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RESUMEN

La fijacién de la larva metacéstode de Taenia solium al intestino humano es
fundamental para la transicion del parésito a su estadio adulto. Un proceso clave
es la evaginacion del escélex, la cual es inducida por sales biliares y enzimas
digestivas. Los mecanismos moleculares asociados a este evento no estan
completamente entendidos. El presente proyecto busca caracterizar la evaginacion
del escolex a nivel transcriptomico en un modelo in vitro de induccion por acido
taurocolico (AT). Se validaron las condiciones experimentales de acuerdo con los
perfiles de expresion de pardsitos antes y después de evaginar el escolex mediante
PCA y agrupamiento jerarquico. Se anotd funcionalmente el transcriptoma de T.
solium mediante Blast2GO y se identificaron transcritos diferencialmente
expresados entre parasitos evaginados y no evaginados en presencia o ausencia de
AT mediante DESeq2. Se realizaron andlisis de enriquecimiento de ontologia
génica (GO) y de conjuntos de genes (GSEA). Se determinaron modulos de genes
coexpresados y asociados a la fase de evaginacion y presencia de AT. Estos fueron
validados mediante redes de interaccion proteina-proteina en la base de datos
STRING. Los resultados evidencian una reprogramacion transcripcional de
procesos y genes asociados al metabolismo, proliferacion, formacion del
tegumento, sintesis de proteinas, percepcion del entorno, sistema nervioso, y
regulacion génica. Asimismo, la expresion de elementos de vias de sefializacion
conservadas se asocia al efecto del AT. Estos hallazgos aportan nueva evidencia
sobre los mecanismos moleculares de la transicion de metacéstode a adulto y

posicionan al AT como una sefial moduladora que guia el desarrollo del parasito.



PALABRAS CLAVE

Taenia solium; Evaginacion del escolex; Transcriptomica; Acido taurocoélico;

Desarrollo de céstodos.



ABSTRACT

The attachment of the Taenia solium metacestode larva to the human intestine is
essential for the parasite's transition to its adult stage. A key step in this process is
scolex evagination, which is induced by bile salts and digestive enzymes. However,
the molecular mechanisms underlying this event remain poorly understood. This
study aims to characterize scolex evagination at the transcriptomic level using an in
vitro model induced with taurocholic acid (TA). Experimental conditions were
validated based on gene expression profiles of parasites before and after evagination
using PCA and hierarchical clustering. The 7. solium transcriptome was
functionally annotated using Blast2GO, and differentially expressed transcripts
were identified between evaginated and non-evaginated parasites in the presence or
absence of TA using DESeq2. Gene Ontology (GO) and Gene Set Enrichment
Analyses (GSEA) were performed. Modules of co-expressed genes associated with
evagination and TA exposure were identified and validated through protein-protein
interaction networks using the STRING database. Results reveal transcriptional
reprogramming of processes and genes involved in metabolism, proliferation,
tegument formation, protein synthesis, environmental sensing, nervous system
function, and gene regulation. Additionally, the expression of components from
conserved signaling pathways was associated with TA exposure. These findings
provide new insights into the molecular mechanisms underlying the metacestode-
to-adult transition and position TA as a modulatory signal that guides parasite

development.
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Cestode development



INTRODUCCION

Taenia solium es un céstodo que en estadio larval (larva metacéstode o cisticerco)
se adhiere al intestino humano mediante su 6rgano de fijacion, el escolex, donde se
desarrolla hacia su estadio adulto. Previo a ello, la larva consiste en una vesicula de
cuyo interior el escolex evagina en un proceso de activacion gatillado por

componentes propios del hospedero como enzimas digestivas y sales biliares (1,2).

Se desconocen las implicancias de este proceso a nivel molecular y qué eventos son
los que desencadena la activacion en el intestino del hospedero. Asimismo, se
desconoce si el proceso de evaginacion del escdlex es un evento mecanico o si
involucra un programa molecular finamente regulado. Este trabajo es el primero en
utilizar secuenciacion de siguiente generacion (NGS) para obtener una
caracterizacion transcriptomica de este proceso in vitro en condiciones que buscan
emular algunas de las variables del ambiente interno del hospedero. Entender estos
mecanismos es clave para la comprension de la biologia celular y del desarrollo del

parasito, asi como también la busqueda de nuevos farmacos antihelminticos.

Importancia clinica y prevalencia de las enfermedades causadas por Taenia

solium

Las enfermedades por Taenia solium son una de las mayores causas de mortalidad
por enfermedades alimentarias de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (3). La infeccion del cerebro por el estadio larval del parasito se denomina
neurocisticercosis, y representa la mayor causa de epilepsia en regiones endémicas.
Entre estas, areas rurales en el Perti con condiciones de saneamiento deficientes

donde la crianza de cerdos es artesanal y estos se encuentran expuestos a heces



humanas (4,5). A modo de referencia, la OMS reportd 51 paises endémicos y 14
posibles endémicos de 196 territorios evaluados en su actualizacion del mapa de
endemicidad de T. solium, donde también se destaca la necesidad de monitoreo
subnacional (3). La prevalencia de estas enfermedades es dificil de estimar dado que

tanto la infeccion por el estadio larval y el adulto pueden ser asintomaticas (6).

Ciclo de vida y desarrollo de Taenia solium

Taenia solium es un organismo parasito bilateral acelomado perteneciente a la clase
Cestoda del phylum Platyhelminthes. Los céstodos son gusanos planos con forma
de cinta cuyos estadios adultos parasitan mayoritariamente el tracto digestivo de

sus hospederos (1).

La figura 1 ilustra el ciclo de vida de este parasito. Los huevecillos de T. solium,
producidos por su estadio adulto, son liberados en las excretas del hospedero
definitivo y son consumidos por un hospedero intermediario, sea el humano o el
cerdo (2). En el tracto digestivo, por medio de enzimas digestivas y sales biliares,
se libera el embrion hexacanto mediante la digestion de la membrana oncosferal
(7). Este estadio corresponde a la larva del parasito (1,8), la cual atraviesa el epitelio
intestinal hasta llegar al torrente sanguineo, por el cual migrard al musculo
esquelético, corazén (produciendo cisticercosis) y/o cerebro (produciendo
neurocisticercosis) principalmente (2). La infeccion por el estadio larval
(cisticercosis) o adulto (teniasis) de 7. solium es un problema de salud publica en

paises de economias emergentes (2,9).
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Figura 1. Ciclo de vida y transmision de Taenia solium. Tomado de Hossain MS,
etal.(4)

El estadio larval madura en estos tejidos hacia su estadio juvenil conocido como
larva metacéstodo. Este se compone de una vesicula que contiene una forma del
parasito que ya desarroll6 un escolex, cuello y algunos segmentos. Estas estructuras
se encuentran conservadas en la mayoria de céstodos (1,2,10). El escolex es una
estructura de fijacion compuesta por 4 ventosas y un rostelo. El cuello es una
estructura no segmentada compuesta por células totipotentes. En el céstodo
Hymenolepis diminuta, el cuello dirige la formacion de proglotides (o segmentos)

hacia su extremo posterior y presenta capacidad regenerativa (11).

Las larvas metacéstodos (también conocidas como quistes o cisticercos), que

habitan la carne de cerdos infectados, son consumidas por el humano. Al llegar al



tracto digestivo, el juvenil emerge de la vesicula evaginando el escolex. Este
proceso es gatillado por la presencia de sales biliares y enzimas digestivas del
hospedero (1,12), y es indispensable para que el parasito se fije al epitelio intestinal
y se desarrolle a su estadio adulto. La evaginacion del escolex in vitro ocurre
espontaneamente. Sin embargo, se puede inducir (y acelerar) incluyendo sales
biliares y enzimas en el medio de cultivo (1,12,13). La multiplicacion de las células
proliferativas del cuello del parasito dirige y permite su crecimiento (13). Se
desconoce, sin embargo, si durante la evaginacion del escolex componentes de las
sales biliares inducen la expresion de genes asociados a mecanismos de division
celular y morfogénesis, asi como también reguladores de la expresion de proteinas

que contribuyen al aumento de la biomasa del parasito durante su crecimiento.

El estadio adulto de 7. solium se alcanza tnicamente tras la fijacion del juvenil al
epitelio intestinal humano (su hospedero definitivo), y puede llegar a los 2 a 4
metros de longitud, en promedio (2). Adicionalmente al escolex y cuello del
juvenil, el estadio adulto presenta un estrobilo pseudosegmentado compuesto por
cientos de proglotides. Cada una de estas contiene los aparatos reproductores
masculinos y femeninos, responsables de la produccion continua de miles de
huevecillos, los cuales seran liberados al ambiente a través de las heces del
hospedero (9). El estadio adulto es por ende el agente diseminador del parasito, por
lo que la interrupcion de su desarrollo hacia este estadio resulta un blanco atractivo

para la busqueda de drogas y vacunas.



Trabajo de laboratorio con 7. solium

En el caso de T. solium, el mantenimiento del ciclo de vida completo en el
laboratorio no se ha logrado dado que el hospedero definitivo es el humano. En este
ocurre la activacion del metacéstodo y su desarrollo hastael estadio adulto.
Adicionalmente, la parte mas sencilla del trabajo experimental con este parasito, la
obtencion de cisticercos viables del musculo de cerdos infectados implica un
considerable esfuerzo logistico. Por ende, el estudio del desarrollo de este parasito
afronta dificultades técnicas, bioldgicas, éticas y legales. Adicionalmente, no
existen modelos in vitro que permitan reconstruir transiciones completas entre
estadios en 7. solium. El estudio del desarrollo de este parasito se limita a conocer
mecanismos de desarrollo de organismos emparentados de facil mantenimiento,
como el caso de los céstodos del género Hymenolepis (11). Por otra parte, estos
estudios se enfocan en evaluar la abundancia de proteinas o transcritos en estadios
bien descritos del desarrollo, como por ejemplo tetratiridio y adulto en
Mesocestoides corti (14,15), o varias etapas de cisticercoide y adulto en

Hymenolepis microstoma (16).

Como se ha evidenciado, a pesar del estudio de diferentes estadios de desarrollo de
céstodos a nivel fisiologico y molecular, se desconocen los procesos activados por
accion de las sales biliares que inducen la transicién desde el estadio larval
metacéstode (con el escolex no evaginado) a juvenil (con el escolex evaginado) en
T. solium. Segln reportes en otros céstodos (principalmente en su estadio adulto),
la transicion de larva a adulto regularia la expresion de transcritos asociados al

transporte y excrecion de metabolitos, metabolismo energético (asociado



principalmente a glucosa), proliferacion celular, formacion y remodelamiento de

matriz extracelular, sintesis y degradacion de proteinas (14—16).

El transcriptoma de 7. solium

En el laboratorio de Proliferacion Celular y Regeneracion de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (LID-218), se estandarizo el cultivo y evaginacion in
vitro de cisticercos en medio RPMI 1640 en presencia y ausencia de acido
taurocolico al 0.1% (AT) como parte del proyecto de investigacion “Identificacion
transcriptomica de determinantes celulares en la transicion in vitro de larva
metacestode (cisticerco) a gusano adulto en Taenia solium” (PE501079376-2022;
SIDISI: 209290). Se describen a continuacion las condiciones para construir este
transcriptoma, publicado en Scientific data, como antecedente fundamental para

este trabajo de tesis (Figura 2A, 2B) (17).

Naturally

foctod bi TA RNA — cDNA — Buk
Hieciedbig M extraction and library RNA-seq
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Figura 2. Descripcion del Disefio experimental para la construccion de bibliotecas
y secuenciacion. (A) Grupos de parasitos segun fases de desarrollo y flujo de
andlisis de datos. (B) Morfologia de las fases de desarrollo definidas para la
secuenciacion. (C) Curva de evaginacion de 7. solium en presencia y ausencia de
0.1% AT (dos experimentos: nl = 34, n2 = 60). Evaluado mediante prueba-t de dos
colas al comparar porcentajes de evaginacion escolex a 120h (**p<0.01). Adaptado
de Castafieda et al. (17)



En dos experimentos independientes, se observé un incremento considerable en el
porcentaje de individuos con el escolex evaginado (% Evaginacion) en los grupos
cultivados en presencia de AT con respecto a los que no tuvieron AT en el medio

(Figura 2C).

Para determinar los genes diferencialmente expresados con un rol esencial durante
la evaginacion del escolex y el efecto del 4cido taurocdlico, se secuencié el RNA
extraido de los siguientes grupos de pardasitos, donde los individuos fueron

escogidos por su morfologia:

e Parasitos no cultivados (NC): Individuos que no se colocaron en cultivo; su
escolex no habia evaginado.

e Parasitos “no evaginados” (PRE): mantenidos por 6 horas en medio RPMI
1640 en presencia o ausencia de 0.1% AT (PRE AT o PRE SAT,
respectivamente); escolex no evaginado.

e Pariasitos “recién evaginados” (EV): cultivados en medio RPMI 1640 en
presencia o ausencia de 0.1% AT (EV_AT o EV_SAT, respectivamente),
colectados cuando mostraron el escolex fuera de la vesicula (cabeza y cuello
visibles, o retraidos en el parénquima vestibular). Estas formas se observaron entre

las 24 y 48 h en cultivo.

e Parasitos “evaginados en cultivo 120h” (POST): parasitos evaginados
(cabeza y cuello visibles, o retraidos en el parénquima vestibular) cultivados en
medio RPMI 1640 en presencia o ausencia de 0.1% AT (POST_AT o POST _SAT

respectivamente) con 120h de cultivo.



La metodologia de extraccion de RNA, construccion de librerias y control de
calidad inicial mediante FastQC (18) de este experimento fueron publicados (17).
Adicionalmente, los datos de secuenciacion son accesibles desde el Gene
Expression Omnibus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, GSE288552). Este
transcriptoma fue construido en base al alineamiento de lecturas al genoma de 7.

solium disponible en WormBase ParaSite (19).

Problema de investigacion

Previamente, se ha reportado el uso de bilis para inducir la evaginacion del escolex
de T. solium (1), y la eclosion de oncdsferas (7,10). Una tesis de nuestro laboratorio
optimizo6 el uso de acido taurocolico como inductor de este proceso, comparando
los efectos de tres concentraciones de AT y también tripsina, ademas de lograr la
inhibicion de la evaginacion usando como blanco farmacologico la via de

desarrollo Notch (20).

De acuerdo con estudios en modelos de laboratorio de otros céstodos, se espera un
efecto inductor o represor de la expresion de genes por parte de la presencia del
acido taurocolico en el cultivo, lo cual se refleja en cambios en el perfil
transcripcional de conjuntos de genes con funciones especificas asociadas al

desarrollo o metabolismo.

Desde la publicacion de los primeros cuatro genomas nucleares de céstodos en el
afio 2013 (19) se ha expandido el conocimiento de la biologia de estos organismos
con el objetivo de atacar las enfermedades que causan. Sin embargo, la mayoria de
estos genomas se construyen en datos Omicos de organismos que han sido
adoptados en los tltimos afios como modelos de laboratorio por su relativa facilidad

de cultivo. Consecuentemente, los genomas de estos céstodos son de mayor calidad



y son origen de inferencias atribuidas a todo este grupo de organismos. La

genomica de céstodos es un area del conocimiento en expansion (21).

El presente trabajo es el primero en utilizar técnicas de alto rendimiento para
determinar el papel de las sales biliares en el desarrollo de 7. solium,
particularmente a nivel de la evaginacion del escélex, como elemento necesario
para el establecimiento del parasito y su crecimiento en el intestino humano, lo cual
conlleva a su reproduccion y por ende la diseminacion de huevecillos infecciosos.
Los resultados mostraron expresion diferencial en procesos estructurales, celulares
y moleculares, los cuales se organizan y sintetizan en categorias para presentar un

panorama general de este evento.



II.

PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS

(Cudles genes y procesos bioldgicos se asocian a la evaginacion del escolex de
Taenia solium y la presencia de acido taurocolico, como preambulo de eventos en

el desarrollo de la forma adulta?

1. OBJETIVO GENERAL:

Describir el efecto a nivel transcripcional del AT y la evaginacion del escolex

en el desarrollo in vitro de T. solium.

. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a. Determinar la expresion diferencial de genes entre estadios metacéstode
antes y después de evaginar el escolex, cultivados en presencia y ausencia de

acido taurocolico.

b. Realizar la anotacion funcional, basada en homologia, de los genes con

expresion diferencial identificados.

C. Determinar las categorias funcionales sobrerrepresentadas en el
conjunto de genes diferencialmente expresados al comparar fases de desarrollo

o presencia del inductor de evaginacion.

d. Determinar las categorias funcionales sobrerrepresentadas en conjuntos
de genes con perfiles de expresion correlacionados y establecer su asociacion a

fases de desarrollo o presencia del inductor de evaginacion.

10



e. Validar in silico conjuntos de genes con perfiles de expresion
correlacionados estableciendo redes de interaccion/asociacion proteina-proteina

y enriquecimiento de vias de sefializacion.

11



I1I.

MARCO TEORICO

1. Estructura, metabolismo, biologia molecular y del desarrollo de los céstodos

1.1.

Estructuras anatémicas generales de los céstodos

La anatomia de la larva metacéstode (o juvenil) varia de acuerdo con la
especie del céstodo. En el caso de T. solium, esta formada por una vesicula
que proyecta hacia su interior una doble invaginaciéon que forman dos
espacios conocidos como vestibulo y canal espiral. El interior de este ultimo
contiene las ventosas y ganchos del escolex del parasito. Durante el proceso
de evaginacion, las ventosas y el rostelo recorren el canal espiral hasta que
este ultimo desaparece. Las estructuras resultantes son el escélex y cuello

evaginados (13).

El estadio juvenil y el adulto de los céstodos se caracterizan por no tener un
sistema digestivo. La obtencion de nutrientes se da a través de su tegumento.
Este consiste en una serie de células (citones) con una proyeccion
citoplasmatica fusionada a los citones contiguos en lo que se conoce como
citoplasma distal. Asimismo, proyecciones denominadas microtrichas
emergen de la superficie del tegumento. La estructura del tegumento de los
céstodos comparte similitudes estructurales con las células del epitelio
intestinal humano, tejido con el cual compite por nutrientes (1).
Adicionalmente, el tegumento posee un glicocélix de mucopolisacaridos y
glicoproteinas, cuya funcidn, se especula, es la retencion de nutrientes y
resistencia a la digestion por enzimas del hospedero (1). A pesar de los

estudios morfologicos y de ultraestructura del tegumento, las proteinas que

12



constituyen y contribuyen a la formacion de este tejido en el desarrollo del

parasito no se han estudiado y en su mayoria resultan desconocidas.
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Figura 3. El tegumento de los céstodos. Se representa en la figura un
unico citon tegumentario. Tomado de Smyth y McManus (1).

A pesar de su diversidad anatomica en el estadio metacéstode, los céstodos
adultos comparten algunas caracteristicas. Estas se describen en el atlas de
arquitectura tisular de H. diminuta por Rozario y Newmark (22): Poseen un
sistema muscular a nivel de rostelo y ventosas. Adicionalmente, fibras
musculares longitudinales que se extienden a lo largo del parésito y fibras

transversales.
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Figura 4. Fibras musculares longitudinales incluyendo ventosas (S) y
rostelo (R) (izquierda) y fibras musculares transversales (flechas rojas,
derecha). Tomado de Rozario y Newmark (21).

Los ganglios cefalicos (cerebro) se ubican a la altura de las ventosas que
extienden dos fibras nerviosas laterales y dos fibras medias. En el caso de
H. diminuta tres fibras nerviosas transversales se extienden en cada
proglotido. Asimismo, prolongaciones dendriticas se proyectan hacia el

tegumento formando un bulbo sensorial.

Figura 5. Estructura del sistema nervioso. Arriba izquierda: Ganglio
cefalico (CQ) en el escolex. Arriba derecha: Nervios medianos (MN),
cordon nervioso lateral (LNC) y fibras nerviosas transversales (TrC).
Representacion del bulbo sensorial (SS). Tomado de Rozario y Newmark
(22).

Poseen también un sistema osmorregulatorio y excretor formado de canales
excretores, uno dorsal y otro ventral. Células flamigeras se conectan a estos

canales excretores.
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Figura 6. Sistema osmoregulatorio y excretor. A la izquierda: Canal
excretor ventral. En el centro: Células flamigeras. Derecha: Célula
flamigera a mayor aumento. Tomado de Rozario y Newmark (21).

Finalmente, al ser organismos hermafroditas, poseen aparatos sexuales
masculinos (testis, cirro) y femeninos (atrio genital, vagina, receptaculo
seminal, ovario) en cada proglotide. La fertilizacion se da en el oviducto.
Posteriormente, el cigote se junta a una célula vitelina, la cual generara las
membranas protectoras del embrion. Los embriones en desarrollo se

depositan en el utero.

Figura 7. Aparato reproductor en una proglotide. T: Testis, C: Cirro, GA:
Atrio genital, V: Vagina, SR: Receptaculo seminal, O: Ovario. OD:
Oviducto, U: Utero. Tomado de Rozario y Newmark (21).
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1.2.

