleados en combinaciones binarias, entre ellos y con ABZ. Por ultimo, las observaciones
realizadas por microscopia éptica y microscopia electrénica de barrido mostraron alteraciones en

el tegumento y en la morfologia de los pardsitos tratados.

Por otra parte, se confirmaron las secuencias nucleotidicas completas de las HDAC8s de
Echinococcus canadensis G7 (EcaHDACS8) y de M. corti (McoHDACS). Los modelos de estructura
tridimensional para estas proteinas mostraron caracteristicas estructurales particulares que las
diferencian de la HDAC8 de H. sapiens. Estas caracteristicas son similares a las reportadas para la
HDACS8 de Schistosoma mansoni; las cuales permitieron el disefio de inhibidores selectivos contra
esta proteina, tales como TH65 y TH92. Estos resultados sugieren que las HDAC8s de cestodos
representan promisorios blancos farmacoldgicos en la busqueda racional de nuevos compuestos

con capacidad antihelmintica.
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Resumen

En conclusidn, los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan la base para nuevos
estudios sobre la actividad y estructura de las HDACs en cestodos, asi como también para el

descubrimiento de nuevas alternativas de tratamiento para ETDs causadas por estos parasitos.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

En este trabajo se propone estudiar las enzimas Histonas deacetilasas (HDACs), como
potenciales blancos farmacoldgicos en la bisqueda de nuevas opciones de tratamiento contra
enfermedades tropicales desatendidas (ETD) causadas por cestodos. En esta seccidén se presenta
la informacién basica en relacién a los cestodos, prestando particular atencidon a especies de
importancia en medicina veterinaria y salud humana pertenecientes a los géneros Echinococcus,
Taenia y Mesocestoides. Asimismo, se abordan diferentes aspectos vinculados a las HDACs,

principalmente en relacién a su potencial como blancos farmacoldgicos.

1.1. Las interacciones bioldgicas y el parasitismo

En la naturaleza conviven e interactlan entre si organismos de diferentes especies con
diferentes grados de dependencia. Dichas interacciones bioldgicas se conocen como simbiosis
lato sensu y a sus integrantes como simbiontes. Histéricamente 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 fisioldgica mutua. Un ejemplo conocido de mutualismo lo
constituyen las termitas y sus protozoos intestinales. Las termitas proporcionan el habitat y la
celulosa proveniente de la madera -la cual no son capaces de digerir- a sus protozoos intestinales.
Los protozoos, por su parte, si son capaces de hidrolizar la celulosa y ésta es usada tanto para su
propio beneficio como también para el de las termitas. El comensalismo, por su parte, consiste en
un fendmeno en el que uno de los simbiontes (denominado hospedador) brinda el habitat y el
alimento a sus simbiontes (denominados comensales) sin resultar dafiado ni beneficiado. Al
hospedador le resulta indistinto interactuar o no con sus comensales. Estos ultimos, sin embargo,
si dependen fisiolégicamente del hospedador. Ejemplos de comensales resultan ser ciertos
protozoos que viven en el intestino del ser humano. Por Ultimo, en el parasitismo existe una
relacion en la cual uno de los simbiontes (denominado parasito) es fisioldgicamente dependiente
del otro (denominado hospedador). En estos casos, el hospedador puede verse perjudicado por
dicha interaccién bioldgica. Los microorganismos patégenos del ser humano constituyen ejemplos

de parasitismo.
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1.2. La parasitologia

La parasitologia es la rama de la biologia que se encarga del estudio de la interaccién
bioldgica conocida como parasitismo. Es decir, el estudio de la relacidon entre parasitos vy
hospedadores, como asi también, entre los simbiontes y el medio ambiente. Convencionalmente,
se ocupa solo de los parasitos eucariotas como son los protozoos, helmintos (trematodos,
cestodos, nematodos y monogéneos) y artropodos. El resto de los organismos parasitos: virus,

procariotas y hongos, tradicionalmente se consideran una materia propia de la microbiologia.

1.3. Los cestodos

El phylum Platyhelminthes (o gusanos planos, mas conocido como flatworms en inglés) es
uno de los grupos mads grandes de gusanos, con mas de 20 000 especies, que incluye tanto
organismos de vida libre como las planarias y también organismos exclusivamente parasitos
pertenecientes a las Clases Trematoda, Monogenea y Cestoda (Collins, 2017). Los platelmintos se
caracterizan por ser gusanos planos y acelomados, tener cuerpos bilateralmente simétricos,
carentes de cuticulas o capas protectoras, tener un bajo grado de cefalizacion, con un sistema
nervioso centralizado simple y una capa germinal mesodérmica, 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 pardsitos platelmintos de importancia

médica.

En el presente trabajo de tesis doctoral nos enfocaremos en los organismos pertenecientes
a la Clase Cestoda (los cestodos), en particular a los pardsitos pertenecientes a los géneros
Echinococcus, Taenia y Mesocestoides. Los cestodos, en su forma adulta, son gusanos planos con
forma de cinta que pueden medir desde milimetros hasta varios metros y son exclusivamente
endoparasitos (que viven dentro del cuerpo de su hospedador). Ademads, los parasitos
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 parasitos
se localizan en drganos y tejidos relacionados de igual manera con procesos digestivos, como

pueden ser la vesicula biliar o los tubulos pancreaticos (Collins, 2017).
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1.3.1. Anatomia de los cestodos

A continuacion, se describira brevemente la anatomia 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 describirdn seran los correspondientes a adultos, oncosfera vy

metacestodos.

1.3.1.1. Parasito adulto

El estadio de desarrollo correspondiente a parasitos adultos en cestodos es acelomado, con
simetria bilateral, aplanado dorso-ventralmente, hermafrodita y segmentado. A cada uno de los
segmentos se los denomina progldétidos (o progldtides). En los adultos se pueden diferenciar tres
regiones o divisiones bien definidas y caracteristicas: 1) el escélex, o extremo anterior del cuerpo;
2) el cuello, o regiéon media, y 3) el estrébilo, o extremo posterior del cuerpo (Figura 1.1)

(Thompson y McManus, 2001).

El escélex es un érgano de fijacidn, que en el caso de los cestodos del orden Cyclophillidea
es de tipo acetabulado y posee los elementos de fijacidon al hospedador, como las ventosas (en
nimero de cuatro) de forma y tamafio variables. Este tipo de escdélex puede a su vez ser
penetrativo o no penetrativo. Estos Uultimos, como su nombre lo indica, no penetran
profundamente la mucosa intestinal del hospedador. Los escélex penetrativos, por su parte,
permiten una fijacidn al hospedador mas intima dado que invaden las criptas de Lieberkiihn en el
intestino del hospedador. Este tipo de escdlex usualmente posee, aparte de las ventosas, un
rostelo; que es un érgano muscular evertible, de localizacién apical y con forma semiesférica,
cilindrica o cdénica. En muchas especies el rostelo posee ganchos dispuestos en una o varias

coronas que colaboran con la fijacidn del pardsito a la mucosa de su hospedador.

El cuello es una pequefia regidn, inmediatamente posterior al escdlex, estrecha, no
segmentada y que contiene una zona germinativa (con células germinales) desde donde se

originan las proglétides que forman el estrébilo.

El estrébilo representa la mayor parte del cuerpo, consiste en un tronco elongado,
segmentado y formado por proglétides. Cabe destacar que, aunque se observan constricciones en
el estrébilo que delimitan las proglétides, el interior posee un parénquima ininterrumpido vy

existen musculos longitudinales que atraviesan la totalidad del cuerpo del organismo. El grado de
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maduracioén de las proglétides aumenta conforme las mismas se alejan del escélex. A medida que
se van formando nuevas progldtides a partir del cuello, las mas viejas se alejan del escélex,
maduran, resultan inseminadas y se llenan de embriones. Cada progldtide 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 fecundacién. El Utero gravido forma generalmente un saco ciego repleto de huevos,
los que quedaran libres por maceracidn de las proglétides dentro del intestino del hospedador o
en el medio ambiente. Por lo tanto, en el estrébilo pueden distinguirse proglétides inmaduras,
maduras sexualmente y gravidas con huevos fértiles (Reuter y Kreshchenko, 2004). Los huevos se
desarrollan dentro del Utero del pardsito hasta formar una oncosfera (o embrién hexacanto) con
capacidad inmediatamente infectante al ser excretado por el hospedador (Thompson y McManus,

2001).

Rostellum ESCOlex Utero Overio
Ganchos Testiculos

Ventosa @

Cuello

Estrobilo

Figura 1.1. Estructura general de un cestodo adulto. Se muestra el esquema de un cestodo tipico en el
estadio de desarrollo correspondiente a pardsito adulto. Se observan tres regiones claramente
diferenciadas: el escdlex, el cuello y el estrébilo. 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 pardsitos carecen de aparato digestivo, por lo que la pared de su cuerpo se

ha adaptado para llevar a cabo las tareas de absorciéon de nutrientes y eliminacién de desechos.
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Dicha pared, denominada tegumento, es una superficie Unica que, ademas de las funciones
mencionadas, protege al pardsito del pH acido y de las enzimas del hospedador (Bogitsh y col.,
2013). El tegumento esta 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 plasmatica e
internamente por la ldamina basal. El citoplasma distal contiene abundantes mitocondrias,
granulos y vesiculas. Dichos granulos y vesiculas derivarian del aparato de Golgi ubicado en el
citoplasma proximal y estarian involucrados en el mantenimiento de la glicocdlix. Por otro lado,
en la zona interna, denominada citoplasma proximal, se encuentra el citoplasma que contiene el

)

nucleo de las células tegumentarias (llamado “citdon”) con forma de botella, en la cual se
encuentran el aparato de Golgi y reticulo endoplasmico y cuya reserva son lipidos y glucégeno. El
citoplasma proximal y el distal se encuentran conectados mediante tubulos citoplasmaticos que

atraviesan la ldmina basal (Smyth y McManus, 1989).

Glicocalix Microtricos

Citoplasmadistalde .8 & ol S LY S 3 — Vesioulas
las células 985 e A 857 b #¢
tegumentarias ) : ‘ 3 Vacuola
o : Extensiones
Lamina basal —7; citoplasmaticas

Fibras musculares / L
circulares

Y Fibras musculares
< longitudinales

Aparato de Golgi

Citoplasma proximal
de las células
tegumentarias

Nucleo

Figura 1.2. Esquema del tegumento de un cestodo adulto. El tegumento se compone de una zona mas
superficial, anucleada, que se conecta por extensiones citoplasmaticas al cuerpo de la célula tegumentaria
en donde se localiza el nlcleo y otras organelas. En la superficie del tegumento hay estructuras llamadas
microtricos, las cuales a su vez se recubren de glicocalix. En el citoplasma distal existen también numerosos
granulos y vesiculas, posiblemente de secrecion. 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 caracteristica 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 aumentarian la
superficie de absorcién del tegumento, sino que también servirian como estructuras adhesivas
(para evitar que el pardsito sea expulsado del tubo digestivo). Asimismo, sus extremos
puntiagudos servirian para erosionar las células del hospedador, permitiendo una mayor

disponibilidad de nutrientes para el parasito.

Como se menciond mas arriba, por fuera de la membrana apical del tegumento existe una
capa de glicocalix, la cual esta formada por mucopolisacaridos y glicoproteinas. En cestodos, la
alta proporcidn de grupos acidicos que forman la glicocdlix otorga una carga neta negativa a dicha
superficie. Entre otras propiedades, la glicocalix tiene la capacidad de concentrar iones, tanto
organicos como inorganicos, que podrian servir para activar enzimas unidas a la membrana
plasmatica de los cestodos. Asimismo, el glicocalix tendria 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 tamafio que ronda los 30-40 um. Se
caracterizan por tener una capsula embrionaria muy fina que suele perderse al depositarse los
huevos con las heces del hospedador. La ausencia de dicha proteccién se compensa mediante un
engrosamiento del embridforo, el cual estd 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 embridon denominado oncosfera (o embrién hexacanto). La estructura basica
de la oncosfera consiste en un pequefio nucleo de células germinativas que daran origen al
metacestodo, un par de glandulas de penetracién, tres pares de ganchos accionados por un
complejo sistema de musculos, un sistema nervioso primitivo y un fino epitelio que recubre todo
lo antes mencionado; el cual posee también extensiones citoplasmaticas (Smyth y McManus,
2007). Se han propuesto diversas funciones para las glandulas de penetracién. Entre otras, que
sus secreciones podrian producir lisis de los tejidos del hospedador que protegerian a la oncosfera

del ataque del sistema inmune del animal al que esta invadiendo, asi como también que podrian
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asistir en la adhesion previa a la penetracién del tejido. Sin embargo, aun no es claro el rol de
estas glandulas en el proceso de penetracién del intestino del hospedador intermediario (Smyth y
McManus, 2007). En cuanto a los ganchos de este estadio de Echinococcus spp., se ha propuesto
gue los mismos podrian ayudar a romper los tejidos del hospedador, movilizados por la accién de
los musculos presentes en la oncosfera (Holcman y Heath, 1997). Una vez atravesado el intestino
del hospedador, la oncosfera alcanza la vena porta hepatica y se traslada a través de la sangre
hasta alcanzar el 6rgano blanco en el cual dara origen al metacestodo. Normalmente el sitio de
establecimiento del metacestodo es el higado o el pulmdn, aunque muchas otras localizaciones

son posibles.

/ Capsula

Capa vitelina
Ganchos

Embriéforo

Célula muscular
Capa granular

Oncosfera

Células germinales

Membrana de la

oncosfera Célula granular

Figura 1.3. Representacion esquematica de un huevo de parasito cestodo. En su interior se encuentra un
embrién con 3 pares de ganchos (embrién 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 fértil si se desarrollan los estadios larvarios, denominados escélices o protoescdlices
(ndtese que hace referencia al escélex o cabeza del pardsito adulto). Segun la especie de cestodo,
existen diferentes metacestodos. Entre los mas relevantes podemos encontrar: el cisticercoide, el

cisticerco, el cenuro y el quiste hidatidico (Figura 1.4).
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El cisticercoide es pequefio, piriforme, con un extremo anterior con ventosas y ganchos y
uno caudal angosto. Esta replegado formando una doble pared que cubre todo el cuerpo y se
aloja en la cavidad del cuerpo del hospedador intermediario, principalmente invertebrados, pero
también en el intestino delgado de los seres humanos, como es el caso de Hymenolepis nana.
Cuando completa su desarrollo estd en condiciones de infectar a los hospedadores definitivos, en
el interior de los cuales pierde sus membranas y libera el escélex y un pequeiio estrobilo a partir
del cual se forma el cestodo adulto (ej.: Moniezia expansa, Dipylidium caninum, Hymenolepis
nana). El cisticerco es una vesicula de tamafio variable, de forma oval, con una pared fina que
contiene liquido en su interior y que presenta un escdélex invaginado. Esta forma quistica es
monocefalica (tiene un solo escélex) y monosomdtica (posee un solo cuerpo) al igual que el
cisticercoide. La localizacidn del cisticerco es variable segun la especie parasitaria, por ejemplo:
sistema nervioso central, rifién, higado, bazo, miocardio, musculo estriado, tejido subcutdneo,
serosas, etc (por ejemplo: Taenia solium y T. ovis). El cenuro es una vesicula con liquido que se
clasifica como policefalico, a partir de su membrana interna brotan numerosos escdlices cada uno
de los cuales puede dar origen a un adulto, y monosomatico, al tener un solo soma. En general el
cenuro es de mayor tamafio que el cisticerco y parasita el sistema nervioso central (por ejemplo:
Taenia multiceps). El quiste hidatidico consta de una vesicula formada por dos capas propias: una
externa o laminar, la cual es acelular e integrada por ldminas superpuestas (compuestas por
glicoproteinas y hexaquifosfato de inositol en caso de Echinococcus granulosus); y una interna,
celular y prolifera (capa germinal) que es una fina ldmina granulosa y polinucleada, a partir de la
cual se originan cdpsulas proligeras y protoescdlices. La cavidad quistica estd ocupada por un
liguido transparente, denominado liquido hidatidico en el flotan pequefas vesiculas proligeras
gue contienen dos o mas protoescélices, ya que el quiste hidatidico vesiculariza hacia el interior
de la cavidad con la formacion de las cépsulas proligeras y la posible formacién de vesiculas hijas
enddgenas (es decir que tiene varios somas). Dentro de algunos quistes hijos, se pueden formar
por invaginaciéon, vesiculas terciarias o nietas, cada una de las cuales origina a partir de la
membrana prolifera diminutos protoescélices. Continuando con la clasificacidon anterior, el quiste
hidatidico es clasificado como policefalico y polisomatico. Esta forma vesicular suele localizarse en
el higado, pulmones, médula ésea, bazo y otros drganos. En estos érganos el parasito puede
adquirir una tercera capa denominada adventicia producida por el érgano parasitado como

respuesta al agente extrafio.
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Figura 1.4. Esquema de las principales formas juveniles (metacestodo) que puede adquirir los parasitos
cestodos: Se muestra el esquema de los metacestodos conocidos como cisticerco, cenuro, cisticercoide,
quiste hidatidico y metacestodo de Echinococcus multilocularis. En el quiste hidatidico, la membrana
adventicia es formada por el hospedador y no forma parte del metacestodo. Fuente de la imagen (Pérez,

2020).

Existen ademas 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 ultimo, el metacestodo de E. multilocularis es una estructura multivesicular,
infiltrante, sin barrera limitante del tejido del hospedador (membrana adventicia), que consiste en
numerosas vesiculas pequefias incrustadas en un estroma denso de tejido conectivo (Thompson,

2017) (Figura 1.4). La masa larvaria generalmente contiene una matriz semisélida en lugar de

22



HDACs en cestodos (Hugo Rolando Vaca)

fluida. La proliferacion se produce de manera endégena y exdgena. Esta capacidad proliferativa se
les atribuye a las células indiferenciadas de la membrana germinal, denominadas células
germinales (Koziol y col., 2014; Moro y Schantz, 2009). El metacestodo consiste en una red de
protuberancias celulares sélidas filamentosas de la capa germinal que son responsables del
crecimiento infiltrante (Eckert y Deplazes, 2004). Ademads, el desprendimiento de células
germinales de las protuberancias celulares infiltrantes y su posterior distribucién a través de la
linfa o la sangre puede dar lugar a los focos metastdticos distantes, caracteristicos de E.

multilocularis (Thompson, 2017).

Todas estas formas juveniles contienen en su interior a los estadios larvarios del parasito
(protoescélices o escélices). Estos estadios pierden sus envolturas una vez que se hallan en el
hospedador definitivo. Por la accion de las sales biliares y de las enzimas proteoliticas (pepsina y
tripsina) comienza el proceso de desenquistamiento, se evaginan los escolices (o los protescélices
libres) y se fijan con sus ventosas y ganchos (si poseen) a las paredes del intestino iniciandose asi

la segmentacion del cuerpo, proceso que se conoce con el nombre de estrobilizacion.

1.4. Cestodos de relevancia en salud humana y medicina veterinaria

A continuacidn, se describiran las principales enfermedades zoondticas 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 Organizacién
Mundial de la Salud (WHO, 2012), debido a que tienen grandes impactos en la salud publica y la
economia de numerosos paises, principalmente en aquellos con economias vulnerables y con
acceso a practicas de higiene y salud deficientes. La hidatidosis y la cisticercosis son producidas
por la proliferacidon de las formas juveniles de parasitos del género 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
bioldgicos. Cabe destacar que, en todos estos casos, los animales domésticos cumplen un rol
fundamental en la transmisién de la enfermedad, ya que pueden actuar como hospedadores

definitivos o intermediarios segun el cestodo involucrado.
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1.4.1. Parasitos del género Echinococcus

Los cestodos del género 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 clinicas de la enfermedad en el hombre son la hidatidosis quistica
causada por parasitos del complejo E. granulosus sensu lato (s.l.), la hidatidosis alveolar causada
por E. multilocularis y la hidatidosis neotropical cuyos agentes etiolégicos son E. vogeli y E.
oligarthra. La hidatidosis quistica (o equinococcosis quistica) es la presentacién mas frecuente, da
cuenta probablemente de mds del 95% de los 1 a 3,6 millones de casos globales. Por otra parte,
representa un importante problema en Sudamérica, 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 parasito E. multilocularis. Esta enfermedad
representa un importante problema en paises del hemisferio norte (Casulli y col., 2019). En la
Argentina no se han reportado casos autdctonos, siendo considerada como una enfermedad

exotica.

1.4.1.1. Ciclo de vida de los parasitos del género Echinococcus

El ciclo de vida de los pardsitos del género Echinococcus involucra dos hospedadores
mamiferos (Figura 1.5). En el ciclo biolégico de los pardsitos del complejo E. granulosus s.l., los
perros u otros cdnidos actlan como hospedadores definitivos y los mamiferos silvestres o
domésticos, como el ganado, y el ser humano actian como hospedadores intermediarios
(Thompson y McManus, 2001). El ciclo se inicia con el estadio de desarrollo adulto, que habita el
intestino delgado de un carnivoro (el hospedador definitivo). El parasito 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 carnivoro hacia el ambiente. Los huevos son por
lo general ingeridos por un herbivoro, el hospedador intermediario. Tras la ingestidn, la oncosfera
gue estd rodeada de una membrana protectora se libera y migra a través de la pared intestinal,
accediendo a través del torrente sanguineo a varios érganos. Los mas comunes el higado 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
hidatidico. El metacestodo produce por divisién asexual numerosos protoescélices, cada uno con
el potencial de desarrollarse en un parasito adulto después 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 vy
McManus, 2001). La infeccion del hospedador carnivoro con los estadios de desarrollo inmaduros
o adultos de E. granulosus s.l. no causan morbilidad. Pero la invasién de érganos, principalmente
higado y pulmones, del hospedador intermediario por el metacestodo puede causar una

enfermedad severa e incluso fatal; la hidatidosis quistica.

Echinococcus granulosus sensu lato Echinococcus multilocularis

/' Adulto / Adulto
Huevo
g <\k Huevo
\,\ &Y o)
Zorro 3 5
' Perro W F—@\\ . (' :
Escolex E{/ %\\\ \ /‘P & J

Escolex
Perro K

&

Roedores
Oncosfera Pr/otoescélex
Quiste hidatidico Metacestodo

Figura 1.5. Esquema del ciclo de vida de los parasitos del género Echinococcus. Se muestran,
esquematizados, los diferentes estadios de desarrollo de los parasitos 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: pardsito adulto, huevo, oncosfera,
metacestodo, protoescélex invaginado y protoescdlex evaginado. En el ciclo de vida de E. granulosus s. |. 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
actian en ambos casos como hospedadores accidentales. La imagen fue adaptada de Wen y col. (2019). *Se
muestran quistes hidatidicos en higados, pero también se pueden presentar en otros érganos, tal como el

pulmon.

A diferencia de lo que ocurre con los parasitos del complejo E. granulosus s.l., la
transmisidon de E. multilocularis se produce en un ciclo selvatico. Los zorros (principalmente el

zorro artico, Alopex lagopus, y el zorro rojo, Vulpes vulpes) desempefian un papel clave como
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hospedadores definitivos (Figura 1.5). En algunas areas, otros canidos silvestres, como los coyotes
(Canis latrans), los perros mapaches (Nyctereutes procyonoides) y los lobos (Canis lupus
familiaris), o los felinos salvajes también pueden actuar como hospedadores definitivos. Los
pequefios mamiferos, 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 pequeiios mamiferos que son susceptibles a E. multilocularis en condiciones
naturales, los miembros de la familia Arvicolidae (campafioles y lemmings) y Cricetidae (hamsters,
gerbos y roedores relacionados) son los mas susceptibles. Aunque se ha descrito alguna variacién
entre los aislamientos de E. multilocularis de América del Norte y Eurasia, no hay evidencia de
diferencias genéticas entre cepas. Tanto la hidatidosis quistica como la alveolar, se caracterizan
por tener un periodo de incubacidn asintomdtico que puede durar muchos afios 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 metastasico que presenta el
metacestode. En el caso de la hidatidosis alveolar existe una alta tasa de mortalidad (mas del 90%
en pacientes no tratados) debido al desarrollo metastasico que presenta E. multilocularis (Casulli y

col., 2019).

1.4.1.2. Especies pertenecientes al complejo Echinococcus granulosus sensu lato

El nimero de especies pertenecientes al género E. granulosus, y principalmente al complejo
E. granulosus s. |., ha sido tema de debate entre los especialistas durante muchos afios. Tal es asi,
qgue no fue sino hasta la década del 50 del siglo XX, que se determind que la especie responsable
de la equinococcosis alveolar era el parasito E. multilocularis y no E. granulosus s.l.; como se creia
hasta ese momento (Nakao y col., 2007). Gracias al avance en las técnicas de secuenciado de
ADN, se comenzaron a analizar genes mitocondriales y nucleares de los diversos integrantes del
género Echinococcus. Dichos estudios confirmaron que E. multilocularis, E. vogeli y E. oligarthra
eran diferentes entre si y que E. granulosus s.l. podia subdividirse en diferentes genotipos
(indicados con la letra G seguida de un namero). Actualmente, se reconoce que el complejo E.
granulosus s.I. estd compuesto por numerosas variantes genéticas que difieren en una serie de
caracteristicas, tales como el perfil de proteinas, repertorios de carbohidratos y lipidos,
morfologia de los ganchos, requerimientos metabdlicos, desarrollo de quistes fértiles en
infecciones naturales, desarrollo de quistes en infecciones experimentales, especificidad del
hospedador intermediario, periodo pre-patente, antigenicidad e infectividad y patogenicidad en

los seres humanos (Cucher y col., 2016). La nueva clasificacion 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 mas frecuente en todo el mundo. Este genotipo produce quistes hidatidicos fértiles
principalmente en ovejas y es frecuentemente aislado de los seres humanos. E. equinus (genotipo
G4) tiene notables diferencias morfoldgicas y de desarrollo con el genotipo G1. Este genotipo solo
ha sido encontrado en equinos. E. ortleppi (genotipo G5) produce quistes fértiles 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 analisis filogenético los agrupd como un grupo
monofilético. 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 cérvidos
para los genotipos G8 y G10. Estos 4 genotipos han sido aislados de muestras provenientes de

seres humanos.

1.4.1.3. Distribucion geografica de la hidatidosis

Si bien la hidatidosis quistica tiene una distribucién practicamente global, existen ciertas
regiones altamente endémicas (Figura 1.6). Entre ellas se puede mencionar el cono sur de
Sudamérica, el norte de Africa, el sur y este de Europa, la zona este del mar Mediterraneo,
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 quistica. Teniendo en
cuenta este escenario, es posible delinear la distribucidon geografica de los diferentes genotipos, a
saber: E. granulosus s.s. (genotipo G1) esta presente en Australia, Europa, Estados Unidos, Nueva
Zelanda, Africa, Sudamérica y Rusia; E. granulosus s.s. (G3) en Asia; E. equinus (G4) en Europa,
Oriente Medio y Sudafrica; E. ortleppi (G5) en Europa, Sudéfrica, India, Rusia y Sudamérica; E.
canadensis (G6/G7) en Europa, Africa y Sudamérica; E. canadensis (G8/G10) en América 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 area endémica mas
conocida para la equinococcosis alveolar (Eckert y Thompson, 2017) pero la enfermedad es
prevalente en varios paises del hemisferio norte (Figura 1.6). Esta enfermedad zoondtica se
encuentra entre las parasitosis mas severas en seres humanos y dentro de las enfermedades
tropicales desatendidas prioritarias segin la OMS ((WHO, 2012). En Argentina no se han

reportado casos autdctonos y es considerada una enfermedad exdtica.
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. Regiones altamente endémicas para E. granulosus s. |. y E. multilocularis {,v;/

== Regiones altamente endémicas para E. granulosus s. |.
[7] Regiones endémicas para E. granulosus s. |.

] Regiones endémicas para E. multilocularis

] Regiones no endémicas o sin datos disponibles

Figura 1.6. Distribucion geografica de la hidatidosis. En el mapa se muestran las zonas geograficas donde
se puede encontrar tanto la hidatidosis quistica (o equinococcosis quistica), causada por parasitos del
complejo Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.), como también de la hidatidosis alveolar, causada por el

parasito E. multilocularis. La Imagen fue adaptada de Weny col., (2019)

1.4.1.4. Importancia de la hidatidosis quistica en nuestra regién

Teniendo en cuenta los posibles hospedadores intermediarios de los parasitos del complejo
E. granulosus s.l. y la importancia de las actividades ganaderas en los paises de nuestra region, no
sorprende que tanto Argentina, como Uruguay, Brasil y Chile representen una zona altamente
endémica para la hidatidosis. En el caso de Argentina, la hidatidosis esta distribuida
practicamente en todo el territorio nacional, con mayor prevalencia en zonas rurales y, en
particular, en regiones de cria de ganado ovino y caprino, aunque también afecta regiones de cria
de ganado bovino y porcino. No obstante, la distribucién no es uniforme en todo el territorio, sino
gue existen provincias afectadas en toda su extension y otras solo parcialmente (Figura 1.7). Los
mayores focos endémicos de hidatidosis en Argentina se localizan en las areas: Patagdnica (Tierra
del Fuego, Santa Cruz, Chubut, Rio Negro y Neuquén), Pampa Humeda (Provincia de Buenos Aires,
sur de Santa Fe y Cdrdoba), Mesopotamica (territorio de Corrientes, al sur del rio Corrientes, y
norte de Entre Rios hasta el eje La Paz, Federal y Concordia), Cuyana (Provincia de Mendoza y
oeste de San Juan), Mediterranea (parte de las provincias de Cérdoba, Santiago del Estero, San

Luis, La Rioja, Catamarca y San Juan), y de Alta Montafia del Noroeste (Tucuman, 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

pais (Cuchery col., 2016; Debiaggi y col., 2017; Kamenetzky y col., 2002; Rosenzvit y col., 1999).

Desde el punto de vista de la salud publica, la hidatidosis es un problema grave en las zonas
endémicas, especialmente en aquellas vinculadas a actividades agro-ganaderas, y mas aun en
zonas de bajos recursos. La hidatidosis es una enfermedad crdnica, que no solo puede ser mortal,
sino que puede generar diversos grados de discapacidad que varian tanto en gravedad como en
duracion. La gravedad de la enfermedad varia mucho de acuerdo a la localizaciéon del quiste
hidatidico. Por ejemplo, los quistes hepaticos suelen ser asintomaticos durante mucho tiempo,
aun cuando desarrollen un tamafio importante, mientras que los quistes cerebrales u oculares
pueden traer grandisimas complicaciones incluso siendo pequefios; esto explica por qué los
quistes intracerebrales suelen detectarse en niflos, mientras que los hepaticos se registran a

edades mds avanzadas (Moro y Schantz, 2009).

En varios de los paises de la regidn 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 administracion de drogas antihelminticas a los perros de regiones altamente
endémicas ocho veces al afio, con la finalidad de evitar que el parasito llegue a su estado gravido y
no asi 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 vehiculos y recursos humanos para lograr desparasitar ya sea a grandes
poblaciones de perros, o poblaciones pequefias pero muy dispersas. Sumado a eso, los accesos a
las zonas de mayor prevalencia de hidatidosis muchas veces son bastante precarios, dificultando
aun mas las tareas de control. No obstante las complicaciones técnicas, han habido algunos
avances en el control de la hidatidosis en ciertas regiones; como Uruguay y las provincias
argentinas de Tierra del Fuego, Neuquén y Rio 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 educacién sanitaria, deteccién y
tratamiento temprano de los infectados. Cabe destacar que el mas grande desafio que deben
vencer los programas de control, aparte de las complicaciones técnicas y logisticas, es la

continuidad en el tiempo, ya sea por decisiones econdmicas y/o politicas.
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Figura 1.7. Principales focos de hidatidosis quistica en Argentina. La figura muestra la distribucion de la
hidatidosis en la Republica Argentina, destacando los principales focos de la enfermedad. Los puntos azules
indican la ubicacidn de las escuelas rurales que sefialaron que la hidatidosis es una problematica presente
en su comunidad (relevamiento 2006-2009). El mapa fue adaptado de la pagina web del Programa Nacional

Mapa Educativo del Ministerio de Educacién de la Nacion.

Recientemente, en la Provincia de Rio Negro, se ha realizado una prueba de campo, en
ovejas, de la vacuna EG95. Esta vacuna se basa en una proteina recombinante de la oncosfera de
E. granulosus (Jabbar y col., 2011). Los resultados han sido prometedores, y han mostrado
proteccion frente a la infeccién por E. granulosus en animales de hasta tres afos. No obstante,

aun se requieren mas 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 aplicacion de la vacuna
EG95 no estd exenta de complicaciones técnicas, de infraestructura y econémicas, la misma

representa una herramienta mas en la lucha contra la hidatidosis.

