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Resumen

La forma larvaria del platelminto parasito E. granulosus, es el agente causante de la
Echinococcosis quistica (EQ), una zoonosis de distribucion global. Pese a representar
un problema de salud publica mayor y generar un importante impacto socioeconémico,
la EQ continla siendo considerada por la OMS como una enfermedad zoondética
desatendida. Su tratamiento permanece hoy dia siendo costoso y complejo, y las
estrategias de erradicacion planteadas han tenido escasos éxitos.

Recientemente, se han propuesto como posibles blancos de drogas antihelminticas a
un grupo de proteinas conocidas como receptores nucleares (NR), proporcionando una
estrategia terapéutica nueva, distinta de las drogas antihelminticas conocidas. Los NRs
representan una gran superfamilia de factores de transcripcion, capaces de unirse al
ADN y modular diversos procesos fisiolégicos en animales. Comparten una estructura
modular con diferentes dominios funcionales, presentando algunos muy conservados,
como el de unién al ADN (DBD) y otros mas variables, que permiten la interaccion con

diversas moléculas generando asi un amplio abanico de funcionalidades.

Una nueva subfamilia de NRs, presenta una atipica e interesante estructura modular,
con dos DBDs en lugar de uno, por lo cual han sido denominados como 2DBD-NRs.
Todos los 2DBD-NRs poseen una secuencia P-box —CEACKK- en el primer DBD, la
cual es Unica para este grupo de receptores. Sus funciones, si bien han comenzado a
ser investigadas, permanecen aun como grandes interrogantes. En cestodos, los NRs
son un grupo de proteinas poco estudiado y nada conocemos con respecto a los 2DBD-
NRs en E. granulosus. Moléculas con un interesante potencial desde el punto de vista
terapéutico, ya que miembros de esta subfamilia no han sido identificados en los

hospederos del parasito en estudio.

El presente trabajo, propone iniciar el estudio de los 2DBD-NRs en E. granulosus. En
este sentido, hemos analizado las secuencias de tres 2DBD-NRs de E. granulosus,
siendo uno de ellos —Eg2DBDg1- identificado en la etapa larval de protoescolices. El
ADNc para Eg2DBDgl, desde el segundo DBD hasta el codon de terminacién, fue
clonado y expresado en E. coli, purificandose la proteina recombinante rEg2DBDg1.
Producto de ello, se obtuvo un suero policlonal capaz de reconocer a rEg2DBDg1, que
serd de gran utilidad en futuros ensayos para analizar su posible interaccion con la
proteina de unién a acidos grasos EgFABP1. De todas formas, se debera ahondar en
nuevas estrategias hacia la produccioén de rEg2DBDg1 soluble, para su utilizacion en

ensayos funcionales que asi lo requieran.
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1. Introduccion

1.1. Echinococcus granulosus

1.1.1. Clasificacion

Los Helmintos constituyen un grupo polifilético que incluye gusanos parasitos de dos
phylum: Platelmintos (gusanos planos) y Nematodos (gusanos redondeados).
Echinococcus granulosus es un platelminto parasito que segun Thompson (1995) puede

clasificarse de la siguiente manera (Thompson, 1995):
Phylum: Platyhelminthes.
Superclase: Eucestoda.
Clase: Cestoidea.
Subclase: Cestoda.
Orden: Cyclophyllidea.
Familia: Taeniidae.
Género: Echinococcus.

La clase Cestoidea incluye endoparasitos que no poseen tracto digestivo y presentan
organos adhesivos en la extremidad anterior (ventosas). Los organismos eucestodos
poseen cuerpo segmentado y unidades reproductivas (proglétides) conteniendo
organos masculinos y femeninos. La familia Taeniidae es muy relevante desde el punto
de vista sanitario y econémico, ya que incluye parasitos de animales domésticos dentro

de los géneros Taenia y Echinococcus (Thompson, 1995).

Originalmente el género Echinococcus fue dividido en varias especies segun
caracteristicas como, la especificidad de hospederos, geografia, morfologia y aspectos
del desarrollo (Romig et al., 2015). Actualmente el analisis filogenético de diferentes
cepas subdivide al género en especies y subespecies utilizando una nomenclatura
basada en el fenotipo y genotipo (G1-10), que solo remplaza parcialmente los nombres
anteriores de las especies. De esta manera, el género Echinococcus puede subdividirse
en: E. granulosus (G1/G2/G3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5), E. intermedius (G6/G7),
E. canadensis (G8/G10), E. felidis, E. multilocularis, E. shiquicus, E. vogeli y E.
oligarthrus (Romig, et al., 2015; Thompson y Jenkins, 2014). Si bien estas especies
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poseen diferente especificidad de hospederos intermediarios, la mayoria son

potencialmente infectivas para el ser humano.

1.1.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de E. granulosus comprende tres etapas. Habitualmente la forma adulta
hermafrodita vive en el intestino del perro (hospedero definitivo) y si bien no se
manifiesta en una patologia evidente, produce una gran cantidad de huevos. A través
de las heces los huevos pasan a contaminar el suelo y el agua y pueden mantenerse
infectivos por meses o hasta por un afio dependiendo de las condiciones ambientales.
Los humanos y otros mamiferos ungulados (hospedero intermediario) pueden infectarse
tras la ingesta de huevos, por contacto directo con animales infectados o, indirectamente
via agua o alimentos contaminados. Una vez en el hospedero intermediario, la oncésfera
eclosiona del huevo, penetra en la mucosa intestinal y migra a través del torrente
sanguineo hacia érganos internos como el higado. En el 6érgano afectado (usualmente

visceras) se desarrolla la forma larvaria o quiste hidatico (Eckert, et al., 2001).

La figura 1 ilustra el ciclo de vida de E. granulosus, comenzando por el hospedero
definitivo y continuando en el hospedero intermediario donde se desarrolla la forma

larvaria.
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Figura 1. Ciclo de vida de E. granulosus. Figura tomada y adaptada de: https://www.cdc.gov/dpdx
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La larva metacestode o quiste hidatico de E. granulosus, representada en la figura 2,
esta formada por una serie de capas, a partir de la capa germinativa se desarrollan
directa o indirectamente todos los elementos de la hidatide. En el interior del quiste se
encuentra una gran cantidad de liquido, junto con vesiculas proligeras, protoescoélices y
quistes hijos (Thompson, 1995). Un solo quiste hidatico puede contener miles de
protoescélices y cada una de ellos es capaz de desarrollarse en su forma adulta de ser
ingerido por un hospedero definitivo 0, en un nuevo quiste si el fluido quistico es
derramado en una cavidad como el peritoneo (echinococcosis secundaria) (Eckert, et
al., 2001).

Tejido del hospedero
Capa adventicia

Capa laminar

Capa germinativa

Figura 2. Diagrama de la larva metacestode de E. granulosus. a —d: etapas en el desarrollo de las vesiculas
gue dan lugar a los protoescoélices; e: quiste hijo. Figura tomada y adaptada de Thompson y Jenkins, 2014.

1.1.3. Echinococcosis quistica

Echinococcosis quistica (EQ) es una zoonosis de distribucidon global (figura 3) que
representa un problema de salud publica mayor y es causa de importantes pérdidas
econdmicas (Deplazes, et al., 2017). La relevancia clinica y econémica de E. granulosus
se limita al desarrollo de EQ. Esta enfermedad es considerada endémica en zonas como
Perd, Chile, Argentina, Uruguay, el sur de Brasil, la regiébn Mediterranea, Asia central,
China occidental, y el este de Africa (Deplazes, et al., 2017).
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Figura 3. Distribucién global de EQ. Figura tomada y adaptada de: http://www.who.int

El peso de la EQ sobre la salud humana puede ser expresado en términos de afios de
vida ajustados por discapacidad, DALYs (del inglés, disability adjusted life years), que
representa la suma de los afios de vida perdidos debido a problemas de salud,
discapacidad o muerte prematura. Globalmente, cada afio la equinococosis es
responsable de la muerte de 19300 personas y 871000 DALYs. Alrededor de 1 millén
de personas son afectadas por la enfermedad en cualquier momento dado. Los gastos
generados por la enfermedad a nivel mundial son de aproximadamente 3 billones de
dolares al afio atribuibles mayormente al tratamiento y a pérdidas relacionadas con la
produccion ganadera (WHO, 2017). En el periodo 2009-2014, los paises mas afectados
de América del sur, Argentina, Brasil, Chile, Peru y Uruguay, reportaron 29.556 casos
humanos de EQ, con una letalidad media del 2,9%, se calcula que la EQ causoé la muerte

de més de 820 personas en estos paises (Navarro, et al., 2015; Pavletic, et al., 2017).

Pese al considerable impacto socioeconémico la EQ sigue siendo una enfermedad
zoonotica desatendida. Al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud ha sugerido el
“aumento de las intervenciones en paises seleccionados en Asia Central, Norte de Africa
y América Latina para el control y eliminacion como problema de salud publica para el
2020”. En funcion de ello, la Organizacion Pan Americana de la Salud incluy6 la EQ
como una prioridad dentro del marco “Atencién de las enfermedades desatendidas en
las poblaciones postergadas” (WHO, 2017; Navarro, et al., 2015).
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El tratamiento de la EQ suele ser costoso y complejo, pudiendo requerir de cirugia
importante y/o tratamiento farmacoldgico prolongado (Busto Bea, et al., 2016; WHO,
2017). Si bien se han desarrollado estrategias de erradicacion, los éxitos son escasos,
los programas de control latinoamericanos atn no producen los resultados esperados y
sin lugar a dudas es necesario intensificar los esfuerzos hacia el control de la EQ
(Pavletic, et al., 2017).

1.1.4. Metabolismo lipidico y FABPs

Si bien el conocimiento del metabolismo lipidico en los platelmintos parésitos es escaso,
dos paradigmas han gobernado los estudios por décadas: la incapacidad de sintetizar
de novo los acidos grasos y esteroles (Meyer, et al., 1966; Jacobsen y Fairbairn, 1967;
Smyth y McManus, 1989) y la ausencia de oxidacion de acidos grasos (Ward y Fairbairn,
1970; Barrett y Korting, 1976).

Los lipidos representan un grupo heterogéneo de compuestos con roles cruciales en la
estructura celular y en el metabolismo energético, ademas de actuar como moléculas
reguladoras y de sefalizacion. En platelmintos son especialmente necesarios para la
biosintesis de membranas y renovacion debido al crecimiento continuo y reproduccion
asexual. Pese a ser incapaces de sintetizar de novo acidos grasos y esteroles, pueden
absorber precursores (&cidos grasos, glicerol, colina, fosfocolina, etanolamina,
fosfoetanolamina, inositol, y fosfoinositol) e incorporarlos en fosfolipidos, triacilglicéridos

y esteroles (Young y Podesta, 1982).

En vista de su restringido metabolismo lipidico, los platelmintos parasitos dependen del
secuestro y utilizacién de los lipidos del hospedero durante la infeccion. Por lo tanto, es
esencial la presencia de un sistema de unién de lipidos eficiente para capturar y
transportar moléculas hidrofébicas claves. En este sentido, las proteinas de union a
lipidos han sido extensamente estudiadas en estos organismos, entre ellas se
encuentran las proteinas de unién de ligandos hidrofébicos (HLBPS) y las proteinas de
union de acidos grasos (FABPs). Las HLBPs y las FABPs comparten la habilidad de unir
lipidos, pero difieren en la especificidad de unidon de ligandos, en la estructura y
organizacion molecular, en la localizacion intra/extracelular, en la distribucién

filogenética, en la evolucién y en sus posibles funciones (Alvite y Esteves, 2012).

