HIDATIDOSIS: EN BUSCA DE
NUEVAS ESTRATEGIAS PARA
EL TRATAMIENTO
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La hidatidosis o equinococosis quistica es una zoonosis de
importancia en la Salud Piblica de nuestro pais y la region. Esta
enfermedad esta incluida entre las 20 enfermedades desatendidas
priorizadas por la OMS y es causada por parasitos cestodos del
complejo de especies Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.). Las
opciones para el tratamiento quimioterapéutico estan practicamente
limitadas al albendazol, que presenta baja eficacia y requiere
tratamientos prolongados, causando a menudo efectos secundarios
e intolerancia. E. granulosus s.l. tiene un ciclo de vida complejo y
presenta particularidades en su desarrollo incluyendo una alta
plasticidad fenotipica, sugiriendo un control preciso de la expresién
génica posiblemente ejercido en varios niveles. En nuestro laboratorio
nos enfocamos en el estudio de moléculas de cestodos involucradas
en el control de la expresion génica como las enzimas desacetilasas
de histonas (HDACs) y los microRNAs (miRNAs). La integracion
de estrategias bioinformdticas y experimentales, incluyendo la
implementacién de una plataforma para la evaluacion de potenciales
farmacos, permitié la identificacion y caracterizacion de las HDACs y
los miRNAs de varias especies de cestodos, asi como la evaluacién de
su potencial como blancos farmacoldgicos. Los resultados obtenidos
sugieren que estas moléculas cumplen papeles importantes en el
desarrollo y supervivencia en el hospedero de estos parasitos, y que
podrian ser blancos de farmacos selectivos para tratar enfermedades
tropicales desatendidas como la equinococosis quistica.
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Hydatidosis or cystic echinococcosis is a zoonosis of Public Health
importance in Argentina and other countries of the region. This disease is included among the 20 neglected diseases
prioritized by the WHO and is caused by cestode parasites of the species complex Echinococcus granulosus sensu lato
(s.1.). The chemotherapeutic options are practically limited to albendazole, which has low efficacy and requires prolonged
treatments, often causing side effects and intolerance. E. granulosus s.l. has a complex life cycle and presents particularities
in its development including a high phenotypic plasticity, suggesting a precise control of gene expression possibly exerted
at different levels. In our laboratory we focus on the study of cestode molecules involved in the control of gene expression
such as histone deacetylase enzymes (HDACs) and microRNAs (miRNAs). The integration of bioinformatics and experimental
strategies, including the implementation of a platform for the evaluation of potential drugs, allowed the identification
and characterization of HDACs and miRNAs from several cestode species, as well as the evaluation of their potential as
pharmacological targets. The results obtained suggest that these molecules play important roles in the development and
survival of these parasites in the host, and that they could be targets of selective drugs to treat neglected tropical diseases
such as cystic echinococcosis.

H 1. LA HIDATIDOSIS Y SU AGEN- . . .
del ciclo biolégico, constituye un

TE ETIOLOGICO

1.1. LA HIDATIDOSIS

La hidatidosis o equinococosis quis-
tica es una zoonosis causada por
parasitos cestodos del complejo de

especies Echinococcus granulosus
sensu lato (s.l.). Desde hace anos
se la reconoce como un problema
de salud humana y animal, con una
mayor ocurrencia de casos en zonas
rurales de produccién de ganado
ovino, bovino, porcino y caprino,
donde el perro, hospedero esencial

elemento distintivo ligado al manejo
animal y al grupo familiar y, general-
mente, en comunidades con econo-
mias de subsistencia (PANAFTOSA/
SPV, OPS/OMS, 2022).
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Actualmente, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), consi-
dera a esta enfermedad una priori-
dad en América y la ha incluido en
el Plan de Accién para el Control de
las Enfermedades Infecciosas Desa-
tendidas para el periodo 2021-2030,
prestando atencion a la vigilancia,
el diagndstico, el manejo y la pre-
vencion de casos humanos (OMS,
2020). La hidatidosis quistica esta
distribuida a nivel mundial en pai-
ses de Furopa y Africa que rodean
el Mediterrdneo, en Sudan y otros
paises de Africa, y en paises de
Asia Central como Kazajstan, Chi-
na y Mongolia (Craig y col., 2007)
y es endémica o hiperendémica en
América del Sur, especialmente en
Argentina, el sur de Brasil, Uruguay,
Chile y regiones montanosas de Perd
y Bolivia (Cuchery col., 2016).

En Argentina, la equinococosis
quistica es de denuncia obligatoria.
Tiene mayor prevalencia en las zo-
nas rurales, tradicionalmente en las
de cria de ovinos y caprinos (Patago-
nia y precordillera) con infraestruc-
tura sanitaria deficiente (sin salas de
faena, redes de agua potable, pozos
para la eliminacion de visceras, etc.),
escaso conocimiento de la enferme-
dad y una poblacién de perros sin
atencién veterinaria (Alvarez y col.,
2017). Actualmente se detecta tam-
bién como un problema sanitario en
Argentina en las zonas rurales de la
Pampa himeda con cria de bovinos
y porcinos, con elevada prevalencia
de casos humanos reportados en la
Provincia de Buenos Aires y Cérdo-
ba (OPS/OMS, 2022).

En los seres humanos, la enfer-
medad puede ser grave, en oca-
siones mortal, y el tratamiento es
prolongado y costoso. La infeccién
humana suelen adquirirla los nifios
por geofagia o por contacto con pe-
rros. Las localizaciones mas frecuen-
tes de los quistes hidatidicos son la
hepatica (67-89%) y la pulmonar

(10-15%). Las manifestaciones clini-
cas de la enfermedad son variadas y
estan determinadas por el lugar, el
tamafo y la condicién de los quis-
tes. Por ejemplo, los quistes hepdti-
cos crecen lentamente y suelen ser
asintomaticos durante muchos anos,
aun cuando desarrollen un tamafo
importante, en cambio en el pulmén
el quiste puede crecer relativamente
rapido con la aparicién de sintomas
en un alto porcentaje de los casos
(Ministerio de Salud, 2012). En la
equinococosis primaria, el meta-
cestodo se desarrolla a partir de una
oncosfera que se ha establecido con
éxito en el organo/tejido afectado.
Por el contrario, en la equinococo-
sis secundaria el tejido larvario se
propaga desde el sitio primario de
establecimiento a otras partes del
cuerpo. La equinococosis secun-
daria es la formacién de mdltiples
quistes hidatidicos, cada uno a partir
de un protoescélex, que ocurre por
la liberacion de protoescélices por
la rotura espontanea o inducida por
traumatismo de un quiste o de ma-
nera accidental durante el proceso
quirdrgico (Thompson, 2017).