Biologia del desarrollo de céstodos (Cyclophillidea)

Los céstodos tienen un ciclo de vida complejo. Los estadios definidos en
estos organismos son huevo, oncosfera, juvenil metacéstode y adulto. El
desarrollo de cada uno se da en condiciones diferentes e incluso distintos
hospederos. Asimismo, las especies de céstodos pueden ser muy diversas
entre si respecto a las caracteristicas de cada estadio de desarrollo. Por ello,
la presente seccion se centrard en los Cyclophillidea, que agrupa los

céstodos con ciclos de vida que involucran animales terrestres (1).

1.2.1. La formacion del escolex
En céstodos modelo, como los del género Echinococcus o Hymenolepis
se ha estudiado ampliamente el desarrollo hacia el estadio juvenil

metacéstode.

En el caso de los primeros, el quiste hidatidico se caracteriza por
presentar un tejido con capacidad proliferativa donde se desarrollan
constantemente protoescolices. Esto lo hace un modelo ideal para el
estudio del desarrollo del escolex en céstodos. Se ha comprobado la
existencia de regiones de alta proliferacion celular donde se forman
estas estructuras (23). En protoescolices formados, las células
proliferativas se mantienen en la region posterior a las ventosas y se
caracterizan por la expresion de h2b y nanos (24). Algunos otros
marcadores para tejidos diferenciados que se han definido son: las

fosfatasas alcalinas alp-1/2 propias del tegumento de la capa
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1.2.2.

germinativa del quiste hidatidico y alp-3 propio del sistema excretor
del protoescolex; tubulina acetilada como marcador del sistema
nervioso y tropomiosina de alto peso molecular como un marcador

muscular (25).

El desarrollo de la larva metacéstode requiere el establecimiento de ejes
de desarrollo. La via de sefializacion Wnt define el eje anteroposterior
(AP). Particularmente, los ligandos Wnt posteriores se expresan de
manera ubicua y los inhibidores de Wnt especifican el polo anterior. En
el caso de E. multilocularis y H. microstoma, Wntlla se restringe
progresivamente hacia el polo posterior durante la formacion del
protoescolex. wntl se expresa hacia la region posterior al liberarse y
activarse el protoescolex. Los inhibidores sfip y sfl se restringen hacia
el polo anterior en el escolex (25). Otra via de sefalizacion importante
para la formacion de protoescolices en E. multilocularis es la via TGF-

B/BMP (26).

La evaginacion del escolex y estrobilacion en céstodos
(Cyclophillidea)

El juvenil metacéstode se puede encontrar libre, enquistado (la vesicula
que cubre al juvenil es producto del propio pardsito) o encapsulado
(aislado por el organismo del hospedero) en el tejido del hospedero
intermediario. El parasito por ende debe liberarse de la membrana que
lo aisla (exquistar), evaginar su escolex y fijarse en su hospedero

definitivo. El proceso de exquistacion y evaginacion dependen de
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enzimas proteoliticas (para la degradacion de la membrana que enquista
al juvenil principalmente) y/o sales biliares (1,27). En T. solium el
cultivo con bilis (12), progesterona (28) y acido taurocolico (20)
inducen la evaginacion del escolex. Los mecanismos moleculares por

los cuales se induce la evaginacion no estan del todo explorados.

La estrobilacion es el paso subsecuente a la activacion y fijacion, e
involucra el crecimiento y desarrollo de proglétides. En H. microstoma,
Wntl y Wntl1 se localizan en la region posterior. Estos marcadores se
posicionan en la region posterior de cada segmento. SFL se expresa en
la region anterior de cada segmento. Wntl 1a se expresa en la region de

transicion entre el cuello y las proglotides inmaduras (29).

Un analisis en 10 platelmintos (5 céstodos estrobilados y 5 tremétodos)
identifico 34 secuencias asociadas a estrobilacion al comparar datos
entre pardsitos adultos (estrobilados) y metacéstodes. Entre ellas, 6
pertenecen a vias de sefializacion conocidas (Wnt, TGF-$/BMP y un
receptor acoplado a proteinas G). Por otro lado, 22 secuencias codifican
proteinas no anotadas. Un WGCNA permiti6 identificar vias asociadas
a algunas de estas proteinas: Via Wnt, neurogénesis, ensamblaje del
complejo de dineinas del axonema, regulacion positiva de la via INK,
procesos basados en microtibulos, respuesta a estrés oxidativo,
movimiento en base a microtubulos, transporte intracelular, vias

asociadas a receptores acoplados a proteina G, regulacion positiva de
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1.3.

la via Notch, organizacién lisosomal, adhesion celular, division celular

y regulacion positiva de TORC1 (30).

Metabolismo de los céstodos:

1.3.1. Metabolismo de glucosa de los céstodos

Los céstodos adultos dependen principalmente de la glucosa como
sustrato metabdlico (1,31). Consecuentemente, se valen de la via
glicolitica como eje central para obtener energia; también se debe
considerar la pérdida a nivel genémico de multiples rutas metabolicas
(19). El primer punto de regulacion metabodlica en este caso se asocia
al transporte de glucosa. En Echinococcus granulosus, se ha descrito
un ortdlogo de los transportadores GLUT, EgGLUT]1, cuya inhibicion
resulta en una disminucion en la viabilidad de protoescdlices (juvenil)
de este parésito (32). Por otra parte, en 7. solium se caracterizaron
transportadores de glucosa TGTP1 y TGTP2, andlogos a los de la
familia de transportadores GLUT, con actividad de transporte facilitado
y sensibles a floretina (33). Adicionalmente, un reporte en el
exquistamiento de Hymenolepis diminuta, denota mayor sensibilidad a
florizina (un inhibidor del transporte de glucosa dependiente de sodio)
en cisticercoides exquistados respecto a cisticercoides intactos (34). Sin
embargo, la identidad de otros transportadores asociados a

carbohidratos y cambios en su expresion se desconocen (35).

A pesar de que los céstodos poseen las enzimas del ciclo de acidos

tricarboxilicos y los componentes de la cadena de transporte de

19



electrones, rutas hacia las cuales desemboca la via glicolitica, su
metabolismo se caracteriza por ser mayoritariamente anaerobico tanto
en presencia o ausencia de oxigeno (1,36). Por ejemplo, Echinococcus
granulosus, Hymenolepis diminuta e Hymenolepis microstoma
excretan lactato tanto en presencia como ausencia de oxigeno (1,13).
Adicionalmente, la capa proliferativa de E. granulosus, la cual contiene
c¢lulas germinativas (el linaje celular totipotente en céstodos) presenta
una sobreexpresion de mensajeros de la enzima lactato deshidrogenasa
(37). En el caso de H. microstoma, se observa mayor expresion de una
isoforma de lactato deshidrogenasa en el estadio adulto respecto al
estadio de larva cisticercoide (analogo al estadio de larva metacéstode
de T. solium) y huevo (16). La relacion entre fermentacion lactica y
proliferacion celular en condiciones aerobicas se conoce en algunos
modelos de biologia del desarrollo. Esta via permite mantener
disponibles  intermediarios = metabolicos, cuyos  esqueletos
hidrocarbonados son utilizados para la construccion de biomoléculas
requeridas para la proliferacion celular (38). En los ultimos afios se ha
evidenciado el rol de la fermentacion lactica en tejidos con alta
proliferacion celular y durante el desarrollo embrionario de organismos
modelo como Drosophila melanogaster (39) o Xenopus laevis (40).
Los cambios en la actividad metaboélica se ven influenciados por la
abundancia de enzimas en un estadio dado. En 7. solium, no se sabe de
cambios a nivel transcripcional en las enzimas clave del metabolismo
glicolitico, pero estos cambios estarian potencialmente asociados a

proliferacion celular durante el proceso de evaginacion.
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Los céstodos adultos tienen fuerte preferencia por la via de dismutacion
del malato (1,16,19,31,36). A esta se acopla una cadena de transporte
de electrones alternativa que tiene como aceptor final de electrones al
fumarato en lugar del oxigeno (1,16,19). Esto se refleja en que, ademas
del lactato, los productos de excrecion mayoritario de muchos céstodos
(entre ellos los ya mencionados H. diminuta, H. microstoma y E.
granulosus) son el acetato y succinato (1,36). La enzima limitante de
esta ruta es la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK). En muchos
organismos esta enzima permite producir fosfoenolpiruvato a partir de
oxalacetato durante la gluconeogénesis. En el caso de los céstodos, esta
enzima opera hacia la produccion de oxalacetato, el cual alimenta una
malato deshidrogenasa citosdlica que produce malato (1). Este es
importado por la mitocondria, donde puede oxidarse y reducirse. La
ruta oxidativa implica la reduccion de NADP+ en NADPH y Ia
oxidacion del malato a piruvato por la enzima malica mitocondrial. Este
ultimo, mediante el complejo piruvato deshidrogenasa y Ila
acetato:succinato coenzima-A transferasa, se convierte en acetato con
la consecuente produccion de succinil-CoA. La ruta reductora, por otro
lado, se vale de la fumarasa para producir fumarato, el cual mediante el
complejo fumarato reductasa, acepta electrones del NADH producido
en la ruta oxidativa y se reduce a succinato (1,16,19). En el desarrollo
adulto de H. diminuta, estos productos metabdlicos se producen en
tejidos diferenciados: lactato predominantemente en la region anterior

(escolex y cuello), y succinato y acetato en la region posterior mas
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1.3.2.

diferenciada (41). En T. solium se desconocen los transportadores

asociados a la excrecion de estos productos finales del metabolismo.

Metabolismo de acidos grasos y colesterol en céstodos

Los céstodos han perdido la capacidad de sintetizar acidos grasos (1,19)
y colesterol de novo (42), ademas de algunos aminoacidos, como por
ejemplo serina y prolina (19). Por este motivo, los céstodos se valen de
dos tipos de proteinas para absorber lipidos provenientes de la dieta de
su hospedero: Proteinas de union a ligando hidrofébico (HLBPs) y
proteinas de union a 4cidos grasos (FABP) (43). En cuanto a las
HLBPs, en T. solium se ha reportado la capacidad de union a lipidos
por parte de un complejo proteico de 150 kDa con actividad de unién a
ligandos hidrofobicos localizado en la region sincicial del tegumento

(44).

Por otra parte, respecto a las FABPs, se ha reportado una proteina de
unidon a acidos grasos, TsFABPI1, con preferencia por los acidos
palmitico y estearico, y ubicada en el tegumento del canal espiral y en
los citones subtegumentarios (45). Adicionalmente, se ha caracterizado
un ortdlogo de la proteina SEC14 con capacidad de union a lipidos,
especificamente fosfatidilinositoles (46). En un reporte reciente, se
evidencid expresion de un posible translocador lipidico (CD36) en una
forma hiperproliferativa del cisticerco de 7. solium conocido como
cisticerco racemoso (47). Se desconoce el rol de este complejo en el

desarrollo hacia el estadio adulto del parasito.
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De la misma forma que en el caso de acidos grasos, los céstodos
requieren proteinas de transporte para la captacion de esteroles. En
céstodos, particularmente en E. multilocularis, se propone a la proteina
1 de tipo Niemann-Pick ClI (NPCI1B), homoélogo a la proteina
transportadora de colesterol del intestino delgado NPC1L1, como un
posible transportador de colesterol (48). Sin embargo, al ser un estudio
in silico, se requiere una validacion funcional. Se desconocen otras

proteinas con potencial de ser captadoras de colesterol.

El metabolismo de las sales biliares en céstodos

Las sales biliares y enzimas digestivas son capaces de inducir la
evaginacion o exquistacion del escolex en multiples especies de
céstodos, incluyendo 7. solium (1). En adultos de H. diminuta y H.
microstoma se ha evidenciado que sales biliares como el acido
taurocolico y glicocdlico son adsorbidos por el tegumento de estos
organismos (49). Estas observaciones sugieren que estas moléculas no
cumplen un rol a nivel intracelular en céstodos. Sin embargo, esta
informacion contradice evidencia encontrada en E. granulosus a nivel
genético, en donde se identificaron candidatos de receptores nucleares
para sales biliares con homologia al receptor X farnesoide (FXR) y

cotransportadores de sodio-taurocolato (50).

Adicionalmente, se conoce que el acido taurocoélico inhibe el transporte
de glucosa en estas mismas especies (51). Se desconoce de rutas

metabolicas involucradas en la oxidacion y transporte de sales biliares.
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Aspectos clave de la biologia molecular de los céstodos

Los céstodos conservan la maquinaria molecular esencial de los organismos
metazoos para los eventos de replicacion, transcripcion y traduccion. Sin
embargo, poseen caracteristicas unicas respecto a la conservacion de
funciones y regulacion de la expresion de genes que son un reflejo de la
reduccion de sistemas de 6érganos, necesidades nutricionales y su capacidad

de adaptacion a una forma de vida parasitaria.

Los céstodos poseen un ciclo de vida que involucra dos transiciones: la
transicion de oncosfera a larva metacéstode, y la transicion de larva
metacéstode a adulto (1). Los programas transcripcionales son altamente
variables entre cada uno de estos estadios. Por ejemplo, se ha reportado
cambios en los programas de transcripcion de genes del metabolismo en H.
microstoma, caracterizado por expresion diferencial de genes que codifican
HLBPs, SOAPs (proteinas 4cidas secretadas por oncosferas), ASAPs
(Proteinas ancladas de exon unico de exon unico) y expresion de isoformas
unicas de lactato deshidrogenasa, asi como también del conjunto de genes
de la ruta de dismutacién del malato expresado mayormente en el adulto
respecto a la oncosfera y larva cisticercoide (16). En el caso de M. corti, se
reportd 1811 genes diferencialmente expresados al comparar el estadio
metacéstode y adulto estrobilado (14). Adicionalmente, estos cambios
pueden estar confinados a periodos mas discretos del desarrollo de los

céstodos. Por ejemplo, protoscolices de E. granulosus activados durante 15
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minutos con pepsina exhiben patrones diferenciales de corte y empalme

alternativo (52).

Por ende, la regulacion transcripcional resulta importante en el ciclo de vida
de los céstodos. A continuacidon, se detallan algunos mecanismos de

regulacion transcripcional que son particulares para estos organismos.

1.4.1. Metilacion del ADN
La epigenética involucra el estudio de los cambios de expresion de
genes en base a mecanismos que no alteran la secuencia de estos. Estas
implican modificaciones enzimaticas en bases del DNA o en los

componentes estructurales de la cromatina.

En platelmintos, estudios del afio 1998 (53) y 2001 (54) exponen la
ausencia de modificaciones a nivel del DNA, concretamente, 5-
metilcitosina (5-mC), una marca epigenética asociada a represion de la
expresion de genes. Sin embargo, el desarrollo de nuevas tecnologias
permitié determinar que el phylum Platyhelminthes posee esta
modificacion epigenética caracteristica y las enzimas necesarias para
esta. Se encontr6 a lo largo del phylum secuencias candidatas que
poseen los motivos cardcteristicos de los dominios cataliticos de las
enzimas DNA metil transferasa (DNMTs), asi como también dominios
de union a metilcitosina (MBDs). Adicionalmente, se determiné la
presencia de 5-mC en platelmintos representativos (E. multilocularis

para los céstodos, Protopolystoma xenopodis en el caso de los
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monogeneos, Polycelis nigra en el caso de los turbelarios y Fasciola
hepatica en el caso de los trematodos) (55). Ademas de las secuencias
identificadas en este estudio, no existen estudios funcionales que

caractericen estas proteinas en 7. solium.

Regulacion por RNAs pequeiios no codificantes
Los RNAs pequefios no codificantes son moléculas que regulan la

expresion de genes a nivel postranscripcional.

Los mecanismos que regulan su biogénesis, maduracion y actividad se
encuentran conservados en los metazoos. Brevemente, los precursores
de estos RNAs son procesados inicialmente por la ribonucleasa III
DROSHA o el spliceosoma. Posteriormente, son modificados en su
estructura de horquilla por la ribonucleasa III DICER a secuencias de
entre 22 y 23 pares de bases, y secuestrados por las proteinas
Argonauta. Estas ltimas permiten la union de estos RNAs pequeiios
con sus RNA blanco en conjunto a diversas proteinas, como por
ejemplo deanilasas o el complejo RISC. El resultado es un

silenciamiento postranscripcional (56).

En el caso de los platelmintos, las enzimas ribonucleasas III DICER
(dcr-1 'y dcr-2; en trematodos adicionalmente, dcr-3) y DROSHA
(drsh-1) se encuentran conservadas (57). Adicionalmente, las proteinas
Argonauta también presentan al menos un ortdlogo de la secuencia Ago

canonica en especies parasitarias. Sin embargo, una de las proteinas
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pertenecientes a esta familia, PIWI, no se encuentra presente en
platelmintos parasitos, al igual que una proteina con interaccion directa
a PIWI, la metilasa HEN-1 (57). La via PIWI es responsable de la
regulacion de la expresion y movilizacion de elementos transponibles.
Los céstodos carecen de los elementos de la via PIWI/piRNA, lo que
implica que no regulan transposones mediante piRNAs ni utilizan PIWI
para controlar la inestabilidad genomica en células madre germinales.
Se puede especular que hayan desarrollado mecanismos alternativos

para mantener la estabilidad genomica y controlar la expresion génica

(56).

Se desconoce por tanto como los platelmintos parésitos, en particular
los céstodos, mantienen la estabilidad genética por represion de la
actividad de elementos transponibles, siendo estos ultimos una causa

de diversidad genética o regulacion de la expresion de genes.

Trans-splicing

El corte y empalme (o splicing o cis-splicing) de mRNA es un
mecanismo conservado a lo largo de los linajes eucariotas. Sin
embargo, una forma particular de modificacion postranscripcional es el
trans-splicing. Este fue descrito inicialmente en Kinetoplastidos y
posteriormente en el nematodo modelo Caenorhabditis elegans como
un mecanismo para introducir sitios de inicio de la traduccion y que
eventualmente permiten la transcripcion policistronica. Brevemente, un

transcrito (RNA pequefio nuclear no poliadenilado) con una secuencia
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de corte y empalme lider (SL), el cual puede contener un codéon de
inicio de la traduccion, cataliza la reaccion de transesterificacion de un
segundo transcrito. Este puede darse al inicio del primer exén en el
extremo 5’ o en alguno de los exones internos del transcrito (58). Por
ende, la mayoria de las secuencias que sufren trans-splicing pueden
identificarse evaluando una unica secuencia compartida en el extremo

5’ de diferentes transcritos.

Este mecanismo ha sido confirmado en platelmintos. Inicialmente se
evidencié en el trematodo Schistosoma mansoni una SL de 36pb
derivado de una secuencia de 90pb con un sitio de union Sm
(caracteristico de snRNAs involucrados en mecanismos de cis-splicing)
que realiza trans-splicing en el exon 3 de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA reductasa. Se confirmé adicionalmente que esta secuencia puede
sufrir cis-splicing con su exon 2 (59). Resultados similares se
obtuvieron al analizar la enolasa de Fasciola hepatica donde se
identifico un SL de 37pb proveniente de una secuencia de 108pb
ubicada en una region con repeticiones en tindem y es estructuralmente
distinta a la encontrada previamente en S. mansoni (60). En céstodos
particularmente, se identificoé en E. multilocularis un SL-RNA de

104pb que incluye un SL de 36pb (61).

Las secuencias SL en platelmintos rondan aproximadamente entre los

35 y 51pb. Sin embargo, su tamafio ni secuencia estan conservadas a lo

largo de los platelmintos. Incluso, los elementos comunes a estas
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secuencias como las horquillas en los extremos 5’y 3° de las secuencias
SL y los dominios Sm resultan altamente variables en platelmintos a

diferencia de Nematodos y Kinetoplastidos (62).

2. Transcriptomica de céstodos

2.1.

El genoma de Taenia solium:

Hasta el momento existen solamente dos genomas disponibles de 7. solium.
El primero, obtenido por el Taenia solium genome consortium y disponible
en la base de datos WormBase ParaSite, consta de 12352 contigs y 11237
scaffolds, un N50 de 68 kilobases compuesto por 439 scaffolds, y 12467
genes codantes (19). El segundo, obtenido en Peru, de 7979 contigs y un
N50 de 43.9 kilobases, sin una anotacion de genes (63). Ambos proyectos
fueron realizados en los afios 2013 y 2015, respectivamente, mediante

tecnologias de secuenciacion de segunda generacion.

La ausencia de genomas representativos es una limitante para el estudio de
la biologia del parasito. Asimismo, la identidad y funcion de las secuencias
reportadas en bases de datos 6émicas de libre acceso se basa en la bisqueda
de secuencias ortdlogas con funciones ya asignadas en organismos mas
estudiados. La escasez de estudios de secuenciacion de genomas y
transcriptomas de 7. solium resulta en una limitada anotacion funcional de
genes para este organismo. Por otro lado, para elucidar la secuencia de
isoformas a lo largo de los genes anotados, el genoma de referencia
(PRINA170813) carece de anotaciones de isoformas por corte y empalme

alternativo. En comparacion, E. granulosus posee al menos 33.31% y 38.1%

29



2.2,

de genes totales con eventos de corte y empalme alternativo para sus dos
genomas de referencia (PRINA182977 y PRJEB121 respectivamente). E.
multilocularis posee al menos 35.75% de genes totales con eventos de corte

y empalme alternativo (PRJEB122) (52).

