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Resumen del proyecto

Los platelmintos pardsitos (cestodos, trematodos y monogéneos) causan numerosas enfermedades de
importancia para la salud humana y animal, especialmente en paises en vias de desarrollo. En lugar de una
epidermis cldsica, estos pardsitos cuentan con un tegumento especializado, que consiste en un sincitio
superficial (llamado tegumento distal) conectado mediante puentes citoplasmadticos a cuerpos celulares
sumergidos debajo de la membrana basal. El tegumento distal es la superficie de interaccién con el
hospedador, y enfrenta por lo tanto diferentes tipos de danos fisicos, quimicos y mecdnicos durante los
procesos de infeccion. En este proyecto, realizamos estudios protedémicos comparativos del tegumento de
tres especies de cestodos: Echinococcus multilocularis, Hymenolepis microstoma y Mesocestoides corti.
Identificamos proteinas enriquecidas en el tegumento de estas especies, confirmando la expresidén
tegumentaria de un subgrupo de las mismas. Mediante la comparacién de nuestros resultados con los ya
existentes en la literatura, identificamos proteinas tegumentarias compartidas entre cestodos y trematodos,
definiendo por lo tanto un ndcleo central de proteinas presentes en el tegumento de platelmintos pardsitos.
Entre estas proteinas enriquecidas en el tegumento de todos los platelmintos pardsitos, identificamos a una
proteasa de tipo calpaina. El andlisis funcional de esta proteina mediante inhibidores farmacoldgicos y
silenciamiento génico sugiriéd que no es esencial para los procesos de mantenimiento y reparacion del
tegumento.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Biologia Celular, Microbiologia / Parasitologia Molecular

Palabras clave: Tegumento / Cestodos / Proteémica /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

Los platelmintos pardsitos (cestodos, trematodos y monogéneos) causan numerosas enfermedades de
importancia para la salud humana y animal, especialmente en paises en vias de desarrollo (1). La larva del
cestodo Echinococcus granulosus es el agente causal de la hidatidosis, una enfermedad de gran
importancia a nivel mundial y en particular en Uruguay, dénde es endémica (2, 3). Para las infecciones con
Echinococcus spp. que no pueden ser tratadas mediante cirugia, la Unica quimioterapia disponible consiste
en la utilizacién de benzimidazoles (4). Sin embargo, los benzimidazoles no son tolerados por todos los
pacientes, y en el caso de E. multilocularis son solamente parasitostdticos, por lo que urge el desarrollo de
nuevas opciones quimioterapéuticas (5, 6)

En lugar de una epidermis cldsica, los platelmintos pardsitos cuentan con un tegumento superficial
altamente especializado (7). Este tejido es el principal sitio de contacto con el hospedador (en el caso de
cestodos, que carecen de aparato digestivo, es el Unico). La organizacién del tegumento es sumamente
peculiar, ya que se trata de un tegumento sincitial compuesto de dos grandes regiones. Por un lado, existe
una region del citoplasma denominado tegumento distal que cubre completamente la superficie del
pardsito, y que se apoya sobre una membrana basal. La membrana plasmdtica apical de este tegumento
distal tiene diversas modificaciones en diferentes grupos, como por ejemplo los microtricos
(microvellosidades especializadas) en cestodos. Por otro lado, los nicleos de este sincitio se encuentran en
cuerpos celulares (denominados citones) sumergidos por debajo de la membrana basal, que se comunican
con el tegumento distal a través de puentes citoplasmaticos. En estudios cldsicos, se demostré que la
sintesis proteica ocurre en los citones, y que las nuevas proteinas y glicoconjugados son transportados
hacia el tegumento distal para su renovacion constante (8, 9).

En los trematodos, la composicion del tegumento distal ha sido caracterizada extensamente por métodos
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protedmicos, a partir de fracciones enriquecidas en proteinas tegumentarias (revisado por (10)). Estos
estudios han resultado por ejemplo en la generacion de vacunas experimentales utilizando proteinas
tegumentarias recombinantes (10, 11). Adicionalmente, estudios recientes de secuenciacién masiva de ARN
de células Unicas del trematodo Schistosoma mansoni han profundizado en la descripcion de los patrones de
expresidn génica de los citones tegumentarios (12, 13). En cambio, es muy poco lo que se sabe a nivel
molecular sobre Ia composiciéon del tegumento de cestodos, excepto por unas pocas proteinas
caracterizadas a nivel individual en diferentes especies, incluyendo estudios previos de nuestro grupo (14—
16). Adicionalmente, en las décadas de 1970-1980 se desarrollaron métodos para obtener fracciones
enriquecidas en proteinas tegumentarias, pero las proteinas nunca fueron identificadas (17, 18). Solo hay un
reporte reciente de protedmica a baja escala de extractos tegumentarios de Echinococcus granulosus, pero
este estudio utilizé condiciones mads agresivas para la extraccién de proteinas solubles, y no se confirmé el
enriquecimiento de proteinas tegumentarias utilizando marcadores especificos (19).

