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Resumen

RESUMEN

Las tropomiosinas son una familia de proteinas de union a filamentos de
actina, presentes en casi todos los eucariotas. En organismos bilaterales, es
comun que los exones 4, 5, 6, 7, 8 y/o 9 estén duplicados en tandem, de manera
que a partir de cada gen de tropomiosina, a través de un inicio de transcripcion
desde promotores alternativos y de un proceso de splicing alternativo de exones
mutuamente excluyentes, se pueden generar dos proteinas que en su ARNm
correspondiente s6lo comparten algunos exones (Koziol et al. 2011).

Las isoformas generadas de la tropomiosina tienen diferentes patrones de
expresion; las formas musculares de tropomiosina tienen un rol bien
caracterizado en la regulacion de la contraccion muscular, formando parte de los
miofilamentos delgados, mientras que el rol de las formas no musculares es
menos claro. Las diferencias mas claras son entre las tropomiosinas de alto peso
molecular (HMW, tipicamente musculares) y las de bajo peso molecular (LMW,
tipicamente no musculares). Dichos patrones, incluyendo el nUmero y tipo de las
isoformas que se expresa en diferentes tipos de células, estan estrictamente
regulados espacial y temporalmente por mecanismos aun desconocidos (Alvite et
al. 2009; Bryce et al. 2003; Koziol et al 2011; Hooper et al. 2005).

En este trabajo se realizaron estudios sobre el gen de la tropomiosina 1 de
bajo peso molecular (TPM1 LMW) de Mesocestoides corti con el fin de
caracterizar su promotor. Se mapeo el inicio de la transcripcion de la proteina en
cuestion a través de RT-PCR, y a su vez se intentd hacerlo mediante el uso de
programas bioinformaticos predictores. Mediante la primera estrategia
mencionada se logré ubicar aproximadamente el inicio de transcripcion proteica
entre las bases 1029 y 1085 del ADNg, sin embargo, el uso de programas
bioinformaticos predictores no fue una herramienta util ya que los resultados
obtenidos no fueron coherentes.

Se logro clonar la region promotora basal de la TPM1 LMW en un vector
con la luciferasa como gen reportero, usandose posteriormente para el estudio
de la actividad de dicho promotor en sistemas de cultivo celular heterdlogo. Este
estudio se realiz6 mediante electroporacién, lograndose un claro aumento de la
actividad de luciferasa en comparacion con el control negativo.

Por otro lado, se realizaron hibridaciones in situ utilizando una sonda de
ARN especifica para estudiar el patron de expresion de TPM1 LMW. Este incluye
la expresion proteica a nivel de las ventosas, y ademas a lo largo de la
musculatura subtegumentaria y de la capa muscular interna, tal como era
predecible por resultados obtenidos por ensayos de inmunohistoquimica
previamente realizados.

La creacion de este vector con el promotor de la TPM1 LMW es un primer
paso hacia la optimizacion de la expresion de transgenes en M. corti, abriendo
muchas puertas en la gendmica funcional para el estudio de helmintos parasitos.
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1) INTRODUCCION

1.1) Phylum Platyhelminthes

El phylum Platyhelminthes (del griego platy, “plato”; helminth: “gusano”)
comprende alrededor de 20000 especies de gusanos de vida libre y parasitos
(Brusca & Brusca 2003). Estos animales se caracterizan por un cuerpo plano, de
forma bilateral simétrica (Markell et al., 1992). Pueden ser diminutos (menores de
un milimetro o de pocos milimetros) mas o menos cilindricos; 0 mas grandes (de
varios centimetros, raramente metros) y aplanados dorsoventralmente, de
acuerdo con su nombre de “platelmintos”. En cualquier caso, las distancias de
difusion son cortas y los sistemas tipicos de transporte de fluido (celoma y
sistemas vasculares sanguineos) estan ausentes. (Ruppert et al., 1996).

El tejido conjuntivo, llamado parénquima en los platelmintos, tiene células
mesenquimaticas asi como cuerpos de células cuyos apices forman parte de la
pared corporal y del intestino, ademas de células glandulares. Las células
mesenquimaticas y la matriz extracelular estan especialmente bien desarrolladas
en las especies grandes. La boca es tipicamente la Unica apertura del tubo
digestivo, cuando éste existe. Normalmente tienen protonefridios como érganos
excretores, y el sistema reproductor generalmente es hermafrodita (Ruppert et al.,
1996) pudiendo tener en muchos casos Organos reproductores complejos.
Tienen una tendencia hacia la centralizacion del sistema nervioso, ya que
poseen un ganglio cerebral anterior y (generalmente) cordones nerviosos
longitudinales conectados por comisuras transversales (Brusca & Brusca 2003).

Tradicionalmente, y a causa de algunas de las caracteristicas
mencionadas anteriormente, los Platyhelminthes se ubicaban en una posicion
basal entre los animales bilaterales. Sin embargo, recientemente, luego de varios
estudios moleculares y morfoldgicos (Ax, 1996; Bagufia y Riutort, 2004;
Littlewood, 2006), esta clasificacion ha cambiado y actualmente se distinguen
tres grupos dentro de este phylum: Catenulida, Acoelomorpha, y Rabditophora;
cada uno de ellos es aceptado como monofilético en base a varias apomorfias
morfoldgicas y a estudios moleculares, pero las relaciones entre si son dudosas.
(Figura 1). (Ax, 1996; Egger et al., 2009b; Tyler y Hooge, 2004).

Los llamados “turbelarios” (clase Turbellaria en la clasificacion tradicional)
son los platelmintos de vida libre y comprenden a los Acoelomorpha, Catenulida,
y a la mayor parte de los Rhabditophora. Esta clase es parafilética. La mayor
parte de los platelmintos parasitos (las Clases Trematoda, Monogenea y Cestoda)
pertenecen a un clado monofilético (llamado Neodermata) dentro de los
Rhabitophora; en esto concuerdan estudios morfolégicos y moleculares (Ax,
1996; Bagufa y Riutort, 2004; Littlewood, 2006).
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Figura 1. Esquema sobre las relaciones filogenética s internas de los platelmintos. No se
incluye el clado Acoelomorpha, que probablemente no pertenezca al phylum. (Figura tomada de
Koziol, U. 2009).

1.1.1) Clasificacion

- Clase Turbelaria. Incluye a los platelmintos de vida libre. Generalmente
son pequefios, de simetria bilateral, con poca cefalizacién y un grado acelomado
de organizacion corporal. La mayoria de estos organismos son marinos, pero
también existen especies dulciacuicolas y algunas terrestres de ambientes
hamedos. EI movimiento es mediante cilios, aunque las especies mas grandes
completan la locomocion ciliar por medio de ondulaciones musculares. En
general son depredadores y carrofieros, unos pocos son herbivoros, comensales
0 parasitos. Su pequefio tamafio, su forma aplanada y su intestino ramificado (en
las formas grandes), hacen innecesario un sistema especial para el transporte
interno y para el intercambio gaseoso. La mayoria presentan protonefridios. Son
hermafroditas simultaneos y su sistema reproductor esta adaptado para la
fecundacion interna y la oviposicion (Ruppert et al., 1996).

- Clase Trematoda. Esta clase incluye dos subclases estrechamente
relacionadas: los Digenea y los Aspidogastrea. Estdn compuestas por
organismos parasitos con importancia tanto econémica como médica ya que
varias de sus especies causan infecciones graves. La parasitosis mas importante
de este grupo es esquistosomiasis, producida por Schistosoma mansoni. El
cuerpo esta cubierto por un tegumento, con una 0 mas ventosas como 0rganos
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de fijacion oral y ventral, carecen de proaptor y opistaptor. La mayoria tiene 2 0 3
hospedadores durante su ciclo de vida, pudiendo actuar el hombre como
huésped definitivo albergando a la forma adulta del parasito, localizada
generalmente en las venas, higado, pulmén o tubo digestivo (Ruppert et al., 1996;
Brusca & Brusca 2003; Berenguer, 2006). El aparato digestivo es bifurcado y
ciego. La mayoria de los parasitos pertenecientes a esta clase son hermafroditas,
siendo el aparato reproductor la parte mas desarrollada de éstos. La
reproduccion puede realizarse por autofecundacién o por fecundacion cruzada
entre dos ejemplares (Berenguer, 2006).

- Clase Monogenea. La mayoria son ectoparasitos de vertebrados
acuaticos, especialmente de peces pero también de anfibios y reptiles. Como se
fijan a la piel de hospedadores de movimientos rapidos, los monogeneos estan
aplanados dorsoventralmente y presentan un opistaptor que le permite al
parasito fijarse tenazmente al hospedador. El ciclo biolégico de los monogeneos
es diferente al de los digeneos, no hay hospedadores intermediarios y un huevo
(que produce una larva ciliada, el oncomiracidio) da lugar a un Unico adulto, de
aqui el nombre de monogenea, que significa “una generacion”. Aunque la cabeza
carece de ventosa oral, presenta glandulas adhesivas (6rganos cefalicos). La
fijacion alternativa de Organos cefélicos y opistaptor permite reptar a los
monogeneos; otros pueden fijarse permanentemente al hospedador. El cuerpo
esta cubierto por un tegumento sincitial. El sistema digestivo es similar al de los
digeneos. Los monogeneos presentan protonefridios que se abren al exterior por
dos poros dorsolaterales, y en algunas especies existe una vejiga urinaria
asociada a cada poro. Al contrario de los digeneos que son endoparasitos, estos
organismos por ser ectoparasitos tienen metabolismo aerobio (Ruppert et al.,
1996).

- Clase Cestoda. Los cestoideos, conocidos generalmente como tenias,
constituyen la clase mas diferenciada evolutivamente de los platelmintos. Las
3400 especies de cestoideos son endoparasitos. El cuerpo consiste en un
organo de fijacion, escolex, y la estrobila, compuesta por una sucesion de
segmentos denominados proglotides. El escélex aparece como una pequefia
protuberancia con cuatro lados y dotada con ventosas o garfios para fijarse a la
pared del intestino del hospedador. El cuerpo de estos organismos esta cubierto
por un tegumento sincitial como en los digeneos y monogeneos, pero los
cestoideos presentan modificaciones especificas del tegumento asociadas con la
absorcion de nutrientes por éste, ya que carecen de aparato digestivo. Este
tegumento tiene un rol importante en evitar la respuesta inmunitaria del
hospedador. En los cestodos predomina el metabolismo anaerdbico, aunque no
es el tipo exclusivo. Las capas musculares de los cestodos son las comunes de
la musculatura circular y longitudinal, pero ademas, en el interior del parénquima
aparecen fibras de musculatura longitudinal, transversal y dorsoventral. Los
sistemas protonefridial y nervioso y la musculatura longitudinal se prolongan a lo
largo de toda la cadena de proglotides. En cada proglétide hay un sistema
reproductor completo que ocupa su mayor parte. La fecundacién cruzada es
probablemente la regla cuando hay mas de una tenia en el intestino del
hospedador, pero frecuentemente se da la autofecundacién, en el mismo
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estrébilo o incluso en el mismo proglétide (Ruppert et al., 1996; Brusca & Brusca
2003).