Las FABPs son principalmente proteinas intracelulares que pertenecen a una familia
multigenica de proteinas de bajo peso molecular (14-15 kDa), con una amplia

distribucion filogenética (Esteves y Ehrlich, 2006; Storch y Thumser, 2010). Son capaces
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de unir acidos grasos de cadena larga (AGS) no covalentemente y otros ligandos
hidrofébicos. Han sido nombradas de acuerdo con el tejido en que fueron identificadas
por primera vez o que se expresan predominantemente (Storch y Thumser, 2010), i.e.
H-FABP para proteina de unién a &cidos grasos del corazén (del inglés, Heart). Los
miembros de la familia FABP presentan baja similitud en términos de estructura primaria,
pero poseen una estructura tridimensional altamente conservada (Storch y Thumser,
2010). Si bien estan implicadas en la captura y transporte intracelular de AGs, la funcion
especifica de cada FABP aun esté bajo investigacion. Estudios recientes indican que
podrian estar involucradas en la regulacién de la expresion génica (Hostetler, et al.,
2009) y la regulacién de metabolismo lipidico (Smith, et al., 2007).

Varias FABP han sido aisladas y caracterizadas en platelmintos parasitos (Zheng, et al.,
2013). Nuestro grupo de investigacion ha identificado y caracterizado dos proteinas de
unién a acidos grasos en E. granulosus, EQFABP1 y EgFABP2, que comparten 76% de
residuos idénticos y presentan 96% de similitud (Esteves, et al., 1993; Alvite, et al., 2001;
Esteves, et al., 2003). Asimismo, ambas presentan una importante similitud de
secuencia con la H-FABP de vertebrados (Esteves y Ehrlich, 2006). La estructura
cristalografica de rEgFABPL1 revel0 la estructura caracteristica de la familia consistente
en un barril beta (Figura 4), indicando como posible ligando un AG saturado de 16C y

espacio suficiente para ligandos mayores (Jakobsson, et al., 2003).

Figura 4. Estructura tridimensional de EgFABP1 recombinante de E. granulosus. Se muestra el ligando
unido (&cido palmitico). Los elementos de estructura secundaria se marcan con los nombres convencionales
(BA-BJ, a1y a2). Figura tomada de Jakobsson et al., 2003.
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La presencia de EgFABP1 ha sido demostrada en la fraccién nuclear, mitocondrial,
microsomal y citosoélica de células de larvas de E. granulosus (Alvite, 2014; Alvite y
Esteves, 2016). A su vez, se ha determinado que el mecanismo de transferencia de
ligandos desde EgFABP1 hacia membranas artificiales involucra interacciones directas
proteina-membrana (Porfido, et al., 2012; Alvite, 2014). Por lo cual, EQFABP1 podria
estar involucrada en el intercambio y transporte de AGs entre diferentes compartimentos
intracelulares. La identificacion de EQFABP1 en fracciones nucleares sugiere un posible
rol en la sintesis de lipidos nucleares, en la formacion de gotas lipidicas o en la

regulacién de la expresion génica (Alvite y Esteves, 2016).

Diferentes enfoques experimentales demuestran que varias FABP son dirigidas al
nacleo (Boérchers, et al., 1989; Hostetler, et al., 2009), y que son capaces de
interaccionar directa o indirectamente con receptores nucleares: A-FABP y K-FABP con
PPARy/B (Tan, et al., 2002; Helledie, et al., 2000); H-FABP con PPARa (Tan, et al.,
2002); L-FABP con PPARa (Hostetler, et al., 2009); A-FABP con LXRa (Shu, et al.,
2017); L-FABP con HNF4a (Mclintosh, et al., 2013). Su interaccion con factores de
transcripciobn pone en evidencia un nuevo rol para las FABPs como importantes
moléculas de sefializacién, convirtiéndolas en interesantes dianas terapéuticas,
potencialmente Utiles a la hora de evaluar nutrientes y xenobiéticos capaces de afectar

la transcripcién de genes.

1.2. Receptores Nucleares

1.2.1. Clasificacion

Los receptores nucleares (NRs) son miembros de una gran superfamilia de factores de
transcripcion relacionados evolutivamente. Participan en la modulacién de diversos
procesos fisioldgicos en animales, tales como desarrollo, reproduccion, homeostasis y
metabolismo (Laudet y Gronemeyer, 2002; Evans, 2005). En la década de los 80 fueron
aislados los primeros cDNAs de NRs, primero el receptor glucocorticoide humano (GR)
y luego el receptor de estrogenos (ER) (Hollenberg, et al., 1985; Green, et al., 1985).
Desde entonces el campo de investigacion en RNs se ha desarrollado rapidamente,
desde el andlisis estructural y funcional hasta los mecanismos moleculares reguladores

de la transcripcién (Evans y Mangelsdorf, 2014; Gustafsson, 2016).
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El analisis filogenético del conjunto de NRs ha llevado a su clasificacion en seis
subfamilias de diferente tamafo (NR1-NR6) y a una correspondiente nomenclatura
formal (Laudet, 1997; Nuclear Receptor Nomenclature Committee, 1999). Se considera
una subfamilia extra NRO, cuyos miembros contienen solo el DBD (NROA, identificados

en artrépodos y nematodos) o solo LBD (NROB, presentes en algunos vertebrados).

La primera gran subfamilia (NR1) contiene los receptores para hormonas tiroideas
(TRs), receptores para acido retinoico (RARS), receptor de vitamina D (VDR), receptor
de ecdisoma (EcR) y receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS),
asi como un gran numero de receptores huérfanos. La segunda subfamilia (NR2)
contiene al receptor retinoide X (RXR), el factor de transcripcion para el promotor de la
ovoalbumina de pollo (COUP-TF) y el factor nuclear 4 del hepatocito (HNF4). La tercera
subfamilia (NR3) engloba la subfamilia de receptores esteroideos, incluyendo ER, GR,
el receptor mineralocorticoide (MR), receptor de progesterona (PR) y el receptor de
andrégenos (AR), asi como los receptores huérfanos relacionados a los receptores de
estrogenos (ERR). Una cuarta subfamilia (NR4) contiene el grupo de receptores
huérfanos NGFI-B (factor inducible [-B de crecimiento nervioso). SF1 (factor
esteroidogenico 1) y FTZ-F1 de Drosophila (‘fushi tarazu’ factor 1) componen la quinta
subfamilia (NR5). Por dltimo, una sexta subfamilia pequefia (NR6) contiene Unicamente

el factor nuclear 1 de células germinales (GCNF1) (Germain, et al., 2006; Laudet, 1997).

Recientemente, un nuevo grupo de NRs con 2 dominios de unién al ADN (DBD) y un
dominio de unién al ligando (LBD) (2DBD-RNs) ha sido identificado en el platelminto
parasito Schistosoma mansoni (trematodo) (Wu, et al., 2006) y luego en moluscos y
artrépodos (Wu, et al., 2007). Este grupo nuevo de NRs aun no ha sido incluido en este

sistema de clasificacion (Wu y LoVerde, 2011).

1.2.2. Estructura modular

Al igual que otros reguladores transcripcionales los NRs poseen una estructura modular
con diferentes dominios funcionales autonomos. La figura 5 es una representacion

esquemaética que ilustra los dominios componentes de un NR tipico.
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Dimerization (weak)

DNA binding

Figura 5. Estructura modular de un NR tipico. Figura tomada y modificada de Robinson-Rechavi et al. 2003.

La regién N-terminal (dominio A/B) es muy variable y contiene al menos una region
activa de transactivacion (AF-1) y varios dominios de transactivacién autonomos (AD).
La regién mas conservada es el dominio de unién al ADN (DBD, dominio C), compuesto
por dos dedos de zinc y dos a- hélices, en cada dedo de zinc cuatro cisteinas coordinan
un ion Zn?* (Lee, et al., 1994; Luisi, et al., 1991; Schwabe, et al., 1993). En esta region
se encuentran las secuencias aminoacidicas conservadas “D-box” y “P-box”. La
secuencia D-box participa en la dimerizacién del receptor, mientras que la secuencia P-
box, presente en el primer dedo de zinc, es responsable de la especificidad de unién
entre el receptor y los elementos respuesta en el ADN, la mayoria de los NRs presentan
gran afinidad por uno de dos motivos: 5"-AGAACA-3" 0 5'-AGGTCA-3" (Laudet, 1997;
Zilliacus, et al., 1994). EIl dominio D, una regién poco conservada, se comporta como
una bisagra flexible entre los dominios C y E y contiene una sefial de localizacién nuclear
(NLS) que puede en parte superponerse con el dominio C. La region mas extensa y
moderadamente conservada es el dominio de unién al ligando (LBD, dominio E). EI LBD
es un dominio multifuncional que, ademas de la unién al ligando, media la homo- y
heterodimerizacion, la transactivacion ligando dependiendiente (motivo COOH-terminal
AF-2) y en algunos casos la represion transcripcional. Tipicamente el LBD consiste de
una estructura 3D formada por 12 a-hélices rodeando una cavidad o bolsillo hidrofébico
central (LBP) (Bourguet, et al., 2000; Bourguet, et al., 1995; Moras y Gronemeyer, 1998).
La estructura 3D del LBD unido al ligando (holo) y sin unirlo (apo) son diferentes entre
la mayoria de los NRs (Moras y Gronemeyer, 1998; Nagy y Schwabe, 2004; Wurtz, et

al., 1996). Mientras la arquitectura general de los LBDs puede parecer muy similar, los
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LBPs son muy variables en tamafio y caracter, con una composicion aminoacidica
diversa (Rastinejad, et al., 2013). Algunos NRs pueden contener un dominio final
(dominio F) en el extremo C- terminal del dominio E, de funcién desconocida y cuya

secuencia es extremadamente variable.

1.2.3. Mecanismo de accion

Los NRs son capaces de modular el proceso de transcripcion a través de diversos
mecanismos incluyendo actividades de represion y de activacién. Estas actividades
pueden ser directas o indirectas, ligando dependiente o independiente y pueden mediar
la activacion, represion o transrepresion de genes. A su vez pueden ser también blanco
de otras vias de sefializacion que modifican al NR post traduccionalmente afectando su

funcién (Germain, et al., 2006).

Como factores de transcripcion, los NRs dependen de la unién al ADN a través
secuencias especificas para la transactivacion de los genes blanco. Las secuencias
especificas en el ADN se conocen como elementos de respuesta a hormonas (HRES) y
generalmente se ubican en la region promotora de los genes blanco. Los receptores
esteroideos clasicos (GR, PR, AR, y ER) se unen generalmente como homodimeros a
elementos de respuesta configurados como palindromos compuestos por dos
secuencias de hexanucléotidos separadas por 3 pb (Beato, 1991). Por el contrario, los
receptores no esteroideos (RAR, VDR y TR), se unen al ADN como heterodimeros con
RXR (receptor X retinoide) y preferencialmente reconocen elementos de respuesta
configurados como palindromos repetidos directos (DRs) y en menor medida
palindromos invertidos (IRs) (Aranda y Pascual, 2001). La especificidad de cada
interaccion receptor-ADN esta dada por el espaciamiento y secuencia de nucleétidos
entre los dos hemi sitios del DR, variando de 3 a 5 nucleétidos (Evans y Mangelsdorf,
2014).

Los NRs clasicos actian como factores de transcripcion ligando dependientes, a través
de la union con pequefias moléculas lipofilicas como hormonas (tiroideas, esteroideas),
morfégenos (acido retinoico) o componentes de la dieta (acidos grasos). La union al
ligando en general desencadena cambios en el comportamiento conformacional del
receptor reclutando complejos correguladores de la transcripcién (Bourguet, et al., 2000;
Kojetin y Burris, 2013).