La superficie del tegumento de los platelmintos pardsitos (la membrana plasmatica apical) sufre diferentes
tipos de agresiones fisicas, quimicas y mecdnicas a lo largo de su ciclo de vida. Esto incluye los ataques del
sistema inmune, el impacto de las enzimas proteoliticas y sales biliares del tracto digestivo del hospedador,
y los efectos de drogas antiparasitarias (20—27). Incluso es esperable que existan dafios generados por los
movimientos normales de los pardsitos, como ocurre en varios tejidos animales que son mecdnicamente
activos (27, 28). Los mecanismos activos de reparacién de la membrana plasmatica, necesarios para
reparar dafos grandes (aperturas mayores a unos pocos nanémetros), son ubicuos en organismos
eucariotas (27, 28). Los mecanismos inmediatos (segundos a minutos) de resellado de la membrana
plasmadtica incluyen entre otros: 1) exocitosis de vesiculas con la membrana plasmadtica; 2) fusiéon de
vesiculas entre siy con la membrana plasmadtica para formar parches; 3) formacion de tapones formados
por entrecruzamiento de vesiculas y complejos proteicos; 4) remodelado del citoesqueleto cortical. Todos
estos mecanismos coinciden en que la senal necesaria para su puesta en marcha es la entrada de iones de
calcio (Ca++) al citoplasma durante la ruptura de la membrana plasmatica (27, 28). En cuanto a las
moléculas asociadas a estos mecanismos, se incluyen entre otras a las calpainas y las ferlinas(27-31). Las
calpainas son proteasas activadas por Ca++, no degradativas, que clivan a otras proteinas para modificar
su actividad. Se ha demostrado en diferentes modelos que las calpainas son esenciales para los
mecanismos de reparacion de la membrana plasmdtica, asocidndose a la misma y procesando a proteinas
del citoesqueleto, adhesiones celulares, e incluso a proteinas de tipo ferlina, entre otros blancos (27, 28,
32-34). Las ferlinas, por otro lado, son proteinas de membrana que cuentan con dominios C2 de interaccion
con Ca++ y fosfolipidos, y que participan de procesos de remodelado de membranas y de exocitosis
dependientes de Ca++ (29, 30). En particular, la disferlina es reclutada a sitios dafiados de la membrana
plasmatica y es indispensable para la fusidn de vesiculas durante su reparacién en el misculo esquelético
de vertebrados (27-29, 35). Ademds, esta y otras ferlinas tienen roles similares en otros tipos celulares.
Posteriormente a estos procesos tempranos de resellado, la membrana plasmdtica es remodelada
mediante procesos de endocitosis, exocitosis y de secreciéon de exosomas, para restaurar su composicion y
organizacion normal (27, 28). Si bien se sabe muy poco sobre la reparacion de la membrana plasmadtica del
tegumento en platelmintos pardsitos (36, 37), es de esperar que existan mecanismos similares, dada la
antigliedad evolutiva de estos procesos, que se remontan al origen de las células eucariotas (27, 28). Sin
embargo, es posible que existan también mecanismos especificos de estos pardsitos: recientemente, se
describié en S. mansoni que una proteina de tipo Venom Allergen-Like (SmVALS6) (38), no vinculadas a estos
procesos en mamiferos, es necesaria en el mantenimiento de la funcién de barrera.

Por lo tanto, el tema central que enmarca a este proyecto es la biologia del tegumento de platelmintos
pardsitos, en particular los mecanismos involucrados en su organizaciéon y mantenimiento. Dentro de este
tema, planteamos dos grandes enfoques.