1.4.1.5. Diagnéstico y tratamiento de la hidatidosis

El diagndstico de hidatidosis se lleva a cabo mediante examen clinico, diagndstico por
imagenes y serologia. En las etapas iniciales del desarrollo de la hidatidosis normalmente no se
presentan sintomas, razén por la cual la hidatidosis suele diagnosticarse en adultos en los que
el/los quiste/s han crecido durante varios afios. La aparicion de los sintomas puede variar mucho
dependiendo de cual sea el drgano afectado y de la posicién y tamafo del quiste en dicho 6rgano.
Asimismo, pueden surgir complicaciones debidas a rupturas del quiste que pueden generar
infecciones secundarias en otros tejidos del hospedador (debido a la plasticidad fenotipica antes
mencionada de los protoescélices). La ruptura del quiste puede provocar también reacciones

anafilacticas y otras complicaciones sumamente peligrosas para la salud.

Una de las herramientas mds utiles para el diagndstico de la hidatidosis es la ecografia, la
cual permite el diagndstico, clasificacion (existe un sistema estandarizado de clasificacion por
ecografia de los quistes hidaticos, establecido por la OMS) y seguimiento de los quistes, aunque la
sensibilidad es baja para quistes de pequefio tamafo. Otras técnicas de imagenes, como la
resonancia magnética y la tomografia, son usadas también para el diagndstico. Las pruebas
seroldgicas constituyen también una herramienta Util para el diagndstico y seguimiento de la
hidatidosis. No obstante, a pesar de su uso muy difundido, aun existen dudas sobre su eficacia, ya
que la misma parece variar con la localizacién, tamafio y estado del quiste. Asimismo, se ha
reportado reaccidon cruzada con antigenos propios de otras helmintiasis, cirrosis hepaticas y

ciertos tipos de cancer, lo cual pone en duda su especificidad.

Respecto al tratamiento de la hidatidosis quistica, existen cuatro posibilidades,
dependiendo del estado de los quistes: cirugia, esterilizacién percutanea, tratamientos con drogas
antihelminticas y observacion. La cirugia es el tratamiento mas 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 6rganos importantes. Por otra parte, es mas
dificil de aplicar en pacientes con multiples quistes en diversos drganos. Las técnicas de
esterilizacién percutanea incluyen a PAIR (Puncidn, aspiracidn, inyeccidn y reaspiracidon), que

destruye la capa germinativa del quiste; y cateterismos modificados, que remueven la totalidad
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del quiste. La técnica de PAIR involucra una puncidon percutdnea de quiste (asistida por
ultrasonido), la aspiracion del contenido, inyeccion de algin protoescolicida adecuado vy
reaspiracion luego de 15 a 20 minutos. Un choque anafilactico es un posible riesgo al aplicar esta
técnica. Este tratamiento se acompaia de administracidon de drogas antihelminticas para prevenir
quistes secundarios. Los farmacos 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 ultimo el mas usado actualmente. Estas drogas son mas efectivas
para el tratamiento de quistes pequefos, no siendo Utiles para tratar quistes de mas de 10 cm de
diametro. Ademas, 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 observacién, ya que muchas veces los quistes terminan calcificdndose y volviéndose

totalmente inactivos, sin generar inconvenientes mayores.

En el caso de E. multilocularis, las posibilidades de tratamiento se reducen a la cirugia (con
administracidon posterior de drogas antihelminticas para prevenir recurrencias), o bien a la
administracién por largos periodos de benzimidazoles, para los casos que no pueden ser
operados. Estas drogas inhiben la proliferacion de la larva, pero no la matan. En casos terminales
de hidatidosis alveolar se han llevado a cabo trasplantes hepaticos, pero el uso de
inmunosupresores asociado a este tipo de intervenciones puede estimular el crecimiento del

pardsito 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, ain resta mucho por hacer en lo que respecta al diagndstico 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 mas vulnerables a esta enfermedad suelen
ser las de menores recursos. Por ejemplo, la técnica PAIR debe ser llevada a cabo por equipos
altamente capacitados, capaces de lidiar con un choque anafilactico. 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
antihelminticos resulta en una complicacidn frecuente en las terapias farmacoldgicas basadas en

una Unica 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 especificas
contra la hidatidosis, que reduzcan el uso de terapias invasivas, es de suma necesidad ampliar
nuestro conocimiento en lo que respecta a la biologia del parasito, los factores que favorecen su
establecimiento, su relacién 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 infeccion intestinal parasitaria causada por tres especies de
pardsitos cestodos: Taenia saginata (conocida como tenia bovina), T. solium (tenia porcina) y T.
asiatica (tenia asidtica). La infeccion por T. solium es una de las mas 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 Unicos hospedadores definitivos,
pero tanto los seres humanos como los cerdos han sido documentados como hospedadores
intermediarios (Figura 1.8). En los hospedadores intermediarios el embriéon 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 mds comuUnmente por la ingestidn de alimentos o agua contaminada con huevos de T.
solium. También se ha sugerido que los seres humanos pueden auto infectarse a través de malos
habitos de higiene. Los huevos provenientes de un parasito adulto, que ha alcanzado la madurez
en el intestino delgado de un ser humano, pueden ser expulsados a través de la progldtide con un
numero minimo de 100 000 huevos por dia (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 sanguineo a diversos tejidos del cuerpo, incluidos el
cerebro, los ojos, la piel y los musculos, donde se depositan y comienzan a crecer. Dentro de estos

tejidos el embridon comienza una etapa de multiples cambios hasta convertirse en un cisticerco.
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Figura 1.8. Esquema del ciclo de vida del parasito Taenia solium. Se muestran esquematizados los
diferentes estadios de desarrollo del parasito T. solium. Los estadios son: pardsito adulto, huevo, oncosfera
y cisticerco. Los seres humanos pueden actian como hospedador definitivo (teniasis) y hospedador
intermediario (cisticercosis). La Imagen fue adaptada de la pagina del Centros para el Control y la

Prevencién 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 vesicula que contiene un liquido claro que

rodea el escélex del parasito. 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 afios, antes de que comiencen a degenerarse. La "etapa coloidal" marca
esta transicion, en la cual el escélex muestra signos de deterioro y el liquido vesicular comienza a
aparecer turbio. Después de esto, el liquido vesicular se vuelve gradualmente mds opaco y el
quiste comienza a calcificarse, terminando su evolucion como un nédulo 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 escélices se evaginen de la vesicula del cisticerco y se adhieran a
la pared del intestino de los seres humanos (enfermedad denominada teniasis). Aqui, la tenia
madura hasta la edad adulta, momento en el que se liberan a través del excremento de los
hospedadores definitivos los proglétidos gravidos. El cisticerco suele alojarse en los musculos,
tejido subcutaneo u ojo, pero cuando el cisticerco se aloja en el sistema nervioso central la

patologia puede ser mucho mas grave y se la denomina neurocisticercosis (NCC).

1.4.2.2. Distribucion geografica de la teniasis/cisticercosis

La NCC es la enfermedad helmintica mas comun del sistema nervioso central en los seres
humanos y presenta una alta prevalencia en paises en desarrollo de Africa, Asia y América Latina
(Figura 1.10). Segun la OMS es la causa prevenible, mas frecuente de epilepsia en estas regiones
(WHO, 2012). Se estima que 2 millones de personas padecen epilepsia debido a la infeccién por T.
solium en el sistema nervioso central. La NCC sintomdtica representa aproximadamente la tercera
parte de los trastornos convulsivos y contribuye a otras enfermedades neurolégicas (Fogang vy
col., 2015). Sin un manejo adecuado, que no siempre esta disponible en muchas areas endémicas,
la NCC todavia se asocia con altas tasas de mortalidad (50 000 muertes por afio) (Fogang y col.,

2015).

En América 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 clinicas de la NCC pueden variar desde una
infeccion completamente asintomatica hasta una enfermedad grave e inclusive la muerte. Los
signos y sintomas de la NCC suelen ser inespecificos. El principal factor determinante de la NCC
sintomadtica es la localizacion de los cisticercos: parénquima cerebral o en los espacios
extraparenquimaticos. Cuando el cisticerco se desarrolla en el parénquima cerebral las

convulsiones son el sintoma mas 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 hipertensién intracraneal aguda potencialmente
mortal (Fogang y col., 2015). La obstruccion del flujo del liquido cefaloraquideo ocurre con mayor
frecuencia cuando los quistes se alojan en el cuarto ventriculo y causan hidrocefalia de manera
progresiva. Otra forma de presentacidn es la encefalitis cisticercal, en la cual los sintomas pueden
ser hipertensidn intracraneal. La afectacion de la médula espinal es rara y representa del 1% al 5%

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

0060

B Region endémica \
[ Region endémica sospechosa

[ Regién con cerdos en riesgo

Il Region sin datos

[EX Regin con posible transmicién en algunas comunidades %
[] Regién no endémica O /

[ Regién no aplicable

Figura 1.10. Distribucion geografica de la teniasis. En el mapa se muestran las zonas geograficas donde se
puede encontrar la teniasis, causada por el parasito Taenia solium. La Imagen fue adaptada del reporte de

(WHO, 2016).

1.4.2.3. Diagnéstico y tratamiento

Como se menciond anteriormente la NCC presenta una gran heterogeneidad en cuanto a
las presentaciones clinicas. Esto no solo complica el procedimiento de diagndstico, sino que
también 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 afectacion del SNC, la
caracterizacion de la respuesta inmune existente y el niUmero, la ubicacién 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 antihelminticos en el tratamiento
de la NCC ha generado controversia, ya que el uso de farmacos existentes hasta el momento,
puede suponer un mayor riesgo para el paciente mas 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 diagndstico y una caracterizacion definitiva de la infeccion debido a la falta de
neuro-imagen, se considera imprudente continuar el tratamiento con antihelminticos y los

pacientes solo deben ser tratados segun los sintomas que presenten (Fogangy col., 2015).

1.5. Cestodos modelos

La escasa disponibilidad de material bioldgico 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 evaluacién del efecto antihelmintico
de varios compuestos. Este parasito es un modelo de laboratorio de cestodos, ampliamente
validado para el estudio de varios aspectos de la biologia de cestodos (Hemphill, 2010); en
particular en la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento farmacoldgico (Maggiore y
Elissondo, 2014; Markoski y col., 2006). El estadio de desarrollo larvario (tetratiridio) de M. corti
tiene una capacidad notable de reproduccion asexual en la cavidad peritoneal de ratones y
algunos otros hospedadores de mamiferos, lo que proporciona una disponibilidad continua de
material biolégico. Ademds, se cultiva facilmente 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 ain no se conocen todos los detalles,
aunque se sabe que necesita dos hospedadores intermediarios (Figura 1.11). Los primeros
hospedadores intermediarios son los artrépodos (hormigas, escarabajos copréfagos, acaros
oribatidos), que ingieren los huevos que son expulsados junto con las heces del hospedador
definitivo. Dentro de los artropodos el huevo se desarrolla a cisticercoides, que es comido junto
con el artrépodo por los segundos hospedadores intermediarios; que pueden ser reptiles,
anfibios, aves o pequefios mamiferos. 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 estdmago, alcanzan el intestino,
se desarrollan a adultos y comienzan a poner huevos. El periodo de prepatencia dura de 15 a 20

dias.
ODPDx Mesocestoides spp.

% AS Infeccién humana
accidental

e El segundo hospedador intermediario consume
el artrépodo y los tetratiridios (estadios de
desarrollo infectivo) que se dasarrollan en la
cavidad peritoneal y otros organos

Escolex

Oncosferas/proglétides ingeridas
por un artrépodo no identificado

(hospedador intermediario)

en intestino delgado

&

Las proglétides gravidas son Estadio de desarrollo
Oncosfera eliminadas con las heces infectivo

Figura 1.11. Esquema del ciclo de vida de parasitos del género Mesocestoides. Se muestran,
esquematizados, los diferentes estadios de desarrollo de parasitos del género Mesocestoides y los
hospedadores en los que ingresan o se desarrollan. Los estadios son: parasito adulto, oncosfera,
cisticercoide y tetratiridio. La Imagen fue adaptada de la pagina del Centro para el Control y la Prevencién

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

También puede ocurrir que la mascota u otro hospedador definitivo ingieran
accidentalmente un artrépodo contaminado. En este caso, los cisticercoides daran lugar a los
tetratiridios que, en vez de quedarse dentro del intestino, atraviesan la pared intestinal e invaden
la cavidad peritoneal. En ella pueden ademds multiplicarse asexualmente por simple divisién
longitudinal. En este caso se habla de una tetratiridiosis, en vez de la mesocestoidiasis que es la

infestacion del intestino con formas adultas.
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1.6. Remodelacion de la cromatina

La cromatina es un complejo formado por proteinas histonas y no histonas, asociadas al
cromosoma, que se unen al acido desoxirribonucleico (ADN). Esta estructura es la forma en la que
se encuentra el ADN dentro del nucleo celular y tiene una subunidad fundamental, denominada
nucleosoma. Cada particula de nucleosoma estd compuesta de un octdmero de cuatro histonas,
compuestas por dos unidades de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 y 147 nucledtidos del ADN
bicatenario (Figura 1.12). El octdamero de histonas forma un nucleo de proteinas con una carga
positiva a la que se enrolla el ADN, compactando de esta manera el material genético (de Ruijtery

col., 2003).

colas de las Histonas

Nucleosoma

Figura 1.12. Nucleosoma. Representacién esquematica del nucleosoma, formado por el ADN enrollado en
el octdmero de proteinas Histonas. Imagen adaptada del banco de imagenes gratuitas de Adobe®

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

Como se mencioné anteriormente, los cestodos deben realizar pasajes secuenciales entre
dos o mas hospedadores a fin de completar su ciclo de vida, en los cuales atraviesan diferentes
estadios de desarrollo, experimentando una serie de cambios morfolégicos que implican procesos
de proliferacién, diferenciacién y muerte celular. Esta notable plasticidad fenotipica de los
cestodos implica sistemas complejos de control de la transcripcion genética que modulen el
desarrollo y la diferenciacion celular. En muchos organismos, incluidos trematodos y turbelarias,
el desarrollo embrionario, la diferenciacién y la capacidad de adaptacion 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 mas claro que estas modificaciones en el
empaquetado del material genético 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 remodelacion de la cromatina incluyen los procesos de
metilacion del ADN, modificaciones postranscripcionales reversibles de histonas, variantes
histdnicas, factores de remodelacidon de la cromatina y acido ribonucleico (ARN) no codificantes.
Las enzimas que intervienen en estos procesos, en especial en la metilacion de ADN vy las
modificacion de las histonas, son ampliamente estudiadas como posibles blancos farmacoldgicos
(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

IM

un sistema de regulacién complejo, conocido como el “céddigo de histonas”. Un componente
importante en el cddigo de histonas es el grado de acetilacidon de las colas amino terminales, que
tiene efecto directo en la estructura de la cromatina. Un porcentaje alto de acetilacion
(hiperacetilacion) esta generalmente asociado con la cromatina transcripcionalmente activa: la
eucromatina. Por el contrario, un mayor porcentaje de desacetilacidon se asocia con las regiones
compactas de la cromatina: la heterocromatina. Este proceso se encuentra bien regulado por dos
clases de enzimas especificas remodeladoras de la cromatina: las enzimas Histona deacetilasas
(HDACGs) vy las enzimas Histona acetiltranferasas (HATs), que remueven o transfieren grupos

acetilos a los residuos de lisina en las colas histdnicas, respectivamente (Chuang y col., 2009)

(Figura 1.13).

Activacion transcripcional

Histona

Represién transcripcional

Figura 1.13. Regulacién de la expresion génica mediada por la estructura de la cromatina. Representacién
esquematica de la regulaciéon de la expresién génica mediada por cambios en la estructura de la cromatina,

principalmente las modificaciones en la acetilacion de las colas histonas. El nivel de acetilacién de histona
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esta regulado por las enzimas Histona deacetiladas (HDACs) e Histona acetiltranferasas (HATs). A: grupo

acetilo. La imagen fue adaptada de Chuangy col. (2009).

1.6.1. Las Histonas deacetilasas

Las HDACs forman una familia de enzimas ampliamente conservadas, implicadas en el
control de la expresidn genética mediante la remocién de residuos acetilo de las histonas y otras
proteinas no histonicas (de Ruijter y col.,, 2003). Estas enzimas tienen una localizacion tanto
nuclear como citosdlica y poseen un amplio rango de pesos moleculares. En mamiferos, se han
descripto 18 miembros agrupados en dos subfamilias filogenética y estructuralmente
relacionadas: las clasicas HDACs que tienen un dominio catalitico dependiente del Zn** (HDAC 1-
11) y las Sirtuinas (SIRTs) que tienen un dominio catalitico dependientes del cofactor NAD* (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 proteinas HDAC1, 2, 3 y 8, relacionadas con la enzima de levadura Rpd3;
en H. sapiens estas proteinas se expresan en la mayoria de las lineas celulares y se localiza
fundamentalmente en el nucleo; ii) Las HDACs de Clase Il, que incluyen las proteinas HDAC4, 5, 6,
7,9y 10, relacionadas con la proteina de levadura HDA1 y expresadas en el nucleo y el citoplasma
de un pequefio nimero de tejidos. Esta clase puede a su vez subdividirse en dos subclases, HDACs
de Clase Ila (HDAC4, 5, 7y 9) y de Clase IIb (HDAC6 y 10); v iii) Las HDACs de Clase 1V, formada por
la proteina HDAC11 (de Ruijter y col., 2003; Gregoretti y col., 2004).

En platelmintos se han reportado HDACs de Clase | y Il (Cabezas-Cruz y col., 2014; Dubois y
col., 2009; Oger y col., 2008; Scholte y col., 2017), asi como SIRTs (Lancelot y col., 2013). Por otro
lado, se han realizados pruebas con inhibidores de HDACs utilizados en cancer, como drogas para
la Schistosomiasis, Toxoplasmosis y Malaria con resultados (Campo, 2017; Chua y col., 2017; Engel
y col., 2015). Sin embargo, en los parasitos cestodos (E. granulosus s.s., E. multilocularis, T. solium
y M. corti) existe un desconocimiento en este campo. Dado que estos parasitos son agentes
causales de varias patologias en humanos y otros mamiferos, resulta importante su estudio y

comprension 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 catalitico HDACs
conservado (HDACs clasicas) (rectangulos de color anaranjado), el dominio catalitico de las Sirtuinas
(rectangulos de color azul) y el dominio catalitico de ADPribosil transferasa (rectangulos de color morado).
No se ha informado actividad catalitica para SIRT7. También se muestran la region rica en leucina en
HDAC10 y el dedo de zinc C-terminal (ZnF) en HDACG. A la izquierda se indica el nUmero de aminoacidos de

cada enzima.

1.6.2. Inhibidores de las enzimas HDACs

Son numerosos los estudios que relacionan la regulacion deficiente de las HDACs con el
cancer, enfermedades neurolégicas y desdrdenes de la inmunidad (Falkenberg y Johnstone,
2014). De hecho, ya estan aprobados por la FDA (del inglés, U.S.A. Food and Drug Administration)
cuatro inhibidores de las HDACs (HDACi) como farmacos para el tratamiento de diferentes

canceres (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Inhibidores de las HDACs. Se muestran las estructuras quimicas de los inhibidores de HDACs
aprobados por la FDA para el tratamiento de diferentes tipos de canceres. Epidaza, se encuentra aprobado

en China desde 2015. La imagen fue adaptada de Rodriguez de Lera (2016).

Vorinostat (SAHA, Zolinza®) y romidepsina (FK228, Istodax®) son HDACi que se utilizan en
clinica desde 2006 y 2009, respectivamente, para el tratamiento del linfoma cutdneo de células T.
Belinostat (PDX-101, Beleodag®) es también un HDACi que ha sido aprobado por la FDA en 2014
para el tratamiento del linfoma de células T periféricas. Panobinostat (LBH589, Farydag®), otro
HDACI, ha sido aprobado recientemente (2015) para el tratamiento de pacientes con mieloma
multiple. Ademds, chidamide (Epidaza®) es un farmaco aprobado en China en 2015 para el
tratamiento de enfermedades hematoldgicas. Estos compuestos muestran actividad con mas de
un isotipo de HDAC, constituyendo inhibidores no selectivos; actualmente se encuentra en auge la
busqueda y disefos de inhibidores selectivos de cada isotipo de HDAC, ya que se cree que podrian
tener mejor perfil farmacolégico 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
investigacion como blancos terapéuticos, principalmente en cancer (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
especificos sobre estas enzimas en cestodos. Los genomas disponibles de Echinococcus spp y T.
solium, en cuya secuenciacién y analisis participd el laboratorio de Biologia 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. Ademas, el gen HDAC1 en E. multilocularis ha
mostrado una gran expresién en el metacestodo, el estadio de desarrollo clinicamente relevante
de la echinococcosis alveolar (Koziol y col., 2014). Asimismo, se han propuesto como blancos

farmacoldgicos en pardasitos, incluyendo helmintos (Chakrabarti y col., 2015; Marek y col., 2013).

HIPOTESIS

La hipodtesis central del presente trabajo de tesis doctoral es que el bloqueo o inhibicidn de
la actividad enzimdtica de proteinas involucradas en la remodelacion 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
biologia de los cestodos y aporten nuevas alternativas para el tratamiento farmacolégico de

enfermedades desatendidas causadas por estos parasitos.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo es evaluar las HDACs en cestodos como potenciales blancos

farmacoldgicos en el tratamiento de enfermedades parasitarias desatendidas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Se proponen cinco objetivos especificos 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 farmacolégicos, determinando el efecto de su

inhibicién sobre la viabilidad parasitaria.

3) Evaluar el efecto antihelmintico de un alto nimero de inhibidores de las enzimas HDACs.

4) Caracterizar el efecto farmacolégico de aquellos inhibidores de las HDACs y SIRTs que hayan

demostrado mayor actividad antihelmintica.

5) Caracterizar estructuralmente las HDACs propuestas como potenciales blancos farmacoldgicos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material Parasitario

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

Los protoescolices (PSC) de E. granulosus s.l. empleados en este trabajo fueron obtenidos
de quiste hepaticos 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 extraccidon de los PSC se realizé6 mediante aspiracion suave del liquido hidatidico
de los quistes con aguja bajo condiciones de esterilidad. El material recolectado se lavo tres veces
con PBS pH 7,2, suplementado con levofloxacina (20 ug/mL), a fin de remover los restos de capa
germinal que pudieran haber sido arrastrado en la aspiracién del liquido hidatidico. La viabilidad
parasitaria se determind mediante el test de exclusidn por tincién con eosina. Solo se emplearon
muestras con un porcentaje de vialidad superior a 95%. Por ultimo, se determind la especie y
genotipo mediante secuenciacion del fragmento de la subunidad 1 del gen mitocondrial

Citocromo C oxidasa, como se describié 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 describid 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 infeccién de seis meses, seguido por tres pasajes secuenciales
en ratones hembras adultas Balb/c (tres meses de edad) por un periodo de infeccidén de tres
meses. Las inoculaciones se realizaron con 200 plL de TTy por via intraperitoneal. Los animales de
experimentacion 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 Microbiologia y
Parasitologia Médica (IMPaM), Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires (UBA)-

Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas (CONICET), Argentina. El material
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utilizado en este trabajo corresponde a TTy obtenidos de ratones hembra Balb/c. Después de 3
meses de infeccidn, los ratones fueron sacrificados por eutanasia en camara de CO,. 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 pug/mL). Los TTy fueron incubados por 24 h
(horas) antes de su utilizacion en 5 mL de medio Mco-RPMI 1640 (Anexo A.1.1) en una atmdsfera

controlada de 5% de CO, a 37°C.

2.1.3. Declaraciones Eticas

Todos los experimentos que involucraron animales de experimentacién, o muestras
bioldgicas, se llevaron a cabo de acuerdo a los protocolos aprobados por el Comité 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 parasitos cestodos:
Mesocestoides corti” CD N° 1127/2015 y CD N° 1229/2015 y “Puncién de quistes hidatidicos

provenientes de infecciones naturales” CD N° 3723/2014.

2.2. Identificacién y analisis de genes codificantes de HDACs en cestodos

2.2.1. Identificacion de genes codificantes de HDACs en los genomas de cestodos

Los genes codificantes de HDACs en cestodos se identificaron mediante busquedas por
homologia 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 vy,
como secuencias carnadas (o query en inglés), las secuencias candnicas de aminodacidos
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 seleccién de
genomas de nematodos y platelmintos de mayor calidad de ensamblado (International Helminth
Genomes Consortium, 2017). Estos criterios definen valores minimos para los parametros de Nsg
(= 5 Kb) y CEGMA (> 85 %). Las secuencias parasitarias obtenidas con un valor de E < 0,00001, en
las busquedas por homologia, se emplearon para un analisis de BLASTp reciproco contra el

proteoma de H. sapiens (https://www.uniprot.org/proteomes/UP000005640).
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Tabla 2.1. Lista de genomas de parasitos cestodos empleados

Cédigo  Especie BioProyect ID? Referencias
Eca Echinococcus canadensis G7 PRJEB8992 Maldonado y col., 2017
Egr Echinococcus granulosus sensu stricto G1 PRJEB121 Tsaiy col., 2013
Echinococcus granulosus sensu stricto G1 PRJNA182977 Zheng y col., 2013
Emu Echinococcus multilocularis PRJEB122 Tsaiy col.,, 2013
Hdi Hymenolepis diminuta PRJEBS07 Coghlany col., 2017
Hmi Hymenolepis microstoma PRJEB124 Tsaiy col.,, 2013
Mco Mesocestoides corti PRJEB510 Coghlany col., 2017
Tas Taenia asiatica PRJEB532 Coghlany col., 2017
Taenia asiatica PRJNA299871 Wangy col., 2016
Tsa Taenia saginata PRJNA71493 Wang y col., 2016
Tso Taenia solium PRJNA170813 Tsaiy col., 2013

@ BioProyect ID de acuerdo a la base de datos WormBase Parasite

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
busquedas por homologia. En estos casos los genes se predijeron empleando el predictor de
genes Augustus (Stanke y col., 2006), previamente entrenado para la identificacion de genes de

parasitos del género Echinococcus (Maldonado y col., 2017).

Por ultimo, 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. Andlisis filogenéticos de los genes codificantes de HDAC en cestodos

Se realizaron analisis filogenéticos a fin de determinar la identidad de los genes de HDACs
de cestodos y poder clasificar estos genes dentro de las clasicas familias de las HDACs. Para estos
analisis se utilizaron las secuencias de aminodcidos correspondientes a los dominios cataliticos de
HDACs de los genes identificados en cestodos, asi como también, las HDACs de H. sapiens y S.
mansoni. Los dominios cataliticos de HDACs se identificaron mediante el paquete de herramientas
HMMER disponibles en la pagina Pfam (http://pfam.xfam.org/) y el perfil de secuencia consenso
de aminoacidos de la familia de HDACs (Pfam: PFO0850). Estas secuencias se alinearon usando el
software ClustalW. Los alineamientos se ajustaron manualmente cuando fue necesario. Los
arboles filogenéticos se infirieron mediante el método de maxima verosimilitud usando matrices

JTT. La estadistica consenso fue inferida empleando 1 000 repeticiones. El andlisis final involucrd
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90 secuencia aminoacidicas. Todas las posiciones con una cobertura menor al 90% fueron
eliminadas. Se emplearon en total 76 posiciones en el set de datos final. El andlisis de evolucion se

realizd mediante el software MEGAS (Tamura y col., 2011).

2.2.3. Andlisis del porcentaje de identidad entre los genes de HDACs

Se evalué el grado de similitud de los genes de HDACs identificados en cestodos con las
HDACs de H. sapiens y S. mansoni. Este andlisis se realizé calculando el porcentaje de identidad
entre las secuencias de aminodcidos correspondientes a los dominios cataliticos de HDACs
identificados en la Seccion 2.2.2. Los porcentajes de identidad entre los dominios cataliticos de

HDACs se calcularon mediante matrices de identidad, empleando el software Clustal2.1.

2.2.4. Andlisis de expresion transcripcional de los genes de HDACs en diferentes estadios de

desarrollo de Echinococcus spp.

Se analizaron los niveles de expresion de los genes de HDACs en diferentes estadios de
desarrollo de parasitos del género 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
expresion para cada transcripto de HDAC, expresados como RPKM (del inglés, 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: pardsito adulto, oncosfera,
metacestodo y protoescdlex. En E. multilocularis, los estadios de desarrollo analizados fueron:

oncosfera, oncosfera activada y metacestodo pequeiio de 4 semanas de cultivo in vitro.

Todos los analisis bioinformaticos descriptos en las secciones anteriores se realizaron
utilizando la plataforma y herramientas bioinformaticas del cluster de servidores del Nodo
Bioinformatico del IMPaM (https://bioinfo.fmed.uba.ar), incorporado al Sistema Nacional de
Computacidon de Alto desempefio (SNCAD), ID 924, Resolucion N°: SCAT 024-14, mayo 2014,

Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Productiva de la Nacion (MinCyT).
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2.3. Validacién de las HDACs de cestodos como potenciales blancos farmacolégicos

2.3.1. Soluciones stock

Las soluciones stock se prepararon disolviendo los compuestos en dimetilsulféxido (DMSO)
al 100%. La concentraciéon de la solucién stock para la Tricostatina A (TSA; Cell Signaling
Technology, U.S.A.) fue de 10 mM y de 2 mM para el Praziquantel (PZQ) y el Albendazol (ABZ). Las

mismas se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

2.3.2. Ensayos de viabilidad empleados

Con el fin de evaluar el efecto de la inhibicién de las HDACs sobre la viabilidad parasitaria
en cestodos, se adaptaron dos ensayos de viabilidad independientes: i) por mediciones
metabolicas, basado en la reduccidon de la resazurina (AlamarBlue®) y ii) por mediciones de
motilidad parasitaria. Estas metodologias resultan imprescindibles para la determinacion del
efecto antihelmintico de inhibidores de las HDACs sobre la viabilidad parasitaria de TTy de M.

corti en cultivo in vitro.

2.3.2.1. Adaptaciéon del ensayo de viabilidad por reduccion de la resazurina para la

determinacion de la viabilidad parasitaria de Mesocestoides corti

El ensayo de viabilidad por reduccién de resazurina (o AlamarBlue®) se basa en el empleo
de un colorante indicador azul no fluorescente (la resazurina) que es convertido, en una reaccion
de reduccion mediada por las células metabdlicamente activas, en un indicador rojo altamente
fluorescente (la resofurina). Este indicador, ademds de emitir fluorescencia, presenta también
maximos de absorcién en diferentes longitudes de ondas para el compuesto oxidado y reducido,
lo que permite la determinacidn de la viabilidad por mediciones de fluorescencia y absorbancia

(Figura 2.1).

Los parametros a evaluar en la puesta a punto de este método fueron: medio de cultivo,
tamafio y numero de parasitos por pocillo, si era conveniente realizar la medicion mediante
fluorescencia o absorbancia, longitudes de onda de medicién y efecto del solvente de los

compuestos (DMSO). A fin de evaluar estos pardmetros, se establecid un protocolo base para
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todas las mediciones. Para este protocolo, los TTy de M. corti, en numero variable, se incubaron
en placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania) con 200 pL de medio de cultivo Mco-RPMI
1640 por pocillo. Las placas fueron incubadas en una atmdsfera controlada de 5% de CO, a 37°C.
Por otra parte, 24 h previas a las mediciones se agregaron 20 uL del reactivo de AlamarBlue®
(Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) por pocillo. Todas las mediciones de la puesta a punto se
realizaron después de 3 dias de incubacién. En cuanto a las mediciones por fluorescencia, éstas se
llevaron a cabo mediante el Lector de microplacas DTX-880 (Beckman Coulter, U.S.A.) a longitudes
de onda de excitacion de 540 nm y de emisidon 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.

A Espectro de fluorescencia B Espectro de absorbancia
5 0.7
—~ Resazurina 0_5.' Resazurina
S 41 - reducida © -«+ reducida
) i = 0.5- :
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2 1- i % <
m B : ..
E ol N 0.0 +
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longitud de onda (nm) longitud de onda (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 funciéon de la longitud

de onda (nm).

En primera instancia se determind el medio de cultivo a emplear. Se evaluaron los medios
Mco-PRMI 1640 con vy 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 después del agregado de la resazurina.

Por otra parte, se determiné el tamafio conveniente de los TTy a emplear a fin de reducir la
dispersidn de las mediciones. Esto se realizd debido a la heterogeneidad, en cuanto al tamafio, de
los TTy de M. corti. Para este fin, los parasitos se filtraron por tamafio mediante membranas

filtrantes de poliéster de poros de 150 um y 250 um. Se realizaron mediciones de fluorescencia
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para las diferentes poblaciones parasitarias obtenidas, empleando 20 TTy por pocillo para una

réplica bioldgica por decuplicado.

Otro parametro a considerar fue el nimero de TTy por pocillo a emplear. Para ello, se
determiné el porcentaje de reduccidn de la resazurina para diferentes nimeros de parasitos por
pocillo (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 TTy por pocillo). El porcentaje de reduccién de la
resazurina se determind para tres réplicas bioldgicas, cada una por triplicado, mediante siguiente

ecuacion:

(g0x)h2 Ay, — (e0x)M Ay,

[Ecuacién 2.1] % de reduccion = - .
(erep )M A%\, — (erep Ny A%,

En donde, €ox es el coeficiente de extincion molar del reactivo oxidado de AlamarBlue® (de
color azul); erep €5 el coeficiente de extincion molar del reactivo reducido de AlamarBlue® (de
color rojo); A es la absorbancia medida para el ensayo (medio de cultivo con parasitos y el
reactivo de AlamarBlue®); A° es la absorbancia medida para el medio de cultivo (sin los parasitos)
con el reactivo de AlamarBlue®; A; es la menor longitud de onda empleada (540nm 0 570 nm) y A,
es la mayor longitud de onda empleada (600nm o 630 nm). En la Tabla 2.2 se muestran los
coeficientes de extincién molar para el reactivo de AlamarBlue® oxidado y reducido para las

diferentes longitudes de onda.