1.2) Introduccion al modelo experimental -  Mesocestoides corti

Mesocestoides corti (orden Cyclophyllidea,
familia Mesocestoididae) es un platelminto
endoparésito perteneciente a la clase Cestoda
(Figura 2). Este organismo tiene un ciclo de vida
complejo, el cual no ha sido elucidado
completamente (Figura 3). Este incluye dos
hospedadores intermedios y uno definitivo
(Loos-Frank, 1991; Webster, 1949), lo cual es
atipico entre los ciclofilideos. El adulto es un
tipico cestodo segmentado, vive en el intestino
de varios animales carnivoros incluyendo,
aunque raramente, al ser humano (Kawamoto et
al., 1986; Choi et al., 1967; Fuentes et al., 2003).
Produce huevos con oncoésferas (embriones)
gue infectan al primer hospedador intermediario,
el cual es probablemente un artropodo (Webster,
1949, citado por Koziol, 2006). Este seria
Figura 2. Mesocestoides corti entonces ingerido por el segundo hospedador
adulto. Figura tomada de Koziol intermediario; en este caso, una amplia gama de
et al., 2010. animales son capaces de alojarlo, como por

ejemplo pollos (Keeseon et al. 1992), reptiles
(Choi et al., 1967; Markoski et al., 2003) y anfibios (Lalanne et al., 2004; Markoski
et al., 2003). En la cavidad peritoneal del segundo hospedador se desarrollan
como tetratiridios (estado larval), los cuales son similares al adulto en cuanto a
que poseen un escolex con cuatro ventosas, pero no se encuentran aun
segmentado ni posee rudimentos del aparato reproductor (Crosbie et al., 2000).
En estos hospedadores, M. corti es capaz de proliferar asexualmente mediante
fision longitudinal (un proceso Gnico en platelmintos), caracteristica inusual en las
especies de este género (Padgett et al., 2005). Finalmente, al ser ingeridos por el
hospedador definitivo, que pueden ser zorros, gatos y perros, los tetratiridios se
desarrollan como gusanos segmentados adultos en el intestino de los mismos
(Lalanne et al., 2004).
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Figura 3. Ciclo de vida de Mesocestoides corti. Figura modificada de
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Mesocestoidiasis _il.htm

En 1965, Specht y Vogue describieron el aislamiento de tetratiridios a
partir de la cavidad peritoneal de lagartijas, y demostraron que estos eran
capaces de proliferar asexualmente por fisidbn longitudinal (Figura 4) al ser
inyectados en el peritoneo de ratones (de este aislamiento original provienen los
linajes de organismos utilizados en laboratorios de todo el mundo). Esto permite
disponer de abundante material biologico en forma constante. Ademas, es
posible llevar a la diferenciacion sexual de los tetratiridios in vivo mediante
infeccidon de perros en condiciones experimentales controladas (y sin los peligros
de bioseguridad asociados al desarrollo estrobilar de Echinococcus spp.).
También es posible inducir in vitro tanto la reproduccion asexual como la
diferenciacion al estado adulto sexuado (Figura 5).

10
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1 2 3

Figura 4. Division asexual del tetratiridio por fision longitudinal. 1) Comienzo de la divisién tras
la duplicacién de estructuras anteriores. 2) Separacion de dos individuos, dejando un
crecimiento lateral con un poro excretor en el progenitor (flecha). 3) Nuevo ciclo de division
desde el mismo lado (proliferativo) del individuo progenitor. (Figura modificado de Novak, 1972
— Koziol, 2009).

1- segmentacion, aparecen los
rudimentos genitales

2- saco del ¢irro v testiculos saco del ¢irro

ducto seminifero

3- ductos seminiferos y poro poro genital

genital )
4-rudimentos de los organos tgshculos
femeninos clrre,
5-cirro, utero, maduran los
testiculos Utero
6- maduran ovario .
ovario

y glandula vitelina,
los testiculos degeneran

7- se forma el organo
parauterino y el ovario degenera

8-degenerala
glandula vitelina

8- seamento aravido

glandula vitelina

huevos y material vitelino

remanente del Utero

organo parauterino

oncosferas

Figura 5. Esquema de la diferenciacién sexual de un individuo de M. corti. Debido a que se
van generando nuevos proglétidos en forma continua desde el cuello (regién proliferante
posterior al escélex), ocurre un gradiente de diferenciacion sexual, siendo los proglétidos mas
posteriores los mas diferenciados (modificado por Lalanne (2003) de Smyth y McManus, 1989).
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Es por las razones descritas anteriormente que M. corti es un modelo
particularmente interesante para el estudio de la biologia y desarrollo de
cestodos (Barret et al., 1982; Koziol y Castillo, 2011; Lalanne et al., 2004).

En el laboratorio donde se llevd a cabo esta investigacion se logro
caracterizar la localizacion, morfologia y abundancia de células proliferativas
durante el desarrollo in vitro de M. corti desde el estado larval hasta el estado
segmentado. A pesar de que existen algunas variaciones, parece existir un
patrén conservado en la distribucién de células proliferativas en los cestodos, por
lo que concluimos que la localizacidén y caracteristicas de estas células entre M.
corti y otros modelos de cestodos han sido conservadas a lo largo de la
evolucion (Koziol et al., 2010). Las caracteristicas de estas células sugieren que
se tratan de células madre indiferenciadas, y que todas las células diferencias
somaticas son postmitéticas, como ha sido sugerido previamente para otros
cestodos y demostrado en platelmintos de vida libre (Koziol et al., 2010). A partir
de esos datos, el trabajo actual de dicho laboratorio consiste en el aislamiento y
caracterizacion in vitro de células proliferantes de M. corti como primer paso
hacia cultivos de lineas celulares de este organismo. Sin embargo, aun no
existen herramientas desarrolladas para la manipulacion génica en M. corti.

1.3) Tropomiosina

La red de microfilamentos de actina es un sistema primario de
citoesqueleto involucrado en el desarrollo y mantenimiento de la morfologia
celular. La naturaleza dindmica de este sistema y su organizacion estan
disefiadas para regular cambios estructurales especificos en diferentes regiones
celulares. Tanto la funcion como la forma de este citoesqueleto estan
determinadas en gran parte por proteinas de unién a la actina. (Bryce et al.,
2003).

La tropomiosina es una proteina compuesta por homo o heterodimeros, en
el que el extremo C-terminal de un dimero se une al extremo N-terminal del
siguiente formando una alfa-hélice coiled coil (Figura 6). Esta se une de manera
cooperativa mediante cargas electrostaticas al surco mayor de los filamentos de
actina en células musculares y no musculares, de manera que una molécula de
tropomiosina se extiende a lo largo de siete mondémeros de actina (Figura 7).
(Hitchcock-DeGregori et al., 2010; Bryce et al., 2003; Cooper, 2002 ; Koziol et al.,
2011 ; Gunning et al., 2005). Estas dos proteinas son componentes integrales del
citoesqueleto de microfilamentos, a pesar de que hay filamentos de actina que
carecen de moléculas de tropomiosinas unidos a ellos. (Bryce et al., 2003;
Gunning et al., 2005).
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Figura 6. Modelo de cinta representativo de la estructura de la a-tropomiosina del musculo
estriado. Los residuos aminoacidicos de unién a la actina se muestran en color celeste.
(Figura tomada de Hitchcock-DeGregori et al., 2010).

La funcibn mas caracterizada de la

actina — . o
tropomiosina es su participacion en la
troponina —s contraccion del musculo estriado en
vertebrados. Esta proteina interviene en el
. proceso  calcio-dependiente de la

regulacion de la interacciobn entre los
filamentos finos (actina) y los gruesos
(miosina). Otras proteinas de union a la
actina, troponinas, controlan la posicion
solapamientos d_e la tropo_miosina a I(_) largo de los
cabitzE-Eotd de - fllamentos finos de actina; cuando el
calcio se une a la troponina, la molécula

de tropomiosina es desplazada
permitiendo a las moléculas de miosina
interactuar con las de actina. La
estructura de los filamentos finos es
— - similar en vertebrados e invertebrados
(Hooper et al., 2008), encontrandose asi,
el mismo sistema de control -calcio-
10.5 nmI dependiente basado en moléculas de
- troponina y tropomiosina en muasculos liso

Figura 7. Estructura de filamento y estriado de estos ultimos organ?smos
delgado del masculo estriado en | (Hooper et al., 2008). La tropomiosina
vertebrados. En los colores rojo y azul se también controla la migracion celular y es
representa la hélice de actina, en amarillo un componente obligatorio del anillo
la_ tropomiosina, y en rosado las | contractil que se forma para la citocinesis.

moléculas de troponina (Figura tomada ; T _ ;
de Hooper et al., 2008). (Alvite et al., 2009; Hitchcock-DeGregori
et al., 2010).

fropomiosina

En células no musculares, se ha propuesto que estas moléculas cumplen
un rol en la estabilizacién de los filamentos de actina modulando la interaccién
con proteinas que son responsables de regular la dindmica de la actina. (Cooper,
2002). Un mecanismo por el cual la tropomiosina actia es mediante el
reclutamiento y / o regulacion de las actividades de otras proteinas de union a la
actina. Lehman et al. (2000) demostré6 que las moléculas de tropomiosina se
unen a diferentes sitios a lo largo de los polimeros de actina y han sugerido que
esto puede regular la union de otras proteinas de unién a la actina (Lehman et al.,
2000 — Citado por Bryce et al., 2003). También, estudios in vitro han mostrado
que estas tropomiosinas no musculares son capaces de proteger a la actina de la
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accion de la gelsolina y puede regular la actividad Mg-ATPasa de miosinas en
diversos grados (Bryce et al., 2003).

Los genes codificantes de estas proteinas son un caso interesante a
estudiar debido a que combinan las dos posibles causas de aparicion de nuevas
funciones génicas: cambios en los patrones de expresion génica en diferentes
condiciones ambientales, etapas de desarrollo, tejidos o localizaciones
subcelulares; o aparicion de nuevos productos génicos principalmente por la
duplicacion gendmica y/o splicing alternativo. (Irimia et al., 2010).

La diversidad de las isoformas de las tropomiosinas es generada por la
combinacibn de genes paralogos altamente conservados, un inicio de
transcripcion desde promotores alternativos, y el proceso de splicing alternativo
de exones mutuamente excluyentes. Tradicionalmente, las tropomiosinas de los
animales se han dividido en isoformas de alto peso molecular (HMW) y bajo peso
molecular (LMW), de aproximadamente 284 y 247 residuos aminoacidicos,
respectivamente. Generalmente, estas isoformas se producen por el uso de
diferentes promotores del mismo gen, las isoformas HMW lo hacen a partir del
promotor upstream mientras que las isoformas LMW se generan a partir del
promotor downstream (Bryce et al., 2003; Irimia et al., 2010). En mamiferos se
generan alrededor de 40 isoformas de la proteina, de las cuales la mayoria son
no-musculares (Bryce et al., 2003).

En organismos bilaterales, es comun que los exones 4, 5, 6, 7, 8 y/o 9
estén duplicados en tandem, de manera que a partir de cada gen de
tropomiosina y a través de los mecanismos descriptos anteriormente, se pueden
generar dos proteinas que en su ARNm correspondiente s6lo comparten algunos
exones (Figura 8) (Koziol et al., 2011).

Las isoformas de la tropomiosina tienen diferentes patrones de expresion,
haciéndolo en diferentes tipos celulares y durante diferentes etapas del
desarrollo. Algunas isoformas se pueden encontrar en mas de un tipo celular, sin
embargo, otras tienen patrones de expresion mas especificos. Dichos patrones,
incluyendo el nimero y tipo de las isoformas que se expresa en diferentes tipos
de células, estan estrictamente regulados espacial y temporalmente por
mecanismos aun desconocidos. (Alvite et al., 2009; Bryce et al., 2003; Koziol et
al., 2011; Hooper et al., 2005).
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Figura 8. Estructura e isoformas de los genes de TPM1 y TPM2 de neodermados. (A)
Estructura general de los genes de TPM1 y TPM2 de Echinococcus multilocularis vy
Schistosoma mansoni. Los rectangulos representan a los exones (hechos a escala). Las
lineas entre ellos representan a los intrones. Los exones duplicados estan representados por
el mismo color. Los asteriscos indican la posicién de un posible exén adicional entre los
exones 2 y 1b en los genes codificantes de TPM2. (B) Isoformas LMW y HMW derivadas de
los genes TPM1 y TPM2 de E. multilocularis y S. mansoni. (C) Estructura parcial del gen
TPML1 e isoformas de TPM1 y TPM2 en Mesocestoides corti. La secuencia gendémica de
TPML1 es conocida entre el final del exén 2 y el 4b. Parte de la secuencia genémica de estos
exones aln se desconoce, y estan representadas como rectangulos de linea discontinua. La
mayoria de las posiciones de los intrones también se desconocen y se muestran como lineas
discontinuas, asumiendo que la posicibn se ha conservado entre otros platelmintos y
bilaterales. (Figura tomada de Koziol et al., 2011).

En el laboratorio donde se llevo a cabo esta investigacion se clonaron y
caracterizaron dos genes paralogos codificantes para tropomiosinas en
Mesocestoides corti (genes TPM1 y TPM2) (Koziol et al., 2011), cada uno de los
cuales genera isoformas HMW y LMW mediante los mecanismos ya
mencionados de splicing alternativo mutuamente excluyente y el uso de
promotores alternativos. Las tropomiosinas HMW se generan a partir de un
promotor upstream como ya se menciond, y contienen los exones 1a y 2 unidos
al exon 3 y 9, mientras que las tropomiosinas LMW lo hacen a partir de un
promotor downstream respecto al exén 2 y tienen unidos los exones 1b al 3y al 9.
Tipicamente, las formas de bajo peso molecular son expresadas en un amplio
rango de células y tejidos en animales (Koziol et al., 2011; Gunning et al., 2005;
Alvite y Esteves, 2009; Gunning et al., 2008; Irimia et al., 2010), mientras que las
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TPM HMW son en su mayoria exclusivas de las fibras musculares (Figura 9)
(Koziol et al., 2011).