Con respecto al tratamiento,
existen tres posibilidades: cirugia
tradicional, quimioterapia con ben-
zimidazoles e intervenciones per-
cutdneas como el PAIR (puncion,
aspiracion, inyeccion, reaspiracion).
Ademas, en quistes asintomaticos
y no complicados se puede hacer
seguimiento expectante (watch and
wait) a través de andlisis por image-
nes (Brunetti y col., 2010). La remo-
cién quirdrgica de los quistes hida-
tidicos intactos, cuando es posible,
es el tratamiento mas efectivo para
la cura de la enfermedad, aunque
no garantiza que no se produzca re-
currencia. Asimismo, la cirugia es el
tratamiento de preferencia cuando
los quistes en el higado son gran-
des (mas de 10 centimetros de dia-
metro), estan infectados de manera
secundaria o estan localizados en

6rganos como el cerebro, el pul-
mon o el rindn (Moro y col., 2009).
Por otro lado, la quimioterapia pre
y post intervencién quirdrgica ofre-
ce la ventaja de reducir el riesgo de
recurrencia de la enfermedad y la
infeccion intraperitoneal que podria
desarrollarse a partir de la ruptura
del quiste, ya sea de manera espon-
tanea o durante la cirugia o drena-
je (Smego y col., 2005). Ademas,
un tercio de los pacientes tratados
con benzimidazoles se han cura-
do e incluso porcentajes mas altos
(30-50%) han demostrado una re-
duccién significativa del tamafio del
quiste y alivio de los sintomas, mien-
tras que el 40% de los casos no res-
ponde favorablemente. En general,
los quistes pequefios (de menos de 7
mm de diametro) y aislados respon-
den mejor, mientras que los quistes
con multiples compartimentos, o
con quistes secundarios o membra-
nas calcificadas, son relativamente
refractarios al tratamiento. La téc-
nica PAIR consiste de: (1) puncién
percutanea guiada por ecografia, (2)
aspiracion del contenido liquido, (3)
inyeccion de un agente protoescoli-
cida adecuado (solucién hipersalina
o etanol al 70%), y (4) reaspiracion
del contenido luego de 15-20 minu-
tos. Esta técnica esta indicada para
pacientes que no pueden someterse
a cirugias y para aquellos que se re-
hisan a una operacién y tienen uno
o multiples quistes en el higado, la
cavidad abdominal, el pulmén, el ri-
fion o los huesos. La posibilidad de
una equinococosis secundaria como
resultado de un derrame accidental
durante este procedimiento puede
ser minimizada con un tratamiento
combinado con benzimidazoles. De
hecho, el tratamiento combinado
puede dar mejores resultados que
ambos tratamientos por separado
(Moro y col., 2009).

Los benzimidazoles son un gru-
po de antihelminticos Ilamados asi
por su estructura bdsica (heterociclo
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compuesto por un nicleo imidazol
y un grupo benceno). El mecanismo
de accién descripto es que a partir
de su unién a la beta-tubulina de
helmintos inhibe la polimerizacién
de la misma y por lo tanto la for-
macion de microtdbulos, afectan-
do secundariamente funciones de-
pendientes del citoesqueleto como
la captacion de glucosa (nutriente
esencial en cestodos). Para tratar la
hidatidosis quistica, dentro de los
benzimidazoles, el albendazol es el
de eleccion porque presenta mayor
absorcion gastrointestinal y posee
mayor biodisponibilidad en tejidos
que el mebendazol. El metabolito
activo es el albendazol sulféxido.
El tratamiento de la hidatidosis con
albendazol requiere de uno a seis
meses de administracién, pudiendo
afectar las funciones hepaticas. Se
recomienda no administrar a pa-
cientes con cirrosis y realizar moni-
toreo de la funcién hepdtica durante
el tratamiento (Keiser y col., 2022).

Debido a la escasa disponibili-
dad de tratamientos para tratar la
equinococosis quistica y las limita-
ciones que cada uno de ellos pre-
senta, es necesaria la bisqueda de
nuevas terapias que permitan tratar
la enfermedad de una manera mas
eficaz y con un mayor porcentaje de
éxito. En nuestro grupo, a partir del
estudio de microRNAs y de enzimas
desacetilasas de histonas (HDACsS),
buscamos nuevos blancos terapéuti-
cos que permitan ampliar el abanico
de posibilidades a la hora de tratar la
enfermedad.

1.2. CICLO DE VIDA DE ECHINO-
COCCUS GRANULOSUS SENSU
LATO

La equinocococis quistica es cau-
sada por el estadio larval de E. gra-
nulosus sensu lato (s.l.). Este com-
plejo de especies pertenece a la
Clase Cestoda, dentro del Phylum

Platyhelminthes. Los miembros de
la Clase Cestoda, llamados comun-
mente cestodos, son endoparasitos
que no tienen tubo digestivo y estan
rodeados por un tegumento que les
permite realizar el intercambio me-
tabdlico.

E. granulosus s.l. requiere dos
hospederos mamiferos para comple-
tar su ciclo de vida: un hospedero
definitivo (usualmente perros u otros
canidos) y un hospedero interme-
diario (mamiferos de ganaderia o
salvajes) (Cucher y col., 2016). En
el hospedero definitivo ocurre el
desarrollo del pardsito adulto con
capacidad de reproduccion sexual,
mientras que en el hospedero inter-
mediario el parasito se reproduce de
manera asexual. El humano se con-
sidera como un hospedero interme-
diario accidental, no contribuyendo
a la transmision (Thompson y col.,
2001) (Figura 1).

El ciclo de vida de este parasito
se inicia con el estadio de desarrollo
adulto, que habita el intestino delga-
do de un carnivoro (el hospedero de-
finitivo). El parasito adulto es el en-
cargado de producir los huevos. Los
huevos de los cestodos tienen forma
ovoide y un tamafo que ronda los
30-40 pym. Poseen una capa externa
estriada (marrén en forma de empa-
lizada), gruesa, impermeable, muy
resistente, [lamada embriéforo que
protege al interior (Sapunar, 2013).
En el interior del huevo se encuentra
el embrién denominado oncosfera.
La estructura bdsica de la oncosfera
consiste en un pequeno nicleo de
células germinativas que daran ori-
gen al metacestodo, un par de glan-
dulas de penetracion, tres pares de
ganchos accionados por un comple-
jo sistema de mdusculos, un sistema
nervioso primitivo y un fino epitelio
que recubre lo antes mencionado, el
cual posee también extensiones ci-
toplasmaticas (Smyth y col., 2007).

Los huevos son liberados enton-
ces, junto con las heces, del tracto
intestinal del hospedero carnivoro
hacia el ambiente. Son muy resis-
tentes, ya que pueden sobrevivir en
el ambiente hasta un afo, pero tam-
bién son sensibles a la desecacién
y temperaturas de 60°C. Los huevos
en el ambiente contaminan el pelo
del perro, suelo, verduras, agua de
bebida y de alli, por lo general son
ingeridos por un herbivoro, el hos-
pedero intermediario. Tras la inges-
tion, la oncosfera que estd rodeada
de una membrana protectora se
libera y migra a través de la pared
intestinal, accediendo a través del
torrente sanguineo a varios érganos.
Se ha propuesto que los ganchos
podrian ayudar a romper los tejidos
del hospedero, movilizados por la
accioén de los mdsculos presentes en
la oncosfera (Holcman y col., 1997).
Los 6rganos mds cercanos a la circu-
lacién sanguinea desde el intestino
y en los cuales mds frecuentemente
se establece y desarrolla la oncosfe-
ra son el higado y, en segundo lugar,
los pulmones. Alli, la oncosfera pasa
al estadio de desarrollo larval o me-
tacestodo (llamado también quiste
hidatidico). El metacestodo produce
por divisién asexual numerosos pro-
toescolices (estadio larvario del pa-
rasito), cada uno con el potencial de
desarrollarse en un parasito adulto
después de ser ingerido por el hos-
pedero definitivo apropiado. El quis-
te hidatidico, en realidad, consta de
la capa adventicia, que es una capa
externa fibrosa compuesta princi-
palmente por coldgeno, producida
por el hospedero, y del metacesto-
do en su interior. El metacestodo,
a su vez, consta de una vesicula
de interior liquido rodeada por dos
capas propias: una externa o lami-
nar, acelular integrada por laminas
superpuestas, compuesta por glico-
proteinas y hexaquifosfato de inosi-
tol y una capa interna de naturaleza
celular (capa germinal) que es una
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fina ldmina granulosa y polinuclea-
da, a partir de la cual se originan por
brotacion cédpsulas proligeras y pro-
toescélices. La cavidad quistica esta
ocupada por un liquido transparen-
te, denominado liquido hidatidico,
que es antigénico y en el que flotan
pequefas vesiculas proligeras que
contienen dos o mds protoescolices
y ganchos sueltos, lo que se llama
la arenilla hidatidica (Smyth y col.,
2007, Diaz y col., 2011, Thompson
y col., 2017).