Para la mayoria de los NRs la unién de un ligando agonista resulta en un cambio

conformacional que lleva al reclutamiento de proteinas coactivadoras generando un
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aumento en la transcripcion de genes especificos. Un ligando antagonista clasico,
bloquea la union del agonista, evitando el cambio conformacional y la subsecuente
estimulacion de la transcripcién. Sin embargo, muchos antagonistas exhiben una
funcion agonista inversa, especialmente relevante para NRs con actividad basal, en este
caso la union del ligando resulta en un cambio conformacional que recluta proteinas

correpresoras y activamente reprime la transcripcion (Burris, et al., 2013).

1.2.4. Receptores nucleares en platelmintos parésitos

Los primeros NRs de platelmintos fueron identificados en S. mansoni (trematodo)
(Escriva, et al., 1997). Actualmente han sido reportados 21 NRs en S. mansoni (Wu, et
al., 2006), mientras que 14 han sido caracterizados con respecto a sus patrones de
expresion a través del ciclo de vida, la formacion de homo y heterodimeros y sus
capacidades de union al ADN (Wu y LoVerde, 2011). Entre los NRs identificados en este
parasito se encuentran los dos primeros homélogos del receptor de hormonas tiroideas
(THR) identificados en un protostomado. Asi mismo, se han hallado también homoélogos
de varios genes que median respuestas a ecdisona en insectos, incluidos los genes de
respuesta a ecdisoma E78 y FTZ-F1 y el compafero heterodimérico de EcR, RXR,
aungue aun se desconocen homélogos de EcR (Wu y LoVerde, 2011). La mayoria de
los NRs de S. mansoni presenta ortélogos ya sea en Deuterostomados, en artrépodos
0 en ambos. Exceptuando esta afirmacion se encuentran interesantemente tres NRs
con una novedosa estructura modular llamados 2DBD-NRs, los cuales poseen dos DBD
en tdndem y un LBD (Sm2DBD-RNa, Sm2DBD-RNf, Sm2DBD-RNy) (Wu, et al., 2006).
El estudio de los NRs en S. japonicum revela que esta especie expresa practicamente
el mismo conjunto de NRs que S. mansoni pero contiene dos miembros adicionales de
la subfamilia de 2DBD-NR (Wu y LoVerde, 2011).

Los NRs en cestodos han sido menos explorados que en su parientes trematodos. En
los genomas de E. multilocularis y E. granulosus fueron identificados mediante analisis
informaticos 17 NRs, similares al conjunto de NRs expresados por schistosomas
(Forster, et al., 2011).

En 2011 es caracterizado por primera vez un NR en cestodos, el receptor de E.
multilocularis EmNHR1, homélogo a los NRs de la subfamilia DAF-12/HR96 que en
metazoarios regulan la homeostasis del colesterol y la longevidad (Férster, et al., 2011).
El gen codificante para EmMNHRL1 es expresado en todas las etapas larvales del parasito

involucradas en la infeccion del hospedero intermediario. Sin embargo, presenta una
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expresion aumentada en el estadio de metocestodo y de protoescélice durmiente (previo
a la infeccién), por lo cual EmMNHRL1 podria ser necesario para el desarrollo en el
hospedero intermediario. Por otra parte, en este mismo estudio se demuestra la
comunicacion cruzada entre EmNHRL1 y vias de sefalizacion TGF-B, asi como la
presencia de un ligando en el suero de mamifero que induce la homodimerizacion del
LBD del receptor. Estos resultados apuntan a que este receptor podria jugar un rol en
los mecanismos de comunicacion cruzada hospedero-pardsito durante la infeccion
(Forster, et al., 2011).

En octubre 2017, Yang y colaboradores clonan y caracterizan un NR de E. granulosus,
similar al receptor hormonal 3 (EgHR3). HR3 pertenece a la ruta de sefalizacion
ecdisteroide y modula ciertas respuestas del desarrollo especificas a pulsos
ecdisteroides en insectos (Yang, et al., 2017). EQHR3 es expresado en etapas larvarias,
pero presenta una expresion significativamente mayor en el adulto, advirtiendo un
posible rol en el desarrollo temprano del adulto y en el mantenimiento de los procesos
biolégicos en dicha etapa (Yang, et al., 2017).

1.2.5. Subfamilia 2DBD-NR

Inicialmente identificados en S. mansoni, 2DBD-NRs forman una nueva subfamilia de
NRs, con una novedosa estructura modular: A/B-DBD-DBD-bisagra-LBD (Wu, et al.,
2006) (Figura 6). Genes correspondientes a 2DBD-NRs han sido identificados en otras
especies de gusanos planos (Schmidtea mediterranea y Dugesia japonica), como
también en moluscos (Lottia gigantean) y artrépodos (Daphnia pulex), no asi en
vertebrados (Wu, et al., 2007).

hRorRa [ABJC] p | E |
1 98175 362 548
Sm2DBDa | AB D
1 482-633 1150 1527
Sm2DBDB D
1 81-239 1324 1523
Sm2DBDy | AB D
1 394-546 1669 1861

Figura 6. Estructura modular de 2DBD-NRs de S. mansoni. hRORa como ejemplo de la estructura modular
tipica de NRs, conteniendo un dominio A/B, un dominio C (DBD), un dominio D y un dominio E (LBD). Tres
Sm2DBD NRs exhiben una novedosa estructura modular que incluye dos DBDs en tandem (C1 y C2).
Figura tomada de Wu et al. 2007.
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El andlisis filogenético indica que los miembros de la familia 2DBD-NRs comparten un
ancestro comun cuyo gen poseia un DBD adicional, probablemente resultado de un
evento de recombinacion. Tanto el primer como el segundo DBD son grupos hermanos
de miembros en la subfamilia NR1, lo cual sugiere una cercania entre el gen ancestral
comun de 2DBD-NRs vy el gen ancestral comun de los NRs en la subfamilia NR1 (Wu,
et al., 2007).

Todos los 2DBD-NRs poseen una misma secuencia P-box correspondiente a -CEACKK-
en el primer DBD, la cual es Unica para este grupo de receptores. A su vez, en el
segundo DBD puede encontrarse una secuencia P-box correspondiente a -CEGCKG-
seguida por los aminoacidos FFRR, presente en la mayoria de los NRs de la subfamilia
NR1, evocando una posible relacién funcional o evolutiva con receptores en la
subfamilia NR1 (Wu, et al., 2007).

En la figura 7 puede observarse una representacion esquemética de la estructura de los
dos DBD en tandem de Sm2DBDoa.

Primer DBD Segundo DBD

A
Intron
Primer DBD Intron Segundo DBD
A
~ —A
l L 'l L
B 1 | | 1
6.2 kb 12.0 kb 3.0 kb

exon exon cxon exon

Figura 7. Dominio DBD del receptor nuclear de S. mansoni Sm2DBDa. A: Representacion de los dos DBDs
en tandem. B: Organizacién génica del dominio. Figura tomada y modificada de Wu et al. 2006.

Cuando los NRs se unen al ADN en forma de dimeros dos P-boxes interaccionan con
los hemi sitios en el ADN. Ensayos in vitro e in vivo demuestran que Sm2DBD-NRa
puede interaccionar como homodimero pero no interacciona con SMRXR1 0 SmRXR2.
La formacion del homodimero implica que cuatro P-boxes pueden estar involucrados en
la union al ADN, pudiendo representar un nuevo mecanismo de unién al ADN (Wu y
LoVerde, 2011; Wu, et al., 2007).
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Las funciones de los Sm2DBD-NRs en S. mansoni permanecen aun desconocidas, sin
embargo se ha demostrado su expresion diferencial en varias etapas de desarrollo, lo

cual sugiere un posible rol en la regulacion del desarrollo del parasito (Wu, et al., 2007).

En la planaria Schmidtea mediterranea se ha identificado un receptor nuclear
denominado NHR-1 que pertenece a la subfamilia 2DBD-NR y es homologo a Sm2DBD-
NRYy. Estudios en planarias sexuales y asexuales muestran que NHR-1 es necesario
para el desarrollo de los 6rganos reproductores accesorios y es ademas importante para
la diferenciacion y maduracién de las células germinales en ovarios y testiculos (Tharp,
et al., 2014).

Dado que esta familia de receptores no parece estar presente en mamiferos, y existen
indicios de que puedan cumplir una funcién relacionada al desarrollo, un mayor
entendimiento de este grupo de receptores en platelmintos parasitos podria aportar

nuevas rutas de intervencién terapéutica.

1.2.6. Receptores nucleares como emergentes blancos de drogas

antihelminticas

Los NRs son una de las cuatro familias proteicas responsables del 70% de los efectos
terapéuticos de drogas pequefias, junto con receptores acoplados a proteina G similar
a rodopsina (GPCRs), canales i6nicos y proteinas quinasa. En particular, el 16% de los
farmacos aprobados por la FDA (del inglés, U.S. Food and Drug Administration) actlian
a través NRs (Santos, et al., 2017).

Estos factores de transcripcion se han transformado en blancos atractivos para el
desarrollo de drogas de pequefio tamafio molecular y de uso oral, debido a la naturaleza
lipofilica de sus ligandos y a su habilidad de modular la expresién de multiples genes en
una misma via (Evans y Mangelsdorf, 2014). Si bien han sido mayormente estudiados
en gusanos de vida libre, han sido identificados en todas las categorias de helmintos.
En este sentido, los NRs de helmintos parasitos emergen como posibles blancos de
drogas antihelminticas, proporcionando una estrategia terapéutica nueva, distinta de las
drogas antihelminticas conocidas, como los bencimidazoles cuyo blanco son las
tubulinas (Wang, et al., 2017). Los bencimidazoles, antiparasitarios de eleccion para el
tratamiento de la infeccion por E. granulosus, presentan varias contraindicaciones y

efectos secundarios (Busto Bea, et al., 2016).
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El principio de la utilizacion de NRs como blancos para el tratamiento de enfermedades
parasiticas se basa en el uso de ligandos exégenos que interfieran con las funciones
fisiologicas del NR. Sin embargo, también seria posible elegir como blanco los
reguladores corriente arriba o los efectores corriente abajo del NR, una vez que la via

haya sido completamente elucidada (Wang, et al., 2017).

2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Este trabajo se enmarca en una linea de investigacion basada en el estudio a nivel
molecular de la biologia del parasito Echinococcus granulosus. Nuestro grupo de
investigacion ha trabajado en Echinococcosis quistica por mas de 20 afios, a través de
la caracterizacion a nivel génico, estructural y funcional de las proteinas transportadoras
de acidos grasos (FABPS). La evidencia creciente que demuestra la interaccion entre
las FABPs y los receptores nucleares (NRs) en modelos vertebrados propone un
interesante escenario para las FABPs en platelmintos parasitos. A su vez, los NRs en
cestodos representan un grupo de proteinas muy poco estudiado con un gran potencial

para su utilizacion como blancos de drogas anti-helminticas.

En este sentido, se propone aportar al conocimiento de los receptores nucleares en
cestodos, en particular estudiar la subfamilia de receptores 2DBD-NRs, de funcion

desconocida, en E. granulosus.

2.2. Objetivos especificos

e Analizar preliminarmente las secuencias del conjunto de 2DBD-NRs en E.
granulosus.

e Clonar un receptor nuclear 2DBD-NR de E. granulosus en un vector de
expresion.

e Expresar y purificar un receptor nuclear recombinante perteneciente a la
subfamilia 2DBD-NR en E. coli.

e Generar un suero policlonal contra un 2DBD-NR de E. granulosus para evaluar

su posible interaccion con EQFABP1.
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3. Materiales y métodos

3.1. Andlisis bioinformético de receptores nucleares

En primer lugar se empled la secuencia aminoacidica del DBD correspondiente al
PPARa de Mus musculus (desde el aminoacido 101 al 184) para realizar una busqueda

de similitudes en la base de EST de E. granulosus (Sanger) (http://www.genedb.org)

mediante la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Se eligieron tres
secuencias con alto score correspondientes a tres receptores nucleares de la subfamilia
2DBD-NR. Los dominios funcionales de cada una se analizaron mediante Motifscan
(https://myhits.isb-sib.ch/cqgi-bin/motif _scan). Para el estudio del dominio LBD se realiz6

una busqueda mediante la herramienta BLAST utilizando las regiones aminoacidicas
correspondientes al LBD de cada receptor en la base de proteinas del Protein Data
Bank. Los alineamientos se realizaron mediante Clustal Omega. Para la edicién de
secuencias y/o alineamientos se utiliz6 el software BioEdit 7.2.5.