Anti-tropomiosina-1 DAPI - F aloidina Anti-tropomiosina-1

Figura 9. Cortes de tetratiridios de M. corti a los cuales se les realiz6 diferentes tratamientos.
Se muestra con color la tincién de la musculatura subcutanea que se observo en los ensayos
de inmunohistoquimica. El doble marcado con faloidina (contra F-actina) y anticuerpo contra
tropomiosina-1 demuestra la co-localizacion de ambos en los tejidos musculares de las
ventosas (s), musculo sub-tegumentario (mst) y capa muscular interna (iml). (Imagenes
cedidas por Koziol et al., 2011).

Ademéas, mediante RT-PCR, se ha confirmado la expresion de la
tropomiosina de bajo peso molecular del gen TPM1 en larvas de Mesocestoides
corti (Koziol et al., 2011). También, se dispone en el laboratorio de la region del
promotor basal entre los exones 2 y 1b de la forma de bajo peso molecular del
gen TPM1 ya clonada, de aqui en mas denominada “2-1b”; esta es una de las
pocas regiones promotoras secuenciadas en Mesocestoides corti (GenBank:
HQ229992.1). Por lo tanto, esta region promotora es un candidato interesante
para dirigir la transcripcion de transgenes en este organismo desde un promotor
homologo. Experimentos previos de transfeccion de M. corti con reporteros bajo
promotores heterdlogos de virus de células de mamifero como el SV40 o
promotores del trematodo Schistosoma mansoni realizados en dicho laboratorio
han dado resultados negativos, si bien la transfeccion con ARNm para el mismo
reportero fue exitosa. Esto sugiere que estos promotores no son de utilidad en M.
corti, recalcando la necesidad de utilizar promotores especificos de esta especie.
La caracterizacion de este promotor en Mesocestoides corti es el primer paso
hacia la expresion de transgenes en este organismo, ya sea en forma transitoria,
0 mediante integracion estable en cultivos celulares.
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1.4) Estudio celular y molecular del desarrollo de helmintos parésitos

Los platelmintos pardsitos representan un grupo muy diverso de
organismos responsables de infecciones tanto en humanos como en animales,
causando un gran impacto negativo a nivel sanitario y econémico. La mayoria de
estas enfermedades tienen generalmente su mayor prevalencia en poblaciones
con condiciones epidemioldgicas, socio-econdmicas, culturales y ambientales
desfavorables, con restringida accesibilidad a los servicios de atencibn médica.
Es por esta razén que se han convertido en objeto de interés, siendo blanco de
estudio para comprender aspectos basicos referidos a su biologia, inmunologia,
y epidemiologia.

Sin embargo, a pesar del conocimiento acumulado, ninguna de las
estrategias disefladas para erradicarlos ha funcionado por lo que es
imprescindible profundizar en el conocimiento de su biologia, estudiando las
moléculas involucradas en la interaccion del parasito con el organismo huésped y
las estrategias de infeccibn de éstos a nivel molecular. Para ello resulta
imprescindible el desarrollo de modelos de cultivos in vitro para este tipo de
parasitos.

Con este objetivo, a lo largo del tiempo se han desarrollado diferentes
metodologias para este tipo de cultivos en cestodos, en especial para
Echinococcus spp., como son los sistemas de cocultivo y los cultivos axénicos.
Debido al desarrollo alcanzado en este tipo de cultivos para Echinococcus
multilocularis es que ha sido establecido como un modelo de laboratorio para
estudiar las interacciones entre el parasito y el huésped, a nivel molecular
(Spiliotis et al., 2010; Brehm y Spiliotis, 2008). Sin embargo, aiun no ha sido
posible obtener cultivos celulares exitosos en otros cestodos.

El equipo con el cual se desarrollé este trabajo tiene como linea principal
de investigacion el estudio de los mecanismos moleculares del desarrollo en
platelmintos parasitos. Uno de los temas de investigacion dentro de esta linea es
el aislamiento, caracterizacion y cultivo de células madre proliferantes del
cestodo Mesocestoides corti (Proyecto Fondo Clemente Estable, responsable E.
Castillo). Previamente se caracterizd estas células in vivo (Koziol et al., 2010)
demostrando que poseen caracteristicas tipicas de células madre indiferenciadas.

La combinacion de técnicas de cultivos in vitro de células y organismos
parasitos, y de metodos para la transfeccion estable de transgenes, son los
primeros pasos hacia la generaciéon de cestodos transgénicos (Brehm y Spiliotis,
2008). La disponibilidad de técnicas transgénicas para agentes infecciosos como
bacterias, virus, hongos, o protozoarios ha contribuido a la comprension de los
mecanismos moleculares en la interaccion del patégeno con el huésped. En el
caso de helmintos paréasitos, sin embargo, las dificultades que se presentan a la
hora de desarrollar cultivos in vitro han impedido la produccion de parasitos
transgénicos hasta ahora. A través de la implementacidon de técnicas de
transfeccion con ARN y de interferencia mediadas por ARN doble cadena (ARNiI)
varios acercamientos prometedores en la expresion de genes heterdlogos y
silenciamiento génico han sido realizados en trematodos y nematodos (de
Moraes Mourao et al., 2009).
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La transfeccidn con genes reporteros que usan promotores enddégenos ha
sido exitosa en diferentes estados de Schistosoma mansoni, mientras que la
electroporacion como técnica de transformacion también ha dado buenos
resultados en Schistosoma japonicum y en Fasciola hepética (Correnti et al.,
2007; Rinaldi et al., 2008). Para cestodos, recién se estan desarrollando los
primeros protocolos para estas técnicas (Brehm y Spiliotis, 2008; Koziol y Castillo
2011; Spiliotis et al., 2008; Spiliotis et al., 2010).

Una vez puesta a punto la metodologia para introducir ADN foraneo en
células, hay que estabilizar la integracién de este ADN en el genoma de la célula.
Esto se puede lograr mediante el uso de elementos génicos moviles como
transposones 0 secuencias de insercion. Se han descrito algunos de estos
elementos en planaria y treméatodos. Sin embargo en cestodos aun no ha sido
posible. Mediante este mecanismo se podrian establecer lineas celulares de
parasitos transgénicos. Al introducir estas células madre transgénicas en larvas
de cestodos mantenidas in vitro y / o0 in vivo, es posible que células transgénicas
se integren en la linea germinal, en forma anéloga a lo realizado para obtener
ratones transgénicos (Brehm y Spiliotis, 2008).
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2) OBJETIVOS

2.1) Objetivo general

Caracterizar el promotor de tropomiosina 1 de bajo peso molecular y
determinar su potencial uso para la expresion de transgenes en Mesocestoides
corti.

2.2) Objetivos especificos

- Mapear el inicio aproximado de la transcripcion del gen de tropomiosina
1 (LMW) de M. corti.

- Clonar la region promotora basal del gen de tropomiosina 1 (LMW) de
M. corti en un vector con la luciferasa como gen reportero.

- Estudiar la actividad promotora del gen de tropomiosina 1 (LMW) de M.
corti en un sistema de cultivo celular heterdlogo.

- Estudiar el patrén de expresion de tropomiosina 1 (LMW) en M. corti.

19



Estrategia experimental

3) ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La localizacion de la region aproximada del inicio de la transcripcion del
gen de TPM1 LMW de M. corti se llevé a cabo mediante la técnica de RT-PCR.
El ARN fue extraido mediante el uso de Trizol y posteriormente fue tratado con
una DNAsa para eliminar posibles trazas de ADN. Se disefiaron una serie de
primers forward en la region promotora posible y un Gnico primer reverse en el
exon 3. El disefio de los primers se hizo teniendo en cuenta que el tamafio
promedio de la region 5UTR es probablemente menor a 100 nucleétidos
(Fernandez et al., 2002) y la ausencia de un triplete ATG rio arriba del codén de
inicio de la traduccion (Kozak, 1989). Ademas, mediante métodos bioinformaticos
se buscaron posibles candidatos del +1 de la transcripcion de dicho gen.
Ensayos de RT-PCR con diferentes combinaciones de primers forward y el
primer reverse permitieron determinar la posicion aproximada del inicio de la
transcripcion ya que si un primer se encuentra upstream del inicio de la
transcripcion, no se espera amplificacion por RT-PCR, por lo que se deduce que
el +1 debe estar downstream. Como control positivo del ensayo se hizo una PCR
con ADNg a partir de los primers disefiados previamente (Figura 10).
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Figura 10. Esquema que muestra la estrategia de trabajo planteada para el ensayo.

Para la amplificacion y posterior clonacion de la region promotora basal
del gen de tropomiosina 1 (LMW) de M. corti (previamente clonada en el vector
pGEM-T-Easy), se disefiaron primers con adaptadores conteniendo sitios de
restriccion apropiados y luego, mediante el uso de enzimas de restriccién y una
ligasa, se ligé el producto amplificado al vector pGL3-Basic con la luciferasa
como gen reportero. A continuacioén, con el resultado de la ligacion se hizo una
transformacion en células DH5-a. Una vez realizado esto, se pudo estudiar la
posible presencia del inserto en el vector con el gen reportero mediante
minipreps de ADN plasmidico y a través de la aplicacion de las técnicas de PCR
y digestion con enzimas de restriccion. El resultado fue confirmado mediante
secuenciacion (Figura 11).
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Figura 11. Esquema que muestra la estrategia de trabajo planteada previamente.

Para el estudio de la actividad promotora de la region upstream de
tropomiosina 1 (LMW) de M. corti en un sistema de cultivo celular heterdlogo se
hizo una produccion a gran escala del plasmido obtenido en el paso anterior de
estrategia experimental y se realizaron ensayos de transfeccion en cultivos
celulares de NIH3T3 de raton (Gimba et al., 2000) y Hek 293 (Figura 12).
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Figura 12. Esquema que muestra la estrategia de trabajo descrita anteriormente.

transfeccion

Para determinar si la expresién de TPM1 (LMW) es ubicua y constitutiva,
como podria esperarse debido a la expresion de genes homodlogos en otros
animales, se realizaron experimentos de hibridacion in toto e in situ. Se amplifico
por PCR una region especifica del ADNc de TPM1 LMW (exones 4a-9a) con
promotor T7 incluido en el primer reverso. A partir de este molde se generaron
sondas marcadas con digoxigenina con las cuales se realizaron los diferentes

experimentos de hibridacion (Figura 13).
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Figura 13. Esquema que muestra la estrategia de trabajo disefiada para el ensayo.
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4) MATERIALES Y METODOS

Determinacion del inicio aproximado de la transcrip cion del gen de

tropomiosina 1 (LMW) de M. corti mediante RT-PCR.

Disefo de primers

El mapeo del +1 de la transcripcion del gen de tropomiosina 1 de bajo
peso molecular de Mesocestoides corti [McTPM1 (LMW)] se realiz6 a través de
la técnica de RT-PCR. Para ello se diseflaron 3 primers forward
(McTPM125LMW, McTPM1+13LMW y McTPM1-81LMW) en la region promotora
(entre los exones 2 y 1b) y se utilizé un anico primer reverse (RvMcTropo5’) en el
exon 3, del cual ya se disponia en el laboratorio.

Ademéas, como andlisis complementario al planteado previamente,
mediante el uso de programas bioinforméticos de deteccion de promotores se
buscaron posibles candidatos del +1 de la transcripcion de dicho gen. Como
controles positivos en este proceso se utilizaron dos promotores especificos ya
caracterizados (GenBank: AF321117.1 y X66817.1), comparando la posicion
exacta del +1 con la prediccion de dichos programas. Estos Gltimos son Promoter
Scan  (http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan), Center for biological
sequence analysis (CBS) (http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter) y Berkeley
Drosophila Genomic Project (BDGP)
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).