El hospedero definitivo carnivoro
(canido) se infecta al ingerir visceras

de animales con quistes hidatidicos
fértiles, con protoescélices viables,
que son miles en un solo quiste, y
cada uno puede originar un parasito
adulto. Los protoescdlices se evaginan
generalmente después de unas seis
horas, pero pueden demorarse hasta
mas de tres dias; se fijan en el intestino
y tardan aproximadamente seis a diez
semanas en alcanzar la madurez se-
xual. El gusano adulto es de pequeno
tamafio (2-10 mm de longitud), posee
un escolex (cabeza) con doble coro-
na de ganchos y cuatro ventosas; y un
cuerpo formado por tres proglotides.
En los hospederos definitivos viven

de cinco a ocho meses en promedio;
unos pocos pueden sobrevivir mas de
dos afos. La infeccién del perro suele
ser intensa, pero generalmente E. gra-
nulosus s.I. no le produce molestias
ni lesiones muy importantes a pesar
de tener miles de parasitos (Apt Ba-
ruch, 2013). Sin embargo, los perros
deben ser tratados para interrumpir la
transmision del pardsito a animales y
al hombre, asi como la dispersion de
huevos de E. granulosus s. |. en ali-
mentos (verduras) y agua de consumo
y en el ambiente (suelos).

intermediario

o ‘} g
ospedero
definitivo

Hospedero

Hospedero intermediario
accidental

Figura 1: En el esquema se muestran los diferentes estadios de desarrollo del parasito E. granulosus s.1. y los hospe-
deros en los que ingresan y se desarrollan cada uno de ellos. Los estadios son: (1) pardsito adulto, (2) huevo (que
contiene a la oncosfera), (3) quiste hidatidico (metacestodo) y (4) protoescolex. Dentro del hospedero definitivo,
el protoescolex se desarrolla a pardsito adulto, el cual produce los huevos por reproduccion sexual. Los huevos son
liberados junto con las heces y son ingeridos por el hospedero intermediario, donde cada oncosfera contenida en
un huevo tiene el potencial de convertirse en un quiste hidatidico.
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1.3. ESPECIES Y GENOTIPOS DEL
COMPLEJO ECHINOCOCCUS
GRANULOSUS SENSU LATO

El complejo E. granulosus s.l. esta
compuesto por numerosas variantes
o cepas, que difieren en caracteris-
ticas tales como el rango de hospe-
deros intermediarios y el periodo
prepatente. La aplicacion de méto-
dos moleculares ha permitido asig-
narle genotipos a cada cepa. Hasta
la fecha han sido descriptos ocho
genotipos (G1, G3-G8, G10) y la
“cepa ledn”, sélo hallada en hospe-
deros salvajes. En los Gltimos afos,
el analisis filogenético mitocondrial
permitié clasificar a la mayoria de
los genotipos como nuevas espe-
cies. La nueva clasificacion indica
que Echinococcus granulosus sensu
stricto (s.s.) agrupa a los genotipos
G1 y G3. El genotipo G1, particu-
larmente, es el mas frecuente a ni-
vel mundial, produce quistes hida-
tidicos fértiles principalmente en
ovejas y es aislado frecuentemente
de humanos. Echinococcus equinus
(genotipo G4) tiene diferencias nota-
bles a nivel morfolégico y desarrollo
con el genotipo G1 y se ha encon-
trado en caballos y otros equinos. Si
bien hasta el momento este genotipo
se consideraba no infectivo para el
hombre, recientemente se identifico
un caso humano en Turquia (Macin
y col., 2021). Echinococcus ortleppi
(genotipo G5) produce quistes férti-
les principalmente en ganado vacu-
no y se han descripto algunos casos
humanos. Echinococcus canadensis
incluye los genotipos G6, G7, G8 y
G10. Para el genotipo G6, los prin-
cipales hospederos intermediarios
son los camellos y las cabras, cerdos
para el genotipo G7 y cérvidos para
los genotipos G8 y G10. Todos estos
Gltimos genotipos se han aislado de
humanos. La capacidad del genoti-
po G6 de infectar humanos fue des-
cripta por nuestro grupo (Rosenzvit
y col., 1999), siendo este genotipo
responsable del 36.1% de la hidati-

dosis humana en nuestro pais (Cu-
cher y col., 2016). En resumen, el
complejo de especies E. granulosus
s.l. esta compuesto por: E. granulo-
sus s.s. (G1/G3), E. equinus (G4), E.
ortleppi (G5), E. canadensis (G6/G7/
G8/G10) y E. felidis (“cepa leon”)
(Cucher y col, 2016).

B 2. CARACTERISTICAS DE LOS
CESTODOS E IMPORTANCIA DE
LA REGULACION DE LA EXPRE-
SION GENICA

Los cestodos tienen ciclos de vida
complejos, que involucran dos o
mas hospederos (Figura 1). Estos pa-
rasitos, al pasar de un hospedero al
siguiente sufren grandes transforma-
ciones morfolégicas y fisioldgicas.
Ademads, algunos estadios parasita-
rios, como el estadio de protoesco-
lex de E. granulosus s.l. (ver Figura
1) tienen la capacidad de diferen-
ciarse en dos direcciones, pudiendo
desarrollar un parasito adulto en el
intestino del hospedero definitivo o
un nuevo quiste en el hospedero in-
termediario, al ser accidentalmente
liberado del quiste hidatidico. Asi-
mismo, presentan una capacidad de
reproduccion asexual practicamen-
te ilimitada, reflejada en el caso de
E. granulosus s.l., en el crecimiento
continuo del quiste hidatidico, y en
la formacién continua de nuevas
proglétides en el pardsito adulto. To-
das estas caracteristicas sugieren un
control preciso de la expresion gé-
nica posiblemente ejercido en varios
niveles. En nuestro laboratorio estu-
diamos enzimas involucradas en el
control transcripcional de la expre-
sién génica, como las desacetilasas
de histonas y ARNs regulatorios que
intervienen en el control post-trans-
cripcional, como los microRNAs.
La comprensién de los mecanismos
particulares de desarrollo parasitario
podria llevar a identificar nuevas es-
trategias terapéuticas.