3.2. Clonado de Eg2DBDg1 de Echinococcus granulosus

3.2.1. Amplificacion mediante RT-PCR

Se extrajo ARN total de protoescolices de E. granulosus utilizando Trizol (Thermo) y se

sintetiz6 ADNCc utilizando cebadores al azar y RT SuperScript Il (Invitrogen).

Inicialmente se disefié una bateria de cebadores para amplificar por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) la regién codificante de ADNc desde el segundo DBD hasta el
codon de terminacion de los tres 2DBD-NRs identificados en la base de datos. Para
cada NR se disefiaron los siguientes cebadores directo y reverso: Eg2DBDgl:
37FwDBD1 y 37UTR1-rev; Eg2DBDg2: 24DBD1fw y 24RevStop; Eg2DBDg3:
45DBD1fw y 45RevStop (ver anexo 8.1.). Se ensayaron varias condiciones de
amplificacion, variando la temperatura de hibridacion de los cebadores, la concentracion
del molde y el tiempo de las etapas del ciclo. Las condiciones utilizadas en la reaccion
en la cual se obtuvo amplificacion de la region de ADNc buscada para uno de los NRs

identificados, se describen a continuacion.
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Para la amplificacion por PCR del gen EgrG_000379600.1 de E. granulosus, se
utilizaron los siguientes cebadores: 37FwDBD1 (directo) y 37UTR-revl (reverso) (ver
anexo 8.1.), amplificando la region de ADNc desde el segundo DBD hasta el codon de
terminacion, a la cual se denominé Eg2DBDglcl. La reaccion de PCR se realizé con la
enzima ADN polimerasa KAPA HiFi (Biosystems) y los cebadores mencionados (0.4
pM), siguiendo las indicaciones del fabricante y utilizando 1.0 pL de ADNc (1000 ng\pL).

Las condiciones de reaccidon se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones utilizadas en la reaccion de PCR de Eg2DBDglcl.

Etapa Temperatura (°C)  Tiempo (segundos) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 180 1
Desnaturalizacion 98 20 35
Empalme 66 30 35
Extension 72 120 35
Extension final 72 240 1

El producto de PCR obtenido (Eg2DBDglcl) fue visualizado mediante electroforesis en
gel de agarosa 1%, tefiido con SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific) y purificado
mediante el kit comercial (Universal DNA Purification Kit, TianGen). Se realizo la re-
amplificacion de Eg2DBDg1lcl por PCR utilizando la enzima ADN polimerasa RANGER
(RANGER Mix Bioline), de acuerdo a las sugerencias del fabricante. Las condiciones de
re-amplificacién se muestran en la tabla 2. Luego de ser purificado utilizando iguales
protocolos, se confirmé la secuencia del fragmento obtenido (Servicio de secuenciacién,

Instituto Pasteur de Montevideo).

Tabla 2. Condiciones de la reaccién de PCR (re-amplificacion de Eg2DBDglcl).

Etapa Temperatura (°C)  Tiempo (segundos) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 180 1
Desnaturalizacion 98 20 30
Empalme 63 30 30
Extension 72 120 30
Extension final 72 300 1
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3.2.2. Ligacion y transformacion de células competentes

Posteriormente se procedié a clonar la region de ADNc (Eg2DBDg1cl) en el vector pGM-
T (pGM-T ligation Kit TianGen) (Figura 8). Este vector posee extremos con una unica
Timidina 3"-terminal desapareada, complementarios con los extremos con Adenina 3’-
teminal desapareada del fragmento de ADN amplificado por la ADN polimerasa
RANGER (Bioline), por lo que no es necesario la utilizacion de enzimas de restriccion.

El sitio de insercion del fragmento de ADN se encuentra interrumpiendo el péptido a del
gen de la enzima [-galactosidasa, que cataliza la hidrélisis de galactésidos a
monosacaridos. La actividad B-galactosidasa puede ser detectada por un indicador
como X-GAL, que al ser hidrolizado por esta enzima genera un compuesto azul
insoluble. Tras la induccion con IPTG, los clones recombinantes producirdn una enzima

inactiva incapaz de hidrolizar el sustrato X-GAL, generandose asi colonias blancas.

Xmnl 2009
173
1 start
Scal 1890 ael 2707/ | Apal | 14
f1 ori o 0
Sphl |26
B
lco

Ampr 5st2| | |43
ot 43
pGM—T lacZ e sacll |49
(3015bp) — %
Spel | 64
EcoR 1| 70
Not | 77
BstZ| | 77
Pst| 88
oFi Sall 90
Ndel | 97
Sac| [109
BstX | [118
Nsil 127
t spe |4

Figura 8. Vector pGM-T.

La reaccioén de ligacién se llevé a cabo con 50 ng de vector y 155 ng de producto de
PCR manteniendo una relacion 5:1 (inserto:plasmido). En paralelo se realizé un control
de la reaccion utilizando un fragmento control proporcionado por el kit de clonado. Se
utilizé el kit de clonado conteniendo la enzima T4 ADN ligasa siguiendo las instrucciones
del fabricante. A continuacion se transformaron 50 pl de células competentes TOP10
(Thermo Fisher Scientific), con 5 ul de reaccion de ligacion y 1 pl de ligacion control, por

el método de shock térmico. Las células se incubaron con la mezcla de ligacién durante
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30 minutos en hielo, seguido de 90 segundos a 42°C y se volvieron a incubar en hielo
durante 3 minutos. Luego se agreg6 a cada tubo 250 pl de medio de cultivo LB y se
mantuvieron 45 minutos a 37°C con agitacién a 150 rpm. Por ultimo, se sembraron 100
y 200 pl de cada transformacion en placas de medio LB-Agar conteniendo 100 pg/ml de
Ampicilina, 20 mg/ul de IPTG y 20 mg/pl de X-GAL, y se incubaron a 37°C durante toda
la noche.

3.2.3. Seleccidén de clones recombinantes

Para la purificacion de los plasmidos se seleccionaron 5 colonias blancas y 1 colonia
azul de la placa control, con las cuales se inocularon 3 ml de LB con 100 ug/ml de
ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C, 200 rpm. La extraccion de los plasmidos
se realiz6 mediante mini purificaciones de ADN plasmidico por lisis alcalina utilizando el
kit GeneJET (Thermo Fisher Scientific). Se verificd la presencia del inserto en los
plasmidos purificados mediante PCR, utilizando cebadores internos (37UTR-revl,
37PDLrev, 37AVTiw y 37DBD2fw, ver anexo 8.1.), junto con el Ranger Mix utilizado
previamente. Las condiciones de reaccion se muestran en la tabla 2, variando la
temperatura de hibridacion de los cebadores segun el caso. Mediante electroforesis en
gel de agarosa 1% se visualizaron los productos de PCR. Se seleccion6é uno de los
clones que result6 positivo y se confirmo la secuencia del ADN clonado (Eg2DBDglcl)

mediante secuenciacién (Macrogen, Corea).

3.2.4. Subclonado en el vector de expresion

Para el subclonado en el vector de expresion, se realiz6 la amplificacion por PCR de
Eg2DBDglcl clonado previamente en pGM-T. Con el fin de llevar a cabo el clonado
direccional en pET-22b(+) (Novagen) se generaron dos cebadores conteniendo los sitios
de restriccion de las enzimas Ndel y Xhol, llamados Ndel-Eg37f y Xhol-Eg37r (ver anexo
8.1.). Se utilizé el Ranger Mix (Bioline), el programa de amplificacion descripto en la
tabla 3y 1.5 ng de la construccion pGM-T/Eg2DBDg1cl.

El vector de expresion pET-22b(+) y el producto de PCR fueron sometidos a digestion
doble con las enzimas de restriccion Ndel (Fermentas) y Xhol (Invitrogen), para ser
luego ligados entre si. Los vectores pET son disefiados especialmente para el clonado

y la expresion de proteinas recombinantes en E. coli. El plasmido pET-22b(+), mostrado
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en la figura 9, le confiere a las células transformadas resistencia a ampicilina y ademas,

posee en su secuencia una regiéon que codifica un trecho de 6 histidinas, las cuales

seran adicionadas a la proteina recombinante en la region C-terminal, facilitando su

posterior purificacion.

Tabla 3. Condiciones de la reaccion de PCR.

Etapa Temperatura (°C)  Tiempo (segundos) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 180 1
Desnaturalizacién 98 20 30
Empalme 68 30 30
Extension 72 120 30
Extension final 72 300 1
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Figura 9. Vector de expresion pET-22b(+).

El producto de PCR y el vector digerido fueron visualizados por electroforesis en gel de

agarosa 1% vy purificados mediante kit comercial (Universal DNA Purification Kit,
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Tiangen). La reaccion de ligacion se llevé a cabo manteniendo una relacion 3:1
(inserto:vector), con 50.4 ng de inserto, 49.88 ng de vector y la enzima T4 DNA ligasa,
siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion se transformaron células
TOP10 mediante el método de shock térmico. Se eligieron al azar 5 colonias y los clones
recombinantes fueron verificados mediante PCR en iguales condiciones a las mostradas
en la tabla 2. El plasmido purificado fue secuenciado, verificAndose la identidad del
mismo (Macrogen, Corea).

Fueron transformadas con el plasmido recombinante verificado, células E. coli
competentes BL21(DE3)pLysS (Promega) y Rosetta(DE3) (Novagen), por la técnica de
shock térmico. Las cepas DE3 contienen el gen para la enzima T7 ARN polimerasa bajo
el control del promotor lacUV5. La cepa BL21(DE3)pLysS contiene el plasmido pLysS,
expresando constitutivamente bajos niveles de lisozima T7, lo cual reduce la expresién
basal de los genes recombinantes mediante la inhibicion de los niveles basales de la T7
ARN polimerasa. Por otro lado, la cepa Rosetta(DE3) esta disefiada para aumentar la
expresion de proteinas eucariotas que contienen codones poco frecuentes en E. coli.
Los tRNAs para codones poco frecuentes se encuentran en un plasmido que ademas

confiere a las células resistencia a cloranfenicol.

El analisis de la presencia de codones de uso poco frecuente en E. coli en la secuencia
de Eg2DBDglcl se realizé mediante la herramienta Graphical Codon Usage Analyser
2.0 (gcua; http://gcua.schoedl.de/).

3.3. Expresion de la proteina recombinante rEg2DBDg1l

Con las dos cepas de E. coli transformadas se ensayaron diferentes condiciones de

induccién, con el fin de optimizar el proceso de produccién de la proteina recombinante.

Los ensayos de induccion en E. coli BL21(DE3)pLysS se comenzaron inoculando 1 mL
de cultivo de bacterias transformadas crecidas toda la noche (ON) a 37°C cada 50 mL
de medio con una concentracion final de 100 pg/mL de ampicilina. Para el caso de la
induccién en E. coli Rosetta(DE3), se inoculé 3.75 mL de cultivo ON cada 50 mL de
medio TB con una concentracion final de 100 pg/mL de ampicilina y 34 pg/mL de
cloranfenicol. Se mantuvo el cultivo a 37°C, 200 rpm, hasta alcanzar una densidad 6ptica
a 600 nm de aproximadamente 0.8 y a continuacién se le adicioné la correspondiente

concentracion de IPTG, a excepcion del ensayo utilizando medio ZYM auto inductor,
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gue no se le agrega inductor (ver anexo 8.2.). El cultivo fue incubado a la temperatura y

durante el tiempo especificado para cada caso en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de expresion ensayadas.