Tabla 2.2. Coeficientes de exincion molar del reactivo de AlamarBlue®

Longitud de onda €RED €ox
540 nm 104395 47619
570 nm 155677 80586
600 nm 14652 117216
630 nm 5494 34798

Por otra parte, a fin de evaluar si el método de determinacién de viabilidad por reduccién
de la resazurina permitiria diferenciar entre pardsitos vivo y muertos, se determiné el porcentaje
de reduccion 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 reduccién se determind para tres réplicas
bioldgicas, cada una por triplicado. Los pardsitos muertos se obtuvieron pre-incubando las

muestras en etanol al 70% durante 30 min.
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Por ultimo, se evalud el efecto del dimetilsulféxido (DMSO) sobre la viabilidad parasitaria.
Para ello, se determind el porcentaje de reducciéon de la resazurina para TTy incubados con
diferentes concentraciones de DMSO (0; 0,5; 1; 1,5; 2 y 3%), para 3 y 6 dias de incubacion. El

porcentaje de reduccidn se determind para tres réplicas bioldgicas, cada una por triplicado.

2.3.2.2. Adaptacion del ensayo de viabilidad por mediciones de motilidad para la determinacién

de la viabilidad parasitaria de Mesocestoides corti

El ensayo de viabilidad por mediciones de motilidad parasitaria se basa en la cuantificacion
objetiva de los complejos movimientos producidos por la actividad espontanea de los musculos
en los pardsitos. La cuantificacion de los movimientos parasitarios es utilizada como un criterio de
la viabilidad parasitaria (Simonetta y Golombek, 2007). Para la determinacién de la motilidad
parasitaria se empled el dispositivo wMicroTracker ONE (WMiicrotracker Designplus SRL,
Argentina). Este dispositivo estd compuesto por un rayo de luz infrarrojo y un sistema sensor.
Cuando los parasitos se mueven, bloquean el rayo infrarrojo y esto es detectado por el sensor. El
sistema sensor traduce la seial y, mediante diferentes algoritmos, calcula la motilidad parasitaria
(expresada como indice de motilidad) en un determinado periodo. Este sistema fue disefiado para
la medicién de la motilidad, y por ende la viabilidad, de Caenorhabditis elegans (Simonetta y
Golombek, 2007). Este método tiene la ventaja de permitir un sistema de medicién continuo y no

invasivo de la viabilidad parasitaria.

Los parametros a evaluar para la puesta a punto fueron: nimero de parasitos por pocillo,
algoritmo de medicion y efecto del DMSO. A fin de evaluar estos parametros, se establecié un
protocolo base para todas las mediciones. Para este protocolo, los TTy de M. corti, en nimero
variable, se incubaron en placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania) con 200 uL de medio
de cultivo Mco-RPMI 1640 por pocillo. Las placas fueron incubadas en una atmédsfera controlada
de 5% de CO, a 37°C. Todas las mediciones de la puesta a punto se llevaron a cabo empleando
muestras enriquecidas en TTy entre 150 um y 250 pum; obtenidas mediante filtracién por tamafio.
Asimismo, todas las mediciones se realizaron después de 3 dias de incubacién, con un tiempo de

medicién de 2 horas a temperatura constante de 37°C.

En primera instancia, se evalud el nimero de TTy por pocillo a emplear. Para ello, se
determind la motilidad parasitaria para diferentes nimeros de parasitos por pocillo (1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 8,9y 10 TTy por pocillo). La motilidad parasitaria se determiné mediante el algoritmo “M3-C.

elegans”, para tres réplicas biolégicas; cada una por cuadruplicado.
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Por otra parte, a fin de evaluar si el método de determinacidn de viabilidad por mediciones
de motilidad permitiria diferenciar entre parasitos vivos y muertos, se determind la motilidad
parasitaria para diferentes proporciones de TTy de M. corti vivos:muertos (5:0; 4:1; 3:2; 2:3, 1:4y
0:5). La motilidad parasitaria se determindé mediante el algoritmo “M3-C. elegans”, para tres
réplicas bioldgicas; cada una por cuadruplicado. Los parasitos muertos se obtuvieron pre-

incubando las muestras en etanol al 70% durante 30 min.

Por otro lado, se evalud la dispersion de las mediciones de motilidad mediante los
diferentes algoritmos del equipo. Para este fin, se determind 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 determind para una réplica biolégica, por decuplicado.

Por ultimo, se evalud el efecto del DMSO sobre la viabilidad parasitaria. Para ello, se
determind diariamente la motilidad parasitaria para 5 TTy por pocillo incubados con y sin DMSO
1% hasta los 6 dias de incubacion. El indice de motilidad relativa (IMR) se calculd mediante la

siguiente ecuacion:

_ indice de motilidad dia x
"~ indice de motilidad dia 0

[Ecuacidn 2.2] IMR

En donde, el “Indice de motilidad dia x” es el determinado para un determinado dia de
incubacién y el “Indice de motilidad dia 0” es el determinado para el dia 0 de incubacién. El IMR
se determiné mediante el algoritmo “M3-Zebrafish”, para tres réplicas bioldgicas; cada una por

cuadruplicado.

2.3.3. Determinacion del efecto del inhibidor de las HDACs “Tricostatina A” sobre la viabilidad

parasitaria de Mesocestoides corti

Se evalué el efecto del inhibidor selectivo de las HDACs de Clase | y Il, Tricostatina A (TSA),
sobre la viabilidad parasitaria de TTy de M. corti. La viabilidad parasitaria se determiné mediante
los ensayos de medicidon de la viabilidad por reduccion 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

parasitos (20 TTy por pocillo para el ensayo de Alamar Blue® y 5 TTy por pocillo para el ensayo de
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motilidad) se incubaron en 200 puL de medio Mco-RMPI 1640 por pocillo en microplacas de 96
pocillos (Greiner Bio-One, Alemania), en una atmdsfera controlada de 5% de CO, a 37°C durante 6
dias de incubacidn 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 uM). Asimismo, se utilizaron
TTy pretratados con etanol al 70% durante 30 minutos como control positivo de los ensayos y TTy
incubados con las drogas antihelminticas praziquantel (PZQ) y albendazol (ABZ) a concentraciones
de 1, 10 y 20 uM, como drogas controles. Todos los ensayos se realizaron con la misma cantidad
del vehiculo de las drogas (DMSO a la concentracidon final de 1%) y el correspondiente control

negativo (DMSO 1%).

En el caso del ensayo de Alamar Blue®, la viabilidad parasitaria se determind a los 3 y 6 dias
postratamiento. Brevemente, 24 h previas a las lecturas se afiadieron 20 uL 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 determind comparando el porcentaje de reduccién medido para los TTy tratados
con el medido para los pardsitos del grupo control (incubados con DMS01%), mediante la

siguiente ecuacion:

(e0x )Ny Ay, — (cox)M Ay,

[Ecuacidn 2.3] % viabilidad =
(e0x )Ny A %y — (g0x )M A *y,

En donde, gox es el coeficiente de extincion 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; A; es la menor longitud de onda empleada (570 nm) y A, es la mayor
longitud de onda empleada (600 nm). El porcentaje de viabilidad se determind para tres réplicas

bioldgicas, cada una por triplicado.

En el caso de las mediciones de motilidad, la viabilidad parasitaria se determiné para los
dias 0, 3 y 6 postratamiento. Brevemente, las placas fueron medidas mediante el dispositivo
wMicroTracker ONE (WMiicrotracker Designplus SRL, Argentina) durante 2 h a temperatura
controlada de 37°C. El indice de motilidad se determind para cada dia mediante el algoritmo “M3-
Zebrafish”. La viabilidad parasitaria, expresada como indice de motilidad relativa, se calculd

mediante la Ecuacion 2.2, para tres réplicas bioldgicas, cada una por cuadruplicado.
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2.3.4. Determinacion del efecto del inhibidor de las HDACs “Tricostatina A” sobre la morfologia

parasitaria de Mesocestoides corti

Se realizaron inspecciones visuales de los cultivos parasitarios a fin de determinar el efecto
de la TSA sobre la morfologia general de TTy de M. corti. Las placas de cultivo fueron observadas
mediante un microscopio invertido (Carl Zeiss, Alemania), acoplado a una cdmara de video digital

a fin de realizar los registros fotograficos.

2.3.5. Determinacion del efecto del inhibidor de las HDACs “Tricostatina A” sobre los niveles de

acetilacion de proteinas de Mesocestoides corti

2.3.5.1. Muestras para Western blot

Se analizd el efecto de la TSA sobre los niveles de acetilacidon de proteinas de TTy de M.
corti, mediante Western Blot semicuantitativo. Las muestras para los Western Blot se obtuvieron
incubando 50 pl 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 pM. Asimismo, se emplearon muestras
incubadas con las drogas antihelminticas PZQ y ABZ a 20 uM; como drogas controles. Todos los
ensayos se realizaron con la misma cantidad del vehiculo de las drogas (DMSO a la concentracion
final de 1%) y el correspondiente control negativo (DMSO 1%). Se obtuvieron extractos de
proteinas totales (homogenatos) de TTy luego de 3 y 6 dias postratamiento. Brevemente, los
pellets previamente tratados se lavaron tres veces con PBS en hielo y se re-suspendieron en 500
uL se solucion tampdn RIPA fria (Anexo Al.2). Los homogenatos se obtuvieron lisando las
muestras parasitarias por sonicacién (6 repeticiones de 30 seg al 60% de intensidad, con
intervalos de incubacién en hielo de 60 seg) empleando un sonicador celular ultrasénico Torbéo.
La lisis completa se verificd por inspeccidn al microscopio invertido. Los homogenatos se
purificaron por centrifugacién a 15 000 g durante 60 min a 4°C; se recogieron los sobrenadantes y
se determind la concentracidon de proteinas totales mediante el ensayo de Bradford (Bradford,
1976), por triplicado para cada muestra. La concentracion de proteinas se realizé empleando el kit
colorimétrico para medicidon de concentracién de proteinas 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 utilizacion.
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2.3.5.2. Ensayo de Western blot

Los homogenatos de proteinas totales se analizaron mediante SDS-PAGE (del inglés, Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) (He, 2011) y Western Blot (Burnette, 1981).
Los homogenatos se disolvieron en la solucidon tampdn de carga SDS-PAGE 5X (Anexo A.1.3.3) y se
desnaturalizaron por calentamiento a 98°C durante 5 min. La separacion de proteinas se realizd
mediante SDS-PAGE en un mini-gel de SDS-PAGE al 15% (Anexo A1.3.7). Para ello se sembraron 25
ug de proteinas totales de cada muestra por calle y se corriéd a 120 V por 2 h. Ademas, se sembrod
3 pL 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 método de transferencia semi-seco, usando el
equipo SEMI-PHOR (Bio-Rad, U.S.A). La transferencia se comprobé por tincién con el colorante

rojo Ponceau.

Para los Western Blot, las membranas se bloquearon con la solucién tampdn TBS-T (Anexo
A1.4) con 5% p/v de leche descremada (Sttevy, Argentina) durante 2 h a temperatura ambiente
con agitaciéon. Las membranas se incubaron con los anticuerpos anti-Histona H4 tetra-acetilada
(anticuerpo policlonal de conejo producido mediante el péptido [AGGAcKGGAcKGMGACc
KVGAACKRHS]; correspondiente a los aminoacidos 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, Canadd). Ambos anticuerpos se emplearon a la
diluciéon de 1:2000. La incubacidn se realizd durante toda la noche a 4°C con agitacién suave.
Después de la incubacién, 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 dilucién de 1:3000 durante 2 h a temperatura ambiente con agitacién suave.
Después de la incubacién 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 agitacién suave. Los complejos
Antigeno-Anticuerpol°®-Anticuerpo2®, en las membranas, se detectaron mediante el sistema de
detecciéon de ECL (del inglés, Enhanced Chemiluminescence) (Sigma-Aldrich, U.S.A.), como se
describié 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. Analisis estadisticos

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 realizé una prueba de ANOVA de dos colas. Las diferencias significativas
(P <0,05) se determinaron mediante el post-test de Dunnett. Los analisis se realizaron para tres
réplicas bioldgicas 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 concentracién con los parasitos del grupo control.

Los andlisis de densitometria de los Western Blot se llevaron a cabo utilizando el software
Imagel versién 1.49; para dos réplicas bioldgicas independientes, por duplicado. La normalizaron
se realizd en base a la cantidad total de proteinas de la misma muestra, determinada por tincion
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
comparacion con el grupo control de homogenatos de TTy incubados con el vehiculo de la droga

(DMSO al 1%).

2.4. Evaluacion del efecto antihelmintico de un alto nimero 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 quimica y la referencia bibliografica. Las soluciones stock se
prepararon disolviendo los compuestos en dimetilsulféxido (DMSO) al 100%. La concentracién de
stock para todos los compuestos fue de 10 mM. Las mismas se almacenaron a -20°C hasta su
utilizacion. Todos los compuestos de la Tabla 2.3 fueron gentilmente cedidos por el Dr. Mandred
Jung (Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg, Alemania) y el Dr. Wolfgang Sippl (Martin-Luther-

Universitat 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 farmacolégico Referencias*
|
g - HDACs de Clase | (HDAC1y
Entinostat ] \/Q)\ - Huy col., 2003
nhnosta ELT @’ HDACS3 principalmente) (Huyco )

R A Heimb 1., 2016y 2017
TH60 @r\j’* & SmpHDACS (Heimburgy co y 2017)

13k y 3 respectivamente

i D\( (Heimburgy col., 2016)
TH6S Oy Y SmpHDACS (Marek y col., 2018)
‘ 13l y 5 respectivamente
I
4 y (Heimburgy col., 2016)
TH71 s o HD
/@/ SV SmpHDAC8 16a

J ;OY (Heimburg y col., 2016)
TH74 O)\ﬁ T SmpHDACS8

13t

Heimb 1., 2016
TH85 @/Hm\f"\ SmpHDAC8 (Heimburg y co )

130
\
i . Heimb l., 2016
TH92 @/@)\“D\f ‘ SmpHDACS (Heimburgy co )
‘ 13za
7 |
TH119 O I D\r SmpHDAC8 no publicado
4§
" " (Marek y col., 2018)
TH120 %)\ A SmpHDACS :
TH128 Q\/O*Ij\( SmpHDACS8 no publicado
TH137 n.d. SmpHDACS8 no publicado

TH138 ,[:]):j) - SmpHDACS no publicado

) . : P
TH139 /@ﬁ“ T SmpHDAC8 no publicado

TH143 n.d. SmpHDAC8 no publicado
EG13 n.d. SmpHDAC8 no publicado
EG18 n.d. SmpHDACS8 no publicado

Continua en la pdgina siguiente
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Continua de la pdgina anterior

EG20 SmpHDAC8 no publicado

EG32 SmpHDACS8 no publicado

TB56 SmpHDAC8 no publicado

n.d
n.d
n.d
TB87 @K\JW SmpHDAC8 no publicado

TB98 SmpHDAC8 no publicado

PZ5 n.d. SmpHDAC8 no publicado
Pz28 n.d. SmpHDACS8 no publicado
Pz31 n.d. SmpHDAC8 no publicado
SD14 n.d. SmpHDAC8 no publicado
1516 Q\()l ) A HsaHDACE (Sengery4ceol., 2016)
1528 "k HsaHDAC6 (Se”gery:go"' 2016)

(Kingy col., 2018)

KK16 HsaHDAC6
2d

(Schéafery col., 2008)
ST36 HsaHDAC6 al

(Rumpfy col., 2015)
Mz25 SIRT2 (Schiedel y col., 2016)

SirtReal2

Schiedel y col., 2016
Mz236 SIRT2 (Schi ‘; )
AGK2 SIRT2 (Outeiroy col., 2007)

LI -

Ex-527 P, SIRT1 (Nappery col., 2005)

* Debajo de la referencia bibliografica seindica la denominacién del compuesto en la publicacion citada.
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2.4.2. Determinacion del efecto antihelmintico de los inhibidores de las HDACs y las Sirtuinas

sobre la viabilidad parasitaria de Mesocestoides corti

Se evalud 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 determiné mediante el ensayo
de viabilidad por mediciones de motilidad. Brevemente, se incubaron 5 TTy por pocillo en 200 pL
de medio Mco-RMPI 1640 por pocillo en microplacas de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania),
en una atmodsfera controlada de 5% de CO, a 37°C durante 9 dias; 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 uM). Asimismo, se utilizaron TTy pretratados con etanol al 70% durante 30 minutos como
control positivo de los ensayos y TTy incubados con las drogas antihelminticas PZQ y ABZ vy el
inhibidor de HDACs TSA a la concentracién de 20 uM, como drogas controles. Todos los ensayos
se realizaron con la misma cantidad del vehiculo de las drogas (DMSO a la concentracidn final de
1%) y el correspondiente control negativo (DMSO 1%). La viabilidad parasitaria se determiné
diariamente mediante el dispositivo wMicroTracker ONE (WMicrotracker Designplus SRL,
Argentina) durante 2 h a temperatura controlada de 37°C. El indice de motilidad se determiné
para cada dia mediante el algoritmo “M3-Zebrafish”. La viabilidad parasitaria, expresada como
indice de motilidad relativa, se calculé mediante la Ecuacion 2.2, para tres réplicas bioldgicas,

cada una por cuadruplicado.

2.4.3. Determinacion del efecto de los inhibidores de HDACs y Sirtuinas sobre la morfologia 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 morfologia general de TTy de M.
corti. Las placas de cultivo fueron observadas mediante un microscopio invertido (Carl Zeiss,

Alemania), acoplado a una cdmara de video digital a fin de realizar los registros fotograficos.

2.4.4. Analisis estadistico

Los datos obtenidos para la determinacion del efecto antihelmintico 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 realizd una prueba de

61



Materiales y Métodos

ANOVA de dos colas. Las diferencias significativas (P < 0,05) se determinaron mediante el post-
test de Dunnett. Los analisis se realizaron para tres réplicas bioldgicas independientes
(correspondientes a muestras de ratones diferentes), cada una por cuadruplicado, comparando

cada compuesto y concentracidn con los parasitos del grupo control.

2.5. Caracterizacion del efecto farmacolégico 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 antihelmintico determinado en la Seccion 2.4. Se tomd como criterio para la
seleccién que los compuestos produzcan la muerte de los TTy de M. corti (IMR por debajo de

0,05) antes de los 9 dias de incubacion a la concentracién de 20 uM.

2.5.1. Determinacidn del efecto dosis-respuesta de los inhibidores seleccionados de las enzimas

HDACs y Sirtuinas

Se evalud 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
determind mediante el ensayo de viabilidad por mediciones de motilidad. Brevemente, se
incubaron 5 TTy por pocillo en 200 pL de medio Mco-RMPI 1640 por pocillo en microplacas de 96
pocillos (Greiner Bio-One, Alemania), en una atmédsfera controlada de 5% de CO, a 37°C durante 6
dias, 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 uM), TH65 (2, 5,
10, 15, 20 y 50 uM), TH92 (2, 5, 10, 15, 20 y 50 pM) y Mz25 (2, 10, 20, 30, 40 y 50 puM). Asimismo,
se utilizaron TTy pretratados con etanol al 70% durante 30 minutos como control positivo de los
ensayos. Por otra parte, también se evalud el efecto dosis-respuesta de la droga antihelmintica
ABZ (2, 10, 20, 30, 40 y 50 uM), como droga control. Todos los ensayos se realizaron con la misma
cantidad del vehiculo de las drogas (DMSO a la concentracion final de 1%) y el correspondiente
control negativo (DMSO 1%). La viabilidad parasitaria se determiné a los dias 0 y 6 postratamiento
mediante el dispositivo wMicroTracker ONE (WMicrotracker Designplus SRL, Argentina) durante 2
h a temperatura controlada de 37°C. El indice de motilidad se determind para cada dia mediante
el algoritmo “M3-Zebrafish”. La viabilidad parasitaria, expresada como indice de motilidad

relativa, se calculé6 mediante la Ecuacion 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 parametros: concentracion
inhibitoria media (ICso), concentracidn inhibitoria 25% (ICas) y 90% (ICs0), mediante interpolaciones
en de las curvas con un intervalo de confianza de 95% (1C95%). Los analisis se realizaron para tres
réplicas bioldgicas independientes (correspondientes a muestras de ratones diferentes), cada una

por cuadruplicado.

2.5.2. Determinacion de la reversibilidad del efecto antihelmintico de los inhibidores

seleccionados de las enzimas HDACs y Sirtuinas

Se evalud la reversibilidad del efecto antihelmintico de los inhibidores de las enzimas
HDACs vy las Sirtuinas seleccionados sobre la viabilidad parasitaria de TTy de M. corti. La viabilidad
parasitaria se determind mediante el ensayo de viabilidad por mediciones de motilidad.
Brevemente, se incubaron 5 TTy por pocillo en 200 pL de medio Mco-RMPI 1640 por pocillo en
microplacas de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania), en una atmésfera controlada de 5% de
CO; a 37°C durante 6 dias, sin cambio del medio de cultivo. Los inhibidores de HDACs y Sirtuinas
seleccionados se evaluaron a concentraciones cercanas a los ICq determinados en la Seccion
2.5.1. Asimismo, se utilizaron TTy pretratados con etanol al 70% durante 30 minutos como control
positivo de los ensayos. Por otra parte, también se evalud la reversibilidad del efecto de la droga
antihelmintica ABZ, utilizada como droga control, a concentracidn cercana al ICy determinado.
Todos los ensayos se realizaron con la misma cantidad del vehiculo de las drogas (DMSO a la
concentracion final de 1%) y el correspondiente control negativo (DMSO 1%). Después de los 6
dias postratamientos, lo TTy de M. corti se lavaron tres veces con PBS (a fin de eliminar los
compuestos) y se incubaron en 200 pL de medio Mco-RMPI 1640 (sin los compuestos) por pocillo
en una atmodsfera controlada de 5% de CO, a 37°C durante 8 dias adicionales, sin cambio del
medio de cultivo. La viabilidad parasitaria se determind diariamente hasta los 14 dias
postratamiento mediante el dispositivo wMicroTracker ONE (WMicrotracker Designplus SRL,
Argentina) durante 2 h a temperatura controlada de 37°C. El indice de motilidad se determind
para cada dia mediante el algoritmo “M3-Zebrafish”. La viabilidad parasitaria, expresada como
indice de motilidad relativa, se calculé mediante la Ecuacion 2.2. Por ultimo, los datos obtenidos
se analizaron mediante el software GhraphPad Prism 8, para tres réplicas bioldgicas

independientes (correspondientes a muestras de ratones diferentes), cada una por cuadruplicado.
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2.5.3. Determinacion del efecto de los inhibidores seleccionados de las enzimas HDACs y

Sirtuinas sobre la ultraestructura de Mesocestoides corti

Se evalud el efecto de los inhibidores de las enzimas HDACs y Sirtuinas seleccionados sobre
la morfologia ultraestructural de TTy de M. corti, mediante Microscopia Electrdnica de Barrido
(MEB). Para ello, se incubaron 20 pL de pellet de TTy de M. corti (aproximadamente 40 TTy) por
pocillo en 500 puL de medio Mco-RMPI 1640 por pocillo en microplacas de 24 pocillos (Greiner Bio-
One, Alemania), en una atmdsfera controlada de 5% de CO; a 37°C durante 6 dias, sin cambio del
medio de cultivo. Los inhibidores de HDACs y Sirtuinas seleccionados se evaluaron a
concentraciones de 20 pM. Asimismo, también se evalud el efecto el inhibidor de las HDACs TSA a
20 uM. Todos los ensayos se realizaron con la misma cantidad del vehiculo de las drogas (DMSO a
la concentracidn final de 1%) y el correspondiente control negativo (DMSO 1%). Después de los 6
dias postratamientos, los TTy de M. corti se lavaron tres veces con PBS y se fijaron en 1 mL de
Solucidn de Fijacién fria (glutaraldehido al 3% en Solucion tampdn fosfato 0,1%) durante 72 h a
4°C. Después de la fijacidn, se realizaron 3 lavados de 15 min cada uno con Solucidn tampdn
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 observacion,
todos los especimenes se cubrieron con particulas de oro (100 A de espesor) y se tomaron
microfotografias a 15 KV en un microscopio electronico de barrido JEOL JSM-6460 LV. Este
objetivo fue llevado a cabo por medio de una pasantia en el laboratorio de la Dra. Celina Elissondo
del Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad

Nacional de Mar del Plata (UNMdP), Argentina.

2.5.4. Determinacion del efecto antihelmintico de combinaciones de a pares de los compuestos

seleccionados y el ABZ

Se evalud el efecto antihelmintico 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 determiné mediante el ensayo de viabilidad por mediciones de
motilidad. Brevemente, se incubaron 5 TTy por pocillo en 200 uL de medio Mco-RMPI 1640 por
pocillo en microplacas de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania), en una atmdsfera controlada

de 5% de CO; a 37°C durante 9 dias, 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 IC;s determinados en la Seccion 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 vehiculo de las drogas (DMSO a la
concentracion final de 1%) y el correspondiente control negativo (DMSO 1%). La viabilidad
parasitaria se determind diariamente hasta los 9 dias postratamiento mediante el dispositivo
wMicroTracker ONE (WMiicrotracker Designplus SRL, Argentina) durante 2 h a temperatura
controlada de 37°C. El indice de motilidad se determind para cada dia mediante el algoritmo “M3-
Zebrafish”. La viabilidad parasitaria, expresada como indice de motilidad relativa, se calculd
mediante la Ecuacion 2.2. Por ultimo, los datos obtenidos se analizaron mediante el software
GhraphPad Prism 8, para tres réplicas bioldgicas independientes (correspondientes a muestras de

ratones diferentes), cada una por cuadruplicado.

Para los 6 dias de incubacién se calculé el indice de efecto proporcional (IEP) de los pares

de compuestos, mediante la siguiente ecuacién:

[Ecuacion 2.4] IEP — Efecto proporcional tedrico — E fecto proporcional medido

Efecto proporcional tedrico

|II

En donde, el “efecto proporcional medido” corresponde al efecto determinado (en este

caso, corresponde a los indice de motilidad relativa determinados a los 6 dias de incubacién) para

|ll

la combinacién de un par de compuesto y el “efecto proporcional tedérico” corresponde a la
multiplicacidon de los efectos individuales, determinados para cada compuesto a los 6 dias de

incubacion.

2.6. Caracterizacion estructural de las HDACs como potenciales blancos farmacolégicos

2.6.1. Clonado y secuenciacion de la HDAC8 de Echinococcus canadensis G7 y Mesocestoides

corti

Se determinaron las secuencias completas correspondientes a los CDS (del inglés, Coding
Sequence) de la HDAC8 de M. corti (McoHDAC8) y E. canadensis G7 (EcaHDACS8), mediante RT-

PCR, clonado y secuenciacidn. Para ello, se extrajo ARN total a partir de 50 pL 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 obtencion de los ADNc (ADN
complementarios), un total de 2 ug del ARN obtenido se traté con ADNasa | libre de ARNasa
(Thermo Fisher Scientific, U.S.A.); de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La transcripcion
reversa se realizd mediante la Transcriptasa reversa SuperScript Ill (Thermo Fisher Scientific,
US.A) y el cebador oligoun18 (Integrated DNA Technologies, U.S.A.) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Los ADNc correspondientes a cada HDAC8 se amplificaron por PCR
(del inglés, Polymerase Chain Reaction), utilizando la ADN polimerasa de alta fidelidad KAPA HiFi
(Biosystems, U.S.A.) y cebadores especificos 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 Scientificc U.S.A.) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante (mas especificaciones y los ciclos de PCR se pueden ver en el
Anexo A6.1). Los cebadores fueron disefiados manualmente para obtener los CDS completos,
basados en secuencias nucleotidicas de los genes de HDAC8. Los productos se clonaron en el
vector pCR2.1-TOPO utilizando el kit de clonacion TOPO® TA (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) de

acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Los genes EcaHDAC8 y McoHDACS8 se secuenciaron en ambas direcciones utilizando un
secuenciador automdatico de ADN ABI 377 en Macrogen (Macrogen, Corea del Sur) y cebadores
especificos 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 McoHDACS se
construyeron mediante el programa PhredPhrap (Gordon y col., 1998, 2001). Las secuencias
aminoacidicas fueron obtenidas a partir de las secuencias nucleotidicas utilizando la herramienta

Translate del portal de recursos de Bioinformatica ExPASy (https://web.expasy.org/translate/).

2.6.2 Modelado por homologia de las HDAC8 de Echinococcus canadensis G7 y Mesocestoides

corti

Las estructuras tridimensionales para las proteinas EcaHDAC8 y McoHDACS8 se obtuvieron
mediante modelado de homologia, 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 proteinas HDAC8 de H. sapiens (HsaHDAC8, PDB:
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1t64)(Somoza y col., 2004) y S. mansoni (SmpHDACS, PDB: 4bz5)(Marek y col., 2013). Todos los
modelos obtenidos se validaron calculando parametros 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 graficos de Ramachandran
para los modelos obtenidos, mediante la pagina Rampage

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/rapper/rampage.php).

La visualizacién de los modelos estructurales y las imagenes generadas en este trabajo se
realizaron utilizando el software PyMol versién 2.0.4 (https://pymol.org). Finalmente, se
realizaron comparaciones estructurales entre los modelos de EcaHDAC8 y McoHDAC8 vy las
estructuras de HsaHDAC8 y SmpHDACS, a fin identificar residuos conservados en bolsillo

catalitico, en el mecanismo catalitico y la unién al cofactor Zn?* y el inhibidor TSA.
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3. RESULTADOS

En esta seccidn se muestran los resultados obtenidos en el estudio de las enzimas Histonas
deacetilasas (HDACs) de cestodos como potenciales blancos farmacoldgicos para el tratamiento
de enfermedades parasitarias desatendidas. Esta seccion se dividid en cinco partes principales
correspondientes a cada uno de los objetivos especificos propuestos en este trabajo de tesis

doctoral.

3.1. Identificacién y anadlisis 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 parasitos
cestodos, disponibles en la base de datos WormBase ParaSite, se realizaron busquedas por
homologia 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 seleccién de genomas de nematodos y platelmintos de mayor
calidad de ensamblado (International Helminth Genomes Consortium, 2017). Estos criterios
definen valores minimos para los parametros de Nso (> 5 Kb) y CEGMA (> 85 %). El pardmetro Nso
es una mediana ponderada de la longitud de los contigs, que se utiliza para describir la
"integridad" del genoma ensamblado que esta fragmentado en contigs de diferentes longitudes.
El N50 es mayor para un genoma con mejor calidad de ensamblado. El pardmetro CEGMA, por su
parte, busca un conjunto de genes altamente conservados en la mayoria de los organismos
eucariotas en el genoma ensamblado. La cantidad de estos genes encontrados se expresa como
un porcentaje. Cuantas mas proteinas completas se identifiquen (o al menos secuencias parciales)
en el genoma ensamblado, mayor serd su calidad. Por otra parte, en las columnas de la Tabla 3.1
se muestran los cédigos de identificaciéon (Gen ID) para cada gen codificante de HDACs
identificado, de acuerdo a la WormBase ParaSite. También se muestran, para cada gen de HDAC,
el tamafo en aminodcidos (aa) y su ortélogo mas cercano en H. sapiens y S. mansoni con sus
correspondientes valores de E y porcentajes de identidad global. En las bisquedas por homologia,

se realizan alineamientos de las secuencias carnadas con las secuencias de la base de datos a
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analizar. Una vez finalizada la budsqueda, se calcula la puntuacién final de los alineamientos
resultantes y se determina su significacion tomando en cuenta la probabilidad que tiene dicho
alineamiento de haber sido obtenido por azar de acuerdo al tamafo 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 qué alineamientos queremos obtener de acuerdo a su

significacidn estadistica. Cuanto menor sea el valor de E, mas significativo es un alineamiento.

Como se observa en la Tabla 3.1, se identificaron siete genes codificantes de HDACs en los
genomas de los parasitos 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 superindice “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 busquedas por homologia. En
estos casos los genes fueron predichos usando el predictor de genes Augustus, previamente
entrenado para la identificacion de genes de parasitos del género Echinococcus (Maldonado y col.,
2017). Los pardmetros reportados en la Tabla 3.1 y en los posteriores analisis corresponden a los

genes predichos por el predictor de genes Augustus.