B 3. ENZIMAS DESACETILASAS DE
HISTONAS Y ESTUDIO DE SU PO-
TENCIAL COMO BLANCOS FAR-
MACOLOGICOS

3.1. DESACETILASAS DE HISTONAS

En las células eucariotas el ADN se
encuentra altamente compactado
por las histonas y otras proteinas,
formando la estructura nuclear de-
nominada cromatina, la cual se en-
cuentra organizada en nucleosomas.
Las interacciones electrostaticas en-
tre las cargas negativas del ADN vy
las cargas positivas de las proteinas
histénicas en los nucleosomas man-
tienen a la cromatina en una estruc-
tura muy organizada y compacta, la
cual, sin embargo, no es estatica sino
dindmica. Las colas de las histonas
son susceptibles a modificaciones
quimicas que pueden aumentar o
disminuir su interaccién con el ADN
y en consecuencia alterar la capa-
cidad de transcripcién de un gen o
grupo de genes. Estas modificacio-
nes son catalizadas por las enzimas
modificadoras de histonas, entre las
cuales las acetilasas y desacetilasas
de histonas son las mds importantes
desde el punto de vista cuantitativo
(Carrier, 2013). Las desacetilasas de
histonas (HDACs) forman una fami-
lia de enzimas evolutivamente con-
servadas, implicadas en el control
de la expresién génica mediante la
remocién de grupos acetilo de las
histonas y otras proteinas no histé-
nicas (de Ruijter y col., 2003) por
lo que tienen influencia directa en
la estructura de la cromatina, re-
gulando asi la transcripcion génica
y otros procesos celulares. En ma-
miferos, se han descripto 18 miem-
bros agrupados en dos subfamilias:
las HDACs clasicas, que tienen un
dominio catalitico dependiente del
Zn** (HDAC 1-11, clases I, Il y IV)
y las Sirtuinas (SIRTs), que tienen un
dominio catalitico dependientes del
cofactor NAD* (SIRT 1-7, clase IlI).
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3.2. ANTECEDENTES

Debido a sus importantes funciones
en la regulacién de la transcripcion
génica y otros procesos celulares,
las HDACs han sido ampliamente
estudiadas y validadas como blan-
cos farmacologicos para el trata-
miento de distintas enfermedades
como el cancer (Mottamal y col.,
2015), con una serie de farmacos
aprobados por la FDA (Beyer y col.
2019; Nebbioso y col. 2017); dia-
betes, enfermedades autoinmunes
y desérdenes neurolégicos (Helin y
Dhanak, 2013). En los Gltimos afios,
se ha mostrado la importancia de es-
tas enzimas en parasitos protozoos
y helmintos causantes de enferme-
dades tropicales desatendidas y se
ha investigado su potencial como
blancos farmacolégicos (Chakra-
barti y col., 2015, Fioravanti y col.,
2020, Noce y col., 2022). Ademas,
se han reportado resultados promi-
sorios en el tratamiento antiparasi-
tario con compuestos comerciales
contra las HDACs utilizados contra
el cancer (Chua y col., 2017). Estas
enzimas intervienen en numerosos
procesos de diferenciacion y proli-
feracion, siendo relevantes para la
supervivencia y desarrollo parasita-
rio. En trematodos, las HDACs han
sido bien caracterizadas como blan-
cos farmacolégicos en Schistosoma
mansoni. Varias de estas enzimas
fueron validadas como blancos far-
macoldgicos en estudios in vitro e
in vivo y mediante la supresion de
genes especificos por medio de ARN
de interferencia, demostrandose que
juegan un papel importante en la
diferenciacién, reproduccion e in-
teraccion con el hospedero (Chakra-
barti y col., 2015). En cuanto a ces-
todos, estas enzimas y su potencial
como blancos farmacolégicos, re-
cién ha comenzado a estudiarse. En
primer lugar, describiremos los mé-
todos que utilizamos en el laborato-
rio para la identificacion de nuevos
farmacos en cestodos y a continua-

cién resenaremos los avances en el
estudio de HDACs en estos pardsitos
y su potencial en el tratamiento de
la equinococosis y otras cestodiasis.

3.3. PLATAFORMA DE EVALUA-
CION DEL EFECTO DE FARMACOS
EN PARASITOS CESTODOS

En nuestro laboratorio, hemos im-
plementado una plataforma para
poder evaluar nuevos farmacos con-
tra las enfermedades causadas por
cestodos. Para ello, utilizamos el es-
tadio larval de tetratiridio (TTy), del
modelo de laboratorio de cestodos
Mesocestoides vogae.

Una de las principales limitacio-
nes de la investigacion en cestodos
es la baja disponibilidad de mate-
rial parasitario. Algunos cestodos
zoonoticos, como E. granulosus s. |.,
no pueden reproducirse de manera
continua en modelos experimenta-
les y s6lo pueden obtenerse a partir
de infecciones naturales, dificultan-
do la puesta a punto de estudios sis-
tematicos de evaluacién de farma-
cos. M. vogae es un cestodo cuyo
estadio larval de tetratiridio (TTy) se
puede multiplicar de manera con-
tinua en animales de laboratorio,
proveyendo una fuente continua y
reproducible de material para ensa-
yos biologicos (Figura 2). Ademas,
es facilmente cultivable in vitro y
es considerado no-zoonético por lo
que puede manipularse de mane-
ra segura (Thompson y col., 1982;
Hrékova y col., 1998). Este parasito
ha sido validado como modelo de
laboratorio (Hemphill, 2010), siendo
utilizado para estudios de desarrollo
(Saldafna y col., 2001; Koziol y col.,
2010, Greccoy col., 2023), y para la
identificacion de nuevos compues-
tos cestocidas en estudios farmaco-
[6gicos (Maggiore y Elissondo, 2014;
De Lange y col., 2019).

Para la evaluacion de compuestos
con potencial cestocida utilizamos 3

métodos independientes: medicién
de actividad metabdlica, medicion
de movilidad y observacion al mi-
croscopio. El ensayo de actividad
metabdlica se basa en el empleo de
un indicador azul no fluorescente
(la resazurina, forma oxidada) que
es convertido, en una reaccion de
reduccion mediada por las células
metabodlicamente activas, en un in-
dicador rojo altamente fluorescente
(la resofurina, forma reducida). Este
indicador, ademas de emitir fluores-
cencia s6lo en su forma reducida,
presenta maximos de absorcién en
diferentes longitudes de ondas para
su forma oxidada y reducida, lo
que permite la determinacion de la
viabilidad tanto por mediciones de
fluorescencia como de absorban-
cia. Por otra parte, la medicién de la
movilidad se basa en el movimiento
que realizan los parasitos que es una
indicacion de que se encuentran vi-
tales. La movilidad del parasito, la
determinamos mediante el equipo
de fabricacion nacional Worm Mi-
crotracker (Simonetta y Golombek,
2007), que detecta el movimiento
de parasitos helmintos por disper-
sion de un haz infrarrojo (Figura 2).
Ambos sistemas de medicion han
sido adaptados a parasitos cesto-
dos, como M. vogae vy E. granulosus
s.l. (Camicia y col., 2013; Camicia
y col., 2018; Vaca y col., 2019). En
ambos casos, los parasitos junto con
el compuesto se colocan en los po-
cillos de placas de 96 pocillos, y se
determina la actividad metabdlica o
la movilidad en cada pocillo. Si un
determinado compuesto tiene po-
der cestocida, va a registrarse una
disminucion en ambos parametros.
Estos métodos permiten la evalua-
cién simultanea de un alto ndmero
de compuestos, de manera objetiva
y cuantitativa. Ademas, el ensayo de
movilidad tiene la ventaja de per-
mitir un sistema de medicion con-
tinuo, en tiempo real y no invasivo
a diferencia de otros métodos. Estas
caracteristicas permiten evaluar la
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viabilidad parasitaria sobre una mis-
ma placa durante todo el periodo de
ensayo. Asimismo, el método tiene
un menor costo, lo cual es un fac-
tor muy importante a considerar en
la evaluacién de un alto ndmero de
compuestos. Por dltimo, se realizan
observaciones al microscopio 6pti-
co y electrénico a fin de determinar
cambios en la morfologia parasitaria
general, asi como en estructuras es-
pecificas, tras el tratamiento.