Las tecnologias de secuenciacion de tercera generacion han permitido
obtener genomas con resolucion a nivel de cromosoma, como es el caso de
H. microstoma, con 7 scaffolds representando cada uno un cromosoma del
parasito y el genoma mitocondrial. Este adicionalmente integra los genomas
secuenciados en 2013 (1132 scaffolds) (19) y 2015 (3643 scaffolds) para

dicho parasito (64).

Transcriptomas de 7. solium y céstodos modelo en el contexto de la
evaginacion/exquistacion:

En la actualidad, se han reportado 5 transcriptomas de 7. solium. El primer
transcriptoma se obtuvo mediante Open Reading Frame Expressed
Sequence Tags (ORESTES) al secuenciar librerias de cDNA y result6 en la
anotacion de 191 secuencias (65). El segundo corresponde a secuenciacion
por capilares de una biblioteca de ¢cDNA reportada junto al genoma de
referencia con 12,490 genes anotados (19). El tercer transcriptoma fue
obtenido mediante secuenciaciéon de segunda generacion Illumina del
estadio cisticerco con el objetivo de observar efectos en el metiloma del
parasito (66). El cuarto, corresponde a la comparacion entre vesiculas de
un cisticerco racemoso y vesiculas o escélex de un cisticerco tipico (47).

Finalmente, (y como parte del presente trabajo) se reporto el transcriptoma
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de cisticercos antes y después de evaginar el escolexpor efecto del acido
taurocolico, una sal biliar (17). Este ultimo es el unico enfocado en describir

un evento del ciclo de vida y desarrollo de 7. solium.

Existen varios transcriptomas de céstodos faciles de manipular en el
laboratorio. En el contexto del desarrollo, por ejemplo, el transcriptoma de
Mesocestoides corti presenta transcritos con expresion diferencial en el
estadio adulto respecto al tetratiridio que se asocian a procesos biologicos
como glicolisis, transcripcion, sefializacion, recambio de proteinas y
proliferacion celular (14), los cuales estarian relacionados con las funciones

fisioldgicas del estadio adulto de los céstodos.

En E. granulosus, se identificaron modulos de genes mediante WGCNA al
comparar oncosfera, protoescolex y adulto. Los modulos asociados a
procesos de citoesqueleto y motilidad celular poseen alta expresion en
protoescolices, con respecto a adultos. Lo opuesto se observa en el modulo

asociado a metabolismo de carbohidratos y vitaminas (67).

En la misma especie, otro estudio determind splicing diferencial en
protoescolices inducidos o no inducidos con pepsina. Se determind que los
transcritos con multiples isoformas corresponden mayormente a categorias
funcionales de biogénesis ribosomal. Sin embargo, en presencia de pepsina,
los transcritos con mayor splicing diferencial son componentes del

spliceosoma (proteinas SR, y factores asociados a Ul y U2) (52).

Otro estudio, en presencia o ausencia de bilis en E. granulosus, determino
que este inductor permite la estrobilacion del parasito. Los procesos

inducidos se asocian al metabolismo de carbohidratos y desarrollo del
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sistema nervioso. En ausencia de bilis se favorecen procesos relacionados
con transporte de iones y actividad dependiente de nucledsido-trifosfato.
Procesos asociados al citoesqueleto (procesos asociados a microtubulos),
homeostasis idnica y celular se ven enriquecidos en individuos inducidos y
no inducidos. Sin embargo, otros genes son diferencialmente expresados de

manera independiente de la bilis (68).

En Taenia pisiformis, en presencia de bilis se encontrd sobreexpresion de
términos GO “Proceso metabodlico de péptidos”, “Proceso biosintético de
amidas”, “Traduccion”; en cuanto a KEGG: “Via de senalizacion de la
quinasa activada por AMP”, “Via TGF-B”, “Elongacion de acidos grasos”,
“Biosintesis de pantotenato y CoA”, “Fosforilacion oxidativa” (estas 3
ultimas considerando que los céstodos no sintetizan 4cidos grasos de novo
(19)), “Ribosoma”, “Proteosoma”, “Spliceosoma” y “RNA polimerasa”.
Por otro lado, se encontraron reprimidos los términos GO: “Procesos de
oxidacion-reduccion” y “Metabolismo de carbohidratos”; respecto a
KEGG: “Amino azucar y metabolismo de nucledtido-aziicar”,

“Degradacion de otros glicanos” y “metabolismo de inositol-fosfato” (69).

3. Herramientas para el analisis transcriptomico en 7. solium

3.1.

La base de datos WormBase ParaSite

La base de datos WormBase ParaSite es el repositorio principal de
informacion 6émica de nematodos, platelmintos parasitos y de vida libre. En
total, la version WBPS19 incluye 274 genomas de 208 especies distintas

(70). Esta base de datos también integra informacion de bases de datos
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externas como por ejemplo InterPro (71). En el caso de 7. solium , existe un

genoma de referencia en esta plataforma con la anotacion de 12467 genes

(19).

Sin embargo, como se expuso anteriormente, la calidad de este genoma
impide una anotacion de genes fiable. Herramientas como BioMart,
disponibles en esta base de datos, facilitan la busqueda de secuencias
ortdlogas y la asignacion de categorias funcionales en base a homologia.
Adicionalmente, esta plataforma cuenta con la posibilidad de realizar
BLAST sobre los genomas, transcriptomas y proteomas disponibles en la

totalidad de base de datos.

3.1.1. Anotacion funcional de genes: Blast2GO
Tomando en consideracion la calidad de los genomas disponibles, es
posible realizar una nueva anotacion funcional de genes. Blast2GO es
una herramienta que permite la anotacion de secuencias en gran escala,
lo cual permite obtener términos GO, KEGG y codigos de enzimas para
todas las secuencias de wun transcriptoma. Para ello, realiza
alineamientos de todas las secuencias a bases de datos (por ejemplo:
NCBI nr, RefSeq) mediante BLAST (72). Adicionalmente, integra
InterProScan, lo cual permite busquedas de dominios estructurales y
funcionales en bases curadas como Pfam, SMART, PROSITE, etc (73).
Finalmente, incluye también la herramienta eggNOG-mapper, la cual
realiza alineamientos de secuencias contra una base de datos de grupos

de ortdlogos construida a partir de predicciones funcionales basadas en
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3.2

secuencias ortdlogas de mas de 5000 organismos. Esta herramienta es
especialmente util para organismos no-modelo como el caso de 7.

solium (74).

Herramientas de exploracion no-supervisada de datos de RNAseq

3.2.1. Analisis de componentes principales (PCA)

€ _ 9

Un experimento de RNAseq de “n” muestras y “p” genes puede
representarse como un punto en un espacio dimensional donde cada
punto es una muestra y cada gen es una dimension. El andlisis de
componentes principales establece dos variables arbitrarias que
capturan la maxima varianza, no estan correlacionadas (ortogonales) y
permiten proyectar la totalidad de datos en 2 o 3 dimensiones. Es util
para detectar patrones, outliers e identificar otras fuentes de variacion
(75,76).

Se parte de una matriz X de conteos de “p” genes en “n” condiciones
normalizados y centrados a la media de cada gen. El calculo de una

matriz de covarianza permite capturar la varianza de la expresion de

genes a lo largo de las muestras.

1 or
COV =——X"X
1
La descomposicion propia de la matriz de covarianzas permite
encontrar los vectores propios vk (componentes principales). Estos
valores capturan una proporcion de la varianza total. Para ello, se

calcula los valores propios A resolviendo:

det(COV —AI) =0
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3.2.2.

Los componentes principales (vi) se definen como la combinacioén
lineal de genes que capturan un porcentaje de la varianza de los datos.
Para ello se resuelve:

cov VUV = )lkvk

Finalmente, se proyectan los datos sobre 2 o 3 de los componentes
principales con mayor varianza explicada (mayor valor propio para
dicho vector) calculando el producto escalar de los conteos
normalizados y centrados para cada gen con el componente principal

VI, V2y V3.

Z=X.vk

Agrupamiento jerarquizado
Este es un algoritmo basado en distancias. Requiere el calculo de una
matriz de distancias en el caso de una matriz X de conteos normalizados

({92} €69

de genes de “n” muestras y “p” genes:

D

D;; = Z (Xix — Xjx)?

k=1

Donde “i” y “” representan dos muestras distintas y “k” un gen. D es
una matriz de distancias euclidianas. Posteriormente se utiliza
agrupamiento por enlazamiento completo. Es decir, se calcula la
maxima distancia entre grupos (partiendo por grupos compuestos por

una Unica muestra) y fusiona el par con la menor distancia maxima.
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3.3.

Posteriormente se calcula nuevamente la matriz de distancias con este
nuevo grupo y se repite el procedimiento hasta finalizar con un Gnico

grupo con multiples subgrupos (76,77).

DESeq2

DESeq2 es un algoritmo para determinar diferencias de conteos entre
grupos (78). Particularmente, el disefio de experimentos de secuenciacion
de RNA involucran un numero bajo de réplicas y los datos de conteo
obtenidos representan variables cuantitativas discretas con un amplio rango
dindmico, que no siguen los supuestos de normalidad que requieren las

pruebas estadisticas convencionales (76,78).

En un contexto de variables cuantitativas continuas con distribucion normal,
se puede definir un modelo lineal ordinario de la siguiente forma:

Y:ﬁo'i‘ B1X+6

Donde “Y” es la variable respuesta, “X” la variable predictora, “Bo” es el
valor de “Y” cuando “X” es 0, “B1” es el cambio en el valor de “Y” cuando
“X” incrementa en una unidad, y “e” el error estdndar o la diferencia entre
los valores muestreados y el valor obtenido por el modelo. Adicionalmente,
el modelo involucra asumir varianza constante para todos los valores
tomados por la variable independiente (homocedasticidad) y wuna
distribucién normal del error estandar (en el caso del modelo, los

residuales). El modelo se puede generalizar de la siguiente manera:

Y|X ~N(u,0?)
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Donde la variable respuesta sigue una distribucion normal (N) condicionada
al valor de X y posee una media “n”, correspondiente al valor de Y estimado
por el modelo para cada X, con varianza ¢ dada por el error estindar. La

media se puede definir de la siguiente forma:
H=n
En este caso, “n” es el predictor lineal, que en el caso de un modelo lineal

ordinario se define como:

n=Po+ p1X+ €

A esto se le conoce como un modelo lineal generalizado (GLM) y permite
utilizar distribuciones de probabilidad que se ajusten a la naturaleza de los
datos al aplicar una funcion de enlace a la media o parametro a estimar (en
el caso de un modelo lineal ordinario, multiplicacion del predictor lineal por

1) (79).

En el caso de los datos de conteo de RNAseq, por las caracteristicas
previamente establecidas, estos requieren un tratamiento estadistico
especifico donde la variable respuesta es el valor de conteo para cada gen y
la variable predictora es el tratamiento/condicién. DESeq2 asume que los
valores de conteo poseen una distribucion binomial negativa (NB), la cual
es util para datos de conteo donde la varianza excede el valor de la media
(76,78):

Y|X ~ NB(1, @)
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Donde la varianza, con dispersion “a”, se define como:

Var(y) = u + au®

En este caso, a la media se le aplica la funcion de enlace “log”. Por ello, se

define como:

log(w) = n

Con un modelo predictor lineal:

n=Xp

73T
1

Este modelo es aplicado por DESeq?2 para los conteos (K) del gen “i” en la

€699,

muestra “j”:

Kij ~ NB(u;j, a;)

6199

en la muestra “j” y a

s
1

Donde p es la media esperada de conteos del gen

73T
1

es la dispersion especifica al gen “1”. Como se demostrd con anterioridad al

(1343

en la muestra

13t
1

definir el GLM, la varianza de los conteos “K” del gen

dependen de la media esperada y de la dispersion.

Debido al bajo nimero de réplicas en los experimentos de secuenciacion, la
estimacion de la dispersion puede resultar altamente variable. DESeq2
asume que los genes con una expresion promedio similar tienen una

dispersion similar. La dispersion “a” de cada gen se estima por separado
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mediante el método de méxima verosimilitud. Se ajusta una curva de estos
valores estimados. De acuerdo con esta, los valores estimados son
comprimidos de modo que se ajusten mejor a esta curva mediante método
empirico de Bayes, lo cual implica que la compresion de los valores
estimados dependera del ajuste estimado a priori y el nimero de muestras.
Mientras menos muestras se incluyen, el ajuste es mayor y viceversa. Esto
permite que, ante la ausencia de informacion, se estime la dispersion de cada
gen en base a la tendencia global de la dispersion manteniendo la
variabilidad especifica de cada gen.

La media esperada de conteos del gen “i” en la muestra “j” se puede

establecer de la siguiente forma:

Kij = qij - Sj

[IP4]
S

En este caso “s” representa el factor de tamano que aplica una correccion a

las diferencias en la profundidad de secuenciacion y el tamafio de las

[13%:2] ({4

bibliotecas entre las muestras “j” a los valores de “q”, que son

(13421

proporcionales a la concentracion real de lecturas para la muestra *j”.

El factor de tamafio se establece a partir de la matriz de conteos “K”
mediante el método de la mediana de razones: Se computa la media

73T
1

geométrica “G” para cada gen “i” a lo largo de todas las muestras (n).

n 1/n
Gi == nKU
j=1
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[13%2]

Conteos de valor 0 son omitidos de este calculo. Para cada muestra “j” se

calcula la razén de cada gen respecto a “G™.

_ Ky

Finalmente, el factor de tamario se define como:

s; = mediana;(R;;)

({4

es considerada una constante, “q” es el pardmetro por estimar

[YP%2]
S

Dado que

en el modelo:

log,(qij) = 1

n = X;Bi

En este caso, “X” es un vector de disefio experimental que indica la

(13421

condicién de la muestra ), y “B” un vector de coeficientes que representa
la respuesta del gen “i” en cada una de las condiciones del disefio. El
producto resulta en un valor escalar que representa el logaritmo en base 2

({3421

para cada muestra “j”.

73T
1

de la expresion relativa para el gen

Una vez ajustado el GLM, DESeq?2 utiliza la prueba estadistica de Wald
para determinar expresion diferencial al evaluar si los coeficientes “B” en el
modelo son estadisticamente diferentes de 0. Para ello, para cada coeficiente

“B” del gen “1” bajo la condicién “k” se calcula el estadistico:

P

W = —
SE(Bix)
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34.

Bajo la hipotesis nula:

Hy: By =0

Con distribucion nula del estadistico de Wald:

W ~ N(0,1)

Se realiza el calculo del valor de p (dos colas) y se genera un ajuste de

pruebas multiples mediante el método de Benjamini-Hochberg.

Analisis de enriquecimiento funcional

Los andlisis de enriquecimiento funcional permiten determinar las
categorias funcionales que se encuentran mayormente representadas en un
conjunto de genes. Las categorias funcionales son términos que agrupan
genes con caracteristicas funcionales similares. La base de datos de
categorias funcionales mas utilizada corresponde al Consorcio de Ontologia
Génica (Gene Ontology Consortium). Esta agrupa términos de ontologia
génica (GO) que se asocian a tres grandes grupos/ontologias: Procesos
biolégicos (BP), funcién molecular (MF) y componente celular (CC)

(80,81).

El paquete de R/Bioconductor clusterProfiler incluye multiples algoritmos
de andlisis de enriquecimiento funcional y reduccion de redundancia de
categorias funcionales (82). A continuacion, se explicardn los algoritmos de

mayor relevancia para el presente trabajo.
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3.4.1. Analisis de sobrerrepresentacion (ORA)
Los analisis de sobrerrepresentacion requieren de establecer
previamente un conjunto de genes de interés y especificar el conjunto
universo de genes o conjunto de genes de fondo. Esto permite estimar
estadisticamente el enriquecimiento de categorias funcionales de un
conjunto de genes con caracteristicas particulares (p. ej. Genes
diferencialmente expresados bajo valores umbrales de expresion

relativa y significancia estadistica) (82,83).

La prueba estadistica utilizada es una prueba hipergeométrica (prueba
exacta de Fisher con una cola) con hipdtesis nula: Los genes de interés
estan distribuidos aleatoriamente a lo largo de los genes de fondo

respecto a una categoria funcional.

El valor de p se calcula de la siguiente forma:

R v

(k)

Donde:
° N: numero de elementos en el conjunto de genes de fondo.
° M: niimero de elementos en el conjunto de genes pertenecientes

a una categoria funcional a evaluar.

° K: niimero de elementos en el conjunto de genes de interés.
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3.4.2.

° x: numero de elementos en la interseccion del conjunto de genes

de interés y el conjunto de genes de la categoria funcional a evaluar.

El valor de p es ajustado posteriormente para pruebas multiples

mediante el método de Benjamini-Hochberg.

Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA)

A diferencia de los ORA, GSEA permite determinar el enriquecimiento
de categorias funcionales utilizando la informacion de expresion de
genes obtenida mediante analisis de expresion diferencial. Esto permite
detectar el enriquecimiento de categorias funcionales con cambios de
expresion sutiles a lo largo de las condiciones incluidas en el disefio
experimental (82,84).

Sea “G” el conjunto de genes “g” secuenciados, se aplica un
ordenamiento decreciente en base a un parametro “r” (en el caso datos
analizados mediante DESeq2, se utiliza el estadistico de Wald, el
logaritmo en base 2 de la expresion relativa o el valor de p ajustado)

obteniendo el vector de genes L:

L=9w 9@ 9mlir(9w) 27(9@) 22 r(9m))

Se calcula una puntuacion partiendo del inicio de la lista y de forma
consecutiva. El valor es proporcional a la magnitud del estadistico. La
curva de puntuacion de enriquecimiento, “RES”, para cada gen de la

categoria funcional “S” se construye de la siguiente forma:
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Si el gen de la lista esta incluido en la categoria funcional “S”, la
puntuacion de enriquecimiento es positiva. En este caso el numerador
de la expresion es el valor absoluto del estadistico “r” para dicho gen
elevado a un exponente de ponderacion, “p” (que toma el valor de 1
usualmente), y el denominador es un parametro normalizador que toma
el valor de la suma total de valores absolutos del estadistico “r” para la

66 9

categoria funcional “S” elevado al exponente de ponderacion “p”.

Si el gen de la lista no esta incluido en la categoria funcional “S”, la
puntuacion de enriquecimiento es negativa. La expresion para su
calculo es el valor negativo de la inversa de la resta del nimero total de
genes de la lista “N” y el nimero total de genes pertenecientes a la

categoria funcional “S”, “Ny”.

El valor de maxima desviacioén de 0 en la curva “RES” corresponde a
un estadistico de tipo Kolmogorov-Smirnov que es utilizado para el
€ %

calculo del valor del estadistico “p” y se conoce como puntuacion de

enriquecimiento, “ES”.

El algoritmo calcula una distribucion nula mediante la permutacion de

los valores del pardmetro “r” a partir del cual se establece “L”. El valor
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de p es calculado de acuerdo con el valor de “ES” relativo a la
distribucion nula (el nimero de permutaciones que excede el valor ES

respecto al total de permutaciones).

Posteriormente se evalta si los genes de una categoria funcional “S” se
encuentran en los extremos de “L”, o si por el contrario se encuentran

distribuidos de forma aleatoria.

Para corregir el caso de pruebas multiples, se toma en cuenta que el
valor de “ES” depende del tamafio del conjunto de genes de cada
categoria funcional, la cual es variable para cada una de estas. Por ello,
se aplica una normalizacion respecto a la media de los valores de “ES”

al permutar los valores del pardmetro “r” cuando se construye la

distribucidn nula:

ES

NES = —————
media(ESy,)

De la misma forma se construye un conjunto de valores NES nulos,
“NESHo”. Finalmente se estima la tasa de descubrimientos falsos (FDR)
para los valores NES de cada categoria funcional “S”, al dividir el
nimero de NES nulos por encima del valor NES de “S” entre los

valores NES observados por encima del valor NES de “S”:

#(NESy, = NES)
#(NES,ps = NES)

FDR(NES) =

En el caso de NES negativos:
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3.5.

#(NESy, < NES)

FDR(NES) =
(NES) #(NES,,s < NES)

Redes de Coexpresion Genética Ponderadas (WGCNA)

El analisis WGCNA permite describir la correlacion de patrones de
expresion de genes a lo largo de las muestras de RNAseq. Es una
herramienta que permite la identificacion de conjuntos de genes con

expresion altamente correlacionada, denominados médulos (85,86).