RT-PCR

La sintesis de ADNc para el mapeo del inicio de la transcripcion de TPM1
(LMW) fue realizada a partir de ARN perteneciente a tetratiridios de M. corti con
un tiempo de cultivo de 5-6 dias, en ausencia de taurocolato, tratado con
ADNasa RQ1 (Promega). La reaccion fue la siguiente: 1 ul de oligo dT (0,5
pg/ul), 7 pl de ARN, 1 ul de dNTPs (0,4 mM cada uno) y 4 pl de H,Odd. Esta
mezcla se incubd a 65T por 5 minutos y luego se pu so en hielo por 1-2 minutos.
Inmediatamente se le agrego 4 ul de 5x First — Strand Buffer, 1 pl de 0,1 M DTT,
1 pl de ARNasa OUT (40 U/ ul) y 1 pl de Super Script lll Reverse Transcriptase
(200 U/ ) (Invitrogen). La mezcla total se incub6 durante 1 hora a 50<C.

El ADNc obtenido fue utilizado en la reaccion de RT-PCR de 25 pl de
volumen, bajo las siguientes condiciones de reaccion: 2,5 pl de buffer de
reaccion 10x con MgCl,, 1 ul de dNTPs 10 mM, 2 ul de primers 10 uM cada uno
(en diferentes combinaciones), 0,2 pl de UTaq polimerasa (SBS, 5U/ul) y 3 ul del
ADNCc obtenido mediante la transcripcion inversa. Como control de la reaccion se
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hizo una PCR en las mismas condiciones que la RT-PCR, a excepcion del molde
que en este caso se usaron 3 pl ADNg de M. corti.

Las condiciones de ciclado consistieron en una desnaturalizacion inicial de
5 minutos a 94°C, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos,
apareamiento a 60°C por 30 segundos, y extension a 72°C por 1 minuto,
seguidos por una extension final a 72°C por 10 minutos.

Amplificacion y clonado de la region promotora basa | del gen de
tropomiosina 1 (LMW) de M. corti en un vector con la luciferasa como gen
reportero.

- Disefo de primers

El disefio de los primers elaborados en este trabajo de investigacion se
hizo a través del programa Gene Runner usando la secuencia de ADNg
codificante de la TPM1 (LMW) de M. corti bajada de la base de datos NCBI
(GenBank: HQ229992).

A través de este programa se disefiaron primers con adaptadores para
amplificar, mediante la técnica de PCR, el fragmento intrénico de interés (entre
los exones 2 y 1b) de ADNg de McTPML1. Los adaptadores se disefiaron en
funcidn de enzimas de restriccion buffer compatibles, las cuales no debian digerir
el fragmento que se buscaba amplificar, pero si lo debian hacer en el vector
pGL3-Basic, en el que se pretende ligar el fragmento intronico 2-1b.

En base a estas enzimas de restriccion, se disefiaron 3 primers con
adaptadores para amplificar la region intrénica entre el exdén 2 y el 1b; dos
forward con sitio de corte para la enzima de restriccion Sacl (McTPM1-21b-F28 y
McTPM1-21b-F1) y otro reverse con sitio de corte para la enzima Xhol (McTPM1-
21b-R) (ver informacion sobre primers en Anexo 1).

- PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Todas las PCR de este trabajo fueron realizadas en un termociclador
Perkin EImer Gene Amp PCR System 2400. La mezcla basica para esta reaccion
fue la siguiente: 5 ul (conc. final 1x) de buffer 10x con MgCl,, 1 ul (conc. final 0,2
mM) de dNTPs (10 mM), 2 ul (conc. final 0,4 mM) de c/u de los primers (10 uM)
(en diferentes combinaciones), 0,5 pl de enzima Long Range PCR (Fermentas),
2 yl de ADNp pGEM-T-Easy conteniendo la region gendmica entre el exén 2y 3
del gen TPM1 diluido 1/10, y por ultimo c.s.p. 50 pl de H,O doblemente
desionizada (H,Odd).

Las condiciones de ciclado consistieron en una desnaturalizacion inicial de
3 minutos a 94°C, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos,
apareamiento a 54°C por 30 segundos, y extension a 68°C por 90 segundos,
seguidos por una extension final a 68°C por 7 minutos.
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- Digestion, vectores utilizados y ligacion

Al momento de iniciar la investigacion se disponia en el laboratorio de la
region putativa del promotor basal de la forma de bajo peso molecular del gen
TPM1 de M. corti ya clonada en el vector pGEM-T-Easy. Este fragmento de
ADNg incluye la region 2-1b de McTPM1, la cual, digestion mediante, se ligara
en el vector pGL3-Basic.

Los productos de PCR obtenidos usando los primers con adaptadores
disefiados previamente fueron doblemente digeridos con las enzimas Sacl y Xhol.
A su vez, el vector pGL3-Basic también fue tratado con las mismas enzimas. La
mezcla de reaccion fue la siguiente: 10 pl de Buffer Tango 10x (Fermentas), 3,5
ul de enzima Sacl (Fermentas), muestra (en la digestion del vector pGL3-Basic
se usaron 15 pl de éste, y en la digestion de los productos de PCR se usaron 10
pl) y c.s.p. 100 pl de H,Odd. Esta mezcla se incub6 durante dos horas a 37C
para luego agregarle 12,5 pl de Buffer Tango 10x y 3,5 ul de enzima Xhol
(Fermentas). Luego, se incubd nuevamente en las mismas condiciones.

La ligacion de los productos de PCR (region intronica entre exones 2-1b)
con el vector pGL3-Basic se realizé bajo las siguientes condiciones: 10 pl de
vector pGL3-Basic (20 — 100 ng) (Promega), 4 pl inserto (relacién molar 2:1), 2 pl
de buffer 10x, 1 yl de T4 DNA ligasa (1U/ pl) (Fermentas), y c.s.p. 20 pl de
H,0Odd. Esta mezcla de ligacion se incubo durante 1 hora a 22<C.

Transformacion

Se utilizaron células E. coli DH5-a quimicamente competentes producidas
mediante el protocolo de cloruro de calcio descrito en Sambrook et al. (1989) y
conservadas a -80<C. La transformacion de las células competentes se realizo
segun el siguiente protocolo: se descongelan las células en hielo, y se mezclan
100 pl de células y 10 pl de mezcla de ligacion. Se incuban las células durante 20
minutos en hielo, y luego se realiza un shock térmico (2 minutos a 42C y 2
minutos en hielo nuevamente). Se afiade entonces 500 ul de medio LB
precalentado a 37C y se incuba a las células durante 1 hora a 37C con
agitacion constante.

Después del proceso de transformacion, las células fueron plaqueadas en
medio LB solido conteniendo ampicilina (Sigma-Aldrich) (100 ug/ml) y se
incubaron over night (o.n.) a 37<C.

Obtencién de ADN plasmidico

Los clones fueron inoculados en 3 ml de medio LB liquido — ampicilina
(100 pg/ml) y cultivados durante 12 horas a 37T con agitacion constante. A
partir de estos cultivos se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico
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mediante el protocolo de lisis alcalina (segun Sambrook et al., 1989) o en
algunos casos utilizando el kit Ron’s Plasmid Mini Kit (Bioron), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Analisis de los clones obtenidos

Una vez realizadas las minipreps, se analizaron los clones con el fin de
comprobar la presencia del inserto mediante los siguientes métodos: 1) mediante
PCR utilizando el ADN plasmidico como molde y los mismos cebadores
utilizados previamente para obtener el fragmento de PCR a ligar, 2) mediante
digestion del plasmido con las enzimas de restriccion nombradas anteriormente
(Sacl y Xhol), y 3) mediante digestién con la enzima de restricciéon Hindlll
(Fermentas).

La PCR se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones: 2,5 pl (conc. final
1x) de buffer 10x con MgCl,, 0,5 pl (conc. final 0,2 mM) de dNTPs (10 mM), 1 ul
(conc. final 0,4 mM) de c/u de los primers McTPM1-21b-F1 y McTPM1-21b-R (10
uM), 0,25 pl de enzima Long Range PCR, 1 ul de ADNp diluido 1/10, y por altimo
c.s.p. 25 ul de H,Odd. El programa de ciclado consistié en una desnaturalizacion
inicial de 3 minutos a 94°C, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, apareamiento a 54°C por 30 segundos, y extension a 68°C por 90
segundos, seguidos por una extension final a 68°C por 7 minutos.

La mezcla de reaccion de digestion con Hindlll fue la siguiente: 5 pl de
ADNp, 1 pl de enzima Hindlll, 2 ul de buffer R, c.s.p. 20 pl de H,Odd. La mezcla
se incubd durante 2 horas a 37<C.

La mezcla para la doble digestion con las enzimas Sacl y Xhol se describe
a continuacién: 2 pl de Buffer Tango 10x, 1 pl de Enzima Sacl, 5 ul de ADNp y
c.s.p. 20 pl de H,Odd. Esta mezcla se incubd durante dos horas a 37C para
luego agregarle 2,5 ul de Buffer Tango 10x (Fermentas) y 1 pl de Enzima Xhol.
Luego se incub6 nuevamente en las mismas condiciones.

Las muestras de ADN plasmidico de las cuales se podia deducir que
contenian el fragmento intrénico 2-1b de ADNg TPM1 (LMW) de M. corti fueron
enviadas al servicio secuenciador Macrogen para corroborar si el inserto
correspondia al fragmento de interés.

Visualizacion de moléculas de ADN

Las muestras estudiadas en este trabajo fueron sometidas a electroforesis
en geles de agarosa de una concentracion entre 1% y 2% en buffer TAE 1x,
segun el tamafo de la muestra a visualizar. Las bandas obtenidas fueron
visualizadas mediante tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y exposicion a la
luz ultravioleta (UV: A = 240 nm) en un transiluminador MacroVue UV-20 (Hoefer).

La comparacion de los tamafios entre las bandas de las muestras
analizadas y las de marcadores de peso molecular conocido y concentracion
conocida, permite estimar el tamafio y la concentraciéon de dichas muestras.
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Purificacion de fragmentos de ADN

Se realiz6 mediante uno de los siguientes procedimientos:

- Kits comerciales (“Ron’s DNA/RNA Purification Systems”; de Bioron, y
“QIAEX Il Agarose Gel Extraction Protocol”; de Qiagen).

Estos kits pueden ser utilizados para purificar tanto ADN en solucién como
ADN obtenido a partir del recorte de banda en geles de agarosa. Los mismos, a
través de diferentes soluciones, desnaturalizan las proteinas, disuelven la
agarosa y promueven la unién del ADN a la matriz de una columna. Una vez
logrado esto, las proteinas y los contaminantes son lavados y el ADN es
recuperado por elucion.

- Concentracion de ADN

Se realizo la precipitacion de la muestra de ADN mediante el afiadido de
2,5 volumenes de etanol absoluto y 0,1 volumenes de acetato de sodio 3 M (pH
5,0) o cloruro de litio 4 M, e incubacion o.n. a -20C o por 20 minutos a -80<C.
Luego, se centrifugd a 12000 RCF a 4T durante 20 minutos, se lavé el pellet
obtenido con etanol 70% y se resuspendid en agua doblemente desionizada.

Secuenciacion y analisis de las secuencias

El proceso de secuenciacion de las diferentes muestras fue realizado por
el servicio del Institut Pasteur de Montevideo o por Macrogen (Korea).

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y corregidas manualmente
utilizando los programas Chromas (Technelysium) y Gene Runner 3,05 (Hastings
Software, Inc.). Para determinar la existencia de similitud de secuencia, éstas
fueron utilizadas como secuencias problema en la basqueda dentro de la base
de datos del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando el programa
Blastn.

Preparacion de muestras stock

Se hacen stocks de las diferentes muestras y se guardan a -80C. Estas
se preparan mediante el agregado de 500 pl de glicerol 50% previamente
esterilizado, cuya funcion es la crioproteccién, y 500 ul del cultivo de bacterias.
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Estudio de la actividad promotora del gen de tropom iosina 1 (LMW) de
M. corti en un sistema de cultivo celular heterélogo.

Para cumplir este objetivo se comenzé por realizar una produccion a gran
escala del plasmido pGL3-Basic con el inserto 2-1b obtenido previamente
mediante el kit AxyPrep™ Plasmid Midiprep Kit (Axygen), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Con la colaboracion de la Dra. Mariela Bollati y la M.sc. Inés Tiscornia
(ambas pertenecientes a la Unidad de Biologia Celular del Institut Pasteur de
Montevideo), se efectuaron ensayos de transfeccion en cultivos celulares de
NIH3T3 de ratdén y de Hek 293, con el plasmido preparado previamente.