3.4. ESTUDIOS Y AVANCES RE-
CIENTES DE DESACETILASAS DE
HISTONAS EN PARASITOS CESTO-
DOS

En los cestodos, las enzimas HDACs
y su potencial como blancos farma-
colégicos, recién ha comenzado
a estudiarse. Utilizando datos ge-
noémicos (Tsai y col., 2013; Zheng
y col.,, 2013, Maldonado y col.,
2017), y herramientas bioinforma-
ticas, nuestro grupo ha identificado

y caracterizado en varios cestodos,
incluyendo E. granulosus s.s. y E.
canadensis G7, tanto HDACs clasi-
cas (Vaca y col., 2019, 2021) como
SIRTs (Vaca y col., 2022). Ademas,
hemos mostrado, en estudios in vi-
tro, que el inhibidor comun de va-
rias clases de HDAC Tricostatina A
(TSA) produce una disminucion de
la viabilidad parasitaria, alteracio-
nes en el tegumento y la morfologia
y un aumento de los niveles de ace-
tilacion de las proteinas totales, in-
cluyendo la histona H4 en M. vogae
(Vacay col., 2019). El tegumento de
los cestodos es una cubierta de natu-
raleza celular que recubre a los esta-
dios adultos y larvales. Los cestodos
carecen de aparato digestivo, por lo
que el tegumento es la estructura
que permite la absorcién de nutrien-
tes y eliminacién de desechos. Ade-
mas de las funciones mencionadas,
el tegumento protege al parasito del
pH écido y de las enzimas del hos-
pedero (Bogitsh y col., 2013).

Los resultados obtenidos con TSA
sugirieron que las HDACs constitu-
yen potenciales blancos farmacolo-
gicos y nos estimularon a evaluar un
alto ndmero de inhibidores. En este
contexto, mediante modelos de es-
tructuras tridimensionales basados
en homologia, hemos demostra-
do que algunas enzimas HDACs y
SIRTs de cestodos presentan carac-
teristicas estructurales particulares
que las diferencian de sus homélo-
gas de Homo sapiens (Vaca y col.,
2019). Estas caracteristicas son si-
milares a las reportadas para una de
las HDACs de S. mansoni (Marek y
col., 2013) y permitieron el disefio
de inhibidores especificos contra la
HDAC parasitaria (Heimburg y col.,
2016; Marek y col., 2018, Ghazy y
col., 2021). Estos inhibidores mos-
traron un bajo efecto en la actividad
de las enzimas humanas; asi como
muy baja o nula toxicidad en lineas
celulares humanas (Heimburg vy
col., 2016). Basados en estos resul-

whMicrotracker

Microscopio
invertido

4—1 Hazinfrarrojo

@4——— Pocillo
> v—_ |

[~ Parasitos

Inhibidor
- » o

|

Conversor de voltaje
en frecuencia

v

l Adquisicion digital |

l Procesamiento |

Figura 2: Sistema de deteccion del movimiento parasitario para la evaluacion de compuestos antihelminticos.
El dispositivo empleado (wMicrotracker) emite un haz infrarrojo en el centro del pocillo, el cual es bloqueado
por los parésitos cuando éstos se mueven. Este bloqueo es captado por el sistema de deteccién y convertido en
frecuencias produciéndose la adquisicion digital de datos, para su posterior procesamiento. El sistema permite la
evaluacion de un gran ndmero de compuestos, mediante una medicion cuantitativa, continua y en tiempo real.
Dicho sistema fue adaptado para el modelo de laboratorio de cestodos Mesocestoides vogae. Los resultados de
movilidad se validan por microscopia mediante un miscroscopio invertido.
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tados, hemos incluido varias clases
de estos inhibidores con selectivi-
dad hacia las enzimas parasitarias,
sumados a inhibidores comerciales,
en la evaluacion de compuestos con
potencial cestocida.

Los resultados de la prueba inicial,
en la que se probaron 4 inhibido-
res contra cada una de las clases de
HDACs, mostraron que 2 inhibidores
contra HDAC de clase |, y uno con-
tra SIRTs tuvieron efectos cestocidas.
Dentro de los inhibidores de HDAC de
clase | se encuentra el entinostat, una
benzamida que esta siendo evaluada
en ensayos clinicos para tratamiento
de distintos tipos de cancer (Hu y col.,
2003). Asimismo, se encuentra en di-
cho grupo el TH65, un compuesto de-
rivado del 3-aminobenzohidroxamato
perteneciente a la serie TH que com-
prende compuestos disefiados como
inhibidores selectivos de la HDAC8
de S. mansoni. Estos compuestos mos-
traron muy baja toxicidad relativa en
la linea HEK 293 de células epiteliales
de rifién humano (Heimburg y col.,
2016). Los resultados en cestodos
mostraron una disminucion significa-
tiva de la viabilidad parasitaria para
ambos compuestos.

Debido al potente efecto cestoci-
da observado para TH65, se evalua-
ron otros 10 compuestos de la serie
TH. Ademads, se evaluaron otros 11
inhibidores selectivos de la HDAC8
de S. mansoni. El compuesto TH92
mostré el efecto cestocida mas po-
tente, produciendo la muerte para-
sitaria a una concentracion relati-
vamente baja (20 pM) en tan sélo
3 dias de incubacién (Figura 3). En
coincidencia con las mediciones de
movilidad, pudo observarse median-
te microscopia optica que los inhibi-
dores que causaron disminucion sig-
nificativa de la movilidad parasitaria
produjeron efectos fenotipicos a las
mismas concentraciones y tiempos

de tratamiento (Figura 3). Los cam-
bios fenotipicos observados fueron
alteraciones en el tegumento parasi-
tario, pérdida de la morfologia gene-
ral, presencia de pequefias ampollas
e infiltraciones del medio de cultivo
en diferentes zonas de los TTy de M.
corti. Por Gltimo, también se obser-
varon restos celulares en el medio
de cultivo, posiblemente debido a la
destruccion de parte de los TTy.

De los 33 compuestos evalua-
dos, se seleccionaron los 4 que pre-
sentaron el mayor efecto cestocida
para una caracterizacién adicional.
Los compuestos seleccionados fue-
ron los inhibidores de HDAC de
clase | entinostat, TH65 y TH92, y el
inhibidor de SIRTs Mz25. Mediante
microscopia electrénica de barrido,
se demostr6 una pérdida completa
de la morfologia general de los TTy,
dado que no fue posible identifi-
car ningln elemento caracteristico
como la regién posterior, cuello y
region anterior con las ventosas. Asi-
mismo, se observaron vesiculas de
alrededor de 10 ym de didmetro a
lo largo del tegumento parasitario. A
mayor aumento (1200X) es posible
observar en los TTy del grupo control
(DMSO 1%) la presencia de micro-
tricas, que son extensiones citoplas-
maticas de las células tegumentarias
en forma de un césped homogéneo
y continuo a lo largo del tegumento
y que proveen una gran capacidad
de absorcién al mismo. Sin embar-
go, en los TTy tratados con los com-
puestos ensayados se observa la pér-
dida completa de estas estructuras
de gran importancia para la absor-
cién de nutrientes (Figura 3).

Asimismo, para los compues-
tos seleccionados, se determind la
IC50, que es la concentracién de
compuesto que produce un 50% de
inhibicidn de la viabilidad parasita-
ria.

Se observaron potentes efectos
cestocidas con valores de IC50 del
orden micromolar para estos com-
puestos. El menor IC50 fue obteni-
do para entinostat (1.22 pM), siendo
menor que el determinado para al-
bendazol (20,58 uM). Asimismo, el
efecto fue irreversible, dado que no
se observo aumento en la viabilidad
parasitaria luego de la eliminacién
de los compuestos del medio de cul-
tivo, mediante cambio de medio.

Por Gltimo, como un paso inicial
para evaluar la factibilidad de com-
binar los compuestos seleccionados
con ABZ, se determind el efecto
cestocida in vitro de combinaciones
de a pares con el ABZ y de los com-
puestos seleccionados entre si. Para
ello, se determinaron los indices de
efecto proporcional para las diferen-
tes combinaciones de compuestos.
Este parametro indica si el efecto
de la combinacién varia respecto al
valor obtenido para los compuestos
individuales, pudiéndose diferenciar
este efecto de un efecto meramente
aditivo. Las diferentes combinacio-
nes mostraron indices altos, sugi-
riendo posibles interacciones positi-
vas entre los compuestos.