De igual forma que el calculo de una matriz de distancias para agrupamiento
jerarquico, se establece una matriz “s;;”” mediante el calculo del coeficiente
de correlacion de Pearson de los conteos normalizados de todos o un grupo
de genes que abarque una proporcion de la varianza en la expresion global:

Sij = COT(Xi,Xj)

Esta matriz es transformada a una matriz de adyacencia al aplicar una

funcion de potencia a la matriz de correlaciones:

B
a;j = |Sij|

El uso de una funciéon de potencia permite penalizar valores bajos de
correlacion sin perder informacion, a diferencia de usar un valor umbral fijo
de correlacion. El valor del exponente de la funcién de potencia “B” se
establece de manera empirica de modo que la red resultante se asemeje a
una topologia de red sin escala. Este tipo de redes se caracteriza por tener

una topologia establecida por pocos nodos altamente conectados con
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muchos nodos de baja conectividad. Este tipo de topologia es comun en

sistemas bioldgicos (87).

Se establece una matriz de superposicion topoldgica (TOM), la cual mide la
superposicion de vecinos compartidos entre pares de genes. Es una medida

de la interconectividad de una red de genes, donde “l;” es el niimero de

[13%3] [13%3]

vecinos compartidos entre los genes “1”y “j”, y “ki” es la conectividad del

[T3£1 N

gen “1”:

lij + aij
min(ki, kj) +1- aij

lij = Z Ay Ay

u

k; = Zaiu
u

Se construye una matriz de disimilitud de TOM, la cual es una matriz de
distancias que toma valores de O si los genes estan altamente
correlacionados y de 1 si los genes se encuentran desconectados. Se aplica
agrupamiento jerarquico y se definen modulos mediante el algoritmo de
corte dinamico de ramas (Dynamic tree cut) tomando como parametro un
tamafio minimo de genes por modulo especificado por el usuario (30 genes
por defecto):
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3.6.

Los valores propios de los genes (eigengenes) de cada mddulo se calculan
como su primer componente principal, el cual representa el patron de
expresion promedio de dicho moédulo.

ME, = PC,(moduloy)

Larelacion de variables experimentales (zrait, T) con cada modulo se define
como la correlacion de Pearson entre el valor propio de los genes de cada
moédulo con una matriz de disefio experimental:

cor(ME, T)

La asociacion de cada gen con cada variable experimental (significancia de

13t
1

un gen, GS) y la correlacion del perfil de expresion de un gen con el
modulo (pertenencia a modulo, MM) se cuantifican de la siguiente forma:

GS; = |cor(x;, T)|

MM; = cor(x;, ME})

Los genes con valores altos de “GS” y “MM” se denominan genes
modulares, genes de alta conectividad o genes nodo (hub), los cuales
explican la mayor varianza en los niveles de expresion de dicho modulo

asociado a una variable experimental.

La herramienta de interaccion proteina-proteina STRING
STRING es el acronimo de Herramienta de Busqueda para la recuperacion
de genes/proteinas que interactian. Es una base de datos que posee

informacion de interacciones proteina-proteina conocidas o predichas. Para
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ello toda la informacion disponible en esta base de datos se categoriza en
siete “canales”: tres de contexto genomico (vecindad, unién o co-
ocurrencia), canal de coexpresion (incluye experimentos de RNAseq en el
Gene Expression Omnibus del NCBI y protedmica), canal de minado de
texto, canal de datos bioquimicos/genéticos experimentales y canal de bases
de datos curadas de vias y complejos externas (Reactome, Gene Ontology,
KEGG y BioCyc). Esta herramienta permite establecer redes de interaccion

proteina-proteina y realizar anélisis de enriquecimiento funcional (87).
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Iv.

METODOLOGIA

1. Disefio general:

Se realizd una nueva anotacion funcional a partir de las secuencias identificadas
en el genoma/transcriptoma de 7. solium previamente reportado por Tsai y
colaboradores (19), dado que las funciones y términos GO no se encuentran
completamente anotados. A partir de los genes diferencialmente expresados, se
realizd un andlisis de sobrerrepresentacion de categorias de ontologia génica
(GO). Adicionalmente, se utilizd la informacion de expresion de todos los
transcritos para el andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA).
Para determinar conjuntos de genes con tendencias transcripcionales similares,
se construyeron redes de coexpresion genética ponderadas (WGCNA) y se
aplico un andlisis de sobrerrepresentacion (ORA) para determinar las categorias
funcionales de los moédulos de genes identificados. Los modulos de genes
identificados se asociaron a condiciones experimentales y se validaron
funcionalmente mediante redes de interaccion/asociacion proteina-proteina. Los
procesos de interés son aquellos asociados a metabolismo energético, transporte
de nutrientes, proliferacion celular, excrecion, elementos de matriz extracelular

y sintesis de proteinas.

2. Mapeo al genoma de referencia y generacion de archivo de conteo, y analisis

de expresion diferencial

Para obtener las abundancias de los transcritos, las lecturas fueron mapeadas al
genoma de referencia, reportado previamente por Tsai y colaboradores (19),
mediante el paquete RSubread (88). Posteriormente, se generd un archivo de

conteos de transcritos mapeados mediante el paquete bioinformatico
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GenomicFeatures (89). A partir de este se realizd la normalizacion de los
conteos para cada gen y el analisis de expresion diferencial mediante el paquete
DESeq2 (78). Este algoritmo permitid0 obtener conjuntos de genes
diferencialmente expresados al comparar dos condiciones. Se consideraron
genes diferencialmente expresados a aquellos que presentaron una tasa de
descubrimientos falsos (FDR) menor a 0.05 y un valor de log> Fold Change

superior a 1 o inferior a -1.

Los grupos experimentales se validaron mediante analisis de reduccion
dimensional: PCA y agrupamiento jerarquizado. Esto permitié determinar las

condiciones a comparar en el analisis de expresion diferencial.

. Anotacion funcional del transcriptoma de Taenia solium

El transcriptoma de Taenia solium se anotd funcionalmente mediante
transferencia de funcidon utilizando la herramienta bioinformatica BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), utilizando la base de datos NR (Non
Redundant) del NCBI e incluyendo un filtro taxondémico para platelmintos
(Platyhelminthes, taxid:6157) y neméatodos (Nematoda, taxid:6231) con un

valor de E menor a 1 x 1075, Estos altimos al ser protostomados con algunas

especies parasitarias ampliamente estudiadas a nivel genético. Los parametros
adicionales se mantuvieron en los valores por defecto. También, se utilizé la
herramienta bioinformatica INTERPRO (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) para
la anotaciéon de ontologias génicas de acuerdo con dominios conservados
asociados a la secuencia de aminoacidos codificada por cada transcrito bajo los

parametros por defecto (valor de E menor a 1 x 107%). Esta utiliza multiples
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bases de datos (CDD, Pfam, Prosite, PANTHER, CATH, entre otras) para
asignar en base a secuencia la identidad de dominios conservados con funciones
conocidas y asignar esta secuencia a una familia o superfamilia de proteinas.
Adicionalmente, se realizd una anotacion mediante la herramienta EggNOG
mapper (57), la cual utiliza una base de datos de grupos de ortologos y filogenias
previamente establecidas. Se utilizo los parametros por defecto (valor de E

menor a 1x107°%). Se elaboré un consolidado de estas anotaciones. Los

términos de ontologia génica fueron asignados mediante la integracion de las
anotaciones de BLAST, INTERPRO y EggNOG utilizando la herramienta de

mapeo BLAST2GO (58).

. Analisis de Sobrerrepresentacion de ontologia génica (GO)

Se utilizaron los genes obtenidos por andlisis de expresion diferencial. Se
utilizara la funcion ‘compareCluster’ del paquete de R clusterProfiler (82) y la
ontologia de procesos bioldgicos (BP). El algoritmo calcula un valor de
significancia estadistica mediante una distribucion hipergeométrica que permite
determinar si un término GO, en base a una lista de genes de interés, se encuentra
representado a una frecuencia mayor a la esperada por azar. El valor de
significancia elegido es de p < 0.1. Este andlisis se realizd para todas las

comparaciones validadas.

. Analisis de Enriquecimiento en Conjuntos de Genes (GSEA)
Se ordenaron todos los genes secuenciados en base al valor del estadistico de

Wald obtenido en el andlisis de expresion diferencial. Se filtraron los genes con
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un valor de estadistico 0. Se utilizo la funcion gseGO con un valor de
significancia de p < 0.05. Este analisis se realiz6 para todas las comparaciones

validadas.

. Analisis de Redes de Coexpresion Genética Ponderadas (WGCNA)

Se transformé la matriz de conteos normalizados obtenida en el andlisis de
expresion diferencial mediante la funcidn estabilizadora de la varianza (VST).
Se estimo el valor de potencia para correlaciones genéticas ponderadas de B =9.
Se realiz6 el analisis con la funcion WGCNA del paquete con el mismo nombre.
El valor de correlaciéon minimo considerado fue 0.8 y se establecieron mddulos
de al menos 30 elementos. Se correlacionaron estos mddulos a las condiciones
experimentales (fase de desarrollo, presencia de inductor) y se realizé6 un ORA

como se describi6 previamente.

. Redes de interaccion/asociacion proteina-proteina (STRING)

Se anot6 funcionalmente el proteoma de 7. solium obtenido desde la base de
datos WormBase ParaSite en la base de datos STRING (87). Se evaluaron los
genes identificados en los modulos establecidos previamente mediante WGCNA
y adicionalmente se realizé un andlisis de sobrerrepresentacion de elementos
identificados en la base de datos Reactome. Los pardmetros usados fueron los
establecidos por defecto (puntaje de interaccion minima requerida = 0.4,

agrupamiento de elementos por similitud > 0.8)
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8. Aspectos éticos y de bioseguridad

El proyecto sombrilla, “Identificacion transcriptomica de determinantes
celulares en la transicion in vitro de larva metacestode (cisticerco) a gusano
adulto en Taenia solium™ (SIDISI 209290), se ejecutd bajo aprobacion del
Comité Institucional de Etica para el uso de Animales (CIEA) de la UPCH,
vigente entre octubre de 2022 y septiembre de 2024 (CONSTANCIA 040-09-
22 y CONSTANCIA-CIEA-R-040-09-23). Este periodo abarca el sacrificio de
cerdos para colectar los cisticercos de 7. sol/ium analizados en el presente trabajo

de tesis. Se solicitd y obtuvo exoneracion de revision al CIEA.

El parésito Taenia solium es un agente patdgeno perteneciente al grupo de riesgo
dirigido a humanos 2 (RG2) de acuerdo con la base de datos ePATHOGEN de

la agencia de salud publica de Canada (https://health.canada.ca/en/epathogen).

El manejo de datos bioinformaticos no requiere la manipulacion directa de
cisticercos. Los andlisis se realizaron en un area del laboratorio libre de
contaminacion biologica/quimica destinada exclusivamente al trabajo con
computadoras con acceso a internet. Los resultados de los analisis se colocaron

encriptados en un disco duro del laboratorio.
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RESULTADOS

Los resultados detallan los hallazgos principales usando diferentes analisis. Primero,
para verificar posible contaminacion se alinearon las lecturas al genoma de cerdo
(Sus scrofa). Posteriormente, se evaluaron de forma exploratoria los perfiles
transcripcionales y la calidad de las réplicas de los grupos estudiados mediante
agrupamiento jerarquizado y PCA. A continuacion, se determinaron los genes
diferencialmente expresados entre individuos con escolex no evaginado y
evaginado. Se determinaron los procesos biologicos modulados mediante anélisis de
enriquecimiento funcional (ORA, GSEA). Luego, se determinaron conjuntos de
genes con expresion correlativa y se asociaron tanto al AT como a la evaginacion
del escolex. Las funciones de estos conjuntos se verificaron mediante andlisis de

enriquecimiento funcional.

En la seccion de Discusion se retinen los resultados en una vision panordmica de los
alcances del transcriptoma para describir el proceso de evaginacion del escolex

inducido por AT como momento crucial en el desarrollo de 7. solium.

1. Las lecturas obtenidas por secuenciacion Illumina de RNA no tuvieron
contaminacion con material genético del hospedero, lo cual permite realizar
analisis de expresion diferencial, previa normalizacion
Siete condiciones experimentales fueron secuenciadas, cada una con tres réplicas
biologicas compuestas por cuatro cisticercos cada una. El mapeo de lecturas
mediante Rsubread dio como resultado la distribucion mostrada en la figura 8A.
La profundidad de la secuenciacion se encuentra en el rango de 9.27 (EV en
cultivo 120h en presencia de AT, POST AT 3) a 31.19 (EV temprano en

presencia de AT, EV_AT 2) millones de lecturas mapeadas, con una mediana
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de 14.45 millones de lecturas mapeadas. El amplio rango en el niumero de
lecturas exige normalizacion como parte del andlisis de expresion diferencial

mediante DESeq?2.

Adicionalmente, se evalu6 el mapeo de lecturas sobre el genoma de cerdo (Sus
scrofa) (Figura 8B) y el ya realizado sobre 7. solium (Figura 8C) para descartar
contaminacion por parte de material bioldgico del hospedero. En promedio, se
obtuvo que solo 1.23% de las lecturas obtenidas se pueden mapear al genoma de
S. scrofa, mientras que sobre el genoma de 7. solium se mapearon en promedio
98.47% de lecturas Unicas. Estas observaciones descartan la posibilidad de

contaminacion cruzada con transcritos de S. scrofa.
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2. Los analisis de agrupamiento jerarquico y reduccion dimensional
evidencian cambios en el perfil transcripcional de acuerdo con la fase de
desarrollo y la presencia del inductor de evaginacion
Para determinar a nivel global cambios a nivel transcripcional en cada una de las
muestras y por efecto de las condiciones experimentales (presencia y ausencia

de AT) se aplico agrupamiento jerarquico y PCA.

Para el agrupamiento jerarquico, a partir de la matriz normalizada de conteo de
lecturas, se aplico transformacion estabilizadora de la varianza para construir la
matriz de distancias Euclideanas. Esta matriz estd representada en la figura 9A.

El dendrograma distingue dos grandes grupos: NC-PRE y EV-POST.

Dentro de NC-PRE, se distinguen los subgrupos NC y PRE, donde este tltimo
se subdivide de acuerdo con AT o SAT. Dentro de EV-POST, el subgrupo POST
no se resuelve de forma clara, a diferencia del subgrupo EV, que se subdivide

segun las condiciones experimentales.

El PCA se construyé tomando en cuenta los 500 genes de mayor varianza. Se
obtuvieron los componentes principales (PC) 1 y 2 que explican el 49% y 24%
de la varianza total (Figura 9B). Las tendencias son similares a lo observado por
agrupamiento jerarquico: sobre el PCl, NC se distribuido hacia valores
negativos seguido de PRE (tanto en presencia comoo ausencia de AT). En el

caso de PRE, existe una estratificacion entre AT y SAT sobre el PC2.
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Hacia los valores positivos EV. AT y EV_SAT se encuentran distantes (tanto en
PC1 como PC2), mientras que s6lo dos muestras de POST (tanto AT como SAT)

tienen se agrupan entre si.

Estos analisis permiten determinar que el perfil transcripcional de cada muestra
depende directamente de la condicion experimental, la cual involucra la fase de
desarrollo y la presencia de AT. Particularmente, el efecto de AT es claro en las

muestras PRE y EV.

Adicionalmente, NC no tiene semejanza con las demds condiciones
experimentales al ser individuos no cultivados y es imposible determinar si los
cambios transcripcionales respecto a las deméas condiciones se deben al efecto
del cultivo o la fase de desarrollo. Por otro lado, POST es un grupo altamente
heterogéneo a pesar de estar sujeto a las mismas condiciones de cultivo que PRE
y EV, ademas de estar condicionado a una variable temporal. Por estos motivos,
los andlisis posteriores se centrardn Unicamente en las respuestas
transcripcionales inducidas por AT en las fases de desarrollo PRE y EV. Estas
fases de desarrollo reflejan un momento de activacion temprano caracterizado
por el evento de evaginacion del escolex en condiciones de cultivo que pretenden

simular la induccion fisiologica por bilis.
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3. La presencia de AT determina cambios drasticos en la expresion de genes

antes y después de la evaginacion del escélex

Se determind la expresion diferencial de genes (differentially expressed genes,
DEQG) al comparar las condiciones EV y PRE, ambas en presencia de AT (Figura
10A). El resultado fueron 895 DEG(403 sobreexpresados y 492 reprimidos en
EV respecto a PRE). Al inspeccionar los 10 genes con mayor nivel de
sobreexpresion y represion (Anexo 1) no es posible obtener funciones biologicas
relevantes: se encontrd sobreexpresion en EV de dos genes que codifican
fosfatasas alcalinas, tres ectonucleotido-pirofosfatasas fosfodiesterasas
(particularmente enpp-4), el gen que codifica la proteina GLIPR-1; y represion

de una glicosiltransferasa y dos antigenos de diagnostico GP50.

La comparacion de EV y PRE en ausencia de AT (Figura 10B) obtuvo 420 DEG,
de los cuales 182 se encontraron sobreexpresados y 238 reprimidos en EV con
respecto a PRE. Dentro de los 10 genes con mayor nivel de sobreexpresion o
represion, se encontrd sobreexpresion del gen ortdélogo codificante de la proteina
ECG 00274 en E. granulosus y una proteina de union a ligando hidrofébico,
ademas de represion de una glicosiltransferasa y el antigeno de diagndstico GP50

(Anexo 2). No fue posible obtener funciones biologicas relevantes.

Al contrastar las comparaciones entre EV y PRE en presencia y ausencia de AT
(Figura 12A) se encontraron 706 DEG propios de la presencia de AT en el medio
y 231 genes exclusivos del cultivo en ausencia de AT. Ademas, 189 DEG son

insensibles a la presencia del inductor.

Al comparar individuos EV en presencia y ausencia de AT se obtuvieron 452

DEGs: 349 genes sobreexpresados y 103 genes reprimidos (Figura 11A) en AT
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con respecto a SAT. Al inspeccionar los 10 genes con mayor nivel de
sobreexpresion (Anexo 3) se encuentran gliprl, dos genes que codifican
fosfatasa alcalina, tres genes que codifican ectonucledtido-pirofosfatasas
fosfodiesterasas y una arginasa-2. Al inspeccionar los 10 genes con mayor nivel
de represion, se encuentra una glicosiltransferasa, dos proteinas de diagndstico
GP50 y una proteina que contiene repeticiones de dominios de ankirina. No se

pueden establecer funciones bioldgicas relevantes en este subconjunto.

Por otra parte, en individuos PRE en presencia y ausencia de AT se encontraron
187 DEG, de los cuales 104 genes estan sobreexpresados y 83 genes reprimidos
en AT con respecto a SAT (Figura 11B). Entre los 10 genes con mayor nivel de
sobreexpresion (Anexo 4), la proteina asociada a DAZ-1, una proteina de
tegumento y citidina deaminasa. Entre los 10 genes con mayor represion, enolasa
C, una proteina con dominios fibronectina y el potenciador transcripcional TEF-

3.

Al contrastar las comparaciones de la presencia de AT en EV y PRE (Figura
12B) se encontraron 389 DEG propios de la condicion EV, 121 DEG propios de

la condicion PRE y 63 DEG indiferentes a la fase de desarrollo.

Por ende, fue posible identificar conjuntos de DEG al comparar fases de
desarrollo y presencia del inductor. Los conjuntos de mayor tamafio se observan
al comparar EV y PRE en presencia de AT, y al comparar AT y SAT en EV. Por
otro lado, se han identificado algunos genes que podrian tener importancia
bioldgica, sin embargo, para tener una vision mas integradora se evaluaron los

conjuntos en su totalidad mediante analisis de sobrerrepresentacion (ORA) o

61



conjuntos de genes con patrones de expresion correlacionados mediante

WGCNA.
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Figura 10. Analisis de expresion diferencial de genes al comparar las condiciones EV y PRE, y la presencia o ausencia de 0.1% AT. Se considero
como genes diferencialmente expresados (DEGs) aquellos que cumplen con los criterios de [Fold Change| > 2, y p-ajustado < 0.05. Los genes
sobreexpresados (en EV con respecto a PRE, 3A' Y 3B; o AT con respecto a SAT, 3C y 3D) se muestran en rojo, y los reprimidos, en azul (A)
Grafico de volcan en la comparacion EV y PRE, ambos en presencia de AT. (B) Grafico de volcan en la comparacion EV y PRE, ambos en

ausencia de AT.