1) Protedmica del tegumento en cestodos
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El proyecto identificé los principales componentes proteicos del tegumento distal. Por lo tanto, es un paso
esencial para identificar las proteinas que participan de la interaccion directa entre hospedador y pardsito.
Esta es la primera vez que se caracteriza a nivel proteémico a gran escala este tejido en cestodos. El
enfoque comparativo permitié identificar un ndcleo central de proteinas y procesos que ocurren en el
tegumento de cestodos en diversas especies y estadios del ciclo de vida, y la comparacion con los estudios
previos de trematodos (10, 39) permitié expandir este andlisis a platelmintos pardsitos en general. Los
resultados permitirdn en el futuro inferir localizaciones tegumentarias para los homélogos en otros
platelmintos pardsitos a partir de datos gendmicos (40).

2) Reparacion de la membrana plasmadtica en el tegumento de cestodos: mecanismos dependientes de Ca++,
calpaina y ferlinas.

Por otro lado, en este proyecto analizamos los procesos de reparacién de la membrana plasmatica apical
del tegumento, apoydndonos en la deteccidn de proteinas relacionadas con estos procesos en nuestros
estudios protedmicos preliminares. Para esta seccidn del proyecto, utilizamos al cestodo modelo M. corti
(syn. M. vogae). Las larvas de M. corti son un modelo excelente para el estudio de la biologia celular y
molecular de cestodos. Estas larvas pueden ser obtenidas en grandes cantidades in vivo (41). Ademas, se
han puesto a punto métodos robustos para su cultivo in vitro, permitiendo diferentes manipulaciones
experimentales (42—45). La ultraestructura del tegumento de esta especie ha sido descrita en detalle (46), y
un estudio demostré a nivel ultraestructural la existencia de dano y reparacién del tegumento inducido por
tripsina, pero a tiempos largos (a partir de las 24 horas), por lo que no identificaron los procesos iniciales
de reparacion, ni los mecanismos subyacentes (20). Recientemente, se ha publicado su genoma (47) y
disponemos de su transcriptoma. Un limitante del modelo, que es comun a todos los cestodos, es la
imposibilidad hasta el momento de manipularlos genéticamente.

En el marco de este proyecto, describimos la reparacién de la membrana plasmatica del tegumento de M.
corti. Adicionalmente, realizamos andlisis funcionales para determinar la importancia de una calpaina y de
dos proteinas de la familia de las ferlinas en los procesos de reparacion. En el caso de las ferlinas, existen
solamente dos codificadas en el genoma de cestodos (basado en su estructura de dominios (29), se trata de
una tipo I, “Ferlina-1", y una tipo II, “Ferlina-II"). Estas proteinas, si bien tienen diversos roles, estdn bien
caracterizadas en los procesos rdpidos iniciales de reparaciéon de la membrana plasmatica en otros
organismos (27—31). Ademads, han sido detectadas especificamente en el tegumento de trematodos, tanto por
métodos transcriptéomicos y protedmicos como por inmunofluorescencia (10, 48-52). Los andlisis funcionales
fueron exitosos en el caso de la calpaina, y sugirieron que esta proteina no tiene un rol esencial en la
reparacion del tegumento.

Metodologia/Disefio del estudio

1. Andlisis protedmico del tegumento de E. multilocularis, H. microstoma y M. corti

Las larvas de Mesocestoides corti y los adultos de Hymenolepis microstoma fueron obtenidos mediante
cultivo en ratones (Laboratorio de Experimentacion Animal, FQuim, UdelaR — Protocolo C.E.U.A., expedientes
101900-000111-19 y 101900-000252-15). El material obtenido de Echinococcus canadensis a partir de
infecciones naturales detectadas en frigorificos fue insuficiente, por lo que en su lugar estudiamos larvas
de Echinococcus multilocularis, provistas por nuestro colaborador Klaus Brehm (Universidad de Wiirzburg).