En conclusién, los anélisis y re-
sultados obtenidos sugieren que las
enzimas modificadoras de histonas,
en particular HDACs y SIRTs, resul-
tan potenciales blancos farmaco-
l6gicos para el tratamiento de en-
fermedades desatendidas causadas
por cestodos, como la hidatidosis.
Asimismo, proveen una base para
la optimizacién de compuestos a
través de estudios de estructura-acti-
vidad (SAR) y de eficacia y toxicidad
en modelos experimentales in vivo
de parasitos zoondticos como E. gra-
nulosus s..
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Bm 4. MICRORNAS: SU IMPOR-
TANCIA EN EL DESARROLLO Y EN
EL ESTABLECIMIENTO DE LA IN-
FECCION PARASITARIA.

4.1 LOS MICRORNAS

Los microRNAs (miRNAs) pertene-
cen a una clase de pequenos ARNs
no codificantes (ncARNs) evolutiva-

mente conservados que regulan la
expresion génica de manera post-
transcripcional mediante comple-
mentariedad de bases con regio-
nes especificas del ARN mensajero
(ARNm) de sus genes objetivo. Esta
clase de ncARNSs fue descubierta en
el nematode Caenorhabditis elegans
(Lee y col., 1993), a partir de enton-
ces, se han descrito y estudiado va-

rios miRNAs en animales y plantas,
asi como también su importancia en
la regulacién génica en el marco de
procesos fisiolégicos y patologicos.
Los miRNAs ejercen una fina regula-
cién sobre la expresion de sus genes
objetivo a nivel post-transcripcional,
para lo cual guian al Complejo de Si-
lenciamiento Inducido por miRNAs
(miRISC) hacia sus ARNm objetivo,
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Figura 3: Se muestra el efecto antihelmintico del inhibidor de las enzimas histonas deacetilasas TH92. En el panel
superior izquierdo se muestra la férmula quimica de TH92 y el efecto en la motilidad parasitaria. Se puede ob-
servar que TH92 produce una gran disminucion en la motilidad parasitaria para las concentraciones 20 uM y 50
UM, en comparacion con el grupo control (DMSO 1%) y la concentracién mas baja 2 uM. Asimismo, en el panel
superior derecho se puede observar el efecto en la morfologia parasitaria. TH92 produce una gran alteracion de
la morfologia general, comparado con el grupo control. Se pueden observar infiltraciones del medio de cultivo en
los parasitos, asi como la ruptura del tegumento parasitario con varias ampollas alrededor del mismo. Para estas
imagenes las barras de escala representan 100 um. En el panel inferior se pueden observar con mayor detalle las
alteraciones producidas por TH92 en el tegumento parasitario. Estas imagenes fueron tomadas mediante micro-
copia electrénica de barrido. La escala y el aumento empleado se muestran en cada imagen.




Hidatidosis: en busca de nuevas estrategias para el tratamiento

25

lo que conduce a la desestabiliza-
cién y/o degradacion de los mismos.
Dado este mecanismo de accion, re-
sulta esencial identificar el o los ge-
nes objetivo de un miRNA para com-
prender sus funciones (Rosenzvit y
col., 2013), ya que generalmente la
regulacion sobre estos genes suele
ser sutil y es considerada esencial
para permitir una respuesta rapida
ante desafios ambientales (Macchia-
roli y Rosenzvit, 2014). El estudio
funcional de miRNAs se puede lle-
var a cabo mediante varios métodos
de silenciamiento o sobreexpresion
(Thomas y col., 2010). La alteracién
o interferencia en el nivel de expre-
sion de un dnico miRNA puede pro-
porcionar informacién valiosa para
comprender sus funciones. Dado
que los miRNAs ejercen un efecto
inhibitorio sobre la expresién de sus
genes objetivo, la inhibicién media-
da por un miRNA conduciria a un
aumento en la expresion de los mis-
mos. Por el contrario, si un miRNA
se sobreexpresa, sus genes objetivo
mostrarian una menor expresion
(Bartel, 2018). Analizar la variacion
de la expresion génica, alterando la
expresion de miRNAs proporciona
informacién relevante sobre genes
objetivo potenciales. Ademas, el
fenotipo observado después de la
interferencia de un MiRNA puede
ayudar a dilucidar su funcién. De-
bido a que diferentes aspectos de
algunas enfermedades podrian deri-
var de desregulaciones o niveles al-
terados de miRNAs, y que a menudo
surgen o se ven influenciadas por la
desregulacion de mdltiples genes,
la intervencion o modificacion en
el nivel de un miRNA desregulado
proporciona potencialmente una
herramienta terapéutica novedosa.
Por otro lado, considerando que un
miRNA puede regular la expresion
de varios genes codificadores de
proteinas, seria posible dirigirse o
afectar la traduccion de varias pro-
tefnas inhibiendo un solo MiRNA.
Esto confiere una ventaja importan-

te a las terapias basadas en miRNAs
en comparacion con los enfoques
clasicos de inhibicion de una sola
proteina (Bonneau y col., 2019). En
esta seccion se detallan y explican
los antecedentes y hallazgos obser-
vados en el estudio de los miRNAs
de parasitos cestodos. Estos avan-
ces no solo resultan relevantes en
el campo de la investigacién basica,
sino que también establecen las ba-
ses para abordar y proponer nuevos
enfoques terapéuticos basados en la
interferencia de los miRNAs.

4.2 ANTECEDENTES

Como se ha mencionado previa-
mente, la expresion aberrante de un
solo miRNA puede afectar negativa-
mente la traduccion de varias protei-
nas dentro de una célula y puede dar
lugar a diversas enfermedades y tras-
tornos. Los métodos de interferencia
de miRNAs estan siendo estudiados
y desarrollados como un enfoque
terapéutico novedoso. Existen estu-
dios relacionados a enfermedades
infecciosas o neoplasicas que han
sido llevados a cabo bajo esta tema-
tica. Uno de los ejemplos més rele-
vantes es el basado en la inhibicién
de miR-122. Este miRNA se encuen-
tra altamente y casi exclusivamen-
te expresado en el higado de todos
los vertebrados (Jopling, 2012), y es
esencial para el mantenimiento de
la homeostasis hepatica y la regula-
cién de la replicacion del Virus de
la Hepatitis C (VHC) (Elmen vy col.,
2008). Otro ejemplo es el estudio
llevado a cabo para el tratamiento
del linfoma difuso de células B gran-
des (DLBCL) que consiste en el uso
de oligonucledétidos inhibidores de
miR-155. Este miRNA oncolégico
(OncomiR) es un biomarcador po-
tencial de diagndstico y pronéstico,
ya que se expresa en gran medida en
tumores malignos de células B y es
fundamental tanto para la iniciacion
como para la progresion de la enfer-
medad (Due y col., 2016).