63



. 25+ .
. i, TsM_000870600 i, TsM_000060900
TsM_000015200 1 TsM_000807100
TsM_OOOGSé\SOO
. ! i
TsM_000701300 : TsM_001026000 20
i, TsM_000045700 TsM_001147100 ;
o TSM_000443900 _ 111 000677400 TsM_ 000004400,
) : ]
TsM_000016400 :
: 151 T :
sM_000859000 ! TsM_000724800
° ' ° ' 4
o H o '
% ' % :
-1 ' 3 : TsM_000899900
R b : S
> . > TsM_000539300 "
= : S : :
= ! > / i / : TsM_000875900
S] . S 104 TsM_000969500 : TsM_000378900 |
- , < = : :
. :
51 : . I
H i :
: ; :
b ! 54 E
y ; ¢
3 4
: H .
....................................... L WK LT T ]
Y X A T3 S W, LS L Y - T VR 3 A SR
: ;
0 i 0
T = T = T T T = T = T
-4 0 4 -4 2 0 2

Log; fold change Log, fold change

Figura 11. Analisis de expresion diferencial de genes al comparar las condiciones EV y PRE, y la presencia o ausencia de 0.1% AT. Se considero
como genes diferencialmente expresados (DEGs) aquellos que cumplen con los criterios de [Fold Change| > 2, y p-ajustado < 0.05. Los genes
sobreexpresados (en EV con respecto a PRE, 3A Y 3B; o AT con respecto a SAT, 3C y 3D) se muestran en rojo, y los reprimidos, en azul. (A)

Grafico de volcédn en la comparacion AT+ y AT- ambos, en la fase de desarrollo EV. (B) Grafico de volcan en la comparacion AT y SAT ambos
en la fase de desarrollo PRE.
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Figura 12. Analisis de expresion diferencial de genes al comparar las condiciones EV y PRE, y la presencia o ausencia de 0.1% AT. Se considerron
como genes diferencialmente expresados (DEGs) aquellos que cumplen con los criterios de |[Fold Change| > 2, y p-ajustado < 0.05. (A)
Comparacién de los DEGs de EV con respecto a PRE en presencia y ausencia del inductor de evaginacion. (B) Comparacion de los DEGs al
comparar AT y SAT en EV y PRE.
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4. El analisis de sobrerrepresentacion (ORA) de DEGs permitio identificar
categorias funcionales GO al comparar fases de desarrollo y la presencia del
inductor de evaginacion
El analisis de sobrerrepresentacion permite evaluar todas las categorias
funcionales estadisticamente representativas en el conjunto de DEG. Se
evaluaron las categorias funcionales GO pertenecientes a la ontologia de
procesos biologicos (BP). La figura 13 contiene los términos GO con
redundancia reducida (se mantiene la categoria funcional con mayor
significancia estadistica entre categorias redundantes), mientras que la figura 14
representa todos los términos obtenidos en el andlisis como nodos y su grado de

redundancia dado por las interconexiones entre estos.

Al evaluar EV vs. PRE, tanto en presencia como ausencia de AT, los términos
GO enriquecidos para la condiciéon EV fueron “Proceso basado en microtubulos”
y “Estabilizacion del potencial de membrana” (Figuras 13 y 14). En el caso del
primero, los genes enriquecidos corresponden a tres secuencias “no nombradas”
(es decir, no caracterizadas o sin un nombre funcional no asignado) que poseen
dominios de la superfamilia de cadenas ligeras de dineina, dos proteinas de
tegumento y cuatro cadenas ligeras de dineinas (Figura 15C). En el caso del
segundo término GO, solo se encontraron tres secuencias no-nombradas que no
poseen ortdlogos identificados (la anotacion de dos de ellas fueron obtenidas por
homologia con Hymenolepis diminuta y Taenia asiatica de la secuencia restante;
esta ultima TsM_ 000953600, aparentemente tiene elementos transmembrana y
secuencia sefal anotadas) y un canal de potasio de la familia Twik (Tandem of

P domain in a Weak Inward rectifying K* channel). Por otro lado, los tres
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términos GO enriquecidos para la condicion PRE tanto en presencia como
ausencia de AT fueron “Organizacion de la matriz extracelular”, “Transporte
transmembrana de ion sodio” y “Comportamiento exploratorio locomotor”
(Figuras 13 y 14). En el caso del primero (Figura 15F), se encuentran siete
secuencias codificantes de fibras de colageno. En el caso de “Transporte
transmembrana de ion sodio” (Figura 8H) se encuentran dos transportadores de
ion cloro-bicarbonato dependientes de sodio, un transportador de sodio-
bicarbonato electrogénico, el transportador de fosfato dependiente de sodio 2, un
receptor de glutamato, y dos secuencias no nombradas (TsM_ 000209200 con
dominio plicistina y TsM_000940900 con dominios de receptor ionotropico de
glutamato). En el caso de “Comportamiento exploratorio locomotor”, este
término GO guarda alta redundancia con el término “Transporte transmembrana
de ion sodio” y sus elementos son los dos transportadores de ion cloro-
bicarbonato dependientes de sodio y un transportador de sodio-bicarbonato
electrogénico mencionados anteriormente, ademas de una proteina dipeptidil-

aminopeptidasa.

Al comparar EV y PRE unicamente en presencia de AT, en EV el término
“Proceso catabolico de nucledtidos” guarda alta redundancia con “Regulacion
positiva de coagulacién sanguinea”, “Comunicacion celular” y “Proceso
biosintético de pequefias moléculas que contienen nucleobases”. Este ultimo
contiene cuatro transcritos que codifican a proteinas ectonucle6tido
pirofosfatasa-fosfodiesterasas (en particular enpp-4) identificados como genes
altamente sobreexpresados en el andlisis de expresion diferencial.

Adicionalmente, dos transcritos del metabolismo de glucosa: piruvato quinasa 'y
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fructosa bifosfato aldolasa. Ademas, un transcrito no nombrado,
TsM 001059000, ortoélogo de la ectonucleodtido pirofosfatasa-fosfodiesterasa 5
(enpp-5) de T. asiatica. Otro término enriquecido y de baja redundancia es
“Proceso catabdlico xenobiotico” (Figura 15G), compuesto por la
dihidropirimidina  deshidrogenasa de NADP, beta ureidopropionasa,
tioredoxina-glutation reductasa, uridina fosforilasa-1, acetilcolinaesterasa y la
secuencia no nombrada TsM_001220200, ortélogo de la proteina con dominio

CO-esterasa de Mesocestoides corti.

En el caso de los términos enriquecidos en PRE en presencia de AT, un grupo
de términos GO de alta redundancia estdn representados en su mayoria por
“Regulacion positiva de locomocion” (Figura 14 y 15B), el cual contiene a dos
ATPasas de transporte de calcio, un ortdlogo de unc-80, heparan sulfato
especifico de la membrana basal, fibulina-2, la tirosina quinasa Fyn, y cuatro
proteinas no nombradas (TsM_000475600, con dominios ATPasa de transporte
de cationes; TsM 000521200 y TsM_ 000756300, con dominios tipo
fibronectina-III; TsM_000903300, con dominio de tipo UNCS80). Otros términos
GO enriquecidos son “Deteccion de estimulos mecanicos” (constituido por tres
proteinas piezo-2, dos proteinas policistina-2, y dos proteinas no nombradas:
TsM_000480701 con dominio tipo PIEZO y TsM_ 000882800 ortdlogo de RUN
en Echinococcus granulosus), “Transporte de &acidos monocarboxilicos”
(constituido por el transportador monocarboxilato-1, la serina-treonina quinasa
PAK3, y cuatro proteinas no nombradas: TsM_000068500, compuesta por un
unico exon y ortdlogo a una proteina secretada por Hydatigera taeniformis;

TsM 001117600, con dominio de la superfamilia de transportadores MFS;

68



TsM 001232000, con dominio SKIP en un ortélogo en Echinostoma caproni,
TsM 001232100 una proteina con un unico segmento trasmembrana predicho)
y “Adhesion celular” (anosmina-1, proteina supresora de metastasis-1, la
proteina de leucemia mieloide:linfoide o linaje mixto, y siete secuencias no
nombradas: TsM_ 000594300, con ortdélogo en Hymenolepis nana con dominio
PDZ, TsM 000665000 con dominios anosmina-1 y fibronectina-III;
TsM_000944100, sin ortdlogos ni dominios funcionales anotados;
TsM_000963100, con dominio PDZ; TsM 000963200, con dominio PDZ;
TsM_000963300, con dominio Par3/HAL; TsM_001209500, con secuencia
sefial, dominios ricos en cisteina tipo Frizzled, segmento transmembrana y

dominio quinasa).

Una categoria funcional comun a la presencia de AT tanto en EV como en PRE
es “Glicosilacion de proteinas” (Figura 13, Figura 14, Figura 15D). Este contiene
dos transportadores de cloro-bicarbonato dependientes de sodio, un
transportador electrogénico de sodio-bicarbonato, dos glicoproteinas 3-alfa-L-
fucosiltransferasa A, beta-13-n-galactosiltransferasa, la proteina Niemann-Pick-
Cl1, la glucuronosiltransferasa sgv-8, y dos secuencias no nombradas:
TsM_000164900, un ortdlogo de hexosil-transferasa de E. granulosus;
TsM_001220900, una secuencia de un unico exon, ortélogo a una proteina con

dominios Tnp4 en H. taeniformis.

Estas observaciones sugieren que, tomando Unicamente en cuenta DEG, la

transicion de PRE a EV, independientemente de la presencia de AT, induce

cambios en la organizacion de la matriz extracelular y expresion de
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transportadores i6nicos. Por otro lado, en la fase EV se favorece la expresion de
proteinas asociadas al trafico por microtubulos y transportadores ionicos. EI AT,
en la transicion de PRE a EV, induce la expresion de genes asociados a
glicosilacion de proteinas, locomocion y adhesion celular. Mientras tanto, en la
fase EV en presencia de AT, se favorece la expresion de genes asociados al

metabolismo de nucledtidos y carbohidratos, y estrés oxidativo.
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En el caso de los DEG en EV al comparar la presencia y ausencia de AT, y los
DEG en PRE al comparar la presencia y ausencia de AT, no se encuentran

términos GO comunes (Figura 16 y 17).

Los términos GO enriquecidos en EV en presencia de AT son “Glicosilacion de
proteinas” (Figura 18E, el cual contiene a Beta-1,3-galactosiltransferasa, dos
beta-13-n-galactosiltransferasas, la proteina tipo exostosina-3, dos secuencias de
UDP-GIcNAc:betaGal-beta-1,3-N-acetilflucosaminiltransferasa-9, la
glucuronosiltransferasa sqv-8, y tres proteinas no nombradas: TsM 000550700,
con un Unico dominio transmembrana; TsM_000099500 y TsM_000087900, de
un Unico ex6n con dominios glicosiltransferasa), “Regulacion positiva de la via
JNK” (el cual contiene Ankirina, Sintenina-1, serina-treonina quinasa N2,
proteina de muerte celular programada-6, dpak-1, gap-2, mapkkk-5, el factor de
crecimiento de tejido conectivoy TsM 000272100, con dominio PDZ y ortélogo
de la guanilato-quinasa de membrana de E. granulosus) (Figura 7A) y

“Transporte transmembrana de ion sodio”.

Los términos GO enriquecidos en EV en ausencia de AT son “Organizacion de
la matriz extracelular” (Figura 18B), constituido por colageno de tipo-II,
colageno de tipo-XI, dos secuencias de colageno-alfa 2 de tipo I, una secuencia
de colédgeno de tipo-V y heparan sulfato de la membrana basal; “Morfogénesis
de la epidermis” y “Adhesion homofilica celular mediante moléculas de adhesion

de la membrana plasmatica”.
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En el caso de PRE en presencia de AT, se obtuvo “Via intrinseca de apoptosis en
respuesta a estrés en reticulo endoplasmatico” (Figura 18A) (Xaa-Pro-
aminopeptidasa, gap-2, la secuencia no nombrada con un dominio
transmembrana TsM_ 000733900, y TsM 001043600, un ortélogo de la proteina
gap-2 de E. granulosus). Esta categoria funcional posee alto grado de
redundancia con un grupo grande de términos GO propios de PRE AT (Figura

6B).

Adicionalmente, “Heterooligomerizacion de proteinas” (Figura 18F) no se
encuentra dentro de este grupo de alta redundancia (Figura 10). Esta categoria
funcional se compone de cuatro secuencias no nombradas: TsM_000222200 y
TsM_000222300, con dominios CBS; TsM_ 000272100, con dominio PDZ y
ortologo de la guanilato-quinasa de membrana de E. granulosus;
TsM 000859000, con un tnico exdn, ortdlogo de la GTP ciclohidrolasa de T.

asiatica).
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Figura 18. Mapas de calor de las categorias funcionales (A) Via intrinseca de apoptosis en respuesta a estrés en reticulo endoplasmatico, (B)
Organizaciéon de la matriz extracelular, (C) Regulacion positiva de la via JNK, (D) Regulacion positiva de neurogénesis, (E) Glicosilacion de
proteinas y (F) Heterooligomerizacion de proteinas. A, C, E y F son categorias funcionales favorecidas por efecto de 0.1% AT en EV respecto a
PRE. B y D son categorias funcionales cuyos genes se reprimen después de la evaginacion en presencia del inductor.
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5. El analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) permitio
identificar términos GO, cuyos genes poseen cambios de expresion sutiles,
enriquecidos de acuerdo con la fase de desarrollo y la presencia del inductor
de evaginacion
A diferencia del analisis de sobrerrepresentacion, el analisis de enriquecimiento
de conjuntos de genes (gene set enrichment analysis, GSEA) utiliza los valores
de expresion de todos los genes secuenciados, independientemente de si se
encuentran diferencialmente expresados. Esto permite encontrar términos GO
enriquecidos asociados a las condiciones experimentales que poseen genes cuya
expresion cambia de manera discreta a lo largo del transcriptoma. Para ello se
tomo el estadistico de Wald como métrica de ordenamiento, dada su
proporcionalidad con la magnitud de expresion y la significancia estadistica de

cada gen.

Al comparar EV y PRE en presencia de AT (Figura 19) se encontr6 que en EV
con respecto a PRE prevalecen términos asociados a regulacion
postranscripcional y postraduccional de la expresion de gene (“Corte y empalme
de mRNA, via spliceosoma”, “Proceso catabdlico de proteinas dependiente de
ubiquitina mediado por el proteosoma”, “Proceso catabodlico de proteinas
dependiente de ubiquitina mediado por el proteosoma”, “Proceso de biosintesis
de péptidos”, “Terminacion de traducciéon mitocondrial”, “Elongacion de
traduccion  mitocondrial”’,  “Exportacion de mRNA del ntcleo”,
“Deubiquitinacién de proteinas”), ademds de procesos celulares amplios como
“Regulacion positiva de actividad dependiente de ATP” (conformado

mayormente por cadenas ligeras de dineina), “Proceso catabdlico celular”
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(altamente genérico; agrupa genes asociados a vias del metabolismo de glucosa,
nucledtidos y sintesis de proteinas), “Regulacion positiva de actividad hidrolasa”
(compuesto mayormente por cadenas ligeras de dineina), “Ensamblaje de
cuerpos multivesiculares” (caracterizado por las proteinas endosomales Rabl1a
y SNF8 - componente del complejo de distribucion endosomal ESCRTII),
“Localizacion de complejos ribonucleoproteicos” (conformado por transcritos
asociados al poro nuclear, proteinas de union a RNA, proteinas asociadas a
complejos ribonucleoproteicos del spliceosoma, proteinas Ran - GTPasas
pequefias asociadas al transporte entre nucleo y citoplasma y al establecimiento
del huso mitético), “Establecimiento de destino celular” (proteina de unién a Rho
p21, Mab-21, SmadA, proteina del sindrome neural de Wiskott-Aldrich),
“Localizacion de complejos que contienen proteinas” (con alta redundancia al
término “Localizaciéon de complejos ribonucleoproteicos™), “Ensamblaje de
nucleosoma” (caracterizado por proteinas de union a histonas, paralogos de las
histonas H2B y H4, ademas de una proteina con bromodominio adyacente a un
dominio de dedo de zinc) y “Autofagia” (consistente de secuencias codificantes
de la serina-treonina fosfatasa 2A PP2A y la proteina de fusion de vesiculas Nsf).
Por ende, en los términos GO enriquecidos en EV y no en PRE en presencia de
AT prevalecen, en su mayoria, procesos anabolicos. Estos se caracterizan por la
expresion de genes, exportacion de RNA, splicing de mRNA y la sintesis,
localizacion y reciclaje de proteinas. Ademads, genes del metabolismo de

nucledtidos y glucosa se encuentran altamente expresados.

Por otro lado, en el estadio PRE con respecto a EV en presencia de AT (Figura

19) prevalecen procesos asociados a la actividad de elementos genéticos moviles
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(“Proceso de biosintesis de DNA mediada por RNA”, “Integracion al DNA”),
desarrollo del sistema nervioso (“Organizacidon sinaptica”, “Diferenciacion de
células neuroepiteliales”, “Transmision sinaptica colinérgica”), transporte a
través de membrana (“Importaciéon de ion calcio a través de membrana”,
“Transporte de acidos monocarboxilicos”, “Regulacion del transporte
transmembrana del ion sodio”), ademds de “Adhesion homofilica celular
mediada por moléculas de adhesion de membrana”, “Determinacion de simetria
derecha/izquierda” (redundante con “Motilidad de espermatozoides flagelados”
el cual presenta dineinas ciliares propias de células flageladas), “Organizacion
de la matriz extracelular” (coldgeno), “Deteccion de estimulos mecénicos”
(proteinas PIEZO y Policistinas), “Homeostasis de estructuras anatdémicas”,
“Regulacion negativa de peptidil-cisteina-S-nitrosilacion”, “Regulacion
negativa de la via de sefializacion mediada por opsinas”, “Regulacion del ciclo
celular en la transicion de la fase G1/S” (caracterizado por ATPasas de la
membrana plasmatica de calcio, redundante con la categoria funcional
“Importacion de ion calcio a través de membrana”). Por ende, en PRE en
presencia de AT vy, a diferencia de EV, prevalece la activacion de sistemas de
regulacion génica mediada por elementos genéticos moviles, aumento del
transporte de iones y moléculas pequefias, diferenciacion de células

espermaticas, formacion de matriz extracelular y deteccidon de movimiento.

En ausencia de AT, en EV con respecto a PRE (Figura 20) permanecen (segiin
la presencia de AT) los términos asociados a la sintesis de proteinas (“Proceso
biosintético de péptidos”, “Proceso de biosintesis de amidas” (altamente

redundante con el término anteriormente mencionado), ‘“Traduccién
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citoplasmatica”, “Iniciacion de la traduccion”, “Proceso catabolico de mRNA
transcrito en el nucleo, degradacion mediada por mutaciones sin sentido”
(conteniendo proteinas asociadas al complejo ribonucleoproteico del ribosoma),
“Localizacion de proteinas en membrana mediada por SRP”, “Ensamblaje de
subunidad menor del ribosoma”, “Localizacion de complejos
ribonucleoproteicos™) y el término altamente redundante, “Proceso catabolico
celular” (el cual incluye en su mayoria genes pertenecientes a los términos
anteriormente mencionados ademas de genes asociados al metabolismo de
glucosa y nucleotidos). En este ultimo, cabe mencionar cohesina, la subunidad

del complejo promotor de la anafase, catepsina-B y la proteina Pelota.

En el caso del contraste en EV_SAT con respecto a PRE_SAT, los términos GO
comunes a la comparacion EV_AT con respecto a PRE_AT estan relacionados
al transporte transmembrana (“Regulacion de la plasticidad sinaptica”
incluyendo ATPasas transmembrana de calcio, “Importacion de ion calcio a

través de membrana”).