El fraccionamiento para el aislamiento de proteinas tegumentarias ha sido descrito para Hymenolepis y
Echinococcus (17, 18), y fue optimizado en nuestro laboratorio para M. corti. Consiste en un tratamiento
suave con detergente en hielo, seguido por el desprendimiento mecdnico del tegumento superficial.
Fragmentos del tegumento distal son colectados mediante centrifugacién a bajas velocidades y lavados,
resultando en fracciones enriquecidas del tegumento distal (FETs). Confirmamos este enriquecimiento
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mediante Western Blot, comparando con extractos totales (ETs), utilizando marcadores del tegumento distal
(glicoproteinas detectables con la lectina WGA) y de las fibras musculares internas (anticuerpos anti-
tropomiosina, (14, 53)). Las FETs y ETs fueron analizados mediante espectrometria de masas a gran escala
(“shotgun”). Este trabajo se realizé en colaboracién con las Dra. Rosario Durdn y Analia Lima, Unidad de
Bioguimica y Proteémica Analiticas, Institut Pasteur, Uruguay. Las mezclas proteicas fueron digeridas con
enzimas proteoliticas y los péptidos resultantes analizados en un nano-HPLC (UltiMate 300, Thermo
Scientific) acoplado a un espectrometro de masas hibrido Q-Orbitrap (Q-Exactive Plus, Thermo Scientific).
La identificacion de las proteinas fue llevada a cabo utilizando PatterLab for proteomics (70), basados en
los proteomas predichos de estas especies (40). La cuantificacion fue realizada mediante conteo espectral
(71), identificando aquellas proteinas enriquecidas en las fracciones tegumentarias en comparacion con los
extractos totales ((72); es una estrategia conservativa de definir las proteinas tegumentarias, para excluir
contaminantes). Este andlisis se realizé a partir de cuadruplicados bioldgicos (para H. microstoma y M.
corti) o triplicados biolégicos (para E. multilocularis).

2. Andlisis comparativo de los proteomas tegumentarios

En colaboracion con el Dr. Andrés Iriarte (Instituto de Higiene, Fcien, UdelaR), determinamos el
solapamiento del proteoma tegumentario entre especies de cestodos (a partir de los datos de este
proyecto), y de trematodos (a partir de la literatura; (10, 39)). Esto implicé la identificacion de ortologia entre
las proteinas de diferentes especies.

3. Validacion

Ya que no hay prdcticamente anticuerpos comerciales para proteinas de cestodos, validamos la expresion
tegumentaria de diez genes utilizando hibridacién in situ fluorescente “whole-mount”, siguiendo nuestro
protocolo previamente publicado (14, 54). La expresion en los citones tegumentarios se confirmé mediante
su marcado con dextrano fluorescente, siguiendo el método de Wendt et al (69).

4, Reparacion de la membrana plasmatica tegumentaria en M. corti

Realizamos ensayos de dano a la membrana plasmatica tegumentaria mediante shock osmético y mecdnico
(3 minutos en agua destilada en combinacidn con agitacion por vortex), para analizar su reparacién tras
diferentes tiempos de recuperacion. Esto incluyé:

4.1. El resellado de la membrana plasmatica, mediante el andlisis de la permeabilidad al ioduro de propido
(IP, 50 ug/ml; (74, 75)). ELIP fue ahadido tras diferentes tiempos de recuperaciéon en PBS con o sin Ca++
(hasta 5 minutos) y los pardsitos vivos fueron analizados inmediatamente mediante microscopia de
fluorescencia. Como controles, se incluyeron larvas no tratadas (no son tefidas), y larvas permeabilizadas
con Triton 0.1% (control positivo de tincidn).

4.2. Andlisis de inmunofluorescencia para analizar el remodelado del citoesqueleto de tubulina (anticuerpo
monoclonal AA4.3, DSHB) y de actina (con faloidina fluorescente, ABCAM).

5. Calpaina y ferlinas en M. corti

5.1. Localizacion

Obtuvimos anticuerpos contra calpaina, ferlina-1y ferlina-II de M. corti, generados por proveedores
comerciales utilizando péptidos sintéticos conjugados a KLH. Fueron validados por Western Blot con
extractos totales de M. corti. En el caso de ferlina-II, los anticuerpos obtenidos no resultaron especificos
por lo que no se continud trabajando con esta proteina. Los anticuerpos fueron utilizados para determinar la
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localizacion subcelular en el tegumento mediante inmunofluorescencia (57).

5.2. Andlisis funcional

En el caso de la calpaina, utilizamos dos inhibidores especificos permeables ya validados en invertebrados
(calpeptin y una version modificada permeable del péptido calpastatin (32, 33, 52)), y adicionalmente
realizamos el silenciamiento del gen, mediante la introduccién de oligos morfolinos antisentido en el
tegumento ((76); uno de bloqueo traduccional y otro de bloqueo del splicing). Un morfolino irrelevante fue
utilizado como control negativo. Los oligos fueron introducidos especificamente en el tegumento utilizando el
método de shock osmético, validados utilizando un morfolino fluorescente. Determinamos si el silenciamiento
fue exitoso tras 24 a 72 horas de cultivo in vitro mediante Western Blot y mediante RT-PCR para analizar el
efecto en el splicing. Analizamos si existieron defectos en el resellado de la membrana apical como se
describe en 4.1.