4.3 ESTUDIOS Y AVANCES RECIEN-
TES EN PARASITOS CESTODOS

Los pardsitos helmintos, necesitan
mecanismos precisos de regulacién
génica para poder llevar a cabo dis-
tintas adaptaciones morfoldgicas y
metabdlicas necesarias para su de-
sarrollo y para el establecimiento de
la infeccion en distintos hospederos,
por lo que se considera que la re-
gulaciéon mediada por microRNAs
podria tener un rol esencial en es-
tos aspectos. Dentro de esta tema-
tica, nuestro grupo ha sido pionero
en mostrar la existencia de miRNAs
en parasitos cestodos (Cucher vy
col., 2011; Rosenzvit y col., 2013),
asi como también ha analizado su
perfil de expresion por estrategias
de alto rendimiento en E. granulo-
sus s. |. (E. canadensis G7 y E. gra-
nulosus s.s. G1) (Macchiaroli y col.,
2015), Echinococcus multilocularis
(Cucher y col., 2015; Pérez y col.,
2019; Macchiaroli y col., 2021).
A su vez, hemos analizado el re-
pertorio y perfil transcripcional de
miRNAs de M. vogae (Basika y col.,
2016), Taenia crassiceps y Taenia so-
lium (Pérez y col., 2017), e Hyme-
nolepis microstoma (Macchiaroli y
col., 2019). Nuestros objetivos mas
recientes se orientan hacia el estu-
dio de sus funciones. Para abordar
este enfoque, hemos estudiado las
funciones de algunos miRNAs me-
diante la prediccion de sus genes
objetivo en Echinococcus (Macchia-
roli y col., 2017; Macchiaroli y col.,
2021). Estos trabajos han mostrado
que los miRNAs son los ARNs si-
lenciadores preponderantes en to-
dos los cestodos analizados y que
la expresion diferencial de ciertos
miRNAs a lo largo del ciclo de vida
y los genes objetivo predichos sugie-
re que tendrian un rol en procesos
de desarrollo. Se han identificado
miRNAs parasitarios altamente ex-
presados en cestodos que estan au-
sentes o divergen en secuencia con
los miRNAs homologos del hospe-
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dero mamifero. Entre ellos, miR-71
resulté ser uno de los miRNAs mas
expresados en todos los cestodos
estudiados, con gran expresion en
estadios de relevancia clinica, como
el metacestode o quiste hidatidico, y
en células claves para su desarrollo
(células germinales), siendo ademas
el que presenta mayor nimero de
genes objetivo en Echinococcus, y
encontrandose ausente en los hos-
pederos vertebrados. Todas estas ca-
racteristicas hacen que este miRNA
parasitario pueda ser considerado
como un potencial candidato blan-
co de farmacos selectivos y se lo
ha seleccionado para el analisis de
sus funciones y relevancia biolégi-
cas por medio de estrategias de in-
terferencia de miRNAs. Entre todas
las estrategias disponibles, se deci-
di6 llevar a cabo el silenciamiento
o inhibiciéon de miRNAs mediante
la transfeccion de oligonucleétidos
con secuencia complementaria al
miRNA de interés, conocidos como
ASOs (oligonucledtidos antisentido),
anti-miRNAs o anti-miRs. Estos oli-
gonucledtidos bloquean la funcién
del miRNA, probablemente median-
te union a los miRNAs maduros en
los complejos miRISCs (Horwich
y Zamore, 2008), compitiendo asi
con la unién al ARNm objetivo. Los
anti-miRs son susceptibles a degra-
dacién por endonucleasas por lo
que se decidié incorporar ciertas
modificaciones quimicas en su es-
tructura a fin de conferirles mayor
estabilidad y resistencia. Se incluye-
ron modificaciones en todas las po-
siciones en los enlaces fosfodiéster,
como la modificacién fosforotioato
(PS), que aumenta la resistencia del
oligonucledtido a las nucleasas ade-
mas de mejorar la captacion celular
(Eckstein, 2014). Por otro lado, se
incluyeron modificaciones 2’-O-
metilo en todas las posiciones, que
aumentan la afinidad de unién con
el ARNm objetivo y confieren ma-
yor resistencia y estabilidad ante

diversas RNAsas (Lennox y Behlke,
2011).

Recientemente hemos demostra-
do mediante el silenciamiento con
anti-miRs, que el miRNA parasitario
miR-71 es necesario para el desarro-
llo temprano de E. multilocularis en
cultivo celular primario y que regu-
larfa genes parasitarios relacionados
con procesos de desarrollo (Pérez y
col., 2019). El silenciamiento, lleva-
do a cabo mediante la administra-
cion de oligonucleétidos antisentido
modificados con PS y 2’OMe, llevo
a la detencion del desarrollo de la
larva metacestode del parasito in
vitro. Dado que el metacestode de
E. multilocularis constituye la etapa
clinicamente relevante de la equi-
nococosis alveolar, una enfermedad
parasitaria potencialmente mortal,
proponemos que miR-71 podria ser
considerado como un posible blan-
co farmacoldgico y estamos llevan-
do a cabo estudios adicionales para
determinar su potencial como tal
utilizando modelos animales de in-
feccion in vivo.

Hasta el momento se habia lo-
grado silenciar la expresion de este
miRNA en cultivos celulares para-
sitarios, y recientemente hemos lo-
grado su silenciamiento en pardsitos
enteros en cultivo utilizando tam-
bién un oligonucledtido antisenti-
do. El silenciamiento de miR-71 fue
evaluado mediante RT-qPCR eviden-
ciando una disminucién de un 64%
en la expresion de este miRNA [uego
de una Unica transfeccion con anti-
miR-71. En este caso los controles
negativos se realizaron utilizando
un oligonucledtido que presentaba
los mismos nucledtidos que el anti-
miR pero en diferente orden, al que
denominamos  “scrambled”. Esta
técnica nos ha permitido evaluar
los efectos del silenciamiento en el
desarrollo parasitario y en la expre-
sién de algunos de sus genes obje-

tivo. Mediante el silenciamiento de
miR-71 en cultivos parasitarios de
larvas de M. vogae, se observo una
mayor tasa de estrobilizacion tras la
induccion con taurocolato de sodio
en aquellos cultivos tratados con
anti-miR-71 en comparacion a los
cultivos control (Figura 4). Esto po-
dria verse relacionado con la sobre-
expresion de genes objetivo de este
miRNA que podrian estar relacio-
nados con el desarrollo parasitario,
como por ejemplo factores de trans-
cripcioén. Por otro lado, se realizé la
inoculacién intraperitoneal en rato-
nes de parasitos sometidos al silen-
ciamiento de miR-71. Al cabo de 26
dias de infeccién se evidencié una
carga parasitaria significativamen-
te menor en los grupos de ratones
inoculados con tetratiridios tratados
con anti-miR-71, lo que podria su-
gerir que la expresion disminuida de
miR-71 impediria el establecimien-
to adecuado y/o la progresion de
la infeccion (Grecco y col., 2023).
Dentro de los pasos siguientes en el
estudio de microRNAs parasitarios
nos proponemos realizar el silencia-
miento en parasitos cestodos, mode-
lo y zoondticos in vivo en modelos
murinos de infeccién, evaluando los
efectos en el curso de la infeccion,
asi como también las metodologias
de transfeccion mas apropiadas.

El desafio de descifrar los nume-
rosos roles de miRNAs involucrados
en procesos de desarrollo y celula-
res, asi como en distintas enferme-
dades, necesita nuevos enfoques
experimentales dirigidos a estudiar
estos aspectos tanto in vitro como in
vivo. En esta linea, los métodos de
interferencia de los miRNAs se han
convertido en un enfoque novedo-
so y ampliamente utilizado para el
estudio funcional tanto de miRNAs
individuales como de familias com-
pletas de miRNAs. A pesar de los
resultados prometedores en diversos
ensayos clinicos, el uso de oligonu-
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cledtidos antisentido como agentes
terapéuticos aln necesita estudios
especificos para evaluar citotoxici-
dad, especificidad y estabilidad en
las uniones entre los mismos y los
miRNAs objetivo. Por este motivo,
resulta primordial asociar los resul-
tados obtenidos in vitro con estudios
posteriores in vivo con la finalidad
de validar estas estrategias como
métodos terapéuticos eficientes y
seguros para el tratamiento de di-
versas enfermedades, entre las que

se incluyen aquellas enfermedades
desatendidas causadas por parasitos
cestodos.