Cepa de Inductor Temperatura Medio de Tiempo de
E. coli [IPTG] (mM) (°C) cultivo induccion
0.5 17 LB ON
- 20 ZYM 20hrs
BL21(DE3)pLysS
1.0 25 2TY ON
1.0 37 2TY 3hrs
0.5 20 TB ON
1.0 18 TB ON
Rosetta (DE3)
1.0 20 B ON
1.0 37 TB 3hrs

Tras el tiempo de induccién, las muestras recuperadas fueron centrifugadas a 4°C
durante 10 minutos a 4420 xg. Los residuos de células fueron re-suspendidos en 1.5 mL
de tampdn de sonicacion (fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4, NaCl 300 mM) por cada 50
mL de medio utilizado. La lisis celular se realizé6 mediante tres ciclos de congelado y
descongelado, seguido de 15 minutos de sonicacién a potencia 40 w y pulsador a 60%
en homogeneizador de ultrasonido (Sonic ruptor 250, OMNI International). Se centrifug6
el lisado celular a 4°C durante 30 minutos a 15000 xg, separando la fraccién proteica
soluble en el sobrenadante. El residuo fue re-suspendido en tampdn de sonicacion con
8 M de urea y se centrifugd durante 30 minutos a 14000 xg, obteniéndose la fraccion
proteica insoluble en el sobrenadante. Todas las fracciones fueron visualizadas

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) al 12%.

Las fracciones relevantes fueron sometidas a Western Blot, utilizando un anticuerpo
contra His (GE Healthcare) producido en conejo y un anticuerpo contra IgG de conejo
conjugado a fosfatasa alcalina producido en cabra (SIGMA ALDRICH) utilizado como
secundario. Los geles productos de SDS-PAGE fueron electrotransferidos a membranas
de PVDF Hybond-P (Amersham Biosciences), mediante un dispositivo de transferencia
humeda miniVE (Amersham Biosciences) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Las membranas fueron bloqueadas durante toda la noche a 4°C, en agitacion, con
solucién de bloqueo (TBST — 25 mM Tris, 8 g/l NaCl, 0.2 g/l KCI, 0.05% Tween20 — 5%

de leche descremada y 2% de glicina). Posteriormente, las mismas se incubaron dos

28



horas a temperatura ambiente con el anticuerpo primario en solucién de bloqueo. Luego
de tres lavados de 15 min con TBST las membranas fueron incubadas con el anticuerpo
secundario, durante una hora. Luego de tres lavados en las mismas condiciones, se
realizo el revelado utilizando los reactivos NBT y BCIP (SIGMA), deteniendo la reaccion

con agua.

3.4. Purificacion de la proteina recombinante rEg2DBDg1l

Para la cromatografia de afinidad se utilizaron columnas comerciales HisTrap HP 5 mL
(GE Healthcare, Life Sciences). Estas columnas cromatogréficas estan especialmente
disefiadas para la purificacién de proteinas recombinantes con trechos de histidina.
Poseen una matriz de sepharosa con iones niquel los cuales interaccionan con los

residuos de histidina.

Previo a la purificacién se agreg6 a las diferentes fracciones imidazol 20 mM, la misma
concentracion utilizada en el tampon de unién a la columna, y fueron centrifugadas 15
minutos a 17400 xg. Tras el lavado de la columna con 5 volumenes de agua destilada
se procedié a equilibrar la misma con 5 0 mas volimenes de tampoén de unién (tampdn
fosfato de sodio 50 mM pH 7.4, NaCl 300 mM, 20 mM imidazol y 8 M de urea en el caso
de la fraccion insoluble). Se sembré la totalidad de la muestra y luego se continu6
lavando con tampon de unién hasta que la densidad 6ptica a 280 nm alcanzé un valor
igual o cercano a cero. La elucion se llevé adelante mediante un gradiente discontinuo,
con concentraciones crecientes de imidazol (100 mM, 200 mM, 500 mM). Las muestras
eluidas fueron analizadas por SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 12%. Las alicuotas
relevantes fueron sometidas a Western Blot, utilizando un anticuerpo contra His (GE
Healthcare) producido en conejo y un anticuerpo contra IgG de conejo conjugado a
fosfatasa alcalina producido en cabra (SIGMA ALDRICH) utilizado como secundario.
Por ultimo, mediante espectrometria de masa se verifico la identidad de la proteina

Eg2DBDg1 recombinante purificada (rEg2DBDg1) (Instituto Pasteur de Montevideo).

3.5. Generaciéon de un suero contra rEg2DBDg1l

La obtencién del suero contra rEg2DBDg1 fue llevada a cabo por la Dra. Lucia Canclini
en el Departamento de Genética del IIBCE. Se utilizé un raton de la cepa CD1 de 2-3

meses de edad. El dia 0, previo a la inoculacion, se extrajeron 150 ul de sangre de la
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vena de la cola. Se realiz6 una primera inoculacion del producto (priming) por via
subcutanea, conteniendo 25 ul de rEg2DBDg1 con 4 pg/ul de concentracion (100 ug de
proteina). El inmundgeno se prepard en partes iguales con adyuvante completo de
Freund, cuidando de formar una emulsiébn homogénea. A los 15 dias se realizd un
refuerzo (booster), siguiendo esencialmente los mismos procedimientos que para la
inmunizacion inicial pero utilizando el adyuvante incompleto de Freund y una cantidad
total de proteina de 50 ug. A los 25 dias de la inoculacion inicial se realizé el sangrado
final. Para ello, el ratdn se anestesia con una combinacion de 35 mg/kg de ketamina y
5 mg/kg de xilazina. Una vez confirmada la anestesia profunda, se realiz6 una puncion
intra cardiaca y se extrajo la sangre. El raton fue sacrificado inmediatamente mediante
dislocacion cervical. La sangre extraida se incubé a 37°C durante 1 hora, luego se
mantuvo a 4°C durante toda la noche para que se forme el coagulo y se separe el suero.
Por ultimo, el suero se aspiré con una pipeta pasteur de vidrio cuidando que no se rompa
el coagulo. El suero obtenido fue analizado mediante Western Blot, para ello se utilizd
una dilucién 1/2000 del suero policlonal y fue revelado mediante reaccién de fosfatasa

alcalina, siguiendo el mismo protocolo explicado anteriormente.

4. Resultados

4.1. Andlisis bioinformético de receptores nucleares 2DBD de

Echinococcus granulosus

En primer lugar, empleando la secuencia aminoacidica del DBD correspondiente al
PPARa de Mus musculus y la herramienta BLAST, se realiz6 una busqueda de
secuencias similares en la base de EST de E. granulosus del Instituto Sanger

(http://www.genedb.org). De esta manera se obtuvieron 15 secuencias

correspondientes a NRs con un score mayor a 130 y una probabilidad menor a 4.0e-09.
Tres de las secuencias predichas, denominadas como EgrG_00379600.1.pep
(Eg2DBDgl), EgrG_00240200.1.pep (Eg2DBDg2) y EgrG_00458200.1.pep
(Eg2DBDg?3), resultaron contener dos dominios de unién al ADN (2DBD). El analisis con
el programa Motif Scan ubica la posicion de los 2DBD en tandem entre los residuos 170-
331 para Eg2DBDgl, 241-403 para Eg2DBDg2 y 147-325 para Eg2DBDg3. El
alineamiento de los dominios DBD muestra que en el segundo DBD los tres NRs poseen

una secuencia conservada P-box —CEGCKG—, seguida por los aminoacidos FFRR,
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presente en la mayoria de los miembros de la subfamilia NR1 (Figura 10). Eg2DBDgl y
Eg2DBDg2 poseen la secuencia conservada P-box —CEACKK-, caracteristica de la
subfamilia 2DBD-NR en el primer DBD (Figura 10). Si bien la secuencia anotada para
Eg2DBDg3, no contiene la P-box caracteristica de la subfamilia 2DBD-NR, tras analizar
la secuencia génica completa se encontré que esta region si estd presente en el DBD,

por lo cual esta discrepancia parece responder a un error de anotacioén.

Primer DBD

1 BoINEELAASFIHGERV] JHSLA-\\ -NGRSTTT[EPSGGNEVIAKS SHGRECORRIYKIIHIEVEL SH 242
2 [EDIEEDVSAEFICNERIV IEISSKN-\ \-ENYAKYSESKVNASEVNKDTIITHEORGIF YIZUR T[TVl 313
3 [Sov{eeopsvggTHRENK- - - - - - TRHLTNR\ \ THPD LNVVPMGGNEKIEGPGEGKEPHEIFRIIAILETSH 237

Segundo DBD

P-box

1 NI S e S a R E S A - - SRLVEVGGKDONE PR SV ERABIFRRGIRAGIER 326
I (I PCRVCGIX0S SGFHFGANTCEGCKG FFRRTIEINN0 Y(6):3'6i 41380 NeleyiC 1A T TIFMRNN CKECRM4ISC LEY GMS) QIELE:
E3 < T PCRVCGEl3S SGFHFGAIRT CEGCKGFFRRT)Z: 6 \EEE-H 8101 e MouvCIT TIZS VRN CKEC R SIC LIAYGMS oV

Figura 10. Comparacién de secuencias de los dominios de union al ADN de NRs 2DBD de E. granulosus.
Alineamientos realizados mediante Clustal O. 1:Eg2DBDg1, 2:Eg2DBDg2, 3:Eg2DBDg3. Se muestran
residuos idénticos (sombreado negro) y similares (sombreado gris). Letras rojas: secuencia caracteristica
de la subfamilia 2DBD-NR. Recuadros rojos: secuencias conservadas P-box.

Se analizé la conservacion de la secuencia del LBD mediante el alineamiento con NRs
pertenecientes a la subfamilia 1, con estructura secundaria conocida (Figura 11). Si bien
el LBD respresenta una region con moderada variabilidad de secuencia, se encontraron
residuos conservados para la mayoria de las helices a (H3 — H12). En particular se
indican las regiones donde pueden encontrarse dos motivos consenso del LBD: el
motivo |, o caracteristico del LBD (LxxXVE(W,F)AKXIPGFxxLxxxDQxxLLKxxXWXxEL
XXLxxAXR) ubicado entre las helices 3 — 5y el motivo consenso I, entre las helices 7 —
9, (EFXXXLXXLXLDXXEXALLKAIXLFSXDRXGLXxxxXXVEXLQExxxxALxxY) (Wang, et al.,
1989; Wurtz, et al., 1996; Zhang, et al., 2004)
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Figura 11. Comparacion de Dominios de unién al Ligando. Alineamientos realizados mediante Clustal O.
Alineamiento de las secuencias de las Hélices 3-12 del LBD de NRs de la subfamilia 1 con el LBD de los
tres 2DBD-NRs de E. granulosus. Se muestran residuos idénticos (sombreado negro) y similares
(sombreado gris). En rojo se recuadran las Hélices 3-12. Las lineas punteadas indican los motivos | (H3-5)
y Il (H7-9). Nameros al final de cada linea indican posicion del residuo en la secuencia original. Entradas
PDB de LBDs utilizados: hLXRa (1UHL_B), hRev-ervb (4N73_A), hRARb (1XAP_A), hTHRb (1Q4X_A),
hPPARa (3VI8_A).
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4.2. Clonado del receptor nuclear 2DBD Eg2DBDg1

4.2.1. Amplificacion mediante RT-PCR

En una primera instancia se intenté amplificar la region de ADNc desde el segundo DBD
hasta el codon de terminacion para los tres NRs identificados previamente (Eg2DBDg1,
Eg2DBDg2 y Eg2DBDg3). Si bien se ensayaron varias condiciones de amplificacion,
variando la temperatura de hibridaciéon de los cebadores, la concentracion del molde y
el tiempo de las etapas del ciclo, solo fue posible evidenciar la amplificacion para uno
de los NRs buscados, Eg2DBDg1 (ver seccién 3.2.1.).