El conteo de las células se realizé usando la camara de Neubauer, y luego,
trabajando con placas de 12 pocillos, se sembraron 2,16x10° células NIH3T3 y
3,0x10° células Hek 293 por pocillo. Una vez realizado esto, se procedié a
transformar las células siguiendo el protocolo usado de rutina en ese laboratorio.
Como controles negativos se usaron ceélulas sin transfectar y células
transfectadas con lipofectamina, y como control positivo se transfectaron células
con el vector pGL4.75(hRIuc/CMV), sin embargo con este Ultimo no se lograron
los resultados esperados.

Luego de realizada la transfeccion, y utilizando el kit Luciferase Assay
System Technical Bulletin (Catalogo TB281 - Promega), se midi6 la actividad de
la luciferasa. Con el fin de normalizar dichos valores, se hizo una cuantificacion
de la cantidad de proteina total usando BSA como estandar, haciendo uso del kit
Bicinchoninic Acid Kit for Protein Determination (Catalogo: BCA 1-1KT).

Estudio del patrén de expresiéon tropomiosina 1 (LMW ) en M. corti

- PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Para la obtencion del molde de la sonda para la posterior hibridacion in
situ, se realizaron reacciones de PCR utilizando como molde ADN plasmidico el
cual tenia inserto un fragmento de ADNc de TPM1 LMW de M. corti. Para ello se
disefiaron dos primers, uno forward en el exdn 4a (McTPM1-LF), y uno reverse
en el exon 9a (McTPM1-LR-T7), con un promotor T7, dando asi como producto
una region amplificada especifica de TPM LMW. La reaccion se hizo bajo las
siguientes condiciones: 2,5 pl de buffer de reaccion 10x con MgCly, 1 pl de
dNTPs 10 mM, 2 ul de primers 10 uM cada uno, 0,2 ul de Taq polimerasay 1 pl
del ADNp con inserto diluido 1/10, en un volumen final de 25 pl.

El programa de ciclado consistiéo en una desnaturalizacion inicial de 94°C
por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 45
segundos, apareamiento a 55°C por 45 segundos y extension a 72°C por 1
minuto, finalizando con una extension final a 72°C por 7 min.
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- Transcripcion in vitro de sondas marcadas con digoxigenina-UTP (DIG-
UTP)

Los productos de amplificacion, luego de ser purificados, fueron utilizados
directamente para la transcripcibn con ARN polimerasa T7 (Promega) para
generar sondas antisense marcadas. La reaccion de transcripcion in vitro y
marcado consistié en 20 ul de volumen en las siguientes condiciones: buffer de
transcripcion 1x, mezcla de rNTPs, DIG-UTP (Boehringer), inhibidor de ARNasa
(40 U/ul) (Invitrogen), ADN molde, y ARN polimerasa T7 (20 U/ul) (Promega). La
mezcla se incubd durante 2 horas a 37°C, siendo luego tratada con ADNasa RQ1
(1 U/ug; Promega) durante 15 minutos a 37°C y precipitada con etanol absoluto y
LiCl. Las sondas generadas se resuspenden entonces en 50% formamida, y se
cuantifican mediante dot blot, comparando con una sonda marcada con DIG-UTP
de concentracion conocida.

Hibridacion in situ

Ejemplares de M. corti cultivados durante 7 dias fueron fijados durante 3
horas 50 minutos en PFA y posteriormente se le hicieron 3 lavados en PBS 1x de
10 minutos cada uno. Luego son dejados en sacarosa 30% o.n. a 4-8 ° C durante
48 horas. Los ejemplares fueron entonces embebidos en la resina de inclusion
(Alton), congelados rapidamente con nitrogeno liquido, y cortados con un
criostato en cortes de diferente grosor, montados sobre portaobjetos SilanePrep
(Sigma-Aldrich). Los cortes se dejaron secar 2 horas a temperatura ambiente y
se congelaron a -80°C hasta el momento de su uso.

El protocolo de hibridacion in situ utilizado se describe a continuacion. Las
soluciones se describen en el Anexo 2.

1) Preparacion de los cortes

- Descongelar los cortes 30 minutos a temperatura ambiente.

- Fijar en PFA /PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente.

- Lavar 3 veces con PBS (5 minutos cada vez).

- Permeabilizar con 0,5% Triton X-100 en PBS durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

- Hidrolizar con HCI 0,2 N durante 10 minutos a temperatura ambiente.

- Enjuague con PBS.

- Pre-hibridar con solucion de pre-hibridacion (Apéndice 1) durante 10
minutos a 60°C.

- Pre-hibridar con solucion de pre-hibridacion durante 120 minutos a 53°C.

2) Hibridacion y lavados
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Aplicar la sonda sobre los preparados (0,1 ng/ul en solucion de pre-
hibridacion, previamente desnaturalizada por 2 minutos a 80°C) y cubrir con
un trozo de Parafilm.

Hibridar en camara hiumeda a 53°C durante toda la noche.

Sumergir los preparados en SSC 2x precalentado a 53°C con agitacion
hasta que se desprenda el Parafilm.

Lavar en SSC 1x — 50% formamida — 0,1% Tween-20 durante 20 minutos a
53°C.

Lavar en SSC 1x — 50% formamida durante 20 minutos a 53°C.

3) Incubacién con anticuerpo y revelado

Lavar los preparados en buffer MAB (Apéndice 1) dos veces (30 minutos
cada vez) a temperatura ambiente.

Bloquear con 0,5% reactivo de bloqueo (Boehringer), 1% seroalbumina
bovina y 5% suero de oveja (Sigma-Aldrich) en buffer MAB a temperatura
ambiente.

Incubar con anticuerpo monoclonal anti-digoxigenina conjugado a fosfatasa
alcalina (Roche) en dilucion 1:2000 en MAB con 0,5% reactivo de bloqueo y
1% seroalbumina bovina durante 90 minutos a 37°C (en cdmara humeda).
Lavar 6 veces en MAB con Tween-20 0,1% (15 minutos cada vez).
Equilibrar 10 minutos los preparados en buffer AP.

Aplicar reactivo NBT-BCIP (Roche) en buffer AP hasta que aparezca la
sefal (aproximadamente 4 horas)

4) Fijado y montado

Detener la reaccién con PBS con Tween-20 0,1%
Fijar con PFA /PBS durante 20 minutos.
Lavar con PBS y montar con PBS con glicerol 80 %.

Todas las soluciones que se describen para la hibridacion in situ hasta el
paso de incubacion con el anticuerpo anti-digoxigenina fueron tratadas
previamente con Dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1% durante toda la noche a
temperatura ambiente y autoclavadas durante 40 minutos.
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5) RESULTADOS

Determinacion del inicio aproximado de la transcrip cion del gen de

tropomiosina 1 (LMW) de M. corti mediante RT-PCR.

RT-PCR

Para el mapeo aproximado del inicio de transcripcion de TPM1 (LMW) de
M. corti se disefiaron 3 primers forward (McTPM1-25LMW, McTPM1+13LMW vy
McTPM1-81LMW) y uno reverse (RvMcTropo5’) (Figura 10), para luego hacer
una RT-PCR con las 3 combinaciones posibles. Como control positivo de la
reaccion, se hizo una PCR en las mismas condiciones que la RT-PCR y con las
mismas combinaciones de primers, pero partiendo de ADNg. Los tamafos
esperados de los fragmentos amplificados y la posicion en la que se encontraria
el +1 dependiendo de los juegos de primers son los que se presentan en la tabla
siguiente:

Tabla 1. Juegos de primers empleados para el mapeo del +1 de transcripciéon de la TPM1 (LMW)
de M. corti, y los respectivos tamafios esperados de los fragmentos amplificados partiendo del
uso de diferentes moldes. También se muestra entre qué pb se encontraria el +1 dependiendo de
los juegos de primers.

Primers ADNc | ADNg | Ubicacion
(pb)
McTPM1-81LMW / RvMcTropo5™ | 261 331 | 1029 - 1359
McTPM1-25LMW / RvMcTropo5” | 205 275 | 1085 - 1359
McTPM1+13LMW / RvMcTropo5” | 168 238 | 1122 -1359

Esta diferencia de tamafios entre los fragmentos amplificados a partir de
ADNc y ADNg se debe a la existencia de intrones, los cuales s6lo van a ser
amplificados en la reaccion de PCR con ADNc como molde si el promotor esta
ubicado en esa region.

El resultado de estas reacciones puede observarse en la siguiente figura.
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 2%, buffer TAE 1x, de los productos de RT-PCR.
Carriil 1, 2 y 3: RT-PCR con primers McTPM1-81LMW/RvMcTropo5’, McTPM1-
25LMW/RvMcTropo5” y McTPM1+13LMW/RvMcTropo5’, respectivamente. Carril 4: Marcador de
peso molecular (100 pb) de Axygen. Carril 5, 6 y 7: PCR a partir de ADNg con primers McTPM1-
81LMW/RvMcTropo5’, McTPM1-25LMW/RvMcTropo5” y McTPM1+13LMW/RvMcTropo5’,
respectivamente.

En la figura anterior se puede ver que se obtuvo una amplificacion a partir
de ADNg con los 3 juegos de primers usados, sin embargo, a partir de ADNc s6lo
se logré amplificacion con los juegos de primers que tienen los fordward en una
posicion mas interna. Esto es un indicio de que el +1 estaria ubicado entre la
region de ADNg complementaria a los primers McTPM1-81LMW y McTPM1-
25LMW.

Luego de la electroforesis mostrada en la figura anterior, se procedi6 a la
purificacion de todas las muestras, a excepcion del fragmento de amplificacion
obtenido por RT-PCR con los primers McTPM1-81LMW/RvMcTropo5’.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa 2%, buffer TAE 1x, de los productos de RT-PCR
purificados. Carril 1 y 2: RT-PCR con primers McTPM1-25LMW/RvMcTropo5” vy
McTPM1+13LMW/RvMcTropo5’, respectivamente. Carril 3: Marcador de peso molecular (100 pb)
de Axygen. Carril 4, 5y 6: muestras purificadas obtenidas mediante PCR a partir de ADNg con
primers McTPM1-81LMW/RvMcTropo5’, McTPM1-25LMW/RvMcTropo5” y
McTPM1+13LMW/RvMcTropo5’, respectivamente.

Los fragmentos purificados obtenidos mediante RT-PCR y PCR a partir de
la combinacién de primers McTPM1-25LMW/RvMcTropo5” y
McTPM1+13LMW/RvMcTropo5” fueron enviados a secuenciar al Institut Pasteur
de Montevideo. Las secuencias Yy el blast realizado a partir de ellas se muestran
a continuacion:
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Tabla 2. Secuencias obtenidas con diferentes juegos de primers, usando como molde ADNc y
ADNg de la TPM1 (LMW) de M. corti.