B 5. CONCLUSION GENERAL

La integracion de estrategias bioin-
formaticas y experimentales permi-
ti6 la identificacién y caracteriza-
cion de las HDACs y los miRNAs de
cestodos. Los resultados obtenidos
sugieren que estas moléculas cum-
plen papeles importantes en el desa-

rrollo y supervivencia en el hospede-
ro de estos pardsitos, y que podrian
ser blancos de farmacos selectivos
para tratar enfermedades tropicales
desatendidas como la equinococo-
sis quistica.

B GLOSARIO

Analisis filogenético mitocondrial:
andlisis del ADN mitocondrial en
busca de relaciones de parentesco
entre distintos grupos de seres vivos.

- @

Extraccion

Ratones BALB/c inoculados
con tetratiridios de M. vogae

Anti-

Y2

Tetratiridios de M. vogae

! Transfeccion \

Scrambled

miR-71

de incubacion, (6.3X).

Figura 4: Esquema de trabajo llevado a cabo para la transfeccion de oligonucledtidos antisentido para silenciar el
microRNA parasitario miR-7 1y posterior induccion de la estrobilizacion con taurocolato de sodio a cultivos para-
sitarios de tetratiridios de M. vogae. Como resultado se observa una mayor tasa de estrobilizacion en los cultivos
tratados con anti-miR-71 (a) respecto a los controles tratados con oligonucledtido scrambled (b) luego de 17 dias
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Antihelmintico: medicina utiliza-
da en el tratamiento de infecciones
causadas por helmintos.

ARN de interferencia: ARN peque-
fio que suprime la expresién de un
gen especifico al que reconoce me-
diante complementariedad de bases.

ARNm (ARN mensajero): ARN de
cadena Unica que resulta del proce-
so de transcripcién del ADN y que
al unirse con los ribosomas inicia el
proceso de traduccién que da como
resultado la sintesis de una proteina.

Biomarcador: Es aquella caracteris-
tica bioldgica, bioquimica o fisio-
l6gica, objetivamente mensurable,
que permite identificar procesos fi-
siolégicos o patoldgicos.

Blanco farmacolégico: macromolé-
cula o el complejo macromolecular
en las células con los que interactda
el farmaco para provocar una res-
puesta celular.

Cepa: grupo de microorganismos
que pertenecen a la misma especie
y comparten ciertas caracteristi-
cas que no se encuentran en otros
miembros de la especie.

Cestocida: sustancia con capacidad
de matar cestodos.

Cestodo: gusano que pertenece al
grupo de los platelmintos, clase Ces-
toda.

Citotoxicidad: Conjunto de efectos
adversos que se suceden en todas
las células que impiden el funcio-
namiento, supervivencia y prolifera-
cién celular.

Cofactor: compuesto quimico no
proteico necesario para la actividad
catalitica de una enzima.

Control post-transcripcional de la
expresion génica: regulacién de la

expresion génica a nivel del ARN,
que ocurre en cualquier etapa des-
pués de la transcripcion, incluido el
corte y empalme de ARN, el trans-
porte nuclear y la estabilidad del
ARN.

Control transcripcional de la expre-
sion génica: medio por el cual una
célula regula la conversién de ADN
en ARN (transcripcién), determinan-
do asi la actividad génica.

Dominio catalitico: Region de una
enzima que interactda con su sus-
trato para producir la reaccién en-
zimatica.

Endonucleasa: Enzima que cataliza
la hidrdlisis de enlaces internos y en
consecuencia produce la degrada-
cién de moléculas de ARN o ADN.

Especie: conjunto de organismos o
poblaciones naturales capaces de
entrecruzarse y producir descenden-
cia fértil, aunque -en principio- no
con miembros de poblaciones per-
tenecientes a otras especies.

Estrobilizacién: Forma de reproduc-
cion asexual que se da por la divi-
sion del cuerpo en segmentos trans-
versales denominados proglotides.

Expresion génica: proceso por el
cual la informacién codificada por
un gen se usa para producir molécu-
las de ARN que codifican para pro-
tefinas o para producir moléculas de
ARN no codificantes que cumplen
otras funciones.

Gen objetivo: es la secuencia de
ADN que se transcribe en un ARN
mensajero capaz de ser reconocido
por un microRNA.

Genotipo: conjunto de los genes y
la informacién genética que con-
forman a un individuo de cualquier
especie.

Geofagia: ingestion de tierra.

Helminto: término operacional que
comprende distintos grupos de ani-
males como los nematodos o gusa-
nos redondos y los platelmintos o
gusanos planos.

Homéloga: secuencia de nucledti-
dos o aminoacidos que presenta si-
militud con otra debido a que com-
parten un origen evolutivo comun.

Hospedero: organismo que da alber-
gue y/o alimento a otro individuo.

Microtdbulos: filamento intracelular
y hueco, formado por polimeros de
la proteina tubulina, que forma parte
del citoesqueleto y de otros organu-
los.

Perfil de expresion: conjunto de
genes expresados, a nivel de trans-
cripcion, en determinadas circuns-
tancias, o en una célula o tejido
especifico que provee un panorama
global de la funcion celular

Periodo prepatente: etapa de la in-
feccion parasitaria comprendida
desde el momento de la infeccién
hasta la demostracion de la presen-
cia del parasito.

Protoescélex: pequeiio gusano in-
maduro, que consiste en el escélex
(cabeza) del futuro gusano adulto,
que se origina en el interior de las
vesiculas proligeras que son produ-
cidas por la capa germinal del me-
tacestodo.

Protoescolicida: agente que es ca-
paz de eliminar protoescdlices.

Quimioterapia: tratamiento farma-
colégico de una enfermedad con
sustancias quimicas.

Quiste hidatidico: Estructura produ-
cida en el hospedero intermediario
que consta del metacestodo de ori-
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gen parasitario formado por la capa
laminar, la capa germinal, las vesi-
culas prolieras conteniendo proto-
escélices y el liquido hidatidico; y
de la capa adventicia formada por el
hospedero.

Reproduccién asexual: forma de re-
produccién de un ser viviente en la
que a partir de una célula o un gru-
po de células de un solo individuo,
se desarrolla un nuevo individuo
completo, genéticamente idéntico
al primero.

RT-qPCR: Técnica cuantitativa que
detecta el nivel de ARNs especificos
en una condicién determinada, por
ejemplo, en respuesta a un trata-
miento.

Tegumento: cubierta de naturaleza
celular que poseen los cestodos que
permite la absorcion de nutrientes,
eliminacion de desechos y brinda
proteccion del pH &cido y de las en-
zimas del hospedero.

Transcripcion: proceso por el cual se
produce una copia de ARN a partir
de la secuencia de ADN de un gen.

Tubulina: Proteina que compone los
microtdbulos que, a su vez, cons-
tituyen una parte integrante del ci-
toesqueleto con funciones esencia-
les en el transporte de componentes
celulares dentro de la célula y en la
division celular.Tiene dos subunida-
des: alfa y beta.

Vesicula proligera: pequefia vesicu-
la que se forma a partir de la capa
germinativa de un quiste hidatidico
y contiene protoescélices en su in-
terior.

Zoonosis: enfermedad infecciosa
que ha pasado de un animal a hu-
manos. Los patégenos zoondticos
pueden ser bacterias, virus, pardsitos
o agentes no convencionales y pro-
pagarse a los humanos por contacto

directo o a través de los alimentos, el
agua o el medio ambiente.
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