82



Enrichment Analysis
MRNA splicing, via spliceosome

proteasome-mediated ubiquitin-dependent proten catabolic process

|

.-.--..-----..‘-.-.'-.....l‘-.-.llll-.|lll-'.-l..-l-'-.I..-II

RNA templated DNA biosynthetic process

‘-

positive reguiation of ATP.dependent dctivity

homophilic cell adhesion via plasma membrane adhesion molecules i

J

DNA integration

celiular catabolic process
HyNApse organization
posiove reguiation of hydrolase activity

determination of left/nght symmetry

P e I e

l

Qlum lon Import across plasma membrane
peptide blosynthetic process

multivesicular body assembly

mitochondeial translational termenation
mitochondrial translational elongation
neuroepithebal cell differentiation

nbonucieoprotesn complex localization

-
<

»
-]

protein deubiquitination

[

MRNA export from nucieus
amide biosynthetic process

cell Fate commitment

I

B .....cc...... . .......... 85

monocarboxyc acd ranspor

I

positive regulation of locomotion

protein-containing complex locallzation
nucleosome assembly

extracefular matrix organization
detection of mechanical stimulus

flageliated sperm motility

1

anatomical structure homeostass

SYNapUC transmission, cholinergic

asutophagy

negative reguiation of peptidyl-cystene S-nerosylation
regulation of sodwm ion transmembrane transport
negative regulation of opsin-mediated signaling pathway

regulation of cell cydde G1/5 phase transition

R Y

8 6 4 2 0 2
10g;0(p ~value)

.
o«
o«

Figura 19. Analisis de enriquecimiento por GSE. Se muestran las categorias funcionales
estadisticamente significativas (p-ajustado < 0.05). Comparacion de categorias funcionales con
un score de enriquecimiento positivo (EV, rojo) o negativo (PRE, gris) en presencia de 0.1%
AT.
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Figura 20. Analisis de enriquecimiento por GSE. Se muestran las categorias funcionales
estadisticamente significativas (p-ajustado < 0.05). Comparacion de categorias funcionales con un score
de enriquecimiento positivo (EV, rojo) o negativo (PRE, gris) en ausencia de 0.1% AT.
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Estas comparaciones permiten determinar las categorias funcionales
enriquecidas en la transicion entre PRE y EV, es decir, lo que ocurre antes y
después de evaginar el escolex. En estos resultados, existe consistencia en los
procesos que se dan en EV y no en PRE, tanto en presencia como ausencia de
AT. Esto no ocurre al evaluar los procesos en PRE que no se dan en EV, tanto
en presencia como ausencia de AT. Es posible que esto se deba a queel AT
induce mayor variacion funcional en el grupo PRE que en el grupo EV. Por ello,
para determinar los procesos inducidos por el AT que se aprecian en el grupo EV
y, particularmente, que afectan al grupo PRE, se determinaron los términos GO
enriquecidos en presencia de AT con respecto a su ausencia en ambas fases de

desarrollo (Figura 21 y 22).
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Figura 21. Analisis de enriquecimiento por GSE. Se muestran las categorias funcionales

estadisticamente significativas (p-ajustado < 0.05). Comparacion de categorias funcionales con
un score de enriquecimiento positivo (+AT, rojo) o negativo (-AT, gris) en individuos EV.
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Figura 22. Analisis de enriquecimiento por GSE. Se muestran las categorias funcionales
estadisticamente significativas (p-ajustado < 0.05). Comparacion de categorias funcionales con un score
de enriquecimiento positivo (+AT, rojo) o negativo (-AT, gris) en individuos PRE.
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Al evaluar en EV las categorias funcionales enriquecidas solo en presencia de
AT (Figura 21), y que por lo tanto estarian inducidas por AT con respecto a PRE,
se encontraron términos asociados a secrecion (“Ensamblaje de cuerpos
multivesiculares”, “Salida de virus mediante el complejo endosomal de
distribucion requerido para transporte, ESCRT”, “Regulacion positiva de
secrecion de exosomas”, “Regulacion positiva del ciclo de vida viral” con
secuencias que codifican proteinas de cuerpos multivesiculares endosomales,
“Regulacion de duplicacion del centrosoma”), degradacion de proteinas
(“Ubiquitinacion asociada a K48, “Regulacion positiva del proceso catabolico
proteosomal dependiente de ubiquitina”), “Corte y empalme de mRNA mediado
por el spliceosoma” (Potenciado por el inductor), “Plegamiento de proteinas”
(caracterizado por proteinas de la familia HSP e isomerasas de puentes

disulfuro).

Adicionalmente, algunos procesos enriquecidos en EV con respecto PRE
independientemente de la presencia de AT (Figura 19 y 20), se encuentran
enriquecidos en ausencia de AT con respecto a su presencia en individuos EV
(Efecto represor del AT en EV vs. PRE). Estos procesos se asocian a la iniciacion
de la traduccién y localizacion de proteinas (“Traduccion citoplasmatica”,
“Localizacion de proteinas en membrana mediada por SRP”, “Localizacion de
proteinas”, “Iniciacion de la traduccidon’), ademas de “Organizacion de la matriz
extracelular” y “Adhesion celular homofilica mediante moléculas de adhesion de

la membrana plasmatica”.
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Independientemente de la transicion de PRE a EV, en EV el AT reprime “Proceso
biosintético de DNA con molde de RNA” y favorece la regulacion negativa de
las vias MAPK y JNK (“Regulacion negativa de la cascada JNK”, “Regulacion
negativa de la cascada MAPK activada por estrés”; ambas categorias de alta
redundancia con sobreexpresion de la GTPasa pequefia Ral, PP1B, unc-97 y la

serina-treonina quinasa RAC, también conocida como Akt).

En el caso de PRE, al evaluar los procesos reprimidos por AT (Figura 15), se
encuentran “Transporte de péptidos” (ademas del término redundante
“Transporte intracelular de proteinas™), “Regulacién positiva de actividad
dependiente de ATP” (compuesto mayoritariamente por dineinas),
“Organizacion de botén terminal” (Neurexina-4, SMU-1, VAMP, subunidades
beta de actina), “Regulacion del crecimiento celular” (subunidad alfa-2 AMPK,
PI3K, subunidad alfa de CAMK-II, PUF-60), “Transduccién de sefiales por
proteinas Rab” (Rab-3, 4A, 4B, 10, 11A, 14, 27A y un inhibidor de la disociacion
de GDP en Rab), procesos asociados al citoesqueleto de actina (“Regulacion
positiva de la polimerizacion de filamentos de actina”, “Morfogénesis del
epitelio embriodnico” y “Regulacion positiva del ensamblaje de filopodios™ con
alta redundancia en los genes que codifican PKC, subunidad 2 de Arp2/3,
Fascina-2, PAK p21 con uniéon a Rho, proteina de interaccién con la quinasa

Ab).

En el caso de los procesos inducidos por AT en PRE (Figura 22), se encuentran

“Regulacion negativa de la migracion de células endoteliales”, “Traduccion
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citoplasmatica” (conformado por proteinas ribosomales mayoritariamente),
“Regulacion positiva de la quinasa JUN” (MAPKKK-5, serina-treonina proteina
quinasa N2, Ras gap-2, PAK-3, Syn-GAP, proteina con dominios Pleckstrina y
FYVE, Axina; con redundancia con los términos “Fosforilacion de IkB”,
“Apoptosis de células endoteliales”, “Proceso especificador de patrones” (este
ultimo incluye una proteina tipo unc-4), “Cascada de senalizacion VEGF-2",
“Formacion de tubo”, “Regulacion negativa de TLR-4”), “Regulacion negativa
de la cascada de senalizacion mediada por opsinas” (Proteinas tipo Tubby, DAG

quinasa, fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato fosfodiesterasa beta-4).
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6. WGCNA permitio identificar modulos de genes cuyos patrones de expresion
se encuentran correlacionados y se asocian a la fase del desarrollo EV o la
presencia de AT
El GSEA permiti6 obtener informacién de conjuntos de genes asociados a una
funcion bioldgica de acuerdo con sus términos GO. Sin embargo, esto no permite
identificar genes cuya expresion se pueda estar regulando de manera conjunta
independientemente de las funciones bioldgicas que asumen. Para ello, se utilizo
WGCNA para identificar mdédulos de genes con patrones de expresion similares
y se asociaron estos modulos mediante correlacion a las fases de desarrollo y a

la presencia del inductor.

Este analisis permiti6 identificar 24 modulos de genes identificados por colores
(Figura 23A). Al correlacionar la expresion de cada méddulo con el efecto del
AT, se identificaron los modulos amarillo, negro, verde y salmon (Figura 23B).
Al correlacionar la expresion de cada modulo con la fase de desarrollo EV, se
encontrd correlacion positiva con los modulos azul y verde amarillento, y
correlacion negativa con los modulos, turquesa, marron, verde y azul noche
(Figura 23B). Para cada variable de disefio (fase de desarrollo y presencia de
inductor) se analizaron en mayor detalle los tres modulos de mayor valor de
correlacion. En el caso del efecto del AT, se tomd el modulo verde en lugar del
moddulo salmoén a pesar delmayor valor de correlacion de este tltimo, debido a
que el verde presenta valores de correlacion significativos en ambas variables de

disefio.
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Se evalud la correlacion de cada gen con la variable de disefio respecto a su
pertenencia a cada mddulo en los mddulos amarillo (Figura 23C), verde (Figura
23D) y negro (Figura 23E) en el caso de asociacion con AT, y los mddulos azul
(Figura 23F), marrdon (Figura 23G) y turquesa (Figura 23H), en asociacion con
EV. En el caso de una correlacion positiva, los genes en el cuadrante superior
derecho del grafico (alta pertenencia al médulo y asociacion con la condicion
experimental) representan genes de alta interconectividad. Mientras tanto, en el
caso de una correlacion negativa, los genes en el cuadrante inferior derecho
(asociacion negativa con EV y alta pertenencia al mdodulo) representan genes de

alta interconectividad.

Para investigar a mayor profundidad estos moédulos, se realizo un ORA. Se
obtuvo informacion funcional solamente para los modulos amarillo (asociado
con AT, figura 24) y azul (asociado con la fase de desarrollo EV, figura 26). En
el caso del mdédulo amarillo, se obtuvo enriquecimiento funcional de categorias
altamente redundantes, principalmente asociadas a cascadas de quinasas MAPK
y JNK (Figura 25). Algunos genes comunes a la mayoria de estas categorias
funcionales son dpak-1, gap-2, s6k, la subunidad beta 1 de la AMPK, fyn, lamp2,
ral, fer, el transportador de zinc zip-8 y la proteina de interaccion con disabled
de tipo 2. En el caso del mddulo azul, se encontraron los términos redundantes
asociados a la traduccion “Iniciacion de la traduccidon”, “Proceso biosintético de
amidas”, “Localizacion de proteinas a membrana mediante SRP”, “Traduccion
citoplasmatica”, “Proceso biosintético de péptidos”, “Proceso catabolico de
mRNA transcrito en el nicleo, degradacion non-sense”, ademds de la categoria

funcional “Regulacion negativa del transporte intracelular” (Representados por
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los genes Rap-1b, la HSP p36, sinaptotagmina y map-2). Los genes mas
representativos corresponden a proteinas asociadas al ribosoma, factores de

iniciacion de la traduccion y la proteina Pelota (Figura 27).
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Figura 23. WGCNA del 75% de genes con mayor varianza. (A) Dendrograma de los modulos de genes con niveles de expresion correlativa identificados con al menos 30
genes representados por colores. (B) Mapa de calor de la asociacion entre clusteres y condiciones experimentales. Se muestra en cada celda el valor de correlacion de Pearson
para la asociacion del valor propio de cada modulo de genes (eigengenes) y la condicion experimental (presencia de AT o fase de desarrollo), y el valor de significancia
estadistica. (C), (D) y (E) muestran un diagrama de dispersion del valor de asociacion de cada gen con la presencia de AT y el valor de pertenencia de cada gen al modulo
respectivo. Los genes en el cuadrante superior derecho representan genes nodo (4ub) en la red de correlacion de expresion de genes. (F), (G) y (H) muestran un diagrama de
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Heatmap - negative regulation of Ras protein signal transduction
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7. Las redes de asociacion fisica o funcional STRING permiten validar a nivel
de dominios funcionales proteicos las vias representadas en los modulos de
genes obtenidos mediante WGCNA
Se utilizé la base de datos de interaccion y asociacion proteina-proteina STRING
para determinar interaccion funcional o fisica entre los elementos de los mddulos
amarillo y azul. Para ello, a partir de las secuencias de aminoacidos obtenidas
desde WormBase ParaSite se construy6 una nueva base de datos en la plataforma
de STRING. Posteriormente, se evalud la interaccion entre los genes de alta
interconectividad de cada modulo y se realizd un enriquecimiento de términos
Reactome (una base de datos enfocada en vias de sefializacion), GO
(especificamente  los  términos asociados a  funcion  molecular),
COMPARTMENTS (una base de datos de localizacion subcelular) y palabras

clave anotadas en la base de datos UniProt.

Para el modulo amarillo se obtuvo la red de interaccion mostrada en la figura
28A. Las vias enriquecidas (Figura 28B) por Reactome fueron “Influjo de Zinc
por la familia de genes SLC39”, “Transportadores de Zinc”, “Transportadores
de iones metalicos SLC” y “Transporte de sales biliares, dcidos organicos, iones
metalicos y aminas”. Este ultimo conformado por las secuencias
TsM_000927200 (secuencia no-nombrada con dos dominios transmembrana),
TsM_000579500 (ortdlogo al transportador de zinc, SLC39Al) vy

TsM_000066900 (ortologo del transportador SLC39A4).

Adicionalmente, se encontré enriquecimiento de términos de la base de datos

COMPARTMENTS de “Fibras paralelas” y “Complejo proteina quinasa
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activado por nucledtidos”. El minado de palabras clave de la base de datos
UniProt encontro el término “Quinasas”. Por otra parte, los términos GO (en la
ontologia de funcion molecular) enriquecidos corresponden a “Union a

receptores de sefializacion™.

En el caso del modulo azul, se obtuvo una red altamente interconectada de
proteinas (Figura 29A). Al investigar las vias Reactome (Figura 29B) a las cuales
esta red se asocia, se obtuvo enriquecimiento de vias involucradas en la
traduccion de proteinas. Las vias con mayor grado de representacion fueron
“Traduccion dependiente de CAP”, “Inicio de la traduccion en eucariotas”,
“Formacion de subunidades 40S libres”, “Silenciamiento de la expresion de
Ceruloplasmina mediada por L13a”, “Hidrolisis de GTP y union de la subunidad
60S”, “Decaimiento mediado por secuencias nonsense”, “Localizacién de
proteinas a membrana mediado por SRP” y “Traduccion”. En el caso de los
términos de ontologia génica asociados a funcion molecular (Figura 22C), se
encontrd sobrerrepresentados los términos ‘“Constituyente estructural del
ribosoma” y “Actividad de moléculas estructurales”. Asimismo, las palabras
claves de UniProt con mayor representacion (Figura 29D) fueron

“Ribonucleoproteina” y “Proteina ribosomal”.
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Figura 28. Analisis de interaccion y asociacion proteina-proteina mediante la base de datos de STRING y enriquecimiento de vias anotadas en
Reactome. (A) Red de asociacion de proteinas del modulo amarillo (n = 248) representando las secuencias con asociacion funcional o
interaccion fisica predicha. En colores se muestran las proteinas asociadas a términos sobrerrepresentados. (B) Analisis de enriquecimiento de
Reactome, GO (Funcion molecular), COMPARTMENTS (localizacion celular) y palabras clave anotadas (UniProt) para las proteinas del
modulo amarillo representadas en la red de asociacion e interaccion.
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8. Los mddulos asociados al acido taurocolico y la fase EV contienen genes que

codifican factores de transcripcion

Los genes de los médulos amarillo (asociado a AT) y azul (asociado a la fase
EV) por su alto grado de correlacion a nivel de expresion génica, pueden estar
coregulados por uno o varios factores de transcripcion comunes. En el primer
caso se trataria de factores de transcripcion activados por efecto del AT y
asociados a la via MAPK, mientras que en el segundo se esperaria encontrar
factores de transcripcion que orquestan la expresion de genes asociados a la

traduccion y biogénesis ribosomal en el estadio EV.

Para determinar su presencia, se filtraron los genes asociados a las categorias
funcionales dentro del dominio de funcién molecular “Actividad de factores de
transcripcion de union a DNA, especifico a RNA polimerasa-11" (GO:0000981)
y “Actividad activadora de factores de transcripcion de union a DNA, especifico

a RNA polimerasa-II” (GO:0001228).

En el caso del modulo amarillo asociado a AT, se encontraron 8 secuencias sin
descripcion. Dentro de estas, “TsM 001194500 carece de dominios
identificables. “TsM_000985500”, “TsM 0007989007, “TsM_000571400”
poseen dominios tipo dedos de zinc C2H2. “TsM_001154800 posee dominios
tipo POU. “TsM_001194300” corresponde a una descripcion genérica de un
factor de transcripcion con dominio tipo dedos de zinc C2H2.
“TsM_000067700 es una secuencia ortdloga a cog-1 de C. elegans. Finalmente,
“TsM_ 000643400 corresponde a una secuencia homologa a TFAP-4 con

dominios tipo bHLH (basic Helix-Loop-Helix) (Figura 30A).
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En el caso del moédulo azul asociado a EV, se encontraron los factores de
transcripcion SmadA y SmadC, la proteina que interacttia con MLX ortologa de
mml-1 de C. elegans, la proteina homeobox tipo BarH-2, la secuencia ortdloga
de hrpk-1 de C. elegans, la proteina inducida por ecdisona 74EF, y el factor de
transcripcion nuclear NFY-A. Dentro de las secuencias sin descripcion, los

ortodlogos de C. elegans daf-19, dro-1, fkh-9 y gldi-8 (Figura 30B).
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Figura 30. Mapas de calor de elementos de GO:0000981 y GO:0001228 pertenecientes al modulo amarillo asociado con AT (A) y al médulo

azul asociado con la fase EV (B).

105



VI.

DISCUSIONES

La evaginacion del escolex es un evento esencial en el desarrollo del estadio adulto
de T. solium. Los resultados obtenidos en este estudio permitieron caracterizar, por
primera vez y a nivel transcriptomico, las diferencias entre cisticercos antes (PRE)
y poco después de la evaginacion del escolex (EV), y permitieron indagar el efecto
molecular de las sales biliares (en el presente caso, el AT) en el proceso de desarrollo

del parasito.

De acuerdo con los andlisis realizados, resulta evidente que la evaginacion del
escolex no es solamente un proceso mecanico, sino que involucra una
reprogramacion molecular compleja que puede ser modulada por el AT. Para ello,
herramientas para el andlisis funcional e integral de los datos de expresion (como lo
son el enriquecimiento funcional de términos GO (ORA y GSEA) y las redes de
coexpresion génica (WGCNA) e interaccidbn proteina-proteina), permitieron
identificar rutas y procesos caracteristicos de cada fase de desarrollo y también

procesos inducidos por AT.

La presente discusion se centra en las implicaciones técnicas de los resultados
obtenidos, los procesos bioldgicos caracteristicos de cada fase de desarrollo y el
papel del AT (Figura 31). Asimismo, se expande la informacion incluyendo genes
candidatos para futuros ensayos a nivel funcional, que permitan identificar los
elementos clave en el desarrollo hacia el estadio adulto, y redefinir a las sales biliares
(concretamente, al AT) como un determinante programado (es decir, un elemento

del hospedero aprovechado evolutivamente por el pardsito como una sefal
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especifica) para la maduracion del parésito y no solo como un elemento adicional

del ambiente dentro del hospedero.
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1. Consideraciones del cultivo y su efecto en el perfil transcripcional de 7.
solium
En el analisis exploratorio no-supervisado inicial, las unicas muestras que no
tienen un agrupamiento consistente de acuerdo con la condicion experimental
son los POST (cisticercos en cultivo durante 120 horas, con el escolex

evaginado) tanto en presencia como ausencia de AT.

La causa de esta heterogeneidad puede ser atribuida a que los organismos no
estan sincronizados en el tiempo de evaginacion del escolex a pesar de iniciar el
cultivo al mismo tiempo. Esto se refleja en que los dos outliers (un AT y un SAT)
se agrupan con los EV SAT tanto en el PCA como en el agrupamiento jerarquico

(Figura 9).

La pregunta por responder es cudl es el minimo tiempo para apreciar una
respuesta al inductor en el cultivo a nivel transcripcional. Es evidente la
diferencia entre los individuos no cultivados y los PRE en PCA y agrupamiento
jerarquizado, sin embargo, es aparente que 6 horas no es tiempo suficiente para
inducir una respuesta fuerte por AT antes de la evaginacion del escolex. Esto se
refleja en la corta distancia entre las muestras PRE AT y PRE SAT por PCA y
agrupamiento jerarquico. Sin embargo, este es tiempo suficiente en cultivo para

encontrar diferencias transcripcionales con respecto a individuos EV.

En correlacion al periodo de cultivo de individuos EV de 24 y 48 horas hasta la
evaginacion, en E. granulosus en cultivo por 24 horas con o sin bilis se pueden

establecer cambios en el perfil transcripcional con respecto a las 0 horas (68).
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Asimismo, otro reporte en el mismo parasito establece diferencias en cultivo con
AT alas 12 horas de cultivo, aunque en este caso se realiza el cultivo en medio

bifasico (52).

Se sugiere por ende, en caso de repetir el experimento, considerar el tiempo de
evaginacion del escolex como criterio de inclusion en el caso de evaluar
cisticercos en cultivo por encima de las 48 horas, o en su defecto, incrementar el
nimero de réplicas biologicas para captar de forma representativa réplicas

atipicas y realizar analisis de expresion diferencial.

Evidencias de la regulacion transcripcional durante la evaginacion del
escolex y la estimulacion por AT

El andlisis exploratorio inicial evidencia diferencias en los perfiles
transcripcionales de cisticercos antes y después de evaginar el escolex.
Adicionalmente, estas diferencias son mas marcadas en presencia de AT (Figura
9). Bajo las caracteristicas de este experimento, que se realizo con RNA extraido
de organismos enteros, solo retirando la vesicula, es imposible determinar la
expresion localizada de los transcritos. Sin embargo, la informacion disponible
de ortologos permite dilucidar los procesos activos en la transicion de PRE a EV

y el efecto del AT.

Dentro del conjunto de genes con mayor diferencia en su expresion al pasar de
PRE a EV se encuentran el gen enpp-4, una fosfatasa alcalina que se
sobreexpresa en presencia de AT; y gp50, que se reprime, independientemente

de AT
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Koziol y colaboradores evidenciaron la expresion localizada de la fosfatasa
alcalina alp-1/2 en las células del tegumento de la capa germinativa del quiste
hidatidico y alp-3 en el sistema excretor de los protoscolices, inducida por la
activacion del parasito E. multilocularis (24). La fosfatasa alcalina
TsM 000911600, sobreexpresada en EV por efecto de AT, es un ortdélogo de
alp-2 de E. multilocularis. ;Qué funcion cumple alp-2 en T. solium? Debido a
su localizacion en E. multilocularis, se puede especular que también en 7. solium
se encuentre a nivel del tegumento del parasito. Su sobreexpresion en una region
con capacidad proliferativa como lo es la capa germinativa del quiste hidatidico
sugiere la formacion de tegumento en una region con capacidad proliferativa en
T. solium, como lo es el cuello (11,90). Es necesario estudiar los genes alp en T.
solium a nivel genémico, como también anatomico y funcional (hibridacion in

situ de montaje completo, WMISH; caracterizacion bioquimica).