La region de ADN codificante para Eg2DBDg1, desde el segundo DBD hasta el codén
de terminacion (Eg2DBDglcl), fue amplificada y re-amplificada por PCR (ver tabla 1y 2
de seccion 3.2.1). En la figura 12 se muestran los productos de PCR obtenidos, de un
tamafio aproximado de 1800 pb, coincidente con el tamafio esperado (1746 pb) dada la
posicién de los cebadores utilizados (37FwDBD1 y 37UTR-revl, ver anexo 8.1.). El
producto de re-amplificacion fue purificado, obteniéndose una concentracion de 47.7

ng/ul, la identidad del mismo fue confirmada por secuenciacion de ADN.
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Figura 12. Amplificacion por PCR de Eg2DBDglcl. Electroforesis en Agarosa 1% tefiido con SYBR Safe.
A) 1) Amplificacion de Eg2DBDglcl desde el 2do DBD al C-terminal. La flecha indica el fragmento de interés;
2) Control negativo de la reaccion; 3) MWM. B) 1-3) Re-amplificacién de Eg2DBDg1cl desde el 2do DBD al
C-t; 4) Control negativo de la reaccién; 5) MWM. MWM: Marcador de masa molecular (GeneRuler 1Kb,
Fermentas).
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4.2.2. Clonado en el vector pGM-T

El producto de re-amplificacion purificado fue clonado en el vector pGM-T, como se
indica anteriormente. Se purificaron los plasmidos de cinco clones recombinantes y se
rastred la presencia del inserto mediante PCR utilizando cebadores internos (37UTR-
revl, 37PDLrev, 37AVTfw y 37DBD2fw, ver anexo 8.1.). En la figura 13 se muestra el
plasmido purificado mediante mini purificaciones por lisis alcalina, con una
concentracion de 102 ng/ul (13.A), asi como la verificacion de la presencia del inserto a

través de la amplificacién del ADN plasmidico del clon elegido (13.B).
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Figura 13. Clonado de Eg2DBDg1cl en el vector pGM-T. Electroforesis en Agarosa 1% tefiido con SYBR
Safe. A) 1) Plasmido purificado conteniendo el inserto; 2) MWM. B) Verificaciéon del clonado en el vector
pGM-T mediante PCR; 1) PCR utilizando los cebadores 37UTR-revl y 37AVTfw; 3) PCR utilizando los
cebadores 37PDLrev y 37DBD2fw; 2 y 4) controles negativos; 5) MWM. MWM: Marcador de masa molecular
(GeneRuler 1Kb, Fermentas).

4.2.3. Subclonado en el vector de expresion pET-22b(+)

El plasmido purificado (pGM-T/Eg2DBDglcl) fue sometido a PCR utilizando dos
cebadores conteniendo los sitios de restriccion de las enzimas Ndel y Xhol, necesarias
para llevar a cabo el clonado direccional en el vector de expresion pET-22b(+). Por un
lado, el producto de PCR visualizado por electroforesis en agarosa fue escindido del gel
y purificado para ser digerido por dichas enzimas de restriccion. Por otro lado, el vector
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de expresion fue purificado mediante lisis alcalina y digerido con el mismo par de

enzimas.

El vector de expresién y el producto de PCR digeridos fueron purificados y ligados entre
si, generandose la construccion pET22b(+)/Eg2DBDglcl, con la cual se transformaron
inicialmente células E. coli BL21(DE3)pLysS vy luego E. coli Rosetta(DE3). Los clones

recombinantes fueron verificados mediante PCR (Figura 14).
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Figura 14. Subclonado en el vector de expresion pET-22b(+). Electroforesis en Agarosa 1% tefiido con
GelRed. 1-5) Productos de PCR de colonia de 5 clones recombinantes de E. coli BL21(DE3)pLysS; 6)
Control negativo; 7) MWM. MWM: Marcador de masa molecular (GeneRuler 1Kb, Fermentas).

El plasmido recombinante fue purificado y su identidad fue confirmada mediante
secuenciacioén, asi como la correcta insercién del fragmento de ADN Eg2DBDglcl

codificante para la proteina rEg2DBDg1 (ver anexo 8.3.).

4.3. Andlisis de la secuencia de rEg2DBDg1 y estructura génica
de Eg2DBDg1

La secuencia de la region del ADN clonado mostré algunas diferencias con respecto a
la secuencia anotada para Eg2DBDg1 en la base de datos, sin producirse un cambio en
el marco de lectura (figura 15). En cuatro posiciones se observé un cambio de
aminoacido: 313 A por T, 671 T por M, 797 S por P y 808 S por P. Mientras que entre
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las posiciones 502 — 525 el inserto clonado carece de 22 residuos. En la tabla 5 se indica

la ubicacion de cada discrepancia dentro de los dominios funcionales de Eg2DBDg1.

rEg2DBDgl
Eg2DBDgl

rEgZ2DBDgl
Eg2DBDgl

rEg2DBDgl
Eg2DBDgl

rEg2DBDgl
Eg2DBDgl

CTITPRSRNVCKTCRFRRCLRAGMSKRGSRIGRQPNAVKFHCAIEIRQLKDSGQPLASDF
CTITPRSRNVCKACRFRRCLRAGMSKRGSRIGROPNAVKFHCAIEIRQLKDSGQPLASDE

DGLNWFNYGMRMAMEFMRLPAT—======—===—=———————==——-— YFKSRFDMSTIEPSQA
DGLNWENYGMRMAME FMRLPATVSSSSSSTSASST ISACLEYQQYFKSRFDMSTIEPSQA

YYYILANPAYMDARKLLLLARHSLLATMRSONESQELVDHKWSRLEAMSEMLSSMSREYR
YYYILANPAYTDARKLLLLARHSLLATMRSQONESQELVDHKWSRLEAMSEMLSSMSREYR

LIQQPAAMRPSVPHGVPPPSTAHWPIAPGSIKPEDPVWSIQDRWNDTAPAISSANPYQIS
LIQQPAAMRPSVPHGVSPPSTAHWPIASGSIKPEDPVWSIQDRWNDTAPAISSANPYQIS

104
360

262
540
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720

572
840

Figura 15. Alineamiento de las secuencias proteicas de rEg2DBDg1 con Eg2DBDg1 presente en la base
de datos (EgrG_00379600.1.pep). Alineamiento realizado mediante Clustal O. Las diferencias entre las
secuencias se muestran sombreadas en gris. NUmeros al final de cada linea indican posicion del residuo
en la secuencia original.

Tabla 5. Discrepancias entre las secuencias de rEg2DBDgl1 con Eg2DBDg1

Posicion del residuo Modificacién Dominio
313 A>T Bisagra
502 22 residuos ausentes Bisagra
671 T->M LBD
797 S—>P C-terminal
808 S—>P C-terminal

Con el objetivo de estudiar la modificacién hallada en la posicién 502, correspondiente

con la ausencia de 22 residuos, se procedi6 a analizar la estructura del gen que codifica

para Eg2DBDg1 presente en la base de datos de E. granulosus del Instituto Sanger

(http://www.genedb.org/). En la figura 16 se muestra una representacion esquematica

del ordenamiento de exones e intrones donde se indica la ubicacién del tramo

comprendido entre los residuos 502 — 525 de Eg2DBDg1l. Se encontrd que el tramo de

22 aminoacidos coincide con el extremo 3" del quinto exén, manteniéndose el motivo

consenso GT-AG del sitio de empalme.
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37FwDBD1

—

582 147 108 147 588 A\ 138 271 87 113 378

2151 885 2002 591 423 2013 78 73 84 PR
37UTR-revl

Figura 16. Estructura génica de Eg2DBDgl. Se representan los exones (rectangulos sombreados en
anaranjado) e intrones (lineas) que componen el gen que codifica para Eg2DBDg1. Los niimeros superiores
e inferiores indican los de pares de bases de cada exon e intrdn respectivamente. Se indica con un tridngulo
y sombreada en gris la regién ausente en rEg2DBDg1 que codifica los residuos comprendidos entre las
posiciones 502 — 525. Las flechas sefialan la ubicacion de los cebadores utilizados para amplificar la region
codificante de Eg2DBDg1 correspondiente con rEg2DBDg1.

Utilizando la herramienta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) fue posible

obtener informacién teérica sobre los parametros de la proteina recombinante
rEg2DBDgl. Se obtuvo un valor de masa molecular teérica de 64,577 kDa y un punto

isoeléctrico tedrico de 8.75.

4.4, Expresion y purificacion de la proteina recombinante
rEg2DBDg1

4.4.1. Ensayos en E. coli BL21(DE3)pLysS

Inicialmente los ensayos de induccién se realizaron utilizando la cepa de E. coli
BL21(DE3)pLysS. A pesar de que se modificaron varios parametros del protocolo de
expresion, como las condiciones de cultivo (tiempo, temperatura y medio) y las
concentraciones de inductor (tabla 6), no fue posible identificar la expresién de la
proteina de interés en este sistema. En ninguna de las condiciones ensayadas (tabla 6)
fue observable por SDS-PAGE una clara expresion de una proteina del tamafio
esperado (65 kDa). Esto puede apreciarse en la figura 17, donde se muestra la
electroforesis de las fracciones proteicas inducidas a 37 °C. De todas formas, las
fracciones proteicas inducidas soluble e insoluble fueron analizadas por Western Blot
utilizando un anticuerpo comercial contra histidinas (ver seccién 3.3.), sin obtenerse

resultados positivos (no se muestra).
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Tabla 6. Ensayos en E coli. BL21(DE3)pLysS

Condicion [IPTG] (mM) Temp. (°C) Medio t. de Induccion
1 0.5 17 LB ON
2 - 20 ZYM 20hrs
3 1.0 25 2TY ON
4 1.0 37 2TY 3hrs

KDa MWM NI FI1 Fl2 FS FIS
200
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66

55

45

36 i
29 e

Figura 17. Andlisis de la expresion de rEg2DBDg1. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
12%, tefiido con azul de Coomassie. Fracciones proteicas (F) de células E. coli BL21(DE3)pLysS inducidas
con IPTG (1mM), 3hrs a 37 °C. NI) F. no inducida; Fl. 1 y 2) F. inducida total luego de una hora y dos horas
de induccion, respectivamente; FS) F. inducida soluble; FIS) F. inducida insoluble. MWM: Sigma Marker
Wide Range (Sigma).

4.4.2. Andlisis del uso de codones

En base a estos resultados, habiendo ensayado mdltiples condiciones de induccion sin
éxito, se analiz6 en la secuencia de Eg2DBDglcl la presencia de codones raros o de
uso poco frecuente en E. coli, con el fin de evaluar un cambio de cepa o la optimizacion
de la secuencia para su expresion en E. coli. La presencia de codones en la secuencia
del fragmento de ADN clonado de uso poco frecuente por la cepa elegida puede afectar
la eficiencia de la traduccion. Frente a la falta de ARNs de transferencia pueden
provocarse errores de sustitucion aminoacidica, enlentecimiento de la traduccién o

incluso la terminacién prematura de la sintesis proteica (Gustafsson, et al., 2004).