Tabla 3.1. Genes codificantes de enzimas Histonas desacetilasas (HDACs) identificados en los genomas de parasitos cestodos

Ortélogo mas cercano en:

Tamaiio Homo sapiens Schistosoma mansoni
(aa) % de HDAC (Gen ID?; valor de E y % de
Identidad Identidad)
Echinococcus EcaHDAC1® 491  HDAC2 | 0,0 69 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 76)
canadensis G7 ECANG7_06509 424 HDAC3 I 0,0 69 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 76)
ECANG7_02279° 406  HDACS8 | 4,0e 39 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e2%; 46)
ECANG7_04174 1182 HDACS5 Il 2,06 39 HDAC 5 (Smp_069380; 2,0e™"; 47)
ECANG7_01724 2066  HDAC 6 Il 1,066 36 HDAC 6 (Smp_138770; 0,0; 43)
ECANG7_00442 1293  HDAC7 1 1,072 40 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 45)
Echinococcus EgrG_001102300 516  HDAC2 | 0,0 69 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 76)
granulosus EgrG_001114800 418 HDAC 3 | 0,0 69 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 78)
sensu stricto G1 EgrG_000103800 406  HDAC 8 | 4,0 39 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e"%%; 46)
EgrG_000527350 1116 HDAC5 [ 2,063 39 HDAC 5 (Smp_069380; 2,0e™"; 48)
EgrHDACGE" 1128  HDAC6 1 1,0e7%® 37 HDAC 6 (Smp_138770; 1,0e'7%; 44)
EGR_01373 1282 HDAC 7 I 1,0e7® 41 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 50)
EgrG_000970800 827  HDAC 10 [ 5,06 43 HDAC 6 (Smp_138770; 1,0e7'%°; 41)
Echinococcus EmuJ_001102300 555 HDAC 2 | 0,0 69 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 76)
multilocularis EmuJ_001114800 412 HDAC 3 | 0,0 69 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 78)
EmuJ_000103800 406  HDAC 8 | 4,06 39 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e"%%; 46)
EmuJ_000527350 1116 HDAC5 1 1,06 39 HDAC 5 (Smp_069380; 1,0e77; 48)
EmuHDACE" 1128  HDAC®6 Il 1,073 34 HDAC 6 (Smp_138770; 1,0e"7%; 44)
EmuJ_000831600 650  HDAC7 Il 1,0e7"® 41 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 51)
EmuJ_000970800 820  HDAC 10 Il 1,0e" 42 HDAC 6 (Smp_138770; 1,06"'%; 42)

Continua en la pagina siguiente

70



Continua de la pagina anterior

Resultados

Hymenolepis HDID_0000695401 497  HDAC 1 | 0,0 76 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 78)
diminuta HdiHDAC3" 357  HDAC 3 | 0,0 70 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 76)
HDID_0000705201 415  HDAC 8 | 4,0e7° 36 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e""3; 42)
HDID_0000742001 1832  HDAC6 Il 1,0e7%° 41 HDAC 6 (Smp_138770; 0,0; 47)
HDID_0000456601 1292 HDAC7 Il 1,0e7® 43 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 49)
HDID_0000011501 1153  HDAC 9 Il 2,0e®° 38 HDAC 5 (Smp_069380; 4,0e™°; 46)
Hymenolepis HmN_000018400 496 HDAC 1 | 0,0 75 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 73)
microstoma HmN_000625300 415 HDAC 3 | 0,0 68 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 78)
HmN_000022600 408  HDAC 8 | 1,0e® 40 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,06 "2"; 45)
HmN_000847300 1286  HDAC 4 1 1,0e7 42 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 52)
HmN_000118500 884  HDAC6 Il 3,0e°® 38 HDAC 6 (Smp_138770; 4,0e*°; 37)
HmN_000055900 522  HDAC7 1l 1,064® 53 HDAC 5 (Smp_069380; 3,0e%; 75)
HmN_000118400 798 HDAC 10 I 1,06%° 41 HDAC 6 (Smp_138770; 4,0e™°; 42)
Mesocestoides MCOS_0000151801 522  HDAC 2 | 0,0 72 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 77)
corti MCOS_0000264901 423 HDAC3 | 0,0 65 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 79)
McoHDACS® 408  HDAC 8 | 6,06 40 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e™"*; 46)
MCOS_0000628401 1310  HDAC 4 Il 1,020 44 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 52)
MCOS_0000067101 1225  HDAC9 [ 1,0e°%? 40 HDAC 5 (Smp_069380; 8,0e%; 39)
MCOS_0000847101 523  HDAC 10 Il 7,0e7° 41 HDAC 6 (Smp_138770; 4,0e”"7; 40)
Taenia TASK_0000062801 502  HDAC?2 | 0,0 72 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 75)
asiatica TASK_0000683201 445  HDAC 3 | 1,0e"7® 59 HDAC 3 (Smp_093280; 0,0; 68)
TASs00042g05048m00001 732  HDAC 8 | 2,0e7* 40 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e"%%; 47)
TASK_0000507001 1323  HDAC 4 Il 1,0e7%° 40 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 46)
TASK_0000489301 1141 HDACS5 1 2,0e%* 38 HDAC 5 (Smp_069380; 6,06 7*; 48)
TASs00024g03791m00001 2126 HDAC 10 Il 7,0e7° 38 HDAC 6 (Smp_138770; 5,0e”%%; 37)
Taenia TSAs00040g05661m00001 502  HDAC 2 | 0,0 72 HDAC 1 (Smp_005210, 0.0, 75)
saginata TSAs00037g05353m00001 377  HDAC3 | 1,06 62 HDAC 3 (Smp_093280; 1,0e™'%; 71)
TSAs00052g06532m00001 732 HDAC 8 | 2,0e7* 40 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e"%; 47)
TSAs00025g04272m00001 1302  HDAC 4 Il 1,0e""® 41 HDAC 4 (Smp_191310; 0,0; 48)
TSAs00074g07737m00001 1141 HDAC 5 Il 5,0e°° 38 HDAC 5 (Smp_069380; 4,0e74; 48)
TSAs00013g02847m00001 2163  HDAC 6 [ 1,0e71% 37 HDAC 6 (Smp_138770; 0,0; 41)
Taenia TsM_000660000 502  HDAC 2 | 0,0 69 HDAC 1 (Smp_005210; 0,0; 75)
solium TsM_000728400 405  HDAC3 | 1,072 58 HDAC 3 (Smp_093280; 1,06 '*%; 67)
TsM_000312400 447  HDAC 8 | 6,0e"° 40 HDAC 8 (Smp_0911990; 1,0e'%; 47)
TsM_000840000 556 HDAC 4 I 4,0e® 42 HDAC 4 (Smp_191310; 1,0e™"*; 49)
TsM_000886700 951 HDAC 6 Il 1,062 36 HDAC 6 (Smp_138770; 1,0e™'7*; 40)
TsM_000033200 1144  HDAC7 [ 2,060 37 HDAC 5 (Smp_069380; 7,0e72; 48)
TsM_000886600 816 HDAC 10 Il 3,0e7® 41 HDAC 6 (Smp_138770; 9,0e°; 44)

2 Gen ID de acuerdo a la anotacion genémica en la base de datos WormBase ParaSite

® Genes predichos mediante el predictor de genes Agustus

° Genes validados mediante clonado y secuenciacion del ADNc

En el caso de los parasitos 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 cédigos de identificacion, Gen ID para los genes y BioProyect ID para

los genomas de acuerdo a la WormBase ParaSite, el tamafio de los genes codificantes de HDACs
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en aminoacidos (aa) y el porcentaje de identidad global entre los genes identificados en cada

genoma parasitario. Por ultimo, también se indica el ortélogo mas cercano en H. sapiens.

En el caso del parasito E. granulosus s.s. G1 los dos genomas disponibles son PRIEB121 y
PRINA182977. El genoma PRJEB121 corresponde al ensamblado por The Parasite Genomic Group
de The Wellcome Trust Sanger Institute, desde ahora (y solo a fines practicos) se hara referencia a
este genoma como E. granulosus s.s. G1 Sanger (Tsai y col., 2013). Por otro lado, el genoma
PRIJNA182977 corresponde al ensamblado por The Key Laboratory of Health and Disease
Genomics de The Chinese National Human Genome Center, desde ahora se hard 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
gue en el genoma E. granulosus s.s. G1 ChGC se identificaron 7 genes. En ambos genomas se
identificaron genes codificantes de HDACs ortélogos a HDAC2, HDAC3, HDACS5, 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 si en tamafio (excepto para los genes ortélogos 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 ortologia 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
selecciond para los analisis posteriores, debido a que presenta el dominio catalitico de las HDACs

completo (identificado por medio de la pagina Pfam; Familia HDACs: PFO0850).

Tabla 3.2. Comparacion de los genes codificantes de HDACs identificados en los dos genomas disponibles para
Echinococccus granulosus sensu stricto G1

BioProyect ID®

Ortélogo mas cercano

PRJEB121 (Sanger) PRJNA182977 (ChGC) % de . Clase
- - ' X en Homo sapiens
Tamaiio (aa) Gen ID Tamafio (aa) Identidad
EgrG_001102300 516 EGR_03724.1 520 97 HDAC 2 |
EgrG_001114800 418 EGR_05604.1 427 100 HDAC 3 |
EgrG_000103800 406 EGR_08567.1 427 100 HDAC 8 |
EgrG_000527350 1116 EGR_03909.1 1182 83 HDAC 5 Il
EgrG_000970900 868 EGR_07180.1 1128 82 HDAC 6 Il
EgrG_000831600 650 EGR_01373.1 1282 95 HDAC 7 Il
EgrG_000970800 827 EGR_07178.1 104 37 HDAC 10 Il
EgrG_000971000 184 EGR_07180.1 1128 91 HDAC 10 Il

@ BioProyect ID de acuerdo a la base de datos WormBase ParaSite
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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 ortologia 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 ortologia con
la HDAC6 y HDAC10 de H. sapiens: EGR_07178.1 de solo 104 aay EGR_07180.1 de 1128 aa (Tabla
3.2). En la Figura 3.1y 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 ultimo gen se pudo
identificar el dominio catalitico de HDACs completo (Figura 3.1), por este motivo este gen fue

seleccionado para los analisis posteriores.

EGR_07178.11 —

EgrG_000970800 [

EGR_07180.11  (— (— -
EgrG_000970900 - —
EgrG_000971000{ (e

EGrHDACE { S -

O D P P P P AP PO S S S
PSSP EE P
Tamaro [aa]

Figura 3.1. Genes codificantes de HDACs identificados en Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.) G1
con ortologia 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 ortologia con las HDAC6/HDAC10 de Homo sapiens. Los dominios cataliticos, identificados
mediante la pagina Pfam, se esquematizan como rectangulos curvos de color verde para los dominios
HDACs (Familia HDACs: PFO0850) y rojo para los dominios de dedos de Zn en ubiquitina-hidrolasas y otras
proteinas (Familia zf-UBP: PF02148).

Por otra parte, también se pudo observar que los genes EgrG_000970900 vy
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 cataliticos de HDACs parciales

en el gen EGR_07180.1, que coinciden con la ubicacién de los fragmentos con correspondencia
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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 cataliticos 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 cataliticos de HDACs completos y
el dominio de dedos de Zn (Figura 3.1). Los parametros reportados en la Tabla 3.1 y en los
posteriores analisis corresponden al gen EgraHDAC6, predicho mediante el predictor de genes

Augustus.

Por otra parte, los dos genomas disponibles para el parasito T. asiatica son PRJEB532 y
PRINA2998717. El genoma PRJEB532 corresponde al ensamblado por The Parasite Genomic
Group de The Wellcome Trust Sanger Institute; desde ahora (y solo a fines practicos) se hard
referencia a este genoma como T. asiatica Sanger (International Helminth Genomes Consortium,
2017). Por otro lado, el genoma PRIJNA299871 corresponde al ensamblado por The Chinese
Academy of Agricultural Sciences, desde ahora se hard referencia a este genoma como T. asiatica

CAAS (Wang y col., 2016).

Tabla 3.3. Comparacién de los genes codificantes de HDACs identificados en los dos genomas disponibles para Taenia
asiatica

BioProyect ID?

Ortélogo mas cercano

PRJEB532 (Sanger) PRJNA299871 (CAAS) % de ‘ Clase
- en Homo sapiens
Tamaiio (aa) Gen ID Tamaiio (aa) Identidad
TASK_0000062801 502 TASs00082g06876m00001 502 100 HDAC 2 |
TASK_0000683201 445 TASs00089g07089m00001 344 93 HDAC 3 |
TASs00042g05048m00001 732 HDAC 8 |
TASK_0000507001 1323 TASs00001g00246m00001 1323 100 HDAC 4 |
TASK_0000489301 1141 TASs00134g08193m00001 1121 100 HDAC 5 |l
TASK_0000403201 683 TASs00024g03791m00001 2126 98 HDAC 6/10 |
TASK_0000403001 219 TASs00024g03791m00001 2126 100 HDAC 6/10 |
TASK_0000403101 126 TASs00024g03791m00001 2126 87 HDAC 6/10 |

@ BioProyect ID de acuerdo a la base de datos WormBase ParaSite

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 ortélogos a HDAC2, HDAC3, HDAC4,
HDACS 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 si en tamafio 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 ortologia 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 ortologias 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 ortologia con la HDAC6 y HDAC10 de
H. sapiens: TASs00024g03791m00001 de 2126 aa. Analizando las secuencias de estos genes, se
observd 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 Ultimo gen se pudieron identificar tres dominios cataliticos 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).

TASS00024g03791M00001| st — B —
TASK_0000403101 E _
TASK_ 0000403001 -
TASK_0000403201 —

B B B B B B S B D B B S
P ¥ & & PP F P

N

Tamafio [aa]

Figura 3.2. Genes codificantes de HDACs identificados en Taenia asiatica con ortologia 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
ortologia con las HDAC6/HDAC10 de Homo sapiens. Los dominios cataliticos, identificados mediante la
pagina Pfam, se esquematizan como rectangulos curvos de color verde para los dominios HDACs (Familia

HDACs: PFO0850) y rojo para el dominio transportador de fosfato (Familia PHO4 PF01384).
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El gen TsaHDACS6 se intentd 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 analisis posteriores. Cabe aclarar que la presencia de tres dominios cataliticos de HDACs vy 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 analisis filogenético revel6 la presencia de varios miembros dentro de las HDACs de

Clase | y Il en parasitos cestodos

A fin de determinar la identidad de cada uno de los genes codificantes de HDACs
identificados en cestodos (Seccion 3.1.1) e inferir las relaciones filogenéticas entre estos genes
con las HDACs de H. sapiens y S. mansoni, se realizaron analisis filogenéticos. Los mismos se
realizaron empleando solo los dominios cataliticos 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: PFO0850).

En la Figura 3.3 se muestran las relaciones filogenéticas inferidas entre los genes de HDACs
identificados en los parasitos cestodos, H. sapiens (resaltados en color amarillo) y S. mansoni

(resaltados en color verde); representadas mediante un diagrama de arbol filogenético.

Los analisis evolutivos mostraron que las HDACs de cestodos se agrupan en dos ramas
filogenéticas o clases principales, correspondientes a las Clases | y Il de la familia de enzimas
HDACs (las lineas correspondientes a estas ramas filogenéticas se muestran coloreadas en el arbol
de la Figura 3.3 en rosa y azul, respectivamente). No se identificé ningin miembro de las HDACs
de Clase IV en los cestodos analizados. Con respecto al nimero de genes en cada una de las Clases
de enzimas HDACs, se identificaron tres miembros dentro de las HDACs de Clase | 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 HDACL. Los otros
dos genes agrupados dentro de las HDACs de Clase | corresponden a la HDAC3 y HDACS. Por otro
lado, se identificaron tres o cuatro miembros dentro de las HDACs de Clase Il en los cestodos
analizados. Las relaciones filogenéticas de estos genes con las HDACs de H. sapiens no pudieron
ser resueltas, por lo que estos miembros fueron nombrados segun su relacion filogenética con las

HDACs de S. mansoni (Figura 3.3).
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EcaHDACH (EcG7_00442)
EOHDACA (EGR_01373)

£grHDAC3 (EgrG_001114800)

(TASK. 0000833201}

HDACs de Clase |
HDACSs de Clase |l

Figura 3.3. Arbol filogenético de los genes codificantes de HDACs de Homo sapiens, Schistosoma mansoni
y los parasitos cestodos analizados. El arbol filogenético fue inferido utilizando las secuencias de
aminodcidos de los dominios cataliticos de HDACs identificados en los genes de HDACs de los parasitos
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 arbol filogenético fue obtenido utilizando el método de
maxima probabilidad mediante el modelo basado en la matriz JTT. El arbol filogenético 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 arboles replicados en el que los taxones asociados quedan
agrupados en la prueba bootstrap (1000 repeticiones) se muestran junto a las ramas. El andlisis involucré 90
secuencias de aminoacidos. 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 analisis filogenético se realizé

empleando el software MEGAS.
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Por ultimo, en algunos genes codificantes de HDACs de cestodos se identificaron dos
dominios cataliticos de HDACs (EgrHDAC6, EmuHDAC6, HmN_000118500 y TsM_000886700) e
incluso tres dominios cataliticos de HDACs (ECAN7_01724, HDID_0000742001,
TASs00024g03791m00001 y TSAs00013g02847m00001). Todos estos dominios cataliticos de
HDACs mostraron relacién filogenética con las HDAC6 y HDAC10 de H. sapiens y S. mansoni. Por
este motivo fueron nombrados como HDAC6A, HDAC6B y HDAC6EC. Cabe aclarar que la presencia
de tres dominios cataliticos de HDACs en algunos genes se podria deber a la baja calidad de los
genomas para estos parasitos. Por ultimo, las ramas en el arbol filogenético, correspondientes a
cada uno de los isotipos de HDACs, mostraron que las secuencias aminoacidicas de las HDACs de
las diferentes especies parasitarias se agrupan en diferentes géneros de acuerdo a sus relaciones

evolutivas.

3.1.3. Las comparaciones entre las HDACs de cestodos y Homo sapiens proporcionaron

informacion relevante a fin de definir candidatos a blancos farmacolégicos

Las secuencias de aminodacidos de los dominios cataliticos 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 farmacoldgicos. En la Figura 3.4 se muestran los
porcentajes de identidad para cada gen codificante de HDACs identificado en cestodos,
comparado con sus ortélogos en H. sapiens y S. mansoni. Este analisis proporciond informacién
relevante ya que las enzimas parasitarias con bajos porcentajes de identidad con su ortdlogo en

H. sapiens constituyen potenciales blancos farmacolégicos selectivos.

Los dominios cataliticos de las HDAC1 y HDAC3 de cestodos mostraron los mayores grados
de similitud con sus correspondientes ortdlogos en H. sapiens, con porcentajes de identidad de
aminoacidos superiores al 86% y 64%; respectivamente (Figura 3.4). Por otra parte, los dominios
cataliticos de las HDAC8 de cestodos mostraron porcentajes de identidad de aminoacidos de
aproximadamente 48%, con su correspondiente ortélogo en H. sapiens (Figura 3.4), por lo que
constituyen el miembro mas divergente dentro de las HDACs de Clase | en cestodos. Por otro
lado, los dominios cataliticos de las HDACs de Clase Il de cestodos (HDAC4, HDAC5, HDAC6 vy
HDAC10) mostraron porcentajes de identidad de aminoacidos, con sus correspondientes
ortdlogos en H. sapiens, en el rango del 41% al 61% (Figura 3.4). Finalmente, también
comparamos los porcentajes de identidad de aminodcidos de los dominios cataliticos de HDACs

de cestodos con los informados previamente para S. mansoni. Los dominios cataliticos de las

78



Resultados

HDAC1 y HDAC3 de cestodos mostraron los mayores grados de similitud con sus correspondientes
ortélogos en S. mansoni, con porcentajes de identidad de aminoacidos superiores al 86% y 74%;
respectivamente. Los dominios cataliticos de las otras HDACs de cestodos (HDAC4, HDACS,
HDAC6, HDAC8 y HDAC10) mostraron porcentajes de identidades aminoacidicas, con sus

correspondientes ortélogos en S. mansoni, en el rango del 37% al 73% (Figura 3.4).

HDAC1 HDAC3 HDACS8 HDAC4

Hsa Smp Hsa Smp Hsa Smp Hsa Smp
Eca 86 86 Eca 71 80 Eca 45 52 Eca 57 2
Egr 86 86 Egr 71 81 Egr 45 52 Egr 57 72
Emu 86 86 Emu 71 80 Emu 45 53 Emu B7 T2
Hdi 87 89 Hdi il 80 Hdi 48 37 Hdi 58 73

HmN 86 89 HmN 72 80 HmN 45 53 HmN 57 73
Mco 86 90 Mco 70 81 Mco 45 54 Mco 57 71

Tas 86 89 Tas 69 79 Tas 45 55 Tas 57 73
Tsa 86 89 Tsa 78 86 Tsa 45 55 Tsa 57 73
Tsm 86 89 Tsm 64 74 Tsm 45 54 Tsm 61 70
HDAC5 HDACG6A HDAC6B HDAC6C (HDAC10)

Hsa Smp Hsa Smp Hsa Smp Hsa Smp
Eca 50 48 Eca 41 52 Eca 49 55 Eca 54 62
Egr 50 48 Egr 42 54 Egr 48 54 Egr 48 59
Emu 50 48 Emu 41 53 Emu 47 54 Emu 48 59
Hdi 47 45  Hdi 48 62 Hdi 49 52 Hdi 47 S5
HmN 46 45 HmN 48 63 HmN 46 49 HmN 46 57
Mco 47 46 Mco 44 49 Tas 51 60 Tas 47 57
Tas 50 48 Tas 49 59 Tsa 48 55 Tsa 50 60

Tsa 50 48 Tsa 49 59 Tsm 50 56 Tsm 47 56
Tsm 49 49 Tsm 39 51

Figura 3.4. Comparacion de las secuencias de aminodacidos de los dominios cataliticos de HDACs. Se
muestran los porcentajes de identidad entre los residuos de aminodcidos de los dominios cataliticos 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 cataliticos 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

parasitos del género Echinococcus

Los niveles de expresion de los genes codificantes de HDACs, identificados en los parasitos
E. granulosus s.s. Gl y E. multilocularis, se analizaron empleando datos de expresion

transcripcional disponibles para estos organismos.

En las Figura 3.5 y Figura 3.6 se muestran los niveles de expresidn transcripcional, en RPKM,
para cada gen codificante de HDACs identificado en los parasitos E. granulosus s.s. G1 y E.
multilocularis; respectivamente, para diferentes estadios del desarrollo. El RPKM es una métrica
de expresién empleada para normalizar la profundidad de secuenciacidn y la longitud del gen. La
normalizacidn en las métricas de expresién son necesarias para eliminar los sesgos técnicos en los
datos secuenciados, como la profundidad de secuenciacion (una mayor profundidad de
secuenciacién produce mas 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; mas largo el gen mas el recuento de lectura). El RPKM se
calcula: contando el numero de lecturas totales en una muestra y dividiendo este nimero 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; obteniéndose el RPKM (del inglés, 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 presentd niveles de expresion transcripcional superiores a los otros genes de HDACs en
los estadios de desarrollo correspondientes a parasito adulto, oncosfera y metacestodo. Por otra
parte, el gen EgrHDAC10 presentd niveles de expresion transcripcional superiores a los otros
genes de HDACs en el estadio del desarrollo correspondiente a protoescélex. Por ultimo, el gen
EgrHDAC8 solo presentd niveles de expresidn transcripcional detectables en los estadios del

desarrollo correspondientes a parasitos adultos y metacestodo (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Niveles de expresidon transcripcional de los genes de HDACs en el parasito Echinococcus
granulosus sensu stricto (s.s.) G1. Se muestran los niveles de expresidn transcripcional de los genes
codificantes de HDACs identificados en el pardsito E. granulosus s.s. G1 como RPKM (del inglés, Reads per
kilo base per million mapped reads). Los niveles de expresion transcripcional fueron determinados mediante
RNAseq para varios estadios del desarrollo: parasito adulto, oncosfera, metacestodo y protoescélex (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 Unica excepcion
del gen EmuHDACS que presentd bajos niveles de expresion transcripcional y solo en los estadios
del desarrollo correspondientes a oncosfera y oncosfera activada. Por otra parte, el gen
EmuHDAC1 presentd niveles de expresidn transcripcional superiores a los otros genes de HDACs
en los estadios del desarrollo correspondientes a oncosfera y metacestodo pequefio de 4
semanas de cultivo in vitro. Cabe destacar que el gen EmuHDACS presentd un aumento en el nivel
de expresion 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 expresion transcripcional de los genes de HDACs en Echinococcus multilocularis. Se
muestran los niveles de expresion transcripcional de los genes codificantes de HDACs identificados en el
parasito E. multilocularis como RPKM (del inglés, Reads per kilo base per million mapped reads). Los niveles
de expresién transcripcional fueron determinados mediante RNAseq para varios estadios del desarrollo:
oncosfera, oncosfera activada y metacestodo pequefio de 4 semanas de cultivo in vitro (AwCW) (Huang y

col., 2016).

3.2. Validacidn de las enzimas HDACs de cestodos como potenciales blancos farmacolégicos

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 determind el efecto la inhibicion 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 reduccién de la
resazurina (o AlamarBlue®) y por otro, mediante mediciones de la motilidad parasitaria. Ambos
métodos fueron adaptados para la determinacion del efecto antihelmintico de compuestos sobre

TTy de M. corti.
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3.2.1. Adaptacion del ensayo de viabilidad por reduccion de la resazurina para la determinacién

de la viabilidad parasitaria de Mesocestoides corti

El ensayo de viabilidad por reduccién de la resazurina fue adaptado a parasitos cestodos, en
particular M. corti, a fin de determinar el efecto antihelmintico de varios compuestos en cultivo in
vitro. La resazurina es un colorante indicador azul no fluorescente que es convertido, en una
reaccion de reduccién mediada por las células metabdlicamente activas, en un indicador rojo
altamente fluorescente la resofurina. Este indicador, ademds de emitir fluorescencia, presenta
maximos de absorcion en diferentes longitudes de ondas para el compuesto oxidado y reducido
(Figura 2.1). Debido al gran numero de parametros a definir a fin de adaptar el ensayo de
viabilidad AlamarBlue para la medicién de la viabilidad parasitaria de TTy de M. corti, se definié un
protocolo base a emplear. En este protocolo, se tomd 3 dias como el tiempo de incubacién de los
pardsitos, ademas 24 h previas a la medicién se agregd 20 pL del reactivo de AlamarBlue®
(resazurina) por pocillo. Los parametros a definir fueron: el medio de cultivo, el tamafio y nUmero
de pardsitos por pocillo, si era conveniente realizar la medicion mediante fluorescencia o

absorbancia, las longitudes de onda para la medicién y el efecto del DMSO.

En primera instancia se evalud el medio de cultivo a emplear. Esto se realizé debido a que
los medios de cultivos en general llevan un indicador de pH, como el rojo fenol, que podria
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 agregé la
resazurina al medio de cultivo (Figura 3.7A). Si bien la diferencia en las absorbancias medidas para
ambos medios no fue significativa, se optd por utilizar el medio Mco-RPMI 1640 sin rojo fenol
para los ensayos posteriores debido a que de esta manera se logré una mejor discriminacion
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 dias; 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 reduccion de la resazurina (AlamarBlue®). El ensayo de viabilidad
AlamarBlue® fue adaptado para la medicién 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
tamafio mediante un sistema de doble tamizado (n = 10), medida a longitudes de onda de excitacién de 570
nm y emisién de 585 nm. Pequeiios: muestra enriquecida en parasitos menores a 150 um; Medianos:
muestra enriquecida en parasitos entre los 150 um y 250 um; Grandes: muestra enriquecida en parasitos

mayores a 250 um y Mixtos: muestra de parasitos sin filtrar.

La otra variable a optimizar fue el tamafo los parasitos a emplear en los ensayos. Los TTy
de M. corti son muy variables en cuanto al tamafio, encontrandose algunos parasitos muy
pequefios (< 100 um) y otros muy grandes (> 300 um) en las muestras recolectadas de ratones.
Para separar los parasitos por tamafio se empled un sistema doble de tamizaje; que permitié
obtener tres grupos de TTy: un grupo enriquecido en parasitos pequefios (menores a 150 um), un
grupo enriquecido en parasitos medianos (mayores a 150 um y menores a 250 um) y un grupo
enriquecido en pardsitos grandes (mayores a 250 um). Estos grupos de pardsitos, junto con
parasitos heterogéneos (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
excitacion de 570 nm y emision 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
parasitos grandes mostraron mucha dispersion. Por otra parte, las mediciones de fluorescencias
para los grupos de pardsitos pequefios y medianos mostraron dispersiones menores con respecto

a los otros grupos. El grupo de pardsitos medianos fue elegido para los analisis posteriores,
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debido a que se obtiene muy poco material para el grupo de parasitos pequefios durante el

filtrado.

Una vez definido el rango de tamafios de los pardsitos a emplear, se prosiguio a determinar
el nimero adecuado de TTy de M. corti por pocillo. En la Figura 3.8A se muestra el porcentaje de
reduccién de la resazurina en funcién del nimero de TTy de M. corti por pocillo. Como se puede
observar el sistema se satura para mas de 30 parasitos por pocillos. Estd zona de la curva no
resulta conveniente, si se elige un nimero de parasitos por pocillo dentro de esta meseta
cualquier compuesto que aumente la viabilidad parasitaria no podria ser detectado. Se eligié 20
como el nimero de pardsitos por pocillos a fin de tener un rango mdas amplio de trabajo. Para 20
TTy de M. corti por pocillo se obtuvo una de reduccion de la resazurina del 70%. Usando este
numero parasitos por pocillo se podrian evaluar compuestos que tengan tanto un efecto negativo

como también positivo en la viabilidad parasitaria.
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Figura 3.8. Curvas de reduccion de la resazurina en funcion del nimero de tetratiridios (TTy) de
Mesocestoides corti por pocillo. Se muestran la curva de reduccién de la resazurina en funcién del (A)
numero de parasitos vivos por pocillo y (B) diferentes nimeros de pardsitos vivos y muertos por pocillo (20
TTy final por pocillo). Los parasitos muertos corresponden a muestras de TTy de M. corti tratadas con etanol
al 70% por 30 min. Se muestran las mediciones de reduccién de la resazurina para una réplica biolégica por

triplicado. Las barras de error representan la desviacidn estandar.

Por otra parte, también se determind si mediante este sistema de medicion de viabilidad
parasitaria se podria discriminar entre parasitos 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 parasitos
muertos se obtuvieron tratando las muestras con etanol al 70% durante 30 min. Las mediciones

del porcentaje de reduccién de la resazurina para las diferentes proporciones de pardsitos vivos:
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muertos (Figura 3.8B) dieron una pendiente similar a la curva de reducciéon vs nimero de
parasitos vivos (Figura 3.8A). Por lo que, el sistema nos permitiria 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), pudiéndose determinar la
viabilidad parasitaria por mediciones de fluorescencia o absorbancia. Asimismo, es posible
emplear mas de un par de longitudes de ondas para la determinacién de la viabilidad parasitaria:
540-630 nm y 570-600 nm. Si bien las mediciones de fluorescencia resultan mads directas, ya que
en el caso de la absorbancia se necesitan realizar mediciones a diferentes longitudes de ondas y
calcular posteriormente el porcentaje de reduccidn de la resazurina, en el IMPaM (lugar donde se
llevd a cabo este trabajo) no se cuenta con el equipo necesario; recurriéndose a la prestacion de
servicios de terceros para dicha medicién. Por este motivo la viabilidad parasitaria se determiné
mediante mediciones de absorbancia. En la Figura 3.9A se muestran los porcentajes de reduccion
de la resazurina para cada par de longitudes de onda ensayadas. No se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes condiciones ensayadas. Se optd por el par de
longitudes de onda 570 nm y 600 nm, ya que éstos se corresponden con los maximos en el

espectro de absorbancia para el reactivo reducido y oxidado, respectivamente (Figura 2.1).

Por ultimo, se determind el porcentaje maximo de DMSO que se podria utilizar en la
determinacidon de la viabilidad parasitaria. EI DMSO es un solvente orgdnico ampliamente
empleado para disolver diferentes tipos de compuestos. Ademas, al ser un disolvente aprético y
altamente polar es miscible tanto con el agua como con disolventes organicos como alcoholes,
cetonas, etc. Sin embargo, el DMSO puede llegar a ser toxico para las células; por este motivo se
evalud el efecto del DMSO sobre la viabilidad parasitaria de TTy de M. corti mediante el ensayo de
reduccion de la resazurina. En la Figura 3.9B se muestra el porcentaje de reduccion de la
resazurina para diferentes concentraciones de DMSO. Para concentraciones de DMSO menores al
2% no se observé una disminucion estadisticamente significativa en la viabilidad parasitaria de
TTy de M. corti. Por otra parte, para concentraciones de DMSO iguales o superiores a 2% se
observd una disminucién estadisticamente 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 dias de incubacién. Sin embargo, para determinar el efecto antihelmintico de los
compuestos sobre TTy de M. corti se necesitan realizar mediciones de viabilidad para otros
tiempos de incubacién. En la Figura 3.9C se muestra el porcentaje de reduccidn de la resazurina

para parasitos tratados con DMSO al 1%, determinado a 3 y 6 dias de incubacién. No se observd
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una disminucién estadisticamente significativa en la viabilidad parasitaria para el DMSO a la
concentracién de 1% para 3 y 6 dias de incubacién, comparado con la viabilidad parasitaria

determinada para los TTy de M. corti sin DMSO (Figura 3.9C).