El gen enpp-4 codifica a la ectonucleotido fosfodiesterasa pirofosfatasa 4, una
enzima de membrana no estudiada en platelmintos involucrada en el
metabolismo de nucledtidos trifosfato y diadenosina polifosfato (91). Su funcién
en el desarrollo de céstodos es desconocida. Sin embargo, en modelos de
biologia del desarrollo de cordados, como X. /aevis, se ha encontrado que su
sobreexpresion en embriones estd relacionada a la formacion de tejidos renales
ectopicos, por lo que tendria un rol en la formacion de tejidos renales como un
receptor (92). Es necesario estudiar la localizacion de estas proteinas en 7. solium
para conocer las implicancias de la expresion de este gen en la morfogénesis del

tejido renal del pardsito.
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Finalmente, el antigeno GP50 es una glicoproteina de membrana anclada por
GPI que es parte del antigeno reconocido por lectina de lenteja utilizada para el
diagnostico de cisticercosis (93). En este caso, se puede sugerir que no seria un
blanco adecuado para el diagndstico de teniasis dado que el presente trabajo
encontrd reduccion en la expresion de la secuencia que codifica dicha proteina

en EV.

Adicionalmente, el AT induce en PRE la expresion de un ortdlogo de una

proteina del tegumento anotada en E. granulosus y E. multilocularis.

Por otra parte, independientemente de AT, se observa represion del factor de
transcripcion TEF-3 en EV. Este es un enhancer (también conocido como
TEAD) asociado a la proteina TAZ, la cual se inhibe al activar la via de
sefializacion Hippo. El complejo TEF/TAZ induce procesos como proliferacion
celular y transicion epitelio-mesénquima (94). La funcion de los factores de
transcripcion TEF en platelmintos es aun desconocida. Sin embargo, en
planarias, se ha evidenciado que el silenciamiento del gen hippo disminuye la
tasa de apoptosis e incrementa la tasa de células entrando en el ciclo celular. A
pesar de ello, las células se encontraron detenidas en fase M y adicionalmente se
redujo el nimero de células diferenciadas (95). La disminucién en su expresion
podria ser un indicio de incremento en la actividad proliferativa propia del

desarrollo y morfogénesis hacia el estadio adulto del parésito.

112



Adicionalmente, se detectd represion de Enolasa-C, la enzima de la via
glicolitica que cataliza la transformacion de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato.
El ortdlogo de esta secuencia en S. mansoni (Smp 024110) es un producto de
trans-splicing (96). En T. solium se desconoce si esta secuencia sufre trans-

splicing y si este mecanismo es responsable de la represion mediada por AT.

Los procesos biologicos asociados a la evaginacion del escolex y el efecto del

AT

El ORA permiti6 encontrar funciones sobrerrepresentadas en el conjunto de
genes diferencialmente expresados y el GSEA permitié encontrar funciones
sobrerrepresentadas cuyos genes poseen cambios transcripcionales sutiles y
generalizados. WGCNA permitié agrupar genes de acuerdo con su perfil
transcripcional cuyas funciones fueron validadas posteriormente en redes de
interaccion proteina-proteina. Cada una de estas herramientas ofrece
informacion Unica que es corroborada entre si, lo cual permite establecer un
panorama claro de los cambios transcripcionales ocurridos en el parasito antes y
después de la evaginacion del escolex en presencia o ausencia de AT. Esto
permite describir los procesos y rutas activas, ademas de identificar genes clave
cuya funcioén resulta crucial en condiciones fisioldgicas para la transicion hacia

el estadio adulto de 7. solium.

3.1. Adaptaciones estructurales: la formacion de tegumento en PRE

A pesar de la ausencia de estudios en céstodos, se sabe que el tegumento es

una estructura que actGa como captadora de nutrientes apoyada
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3.2

principalmente sobre células musculares y componentes de la matriz

extracelular, que componen una membrana basal (1).

Los cisticercos PRE, tanto en presencia como ausencia de acido taurocolico,
exhiben sobreexpresion de genes asociados al término GO “Organizacion de
la matriz extracelular”, especificamente, Colageno II tipo B, Colageno I,
Colageno XI y heparan sulfato de la membrana basal. En EV, el AT modula

negativamente la expresion de estos genes.

La sobreexpresion de estos elementos es un indicador del inicio del
crecimiento del tegumento en cisticercos cuyo escoélex aun no ha evaginado.
La formacion de esta estructura es un reflejo del crecimiento del organismo
y su preparacion para la captacion de nutrientes después de la evaginacion

del escolex.

Reprogramacion metabdlica hacia la forma adulta

Dado que el cisticerco y el adulto se hospedan en tejidos con ambientes
diferenciados (musculo esquelético e intestino, respectivamente) es
razonable que la expresion de genes asociados al metabolismo esté sujeta a
la wvariacidbn en la disponibilidad de nutrientes. La caracterizacion
transcriptomica de este trabajo permitid encontrar que el transporte de acidos
monocarboxilicos y absorcion de colesterol son propios de la fase PRE; y el

metabolismo de glucosa, nucledtidos y homeostasis redox de la fase EV.

3.2.1. La expresion de transportadores de monocarboxilato (MCT) en

PRE

Dentro de los transportadores identificados, se encuentran secuencias

ortologas a los mct-1,2,3,4,5,6 y slcf-1 de C. elegans. Este ultimo, al
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3.2.2.

ser reprimido, induce longevidad con una respuesta metabolica similar
a la observada en restriccion calorica. Este fenotipo se caracteriza por
una alta produccion de piruvato, es dependiente de la actividad de la
piruvato deshidrogenasa y evidencia un aumento en el metabolismo
mitocondrial reflejado en mayor produccion de especies reactivas de

oxigeno (97).

La represion de slcf~-1 en EV con respecto a PRE podria significar el
inicio de un cambio en el programa metabolico del parasito
caracterizado por un aumento en el metabolismo mitocondrial hacia el
estadio adulto. Este depende del ciclo de acidos tricarboxilicos o
dismutacion del malato, como se ha caracterizado anteriormente
(1,16,19). Los cambios en la expresion de estos transportadores son
potenciados por el AT. La relacion entre AT y la expresion de MCT

se desconoce.

La expresion de NPC1 y el transporte de colesterol en PRE

Niemann-Pick C1 (NPC1) es una proteina lisosomal que exporta
colesterol del lisosoma a otras organelas. Un estudio previo sobre
ortologos de la proteina en secuencias de céstodos permiti6 identificar
a TsM_000003800, una secuencia ortdloga a NPC1L1 de humanos.
Esta es una secuencia con dominios similares a NPC1 que se expresa
a nivel de membrana y es responsable de la absorcion de colesterol en
el intestino (48). En el presente trabajo se determind que esta secuencia
se encuentra sobreexpresada en el estadio PRE en comparacion a EV.

Adicionalmente, otras secuencias homologas muestran el mismo perfil
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3.2.3.

transcripcional (TsM_000591700, TsM 000245600,
TsM 000659300). Es necesario evaluar su expresion a nivel espacial
para poder confirmar su funcién. Dado que los céstodos son incapaces
de sintetizar colesterol de novo (19), resulta inesperada la disminucién

de su expresion posterior a la evaginacion.

El AT como inductor metabédlico en EV

En cuanto al metabolismo de glucosa, el AT induce la sobreexpresion
en EV de las enzimas piruvato quinasa, fructosa-1,6-bifosfato aldolasa
y galactosa-1-fosfato uridiltransferasa. En cuanto al metabolismo de
nucleotidos, en EV se encuentra sobreexpresada la 3-
ureidopropionasa. Esta enzima cataliza la degradacion de pirimidinas
y se localiza en células musculares estriadas de las paredes del
nematodo C. elegans, y se especula que puede permitir la sintesis de
dipéptidos, como carnosina propios de tejidos musculares (98). De la
misma forma, la NADP-dihidropirimidina deshidrogenasa y citidina

desaminasa, enzimas de la biosintesis y salvataje de pirimidinas.

Las enzimas tioredoxina-glutation reductasas son selenoproteinas que
se encargan de mantener el balance redox de la célula. Esta enzima se
encuentra sobreexpresada en EV Unicamente en presencia de AT. En
E. granulosus se ha comprobado que esta proteina se encuentra a nivel
citosolico y mitocondrial. Ambas isoformas son derivadas de trans-
splicing, donde solo una posee la secuencia sefial mitocondrial (99).
Se desconoce si el mismo mecanismo se da en 7. solium y la secuencia

del SL-RNA. La ausencia de secuencia sefial mitocondrial permite
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establecer que el gen anotado corresponde a la forma citosoélica.
Adicionalmente, otras enzimas relacionadas al balance redox se
sobreexpresan en una forma hiperproliferativa del parasito, en

comparacion con cisticercos comunes (47).

(A qué se debe la sobreexpresion de estos elementos en EV en
presencia del AT? Se podria especular que el AT es una sefial que
indica la presencia de nutrientes, lo cual induce la sobreexpresion de
enzimas asociadas al metabolismo de carbohidratos, vias que se
encuentran integras en el genoma de 7. solium (19). Adicionalmente,
representaria la transicion de un estadio quiescente (cisticerco) a un
estadio metabolicamente activo (adulto). El aumento en el catabolismo
celular requiere un control del balance redox, especialmente a nivel
mitocondrial. Esto se reflejaria en la expresion de la tioredoxina-
glutation reductasa. Esta relacion causal, sin embargo, requiere ser
probada. Por otra parte, el aumento en la expresion de enzimas del
metabolismo de pirimidinas puede ser evidencia de un aumento en el
requerimiento y reciclaje de nucledtidos, producto de proliferacion

celular.

Proliferacion y crecimiento celular en EV

En el contexto del desarrollo al estadio adulto, los céstodos se valen de
la proliferacion celular para el crecimiento y morfogénesis.
Especialmente, posterior a la evaginacion y en el intestino del humano,

T. solium genera miles de progldtides en el proceso de estrobilacion
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(incluyendo tegumento). Cada proglotide contiene aparatos
reproductores masculinos y femeninos, asi como también células
germinales. La proliferacion celular y sintesis de proteinas representarian

un punto de partida para este proceso.

3.3.1. Proliferacion de células somaticas y germinales en EV

Es conocido que los transcritos de histonas se expresan y acumulan en
la fase S del ciclo celular en metazoos (100). Adicionalmente, £2b es
un marcador de células germinativas en proliferacion en E.
multilocularis (25) e H. diminuta (11). En el presente trabajo se ha
encontrado en el término GO “Ensamblaje del nucleosoma”
sobreexpresion de paralogos de 4#2b en el estadio EV respecto a PRE.
Esto resulta en evidencia para proponer un aumento en la tasa de

proliferacion celular en EV.

Por otra parte, TsM_ 000696800, es una secuencia no nombrada
ortologa a asfl-1 y unc-85 de C. elegans que se encuentra
sobreexpresada en EV respecto a PRE. Mutantes en ambas secuencias
en este nematodo son estériles. asfl-/ cumple un rol importante en la
replicacion a nivel de lineas germinales, mientras que unc-85 'y asfl-1
en conjunto regulan la replicaciéon en células somaticas (101).
Determinar la localizacion de este transcrito puede abrir una nueva
ruta en la investigacion de los mecanismos de proliferacion celular,
espermatogénesis y oogénesis de 7. solium. Respecto a la categoria
funcional “Transporte transmembrana de ion sodio”, el transportador

de sodio-fosfato, TsM_000458000, es ortdlogo de 6 secuencias en C.

118



elegans correspondientes a los genes pitr-1,2,3,4,5,6. Concretamente
pitr-1 se expresa en células germinales y es esencial para la produccion
de vitelogenina-2, necesario para la formacion de embriones en este

organismo (102).

3.3.2.La sintesis de proteinas en EV

En ausencia de AT, procesos favorecidos en EV con respecto a PRE
son la biogénesis de ribosomas y la traduccion en el citoplasma (Figura
20, 21). E1 WGCNA revela que el patron de expresion de secuencias
pertenecientes a categorias funcionales asociadas a la traduccion sigue
la misma tendencia tanto en AT como en SAT y guardan correlacion

con el estadio EV (Figura 17B, Figura 23F, Figura 23D).

El aumento en la expresion de proteinas ribosomales y factores de
inicio/elongacion de la traduccion son indicio de mayor biogénesis
ribosomal y podrian indicar mayor sintesis de proteinas. Esto seria
necesario para el crecimiento del parésito al estadio adulto en EV.
RNAseq de protoescolices de E. granulosus inducidos con AT por 12
y 24h evidencia enriquecimiento de la categoria funcional “Actividad
catalitica” la cual contiene un nimero elevado de elementos asociados

con la biogénesis ribosomal (52).

Recientemente, se ha reportado que el albendazol, un farmaco de
benzimidazol usado para el tratamiento de infecciones por céstodos,
tiene como blanco los microtubulos que conectan los citones al
tegumento distal de M. corti. La traduccion se da a nivel de citones

(evidenciada por la localizacion del RNA 18S) y las proteinas
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34.

sintetizadas viajan a través de microtubulos al tegumento distal.
Adicionalmente, el tratamiento con albendazol reprime la traducciéon
en los citones independientemente de la respuesta de proteinas no-
plegadas (UPR) (103). Esta evidencia podria sugerir la biogénesis de
ribosomas en el desarrollo de nuevos citones. Sin embargo, la cinética
ribosomal en céstodos se desconoce. Estudios de localizacion por
WMISH podrian esclarecer si la biogénesis de ribosomas se da

unicamente a nivel de los citones tegumentarios.

Relacion con el entorno, sistema nervioso y sefializacion

La adaptacion al entorno, en concreto el intestino del hospedero, es clave
para el desarrollo del estadio adulto del parésito. En este sentido, la
expresion de genes vinculados a diferenciacion del sistema nervioso,
respuesta sensorial y comunicacion celular se asocian al desarrollo y

fisiologia del parasito.

En este trabajo concretamente, la diferenciacion de neuronas
glutamatérgicas, GABA¢érgicas y motoras podria estar ocurriendo tanto
antes como durante y después de la evaginacion del escolex. Por otro
lado, la deteccion de movimiento y el movimiento en si se estarian

favoreciendo en la fase de desarrollo PRE.

Asimismo, respuestas celulares coordinadas a estimulos requieren
sincronizacion que a su vez estda comandada por cascadas de
sefializacion. En este caso, el AT es un fuerte candidato a inductor de

estas vias.
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3.4.1.

3.4.2.

Transportadores ionicos asociados al sistema nervioso en PRE

De forma independiente a la adicion de AT, en PRE se encuentra
enriquecido el término “Transporte transmembrana de ion sodio”. Los
cisticercos PRE expresan 2 transportadores idnicos de cloro-
bicarbonato dirigidos por sodio, sodio-fosfato ademas de 2 receptores
ionotropicos de glutamato. En el caso de los transportadores cloro-
bicarbonato dirigidos por sodio, TsM 000090300, es un ortélogo de
abts-1 de C. elegans sobreexpresado durante el desarrollo de sinapsis
a nivel de sistema nervioso y la sefializacion inhibitoria GABA (104).
El otro transportador cloro-bicarbonato dirigido por sodio,
TsM 001143100, posee un ortdlogo en E. multilocularis y E.
granulosus, que no ha sido estudiado. Por otro lado, el receptor de
glutamato, TsM_000940800, es ortologo de glr-6 en C. elegans,
expresado en la neurona termosensorial RIA y es importante para la

termotaxis en este nematodo (105).

Las dineinas ciliares en el estadio PRE

Las dineinas ciliares, a diferencia de las dineinas intracelulares, son
responsables del movimiento de cilios y flagelos. Son importantes para
la motilidad y a nivel reproductivo. La categoria funcional
“Determinacion de simetria izquierda-derecha” estd compuesta por
secuencias que codifican elementos del complejo de dineinas ciliares.
Estas se encuentran mayormente expresadas en PRE y el AT potencia

su expresion en este estadio. No han sido estudiadas a profundidad en
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3.4.3.

platelmintos, sin embargo, el knockout de Smed-dc2 en Schmidtea
mediterranea induce un fenotipo de planarias con capacidad motora
disminuida y ausencia de cilios (106). Se desconoce si las microtrichas

de los céstodos estan asociadas a esta clase de proteinas.

La sobreexpresion de PIEZO en PRE

Adicionalmente, como parte del término “Deteccion de estimulos
mecanicos” existe sobreexpresion de genes piezo-2. Las proteinas de
la familia PIEZO son canales i6nicos activados por movimiento. En el
caso de C. elegans se ha demostrado que permiten el movimiento
faringeo durante la alimentacién (107). En céstodos, que carecen de
un sistema digestivo, su funcién es desconocida. Probablemente,
puedan estar asociados a neuronas sensoras con protrusiones
dendriticas, positivas a tubulina acetilada, ubicadas en el tegumento
conocidas como sencilla o bulbo sensorial (21). Es necesario ensayos
de WMISH para determinar la localizacion precisa de estas proteinas

PIEZO.

3.4.4. ACE2 como indicador del desarrollo de neuronas motoras en EV

3.4.5.

Adicionalmente, de forma dependiente de AT, en EV se sobreexpresa
una acetilcolinaesterasa ortdloga a ace-2 de C. elegans. Esta se expresa
en neuronas motoras principalmente (108). Esto refleja mayor
diferenciacion de neuronas motoras producto del crecimiento del

parasito.

La expresion dependiente del AT de elementos de vias de

senalizacion MAPK
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La via de senalizacion MAPK se encuentra conservada en metazoos y
se ha estudiado en el contexto de transmision de sefiales como por
ejemplo citoquinas, factores de crecimiento y hormonas. En el
presente trabajo se encontrd sobreexpresion de mapkkk-5 de manera
dependiente a AT. El rol de esta proteina no se ha evaluado
anteriormente en céstodos, sin embargo, un estudio en E. granulosus
donde se inhibi6 el ortdlogo a esta enzima present6 pérdida completa
de células en la capa germinativa del quiste hidatidico, lo cual
evidenciaria su funcion en células germinativas (109). En el caso del
efecto del AT, se ha demostrado anteriormente en Taenia crassiceps
como otras moléculas derivadas del colesterol (en este caso 17-f-
estradiol) tienen un efecto en la activacion de esta via y la proliferacion
celular (110). Por otra parte, la progesterona induce la evaginacion del
escolex de T. solium (28), aunque se desconoce si de forma
dependiente de la via MAPK. Adicionalmente, se ha demostrado
también que esta via se encuentra activa en una forma

hiperproliferativa del cisticerco de T. solium (111).

Otra secuencia asociada a esta via sobreexpresada en presencia de AT
es gap-2, una enzima que promueve la actividad GTPasa de Ras,
inhibiendo la via MAPK. En C. elegans existen al menos 9 isoformas
con localizacion diferencial (112). En platelmintos no existen estudios

a la fecha de la funcion de esta proteina.

Otras secuencias de la via MAPK sobreexpresadas son pak-21, la
secuencia que codifica a la serina-treonina quinasa N2 y la proteina

quinasa Fyn. Su actividad es dependiente de la abundancia de
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3.5.

transcritos, por lo que son candidatos a estudios funcionales que

verifiquen su localizacion y activacion.

Regulacion génica

Es plausible que la adaptacion al entorno del hospedero y la transicion
entre estadios involucre la reprogramacién molecular del parasito. Por
ello, resulta importante el rol de la regulacion génica a nivel pre y post-
transcripcional. La regulacion compleja y dindmica se caracteriza por la
activacion de elementos genéticos moviles en PRE. Adicionalmente, en
EV la diversidad funcional del transcriptoma del parasito es regulada por

corte y empalme alternativo, asi como también a nivel epigenético.

3.5.1. Activacion de elementos genéticos moviles en PRE

Los céstodos se caracterizan por la ausencia de los genes piwi y vasa,
involucrados en la represion de la actividad de elementos genéticos
moviles. Se desconoce como los céstodos reprimen la expresion de
estos elementos para mantener su integridad genética (57). 26
secuencias sobreexpresadas en PRE poseen dominios transcriptasa
reversa y 4 poseen secuencias de transcriptasa reversa derivado de
retrotransposones. Debido a la pobre anotacion del genoma de T.
solium se desconoce cuantas de estas secuencias pueden encontrarse
activas o corresponder a pseudogenes. Al visualizar su localizacioén en

el genoma, estos elementos se encuentran dentro de secuencias
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anotadas como LTR-1 de la familia 4, flanqueadas por elementos

LTR-1 de la familia 3.