En la figura 18 se muestra la distribucién de la frecuencia del uso de codones y la

adaptabilidad relativa a lo largo de una porcidon de la secuencia del ADN clonado
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Eg2DBDglcl, analizada mediante el programa Graphical Codon Usage Analizer 2.0. En
la figura 18.A puede apreciarse la presencia de varios codones con una baja frecuencia
de uso en E. coli. En particular se encontré que el 23% y el 5% de los codones presentan
una frecuencia de uso menor al 20% y al 10% respectivamente, de los cuales AGG (7%)
y CTA (6%) son los menos frecuentes. La relacion entre la frecuencia de uso observada
para un codon y la frecuencia del codén mas abundante para el mismo aminoacido se
conoce como adaptabilidad relativa. Al analizar esta relaciéon (Figura 18.B) se encontrd
que los dos codones con menor adaptabilidad relativa fueron AGG (23%) y CTA (16%).
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Figura 18. Distribucién de la frecuencia del uso de codones (A) y de la adaptabilidad relativa (B) a lo largo
del fragmento de ADNc clonado Eg2DBDglcl. Se muestra un fragmento de la region clonada. Andlisis
realizados mediante el programa gcua 2.0. Valores <20% en gris, <10% en rojo. Analisis completos en
anexo 8.3.

La cepa de E. coli Rosetta (DE3) esta enriquecida en ARNts para los codones AGG,
AGA, AUA, CUA, CCCy GGA, utilizados poco frecuentemente en E. coli. Considerando
gue los dos codones con menor frecuencia y menor adaptabilidad relativa (AGG y CTA)
presentes el fragmento de ADN clonado, se encuentran dentro del conjunto
suplementado en la cepa de E. coli Rosetta (DE3) se decidié continuar los ensayos de

expresion en esta cepa.
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4.4.3. Ensayos en E. coli Rosetta(DE3)

Se realiz6 un primer ensayo de induccion en E. coli Rosetta(DE3) transformada con
pPET22b(+)/Eg2DBDglcl, a 20°C, ON, utilizando dos concentraciones diferentes de
IPTG (0.5 mMy 1.0 mM). En paralelo se llevo a cabo un control negativo con la misma
cepa transformada con el plasmido pET-22b(+) sin el inserto codificante para
rEg2DBDg1 (no se muestra). No se apreciaron diferencias entre las fracciones proteicas
inducidas y no inducidas sometidas a electroforesis.

En segunda instancia, tras modificar las condiciones de induccién a 37°C durante 3 hrs
con 1mM de IPTG, se visualiz6 mediante electroforesis una banda del tamafio esperado
(64 kDa) en la fraccién proteica insoluble, no presente en la fraccién no inducida (Figura
19 A). Si bien no fue apreciable una evidente induccién, se continud con la purificacién
de la fraccion proteica insoluble por IMAC empleando un gradiente discontinuo de
imidazol (100 mM, 200 mM, 500 mM), como se describe en materiales y métodos
seccion 3.4. El analisis electroforético de las fracciones eluidas durante la cromatografia
indico la presencia de una proteina en el rango de masa molecular esperado (64 kDa),
eluida a una concentracion de 100 mM de imidazol (Figura 19 B). Esta proteina fue
identificada como rEg2DBDg1l mediante espectrometria de masas MALDI/TOF-TOF
(Servicio UBYPA del Instituto Pasteur de Montevideo).
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Figura 19. Andlisis de la expresion y purificacion de rEg2DBDg1 en fracciones proteicas de células E. coli
Rosetta(DE3) inducidas con IPTG a 37°C. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida 12%,
tefiido con azul de coomassie. A) NI) fraccion no inducida; IT) fraccién inducida total; FS) fraccién inducida
soluble; FIS) fraccion inducida insoluble; FT) fracciéon no unida; a la derecha fracciones obtenidas durante
la etapa de lavado de la cromatografia de afinidad. MWM: Sigma Marker Wide Range (Sigma). B)
Fracciones eluidas a partir de la cromatografia de afinidad de la fraccién insoluble. En la parte superior se
indica la concentracion de imidazol correspondiente a las fracciones sembradas. MWM: Page Ruler
Prestained (Thermo Fisher).

Una vez confirmada la expresion de rEg2DBDgl en el sistema empleado (E. coli
Rosetta(DE3)), se decidi6 realizar un nuevo protocolo de induccion a una temperatura
de 18°C, ON con 1.0 mM de IPTG, con el objetivo de mejorar la solubilidad de la proteina
recombinante. La fraccién soluble fue purificada por IMAC utilizando un gradiente
discontinuo de imidazol (100 mM, 200 mM, 500 mM). Las alicuotas obtenidas fueron
analizadas por electroforesis apreciandose la presencia de una proteina de masa
molecular similar a rEg2DBDg1, que fue eluida a igual concentracién de imidazol (100
mM) (Figura 20). Lamentablemente, el analisis por espectrometria de masas mostré que
no se trataba de rEg2DBDg1l sino de una proteina perteneciente a E. coli reportada

como “Molecular chaperon GroEL”.
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Figura 20. Analisis de la expresion de rEg2DBDg1l a 18°C en la fraccién proteica soluble de células E. coli
Rosetta(DE3) inducidas con IPTG. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida 12%, tefiido con
azul de coomassie. Se muestra la purificacién por IMAC de la fraccion proteica soluble. En la parte superior
se indica la concentracion de imidazol correspondiente a las fracciones sembradas. La flecha sefiala la
proteina de E. coli identificada. MWM: Page Ruler Prestained (Thermo Fisher).

En la tabla 7 se resumen las condiciones de expresion ensayas en células de E. coli
Rosetta(DE3), se distingue en negrita la Unica condicién en la que fue posible identificar
la expresion de rEg2DBDgl1.
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Tabla 7. Ensayos en E. coli Rosetta (DE3)

Condicion [IPTG] (mM) Temp. (°C) Medio t. de Induccién
1 0.5 20 TB ON
2 1.0 20 TB ON
3 1.0 18 TB ON
4 1.0 37 B 3hrs
4.5. Generacion de un suero policlonal contra rEg2DBDg1

La proteina rEg2DBDg1 purificada a partir de la fraccion insoluble fue utilizada para

generar un suero policlonal contra dicha proteina en ratén, como se describe en la

seccion 3.5. de materiales y métodos. El protocolo de inmunizacion se llevé a cabo con

la colaboracion de la Dra. L. Canclini en el Departamento de Genética (IIBCE). El suero

obtenido fue analizado mediante Western Blot (Figura 21), el mismo reconoce a la

proteina recombinante de 64,6 kDa aproximadamente, pero también marca proteinas

de menor masa molecular que se encuentran contaminando la preparacion de

rEg2DBDg1 purificada.
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Figura 21. Western Blot con suero policlonal contra rEg2DBDg1 a partir de SDS-PAGE 12%. Dilucién suero
1/2000, revelado mediante reaccion de fosfatasa alcalina. 1) MMM: Page Ruler Prestained (Thermo Fisher),

2) 8 ug reg2DBDg1.
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5. Discusioén

El propésito del presente trabajo fue el estudio de los receptores nucleares (NRS)
pertenecientes a la subfamilia 2DBD-NR en E. granulosus. A continuacion, se discuten
los resultados obtenidos en funcién de los objetivos planteados, y de qué manera estos
contribuirdn a la construccion del conocimiento sobre los 2DBD-NRs de E. granulosus.

En primera instancia el andlisis informético del conjunto de 2DBD-NRs en el organismo
de estudio reveld la presencia de tres receptores con dos dominios de unién al ADN
(DBD). En un principio solo dos de ellos, Eg2DBDg1 y Eg2DBDg2, parecian presentar
un primer DBD caracteristico de la subfamilia 2DBD-NR conteniendo la secuencia
conservada P-box especifica. Sin embargo, al analizar en detalle la secuencia génica
del tercer receptor, Eg2DBDg3, se encontrd que este también presenta la secuencia P-
box caracteristica de la subfamilia 2DBD-NR. Esta discrepancia pareceria ser entonces
un error de anotacion de la secuencia en la base de datos. A su vez, los tres receptores
identificados comparten con la mayoria de los miembros de la subfamilia NR1 una
segunda secuencia conservada P-box en el segundo DBD, sugiriendo una posible
relacion funcional o evolutiva con receptores de la subfamilia NR1 (Wu, et al., 2007).
Con respecto al dominio de unién al ligando (LBD), los tres receptores presentan mayor
conservacion de secuencia a nivel del motivo | caracteristico del LBD, que a nivel del
motivo Il. Estos resultados en conjunto son concordantes con los encontrados para otros
receptores de la subfamilia 2DBD-NR (Wu y LoVerde, 2011).

De los tres NRs identificados, inicamente se logré amplificar la region de interés (desde
el segundo DBD hasta el codon de terminacion) para el receptor Eg2DBDg1. Si bien es
posible que existan errores en las secuencias anotadas de Eg2DBDg2 y Eg2DBDg3 que
dificultaran la hibridacion de los cebadores disefiados, resultan también razonables
otros escenarios. Por un lado, considerando que el ADNc sintetizado representa el
conjunto de genes transcriptos, es posible que estos receptores no estén siendo
transcriptos y, por lo tanto, no sean expresados en la etapa larval de protoescolices, a
partir de la cual fue extraido el material de partida. Por otro lado, ha sido reportado para
E. granulosus que en la etapa de protoescolices el 33% de los genes son objeto de
empalme alternativo (Liu, et al., 2017), por lo cual también es factible que los genes
correspondientes a Eg2DBDg2 y Eg2DBDg3 sufran un proceso de este tipo, en cuyo
caso las regiones para las cuales fueron disefiados los cebadores podrian encontrarse

ausentes.
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Asimismo, la secuencia del fragmento de ADNc amplificado, que codifica para
rEg2DBDg1 desde el segundo DBD hasta el codén de terminacion, presentd algunas
diferencias con respecto a la secuencia anotada en la base de datos para Eg2DBDg1.
Dado que la ADN polimerasa utilizada en esta etapa es una enzima de alta fidelidad por
su actividad correctora de pruebas, es poco probable que estos cambios sean atribuibles
a un error de la enzima, consideramos entonces que pueden deberse a la presencia de
una isoforma de Eg2DBDg1. Entre estas diferencias, cuatro representan un cambio de
amino&cido, T313M, M671T, P797S y P808S, mientras que en la posicion 502 se
observo la ausencia de 22 aminoécidos. Esta ultima modificacion, asi como la ubicada
en la posicion 313, se encuentran en la region bisagra. Por otro lado, 671 se ubica en el
LBD, mientras que 797 junto con 808 se hallan en el dominio C-terminal, luego del LBD.
Tras el analisis de la estructura génica de Eg2DBDgl, se identific6 que los 22
aminoacidos ausentes desde la posiciébn aminodcidica 502 son codificados por el
extremo 3" del quinto exon, representando un empalme con la utilizacién de un sitio 5
alternativo. Los eventos de empalme alternativo pueden ser cominmente clasificados
en siete tipos: retencion de intrén (RI), omision de exén (OE), sitio 3" alternativo (3°A),
sitio 5” alternativo (5"A), primer exén alternativo (PEA), Ultimo exdn alternativo (UEA) y
exén mutuamente exclusivo (EME) (Black, 2003). A su vez, se ha estudiado que los
patrones generales de empalme alternativo varian entre especies, tejidos y etapas del
desarrollo (Gibilisco, et al., 2016; Wang, et al., 2008). Para E. granulosus, en la etapa
larval de protoescolices, la proporcion de los siete eventos de empalme alternativo es
la que sigue: Rl 39%, 5°A 21%, 3'A 17%, OE 16%, PEA 4%, UEA 2% y EME 1% (Liu,
etal., 2017). Con lo cual, el tipo de evento de empalme alternativo (5°A) que podria estar
ocurriendo en la posicion 502 de Eg2DBDg1 es uno de los mas frecuentes en esta etapa

del desarrollo del parasito en estudio.