ADNc con McTPM1+13LMW y RvMcTropo5™ a partir de MCTPM+13LMW
TCNGAAGACGTTTANAAGANAAATTGCTCTTAAAACGATGATATTGAATTGAGCGACGAAAAAAGG
AGGCTGCTGAAGCTGAAGTTGCAGCCATGACCCGCCGCATTCGTCTTAAA

ADNCc con McTPM1+13LMW y RvMcTropo5” a partir de RvMcTropo5”
TTGGCTCCGCGACTGTTGAAACTGTCAAGTCTAAGATTTTGGCTATGACCTCGGAGAAGGAGCGT
TTAGAAAGAGAAATTGCTCTTAAAAACGATGATATGAAATGAG

ADNc con McTPM1-25LMW y RvMcTropo5” a partir de McTPM-25LMW
GTCAGTCTANATTTTGGCTATGACCTCGGAGAAGGAGCGTTTAGAAAGAGAAATTGCTCTTAAAAA
CGATGATATTGAAATTGAGCGACGAAAAAAGGAGGCTGCTGAAGCTGAAGTTGCAGCCATGACCC
GCCGCATTCGTCTTAA

ADNc con McTPM1-25LMW y RvMcTropo5” a partir de RvMcTropo5”
CTTCCAGTTGGTGCGCCATTCAAAGTTAATGAAAATGGAAGGCTCCGCGACTGTTGAAACTGTCAA
GTCTAAGATTTTGGCTATGACCTCGGAGAAGGAGCGTTTAGAAAGAGAAATTGCTCTAAAAACGAT
GATAAAGANAGT

ADNg con McTPM1+13LMW y RvMcTropo5” a partir de McTPM+13LMW
CTCNGAAGACGTTTANAAGANANTTGCTCTTAAACGATGATATTGAAATTGAGCGACGAAAAAAGG
AGGCTGTAATTTATATGATAATTACAAGAATTATTTTAAATCGATGTGCTATCTAACACTAAGTTATC
TATGCAGGCTGAAGCTGAAGTTGCAGCCATGACCCGCCGCATTCGTCTNAA

ADNg con McTPM1+13LMW y RvMcTropo5” a partir de RvMcTropo5”
TTGGNTCCGCGACTGTTGAAACTGTCAAGTCTAAGATTTTGGCTATGACCTCGGAGAAGGAGCGT
TTAGAAAGAGAAATTGCTCTTAAAAACGATGATATTGAAATTGAGCGACGAAAAAAGGAGGCTGTA
ATTTATATGATAATTACAAGAATTATTTAAATCGATGTGCTATNTAAC

ADNg con McTPM1-25LMW y RvMcTropo5~ a partir de McTPM-25LMW
GGTTGACTGTCAGTCTANANTTTGGCTATGACCTCGGANAAGGAGCGTTTAGAAAGAGAAATTGCT
CTTAAAAACGATGATATTGAAATTGAGCGACGAAAAAAGGAGGCTGTAATTTATATGATAATTACAA
GAATTATTTTAAATCGATGTGCTATCTAACACTAAGTTATCTATGCAGGCTGAAGCTGAAGTTGCAG
CCATGACCCGCCGCATTCGTCTAAAA

ADNg con McTPM1-25LMW y RvMcTropo5” a partir de RvMcTropo5”
TTCCAGTTGGTGCGCCATTCAAAGTTAATGAAAATGGAAGGCTCCGCGACTGTTGAAACTGTCAAG
TCTAAGATTTTGGCTATGACCTCGGAGAAGGAGCGTTTAGAAAGAGAAATTGCTCTTAAAAACGAT
GATATTGAAATTGAGCGACGAAAAAAGGAGGCTGTAATTTATATGATAATTACAAGAATTATTTAAA
TCGATGTGCTATNTAACNNTTANTTTTT
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Figura 16. Blast realizado a partir de las secuencias obtenidas con diferentes juegos de primers,
usando como molde ADNc y ADNg de la TPM1 (LMW) de M. corti.

ADNCc con McTPM1+13LMW y RvMcTropo5” a partir de McTPM+13LMW

. L Max Total Query . E Max
flzg=an CEEETETE ‘ score ‘ score ‘ coverage |—value ‘ ident
Mesocestoides corti tropomyosin 1 low molecular weight isoform mRN, 172 172 90% 3e-40 55%
Mesocestoides corti tropomyosin 1 high molecular weight isoform mRr 20.5 80.5 37% 2e-12 100%
HOQ22588%2.1 | Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp  78.7 78.7 36% Te-12 100%
ADNCc con McTPM1+13LMW y RvMcTropo5” a partir de RvMcTropo5
. L Max Total Query . E Max
Sz EEETETE ‘ score score ‘ coverage |—walue ‘ ident
Mesocestoides corti tropomyosin 1 low molecular weight isoform mRN, 187 187 98% 1e-44 58%
Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp 127 187 98% le-44 98%
ADNc con McTPM1-25LMW y RvMcTropo5” a partir de McTPM-25LMW
. S Max Total Query  E Max
(=g EEETETE ‘ score score ‘ coverage |—walue ‘ ident
Mesocestoides corti tropomyosin 1 low molecular weight isoform mRN, 255 255 98% 4e-65 57%
HO229992.1 | Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp 258 98% 2e-42 100%
HO230018.1  Mesocestoides corti tropomyosin 1 high molecular weight isoform mRr  50.5 80.5 29% 3e-12 100%
ADNc con McTPM1-25LMW y RvMcTropo5” a partir de RvMcTropo5
- S Max Total Query  E Max
Sz EEEETTE score ‘ score ‘ coverage |—wvalue ‘ ident
HOQ225%%2.1 | Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp 241 92% le-60 59%
' Mesocestoides corti tropomyosin 1 low molecular weight isoform mRN 195 75% Se-47 99%

ADNg con McTPM1+13LMW y RvMcTropo5” a partir de McTPM+13LMW

- B HMax Total Query  E Max
SEE=TI EESEATETE ‘ score score ‘ coverage |—wvalue ‘ ident ‘
HO228992.1 | Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp. 285 285 85% 98%
HO230017.1 | Mesocestoides corti tropomyosin 1 low molecular weight isoform mRN, 224 153 48% 100%
HO230018.1 | Mesocestoides corti tropomyosin 1 high molecular weight isoform mRr - 78.2 76.8 22% 100%
ADNg con McTPM1+13LMW y RvMcTropo5” a partir de RvMcTropo5
. S Max Total Query . E Max
SEE=EI [CESEAIIE ‘ score score ‘ coverage |—walue ‘ ident ‘
HO2299%2.1 | Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp 313 313 97% 3e-82 98%
1 |Mesocestoides corti tropomyosin 1 low molecular weight isoform mRN, 230 230 63% 3e-57 100%
ADNg con McTPM1-25LMW y RvMcTropo5” a partir de McTPM-25LMW
- S HMax Total Query  E Max
EEEEEEE WEEEAITE ‘ score ‘ score ‘ coverage |—walue ‘ ident ‘
HQ225552.1  Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp 381 381 96% 1e-102 57%
7.1 | Mesocestoides corti tropomyosin 1 low molecular weight isoform mRN, 178 255 65% le-41 100%
HOZ230018.1 | Mesocestoides corti tropomyosin 1 high molecular weight isoform mRY  76.8 76.8 18% 6e-11 100%
ADNg con McTPM1-25LMW y RvMcTropo5” a partir de RvMcTropo5
. S Max Total Query  E Max
SiEEE=EIR CESEARIIE ‘ score ‘ score ‘ coverage |—wvalue ‘ ident ‘
Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp 3287 387 34% 2e-104 55%
Mesocestoides corti tropomyosin 1 low molecular weight isoform mRN, 257 257 61% 2e-65 100%
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Resultados

Ademas de mapear el sitio aproximado de inicio de la transcripcion de esta
proteina a través de RT-PCR, mediante el uso de programas bioinforméticos de
deteccién de promotores se buscaron posibles candidatos del +1 de la
transcripcion de dicho gen. Como controles positivos en este proceso se
utilizaron promotores especificos ya caracterizados, comparando la posicion
exacta del +1 con la prediccion de dichos programas.

Tabla 3. Tabla comparativa que muestra la prediccién de 3 programas informaticos del inicio de
transcripcion de genes ya caracterizados.

Center for | Berkeley
+1 Promoter biological Drosophila
transcripcién | Scan M sequence Genomic  Project

analysis (CBS) @ |(BDGP) *

ADNg
Mesocestoides
corti tropomyosin
1 gene (HQ229992)
Echinococcus
granulosus  fatty

---- 495 1500 start 416 - end 466

1500 Highly likely

acid binding - start 2619 - end
protein FABP2 2679 614 pred|(_:t|on - _2300 2669
gene, complete Marginal prediction

cds (AF321117.1)

No promoter

Echinococcus 1000 Highly likely

granulosus Hbx1 |319 5&?525 prediction - 200 |start 787 - end 837
gene (X66817.1) predicted Marginal prediction
Amplificacion y clonado de la regién promotora basa | del gen de

tropomiosina 1 (LMW) de M. corti en un vector con la luciferasa como gen
reportero.

Para la amplificacion del fragmento intrénico 2-1b que contiene el
promotor de TPM1 (LMW) se disefiaron primers con adaptadores y se realizo la
PCR con el vector pGEM-T-Easy con el inserto 2-3 como molde.
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Resultados

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1x, de los productos de PCR
obtenidos a partir del vector pGEM-T-Easy con el inserto 2-3 como molde. Carril 1: amplificacién
del fragmento intrénico 2-1b mediante el juego de primers McTPM1-21b-F1/ McTPM1-21b-R.
Carril 2: producto de PCR logrado mediante los primers McTPM1-21b-F28/ McTPM1-21b-R.
Carril 3: Marcador de peso molecular (1 kb) de Fermentas. Carril 4: reaccién de PCR sin molde,
usando el juego de primers McTPM1-21b-F1/ McTPM1-21b-R (control negativo). Carril 5:
reaccion de PCR realizada como control positivo.

Luego de realizada dicha reaccion de amplificacién, se purificé la muestra
amplificada por los primers McTPM1-21b-F1/ McTPM1-21b-R.

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1Xx, de producto de PCR. Carril 1:
Marcador de peso molecular (1 kb) de Fermentas. Carril 2: producto de PCR purificado logrado
por los primers McTPM1-21b-F1/ McTPM1-21b-R.
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Resultados

Para la ligacion del producto de PCR en el vector pGL3-Basic, fue
necesario hacer una doble digestion con las enzimas Sacl y Xhol (enzimas en
funcion de las cuales se disefiaron previamente los primers con adaptadores)
tanto del producto de PCR a ligar (fragmento intrénico 2-1b), como del vector.

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1x, de producto de PCR digerido.
Carril 1: producto de PCR 2-1b doblemente digerido con las enzimas Sacl y Xhol, y
posteriormente purificado. Carril 2: Marcador de peso molecular (1 kb) de Fermentas.

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1x, de plasmido digerido. Carril 1:
Marcador de peso molecular (1 kb) de Fermentas. Carril 2: vector pGL3-Basic doblemente
digerido con las enzimas de restriccion Sacl y Xhol.
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Resultados

Una vez hecha la doble digestion del producto de PCR y del vector pGL3-
Basic, se procedié a su ligacién y posterior transformacién en células DH5-q.
Luego de realizado esto, se hicieron minipreps para el andlisis de los vectores.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1x, de plasmido obtenido por
minipreps. Carriles superiores. Carril 1: vector pGL3-Basic. Carril 2 — 11: vector pGL3-Basic
obtenido por las minipreps realizadas a los clones 1 — 10, respectivamente. Carril 12: Marcador
de peso molecular (1 kb) de Axygen. Carriles inferiores. Carril 1: vector pGL3-Basic. Carril 2 — 6:
vector pGL3-Basic obtenido por las minipreps realizadas a los clones 12 — 16, respectivamente.
Carril 7: vector pGL3-Basic obtenido por la miniprep realizada al clon 11. Carril 8: Marcador de
peso molecular (1 kb) de Axygen.

Para hacer una aproximacion mas acertada a la simple evaluacion del
tamafno de los plasmidos obtenidos en el gel anterior, se realiza una digestion
con la enzima Hindlll la cual corta en la posicion 53 del sitio de clonado multiple y
en la posicion 325 del inserto 2-1b, liberando un fragmento de 772pb.
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Resultados

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1x, de las reacciones de digestion
con la enzima Hindlll. Carril 1: vector pGL3-Basic. Carril 2 — 7: vector pGL3-Basic con inserto
obtenido por las minipreps realizadas a los clones 1, 2, 4, 5, 6 y 11, respectivamente, digerido con
la enzima de restricciéon Hindlll. Carril 8: Marcador de peso molecular (100 pb) de Axygen.

Los vectores pGL3-Basic correspondientes a los clones 1, 4 y 5 se
enviaron a secuenciar al Institut Pasteur de Montevideo. Las secuencias y el
blast realizado a partir de ellas, se muestran a continuacion:
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Resultados

Tabla 4. Secuencia de los clones de pGL3-Basic con el promotor 2-1b de TPM1 (LMW) de M.
corti.