Por otra parte, se han identificado retrotransposones en miniatura no
autonomos denominados ta-TRIM propios de taenidos. En 7. solium
se han encontrado al menos 5 con secuencia completa. Sin embargo,
la calidad fragmentada del genoma disponible impide identificarlos
por completo. Estos elementos se encuentran expresados en gran
magnitud en estadios tempranos del desarrollo de protoescoélices de E.
multilocularis y son caracteristicos de células germinativas, el linaje
totipotente de los céstodos (113). La elevada expresion y actividad de
estos elementos, reflejada en la sobreexpresion de transcriptasas
reversas, podria ser un indicio de un incremento en la poblacion de
células germinativas en individuos PRE. Sin embargo, hace falta
identificar las células en las cuales estas enzimas se expresan para
verificar esta afirmacion. Las secuencias obtenidas en este proyecto
podrian ser utiles para terminar de identificar los elementos ta-TRIM

de T. solium.

Inesperadamente, la expresion de estos genes es reprimida en
individuos EV, especialmente por efecto del AT. La relacion entre la
represion de la expresion de transcriptasas reversas y el AT se

desconoce.

3.5.2. Regulacion epigenética en el estadio EV

La categoria funcional “Ensamblaje del nucleosoma”, muestra la

presencia de un ortélogo de hat-1 (TsM_000505900) y la deteccion de
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una secuencia con bromodominio unido a dedos de zinc (ambas
asociadas a remodelamiento de la cromatina) evidencian regulacion

epigenética de la expresion de genes en el estadio EV.

3.5.3. Corte y empalme alternativo en EV

Transcritos asociados a la maduracion del RNA y splicing se
encuentran sobreexpresados en EV con respecto a PRE. Este efecto es
potenciado por el AT. En este caso, las diferencias en la expresion de
estos genes entre EV y PRE en presencia de AT son mas pronunciadas
que en ausencia de AT. Estas secuencias en su mayoria corresponden
a proteinas Sm de unién a snRNAs Ul, U2, U4, U5 y U6, factores de
splicing, la poli(A) polimerasa alfa y las subunidades de RNA
polimerasa RPB2,3,4,11 y RPABCS. Estas ultimas evidencian un
incremento en la expresion de genes en EV con respecto a PRE (y més

pronunciado por efecto de AT).

Por otra parte, la expresion de factores de splicing y proteinas de union
a snRNAs evidencian un posible cambio de isoformas hacia el
desarrollo al estadio adulto con respecto al cisticerco antes de evaginar
el escolex. Este fendmeno se da por ejemplo en lactato deshidrogenasa
en H. microstoma al comparar estadios adulto y oncosfera (16).
También se ha evidenciado en E. granulosus donde el cultivo en 12,
24h de protoescolices en AT induce splicing alternativo en multiples
transcritos (52). La relacion entre AT y splicing se desconoce.
Adicionalmente, el genoma de referencia disponible en WormBase

ParaSite carece de anotaciones de isoformas (19). Los datos de
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secuenciacion de este trabajo podrian ser utilizados para descubrir

nuevas isoformas y evaluar splicing alternativo.

3.5.4. Reguladores transcripcionales maestros asociados al AT y la fase

EV

El andlisis de WGCNA permitié determinar conjuntos de genes y
funciones con posible regulacion conjunta. Sin embargo, los
enriquecimientos funcionales mediante ORA y STRING no
permitieron capturar secuencias codificantes de factores de
transcripcion. Probablemente, dado que este analisis toma en cuenta el
RNA proveniente de organismos completos, la expresion local de
factores de transcripcion, en regiones anatdmicas determinadas, podria
estar enmascarada. La identificacion de estos permitiria determinar
reguladores maestros transcripcionales que puedan explicar los
perfiles de expresion correlativos en cuanto al conjunto de genes de la
via MAPK asociados al AT, y al conjunto de genes asociados a la
biogénesis ribosomal y traduccion del modulo correlacionado con la

fase EV.

En cuanto a factores de transcripcion asociados al AT, los Unicos
identificados resultan TFAP-4 y la secuencia ortdloga a cog-1. TFAP-
4 es un factor de transcripcion estudiado principalmente en el contexto
del céncer que reprime la expresion del inhibidor de quinasas
dependientes de ciclina, p21, de forma dependiente de c-Myc. Por

ende, la actividad de ambas proteinas en conjunto actia como
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inductores de proliferacion celular (114). Por otro lado, en asociacion
con la proteina Snail, TFAP-4 activa la transicion epitelio-
mesénquima, un proceso tipico del desarrollo embrionario y que en
planarias esta asociado a la regeneracion (115, 116). Por otro lado, en
C. elegans cog-1 es requerido para la formacion de 6rganos del aparato
reproductor, en particular la vulva (117). Se desconoce si su expresion
depende de la via MAPK. Sin embargo, esta via se asocia al desarrollo

de dicho 6rgano (118).

En cuanto a los factores de transcripcion identificados en el conjunto
de genes asociados a la fase EV, resultan interesantes SmadA/C, la
secuencia ortdloga a mml-1 y nfya-1/2. SmadA/C son factores de
transcripcion asociados a la via de sefializacion TGF-B. En T. solium
y T. crassiceps se identificaron dos receptores de esta molécula. Su
adicion in vitro resulta en un incremento en el tamafo del cisticerco
de T. crassiceps y mejora la viabilidad de cisticercos de 7. solium en
cultivo (119). Por otra parte, recientemente se vio que esta via de
sefalizacion permite la replicacion in vitro de células germinativas de
T. solium (120). En E. multilocularis, esta via se asocia a la formacion
de protoescolices (26) y, en cestodos en general, a estrobilacion (29).
Estos resultados guardan relaciéon con marcadores moleculares de

proliferacion celular activos en la fase EV.
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Por otra parte, nfya-1/2 en C. elegans es un sustrato de la via MAPK-
ERK, y su fosforilacion inhibe el desarrollo de la vulva en este
organismo al reducir su afinidad por el DNA (121). Adicionalmente,
su expresion se asocia a la diferenciacion de un tipo de neuronas
sensoriales-motoras (122). Fuera de sus funciones en el desarrollo de
C. elegans, se ha caracterizado su funcion como factor de transcripcion
pionero al facilitar el acceso de reguladores maestros a la cromatina.
Este es esencial en el mantenimiento del estado de células madre
embrionarias al permitir la union de los factores Oct-4, Sox2, Nanog

y Prdm14, caracteristicos de este linaje celular (123).

Finalmente, MML-1 es una proteina de interaccion con MLX, parte de
la superfamilia de factores de transcripciéon Myc. Los platelmintos, al
igual que los nematodos, son los Unicos metazoos que carecen de
ortdlogos de Myc (124). En C. elegans el complejo MondoA (mml-
1)/MLX cumple funciones anélogas a las que cumple el complejo
Myc/Max en la mayoria de metazoos como regulador maestro del
metabolismo de carbohidratos (125, 126). En C. elegans, la pérdida de
mml-1 resulta en reduccién de la longevidad y tanto su transcripcion
como localizacion a nivel nuclear se asocia a menor actividad de la via
de senalizacion mediada por proteinas tipo-insulina o a ausencia de
nutrientes (127). En otros organismos, la funcién de Myc se asocia a
mayor biogénesis ribosomal, sintesis de proteinas y modulacion de la

actividad de las RNA polimerasas I y IIT (128, 129).

129



Estas aproximaciones en otros organismos sugieren un panorama del
proceso de evaginacion del escolex de 7. solium y el efecto del AT
(Figura 32A). En ausencia de AT, la expresion de nfya-1/2, mml-1'y
smad-A/C inducen la evaginacion del escodlex al promover el
crecimiento celular y la sintesis y traduccion de proteinas. El
mecanismo por el cual se estimula la expresion de estos reguladores

es desconocido.

En presencia de AT, se incrementa la actividad de la via MAPK, la
cual modula negativamente a NFYA-1/2. Esto favorece la
diferenciacion de algunos linajes celulares imposibles de determinar
mediante la aproximacioén experimental de este estudio hecho con
RNA proveniente de organismos completos. La via MAPK a su vez
modula la expresion de MML-1, lo cual favorece la sintesis y
traduccion de proteinas y el metabolismo de glucosa. EI AT a su vez
modula mediante un mecanismo desconocido la expresion de TFAP-
4, que en conjunto con MML-1, reprimen la expresiéon de P21
favoreciendo en mayor medida la proliferacion celular. SMAD-A/C
promueve el crecimiento y proliferacion celular de modo

independiente a AT (Figura 32B).
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VII.

LIMITACIONES Y RECOMENDACIONES

El disefio experimental del presente trabajo estd sujeto a que hasta el momento no
existe una descripcion morfologica de la larva metacéstode y su desarrollo hacia el
estadio adulto no estd estudiado. Debido a ello, el criterio de inclusion de las
muestras se baso en el tiempo de cultivo y el estado de evaginacion del escolex. Se
sugiere por ende evaluar marcadores morfolégicos o moleculares que permitan
definir el grupo POST de manera maés precisa, para lo cual se requieren nuevos

cultivos, sistematicos, de etapas posteriores a las 48 h.

Adicionalmente, se utilizaron individuos completos para la extraccion de RNA. Esto
puede enmascarar la expresion posicional de algunos genes (particularmente
factores de transcripcion) asociados a ejes del desarrollo o tejidos altamente
especializados. Para evaluar su expresion localizada, se sugiere utilizar WMISH o
realizar RT-qPCR de regiones especificas del parasito (en el caso de cisticercos con
el escolex ya evaginado; antes de esto, no se pueden seccionar las estructuras en el

interior de la vesicula).

No existen nuevos genomas anotados de 7. solium desde el afio 2013, y este tltimo
es bastante fragmentado (reflejado en un N50 de 68.0 kb) (15). No existen isoformas
anotadas para las secuencias identificadas desde la publicacion de dicho genoma. La
informacion obtenida del transcriptoma analizado en este trabajo se puede beneficiar
y enriquecer con nuevas anotaciones basadas en genomas de alta calidad y
transcriptomica de lecturas largas mediante tecnologias de secuenciacion de tercera

generacion (PacBio, Nanopore).
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La informacién transcriptdmica obtenida puede sugerir, mas no comprobar, la
actividad de algunas vias de sefializacion, por ejemplo MAPK. Es necesaria una
comprobacion funcional del nivel de actividad de la via inducida por AT. Por
ejemplo, es posible evaluar los sustratos fosforilados en la cascada mediante western
blot, comparando fases de evaginacion y presencia del inductor. Complementar la
informacion obtenida con un analisis proteémico puede dar una vista general mucho

mas detallada y precisa.

Adicionalmente, los genes identificados en el presente trabajo son fuertes candidatos
a estudios de localizacion por WMISH. Esto permitird comprender su funcion y rol
en la morfogénesis de los distintos tejidos del parasito. La validacion de la expresion

de estos genes debe realizarse mediante RT-qPCR.
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VIII. CONCLUSIONES

1. Mediante secuenciaciéon por RNAseq se identificaron aspectos clave de la
evaginacion del escolex de 7. solium y el efecto del AT.

2. Los individuos PRE se caracterizan por sobreexpresar genes asociados a
formacion de tegumento, desarrollo del sistema nervioso, movimiento y
deteccion de movimiento, retrotransposones, reprogramacion del metabolismo y
absorcion de colesterol. Los individuos EV se caracterizan por expresar genes
del metabolismo de glucosa, balance redox, metabolismo de nucledtidos,
diferenciacion de neuronas motoras, proliferacion celular, splicing, biogénesis
ribosomal y traduccion. Estos procesos estarian dirigidos por los factores de
transcripcion MML-1, SmadA/C, NFYA-1/2.

3. El AT potencia la expresion transportadores de la acidos monocarboxilicos y
dineinas ciliares asociadas a movimiento en PRE. Asimismo, en EV potencia la
expresion de genes asociados a splicing, metabolismo de glucosa, nucleotidos y
balance redox. Ademads, reprime la expresion de transcriptasas reversas en esta
fase de desarrollo. Por otra parte, tanto en PRE como en EV, promueve la
expresion del represor TFAP-4, asociado a proliferacion celular.

4. Elefecto del AT es evidente en PRE y EV en la expresion de genes asociados a
vias de sefializacion MAPK/ERK y MAPK/JINK. Demostrar que el AT induce
estas vias requiere de una validacion funcional.

5. En cada gran categoria donde se apreciaron las diferencias descritas, se
encontraron genes candidatos a futuros estudios por gPCR o WMISH:

- En adaptaciones estructurales: alp-2, enpp-4, coldgeno-1,2,11y heparan

sulfato; mct-1-6'y slcf-1.
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En reprogramacion metabdlica: npcll-1; enolasa-c, piruvato quinasa,
fructosa-1,6-bifosfato aldolasa, galactosa-1-fosfato uridiltransferasa, 3-
ureidopropionasa, NADPH-dihidropirimidina deshidrogenasa, citidina
deaminasa, tioredoxina glutation reductasa.

En proliferacion y crecimiento celular: h2b, asfl-1, unc-85, pitr-1-6,
genes codificantes de proteinas ribosomales y factores de traduccion.

En percepcion y sistema nervioso: abts-1, glr-6; piezo-2, dineinas
ciliares, ace-2.

En vias de sefializaciéon moduladas por AT: mapkkk-5, gap-2, pak-21,
Ser-Thr quinasa N2, fyn, tef-3.

En regulacion génica: genes codificantes de factores de splicing,
transcriptasas reversa y RNA polimerasas; los factores de transcripcion

mml-1, nfya-1/2, smadA/C, tfap-4.
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X. ANEXOS
1. Genes con mayor y menor valor de fold change al comparar EV respecto a PRE

en presencia de AT

Accession Number Symbol Description
TsM_000767500 TSOL7576 GLIPR1 protein 1
TsM_001212900 TSOL12004 ide pyr fiesterase | TSOL7983 Iz
P . TSOL8026
TsM_000275000 TSOL2694 infestinal type alkaline phosphatase 1 t 1 1
TSOL10155
TsM_000911600 TSOL9014 Alkaline phosphatase TsoLiosss || O
TsM_000808300 TSOLT7983 hypothetical protein ECG_00274 TSOL7576 a
TsM_001213000 TSOL12005 ide pyr iesterase TSOL2634
TSOL9014 I'2
TsM_000812600 TSOL8026 —NA—
TSOL12004
TsM_001212800 TSOL12003 Bis(5'-adenosyl)-triphosphatase enppd TSOL12003
TsM_001026200 TSOL10155 unnamed protein product TSOL12005
TsM_001066300 TSOL10554 unnamed protein product TsoLa704
- N 5 TSOL12084
TsM_000368100 TSOL3608 diagnostic antigen gp50 +
TSOL12328
TsM_001245400 TSOL12328 Glycoprotein 3-alpha-L-fucosyltransferase A TSOL&161
TsM_000276000 TSOL2704 zinc finger, C4 type TSOL5211
TsM_000498700 TSOL4888 —NA-—- ‘ TSOL7143
TSOL5B54
TsM_001220900 TSOL12084 unnamed protein product, partial T
‘ TSOL3608
TsM_000595500 | TSOL5854 ——-NA-—- o —
TsM_000531100 TSOL5211 —NA— TSOL4888
m m m m m m 3 3 3 T 3
TsM_000387400 TSOL3798 diagnostic antigen GP50 S sS s e o RARRRR
2 A3 8 2 %8 nn s lmm
TsM_000425900 TSOL4161 unnamed protein product I S N NN ; ; .;
2 5 3
TsM_000724200 | TSOLT143 unnamed protein product oo e D

2. Genes con mayor y menor valor de fold change al comparar EV respecto a PRE

en ausencia de AT

Accession Number Symbol Description
TsM_000808300 TSOL7983 hypothetical protein ECG_00274
Tsh_000691800 TSOL6819 unnamed protein product TSOL2704 Iz
TSOL6743
TsM_001069300 TSOL10583 unnamed protein product 1
TSOL2663
TsM_001000500 TSOL9899 unnamed protein product eoLoezs 0
TsM_000033900 TSOL0333 hydrophobic ligand binding protein 1 TSOL4498 1
TsM_000433000 TSOL4231 unnamed protein product | TSOL10361
TsoLirio Jg 2
TsM_000329600 TSOL3228 unnamed protein product 4
TSOL8230
TsM_000222900 TS0L2188 unnamed protein product TSOLE742
TsM_000875400 TSOL86B54 unnamed protein product TSOL7797
TsM_000812600 TS0L8026 —NA— TsoLeste
TSOL10583
TsM_000972300 TSOL9623 unnamed protein product
TSOL4231
TsM_000833000 TSOL8230 unnamed protein product TSOL2188
TsM_000276000 TSOL2704 zinc finger, C4 type TSOL8026
TsM_000684200 TSOL6743 unnamed protein product TSOLEES4
TSOL3228
TsM_000459800 TSOL4498 unnamed protein product
TSOL7983
TsM_000173200 TSOL1710 Galact yixylosylprotein 3-bet 2 | I | rsoms
TsM_000684100 TSOL6742 unnamed protein product | TSOL9899
m m m om oD m 3T T 3 ¥ T 3
TsM_000271900 TSOL2663 unnamed protein product ; ‘2 2 [N I% S (’% S ‘ﬁ ‘ﬁ
A A 3w m
TsM_000789600 TsoL7797 unnamed protein product N e o 3
E = ]
TsM_001046800 TSOL10361 diagnostic antigen gp50 NN
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Genes con mayor y menor valor de fold change al comparar la presencia de AT

respecto a su ausencia en la fase de desarrollo EV

Accession Number Symbol Description
TsM_000767500 TSOL7576 GLIPR1 protein 1

TsM_001212900 TSOL12004 pyr ase
TsM_000275000 TSOL2694 intestinal type alkaline phosphatase 1
TsM_000911600 TSOL9014 Alkaline phosphatase

TsM_001213000 TSOL12005 pyr ase
TsM_001212800 TSOL12003 Bis(5"-adenosyl)-friphosphatase enpp4
TsM_001066300 TSOL10554 unnamed protein product

TsM_000853800 TSOL8438 —NA—

TsM_000698800 TSOL6889 EUB58500.1 Arginase-2

TsM_000547100 TSOL5371 unnamed protein product

TsM_000368100 TSOL3608 diagnostic antigen gp50

TsM_001245400 TS0L12328 Glycoprotein 3-alpha-L-fucosyltransferase A
TsM_000498700 TSOL4888 —NA-—

TsM_001220900 TSOL12084 unnamed protein product, partial
TsM_000595500 TSOL5854 —NA—

TsM_000531100 TSOL5211 —NA-—

TsM_000387400 TSOL3798 diagnostic antigen GP50

TsM_000425900 TSOL4161 unnamed protein product

TsM_000724200 TSOL7143 unnamed protein product

TsM_000016800 TSOL0165 Ankyrin repeat domain containing protein

T A3

LIV A3

€1V A3

[VEE]

2 Ivs A3

€ 1vs A3

€1 A3 3ud

L1V A3 38d

2 1¥ A3 34d

€ 1¥S A3 3dd

L Iv¥S A3 3bd

2 I¥S A3 3dd

TSOL6889
TSOL2694
TSOL9014
TSOL12004

TSOL12005
TSOL5371

| TSOL10554
:l TSOLO165

" | tsoLizoss

TSOL12328
TSOL4161
| TsoLs211
TSOL7143
TSOL5854
TSOL3608
TSOL3798
TSOL4888

Genes con mayor y menor valor de fold change al comparar la presencia de AT

respecto a su ausencia en la fase de desarrollo PRE

TSOL0215

TSOL5567

TSOL5569

TSOLB026

TSOL10409
TSOL9436

TSOL10155
TSOL7983
TSOL1596
TSOL6161
TSOL2704
TSOL6743
TSOL2066
TSOL4371
TSOL1808
TSOL7583

TS0L9720

TSOL7689

Accession Number Symbol Description
TsM_000808300 TSOL7983 hypothetical protein ECG_00274
TsM_000812600 TS0L8026 —NA—

TsM_001026200 TSOL10155 unnamed protein product
TsM_000022000 TSOL0215 Cytidine deaminase

TsM_000566900 TSOL5569 CDS&17276.1 tegumental protein
TsM_000953600 TSOL9436 unnamed protein product
TsM_001051600 TSOL10409 DAZ-associated protein 1
TsM_000161500 TS0L1596 unnamed protein product
TsM_000626100 TSOL6161 unnamed protein product
TsM_000566700 TSOL5567 tegumental antigen

TsM_000276000 TS0L2704 zinc finger, C4 type

TsM_000884200 TSOL6743 unnamed protein product
TsM_000605000 TSOL5950 unnamed protein product
TsM_000447100 TSOL4371 enolase C

TsM_000768200 TSOL7583 replication association protein
TsM_000210300 TSOL2066 Transcriptional enhancer factor TEF-3
TsM_001033100 TS0L10224 unnamed protein product
TsM_000183500 TSOL1808 unnamed protein product
TsM_000778800 TSOL7689 fibronectin-domain containing protein
TsM_000982300 TS0L9720 unnamed protein product
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