Finalmente, cabe aclarar que no se observé viraje del medio en los parasitos incubados con

medio Mco-RPMI 1640 con rojo fenol hasta los 6 dias de incubacion.
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Figura 3.9. Determinacion de las longitudes de onda y porcentaje de DMSO 6ptimo para el ensayo de
viabilidad parasitaria por reducciéon de la resazurina en tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se
muestran el porcentaje de reduccidén de la resazurina en funcion 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 dias de incubacién.
Los porcentajes de reduccion fueron determinados para tres réplicas bioldgicas independientes, cada una
por triplicado. En todas las barras, las barras de error representan la desviacion estandar y los asteriscos
indican aquellas concentraciones que mostraron diferencias estadisticas significativas, en comparacién con

el control (DMSO 1%), usando el analisis de las varianzas (ANOVA) de una via (**, p £ 0,01).

3.2.2. Adaptacion del ensayo de viabilidad por mediciones de motilidad para la determinacion

de la viabilidad parasitaria de Mesocestoides corti

El ensayo de viabilidad por medicion de la motilidad parasitaria fue adaptado para la
medicién de la viabilidad parasitaria, a fin de determinar el efecto antihelmintico de varios
compuestos sobre el cultivo in vitro del pardsito M. corti. Este ensayo se basa en la medicion de

los movimientos realizados por parasitos que son captados por el dispositivo wMicroTracker. Este
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dispositivo estd compuesto por un rayo de luz infrarrojo y un sistema sensor. Cuando los parasitos
se mueven, bloquean el rayo infrarrojo y esto es detectado por el sensor. Mediante diferentes
algoritmos es posible calcular el movimiento de los parasitos, expresado como indice de motilidad
relativa (IMR), en un determinado periodo. Este sistema fue disefiado para la medicion de la
motilidad, y por ende la viabilidad, de Caenorhabditis elegans (Simonetta y Golombek, 2007) y

tiene la ventaja de permitir un sistema de medicidén continuo y no invasivo de la viabilidad.

A fin de adaptar el ensayo de motilidad a la medicion de la viabilidad parasitaria de TTy de
M. corti, se definié un protocolo base a emplear. En base a los resultados obtenidos para el
ensayo AlamarBlue®, en este protocolo se empled el grupo de parasitos medianos (mayores de
150 um y menores de 250 um) y se tomé 3 dias como el tiempo de incubacién de los parasitos.
Los parametros a definir fueron el nimero de parasitos por pocillo, el algoritmo de medicién y el
efecto del DMSO. La viabilidad parasitaria, medida por el ensayo de motilidad, se expresa como
un indice de motilidad relativa (IMR). Este indice es la relacién entre el indice de motilidad

calculado para un determinado dia con respecto al indice de motilidad para el dia 0.

En la Figura 3.10A se muestra el indice de motilidad parasitaria en funcién del nimero de
TTy de M. corti por pocillo. Como se puede observar el sistema se satura para mas de 7 pardasitos
por pocillo. Se eligi6 5 como el numero de parasito por pocillos a fin de tener un rango mas
amplio de trabajo. Para 5 TTy de M. corti por pocillo se obtuvo un indice de motilidad de 936 +

151 después de 2 h de medicién usando el algoritmo “M3-C. elegans”.

Por otra parte, también se determind si mediante este sistema de medicién de viabilidad
parasitaria se podria discriminar entre pardsitos vivos y muertos. En la Figura 3.10B se muestra
una curva con diferentes nimeros de TTy de M. corti vivos y muertos por pocillos. Los pardsitos
muertos se obtuvieron tratando las muestras con etanol al 70% durante 30 min. Las mediciones
de la motilidad para diferentes proporciones de parasitos vivos: muertos (Figura 3.10B) dieron
una pendiente similar a la curva de motilidad vs nimero de parasitos vivos (Figura 3.10A). Por lo

que, el sistema nos permitiria discriminar entre TTy de M. corti vivos y muertos.
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Figura 3.10. Curvas de motilidad parasitaria en funcion del nimero de tetratiridios (TTy) de
Mesocestoides corti por pocillo. Se muestran la curva de motilidad parasitaria en funcion del (A) nimero de
parasitos por pocillo y (B) diferentes proporciones de parasitos vivos y muertos por pocillo (5 TTy final por
pocillo). Los pardsitos muertos corresponden a muestras de TTy de M. corti tratadas con etanol al 70% por
30 min. Se muestran las mediciones de motilidad, como indice de motilidad, para una réplica bioldgica por
triplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar. Los indices de motilidad fueron

calculados para 2 horas de medicién usando el algoritmo “M3-C. elegans”.

El indice de motilidad parasitaria se puede calcular empleando diferentes algoritmos
disponibles en el software del equipo wMicroTracker. En la Figura 3.11A se muestran los indices
de motilidad parasitaria determinados para 5 TTy de M. corti por pocillo después de 2 h de
medicién con los dos algoritmos principales: M3-C. elegans y M3-Zebrafish. Se puede observar
gue los indices de motilidad determinados con el algoritmo M3-Zebrafish presentan menos
dispersidn. Por dicho motivo, este algoritmo fue elegido para los célculos de indices de motilidad

posteriores.

Por ultimo, se determind el efecto del DMSO sobre la viabilidad parasitaria de TTy de M.
corti a lo largo de los dias de incubacion. En la Figura 3.11B se muestran los indices de motilidad
relativa en funcidn de los dias de incubacién para TTy de M. corti incubados en medio solo o
medio con DMSO al 1%. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
indices de motilidad relativa para los parasitos incubados con DMSO 1% hasta los 6 dias de

incubacién, comparado con los parasitos incubados en medio solo (Figura 3.11B).
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Finalmente, cabe aclarar que no se observé viraje del medio en los parasitos incubados con

medio Mco-RPMI 1640 con rojo fenol hasta los 6 dias de incubacion.
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Figura 3.11. Seleccion del algoritmo y andlisis del efecto del DMSO para la medicion de la viabilidad
parasitaria por mediciones de motilidad en tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se muestran (A) el
indice de motilidad calculado mediante los dos algoritmos principales: M3-C. elegans y M3-Zebrafish (n =
10) y (B) el indice de motilidad relativa para parasitos incubados en medio solo o medio con DMSO al 1% en
funcion de los dias de incubacion. Los indices de motilidad relativa fueron determinados para tres réplicas
biolégicas independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de error representan la desviacion

estandar.

3.2.3. La inhibicion de las enzimas HDACs afecta la viabilidad de Mesocestoides corti

El efecto de la inhibicion de las HDACs sobre la viabilidad de TTy de M. corti fue
determinado usando los métodos para la medicién de la viabilidad adaptados en las Secciones
3.2.1y 3.2.2. Para ello se empled un inhibidor selectivo de las HDACs de Clase | y Il, 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 reduccién de la resazurina para 3 y 6 dias de
incubacién. Se puede observar que la TSA no produjo un efecto estadisticamente significativo en
la viabilidad de los TTy de M. corti a los 3 dias de incubacidn, para ninguna de las concentraciones
ensayadas (Figura 3.12A). Sin embargo, a los 6 dias de incubacion la TSA produjo una disminucion

estadisticamente significativa en la viabilidad de los parasitos tratados en comparacién con los no
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tratados (DMSO1%). Los porcentajes de viabilidad determinados para los pardsitos tratados con la
TSA a los 6 dias de incubacidn fueron de: 61,8% para 1 uM (p < 0,0001), 58,9% para 10 uM (p <
0,0001) y 58,4% para 20 uM (p < 0,0001) (Figura 3.12B). Como controles se utilizaron TTy
incubados en: el vehiculo de la droga (DMSO 1%; control negativo), praziquantel en diferentes

concentraciones (PZQ; droga control) y TTy pretratados con etanol al 70% (EtOH70%) por 30 min
(control positivo) (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Efecto de la Tricostatina A (TSA) sobre la viabilidad de tetratiridios (TTy) de Mesocestoides
corti determinado mediante el ensayo de reduccién de la resazurina (o Alamar Blue®). Se muestran los
porcentajes de viabilidad parasitaria, determinados mediante el ensayo de reduccién de la resazurina, para
TTy de M. corti tratados con TSA a concentraciones de 1, 10 y 20 uM a los (A) 3 y (B) 6 dias de incubacion.
Las viabilidades parasitarias se determinaron para tres réplicas bioldgicas independientes, cada una por
triplicado. Como controles se utilizaron TTy incubados en: el vehiculo de la droga (DMSO 1%; control
negativo), praziquantel (PZQ; 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 desviacidon estandar y los asteriscos
indican aquellas concentraciones que mostraron diferencias estadisticas significativas en la viabilidad

parasitaria; en comparacion con el control (DMSO 1%), usando el andlisis de las varianzas (ANOVA) de dos

vias (***, 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 indice de motilidad relativa (IMR), para 3y

91



HDACs en cestodos (Hugo Rolando Vaca)

6 dias de incubacién. Se puede observar que, a los 3 dias de incubacidn, la TSA no produjo un
efecto estadisticamente significativo en la viabilidad de los TTy de M. corti para las
concentraciones de 2 y 10 uM. Solo se observé una disminucién estadisticamente significativa en
la viabilidad parasitaria en los TTy tratados con 20 uM de TSA (IMR = 0.81; p < 0,05) (Figura
3.13A). Sin embargo, a los 6 dias de incubacién la TSA produjo una disminucion estadisticamente
significativa en la viabilidad de los pardsitos tratados en comparacion con los no tratados
(DMS0O1%). Los indices de motilidad relativa determinados para los parasitos tratados con la TSA a
los 6 dias de incubacion fueron de: 0,43 para 1 uM (p <0,0001), 0,55 para 10 uM (p < 0,0001) y
0,37 para 20 uM (p < 0,0001) (Figura 3.13B). Como controles se utilizaron TTy incubados en: el
vehiculo de la droga (DMSO 1%; control negativo), praziquantel en diferentes concentraciones
(PZQ; droga control) y TTy pretratados con etanol al 70% (EtOH70%) por 30 min (control positivo)
(Figura 3.13).
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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 indices 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 uM a los (A) 3 y (B) 6 dias de incubacién. Los indices de motilidad relativa se
determinaron para tres réplicas bioldgicas independientes, cada una por triplicado. Como controles se
utilizaron TTy incubados en: el vehiculo de la droga (DMSO 1%; control negativo), praziquantel (PZQ; 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 desviacion estandar y los asteriscos indican aquellas concentraciones que

mostraron diferencias estadisticas significativas en la viabilidad parasitaria; en comparacion con el control
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(DMSO 1%), usando el analisis de las varianzas (ANOVA) de dos vias (*, p £ 0,05; ***, p < 0,001; **** p <
0,0001).

3.2.4. La Tricostatina A produce alteraciones en la morfologia parasitaria de Mesocestoides corti

Se realizaron inspecciones visuales de los cultivos parasitarios a fin de determinar si la TSA
produce alteraciones en la morfologia de los TTy de M. corti. En la Figura 3.14 se muestran las
microfotografias de los TTy de M. corti incubados con TSA o el vehiculo de la droga (DMSO 1%) a 3

y 6 dias de incubacion.
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Figura 3.14. Efecto de la Tricostatina A (TSA) sobre la morfologia parasitaria de tetratiridios (TTy) de
Mesocestoides corti en cultivo in vitro. Se muestran las alteraciones en la morfologia parasitaria producidas
en los TTy de M. corti tratados con 40 uM de TSA a (C) 3 y (D) 6 dias de incubacidn; en comparacion con los
parasitos incubados con el vehiculo de la droga (DMSO 1%) a (A) 3 y (B) 6 dias de incubacion. Se puede
observar la presencia de pequefias ampollas en el tegumento parasitario (sefialadas 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 fenotipicas fueron observadas para tres réplicas bioldgicas independientes. Las barras de

escala representan 100 um.

En la Figura 3.14 se puede observar que la TSA produjo alteraciones en el tegumento y en la
morfologia general de los TTy de M corti. Asimismo, se pueden apreciar la presencia de pequeias
ampollas a lo largo del tegumento parasitario (sefialadas mediante flechas) y varias infiltraciones
del medio de cultivo (INF) en diferentes zonas de los TTy de M. corti. Por ultimo, también se
observaron restos celulares en el medio de cultivo (RC). Estos efectos fueron observados para la
TSA a la concentracién de 40 uM, para 3 y 6 dias de incubacion (Figura 3.14C y Figura 3.14D,
respectivamente). En cambio, no se observaron alteraciones fenotipicas apreciables en los TTy de
M. corti incubados con DMSO1% (control negativo) a los 3 y 6 dias de incubacién (Figura 3.14Ay

Figura 3.14B, respectivamente).

3.2.5 La Tricostatina A inhibe fuertemente la desacetilacion de proteinas en Mesocestoides corti

En la Seccién 3.2.4 se demostré que la TSA produce una disminucién 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 inhibicidn de las enzimas HDACs de
cestodos, se evaluaron los cambios en los niveles de acetilacién de las proteinas de TTy de M.
corti mediante la técnica de Western Blot semicuantitativa. Para esta técnica se utilizaron los
anticuerpos contra la histona H4 tetra-acetilada y contra los grupos de lisina acetiladas presentes

en las proteinas (pan-lisina acetilada).

En la Figura 3.15 se muestra el efecto de la TSA sobre los niveles de acetilacion de proteinas
provenientes de homogenatos de TTy de M. corti tratados durante 3 dias. 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 tefiido con azul de Coomassie,
empleado como control de carga. El cual indica que la aparicién de dichas bandas en presencia del
inhibidor no se debe a diferencias en la concentracién de proteinas sembradas. En los
homogenatos de TTy de M. corti tratados con TSA, a concentraciones de 20 uM y 40 uM, se
detecté una banda intensa con un peso molecular relativo de 15 kDa (tamafio esperado para la
Histona H4 de M. corti) cuando se empled el anticuerpo anti Histona H4 tetra-acetilada. Por otra
parte, cuando se empled el anticuerpo anti pan-lisina acetilada se detectaron dos bandas muy

proximas e intensas con pesos moleculares relativos de 15 kDa y 16 kDa. Con este anticuerpo
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ademas se detectd 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 PZQ,

ALB o el vehiculo 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 acetilacion de proteinas provenientes de
homogenatos de tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Hiperacetilacion de proteinas en homogenatos
de TTy de M. corti incubados con TSA. (A) Western Blot para los homogenatos de TTy de M. corti tratados
con 20 uM o 40 puM de TSA, o el vehiculo de la droga (DMSO 1%) durante tres dias, utilizando los
anticuerpos anti Histona H4 tetra-acetilada y anti pan-lisina acetilada. Como controles negativos se
utilizaron praziquantel (PZQ) y albendazol (ABZ) a 20 uM. En el panel inferior se muestra el gel tefiido con
azul de Coomassie. (B) Anadlisis de densitometria de los Western Blot. Las muestras se normalizaron de
acuerdo a la cantidad total de proteinas de la misma muestra, observada mediante tincidon con azul de
Coomassie. Los resultados se expresan como el cambio en la densidad relativa en comparacién con el grupo

control (DMSO 1%), establecido como 1. Las barras de error representan la desviacién estandar.

Por otra parte, en la Figura 3.15B se muestra la densidad relativa, determinada mediante
analisis de densitometria, 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 determind 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 pardsitos del grupo control (DMSO 1%), para las
concentraciones de TSA de 20 uM y 40 uM; respectivamente. Por ultimo, las densidades relativas
de las bandas observadas en los homogenatos de TTy de M. corti tratados con PZQ 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 parasitos del grupo control.

En la Figura 3.16 se muestra el efecto de la TSA sobre los niveles de acetilacién de proteinas
provenientes de homogenatos de TTy de M. corti tratados durante 6 dias. 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 tefiido con azul de Coomassie,
empleado como control de carga. En los homogenatos de TTy de M. corti tratados con TSA, a
concentraciones de 20 uM y 40 pM, se detectdé una banda intensa con un peso molecular relativo
de 15 kDa cuando se empled 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 dias
(Figura 3.15). Por otra parte, cuando se empled el anticuerpo anti pan-lisina acetilada solo se
detectd 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 dias (Figura 3.15) no fue detectada en los homogenatos de parasitos tratados durante 6
dias (Figura 3.16A). Por ultimo, estas bandas no se detectaron en homogenatos de TTy de M. corti

tratados con PZQ, ALB o el vehiculo de la droga (DMSO 1%).

En la Figura 3.16B se muestra la densidad relativa, determinada mediante andlisis de
densitometria, 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 determind 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 pardsitos del grupo control (DMSO 1%), para las
concentraciones de la TSA de 20 puM y 40 puM. Por ultimo, las densidades relativas de las bandas
observadas en los homogenatos de TTy de M. corti tratados con PZQ 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 parasitos del grupo control.
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Figura 3.16. Efecto de la Tricostatina A (TSA) sobre los niveles de acetilacién de proteinas provenientes de
homogenatos de tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Hiperacetilacion de proteinas en homogenatos
de TTy de M. corti incubados con TSA. (A) Western Blot para los homogenatos de TTy de M. corti tratados
con 20 uM o 40 puM de TSA, o el vehiculo de la droga (DMSO 1%), durante seis dias utilizando los
anticuerpos anti Histona H4 tetra-acetilada y anti pan-lisina acetilada. Como controles negativos se
utilizaron praziquantel (PZQ) y albendazol (ABZ) a 20 uM. En el panel inferior se muestra el gel tefiido con
azul de Coomassie. (B) Anadlisis de densitometria de los Western Blot. Las muestras se normalizaron de
acuerdo a la cantidad total de proteinas de la misma muestra, observada mediante tincién con azul de
Coomassie. Los resultados se expresan como el cambio en la densidad relativa en comparacion con el grupo

control (DMSO 1%), establecido como 1. Las barras de error representan la desviacién estandar.

3.3. Evaluacion del efecto antihelmintico de un alto nimero de inhibidores de las enzimas

HDACs

En esta seccion se muestra el perfil antihelmintico de un alto nimero de inhibidores de las
enzimas HDACs (HDACI), determinado mediante el cultivo in vitro de TTy de M. corti. Inicialmente
se evaluaron 12 HDACI; que incluian 4 HDACi contra las HDACs de Clase |, 4 HDACi contra las
HDACs de Clase Il y 4 HDACi contra las Sirtuinas (o HDACs de Clase Ill, Anexo A1.5). En base a los
resultados obtenidos con la evaluacién inicial, se evaluaron 21 compuestos adicionales. Estos
compuestos corresponden a andlogos 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 medicion de la motilidad parasitaria. Este método tiene la ventaja de permitir un
sistema de medicidn continuo y no invasivo de la viabilidad parasitaria, a diferencia de lo que
sucede con el método de viabilidad por reduccidn de la resazurina. Estas caracteristicas permiten
evaluar la viabilidad parasitaria sobre una misma placa durante todo el periodo de ensayo.
Ademas, este método tiene un menor costo, lo cual es un factor muy importante a considerar en
la evaluacidon de un alto nimero de compuestos. Por todos estos motivos, este método fue

elegido para la determinacion del efecto antihelmintico de los inhibidores de las HDACs.

3.3.1. Evaluacion del efecto antihelmintico de inhibidores de las HDACs de Clase | sobre

Mesocestoides corti

En la Figura 3.17 se muestra el efecto antihelmintico 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 indice de motilidad relativa (IMR) en funcion de los dias de incubacioén.

El Entinostat (también conocido como SNDX-275 y MS-275) es un compuesto de la clase
benzamida que actia como inhibidor selectivo de las HDACs de Clase | (Hu y col., 2003). Este
compuesto produjo una disminucién estadisticamente significativa de la viabilidad parasitaria de
los TTy de M. corti; con respecto a los pardsitos del grupo control incubados con el vehiculo de la
droga (DMS0O1%), a los 2 dias de tratamiento para la concentraciéon de 50 uM (IMR = 0,87; p <
0,0001); a los 3 dias de tratamiento para 20 uM (IMR = 0,46; p < 0,0001) y a los 4 dias de
tratamiento para 2 uM (IMR = 0,42; p < 0,0001) (Figura 3.17A). Asimismo, el Entinostat produjo la
muerte de los TTy de M. corti tratados (disminucién del IMR por debajo de 0,05) a los 5 dias de
tratamiento para la concentracién de 50 uM (p < 0,0001), y a los 6 dias de tratamiento para 20
UMy 2 uM (p < 0,0001 para ambas concentraciones) (Figura 3.17A). Por otra parte, también se
realizaron inspecciones visuales de los TTy de M. corti tratados con el Entinostat a diferentes
concentraciones y dias de tratamiento. El Entinostat produjo alteraciones en el tegumento
parasitario y pérdida de la morfologia general de los TTy de M. corti tratados a todas las
concentraciones ensayadas (Figura 3.18). Se puede observar un alargamiento en los parasitos
tratados, la presencia de pequefas ampollas a lo largo del tegumento parasitario (sefialadas
mediante flechas) y varias infiltraciones del medio de cultivo (INF) en diferentes zonas de los TTy

de M. corti. Por ultimo, también se observaron restos celulares (RC) en el medio de cultivo. Estas
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alteraciones fenotipicas no se observaron para los parasitos incubados con DMSO 1% (control

negativo), incluso hasta los 9 dias de incubacion.
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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 indices 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 uM, o con el vehiculo de la droga (DMSO 1%), a distintos tiempos
de incubacion. Los indices de motilidad relativos se determinaron para tres réplicas bioldgicas
independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar y los
asteriscos indican aquellas concentraciones que mostraron diferencias estadisticas significativas en la
viabilidad parasitaria, en comparacién con el control negativo (DMSO 1%), usando el analisis de las

varianzas (ANOVA) de dos vias (****, p <0,0001).

Por otra parte, los HDACi: TH71, TH65 y TH120 son compuestos derivados del 3-
aminobenzohidroxamato que fueron disefiados como inhibidores selectivos de la HDAC8 del
parasito 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
gue el TH65 produjo una disminucién estadisticamente significativa de la viabilidad parasitaria de

los TTy de M. corti; con respecto a los pardsitos del grupo control incubados con el vehiculo de la
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droga (DMSO1%), a los 2 dias de tratamiento para la concentracién de 20 uM (IMR= 0,42; p <
0,0001) y a los 4 dias de tratamiento para 50 uM (IMR= 0,36; p < 0,0001). No se observé una
diferencia estadisticamente significativa en la viabilidad parasitaria de los TTy de M. corti tratados
con el TH65 a la concentracion de 2 uM; con respecto a los parasitos del grupo control, incluso
hasta los 9 dias de tratamiento (Figura 3.17C). Por otra parte, el TH65 produjo la muerte de los
TTy de M. corti tratados (disminucion del IMR por debajo del 0,05) a los 6 dias de tratamiento
para las concentraciones de 50 uM y 20 uM (p < 0,0001 para ambas concentraciones) (Figura
3.17C). También se realizaron inspecciones visuales de los TTy de M. corti tratados con el TH65 a
diferentes concentraciones y dias de tratamiento. El TH5 produjo alteraciones en el tegumento
parasitario y pérdida de la morfologia general de los TTy de M. corti tratados a las
concentraciones de 20 uM y 50 puM (Figura 3.19). Se puede observar un alargamiento en los
pardsitos tratados, la presencia de pequefias ampollas a lo largo del tegumento parasitario
(sefialadas mediante flechas) y varias infiltraciones del medio de cultivo (INF) en diferentes zonas
de los TTy de M. corti. Asimismo, también se observaron restos celulares (RC) en el medio de
cultivo. No se observaron alteraciones fenotipicas apreciables para los parasitos del grupo control
(incubados con DMSO 1%) y en los pardsitos incubados con el TH65 a la concentracion de 2 uM,
incluso hasta los 9 dias de incubacion (Figura 3.19). Asimismo, se pudo observar la formacién de
pequefios cristales en el medio de cultivo cuando se empled el TH65 a 50 puM (sefialados
mediante circulos), esto podria explicar el menor efecto observado en los TTy de M. corti

incubados con el TH65 a 50 uM para los primeros dias de tratamiento.

Por ultimo, los otros inhibidores de las HDACs de Clase I: TH71 y TH120 no mostraron un
efecto estadisticamente significativo en la viabilidad parasitaria de los TTy de M. corti para
ninguna de las concentraciones y tiempos ensayados (Figura 3.17B vy Figura 3.17D,

respectivamente).
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Figura 3.18. Efecto del inhibidor de las HDACs de Clase | Entinostat sobre la morfologia parasitaria de
tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se muestran las alteraciones en la morfologia parasitaria
producidas en TTy de M. corti tratados con 2 uM, 20 uM y 50 uM de Entinostat para diferentes dias de
tratamiento, en comparacion con los parasitos del grupo control incubados con el vehiculo de la droga
(DMSO 1%). Se puede observar la presencia de pequefias ampollas en el tegumento parasitario (sefialadas
mediante flechas), infiltraciones del medio de cultivo (INF) y restos celulares (RC) en el medio de cultivo.
Todas las alteraciones fenotipicas antes mencionadas se encuentran sefalizadas en las microfotografias
correspondientes a los 9 dias de incubacién. Estas alteraciones fenotipicas fueron observadas para tres

réplicas bioldgicas independientes. Las barras de escala representan 100 um.
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Figura 3.19. Efecto del inhibidor de las HDACs de Clase | TH65 sobre la morfologia parasitaria de
tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se muestran las alteraciones en la morfologia parasitaria
producidas en TTy de M. corti tratados con 2 puM, 20 puM y 50 uM de TH65 para diferentes dias de
tratamiento, en comparacion con los pardsitos del grupo control incubados con el vehiculo de la droga
(DMSO 1%). Se puede observar la presencia de pequefias ampollas en el tegumento parasitario (sefialadas
mediante flechas), infiltraciones del medio de cultivo (INF) y restos celulares (RC) en el medio de cultivo.
Todas las alteraciones fenotipicas antes mencionadas se encuentran sefializadas en las microfotografias
correspondientes a los 9 dias de incubacién. Estas alteraciones fenotipicas fueron observadas para tres

réplicas bioldgicas independientes. Las barras de escala representan 100 um.
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3.3.2. Evaluacion del efecto antihelmintico de inhibidores de las HDACs de Clase Il sobre

Mesocestoides corti

En la Figura 3.20 se muestra el efecto antihelmintico 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 indice de
motilidad relativa (IMR) en funcién de los dias de incubacion. Ninguno de los inhibidores de las
HDACs de Clase Il ensayados mostraron un efecto estadisticamente significativo en la viabilidad
parasitaria de los TTy de M. corti; ni alteraciones fenotipicas apreciables, incluso hasta los 9 dias

de tratamiento para ninguna de las concentraciones ensayadas (Figura 3.20).
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Figura 3.20. Efecto de los inhibidores de las HDACs de Clase Il: JS26, KK16 y ST36, sobe la viabilidad
parasitaria de tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se muestran los indices 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 uM, o con el vehiculo de la droga (DMSO 1%) en funcién de los dias de
tratamiento. Los indices de motilidad relativos se determinaron para tres réplicas bioldgicas
independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar y los
asteriscos indican aquellas concentraciones que mostraron diferencias estadisticas significativas en la
viabilidad parasitaria, en comparacién con el control negativo (DMSO 1%), usando el analisis de las

varianzas (ANOVA) de dos vias.
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3.3.3. Evaluacion del efecto antihelmintico de inhibidores de las Sirtuinas (o HDACs de Clase II)

sobre Mesocestoides corti

Si bien este trabajo se propone el estudio de las HDACs de cestodos, especificamente las
pertenecientes a las Clases | y I, como potenciales blancos farmacoldgicos, también se evaluaron
4 inhibidores de las Sirtuinas (o HDACS de Clase lll; ver Anexo A5): Mz25, Mz236, Ex527 y AGK2.
En la Figura 3.21 se muestra el efecto antihelmintico 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 indice de motilidad relativa (IMR) en funcién

de los dias de incubacion.

El Mz25 (también conocido como SirReal2) es un compuesto de la clase aminotiazol que
actla como inhibidor selectivo de la Sirt2 (Rumpf y col., 2015). Este compuesto produjo una
disminucién estadisticamente significativa de la viabilidad parasitaria de los TTy de M. corti, con
respecto los parasitos del grupo control incubados con DMSO1%, a los 2 dias de tratamiento para
la concentracién de 50 uM (IMR = 0,85; p £ 0,0001) y a los 5 dias de tratamiento para 20 uM (IMR
=0,82; p £0,0001). No se encontré una diferencia estadisticamente significativa en la viabilidad
parasitaria de los TTy de M. corti tratados con Mz25 a la concentracidn de 2 uM, con respecto a
los parasitos del grupo control, incluso hasta los 9 dias de tratamiento (Figura 3.21A). Por otra
parte, el Mz25 produjo la muerte de los TTy de M. corti tratados (disminucién del IMR por debajo
del 0,05) a los 6 dias de tratamiento para la concentracion de 50 uM (p < 0,0001) y una
disminucién del 91% de la viabilidad parasitaria a los 9 dias de tratamiento para 20 uM (IMR =
0.09; p £0,0001) (Figura 3.21A). También se realizaron inspecciones visuales de los TTy de M. corti
tratados con el Mz25 a diferentes concentraciones y dias de tratamiento. El Mz25 produjo
alteraciones en el tegumento parasitario y pérdida de la morfologia general en los TTy de M. corti
tratados a las concentraciones de 20 uM y 50 uM (Figura 3.22). Se puede apreciar una gran
alteracion 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 parasitos tratados, la presencia de pequefias ampollas a lo largo del
tegumento parasitario (sefialadas mediante flechas) y varias infiltraciones del medio de cultivo
(INF) en diferentes zonas de los TTy de M. corti. Por ultimo, también se observaron restos
celulares (RC) en el medio de cultivo. No se observaron alteraciones fenotipicas apreciables para
los parasitos del grupo control (incubados con DMSO 1%) ni para los parasitos incubados con el

Mz25 a la concentracién de 2 uM, incluso hasta los 9 dias de incubacién (Figura 3.22). Por ultimo,
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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 estadisticamente significativo en la viabilidad
parasitaria ni alteraciones en la morfologia en los TTy de M. corti, incluso hasta los 9 dias de
tratamiento para ninguna las concentraciones ensayadas (Figura 3.21B, Figura 3.21C y Figura

3.21D, respectivamente).
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Figura 3.21. Efecto de los inhibidores de las Sirtuinas (o HDACs de Clase Ill): Mz25, Mz236, Ex527 y AGK2
sobre la viabilidad parasitaria de tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se muestran los indices 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 uM, o con el vehiculo de la droga (DMSO 1%) en funciéon de los
dias de tratamiento. Los indices de motilidad relativos se determinaron para tres réplicas bioldgicas
independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar y los
asteriscos indican aquellas concentraciones que mostraron diferencias estadisticas significativas en la
viabilidad parasitaria, en comparacién con el control negativo (DMSO 1%), usando el andlisis de las

varianzas (ANOVA) de dos vias (***, p <0,001; ****, p <0,0001).
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Figura 3.22. Efecto del inhibidor de las Sirtuinas Mz25 sobre la morfologia parasitaria de tetratiridios
(TTy) de Mesocestoides corti. Se muestran las alteraciones en la morfologia parasitaria producidas en los
TTy de M. corti tratados con 2 uM, 20 uM y 50 uM de Mz25 a distintos dias de tratamiento, en comparacion
con los parasitos del grupo control incubados con el vehiculo de la droga (DMSO 1%). Se puede observar
una gran alteracién del tegumento parasitario con formacién de estructuras con forma de agujas (EXT) a lo
largo del cuerpo de los TTy de M. corti, la presencia de pequefias ampollas en el tegumento parasitario
(sefialadas mediante flechas), infiltraciones del medio de cultivo (INF) y restos celulares (RC) en el medio de
cultivo. Todas las alteraciones fenotipicas antes mencionadas se encuentran sefalizadas en las
microfotografias correspondientes a los 9 dias de incubacion. Estas alteraciones fenotipicas fueron

observadas para tres réplicas bioldgicas independientes. Las barras de escala representan 100 um.

106



Resultados

3.3.4. Controles empleados

Para la determinacién del perfil de actividad antihelmintica 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 indice de motilidad relativa (IMR), en

funcidn de los dias de incubacién 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 dias de incubacién (Figura 3.23A).
Asimismo, los TTy de M. corti incubados con DMSO al 1% no presentaron alteraciones
morfoldgicas apreciables, incluso hasta los 9 dias de incubacién. 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 parasitos fueron de aproximadamente O durante todo el ensayo (Figura
3.23A). Ademas de los controles negativo y positivo, también se utilizaron PZQ, ALB y TSA a
concentraciones de 20 M como drogas de control. En la Figura 3.23A se puede observar que la
TSA produjo una disminucién estadisticamente significativa en los TTy tratados, con un IMR de
0.10 (p £ 0,001) a los 9 dias postratamiento. Cabe destacar que los resultados obtenidos para la
TSA son comparables a los obtenidos previamente, en los ensayos de validacidn de las HDACs
como blancos farmacolégicos (Seccidon 3.2.3). Por otra parte, el PZQ produjo una disminucion
estadisticamente significativa de la viabilidad parasitaria al dia 1 de tratamiento (IMR = 0,45, p <

0,001) al igual que el ABZ (IMR =0,75, p <£0,01).