En el caso de las ferlinas, también se intentd el silenciamiento mediante morfolinos, pero tras varios
intentos y variando las condiciones experimentales, solo se observo silenciamiento parcial mediante RT-PCR
en algunos casos para ferlina-I, por lo que no se analizé el efecto sobre la reparacion tegumentaria.

Resultados, andlisis y discusién

1. Andlisis protedmico comparativo del tegumento de E. multilocularis, H. microstoma y M. corti

La metodologia de extraccién y enriquecimiento de proteinas tegumentarias fue exitosa en las tres
especies. Los resultados de este procedimiento fueron validados inicialmente mediante Western Blot,
demostrando niveles minimos de contaminacidn con otras proteinas en las FET, y un alto grado de
enriguecimiento en proteinas tegumentarias.

Identificamos mas de doscientas proteinas enriquecidas en la FET para cada especie de cestodo analizada
(270 en M. corti, 335 en H. microstoma, y 222 en E. multilocularis). Estas proteinas incluyen por ejemplo
transportadores de membrana para diferentes nutrientes, proteinas relacionadas con el trdfico vesicular,
asi como homélogos de antigenos tegumentarios previamente descritos en cestodos. El andlisis comparativo
de homologia entre las proteinas detectadas en las diferentes especies demostré que existe un
solapamiento muy importante, y estadisticamente significativo (Chi-cuadrado, p<0.001 para todas las
comparaciones), entre las proteinas tegumentarias de estas especies (por ejemplo, existen 61 proteinas
compartidas enriquecidas en el tegumento de M. corti y H. microstoma, y 33 proteinas compartidas en el
tegumento de todas las especies). Adicionalmente, comparando nuestros resultados con los datos
disponibles en la literatura para el trematodo Schistosoma mansoni (10), identificamos 6 grupos de ortélogos
enriquecidos en el tegumento de todos los platelmintos pardsitos analizados a la fecha: estos incluyen a un
pardlogo de la calpaina, una ferlina tipo I, una ferlina tipo II, un transportador de fosfolipidos, y las
proteinas relacionadas al trafico vesicular Rab-27 y Rap-1b. Mds alld de estos ejemplos de grupos de
ortélogos compartidos, también identificamos casos en los que, si bien no existia ortologia uno a uno entre
las especies, si existia enriquecimiento de la misma familia génica. EL ejemplo mds llamativo fue el de la
familia de antigenos tegumentarios que presentan dominios de tipo Dynein Light Chain (DLC) y/o EF-Hand
(en algunos casos las proteinas poseen ambos tipos de dominios, mientras que en otros uno solo),
encontrando numerosos miembros de esta familia expresados en el tegumento de todos los platelmintos
pardsitos. Estos resultados demuestran que existen componentes y procesos conservados en el tegumento
de los diferentes platelmintos pardsitos, y estos son por lo tanto candidatos interesantes para el desarrollo
tratamientos de amplio espectro contra los mismos.

2. Validacion de los resultados de protedmica y andlisis de expresién genes tegumentarios
Analizamos mediante hibridacion in situ fluorescente la expresion de ARNm que codifican para un subgrupo
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(10 genes) de las proteinas tegumentarias identificadas en H. microstoma y E. multilocularis. Ademds de
analizar a grandes rasgos la localizacion de la expresion, determinamos la expresidn en particular en los
citones del tegumento mediante co-localizacion con dextrano fluorescente, introducido al tegumento
mediante shock osmético/mecdnico (69). Entre estos genes se incluyeron varios genes conservados entre
cestodos de funcién desconocida. Todos los genes analizados para los que se detectd senal por hibridacion
in situ (9 en cada especie) demostraron expresion en el tegumento. En casi todos los casos la expresidn fue
detectada principal o Unicamente en los citones tegumentarios, con una Unica excepcion (el gen rab27 de E.
multilocularis, con una expresion que es aparentemente ubicua). Sorprendentemente, detectamos una gran
variedad de patrones de expresion de los genes tegumentarios entre los citones de las diferentes regiones
del tegumento. Por un lado, existen genes que se expresan en todos o casi todos los citones, mientras que
hay otros cuya expresion estd ausente en grandes regiones (por ejemplo, de expresidn ausente en todo el
escolex o cabeza), presente en subpoblaciones pequefas de citones especializados (por ejemplo, de
expresién en el tegumento del rostelo, un drgano de fijacidén del escélex, pero ausente en el resto del
escolex), o incluso de expresidn diferencial a lo largo de cada segmento de la estrébila. Esto demuestra
gque existe una gran heterogeneidad de expresidn génica entre los citones tegumentarios, a pesar de
compartir un mismo citoplasma. La heterogeneidad de los citones tegumentarios ha sido sugerida también
en estudios de secuenciacién de célula Unica en el trematodo S. mansoni, si bien en este caso se sugiere
gue puede deberse en parte a diferentes trayectorias de diferenciacién de los progenitores tegumentarios
hacia una forma diferenciada comdn (77).