Clon 1
TTCAGNGGCATGTTANTTTCTTACTACCTTCTACTAAAATATATTTAATATTGTTAAAGGGCTTTAGA
TAAAAATTGCAGAATCTGGTGGTAAATTCATGTCAGCAAAGTAGAAGATTAGCAAAATATTTGAACT
TGGCTTAGTCAATCATGTTCATGTTATGCCTTATTAAAATTGGATACAAATAAATACAAACAAATAAC
AAATAAGCAATAAGTCAATACATTTCTAGATTGGCACAGTTCTGTGACATGCTCACACACATCACCG
GATTTATTACATGCATGCCCGCTCCGTAACCTGCAAGCTTTACTGCCACAGCATCAATCACATATG
CTGTAAAAAAGCAACCCATTTTAACACTTTACCCGTACTTGATATATAAAATTCACCACGGTGGGAT
TGTCTTTTTGCATAGACCTTTAGAAATGTAATAAAAGTCAGCACTAGTTTTTTAAACATTTACAACAG
ACACTTATATTTGTTCCATTAATCCTTAATATTACTTTATTAAATAAAATACGTTTGTTGATACATTCG
GTTGTACGTTTATCGCTTTGCATTTACGANACTTAACAAAATCAATGAATTGTTGCCCTGGCCCACA
AAACTCNAATTGTACTATACCTGANANCATTTTAGTATTTTCAATTAAAAATTTCAATGGAGTTCAAT
TTCACATTTTAAAAAAGCAACTGCAATTCCAATACCGAGGACTTTATGTTTTAAAATTAAGTATTGAT
GCCAAGCAATGTGTGTGTAGCACAAAATTATTGAAAGACGTGTGGTATATCAACTTCCCACGAAAT
GCGACACATCTGCATCGACCCCATCCAGGTCACCGTCTGACTCATGAATCATTTTCGGTAAAAAGA
CGAGTAAACTACACTTTAAGAGGAATCAAGAAAATTAAACGTTTGTATTTGCGTAATAACTTGTATT
GTGCGTTTGCACATTGATTCATAAAAATTCAGCAGCT

Clon 4
TTCAGNGGCANGTTATTTCTTACTACCTTCTACTAAAATATATTTAATATTGTTAAAGGGCTTTAGAT
AAAAATTGCAGAATCTGGTGGTAAATTCATGTCAGCAAAGTAGAAGATTAGCAAAATATTTGAACTT
GGCTTAGTCAATCATGTTCATGTTATGCCTTATTAAAATTGGATACAAATAAATACAAACAAATAACA
AATAAGCAATAAGTCAATACATTTCTAGATTGGCACAGTTCTGTGACATGCTCACACACATCACCG
GATTTATTACATGCATGCCCGCTCCGTAACCTGCAAGCTTTACTGCCACAGCATCAATCACATATG
CTGTAAAAAAGCAACCCATTTTAACACTTTACCCGTACTTGATATATAAAATTCACCNCGGTGGGAT
TGTCTTTTTGCATAGACCTTTAGAAATGTAATAAAAGTCAGCACTAGTTTTTTAAACATTTACAACAG
ACACTTATATTTGTTCCATTAATCCTTAATATTACTTTATTAAATAAAATACGTTTGTTGATACATTCG
GTTGTACGTTTATCGCTTTGCATTTACGAGACTTAACAAAATCAATGAATTGTTGCCCTGGCCCACA
AAACTCGAATTGTACTATACCTGAAGATCATTTTAGTATTTTCAATTAAAAATTTCAATGGAGTTCAA
TTTCACATTTTAAAAAAGCAACTGCAATTCCAATACCGAGGACTTTATGTTTTAAAATTAAGTATTGA
TGCCAAGCAATGTGTGTGTAGCACAAAATTATTGAAAGACGTGTGGTATATCAACTTCCCACGAAA
TGCGACACATCTGCATCGACCCCATCCAGGTCACCGTCTGACTCATGAATCATTTTCGGTAAAAAG
ACGAGTAAACTACACTTTAAGAGGAATCAAGAAAATTAAACGTTTGTATTTGCGTAATAACTTGTAT
TGTGCGTTTGCACATTGATCATAAAAATCAGCAGCT

Clon 5:
TTAATTTCTTACTACCTTCTACTAAAATATATTTAATATTGTTAAAGGGCTTTAGATAAAAATTGCAGA
ATCTGGTGGTAAATTCATGTCAGCAAAGTAGAAGATTAGCAAAATATTTGAACTTGGCTTAGTCAAT
CATGTTCATGTTATGCCTTATTAAAATTGGATACAAATAAATACAAACAAATAACAAATAAGCAATAA
GTCAATACATTTCTAGATTGGCACAGTTCTGTGACATGCTCACACACATCACCGGATTTATTACATG
CATGCCCGCTCCGTAACCTGCAAGCTTTACTGCCNCAGCNTCAATCACATATGCTGTAAAAAAGCA
ACCCATTTTAACACTTTACCCGTACTTGATATATAAAATTCACCACGGTGGGATTGTCTTTTTGCAT
AGACCTTTAGAAATGTAATAAAAGTCAGCACTAGTTTTTTAAACATTTACAACAGACACTTATATTTG
TTCCATTAATCCTTAATATTACTTTATTAAATAAAATACGTTTGTTGATACATTCGGTTGTACGTTTAT
CGCTTTGCATTTACGAGACTTAACAAAATCAATGAATTGTTGCCCTGGCCCACAAAACTCGAATTGT
ACTATACCTGAAGATCATTTTAGTATTTTCAATTAAAAATTTCAATGGAGTTCAATTTCACATTTTAAA
AAAGCAACTGCAATTCCAATACCGAGGACTTTATGTTTTAAAATTAAGTATTGATGCCAAGCAATGT
GTGTGTAGCACAAAATTATTGAAAGACGTGTGGTATATCAACTTCCCACGAAATGCGACACATCTG
CATCGACCCCATCCAGGTCACCGTCTGACTCATGAATCATTTTCGGTAAAAAGACGAGTAAACTAC
ACTTTAAGAGGAATCAAGAAAATTAAACGTTTGTATTTGCGTAATAACTTGTATTGTGCGTTTGCAC
ATTGATCATAAAAATTCAGCAG
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Resultados

Clon1
Sequences producing significant ali ts:
. P Max Total Query E Max
LEEESTIn ‘ [EESEATET ‘ ore score coverage |—value ‘ ident
HO229892.1 Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp. 1757 1757 100% 0.0 98%
Clon 4
Sequences producing significant ali ts:
. S ax Total Query E Max
puue Sl [DESEITIT ‘ score score coverage |—value ‘ ident
HQ228992.1 Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp 1755 1755 100% 0.0 99%
Clon 5
Sequences producing significant ali ts:
. . Max Total Query E Max
CETESSTET ‘ [DESETIET ‘ score score coverage |—value ‘ ident
HO228982.1 Mesocestoides corti tropomyosin 1 gene, partial cds, alternatively sp 17 1755 100% 0.0 99%

Figura 23. Blast realizado a los clones de pGL3-Basic con el promotor 2-1b de TPM1 (LMW) de
M. corti.

Estudio de la actividad promotora del gen de tropom iosina 1 (LMW) de
M. corti en un sistema de cultivo celular heterélogo.

Para hacer las transfecciones celulares con el vector pGL3-Basic con el
inserto con el promotor de interés (2-1b), se hizo una produccién a gran escala
del mismo. Para ello se llevé a cabo una midiprep a partir de dos colonias de
células DH5-a transformadas con el vector, a través del kit AxyPrep™ Plasmid
Midiprep Kit (Axygen).

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1x, de los productos de midiprep
obtenidos con AxyPrepT'VI Plasmid Midiprep Kit (Axygen). Carril 1: elucién 1 del plasmido pGL3-
Basic (2-1b) obtenido a partir de la colonia 1. Carril 2: elucién 2 del mismo vector obtenido a partir
de la colonia 1. Carril 3: elucion 1 del mismo vector correspondiente a la colonia 1. Carril 4:
Marcador de peso molecular (1 kb) de Fermentas. Carril 4: elucion 1 del plasmido pGL3-Basic (2-
1b) obtenido a partir de la colonia 2. Carril 5: elucién 2 del plasmido pGL3-Basic (2-1b) obtenido a
partir de la colonia 2.
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Como control positivo de la reaccion,

continuacion se muestra una figura de dicho vector.

Resultados

se empleé el vector
pGL4.75(hRluc/CMV), si bien luego no se obtuvieron los resultados esperados. A

el pGL4.75[ hRIuC/CMV]
Vector

{4281bp)

2065
2059

BamH| | ™)

V40 late
poly(A) signal

Synthetic poly(A)
signal/transcriptional
pause site (for

CMV immediate-
earlyanhancer/
promotar

background reduction)

4 A0k

Figura 25. Vector pGL4.75(hRluc/CMV) de Promega, con la luciferasa como gen reportero. Fue
utilizado en el ensayo, en principio, como control positivo, aunque luego no se observaron los

resultados esperados.

En el Institut Pasteur de Montevideo y con la colaboracion de la Dra.
Mariela Bollati y la Msc. Inés Tiscornia, se efectuaron ensayos de transfeccion en
cultivos celulares de NIH3T3 de ratbn y de Hek 293, con los vectores
mencionados anteriormente. Se midio la actividad de la luciferasa a diferentes
tiempo para ambos tipos celulares (24, 48 y 72 horas), normalizandose dichos
valores mediante la concentracién de proteina total. La tabla siguiente muestra

los datos obtenidos.
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Resultados

Tabla 5. Tabla de valores obtenidos del ensayo de t ransfecciébn en diferentes lineas
celulares. Se muestran los datos recogidos durante el ensayo en células NIH3T3 y Hek 293 a las
24, 48 y 72 horas de realizada la transfeccion, bajo diferentes condiciones. Cada ensayo se
realiz6 por duplicado. Abreviaciones: sin transf: células sin transfectar; promotor mc: células
transfectadas con el vector pGL3-Basic con el promotor de M.corti; control +: células
transfectadas con el vector pGL4.75(hRluc/CMV); lipo: células transfectadas con lipofectamina.

conc prot luz luz luz luz
prot mg/mL 2s 5s 2s/prot 5s/prot
g sin transf 221.38 | 1550 15 217 140.03
T sin transf 834.92 | 5844 5.8 232 39.70
¢ | promotor mc | 795.08 | 5566 5.6 240 43.12
g promotor mc | 842.88 | 5900 5.9 281 47.63
L control + 743.28 | 5203 5.2 212 40.75
= control + 571.97 | 4004 4.0 210 52.45
g sin transf 822.96 | 5761 5.8 242 42.01
T sin transf 723.36 | 5064 51 231 45.62
N promotor mc | 1002.25 | 7016 7.0 225 32.07
£ | promotormc | 842.88 [ 5900 | 5.9 265 44.91
I control + 1062.01 | 7434 7.4 225 30.27
= control + 954.44 | 6681 6.7 272 40.71
lipo 885.64 | 6199 6.2 554 89.00
P lipo 1302.67 | 9119 9.1 514 56.00
T sin transf 958.42 | 6709 6.7 249 | 537 37.11 80.04
S sin transf 910.61 | 6374 6.4 230 | 591 36.08 92.72
§ promotor mc | 774.98 | 5425 5.4 439 | 1182 80.92 217.79
5 | promotor mc | 902.07 | 6314 6.3 694 | 1442 | 109.91 228.28
- control + | 857.53 | 6003 6.0 240 | 561 | 39.98 93.46
control + 873.47 | 6114 6.1 247 | 527 40.40 86.19
% sin transf 492.29 | 3446 34 242 | 553 70.23 160.47
T sin transf 723.36 | 5064 5.1 226 | 582 44.63 114.94
§ promotor mc | 711.41 | 4980 5.0 302 | 816 60.64 163.86
Q | promotor mc | 938.50 | 6570 6.6 556 | 1264 84.63 192.40
ﬁ control + 910.61 | 6374 6.4 252 | 532 39.53 83.46
= control + 950.45 | 6653 6.7 242 | 553 36.37 83.12
5 lipo 1075.20 | 7526 7.5 515 68.43
T lipo 1027.81 | 7195 7.2 512 71.16
S promotor mc | 909.34 | 6365 6.4 1375 216.01
Q& | promotor mc | 776.64 | 5437 5.4 1239 227.90
ﬁ control + 809.82 | 5669 5.7 514 90.67
* control + | 824.03 | 5768 5.8 485 84.08
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Resultados

La gréfica siguiente muestra la actividad de la luciferasa lograda en las
transfecciones en células Hek 293. Para las transfecciones realizadas en células
NIH3T3 no se obtuvieron resultados positivos de actividad luciferasa.
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Figura 26. Grafico que indica la variacion de los valores promedios de la actividad de la luciferasa
a las 24, 48 y 72 horas de realizada la transfeccion de células Hek 293 bajo diferentes
condiciones. En las transfecciones de células NIH 3T3 no se registré actividad de la luciferasa.