Por ultimo, se determiné el efecto del DMSO sobre la viabilidad parasitaria de los TTy de M.
corti a lo largo de los dias de incubacidn. Si bien el efecto del DMSO se habia determinado antes,
para el ensayo de viabilidad por mediciones de motilidad parasitaria, solo habia sido determinado
hasta los 6 dias de incubacién. Sin embargo, debido a que en la determinacién del perfil
antihelmintico de los HDACi se emplean incubaciones de hasta 9 dias, este parametro fue
nuevamente determinado. En la Figura 3.23B se muestran los IMR en funcion de los dias de
incubacién para los TTy de M. corti incubados en medio solo o medio con DMSO al 1%. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas para los parasitos incubados con DMSO 1%,
incluso hasta los 9 dias de incubacién, comparado con los TTy de M. corti incubados en medio
solo (Figura 3.23B). Finalmente, cabe aclarar que no se observd viraje del medio en los parasitos

incubados con medio Mco-RPMI 1640 con rojo fenol hasta los 9 dias de incubacién.
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Figura 3.23. Controles utilizados en la determinacion de perfil de actividad antihelmintica de los
inhibidores de las HDACs sobre la viabilidad parasitaria de tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se
muestran los indices de motilidad relativa determinados para (A) los controles empleados y (B) el DMSO a
distintos dias de incubacidn. Los indices de motilidad relativos se determinaron para tres réplicas bioldgicas
independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar y los
asteriscos indican aquellas concentraciones que mostraron diferencias estadisticas significativas en la
viabilidad parasitaria, en comparacién con el control negativo (DMSO 1%), usando el andlisis de las

varianzas (ANOVA) de dos vias (***, p <0,001; ****, p <0,0001).

3.3.5. Evaluacion del efecto antihelmintico de los compuestos derivados del 3-

aminobenzohidroxamato (serie TH) sobre Mesocestoides corti

En la Seccién 3.3.1 se evalud el efecto antihelmintico de los compuestos derivados del 3-
aminobenzohidroxamato: TH71, TH65 y TH120. Estos compuestos pertenecen a una serie de
compuestos disefiados racionalmente (serie TH), en base a la estructura tridimensional de la
HDACS8 del parasito S. mansoni, como inhibidores selectivos de la SmpHDAC8 (Heimburg y col.,
2016). Debido a que el compuesto TH65 mostrd un potente efecto antihelmintico (Figura 3.17C),
se evaluaron otros compuestos de la serie TH. En la Figura 3.24 se muestra el efecto
antihelmintico 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 indice de motilidad

relativa (IMR) en funcidn de los dias de incubacion.

El TH92 produjo una disminucién estadisticamente significativa de la viabilidad parasitaria
de los TTy de M. corti; con respecto a los parasitos del grupo control incubados con el vehiculo de
la droga (DMSO1%), a los 2 dias de tratamiento para las concentraciones de 20 uM (IMR =0,19; p
< 0,0001) y 50 uM (IMR = 0,04; p < 0,0001). No se observé una diferencia estadisticamente

significativa en la viabilidad parasitaria de los TTy de M. corti tratados con TH92 a 2 uM, con
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respecto a los parasitos del grupo control, incluso hasta los 9 dias de tratamiento (Figura 3.24D).
Asimismo, el TH92 produjo la muerte de los TTy de M. corti tratados (disminucion del IMR por
debajo de 0,05) a los 2 dias de tratamiento para la concentraciéon de 50 uM (p < 0,0001), y a los 3
dias de tratamiento para 20 uM (Figura 3.24D). Por otra parte, también se realizaron inspecciones
visuales de los TTy de M. corti tratados con el TH92 a diferentes concentraciones y dias de
tratamiento. El TH92 produjo alteraciones en el tegumento parasitario y pérdida de la morfologia
general en los TTy de M. corti tratados a las concentraciones de 20 uM y 50 uM (Figura 3.25). Se
pueden apreciar un gran daifo a lo largo de todo el tegumento, la presencia de pequenas
ampollas (sefialadas mediante flechas) y varias infiltraciones del medio de cultivo (INF) en
diferentes zonas de los TTy de M. corti. Por ultimo, también se observaron restos celulares (RC) en
el medio de cultivo. Estas alteraciones fenotipicas solo fueron observadas en los TTy de M. corti
tratado con el TH92 a concentraciones de 20 uM y 50 uM, ya que no se observaron alteraciones
fenotipicas apreciables para los pardsitos del grupo control (incubados con DMSO 1%) vy los

parasitos incubados con el TH92 a 2 uM, hasta los 9 dias de incubacion (Figura 3.25).

Por otro lado, los HDACi de la serie TH: TH119, TH128, TH137, TH138, TH139 y TH143
produjeron una disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad parasitaria de los TTy
de M. corti; con respecto a los parasitos del grupo control incubados con el vehiculo de la droga
(DMSO1%): al dia 1 postratamiento para el TH119 a la concentracién de 50 uM (IMR = 0,85; p <
0,001) (Figura 3.24E); a los 2 dias de tratamiento para el TH128 a la concentracién de 50 uM (IMR
=0,85; p <0,01) (Figura 3.24F); a los 3 dias de tratamiento para el TH137 a la concentracion de 50
uM (IMR = 0,69; p < 0,05) (Figura 3.24G); a los 3 dias de tratamiento para el TH138 a la
concentracién de 50 uM (IMR = 0,83; p < 0,001) (Figura 3.24H); al dia 1 de tratamiento para el
TH139 a la concentracién de 50 uM (IMR = 0,50; p < 0,0001) (Figura 3.41) y a los 5y 7 dias de
tratamiento para el TH143 a las concentraciones de 50 uM (IMR = 0,65; p < 0,0001) y 20 uM (IMR
=0,76; p < 0,01), respectivamente (Figura 3.24J). No se observd una diferencia estadisticamente
significativa en la viabilidad parasitaria de los TTy de M. corti tratados con estos HDACi a las otras
concentraciones ensayadas, con respecto a los parasitos del grupo control, incluso hasta los 9 dias
postratamiento (Figura 3.24). Asimismo, estos compuestos produjeron la muerte de los TTy de M.
corti tratados (disminucién del IMR por debajo de 0,05) a los 5 dias de tratamiento para el TH119
a la concentracién de 50 uM (p < 0,0001) (Figura 3.24E); a los 7 dias de tratamiento para el TH138
a la concentraciéon de 50 uM (p < 0,0001) (Figura 3.24H) y a los 6 dias de tratamiento para el
TH139 a la concentracién de 50 uM (p < 0,0001) (Figura 3.24l). Por otra parte, también se
realizaron inspecciones visuales de los TTy de M. corti tratados con estos HDACi de la serie TH a

diferentes concentraciones y dias de tratamiento. Todos estos compuestos produjeron
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alteraciones en el tegumento parasitario y pérdida de la morfologia general de los TTy de M. corti
tratados a la concentracién de 50 puM; y en algunos casos como el TH143 incluso a la
concentracién de 20 uM (Figura 3.26). Con este compuesto se pudo observar un gran dafio a lo
largo de todo el tegumento, la presencia de pequefias ampollas (sefialadas mediante flechas) y
varias infiltraciones del medio de cultivo (INF) en diferentes zonas de los TTy de M. corti. Por
ultimo, también se observaron restos celulares (RC) en el medio de cultivo. Estas alteraciones
fenotipicas solo fueron observadas en los TTy de M. corti tratado con el TH143 a las
concentraciones de 20 uM y 50 uM, ya que no se observaron alteraciones fenotipicas apreciables
para los parasitos del grupo control (incubados con DMSO 1%) y los parasitos incubados con el
TH143 a 2 uM, incluso hasta los 9 dias de incubacién (Figura 3.26). Asimismo, con los compuestos
TH119, TH128, TH137, TH138 y TH139 observaron alteraciones fenotipicas similares (no se
muestran). Por ultimo, los otros inhibidores de las HDACs de la serie TH: TH60, TH74 y TH85 no
mostraron un efecto estadisticamente significativo en la viabilidad parasitaria de los TTy de M.
corti; incluso hasta los 9 dias 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 indices 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 uM, o con el
vehiculo de la droga (DMSO 1%). Los indices de motilidad relativos se determinaron para tres réplicas
bioldgicas independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de error representan la desviacion
estandar y los asteriscos indican aquellas concentraciones que mostraron diferencias estadisticas
significativas en la viabilidad parasitaria, en comparacion con el control negativo (DMSO 1%), usando el

analisis de las varianzas (ANOVA) de dos vias (*, 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 morfologia parasitaria de
tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se muestran las alteraciones en la morfologia parasitaria
producidas en los TTy de M. corti tratados con 2 uM, 20 uM y 50 uM de TH92; para diferentes dias de
tratamiento, en comparacién con los pardsitos del grupo control, incubados con el vehiculo de la droga
(DMSO 1%). Se puede observar la presencia de pequefias ampollas en el tegumento parasitario (sefialadas
mediante flechas), infiltraciones del medio de cultivo (INF) y restos celulares (RC) en el medio de cultivo.
Todas las alteraciones fenotipicas antes mencionadas se encuentran sefalizadas en las microfotografias
correspondientes a los 9 dias de incubacidn. Estas alteraciones fenotipicas fueron observadas para tres

réplicas bioldgicas independientes. Las barras de escala representan 100 um.
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Figura 3.26. Efecto del inhibidor de las HDACs de la serie TH TH143 sobre la morfologia parasitaria de
tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se muestran las alteraciones en la morfologia parasitaria
producidas en los TTy de M. corti tratados con 2 uM, 20 uM y 50 uM de TH143; para diferentes dias de
tratamiento, en comparacion con los pardsitos del grupo control, incubados con el vehiculo de la droga
(DMSO 1%). Se puede observar la presencia de pequefias ampollas en el tegumento parasitario (sefialadas
mediante flechas), infiltraciones del medio de cultivo (INF) y restos celulares (RC) en el medio de cultivo.
Todas las alteraciones fenotipicas antes mencionadas se encuentran sefalizadas en las microfotografias
correspondientes a los 9 dias de incubacidn. Estas alteraciones fenotipicas fueron observadas para tres

réplicas bioldgicas independientes. Las barras de escala representan 100 um.
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3.3.6. Evaluacion del efecto antihelmintico de los compuestos serie EG, TB, Pz y SD sobre

Mesocestoides corti

Ademas 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 también disefiados como inhibidores selectivos de la SmpHDACS.

En la Figura 3.27 se muestra el efecto antihelmintico 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 indice de

motilidad relativa (IMR) en funcién de los dias de incubacion.
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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 indices 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 uM, o con el vehiculo de la droga (DMSO 1%). Los indices de motilidad relativos se
determinaron para tres réplicas bioldgicas independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de error
representan la desviacion estdndar y los asteriscos indican aquellas concentraciones que mostraron
diferencias estadisticas significativas en la viabilidad parasitaria, en comparacién con el control negativo

(DMSO 1%), usando el analisis de las varianzas (ANOVA) de dos vias (****, p < 0,0001).
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El compuesto EG18 produjo una disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad
parasitaria de los TTy de M. corti; con respecto los parasitos del grupo control incubados con
DMSO01%, a los 7 dias de tratamiento para la concentracion de 50 uM (IMR = 0,59; p < 0,0001). No
se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en la viabilidad parasitaria de los TTy de
M. corti tratados con el EG18 a la concentracién de 2 uMy 20 uM; con respecto a los parasitos del
grupo control, incluso hasta los 9 dias de tratamiento (Figura 3.27B). Ninguno de los compuestos
de la serie EG produjo la muerte de los TTy de M. corti tratados (disminucion del IMR por debajo

del 0,05) para ninguna de las concentraciones ensayadas, incluso hasta a los 9 dias de incubacion.

Por otra parte, en la Figura 3.28 se muestra el efecto antihelmintico 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 indice de motilidad relativa (IMR) en funcién de los dias de incubacién. Los compuestos
TB56, TB87 y TB98 produjeron una disminucién estadisticamente significativa de la viabilidad
parasitaria de los TTy de M. corti; con respecto a los parasitos del grupo control incubados con el
vehiculo de la droga (DMSO1%): a los 4 dias de tratamiento para el TB56 a la concentracién de 50
uM (IMR = 0,73; p < 0,001) (Figura 3.28A); a los 5 dias de tratamiento para el TB87 a la
concentracién de 50 uM (IMR =0,77; p < 0,05) (Figura 3.28B) y a los 3 dias de tratamiento para el
TB98 a la concentracién de 50 uM (IMR = 0,77; p < 0,0001) (Figura 3.28C). Asimismo, ninguno de
estos compuestos produjo la muerte de los TTy de M. corti tratados (disminucion del IMR por
debajo de 0,05) para todas las concentraciones ensayadas, hasta los 9 dias de incubacion. Por otra
parte, también se realizaron inspecciones visuales de los TTy de M. corti tratados con estos HDACi
de la serie TB a diferentes concentraciones y dias de tratamiento. Todos estos compuestos
produjeron alteraciones en el tegumento parasitario y pérdida de la morfologia general de los TTy
de M. corti tratados a la concentracién de 50 uM (no se muestran). Se pudieron observar dafio a
lo largo de todo el tegumento, la presencia de pequefias ampollas y varias infiltraciones del medio
de cultivo en diferentes zonas de los TTy de M. corti. Por ultimo, también se observaron restos
celulares en el medio de cultivo. Estas alteraciones fenotipicas solo fueron observadas a la
concentracién de 50 puM, ya que no se observaron alteraciones fenotipicas apreciables para los
parasitos del grupo control (incubados con DMSO 1%) y los parasitos incubados con estos

compuestos a 2 uM y 20 uM, incluso hasta los 9 dias de incubacion.
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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 indices 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, 20y 50
UM, o con el vehiculo de la droga (DMSO 1%). Los indices de motilidad relativos se determinaron para tres
réplicas bioldgicas independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de error representan la
desviacion estandar y los asteriscos indican aquellas concentraciones que mostraron diferencias estadisticas
significativas en la viabilidad parasitaria, en comparacién con el control negativo (DMSO 1%), usando el

analisis de las varianzas (ANOVA) de dos vias (*, p £ 0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001; **** p <0,0001).

Por ultimo, en la Figura 3.29 se muestra el efecto antihelmintico 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 indice de motilidad relativa (IMR) en funcién de los dias de incubacion. El
compuesto Pz31 produjo una disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad
parasitaria de los TTy de M. corti; con respecto a los parasitos del grupo control incubados con el
vehiculo de la droga (DMSO1%): al dia 1 de tratamiento para la concentracién de 50 uM (IMR =
0,89; p <£0,01) (Figura 3.29C). No se observé una disminucion estadisticamente significativa para
los otros compuestos (Pz5, Pz28 y SD14) en ninguna de las concentraciones ensayadas, ni para el
Pz31 a las concentraciones de 2 pM y 20 uM; incluso hasta los 9 dias de incubacién. Por otra
parte, ninguno de estos compuestos produjo la muerte de los TTy de M. corti tratados

(disminucion del IMR por debajo de 0,05) para todas las concentraciones ensayadas, incluso hasta
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los 9 dias de incubacion. Por ultimo, se realizaron inspecciones visuales de los TTy de M. corti
tratados con estos HDACi de la serie Pz a diferentes concentraciones y dias de tratamiento. El
Pz31 produjo alteraciones en el tegumento parasitario y pérdida de la morfologia general de los
TTy de M. corti tratados a la concentracién de 50 puM. Se pudieron observar dafio a lo largo de
todo el tegumento, la presencia de pequefias ampollas y varias infiltraciones del medio de cultivo
en diferentes zonas de los TTy de M. corti (no se muestran). Por ultimo, también se observaron
restos celulares en el medio de cultivo. Estas alteraciones fenotipicas solo fueron observadas en
los TTy de M. corti tratados con Pz31 a la concentracién de 50 uM, ya que no se observaron
alteraciones fenotipicas apreciables para los parasitos del grupo control (incubados con DMSO
1%) ni en los pardsitos incubados con los otros compuestos o con el Pz31 a 2 uM y 20 uM, incluso

hasta los 9 dias de incubacidn.
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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 indices 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 uM, o con el vehiculo de la droga (DMSO 1%). Los indices de
motilidad relativos se determinaron para tres réplicas bioldgicas independientes, cada una por
cuadruplicado. Las barras de error representan la desviacién estandar y los asteriscos indican aquellas
concentraciones que mostraron diferencias estadisticas significativas en la viabilidad parasitaria, en
comparacion con el control negativo (DMSO 1%), usando el analisis de las varianzas (ANOVA) de dos vias

(**, p <0,01; ***, p <0,001; **** p <0,0001).
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3.4. Caracterizacion del efecto farmacoldgico de los inhibidores seleccionados de las enzimas

HDACs y Sirtuinas

En esta seccion se muestra la caracterizacion del efecto de los inhibidores seleccionados de
las enzimas HDACs (HDACI) y Sirtuinas. Los compuestos fueron seleccionados en base al efecto
antihelmintico, determinado mediante el cultivo in vitro de TTy de M. corti (Seccién 3.3), usando
como criterio para la seleccion aquellos compuestos que hayan producido la muerte de los TTy de
M. corti tratados (disminucion del IMR por debajo de 0,05), para concentraciones iguales o
menores que 20 pM antes de los 9 dias de incubacidn. Los compuestos seleccionados fueron:

TH65, TH92, Entinostat y Mz25.

3.4.1. Los compuestos seleccionados presentan un efecto antihelmintico dependiente de la

dosis

Se determind 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 parasito M. corti. La viabilidad parasitaria se determiné a los 6
dias de incubacién, para cada compuesto, mediante el ensayo de movilidad y se muestra como el

indice de motilidad relativa (IMR) en funciéon de la concentracion.

En la Figura 3.30 se muestra el efecto antihelmintico en funcién de la concentracion, junto
con la estructura quimica, 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 concentracion.
Este ensayo nos proporciona informacién relevante; ya que a partir de los datos obtenidos se
pueden determinar, mediante andlisis de regresién no lineal, los valores de la concentracion
inhibitoria media (ICso) para cada compuesto. El ICsp es una medida de la potencia de un
compuesto para inhibir determinada funcién bioldgica o proceso bioquimico. Este parametro nos
permite comparar la potencia de los compuestos en un mismo ensayo. Los valores determinados
de ICso fueron de 11,57 £ 0,51 puM para el TH65 (Figura 3.30A), de 6,30 £ 0,41 uM para el TH92
(Figura 3.30B), de 1,08 + 0,08 uM para el Entinostat (Figura 3.30C), de 16 + 2 uM para el Mz25
(Figura 3.30D) y de 21 £ 1 uM para el ABZ. Estos valores, junto con los valores de los parametros

concentracidn inhibitoria 25% (ICys) y concentracion inhibitoria 90% (ICso), para cada compuesto,

118



Resultados

se encuentran resumidos en la Tabla 3.4. Estos ultimos parametros se emplearon en ensayos

posteriores, por lo que serdn explicados en sus secciones correspondientes.
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Figura 3.30. Dependencia de la concentracion del efecto antihelmintico 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 indices de motilidad relativa en funcién de la concentracion de los

compuestos seleccionados: (A) TH65 y (B) TH92, (C) Entinostat y (D) Mz25, y del (E) ALB; determinados a los

6 dias de incubacion para tres réplicas bioldgicas independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de

error representan la desviacion estandar. En cada grafico se muestra ademas, la estructura quimica de los
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compuestos y los valores de concentracién de inhibicion media (ICso); determinados por medio de
regresiones no lineales. Los ICso se expresan en puM (ICso + Clss%) con sus correspondientes valores de

intervalo de confianza 95% (Closx).

Es interesante destacar que los valores de ICso determinados para todos los compuestos
seleccionados: TH65, TH92, Entinostat y Mz25, fueron menores al obtenido para el ABZ (21 + 1
uM); usado como droga control. Por otra parte, el Entinostat mostré el valor mas bajo de ICso
(1,08 + 0,08 uM) para los compuestos seleccionados (por lo tanto, el mas potente); mientras que
el Mz25 mostré el valor mas alto de ICso (16 + 2 uM). Como se menciond anteriormente, el
Entinostat es un inhibidor selectivo de las HDACs de Clase | y el Mz25 es un inhibidor de las
Sirtuinas. Por ultimo, se puede observar ademas que el valor de ICso 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 éter como
sustituyentes. En el caso del TH65 el grupo éter esta representado por un metoxilo y en el caso

del TH92 por un etodxido.

Tabla 3.4. Valores de concentracién inhibitoria 25% (IC,5), media (ICsq) y 90% (ICgo) para inhibidores de las HDACs y
las Sirtuinas y para Albendazol (ABZ).

Compuesto IC,5 * 1C95% [uM] ICs * 1C95% [uM] ICqq * 1C95% [uM]
THe5 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+045
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

3.4.2. Los compuestos seleccionados presentan un efecto antihelmintico irreversible

La reversibilidad del efecto antihelmintico de los compuestos seleccionados: Entinostat,
TH65, TH92 y Mz25, y del ABZ, sobre la viabilidad parasitaria se determiné utilizando el cultivo in
vitro del parasito cestodo M. corti. Para este ensayo los pardsitos se incubaron con los
compuestos durante 6 dias. 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 dias adicionales. Para la

determinacién de la reversibilidad del efecto, los compuestos fueron ensayados a
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concentraciones cercanas a los valores determinados para la ICq (seccion 3.4.1). El 1Cq, al igual
que el ICso, es una medida de la potencia de un compuesto. En este caso, el ICq corresponde a la
concentracion que, a determinado dia, causa el 90 % del efecto. Representando, de esta manera,
una concentracion subletal de los compuestos. Este pardametro es util en el ensayo de
reversibilidad; ya que, al tratarse de una concentracidon subletal para los parasitos, estos aun

tienen una viabilidad minima 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 indice de motilidad relativa (IMR) en funcion de los dias de incubacién para
cada compuesto. Se puede observar que todos los compuestos ensayados presentaron un efecto
antihelmintico dependiente del tiempo de incubacién. Los valores de IMR obtenidos fueron
cercanos a los esperados, considerando que los compuestos se probaron a concentraciones
aproximadas a los valores determinados de ICso; con la excepcion del ABZ, en donde se determiné
un IMR de 0,62 a los 6 dias de incubacidn. El efecto antihelmintico de los compuestos no fue
revertido tras el lavado e incubacidon con medio fresco, incluso hasta los 8 dias de incubacién
adicionales. Cabe destacar que todos los compuestos ensayados produjeron la muerte de todos
los TTy de M. corti tratados antes o a los 10 dias de incubacién (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.
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Figura 3.31. Ensayo de reversibilidad del efecto antihelmintico 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 indices de motilidad relativa en funcién de los dias de incubacidon para los

compuestos seleccionados: TH65, TH92, Entinostat y Mz25, y el ABZ; determinados para tres réplicas
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bioldgicas independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de error representan la desviacion
estandar. Los compuestos fueron ensayados a concentraciones cercanas a los valores determinados para la
ICo0. Luego de 6 dias de incubacidn, los pardsitos fueron lavados tres veces con PBS1X e incubados con

medio fresco sin compuestos.

3.4.3. Los compuestos seleccionados alteran la morfologia parasitaria a nivel ultraestructural

En la seccion 3.3 se mostrd que varios inhibidores de las HDACs y las Sirtuinas producen
alteraciones en la morfologia general de los TTy de M. corti a nivel estructural. En esta seccién se
muestra el efecto de los compuestos seleccionados: TH65, TH92, Entinostat y Mz25 sobre la
morfologia de TTy de M. corti a nivel ultraestructural, mediante microscopia electrénica de

barrido (MEB).

En la Figura 3.32 se muestran las microfotografias obtenidas por MEB de los TTy de M. corti
tratados con los compuestos seleccionados: TH65, TH92, Entinostat y Mz25, a la concentraciéon de
20 uM tras 6 dias de incubacién. Asimismo, como controles se emplearon TTy de M corti
incubados con TSA a 20 uM y DMSO al 1%. En la Figura 3.32 se puede observar que todos los
compuestos ensayados producen alteraciones en la morfologia general parasitaria a nivel
ultraestructural; en comparacion con los TTy de M. corti del grupo control, incubado con el
vehiculo de la droga (DMSO1%). Las microfotografias fueron tomadas para tres rangos de
aumentos (cabe aclarar que se habla de rango de aumentos debido a que no todos los parasitos
tienen el mismo tamafio): 1) Aumento Bajo, para aumentos en el rango de 150X a 270X. En este
rango de aumentos es posible apreciar la morfologia general de los TTy de M. corti completa;
pudiéndose distinguir la region anterior (RA) con las ventosas (V), el cuello (C) y la region 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 ultimo, 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

microfotografias 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 vy las Sirtuinas seleccionados y la Tricostatina A (TSA)
sobre la morfologia parasitaria de tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se muestran las
microfotografias, obtenidas mediante microscopia electrdonica de barrido (MEB), a diferentes aumentos de
los TTy de M corti incubados con 20 pM de (B, Hy N) TH65, (C, I y N) TH92, (D, J y O) Entinostat, (E, Ky P)
Mz25y (F, Ly Q) TSA, a los 6 dias de incubacién; en comparacién con (A, G y M) los parasitos del grupo
control, incubados con el vehiculo de la droga (DMSO 1%). Se puede observar la gran alteracion de la
morfologia y ultraestructura parasitaria. Asimismo, se puede observar la presencia de pequefias ampollas (o
vesiculas) en el tegumento parasitario (flechas). Las regiones remarcadas con un circulo en los TTy de M.
corti incubados con el Mz25, posiblemente correspondan a las extensiones del tegumento en formas de
agua observadas por microscopia éptica. Regidn anterior (RA), region posterior (RP), cuello (C), ventosas (V)
y microtricos (Mi). Las microfotografias se muestran a tres grados de aumentos: (A, B, C, D, E y F)
microfotografias tomadas a aumentos bajos, en el rango de 150X a 270X, (G, H, I, J, K y L) microfotografias
tomadas a aumentos medios, en el rango de 550X a 750X y (M, N, N, O, P y Q) microfotografias tomadas a

aumento alto, correspondiente a 1200X. El tamafio 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 pérdida completa
de la morfologia general de los TTy de M. corti a aumentos bajos (Figura 3.32). En estos parasitos
no fue posible identificar ningln elemento caracteristico de los TTy de M. corti; como la regién
posterior, cuello y regidn anterior con las ventosas. Asimismo, a aumentos medios se observo,
para ambos compuestos, la presencia de varias vesiculas grandes de alrededor de 10 um de
didmetro (sefialadas 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 alteracion de la morfologia general parasitaria. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre
con los compuestos TH65 y TH92, para los parasitos incubados con Entinostat y Mz25 es posible
distinguir algunos elementos caracteristicos 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 habian 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 fijacién 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 fijacidn, perdieron el medio de
cultivo que tenian 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
dafio (sefialadas mediante un circulo) (Figura 3.32). Para este compuesto se habian 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 fijacion de las muestras. Es posible que estas
estructuras correspondan a las zonas puntuales con gran cantidad de dafio observadas mediante
MEB en los TTy de M. corti incubados con el Mz25 (Figura 3.32). Por ultimo, en el caso de los TTy
de M. corti incubados con la TSA se puede observar, a aumento bajo, que la morfologia general
parasitaria se mantiene. Sin embargo, se puede identificar la presencia de varias vesiculas
pequeiias de alrededor de 10 um en toda la parte posterior de los parasitos (sefialadas con

fechas).

Por ultimo, En la Figura 3.32 también se muestran las microfotografias 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

césped homogéneo 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 ultimo ademas se puede observar que el tegumento parasitario se encuentra

altamente alterado.

3.4.4. El efecto antihelmintico de los compuestos se potencia usando combinaciones de a pares

Se determind el efecto antihelmintico 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 parasito M. corti. La viabilidad parasitaria
se determind mediante el ensayo de movilidad y se muestra como el indice de motilidad relativa
(IMR) en funcién de los dias de incubacidn. Este ensayo resulta importante para determinar qué
combinaciones de compuestos podrian ser Utiles a fin disminuir la concentracién a emplear de los
mismos, manteniendo o potenciando el efecto de los compuestos individuales. Para la
determinacion del efecto antihelmintico de las combinaciones de a pares, los compuestos fueron
ensayados solos o en combinaciones a concentraciones cercanas a los valores determinados para
la IC3s (Seccion 3.4.1). El ICys, al igual que el ICsp, es una medida de la potencia de un compuesto.
En este caso, el IC;s corresponde a la concentracién que, a determinado dia, causa el 25% del
efecto. Este pardmetro es util en el ensayo de combinaciones de a pares; ya que al tratarse de una
concentracion que tiene muy poco efecto para los pardsitos, estos muestran una viabilidad muy
alta. De esta manera se cuenta con un margen mas 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 indice de motilidad relativa (IMR) en funcidn de los dias de incubacidon para el
ABZ en combinacion con los compuestos seleccionados. Se puede observar que los pares de
compuestos: ABZ-TH65, ABZ-TH92 y ABZ-Entinostat, presentaron un efecto antihelmintico
dependiente del tiempo de incubacion 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 dias de incubacion) 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 vehiculo
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 ICas.
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Figura 3.33. Efecto antihelmintico del albendazol (ABZ) en combinacidén con los inhibidores de las HDACs y
las Sirtuinas seleccionados sobre la viabilidad parasitaria de tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se
muestran los indices de motilidad relativa en funcion de los dias de incubacién para los pares de
compuestos: (A) ABZ-TH65, (B) ABZ-TH92; (C) ABZ-Entinostat y (D) ABZ-Mz25; determinados para tres
réplicas bioldgicas independientes, cada una por cuadruplicado. Las barras de error representan la
desviacion estandar. Los compuestos fueron ensayados, individuales o en pares, a concentraciones
cercanas a los valores determinados para la ICzs. Los indices de motilidad relativa determinados a los 6 dias
de incubacion (recuadro en color rojo) se emplearon para calcular el indice 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 indice de motilidad relativa (IMR) en funcion de los dias de
incubacién 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 antihelmintico dependiente del tiempo de incubacién 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 dias de incubacion) 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 vehiculo
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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 1Cas.
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Figura 3.34. Efecto antihelmintico de los pares de combinacion de los inhibidores de las HDACs vy las
Sirtuinas seleccionados sobre la viabilidad parasitaria de tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se
muestran los indices de motilidad relativa en funcidn de los dias de incubacién 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 réplicas biolégicas independientes, cada una por cuadruplicado.
Las barras de error representan la desviacion estandar. Los compuestos fueron ensayados de manera
individual o en combinaciones de a pares, a concentraciones cercanas a los valores de ICzs. Los indices de
motilidad relativa determinados a los 6 dias de incubacién (recuadro en color rojo) se emplearon para

calcular el indice de efecto proporcional para los diferentes pares de compuestos (Figura 3.35).

Por ultimo, se caracterizd el efecto antihelmintico de las combinaciones de a pares. La

interaccion 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 potenciacién), cuando
el efecto final es mucho mayor del esperado para la suma de los efectos de los compuestos
individuales y 3) Efecto antagdnico (o antagonismo), cuando la interaccidon da lugar a una
disminucién de los efectos de uno o ambos fdrmacos. A fin de caracterizar el efecto
antihelmintico de las combinaciones de a pares de los compuestos, se calculd el indice de efecto

proporcional (IEP) utilizando la Ecuacion 2.4.

Efecto proporcional tedrico — E fecto proporcional medido
[Ecuacidon 2.4] JEP = f prop f prop

Efecto proporcional teérico

III

En donde, el “efecto proporcional medido” corresponde al efecto determinado (en este

caso, corresponde a los indices de motilidad relativa determinados a los 6 dias de incubacion)

Ill

para la combinacidn de un par de compuestos. El “efecto proporcional teérico” corresponde a la
multiplicacién de los efectos individuales, determinados para cada compuesto a los 6 dias de
incubacién. El valor del efecto proporcional tedrico, corresponde a el valor de IMR que se asume
tendria la combinacion de un par de compuesto si el efecto fuese simplemente aditivo (Planer
et al., 2014). A partir del indice de efecto proporcional, es posible clasificar la interaccién 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 potenciacidn cuanto mds cercano sea este valor a 1. Por Ultimo, se habla efecto

antagoénico para valores de -1 < IEP < -0,5, cuanto mds cercano sea este valor a -1 mayor sera el

efecto antagdnico de los compuestos.