Adicionalmente, desarrollamos y validamos anticuerpos para la calpaina y la ferlina tipo I de M. corti, y los
utilizamos para analizar la distribucion de las proteinas en esta especie mediante inmunofluorescencia. Las
dos proteinas fueron localizadas principalmente en el tegumento distal. En el caso de la calpaina, la
localizacion proteica en el tegumento distal también fue heterogénea, siendo mucho mayor en la regién
posterior de los animales que en el escélex. Por lo tanto, deben existir mecanismos que restrinjan la
movilidad de esta proteina dentro del citoplasma del tegumento distal.

3. Reparacion de la membrana plasmatica del tegumento y andlisis funcional de la calpaina tegumentaria
Nuestros resultados demostraron que existen mecanismos sumamente eficientes de reparacién de la
membrana plasmdtica del tegumento. Tipicamente, encontramos que el dano generado mediante shock
osmético y mecdnico a la funcién barrera de la membrana del tegumento distal puede ser reparado en
tiempos del orden de segundos, y tras cinco minutos la reparacién es completa. Adicionalmente, nuestros
experimentos demostraron que la reparacion requiere calcio, ya que es inhibida en presencia de los
quelantes EGTA, y ain en mayor medida de EDTA, pero en forma atipica en comparacién con otros modelos,
no es necesario que el calcio se encuentre en el medio extracelular (la reparacién ocurre por ejemplo en
buffer PBS libre de calcio). Estos resultados sugieren que la liberaciéon de calcio necesaria para la
reparacion ocurre a partir de fuentes internas. Por otro lado, no observamos grandes cambios en el
citoesqueleto del tegumento durante el proceso de reparacién de la membrana plasmatica.

Realizamos el silenciamiento de la calpaina tegumentaria de larvas de Mesocestoides corti utilizando
morfolinos. Los resultados de RT-PCR demostraron que el splicing del ARN mensajero de la calpaina era
afectado en presencia de un morfolino que bloquea el sitio 3" de splicing; el principal producto de splicing
aberrante observado fue la retencién de este intrén (lo que resulta en la retencién de un codén stop en el
marco de lectura), si bien en menor medida también ocurrié la no inclusion del exdn correspondiente
(resultando en un corrimiento del marco de lectura del ARN mensajero). Los efectos del morfolino sobre el
splicing se mantuvieron por al menos 72 horas, al cabo de las cuales se analizé la capacidad de reparacidn
del tegumento de estas larvas. Sin embargo, no se observaron defectos en la reparacién del tegumento. En
forma similar, la inhibicién de la calpaina utilizando un inhibidor enzimdtico de cistein-proteasas fue
incapaz de inhibir la reparacién del tegumento. Estos resultados sugieren que la calpaina tegumentaria no
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participaria de estos procesos.
Conclusiones y recomendaciones

Este proyecto analizé por primera vez la composicidn proteica del tegumento de cestodos, identificando
cientos de proteinas enriquecidas en el tegumento de cada especie, y un nidcleo comun de proteinas
conservadas entre ellas. Teniendo en cuenta que los estadios del ciclo de vida analizados fueron diferentes
entre las diferentes especies, y que existe ademds solapamiento con las proteinas tegumentarias conocidas
de trematodos, los resultados sugieren que existen componentes y mecanismos conservados en el
tegumento de todos los platelmintos pardsitos, y que estos podrian ser blancos terapéuticos importantes
para estrategias de combate contra estos pardsitos que sean de amplio espectro. Adicionalmente, el
proyecto profundizé en aspectos poco comprendidos de la biologia del tegumento, incluyendo la
heterogeneidad de la expresidn génica dentro de este sincitio, y los mecanismos de reparacién de la
membrana del mismo. Finalmente, se desarrollaron herramientas (incluyendo marcadores para el
tegumento distal y métodos para el silenciamiento tejido-especifico de genes en el tegumento) que
permitirdn profundizar esta linea de investigacién en el futuro.
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