Estudio del patron de expresion tropomiosina 1 (LMW ) en M. corti.

Con el fin de estudiar el patron de expresion de la TPM1 (LMW) en M. corti,
se decidi6 amplificar una region de su ADNc exclusivo de esta isoforma,
disefiandose asi primers para obtener la region entre los exones 4a (primer
McTPM1-LF) y 9a (primer McTPM1-LR-T7) de su ADNc. El tamafo del
fragmento esperado es de 389 pb mas el promotor T7. Luego de dicha
amplificacion, se procedio a la purificacion del fragmento de interés.
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Resultados

Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1x, del producto de PCR purificado.
Carril 1: producto purificado resultado de la amplificacion por PCR a partir de ADNc con primers
McTPM1-LF y McTPM1-LR-T7. Carril 2: Marcador de peso molecular (100 pb) (Axygen).

Una vez purificado el fragmento de ADNc de 4a - 9a, se realizd la
transcripcion in vitro con el fin de obtener la sonda marcada para la hibridacion in
situ posterior. Durante la transcripcion, se extrajeron alicuotas en diferentes
etapas del proceso para evaluar el estado de la muestra.
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Resultados

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1x, del producto de PCR purificado.
Carril 1: sonda transcripta precipitada. Carril 2: sonda transcripta sin tratamiento con DNAsa.
Carril 3: sonda transcripta tratada con DNAsa. Carril 4: libre. Carril 5: Marcador de peso molecular

(100 pb) de Axygen.

Luego de la transcripcion in vitro de la sonda y de su cuantificacién por Dot
Blot, se procedié a realizar la hibridacion in situ, mostrandose su resultado a

continuacion:

Figura 29. Hibridacién in situ de sobre M. corti. a-c) Control sin sonda a 10x, 10x y 20x,
respectivamente. d-f) Tratamiento de M. corti con una sonda antisentido de la TPM1 (LMW) de M.
corti a 10x, 10x y 20x, respectivamente. Con las flechas continuas se indican las ventosas, y con
las semicontinuas la capa muscular interna.
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Resultados

Figura 30. Hibridacion in situ de sobre M. corti. a-b) Control sin sonda a 10x. c-f) Tratamiento de
M. corti con una sonda antisentido de la TPM1 (LMW) de M. corti a 10x a excepcién de la figura d)
gue es a 4x. Con las flechas semicontinuas se indica la capa muscular interna.

Figura 31. Hibridacion in situ de sobre M. corti. a-d) Tratamiento de M. corti con una sonda
antisentido de la TPM1 (LMW) de M. corti a 10x a excepcion de la figura b) que es a 4x. Con las
flechas semicontinuas se indica la capa muscular interna y con las flechas punteadas la

musculatura subtegumentaria.
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Discusion

6) DISCUSION

Determinaciéon del inicio aproximado de la transcrip cion del gen de
tropomiosina 1 (LMW) de M. corti mediante RT-PCR.

En este trabajo se intentd determinar mediante dos meétodos
independientes el inicio aproximado de la transcripcion de la TPM1 (LMW) de M.
corti.

La busqueda realizada como una primera aproximacion experimental del
inicio de transcripcion de la proteina a través de los programas bioinformaticos ya
mencionados, no seria una buena estrategia ya que las posiciones de inicio de
transcripcion génica predichas por los diferentes programas no son similares a
las posiciones ya caracterizadas para otros genes, asi como tampoco son
comparables entre si respecto a un mismo gen. Esto se debe a que estos
programas bioinformaticos han sido entrenados para detectar promotores con
organismos muy distantes evolutivamente de M. corti.

El estudio mediante la técnica de RT-PCR wusando diferentes
combinaciones de primers disefiados teniendo en cuenta la ausencia de un ATG
rio arriba del codén de inicio de la traduccién de la proteina y que el tamafio
promedio de la region 5’UTR es probablemente menor a 100 nucledtidos, fue
mas concluyente. En éste se logré determinar la localizacion aproximada del +1
de transcripcion de la proteina ubicandola en la region intermedia entre las
secuencias complementarias a los primers McTPM1-81LMW y McTPM1-25LMW.
A pesar de que en el carril 1 de la figura 43 se observa una banda de baja
intensidad, se considera que ésta corresponde a contaminacion con ADNg
amplificado con los primers McTPM1-81LMW / RvMcTropo5’. Esto es asi debido
a que presenta un tamafo muy similar a la banda de ADNg amplificada con el
mismo juego de primers, y no de 261 pb como se esperaria.

Amplificacion y clonado de la region promotora basa | del gen de
tropomiosina 1 (LMW) de M. corti en un vector con la luciferasa como gen
reportero.

En la reaccion de amplificacion del fragmento intronico 2-1b que contiene
el promotor de TPM1 (LMW) se lograron los resultados esperados con los dos
juegos de primers previamente diseflados, indicando su especificidad para
amplificar la region deseada.

Comparando los resultados de las minipreps realizadas a diferentes
colonias, podemos decir que gran parte de ellas presentaban el vector con un
inserto ligado ya que por su mayor tamafio, presentan una menor migracion en la
electroforesis.
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Discusion

Se hizo una primera aproximacion mediante enzimas de restriccion para
analizar si el inserto ligado al vector era el inserto de interés y resultd que todos
los vectores estudiados dieron como productos de digestion fragmentos de los
tamanos esperados de acuerdo a la enzima utilizada (Hindlll).

Posteriormente, se confirm6 mediante secuenciacion del vector extraido
de algunas colonias, que el inserto ligado a éste se trataba efectivamente del
fragmento de interés (region promotora basal de TPM1 (LMW) de M. corti).

Estudio de la actividad promotora del gen de tropom iosina 1 (LMW)
de M. corti en un sistema de cultivo celular heterélogo.

El vector empleado como control positivo de la reaccion de transfeccion
(pGL4.75(hRluc/CMV) Promega) fue elegido por su similitud con el vector pGL3-
Basic (Promega) en el cual se ligb el promotor del gen de TPM1 (LMW) de M.
corti y, ademas, por poseer un promotor enhancer para la alta expresion del gen
de luciferasa. Este fue usado en concentraciones variables en los ensayos
realizados, no obstante, no se observo expresion de luciferasa en ninguna de las
lineas celulares empleadas y estos resultados fueron invariables en el tiempo.
Una de las posibles causas puede ser que determinados factores de
transcripcion interaccionen de manera incorrecta con el enhancer, 0 que esta
region no sea reconocida por la maquinaria de transcripcion de ninguna de las
dos lineas celulares.

En los ensayos de transfeccion realizados en las células NIHT3T, ademas
de no obtenerse resultados con el vector empleado como control positivo, como
ya se menciond anteriormente, tampoco se registré actividad de luciferasa con el
vector con la region promotora basal de la TPM1 (LMW) de M. corti. Sin embargo,
en las células Hek 293 se observé una variacion en la expresion del gen
reportero respecto a las células tratadas Unicamente con lipofectamina, y a
medida que transcurrio el tiempo, esta variacion se amplio. Esto demuestra que
el proceso de transfeccién fue correcto y que el hecho de que no se hayan
registrado resultados en las células NIHT3T se deberia a una causa interna. Una
de las razones posibles puede ser que los factores de transcripcién presentes en
este tipo de células no reconozcan o no se puedan unir a la region promotora
transfectada, impidiendo asi la transcripcion del gen de luciferasa.

Estudio del patron de expresion tropomiosina 1 (LMW ) en M. corti

Comparando los resultados obtenidos en la hibridacion in situ entre los
tratamientos con sonda antisentido y sin sonda (tratamientos control), vemos que
se pudo identificar un patrén de expresion de la TPM1 (LMW) de M. corti ya que
los resultados muestran una clara sefial generada por la sonda a nivel
subtegumentario, en la capa muscular interna y en alrededor de las ventosas de
estos organismos.
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Discusion

Este patron de expresion de la proteina es coherente con los resultados
esperados, teniendo en cuenta que estan asociadas a las células musculares
debido a la funcion que cumplen. Los resultados obtenidos de la hibridacion in
situ comparten ademas, parte del patrén de expresion de proteinas mostrado por
la inmunohistoquimica realizada con un anticuerpo que reconoce ambas TPM (1
y 2) (Koziol et al., 2011).

Cabe mencionar que los patrones de expresion de la proteina obtenidos
han sido logrados consistentemente en nuevos ensayos realizados en el
laboratorio. Sin embargo seria oportuno repetir el experimento afiadiendo un
control con una sonda sense 0 con una sonda irrelevante. También seria
interesante hacer un estudio de los niveles de expresion de la proteina a
diferentes tiempos, pudiendo analizar si se trata de un buen candidato para un
control interno para experimentos de hibridacion tanto in toto como in situ.
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Conclusiones y perspectivas

7) CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

- El uso de los programas bioinformaticos empleados con el fin de localizar
aproximadamente el sitio de inicio de la transcripcion del gen de TPM1 (LMW) no
fue una herramienta atil de trabajo, ya que los resultados logrados en los
controles positivos no son comparables entre si.

- La estrategia de trabajo plateada para mapear el sitio aproximado del
inicio de transcripcion de TPM1 (LMW) de M. corti funciond, pudiéndose
comprobar la especificidad de los primers mediante la PCR y ubicando el +1 de
transcripcion en una posicion intermedia entre la region complementaria a los
primers MCTPM1-25LMW y McTPM1-81LMW.

- Se logro clonar la region promotora basal del gen de TPM1 (LMW) de M.
corti en un vector con la luciferasa como gen reportero.

- Los ensayos de transfeccion fueron exitosos, notandose un claro
aumento de la actividad de la luciferasa en las células Hek 293 transfectadas con
el promotor TPM1 (LMW) de M. corti.

- Fue posible determinar un patrén de expresién para la TPM1 (LMW) de
M. corti, localizando su ARNm a nivel de las ventosas, en la musculatura
subtegumentaria y en la musculatura interna de los organismos.

- Pensamos que la caracterizacion del promotor de TPM1 (LMW) en M.
corti es sumamente importante para un organismo donde no hay un genoma
secuenciado y son casi inexistentes los promotores caracterizados. Esto es un
primer paso hacia la optimizacion de la expresidn de transgenes en este
organismo, ya sea en forma transitoria, o mediante integracion estable en
cultivos celulares, ya que tampoco hay vectores descriptos para ser usados. Para
ello, uno de los posibles caminos a seguir seria el estudio de la actividad
promotora del fragmento 2-1b en M. corti mediante electroporacion.
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APENDICE 1. Primers.

Apéndice 1

Nombre Secuencia (5" - 3") Tm
MCTPML-

M TAGAGCTCCATTGAGTACGTTAATATTTCAAGTGGC 67.2C
McTPML-

o TATCTCGAGTAACTTTGAATGGCGCACCAAC 66.8C
g"lch_ ';2"1' TAGAGCTCGTAAGTTAACACCATTTTGACGTCATTG 67.2C
MCTPMLLF | TCAACAGGGTGCTGATGAGC 59.4C
¥;TPM1'LR' TCTAATACGACTCACTATAGGGAGGAGAGGGTTTCTTTGACTCG | 64,7C
MCTPML-

e CCAGTTGGTGCGCCATTCAAAG 62.1C
McTPML-

oAty GGCTCCGCGACTGTTGAAACTG 64.0C
g"chTl\':V'\\"ll' GTGCGTTTGCACATTTGATTCATTA 58,1C
RVMCTropo5 | AAGACGAATGCGGCGGGTCATG 613
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APENDICE 2. Soluciones y medios

Hibridacion in situ
-SSC 20 X
NaCl 3M
Citrato trisédico 0,3 M
Ajustar pH a 7,0

- Solucién de Denhardt 50X

Ficoll 400 1 % wiv
Polyvinilpyrolidona 1% wiv
Seroalbumina bovina | 1% w/v
- MAB

Acido 100 mM

maleico

NaCl 150 mM

- Solucion de pre-hibridacion

SSC 5X
Formamida desionizada | 50 % v/v
Dextran sulfato 10 % wlv
ARNTt de levadura 1 mg/ml
Solucién de Denhardt 1X

- Buffer AP

Tris Base | 100 mM

MgClI2 25 mM

NaCl 150 mM

Ajustar a pH 9,5 con HCI

Apéndice 2
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