En la Figura 3.35 se muestra el indice 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 antagénico y amarillo un efecto aditivo. Se
puede observar que las diferentes combinaciones del ABZ con los otros compuestos mostraron un
efecto potenciador, con excepcién del par ABZ-Mz25. Asimismo, las diferentes combinaciones de
los inhibidores de HDACs mostraron también un efecto potenciador, obteniéndose valores para el
indice de efecto proporcional mayores de 0,80 para todos estos pares. Por ultimo, en el caso de
las combinaciones con el inhibidor de las Sirtuinas Mz25, solo el par Mz25-Entinostat mostrd un

efecto potenciador con un valor del indice de efecto proporcional de 0,50. Las otras
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combinaciones mostraron efecto aditivo, con valores del indice de efecto proporcional cercanos a

0. Ninguno de los pares de compuestos ensayados mostré un efecto antagdnico.
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Figura 3.35. Clasificacion del efecto antihelmintico de los pares de combinacion de compuestos sobre la
viabilidad parasitaria de tetratiridios (TTy) de Mesocestoides corti. Se muestran los valores del indice de
efecto proporcional, determinados para los pares de compuestos, en forma de mapa de colores. Los valores
del indice de efecto proporcional fueron determinados para tres réplicas bioldgicas 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 antagdnico (color rojo;

para valores entre -1y -0,5). Ninguno de los pares de compuestos ensayados mostré un efecto antagonico.

3.5. Caracterizacion estructural de las HDACs como potenciales blancos farmacolégicos

En esta seccidn se abordard la caracterizaciéon de las HDAC8 de pardsitos cestodos como
potenciales blancos farmacoldgicos. Las HDACS8 resultan interesantes ya que representan blancos
farmacoldgicos validados en numerosas enfermedades, incluyendo enfermedades parasitarias
como la schistosomiasis (Chakrabarti y col., 2015). En cestodos se identificé un gen codificante
con ortologia con la HDAC8 de H. sapiens, en todos los genomas analizados (secciones 3.1.1 y
3.1.2). Analizando sus secuencias de aminodcidos se demostré que este gen, en cestodos,

muestra bajos niveles de identidad (menores al 48%) con respecto a su ortélogo en H. sapiens;
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representando el gen de HDACs con el porcentaje de identidad mas bajo con su ortdlogo en H.
sapiens dentro de los genes de HDACs de Clase | identificados (seccion 3.1.3). Por otra parte, el
analisis de expresion transcripcional por RNAseq mostrd que el gen EgrHDACS, de E. granulosus s.
s G1, presenta niveles de expresién detectables solo en los estadios del desarrollo
correspondientes a parasitos adultos y capa germinal. En E. multilocularis, el gen EmuHDACS8
mostré un aumento en el nivel de expresidn transcripcional en oncosferas activadas (seccion
3.1.4). Estos estadios de desarrollo resultan importantes ya que estan asociados con altos niveles
de proliferacion y diferenciacion celular. Asimismo, en ambos pardsitos se detectd expresion
transcripcional del gen HDAC8 en el estadio de desarrollo de relevancia clinica, la capa germinal.
Por ultimo, mediante ensayos de viabilidad se determind la actividad antihelmintica de varios
compuestos disefiados como inhibidores selectivos de la SmpHDAC8 de S. mansoni;
obteniéndose, para varios de ellos, resultados muy prometedores sobre el pardsito cestodo M.
corti. En particular, los compuestos derivados del 3-amidabenzohidroxamato TH65 y TH92
mostraron un potente efecto antihelmintico, con reduccion del 100% de la viabilidad parasitaria y
alteraciones de la morfologia general y ultraestructura para varias concentraciones. Por todos los
motivos mencionados, las HDAC8s de parasitos cestodos se eligieron para su estudio como

potenciales blancos farmacoldgicos.

3.5.1. Clonado y secuenciacion de la HDAC8 de Echinococcus canadensis G7 y Mesocestoides

corti

Se confirmaron las secuencias de los genes predichos para la HDAC8 de los pardsitos E.
granulosus s.l. y M. corti, mediante RT-PCR, clonacién y secuenciacion. Para la obtencion del ARN
a emplear, se utilizaron TTy de M. corti recolectados de ratéon y PSC de E. granulosus s.I.
recolectados de quistes hepaticos provenientes de infecciones naturales de cerdos. El material de
E. granulosus s.l. se genotificd en primera instancia a fin de determinar la especie o genotipo de
trabajo. La genotipificacion se realizé mediante amplificacidon y secuenciacion de la subunidad 1
del gen mitocondrial citocromo C oxidasa. Los resultados de la genotipificacién indicaron que los
PSC corresponden al genotipo E. canadensis G7. Después de la determinacion del genotipo de las
muestras de PSC, se procedid a la obtencion del ADNc para cada muestra y a la amplificacion de

los genes EcaHDAC8 y McoHDACS, mediante RT-PCR usando cebadores especificos (Anexo A6.1).

En la Figura 3.36 se muestran los productos de amplificacién obtenidos, para cada muestra,

a diferentes temperaturas de hibridacién. Se puede observar que para ambas muestras se
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obtuvieron bandas del tamaifo esperado para los genes EcaHDAC8 y McoHDACS8
(aproximadamente 1,2 Kb), en todas las temperaturas de hibridacién 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 hibridacién de 61°C y 65°C. Para
ambos genes, se eligié la temperatura de hibridacion de 57°C. Para esta temperatura se

observaron, en ambos genes, bandas muy fuertes (Figura 3.36).
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Figura 3.36. Amplificacion mediante RT-PCR de los genes EcaHDAC8 y McoHDAC8. Se muestra el gel de
agarosa, tefiido con el colorante GelRed, para la amplificacion mediante RT-PCR en gradiente de
temperatura (55°C a 65°C) de los genes EcaHDAC8 y McoHDACS. La primera y ultima calle corresponden al
marcador de peso molecular empleado (Quick-load DNA 1 kb ladder). pEcaHDAC8_mMco: prueba de
especificidad de los cebadores especificos del gen EcaHDAC8, usando ADNc obtenido a partir de
tetratiridios de Mesocestoides corti. pMcoHDAC8 mEca: prueba de especificidad de los cebadores
especificos del gen McoHDACS8, usando ADNc obtenido a partir de protoescdlices de Echinococcus
canadensis G7. CNT+: control positivo de la PCR, se empled la amplificacion del gen EcaSERT. CNT-: control

negativo de la PCR, se empled H20 calidad biologia molecular en lugar del templado de ADNCc.
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Por otra parte, en la Figura 3.36 también se pueden observar los controles empleados. Se
emplearon cebadores especificos del gen EcaSERT como control positivo de la PCR. La
amplificacion de este gen habia sido verificada previamente en el laboratorio BMHid. Como
control negativo de la PCR se reemplazd la muestra de ADNc por H,0 calidad biologia molecular.
Por ultimo, se probd la especificidad de los cebadores. Para ello, se probaron los cebadores
especificos de EcaHDAC8 con la muestra de ADNc de TTy de M. corti (pEcaHDAC8_mMco) y los
cebadores especificos de McoHDAC8 con la muestra de ADNc de los PSC de E. canadensis G7

(pPMcoHDAC8_mEca).

Los fragmentos de amplificacion (de aproximadamente 1200 pb) obtenidos a la
temperatura de hibridacidon 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 DH5a quimio-competentes. La transformacion de las bacterias con el vector

conteniendo el inserto se verificé mediante PCR de colonia (Anexo A6.2).

En la Figura 3.37 se muestran los productos de amplificacidon 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 HDACS. De acuerdo a la intensidad de las bandas obtenidas, se eligieron la colonia 9 de
bacterias transformadas con el gen EcaHDAC8 vy la colonia 7 de bacterias transformadas con el
gen McoHDACS8 (Figura 3.37). Estas colonias de bacterias fueron replicadas y amplificadas por
cultivo en medio LB; y los plasmidos correspondientes se extrajeron y purificaron por medio de
minipreps. Finalmente, los pldsmidos purificados fueron secuenciados. Se obtuvieron cuatro
lecturas para cada gen, correspondientes a las lecturas directa e inversa de los cebadores
especificos y las secuencias del fago M13 integradas en el vector de clonacion. Las cuales fueron
integradas a fin de obtener las secuencias consenso para cada gen de HDACS. Las secuencias
consensos obtenidas para los genes EcaHDAC8 y McoHDACS, junto con su traduccion a secuencias

de aminoacidos, se pueden ver en los Anexo A2.1y Anexo A2.2; respectivamente.
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Figura 3.37. PCR de colonia para las bacterias Escherichia coli DH5a transformadas con el vector-inserto
correspondientes a los genes EcaHDAC8 y McoHDAc8. Se muestra el gel de agarosa, teiido con el
colorante GelRed e iluminado con luz UV, para la amplificacién mediante PCR de las colonias transformadas
con los genes EcaHDAC8 y McoHDACS, clonados en el vector pCR2.1 TOPO-TA. La PCR de colonia se realizé
empleando cebadores especificos 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 McoHDACS8 tienen inserciones en sus secuencias que no estan

presentes en su ortélogo de Homo sapiens (HsaHDACS)

Se realizaron alineamientos de secuencias, con las secuencias de aminoacidos traducidas
para los genes completos de EcaHDAC8 y McoHDAC8 en conjunto con las secuencias de sus
ortélogos en H. sapiens (HsaHDAC8) y S. mansoni (SmpHDACS), 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 aminoacidos 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 conservacion de residuos de
aminoacidos con respecto a sus ortdlogos HsaHDAC8 y SmpHDAS. Sin embargo, en estos genes se
puede observar la presencia de inserciones (representadas mediante cuadrados) de varios
residuos de aminoacidos, que no estdn presentes en su ortélogo HsaHDACS. Estas inserciones
también se pudieron observar en el gen SmpHDACS (Figura 3.38). Por ultimo, se puede observar
que los residuos implicados en el dominio catalitico de HDACs y de unidn al cofactor Zn% se
encuentran conservados en las HDAC8s de cestodos (sefialados mediante fechas y asteriscos,

respectivamente).

EcaHDAC8 1 68
McoHDAC8 1 68
SmpHDAC8 1 67
HsaHDAC8 1 75
160
| -1
EcaHDAC8 69 148
McoHDAC8 69 148
SmpHDAC8 68 145
HsaHDAC8 76 146
AA
EcaHDAC8 149 223
McoHDAC8 149 223
SmpHDAC8 146 225
HsaHDAC8 147 216
250
EcaHDAC8 224 TGD--- R H 292
McoHDAC8 224 NGA--- Q 292
SmpHDAC8 226 DNDKLPIFLN L 305
HsaHDAC8 216 ~~-—-———— V E 280
330
EcaHDAC8 292 —-—-ASLTSN 368
McoHDAC8 292 --—-ASTVTH 368
SmpHDAC8 306 LDSDCDSECS W} B 4 385
HsaHDAC8 280 —--——-————— DO 344

EcaHDAC8 369 TIBUREEMLL NER-Ssinls BAUoREEREE oificAJlg- ---------- --——--
McOHDAC8 369 TIRSVRIESMRI, NEN-TEOVVS EHVESUERET DIMCSFURLG P----————— —————
SmpHDAC8 386 YFPHK YDYDQVYQLY NLTGM 440
HsaHDACB 345 RP EPH GNI| KHVV 3717

Figura 3.38. Alineamiento de secuencias de las secuencias de aminoacidos de los genes de HDACS8. Se
muestra el alineamiento de secuencias para las secuencias de aminoacidos de los genes HDAC8 de Homo
sapiens (HsaHDACS8), Schistosoma mansoni (SmpHDACS8), Echinococcus canadensis G7 (EcaHDACS) vy

Mesocestoides corti (McoHDACS). Las identidades/similitudes (< 75%) entre las secuencias se muestran en
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niveles de color verde oscuro/claro, respectivamente. Los residuos implicados en el dominio catalitico de las
HDAC se encuentran sefialadas mediante flechas (A). Los residuos implicados en la coordinacién con el
cofactor Zn?* se encuentran sefialados mediante asteriscos (*). En los recuadros rojos se muestran las

inserciones identificadas en las HDACS parasitarias, no encontradas en HsaHDACS.

3.5.3. Los modelos estructurales para las EcaHDAC8 y McoHDACS8 presentan la estructura

candnica de las enzimas HDACs

Se obtuvieron modelos de estructura 3D para los genes EcaHDAC8 y McoHDAC8, mediante
modelado por homologia usando como templado las estructuras obtenidas por cristalizacion y
difraccion de rayos X para los genes HsaHDAC8 y SmpHDACS. 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 validé por medio de
los pardmetros: RMSD, TMscore, ERRAT y Verify-ED. En la Tabla 3.5 y Tabla 3.6 se muestran un
resumen de los pardmetros calculados para validar los méldelos de estructura 3D obtenidos para

EcaHDAC8 y McoHDACS, respectivamente.

Tabla 3.5. Parametros determinados para validar los modelos de estructuras 3D para EcaHDAC8

RMSD (n° de residuos) TMscore
— Verify-3D
HsHDACS8 SmHDACS HsHDACS8 SmHDACS
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
HsHDACS (4bz5) 97,47 94,77
SmpHDACS (2v5w) 92,13 92,82

El pardmetro RMSD (del inglés, Root Mean Square Deviation, o desviacion de la media
cuadratica) es la distancia media cuadratica minima entre las estructuras bdsicas de las proteinas
superpuestas. Este pardmetro es empleado para comparar alineamientos estructurales basados
en la comparacion 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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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 McoHDACS; en comparacion con las estructuras nativas disponibles
para la HDAC8 de H. sapiens (HsaHDAC8; PBD 2v5w) (Vannini y col.,, 2007) y S. mansoni
(SmpHDACS; PDB 4bz5) (Marek y col., 2013). Entre paréntesis se muestra el numero total de
residuos que pudo alinear el algoritmo. En el caso de EcaHDACS, se obtuvieron valores de RMSD
en el rango de 1,63-2,52 y 1,16-2,76, cuando se compararon los mdldelos de estructura 3D
obtenidos con la HsaHDAC8 y SmpHDACS; respectivamente (Tabla 3.5). Por otra parte, para
McoHDACS8, se obtuvieron valores de RMSO en el rango de 1,57-2,91 y 1,13-2,87 cuando se
compararon los moldelos de estructura 3D obtenidos con la HsaHDAC8 y SmpHDACS;

respectivamente (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Parametros determinados para validar los modelos de estructuras 3D para McoHDACS8

RMSD (n° de residuos) TMscore
- ERRAT Verify-3D
HsHDACS8 SmHDACS8 HsHDAC8 SmHDACS8
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
HsHDACS (4bz5) 97,47 94,77
SmpHDACS (2v5w) 92,13 92,82

Por otra parte, el parametro TM-score es una métrica utilizada para medir la similitud entre
dos estructuras de proteinas. Este algoritmo esta disefiado para resolver dos problemas
principales en las métricas tradicionales, como el parametro 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 pardmetro TM-score tiene valores entre 0 y 1, donde 1 indica una combinacién
perfecta entre las dos estructuras. Siguiendo estadisticas estrictas de estructuras en el PDB (del
inglés, Protein Data Bank, los puntajes por debajo de 0,17 corresponden a proteinas 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 pagina de
Zhang Lab, Universidad de Michigan (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-score/), para
cada modelo de estructura 3D obtenido para EcaHDAC8 y McoHDACS; en comparacion con las
estructuras de HsaHDAC8 y SmpHDACS. En el caso de EcaHDACS, 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 SmpHDACS; 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 HsaHDACS8 y

SmpHDACS; respectivamente (Tabla 3.6).

Los parametros ERRAT y Verify-3D, por su parte, son empleados para verificar y determinar
la calidad de los modelos de estructura 3D de las proteinas. En el caso de ERRAT, este algoritmo
considera interacciones atdmicas especificas para distinguir las regiones correctas o incorrectas
en la estructura una proteina. Este algoritmo investiga las estadisticas de las interacciones
atdmicas por pares y es capaz de tener en cuenta seis diferentes interacciones atomo-atomo
unidas no covalentemente: CC, CN, CO, NN, NO y 0OO. Verify-3D, por su parte, determina la
compatibilidad de un modelo de estructura 3D con su propia secuencia de aminodcidos,
asignando una clase estructural basada en la ubicacion y el entorno (estructura alfa, beta, bucle,
etc.; regién polar, no polar, etc.) y comparando los resultados con estructuras validadas en las
bases de datos de estructuras de proteinas, como PDB). Ambos pardmetros se expresan en
porcentajes, mientras mas alto el porcentaje mayor sera 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 pagina del Instituto de Biologia 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 McoHDACS; respectivamente. En el caso de EcaHDACS,
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 McoHDACS, 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 McoHDACS se eligieron en base a los
pardmetros determinados para su validacién 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 HsaHDACS8 y SmpHDACS.
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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

proteinas HsaHDACS (en color rojo) y SmpHDACS (en color violeta).

HsaHDACS
SmpHDACS
EcaHDACS
McoHDACS

Figura 3.39. Los modelos estructurales de EcaHDAC8 y McoHDAC8 adoptan la estructura candnica

tridimensional de las enzimas HDACs. (A) Superposicién 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 estan representadas como cartoon. La esfera
amarilla representa el cofactor Zn?*. Vista ampliada de los sitios cataliticos de (B) HsaHDACS, (C) EcaHDAC8
y (D) McoHDACS8 y (E) SmpHDACS. Las cadenas laterales de los residuos implicados en la unidn al cofactor

Zn?*, la catdlisis y la formacidn del sitio activo estadn representadas como bastones.
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Las estructuras tridimensionales para EcaHDAC8 y McoHDACS sugieren que estas proteinas
adoptarian la forma estructural candnica de las enzimas HDACs; formado por varias hojas [
paralelas y entrelazadas rodeadas por un sandwich de hélices a (Figura 3.39A). Asimismo, se
muestra una vista ampliada del sitio catalitico para cada proteina. Se puede observar que los
residuos implicados en el mecanismo catalitico (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 posicion 31
(L31) y metionina en posicion 274 (M274) de HsaHDAC8 (Figura 3.39B) se encuentran
reemplazados por los residuos de serina e histidina en EcaHDAC8 (S20 y H286) y McoHDACS (S20
y H286). Las mutaciones de los residuos L31 y M274 de HsaHDACS, presentes en cestodos, fueron
también reportadas en SmpHDACS (S18 y H292) (Figura 3.39E) (Marek y col., 2013).

Por ultimo, En la Figura 3.40 se muestra una vista ampliada del sitio catalitico en donde se
resaltan las cadenas laterales de los residuos implicados en la coordinacidén del cofactor Zn?
(representadas como bastones). Estos residuos se encuentran altamente conservados en

EcaHDAC8 y McoHDACS.

Figura 3.40. Residuos implicados en la coordinacién del cofactor Zn** en EcaHDAC8 y McoHDACS. Se
muestran las cadenas laterales de los residuos implicados en la coordinacién del cofactor Zn%* de:

HsaHDAC8 (rojo), SmpHDACS8 (violeta), EcaHDAC8 (azul) y McoHDAC8 (verde), representadas como
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bastones. La esfera amarilla representa el cofactor Zn?*. 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 homologia, para las proteinas EcaHDAC8 y McoHDAC8 que las distinguen de su
ortélogo en H. sapiens HsaHDACS. En las proteinas de cestodos se pudo observar la presencia de
varias caracteristicas estructurales particulares; principalmente en la regién circundante a la
fenilalanina en posicién 154 (F154) de las proteinas de cestodos (Figura 3.41). Estas caracteristicas
estructurales sugieren que la F154 podria adoptar una conformacién particular conocida como
“flipped out” en las HDACS8s de cestodos, lo cual resulta importante en el disefio de inhibidores

selectivos (Heimburg y col., 2016; Marek y col., 2013).

En la Figura 3.41 se pueden observar las caracteristicas particulares encontradas en las
HDACS8s de cestodos, por medio de diagramas de los modelos estructurales. Estas caracteristicas
son: 1) la leucina en posicién 31 (L31), detras de la fenilalanina (F152) de HsaHDACS8 se encuentra
sustituida por un residuo de serina en EcaHDACS8 (520) y McoHDACS (S20). El residuo de serina, al
ser mucho mds pequefio que la leucina, permite que el residuo de fenilalanina pueda adoptar la
conformacion “flipped out”; por disminucién del impedimento estérico. 2) La presencia de varios
residuos aromaticos alrededor de la fenilalanina, identificados en EcaHDACS8 (Y23, F107, Y113,
W143 y Y156) y McoHDAC8 (Y23, F107, Y113, W143 y Y156). Estos residuos formarian una
estructura conocida como “jaula aromatica” que contribuye a que el residuo de fenilalanina
pueda adoptar la conformacion “flipped out”; por efecto hidrofébico. Estas caracteristicas, junto
con la conformacidn particular del residuo de fenilalanina, fueron previamente reportadas en
viarias estructuras obtenidas por cristalografia y difraccion de rayos X para la HDAC8 de S.
mansoni (Marek y col., 2013). En esta proteina, la leucina (L31) de HsaHDAC8 se encuentra
reemplazada por un residuo de serina (S18) y se identificaron los residuos que forman la "jaula
aromadtica" (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 caracteristicas
particulares, encontradas en la SmpHDACS, constituyen un punto importante en el diseifo de
inhibidores selectivos de la HDAC8 parasitaria, como lo son los compuestos TH65 y TH92

(Heimburgy col., 2016).

140



Resultados

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
representacion del entorno estructural y los residuos circundantes para la fenilalanina de HsaHDACS8 F152
(H. sapiens; PDB 1T64), SmpHDAC8 F151 (S. mansoni; PDB 4BZ5), EcaHDACS8 F156 (E. canadensis G7) y
McoHDAC8 F156 (M. corti). Se muestra la sustitucion del residuo de leucina en HsaHDAC8 (L31), por un
residuo mas pequefio, como serina, en SmpHDACS (S18), EcaHDACS8 (S20) y McoHDACS (S20). Las cadenas
laterales de los residuos mencionados anteriormente se muestran representadas como bastones (de color
rojo para HsaHDACS8 y blanco para SmpHDAC8, EcaHDAC8 y McoHDACS). La estructura conocida como
"jaula aromatica" se muestra representada como malla. Esta estructura estd formada por varios residuos
aromaticos en SmpHDACS: F21, F104, Y110, W140 e Y153 (de color violeta), EcaHDACS: Y23, F107, Y113,
W143 e Y156 (de color azul) y McoHDACS8: Y23, F107, Y113, W143 e Y156 (de color verde).

3.5.5. Los residuos implicados en la unién al inhibidor de las HDACs “Tricostatina A” se

encuentran conservados en EcaHDAC8 y McoHDAC8

Por ultimo, se analizaron los residuos implicados en la unién al inhibidor de las HDACs de

Clase | y Il, la Tricostatina A (TSA). En la Figura 3.42 se muestra una vista ampliada del sitio

141



HDACs en cestodos (Hugo Rolando Vaca)

catalitico de la HDAC8 de H. sapiens, en coordinacidon con la TSA (HsaHDAC8-TSA; PDB 1T64)
(Figura 3.42A), y de los modelos estructurales de EcaHDACS8 (Figura 3.42B) y McoHDACS (Figura
3.42C). Se puede observar que los residuos implicados en la unién a la TSA se encuentran

altamente conservados en EcaHDAC8 y McoHDACS.

Figura 3.42 Los residuos involucrados en la unién al inhibidor de las-HDACs Tricostatina A (TSA) se

encuentran conservados en modelos estructurales obtenidos por modelado por homologia para
EcaHDAC8 y McoHDAC8. Se muestra una vista ampliada del sitio catalitico de (A) la estructura
tridimensional de HsaHDACS8 (Homo sapiens; PDB 1T64; en color rojo) y los modelos estructurales de (B)
EcaHDACS (Echinococcus canadensis G7; en color azul) y McoHDAC8 (Mesocestoides corti; en color verde).
Las proteinas se muestran representadas como cartoon. La esfera amarilla representa el cofactor Zn?'. La
TSA (en color naranja) y las cadenas laterales de los residuos implicados en la unién a la TSA (en color

blanco) se muestran representados como bastones.
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4. DISCUSION

En este trabajo de tesis doctoral se planteé como hipdtesis que las enzimas Histonas
deacetilasas (HDACs) juegan un papel importante en el desarrollo y la sobrevida de los parasitos
cestodos, constituyendo potenciales blancos farmacolégicos para el desarrollo de nuevas

alternativas quimioterapéuticas contra enfermedades desatendidas causadas por estos pardasitos.

En primera instancia, mediante analisis in silico sobre los genomas de cestodos (disponibles
en la base de datos WomBase ParaSite), se determind 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 géneros Echinococcus, Taenia,
Mesocestoides e Hymenolepis; incluyendo la EmuHDAC1 previamente reportada en el parasito E.
multilocularis (Koziol y col., 2014). Por otra parte, se determind la identidad de los genes
codificantes de HDACs en cestodos, mediante andlisis filogenético. Este analisis nos permitid
inferir la presencia de 3 miembros de las HDACs de Clase | y 3-4 miembros de las HDACs de Clase
Il en los cestodos analizados. El nimero de genes de HDACs identificados en cestodos es similar al
reportado en los genomas de otros parasitos, incluido el trematodo S. mansoni (Scholte y col.,
2017). En S. mansoni se identificaron tres genes de HDACs de Clase | (Oger y col., 2008) y cuatro
genes de HDACs de Clase Il (Scholte y col., 2017). Cabe destacar que se identific6 un niumero
menor de genes de HDACs en los genomas de cestodos, con respecto al nUmero de genes de
HDACs presentes en H. sapiens (Gray y Ekstrém, 2001; Gregoretti y col., 2004),; esto podria reflejar
la menor complejidad de los pardsitos cestodos. Por otra parte, solo se identificd un uUnico
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 Unico miembro de la subclase HDAC1/2 en
pardsitos estd de acuerdo con la idea de que la duplicacidon del gen HDAC1 es especifica para
vertebrados (Brunmeir y col., 2009; Gregoretti y col., 2004). Asimismo, se analizaron los niveles de
expresion transcripcional de los genes de HDACs, mediante datos de RNAseq disponibles para
diferentes estadios de desarrollo de parasitos del género Echinococcus. Todos los genes de HDACs
identificados mostraron niveles de expresién transcripcional en varios estadios de desarrollo de
los pardsitos E. granulosus s.s. G1 y E. multilocularis. Los altos niveles de expresién transcripcional
observados para los genes de HDACs de Clase | y Clase I, sugieren que estos genes podrian tener
un rol importante en la biologia y la supervivencia parasitaria. La expresion de los tres genes de
HDACs de Clase | también se reportd en varios estadios de desarrollo de S. mansoni (Oger y col.,

2008). En este parasito, el gen SmpHDAC8 se expresa en todos los estadios de desarrollo

144



HDACs en cestodos (Hugo Rolando Vaca)

analizados. Ademas, el gen SmpHDACS presenta niveles de expresidn transcripcional superiores a
los otros genes de HDACs de Clase | en varios estadios de desarrollo (Oger y col., 2008). Sin
embargo, esto no parece ser el caso para los parasitos E. granulosus s.s. G1 'y E. multilocularis. En
E. granulosus s.s. G1, el gen EgrHDACL presentd niveles de expresidn transcripcional superiores a
los otros genes de HDACs de Clase |, en todos los estadios de desarrollo analizados. El gen
EgrHDAC8, por su parte, solo mostrd expresidon transcripcional detectable en estadios de
desarrollo asociados con altos niveles de proliferaciéon parasitaria, tales como parasito adulto y
metacestodo, en donde se producen las oncosferas y los protoescdlices; respectivamente. Estos
resultados sugieren que el gen EgrHDACS8 podria tener un papel importante en la diferenciacién y
desarrollo del parasito E. granulosus s.s. G1. Por otra parte, en E. multilocularis el gen EmuHDAC1
presentd niveles de expresion transcripcional superiores a los otros genes de HDACs de Clase | en
los estadios de desarrollo correspondientes a oncosferas y metacestodo. Cabe destacar que,
EmuHDAC8 mostrd un aumento en su nivel de expresidn transcripcional en oncosferas activadas,
en comparacion a las oncosferas sin activar, lo que sugiere que el gen EmuHDACS8 podria tener un
papel importante en el desarrollo de E. multilocularis. Los niveles de expresion transcripcional
diferentes observados para los genes HDAC8 en oncosferas de E. granulosus s. s. G1 y E.
multilocularis, se podria deber al hecho de que los datos de RNAseq de E. granulosus s. s. G1
fueron secuenciados utilizando la tecnologia Roche 454 (Zheng y col., 2013), mientras que los
datos de RNAseq de E. multilocularis fueron secuenciados utilizando la tecnologia Illumina GA
(Huang y col., 2016), que proporciona una mayor profundidad de secuenciacion. Por lo tanto, los
datos de expresidon transcripcional mostrados no podrian ser comparables entre especies. Sin
embargo, se pudo observar que HDACS8 se expresa en el metacestodo que constituye el estadio de
relevancia clinica en ambos pardsitos. Por Ultimo, en esta seccidn se analizd el grado de identidad
entre los genes de HDACs identificados en cestodos con las HDACs de H. sapiens. Esto se realizd
debido a que las proteinas con mayor divergencia de secuencia con sus ortélogos de H. sapiens,
podrian constituir potenciales blancos farmacoldgicos selectivos. En este contexto, los analisis de
identidad de aminodcidos de los dominios cataliticos de HDACs mostraron que algunos de los
genes de HDACs en cestodos, como los genes de las HDAC8 y HDACS, difieren en mds del 55 %
con sus ortdlogos en H. sapiens; lo que sugiere que estas diferencias podrian explotarse

farmacoldgicamente.

En base a los resultados del andlisis in silico, se decidié validar las enzimas HDACs como
blancos farmacoldgicos en cestodos. La relevancia de las HDACs sobre la viabilidad parasitaria se
determind midiendo el efecto de la inhibicion de las HDACs, mediante el uso de la Tricostatina A

(TSA; un inhibidor selectivo de las HDACs de Clase | y Il), 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 reduccion de la
resazurina (basado en la actividad metabdlica), empleado previamente para la determinacion de
viabilidad parasitaria en metacestodos de E. multilocularis (Rufener y col., 2018; Stadelmann y
col., 2016), y el otro el de determinacién de motilidad parasitaria, empleado previamente para la
determinacion del efecto de neurotransmisores en la motilidad parasitaria de protoescdlices de E.
canadensis G7 (Camicia y col., 2013) y de TTy de M. corti (Camicia y col., 2018). En este trabajo se
muestran las multiples variantes a considerar al adaptar estas metodologias para la medicién del
efecto antihelmintico de un alto nimero de compuestos, producido tras varios dias de incubacion,
sobre TTy de M corti. Se pudo observar que el tiempo de tratamiento para el cual ocurrié una
disminucidn significativa de la viabilidad fue coincidente con ambas metodologias. Mediante estos
métodos, se determiné que la TSA produce una disminucidn significativa de la viabilidad de TTy de
M. corti a los 6 dias postratamiento. Asimismo, se observaron alteraciones en el tegumento y en
la morfologia general de los parasitos tratados con la TSA. Estos resultados mostraron que la TSA
produce alteraciones fenotipicas en TTy de M. corti similares a las observadas cominmente en el
tratamiento con agentes quimioterapéuticos, tales como el PZQ y el ABZ (Markoski y col., 2006), y
muestran concordancia con la disminucién de la viabilidad parasitaria reportada en formas
juveniles de S. mansoni después de la incubacién con TSA, en concentraciones y tiempos de
incubacién comparables (Dubois y col., 2009). Por otra parte, se determind si efectivamente la
TSA produce la inhibicidn de las enzimas HDACs de cestodos; evaluando el cambio en los niveles
de acetilacion de las proteinas parasitarias mediante la técnica de Western Blot semicuantitativa.
El aumento observado en los niveles de acetilacidn de las proteinas de TTy de M. corti, incluyendo
la histona H4, después 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 observé un aumento en los niveles de acetilacion a los 6
dias de incubacion, en coincidencia con una disminucion de la viabilidad parasitaria. El aumento
en los niveles de acetilacion también se observd para tiempos mas cortos de incubacion (3 dias),
lo que sugiere que hay un retraso en el efecto de la TSA sobre la viabilidad parasitaria. Por ultimo,
se pudieron detectar dos bandas (con pesos moleculares relativos de alrededor 15-16 kDa)
cuando se empled el anticuerpo anti-pan lisina acetilada en los TTy de M. corti, después 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
acetilacién, 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 acetilacion de las proteinas
parasitarias, probablemente a través de la inhibicion de las enzimas HDACs; lo que sugiere que la

funcién de estas enzimas se encuentra conservada en cestodos.

Por otra parte, en este trabajo de tesis se propuso realizar un perfil de actividad
antihelmintica 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 | y Il. Se
incluyeron ademas compuestos contra las Sirtuinas. Se observd para varios de los compuestos
ensayados una disminucidon de la viabilidad parasitaria y alteraciones en el tegumento y la
morfologia general de TTy de M. corti tratados. Mds aln, varios de estos compuestos mostraron
un potente efecto antihelmintico sobre TTy de M. corti, mostrando una disminucién del 100% de
la viabilidad parasitaria antes de los 9 dias de incubacidn. Dentro de los inhibidores de las HDACs
de Clase I, se ensayaron varios inhibidores disefiados en base a la estructura tridimensional de la
HDACS8 de S. mansoni (SmpHDACS8) 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
antihelmintico. El efecto en viabilidad parasitaria de TTy de M. corti determinado para el TH65 fue
similar al reportado en esquistosémulos 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 ultimo
resultado se podria deber a una mayor afinidad del TH92 por la HDAC8 de M. corti en
comparaciéon con la SmpHDACS o a una mayor capacidad de difusién/acumulacion intraparasitaria
del compuesto. También se evaluaron inhibidores comerciales de las HDACs, que podrian ser
considerados para la estrategia de reposicionamiento de drogas. Entre los compuestos
comerciales evaluados, el Entinostat (un inhibidor selectivo de las HDACs de Clase |, en particular
de la HDAC1 y HDAC3 de H. sapiens) (Hu y col., 2003) mostré un potente efecto antihelmintico,
causando una disminucion del 100% de la viabilidad parasitaria incluso a la concentracién de 2
UM. 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 farmacocinéticos y toxicoldgicos (Bellera y col., 2018). Por otra parte, ninguno
de los inhibidores de las HDACs de Clase Il evaluados (JS16, JS28, KK16, ST36) mostrd un efecto
significativo en la viabilidad parasitaria. Estos compuestos fueron disefiados como inhibidores de
la HDAC6 de H. sapiens; mostrando una inhibicidon selectiva de la HsaHDAC6 en relacién con las
otras HDACs de H. sapiens y un potente efecto en el cultivo de lineas celulares humanas (King y

col., 2018; Schafer 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, podria ser consecuencia del bajo porcentaje de identidad
que se observo 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 parasitos del
género Echinococcus mostraron altos niveles de expresidn transcripcional en todos los estadios de
desarrollo analizados. En particular, se observé un aumento en los niveles de expresidon
transcripcional del gen EmuHDAC6 en oncosferas activas en comparacién con oncosferas sin
activar, lo que sugiere que el gen EmuHDAC6 podria tener un papel importante en la
diferenciacién de E. multilocularis. Por todos estos motivos, resulta interesante una
caracterizaciéon mas profunda de las HDAC6 de cestodos. Por ultimo, también 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), mostré un potente
efecto sobre la viabilidad parasitaria de TTy de M. corti. EIl Mz25 produjo alteraciones en el
tegumento y en la morfologia general parasitaria, particularmente se observaron estructuras en
formas de agujas que parecen ser extensiones del tegumento parasitario. Estas extensiones
podrian corresponder a microtubulos, que al estar acetilados formarian estructuras mas estables
(Rumpf y col., 2015; Takemura y col., 1992). La falta de efecto antihelmintico en TTy de M. corti
observada para el Mz236, un andlogo estructural del Mz25 con un ICso casi 3 veces menor que
éste con la Sirt2 (Schiedel y col., 2016), muestra la importancia de la sintesis y evaluacién de

varios derivados conteniendo distintos sustituyentes para cada serie estructural de compuestos.

En base a los resultados obtenidos en la determinacion del perfil antihelmintico de los
inhibidores de HDACs, se seleccionaron para una caracterizacién mas profunda los compuestos
mas potentes: Entinostat, TH65, TH92 y Mz25. Estos compuestos mostraron un efecto
antihelmintico dependiente de la dosis y el tiempo de incubacién (con ICso entre 1 y 16 puM);
siendo el Entinostat el compuesto mas potente mientras que el Mz25 el menos potente. Los 4
compuestos mostraron un efecto antihelmintico superior al obtenido con la TSA y la droga
antihelmintica ABZ. Asimismo, se comprobd que el efecto antihelmintico observado para estos
compuestos es irreversible, produciendo la muerte de los TTy de M. corti. Por otra parte, se
evalué el efecto de los compuestos seleccionados en la morfologia parasitaria, a nivel
ultraestructural, mediante microscopia electréonica de barrido. Para todos los compuestos se
observd un gran dafio en el tegumento parasitario y en la morfologia general parasitaria. Se
pudieron observar vesiculas de diferentes tamanos, depresiones del tegumento y pérdida de los
microticos en toda la superficie parasitaria después del tratamiento. Estos dafios 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 ultimo, se caracterizd el efecto antihelmintico de
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combinaciones de a pares de los compuestos seleccionados y con el ABZ, mediante el calculo del
indice de efecto proporcional (IEP) (Planer y col., 2014). Varias de estas combinaciones mostraron
un potente efecto antihelmintico con IEP > 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 observd un aumento en el efecto antihelmintico de las combinaciones de
los compuestos seleccionados con el ABZ, con excepcion del par ABZ-Mz25. Este resultado sugiere
que seria posible disminuir la concentracién de la droga antihelmintica ABZ en el tratamiento, lo
cual podria 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 clinicos.

Por ultimo, en base a los resultados obtenidos durante este trabajo se decidié caracterizar
las enzimas HDAC8 de cestodos. Estas proteinas mostraron porcentajes de identidad de solo un
45-48 % con respecto a la HDAC8 de H. sapiens. Ademads, se expresan en varios estadios de
desarrollo de parasitos del género Echinococcus, incluyendo el estadio de desarrollo
correspondiente a metacestodos, de relevancia clinica en la enfermedad producida en el ser
humano. Por ultimo, la SmpHDACS8 representa una enzima ampliamente caracterizada a nivel
bioquimico y estructural y validada como blanco farmacoldgico en S. mansoni (Chakrabarti y col.,
2015; Marek y col., 2013). Los prometedores resultados reportados para esta enzima parasitaria,
se deben a las caracteristicas estructurales particulares que la diferencian de su ortdlogo en H.
sapiens y que han permitido el disefio de compuestos especificos (Heimburg y col., 2016; Kannan
y col., 2014; Marek y col., 2013, 2018). Teniendo en cuenta todo lo mencionado, se caracterizaron
las enzimas HDACS8 de E. canadensis G7 (EcaHDAC8) y M. corti (McoHDACS8), a fin de determinar si
comparten diferencias estructurales con la HsaHDAC8 vy similitudes estructurales con la
SmpHDAC8. En este trabajo se confirmaron por primera vez las secuencias de nucledtidos
completas de la HDAC8 de E. canadensis G7 y M. corti, mediante amplificacion por RT-PCR,

clonacién y secuenciacién.

El modelado por homologia mostré que las proteinas EcaHDAC8 y McoHDAC8 podrian
adoptar la forma candnica de las HDACs; sugiriendo que estas enzimas podrian ser activas. Se
encontraron algunas diferencias en estas proteinas con respecto a la HsaHDACS; que incluyen: i)
las presencia de inserciones de varios aminoacidos que se extienden en los bucles de la superficie
externas de las HDACS parasitarias, ii) el reemplazo de la metionina (M274) de HsaHDACS8 por un
residuo de histidina en las HDACS8 de los cestodos analizados, iii) la sustitucién 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 aromaticos formando la estructura conocida como “jaula
aromatica”. Todas estas caracteristicas encontradas en EcaHDAC8 y McoHDACS8, también 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 homologia (Marek y col., 2013; Melesina y col.,
2015). Cabe destacar que las caracteristicas estructurales mencionadas anteriormente también
estan presentes en SmpHDAC8 y han sido empleadas para el disefio 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 antihelminticos en TTy de M. corti, lo que
sugiere que estos compuestos constituyen potenciales inhibidores de las HDAC8 de cestodos;
representando de esta manera farmacos potenciales en la busqueda de nuevas alternativas de
tratamiento farmacolédgico contra las enfermedades desatendidas causadas por cestodos. Sin
embargo, si bien la caracterizacidn de las HDAC8 de cestodos, mediante modelado por homologia,
aporta datos interesantes en relacién a las caracteristicas estructurales de estas proteinas que nos
permiten inferir la interaccidn con los inhibidores selectivos de la SmpHDACS; es necesario
corroborar estos resultados mediante la caracterizacion cinética y estructural (por cristalografia y
difraccion de rayos X) de las HDAC8 de cestodos. Para este fin, resulta imprescindible la obtencion
de proteinas recombinantes de las HDAC8 parasitarias. Por ultimo, también se demostré la
conservacién de los residuos implicados en la unidn con el inhibidor selectivo de las HDACs de
Clase | y ll, Tricostatina A; en las proteinas EcaHDAC8 y McoHDACS; lo que sugiere que el inhibidor
de las HDACs TSA podria inhibir también las HDACs de cestodos y se corresponde con la

disminucidn 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 regulacion transcripcional de la expresidon genética a través de enzimas modificadoras de la
cromatina en cestodos. Ademas, contribuyen al desarrollo y a la reutilizacién de compuestos que
afectan su actividad y a la implementacion de nuevas alternativas para el tratamiento de

enfermedades desatendidas causadas por parasitos cestodos.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis doctoral se muestra la primera caracterizacién del repertorio
completo de genes codificantes de HDACs en varias especies de cestodos, incluyendo tanto
especies zoondticas como asi también modelos de laboratorio. Asimismo, se reportd 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
ortélogo en H. sapiens y mayor expresion en estadios de desarrollo asociados con altos niveles de
proliferacién y diferenciacion celular, asi como en el estadio clinicamente relevante en la
enfermedad en el ser humano. Por ultimo, se validaron las HDACs de cestodos como potenciales
blancos farmacolégicos, mediante la determinacién del efecto de su inhibicién sobre la viabilidad
de M. corti. El inhibidor selectivo de las HDACs de Clases | y II, Tricostatina A (TSA), produjo una
disminucidn significativa de la viabilidad parasitaria y un aumento en los niveles de acetilacién de
las proteinas totales, incluyendo la histona H4, en parasitos tratados. Por otra parte, se determiné
el perfil de actividad antihelmintica de un alto nimero de compuestos con actividad conocida
contra diferentes clases de HDACs. Varios de estos compuestos produjeron una disminucién de la
viabilidad parasitaria y alteraciones en el tegumento y la morfologia general de TTy de M. corti.
Mas aun, varios compuestos mostraron un potente efecto antihelmintico con una disminucién del
100% de la viabilidad parasitaria antes de los 9 dias de incubacién; tal como Entinostat, Mz25,
TH65 y TH92 que fueron seleccionados para su caracterizacién. Estos compuestos mostraron un
efecto antihelmintico dependiente tanto de la dosis como del tiempo de tratamiento, con
resultados superiores a los obtenidos con la TSA y la droga antihelmintica ABZ. Se mostré 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 antihelmintico cuando
fueron utilizados en combinaciones binarias entre ellos y con el ABZ. Las observaciones realizadas
por microscopia Optica y microscopia electrénica de barrido mostraron alteraciones en el
tegumento y la morfologia de los parasitos tratados. Por ultimo, se confirmaron las secuencias
nucleotidicas completas de la HDACS8 de E. canadensis G7 (EcaHDAC8) y M. corti (McoHDACS). Se
identificd en los modelos de estructura tridimensional de estas proteinas caracteristicas
estructurales particulares que las diferencian de su ortdlogo en H. sapiens, similares a las
reportadas para la HDAC8 de S. mansoni que permitieron el disefio de inhibidores selectivos, tales
como el TH65 y el TH92. Estos resultados sugieren que las HDAC8 de cestodos representan
promisorios blancos farmacoldgicos en la busqueda racional de nuevos compuestos con

capacidad antihelmintica. Por ultimo, 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, asi como también para el descubrimiento de nuevos inhibidores de HDACs para el
tratamiento de enfermedades desatendidas causadas por cestodos y su extrapolacién hacia otras

enfermedades parasitarias.
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6. PERSPECTIVAS

Como se desprende de lo presentado en este trabajo de tesis doctoral, la investigacion en
el campo de las enzimas HDACs en cestodos es un drea en la que resta mucho por descubrir. Mas
aun cuando se trata de organismos tales como Echinococcus spp. cuya biologia ain no se conoce
por completo, y cuyo impacto en medicina veterinaria y salud humana son tan importantes. A
continuacién, se plantean algunos aspectos que seria interesante abarcar en futuras
investigaciones, tendientes a ampliar el conocimiento del rol de las HDACs en la biologia de
pardsitos cestodos y la evaluacion de su potencial como blancos farmacolégicos, en la busqueda
de nuevas alternativas para contribuir al tratamiento farmacolégico de enfermedades

desatendidas.

e Evaluar el efecto de los inhibidores de las HDACs sobre el cultivo in vitro de parasitos del
género Echinococcus spp., como protoescoélices del E. canadensis G7 o metacestodos de E.

multilocularis.

e Evaluar la eficacia en el tratamiento in vivo de los inhibidores de las HDACs, utilizando el

modelo murino de infeccién secundaria de E. granulosus.

e Confirmar la secuencia de nucledtidos, mediante RT-PCR, clonado y secuenciacidn, de otros

potenciales blancos farmacoldgicos como las HDAC6 de cestodos.

e Expresar proteinas recombinantes de los potenciales blancos farmacoldgicos, como las

HDAC8 y HDAC6 de cestodos.

e Caracterizar la interaccion de las proteinas recombinantes con los inhibidores de HDACs,

mediante andlisis de QSAR (del inglés, Quantitative structure-activity relationship)

e Validar los potenciales blancos farmacolégicos mediante el uso de herramientas como ARNi
(ARN interferente), que ha sido recientemente reportada para cultivos primarios de E.

multilocularis, con resultados promisorios.

e Determinar los cambios en la transcripcion de genes y en la acetilacion de proteinas

producidos al tratar con inhibidores de las HDACs.
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8. ANEXO0S

Al. Medios y soluciones tampoén

Al1.1. Medio Mco-RPMI 1640

El medio Mco-RPMI 1640 corresponde al medio empleado en este trabajo para el cultivo in vitro
de material parasitario. EI mismo, consiste en el medio modificado RPMI 1640 sin rojo fenol
(Sigma-Aldrich, U.S.A) pH 7,2 al cual se le afiadié 2,4 g/L de HEPES (Sigma-Aldrich, U.S.A), 2 g/L de
NaHCOs (Sigma-Aldrich, U.S.A) y se lo suplementd con 2,5 g/L (concentracion final 4,5 g/L) de
glucosa (Britania, Argentina), 10 % de suero fetal bovino (Internegocios) inactivado por calor y
antibidticos: 20 pug/mL de levofloxacina y 1% de penicilina/estreptomicina (100 U/mL penicilina y

100 pg/mL estreptomicina; Thermo Fisher Scientific, U.S.A.))

A1.2. Solucién Tampon RIPA

La solucion Tampdn RIPA (del inglés, Radioimmunoprecipitation Assay) corresponde a la solucidn
de lisis celular empleada para obtener los homogenatos para la técnica de Western Blot. Esta

solucion contiene cada 100 mL:

Reactivos Volumen  Concentracién Final
NaCl 5M 3mL 150 mM
EDTA 0,5M, pH 8.0 1mL 5mM
Solucién Tris 1 M, pH 8.0 5mL 50 mM
Triton-X100 1mL 1.00%
Deoxicolato de sodio 10% 5mL 0.50%

SDS 10% 1mL 0.10%

H204 84 mL

Ademas, se utilizd el céctel de inhibidores de proteasas INH P8340 (Sigma-Aldrich, U.S.A.), 1 mL

cada 100 mL de la soluciéon tampdn RIPA.
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A1.3. Soluciones para SDS-PAGE

A continuacidn, se detallan las soluciones empleadas para la técnica de SDS-PAGE.

A1.3.1. Soluciéon Tampodn de Corrida

La solucion Tampdn de Corrida corresponde a la solucion empleada para correr los geles de SDS-
PAGE. Esta solucion se prepara a 10X y se debe diluir en agua destilada al momento de usar. La

solucion 10X contiene:

Reactivos 1L (10X) 500 mL (10X)
Tris-Base 30,3 gr 15,15 ¢gr
Glicina 144 gr 72 gr
SDS 10 gr 5¢r

Completar con agua destilada. Ajustar pH a 8,3 con HCI (5 ml de HCL fumante).

Conservar a 4°C.

A1.3.2. Solucién Tampodn de Transferencia

La solucién Tampdn de Transferencia corresponde a la solucién empleada para transferir los geles

de SDS-PAGE a la membrana de nitrocelulosa. Esta solucién contiene se prepara a 10X:

Reactivos 1 litro (10X) 500 ml (10X)
Tris-Base 30,3 gr 15,15¢gr
Glicina 144 gr 72 gr

Preparar 100 mL de solucidon tampdn de transferencia se agregan 10 mL de solucion 10X, 70 mL
de H204y 20 mL de Metanol.

Conservar a 4°C.
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A1.3.3. Soluciéon Tampodn de Carga

La solucion Tampdn de Carga corresponde a la solucién empleada para sembrar las muestran en

los geles de SDS-PAGE. Esta solucidn se prepara a 5X:

Reactivos Concentracion Final

Tris HCI 0,5 M, pH 6,8 50 mM 2,5mL
Glicerol 25% 0,25 gr
SDs 10% 19
DTT (1M) o B-Mercaptoetanol® 100 mMDTT 1mLDTT /250 uL B-Me
Azul de bromofenol 1% 0.05% 500 pL
H,Oyq Csp 10 mL

*Se puede agregar fresco a un volumen de la solucién tampdn de carga sin agente reductor (por ej.
25 ul de B-Mercaptoetanol a 975 ulL de solucién tampdn de carga).

Preparar alicuotas de 1 mL y conservar a -20°C.

A1.3.4. Solucién Acrilamida/Bisacrilamida (30:0,9)

La solucién de acrilamida/bisacrilamida contiene:

Reactivos 100 mL

Acrilamida 30 gr
Bisacrilamida 0,9 gr
H,04q Csp 100 mL

Conservar a 4°C.

A1.3.5. Solucion Tampdn STACKING (500 mL de solucién TRIS- HCI 0,5 M pH 6,8)

Tris Base 30,25 gr
Llevar a pH con HCI.

Conservar a 4°C.
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A1.3.6. Solucion Tampon RUNNING (500 mL de solucion TRIS-HCI 1,5 M pH 8,8)

Tris Base 90,75 gr
Levar a pH con HCI.

Conservar a 4°C.

A1.3.7. Gel de poliacrilamida al 15%

Running gel al 15% Stacking gel

Reactivos 1 gel Reactivos 1 gel

Acril-Bisacril 5mL Acril-Bisacril 650 pL
Buffer pH 8,8 2,5mL Buffer pH 6,8 1,25 mL
SDS 10% 100 pL SDS 10% 50 uL
H,O 2,5ml H,O 3,05 mL
PSA 10% 75 L PSA10% 75 pL
TEMED 10 L TEMED 10 pL

Al.4. Soluciones para Western Blot

A1.4.1. Soluciéon Tampon TBS

La solucién tampdn TBS se prepara a 10X, al momento de usar necesita ser diluida en agua
destilada. La solucién 10X contiene para 1 L:

24 gr de Tris base

88 gr de NaCl

Disolver en 900 mL de agua destilada

LevarapH 7,6 con HCI 12 N
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Afadir agua destilada hasta completar 1 L de solucion.

Para preparar la solucidon tampdn TBS (1X) se necesita disolver 1 parte de solucién 10X en 9 partes
de agua destilada y ajustar el pH a 7,6. La concentracion final de la solucién tampdn TBS es Tris 20

mM y NaCl 150 mM

A1.4.2. Soluciéon Tampon TBS-T (Solucion salina Tris, 0,1 % Tween 20)

Para preparar la solucidn tampdn TBS-T (1X) se necesita disolver 100 mL de solucién tampdn TBS

10X en 889 mL de agua destilada y 1 mL de Tween 20.

AjustarelpHa 7,6.

A1.4.3. Soluciéon Tampdn TBS-T leche (Solucién salina Tris, 0,1 % Tween 20 y 5% p/v leche)

Para preparar la solucidn tampdn TBS-T leche se necesita disolver 100 mL de solucién tampdn TBS

10X en 889 mL de agua destilada, 1 mL de Tween 20y 5 gr de leche en polvo descremada.

AjustarelpHa 7,6.

A1.5. Soluciones para ECL

Consta de 2 soluciones (Soluciéon 1y 11).

Solucion |

Solucién de Luminol (A): Se disuelven 22,5 mg de luminol en 0,5 mL de DMSO y se agrega a 50 mL

de Tris-HCI 0,1 M pH 8.

Solucién de enhancer (B): Se disuelven 18,5 mg de acido p-coumarico en 1,25 mL de DMSO (lo

que sobra de la solucién | se puede guardar en la heladera).

Se mezclan 220 uL de solucion B con los 50 mL de la solucién A. Se pueden preparar alicuotas de

esta solucion de 1 mL en eppendorf envueltos en aluminio (en oscuridad). Almacenar a -20°C.
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Solucion

Se mezcla 102 pL de H;0; 9% (10 volumenes) con 50 mL de Tris-HCI 0,1 M pH 8. Se guarda

envuelto en aluminio a 4°C.

Tener alicuotas de H,0, al momento de revelar.

Al revelar: Descongelar 1 eppendorf de la solucién |, la soluciéon Il y el H20,. Preparar 1 mL de la

solucién Il + 20 pL de H202 + 1 mL de solucidn |, cubrir la membrana y esperar 1 minuto.

A1.6. Solucién Tampodn Fosfato 0,1M pH 7,2

La solucién tampdn fosfato es empleada para conservar las muestras para microscopia electronica
de barrido. La misma se prepara disolviendo 13,61 gr de Fosfato monopotasico (KH2PQO4) 0,1M vy

17,8 gr de Fosfato disédico (Na,HPO412H,0) 0,1M en 1 L de agua destilada.

A2. Secuencias

A2.1. Secuencia de la HDAC8 de Echinococcus canadensis G7 (EcaHDACS8) en nucledtidos y

aminoacidos

>EcaHDACS [nucleétidos]

ATGCCCTCTCCCGTTGGTATTGTGTATTCAAGTGAAATCCACCGCCTTTCCGGTCTGTCTCCAAAATATGAAAATCGCTT
CTCTCTTGTTATGGGTCTAACATTTGCATATGGCTTGGCGAAAAAGCTTCTGAGGATTCCGCCACTGGAATGGTGCCCT
TCAAAAGAAATGGAGCTTTTGACACAATTTCATAGTGAAGACTACATAAAGGCTCTGCAGCTCCTGGATAGCTTCTACA
CATTGGATGACGAGCCAAACATTCCTGATGACATATCCGAACATCTTAATGGTTTTGGCCTCAGTTACGATTGCAACGG
GTTCAGAGGTGTATATGGCTACGCCCTTTCCGCTGTTCGGGGGACCTTAGCCGCTGTCGATTCCTTGGTCGATTCCCAG
TGTAAGATCGCGATCAACTGGGCAGGGGGTTGGATCATGCCAAGCGCTCCGAGGCTTCAGGTTTTTGCTACCTAAATG
ACATTGTTTTGGGGGCTCAGCGTCTCCTCTCCTCACCCAAATTCTCTTCGGGTCCATTGCTCTACATTGACCTTGACCTTC
ACCACGGCGATGGTGTGGAGGAGGCTTTCGCATACACCTCGCGCGTTGTCACATTTTCCGTTCATCACGGTACCCGTG
GATTTTTTCCTGGCTCAGGAGTGCCTGATGTAATCACTGGCGACTACTTTAGGGGAGCACGTGGTGGTCAATTTTCGTG
TTTCAATTTACCTTTGGCCGAAGGAGCTGACGACCACCTGTGGTGGTCCGCAGTAGAGCCCGTTCTCGTATCCCTCCAT
CAGTCCACAAAACCTATCGCTGTCTTTATCCAATGCGGGGCTGATGCTCTTTCAACTGATCCACATCGGATTTTCAATTT
ATCCGCCTCTCTCACTTCCAATCAATCCGCCTATGTTTCGACCCTAAAGTTGGTGCTAAGCTGGGGTCTTCCTACTCTAG
TATTGGGTGGAGGTGGGTACCACCTTGCGGACACAGCTCGACTTTGGTTAATACTGACAGCCGTCGCTATCTCCTGTG
GAACCGGTGAAGAGATTTTTCTCGAACAAGACATTCCAGACCACTCGAATCTTTCTTCATTTGGGCCCGATTTCACTCTA
GACGTGAGGCCTTCCATGCTGCTGAATCGGAATTCAAGCGAGGCCGTTTCTCAGGCTGTCGATCGACTTCTTCGTCAAA
TTGATGACTATTGTGCCTTTAACCGCGTTTAA
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>EcaHDACS8 [aminoacidos]

MPSPVGIVYSSEIHRLSGLSPKYENRFSLVMGLTFAYGLAKKLLRIPPLEWCPSKEMELLTQFHSEDYIKALQLLDSFYTLDDEP

NIPDDISEHLNGFGLSYDCNGFRGVYGYALSAVRGTLAAVDSLVDSQCKIAINWAGGWHHAKRSEASGFCYLNDIVLGAQR
LLSSPKFSSGPLLYIDLDLHHGDGVEEAFAYTSRVVTFSVHHGTRGFFPGSGVPDVITGDYFRGARGGQFSCFNLPLAEGADD
HLWWSAVEPVLVSLHQSTKPIAVFIQCGADALSTDPHRIFNLSASLTSNQSAYVSTLKLVLSWGLPTLVLGGGGYHLADTAR

LWLILTAVAISCGTGEEIFLEQDIPDHSNLSSFGPDFTLDVRPSMLLNRNSSEAVSQAVDRLLRQIDDYCAFNRV

A2.2. Secuencia de la HDAC8 de Mesocestoides corti (McoHDAC8) en nucleétidos y aminoacidos

>McoHDACS [nucledtidos]

ATGCCTTCGCGAGTTGGCATTGTGTATTCTGATGAATTAAACAAACACTCTTGCCGGTCTCCTAAATATGGAAATCGTTT
TTCACTTGTTATGAGCCTGATTTATGCCTACAAATTGACAAAGAAAATGTTCAGGATACCACCTCTGGAACGATGCCAT
CTCCTCGAAAAGCAGTACCTTACGACATTCCACTGCAAGGATTATATCGAAGCTTTGCAGTTTTTGGATGATCTTCACTC
TGAGAATGAAGAGCCAGATGTTACTGATGATGTTTCCGAATTTTTGGACAACTTTGGTCTTAGCTACGATTGCCAGGGT
TTTCCTGGAGTGTATGAGTACGCATTATCGGCTGTTAGAGGAACTTTGGCCGCTGTTGACTGTTTGATTAATTCCCAAT
GTCGGGTTGCTATCAACTGGGCAGGGGGGTGGCACCATGCAAAGCGGGCCGAGGCATCCGGATTTTGCTATCTTAAT
GACATTGTTCTGGGCGCACAGCGTCTCCTATCTTCCCCCAGTTTTTCTATGGGCCCCTTGTTATATATTGACCTTGATCTT
CATCATGGTGACGGCGTCGAGGAGGCATTCGCATGCACATCACGCGTTATTACCTTCTCAGTCCATCATGCCTCTGCGG
GTTTTTTCCCAGGCACTGGTGTAACGAATGAGTCAAATGGTGCTTATTTCACAGGTGTCCGTGGTGGTCGGTTCTCGTG
TTTCAATCTTCCCTTGGCTGAAGGCGCAGACGACCAAACCTGGTGGTCTGCCGTAGAACCTGTTCTCAGAGCCCTTCAT
CGGTCAGTAAAACCAATCGCCATTTTTATTCAGTGCGGAGCTGACGCCCTTTCCTCTGACCCACATCGAATTTTTAACTT
ATCGGCTTCGACCGTCACTCACAAATCGGCTTACATCTCTGCGCTCGAGTTAGTGCTCAACTGGCATCTCCCTACCCTTA
TTTTTGGTGGTGGCGGCTACCACTTTGGTGACACTGCGCGTCTGTGGACGATGTTGACTGCCGTAGCGCTCTCTTGCTC
CAGCGAAGAGAAAATTGAACTGGACCAAGACATCCCAGACCACGCGAATCTGGTCTCGTTTGGCCCCGATTTTACTCT
GGACGTGCGGCCTTCGATGCGACTAAACAAAAATACTGAGGATGTCGTTTCCCAACATGTTGAGCGACTTCTCCGTCA
GATTGACGATTACTGTTCGTTCAATCGCCTGGGTCCATAG

>McoHDAC8 [aminoacidos]

MPSRVGIVYSDELNKHSCRSPKYGNRFSLVMSLIYAYKLTKKMFRIPPLERCHLLEKQYLTTFHCKDYIEALQFLDDLHSENEE
PDVTDDVSEFLDNFGLSYDCQGFPGVYEYALSAVRGTLAAVDCLINSQCRVAINWAGGWHHAKRAEASGFCYLNDIVLGA
QRLLSSPSFSMGPLLYIDLDLHHGDGVEEAFACTSRVITFSVHHASAGFFPGTGVTNESNGAYFTGVRGGRFSCFNLPLAEG
ADDQTWWSAVEPVLRALHRSVKPIAIFIQCGADALSSDPHRIFNLSASTVTHKSAYISALELVLNWHLPTLIFGGGGYHFGDT
ARLWTMLTAVALSCSSEEKIELDQDIPDHANLVSFGPDFTLDVRPSMRLNKNTEDVVSQHVERLLRQIDDYCSFNRLGP
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A3. Comparacion de los genes de HDACs identificados en los genomas disponibles para
Echinococcus granulosus sensu stricto G1, que mostraron ortologia con la HDAC6 y HDAC10 de

Homo sapiens

A3.1. Alineamiento de secuencias de los genes EGR_07178.1 y EgrG_000970800
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A3.3. Alineamiento de secuencias de los genes EGR_07180.1 y EgrG_000971000
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A4.2. Alineamiento de secuencias de los genes TASs00024g03791m00001 y TASK_0000403101
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TASs00024g03791m0000
TASK_0000403201

TASs00024g03791m0000 1201
TASK_0000403201 652

A5. Genes codificantes de enzimas Sirtuinas (o HDACs de Clase Ill) en Echinococcus granulosus

sensu stricto G1 y Echinococcus multilocularis

Los genes codificantes de Sirtuinas en parasitos cestodos se identificaron mediante
busquedas por homologia en los genomas de Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.) G1y 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 candnicas de aminodcidos correspondientes a las Sirtuinal-7 de
H. sapiens. Las secuencias parasitarias obtenidas con un valor de E < 0,00001, en las busquedas
por homologia, se emplearon para realizar un analisis de BLASTp reciproco 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 cédigos de
identificacion (Gen ID) para cada gen codificante de Sirtuinas identificado, de acuerdo a la
WormBase ParaSite. También se muestran, para cada gen de Sirtuina, el tamafo en aminodacidos
(aa) y su ortélogo mas cercano en H. sapiens con sus correspondientes valores de E y porcentajes

de identidad global.

Tabla A1. Genes codificantes de enzimas Sirtuinas identificados en los genomas de los parasitos cestodos
Echinococcus granulosus sensu stricto G1y E. multilocularis

Ortélogo mas cercano en Homo sapiens

Tamaiio (aa)

Sirtuina Valorde E % de Identidad
Echinococcus EgrG_000698900 740 Sirtuina1 7,062 45
granulosus EgrG_001176600 433 Sirtuina3 8,0e° 54
sensu stricto G1 EgrG_001065100 389 Sirtuina2 1,0e"% 43
EgrG_000740200 517 Sirtuina7 6,0 49
EgrG_000908100 523 Sirtuinaé 1,0e7° 53

Continua en la pagina siguiente
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Continua de la pagina anterior

Echinococcus EmuJ_000698900 740 Sirtuina1 1,072 42
multilocularis EmuJ_001065100 333 Sirtuina3 1,069 47
EmuJ_001176600 433 Sirtuina2 2,0e% 54
EmuJ_000740200 523 Sirtuina7 5,0 50
EmuJ_000908100 514 Sirtuina6 3,0e%° 54

@ Gen ID de acuerdo a la anotacion gendémica en la base de datos WormBase ParaSite
® Genes predichos mediante el predictor de genes Agustus
° Genes validados mediante clonado y secuenciacion del ADNc

A6. PCR

A6.1. PCR para amplificar los genes EcaHDAC8 y McoHDACS8

La mezcla de reaccién de la PCR contiene:

Reactivo Volumen [uL]
H,O4 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

Programa del termociclador

Paso 1: Desnaturalizaciéon inicial ~ 95°C por 3 min
Paso 2: 35 ciclos

Desnaturalizacién 98°C por 20 segundos

Hibridacion 60°C por 30 segundos

Extension 72°C por 120 segundos
Paso 3: Extension 72°C por 2 minutos
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A6.2. PCR de colonia

La mezcla de reaccién de la PCR contiene:

Reactivo Volumen [pL]
H,O 7,2
Buffer 10X 2,0
dNTP mix [10 mM c/u] 0,4
MgClI [50 mM] 0,6
Primer 5" M13 [20 uM] 04
Primer 3" M13 [20 uM] 0,4
Taq Pegasus 0,2

Rotular tubos de 0,2 mL (para PCR) y adicionar 12,4 uL de la mezcla de reaccion de PCR.
Identificar las colonias formadas.

Rotular por colonia un tubo eppendorff de 0,5 mL con 16 pL de H,0 calidad biologia molecular.
Pinchar cada colonia y mezclar bien en el tubo correspondiente.

Tomar 7,6 uL y adicionar a cada tuvo correspondiente de la PCR (Volumen final 20 pL).

Correr el termociclador

Programa del termociclador

Paso 1: Desnaturalizacién inicial 95°C por 5 minutos
Paso 2: 35 ciclos de
Desnaturalizacién 95°C por 15 segundos
Hibridacidn 55°Ca 65°C por 15 segundos
Extension 72°C por 150 segundos
Paso 3: Extension 72°C por 5 minutos
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