Con respecto al clonado del ADNc para rEg2DBDg1 en el vector de expresién pET-
22b(+), los resultados obtenidos por el servicio de secuenciacidn permitieron verificar su
insercion en el plasmido manteniendo el marco de lectura correcto para su posterior

traduccion, asi como la secuencia del fragmento clonado.

Frente al objetivo de producir una proteina recombinante, uno de los primeros aspectos
a considerar es la eleccion del sistema de expresion a utilizar. Uno de los sistemas de
expresion mayormente utilizados para la expresion de proteinas heterdlogas es
Escherichia coli. Presenta numerosas ventajas, como su rapida cinética de crecimiento
(Sezonov, et al., 2007), medios de cultivo con bajo costo, amplio conocimiento sobre su
genética y fisiologia (Sorensen y Mortensen, 2005), asi como una gran variedad de

vectores de expresion con diferentes caracteristicas (Rosano y Ceccarelli, 2014). Los
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vectores pET son especialmente disefiados para la expresion de proteinas
recombinantes en E. coli. Particularmente, el vector utilizado en este trabajo, pET-
22b(+), posee un fuerte promotor transcripcional inducible (T7), junto al cual es clonado
el gen de interés. Ademas, incluye un gen de resistencia a ampicilina y una secuencia
codificante para un trecho de Histidinas que puede ser utilizado para purificar la proteina
recombinante por IMAC. La expresion con el sistema pET se realiza en una cepa
huésped lisogeno DE3 que contienen el gen para la enzima T7 ARN polimerasa bajo el
control del promotor inducible por IPTG lacUV5. Algunas cepas de E. coli contienen
ademas el plasmido pLysS, que mediante la expresion de lisozima T7 inhibe la T7 ARN

polimerasa basal, con lo cual se reduce la expresion basal de los genes recombinantes.

Si bien no existe una estrategia consenso que asegure la expresion exitosa de una
proteina recombinante, el ajuste de pardmetros como la concentracion de inductor, la
temperatura y tiempos de induccién han demostrado variar significativamente los niveles
de expresion (Rosano y Ceccarelli, 2014). En base a ello, como primera estrategia, se
realizaron varios ensayos de expresion utilizando la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS
transformada con el plasmido recombinante pET-22b(+)/Eg2DBDglcl. Sin embargo,
como fue descrito anteriormente, bajo ninguna de las condiciones ensayadas fue posible

expresar eficazmente rEg2DBDg1 en este sistema.

No obstante a la robustez general del sistema elegido, existen una variedad de factores
relacionados a la eficiencia del proceso de expresion del gen de interés que pueden
impedir la obtenciébn de una proteina recombinante. La degradacién del ARNm
transcripto es uno de los factores que afecta los niveles de expresion génica, aunque su
estabilidad puede ser mejorada mediante la adicion de secuencias 5’ 0 3’ protectoras de
exonucleasas (Sorensen y Mortensen, 2005). A su vez, la expresion de proteinas
eucariotas en sistemas procariotas presenta el potencial problema del diferente uso de
codones. El uso de codones en E. coli se refleja en el nivel de tRNAs analogos
disponibles en el citoplasma. En este sentido, pueden producirse errores en la
traduccién del gen recombinante resultado del estancamiento ribosomal que se produce
en posiciones que requieren la incorporaciéon de aminoacidos con tRNAs escasos
(McNulty, et al., 2003; Novoa y Ribas de Pouplana, 2012). Esta deficiencia puede llevar
a la incorporacion errénea de aminoacidos, cambios en el marco de lectura o incluso la
terminacion prematura de la traduccion (Gustafsson, et al., 2004). La solucién a este
inconveniente sigue habitualmente dos estrategias: la optimizacion de los codones de
la secuencia del ADNc clonado o el aumento de la disponibilidad de los tRNAs sub-

representados por modificacién del hospedero (Rosano y Ceccarelli, 2014).
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Por consiguiente, se analiz6 la presencia de codones raros en E. coli a lo largo del
fragmento de ADNc clonado (Eg2DBDglcl) en el vector de expresion. Se encontro la
presencia de dos codones raros AGG y CTA, con frecuencias de 7% y 6%,
respectivamente. A su vez, se evaluo la adaptabilidad relativa, encontrdndose que los
dos codones con menor adaptabilidad relativa fueron AGG (23%) y CTA (16%). De
manera que, se decidié abordar una segunda estrategia de expresion mediante la
utilizacion de la cepa Rosetta(DE3) de E. coli que suplementa, a través del plasmido
PRARE, tRNAs para los codones AGG, AGA, AUA, CUA, CCCy GGA.

En relacién al sistema de expresiéon pET-22b(+)/Eg2DBDglcl — Rosetta(DE3), en este
caso fue posible expresar la proteina de interés, rEg2DBDg1, aunque solamente en
forma insoluble. El desequilibrio entre la agregacion proteica y la solubilizacion lleva a
la formacién de cuerpos de inclusién, a partir de los cuales puede purificarse la proteina
de interés. Sin embargo, las proteinas en cuerpos de inclusion deben ser
completamente desnaturalizadas (por ej., mediante el agregado de urea), lo cual implica
que, para ser funcionales, deben ser re-plegadas tras la remocién del desnaturalizante,
representando un proceso potencialmente complejo y que depende de la proteina en
cuestion (Singh y Panda, 2005). En este sentido, es preferida la expresion de la proteina
soluble en el citoplasma por sobre su expresion en cuerpos de inclusion. Una estrategia
para minimizar la formacion de cuerpos de inclusion es disminuir la tasa de produccion
proteica, permitiendo que el plegamiento ocurra a un ritmo mas apropiado al aparato de
plegamiento bacteriano (Rosano y Ceccarelli, 2014). Ha sido demostrado que la
variacion en las condiciones de cultivo, especialmente la incubacion a bajas
temperaturas, entre 15 — 25°C, mejora notoriamente el correcto plegamiento de la
proteina recombinante y reduce su agregacion (Vera, et al., 2007). Lamentablemente,
los resultados obtenidos para los ensayos de induccién de pET-22b(+)/Eg2DBDglcl —
Rosetta(DE3) realizados a bajas temperaturas (18 y 20°C) no fueron exitosos, no

pudiéndose detectar la expresion de rEg2DBDg1 soluble.

El andlisis de la purificacion de la fraccion proteica soluble inducida a 18°C revel6 la
expresion de una proteina de E. coli identificada como la chaperona GroEL.
Perteneciente a la familia de las chaperonas Hsp60, GroEL posee actividad ATPasa y
participa en el proceso de plegamiento proteico (Hayer-Hartl, et al., 2016). Esta proteina
no solo es retenida por la columna de purificacion His-Trap, sino que eluye a igual
concentracion de imidazol (100 mM) que rEg2DBDg1 y posee un patron de migracion
electroforético similar. Por este motivo, en el caso de que rEg2DBDg1 fuera expresada
soluble, rastrear su expresion mediante SDS-PAGE presenta un desafio. De todas

maneras, si rEg2DBDg1 fuera co-purificada junto con GroEL, algunos métodos podrian
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aplicarse para su remocién, como por ejemplo, la utilizacion durante la cromatografia de
afinidad de una solucién tampoén de lavado suplementada con ATP (Rohman y Harrison-
Lavoie, 2000; Thain, et al., 1996).

Si bien la utilizacién de cepas de E. coli, como Rosetta (DE3), disefiadas para subsanar
la deficiencia de tRNAs en el hospedero, a menudo mejora los niveles de expresion de
muchas proteinas recombinantes y es una herramienta sencilla y rapida, no deja de
tener sus contrapartidas. En el caso de algunas proteinas, su uso ha sido relacionado a
una disminucién en la solubilidad de la proteina recombinante (Rosano y Ceccarelli,
2009). A su vez, este sistema no corrige otros factores que también pueden afectar la

produccién proteica como la estabilidad del ARNm.

En este sentido, pueden continuarse varios caminos que permitan mejorar la expresion
de rEg2DBDg1 en el futuro. Por un lado, existen plataformas comerciales que ofrecen
la optimizacién de la secuencia del gen de interés para su expresion en E. coli. Estos
servicios optimizan una mayor cantidad de parametros criticos involucrados en la
expresion proteica, como ser: el sesgo en el uso de codones del hospedero, contenido
GC de la secuencia, estructura secundaria del ARNm y su estabilidad, elementos cis-
reguladores y sitios de pausas traduccionales, entre otros. Por otro lado, los receptores
nucleares son proteinas que pueden ser objeto de diversas modificaciones
postraduccionales, lo cual se relaciona con su correcta funcionalidad y puede afectar la
solubilidad de la proteina recombinante. De modo que, la expresién en un hospedero
eucariota, capaz de realizar algunas de estas modificaciones, es una estrategia que no

deberia descartarse.

No obstante, la proteina recombinante obtenida en esta instancia, rEg2DBDg1,
purificada a partir de la fraccion insoluble, fue utilizada para la elaboracion de un suero
policlonal contra dicha proteina. El suero policlonal obtenido reconoce eficazmente a
rEg2DBDg1, sin embargo también reconoce otras proteinas de E. coli de menor tamafio
molecular, que probablemente se encuentran contaminando la preparacién de
rEg2DBDg1. El reconocimiento de proteinas de E. coli puede ser minimizado purificando
el suero policlonal mediante la deplecion de anticuerpos contra proteinas de E. coli
(Alvite, 2014). Adicionalmente, la pureza del suero policlonal obtenido puede ser
mejorada a través de la precipitacion de IgGs (Oppermann, 1992). En este sentido,
también es posible mejorar la estrategia de purificacion de rEg2DBDg1 realizando por
ejemplo cromatografia de gel filtracion posteriormente a la de afinidad para asi obtener

rEg2DBDg1 con mayor grado de pureza.
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6. Conclusion y perspectivas

Con respecto a los ensayos realizados y resultados obtenidos puede concluirse que se
avanzo en el camino hacia la caracterizacion de los receptores nucleares pertenecientes
a la subfamilia 2DBD-NR en E. granulosus. Siendo uno de ellos, Eg2DBDg1, identificado
en la etapa larval de protoescdlices. El ADNc codificante para Eg2DBDg1, desde el
segundo DBD hasta el codén de terminacién, fue clonado y expresado en E. coli.
Producto de ello, se obtuvo un suero policlonal capaz de reconocer la proteina
recombinante rEg2DBDg1, que sera de gran utilidad en futuros ensayos de interaccion
de proteinas. Resulta claro que se debera ahondar en nuevas estrategias hacia la
produccién de rEg2DBDg1 soluble, para su utilizacién en ensayos funcionales que asi
lo requieran. El receptor nuclear Eg2DBDg1 identificado en este trabajo representa el
primer NR 2DBD de E. granulosus purificado hasta el momento.

Cabe destacar que los conocimientos y herramientas generadas en este trabajo nos
permitiran abordar preguntas mas complejas relacionadas a la funcién bioldgica de este
nuevo grupo de NRs en E. granulosus. Nos proponemos en un futuro llevar adelante la
caracterizacion del receptor nuclear Eg2DBDg1, perteneciente a la subfamilia 2DBD-
NR, mediante diferentes estrategias que describiré brevemente a continuacion.

En primer lugar, es de nuestro interés identificar a las proteinas que interactan con
Eg2DBDg1l y comenzar a definir la estructura cuaternaria de esta proteina. Para lograr
este cometido, pensamos utilizar el sistema hibrido de levadura y el sistema in vitro de
ensayos de captura de ligandos para analizar la capacidad de interaccion, ya sea para
formar homodimeros o heterodimeros (Wu, et al., 2007). Ademas, el suero generado
nos permitira analizar la posible interaccion Eg2DBDgl-EgFABP1 a nivel nuclear
mediante inmunohistoquimicas electrénicas de transmision dobles. Para esto, contamos
con un anticuerpo policlonal especifico contra rEgFABP1 generado en conejo y podrian
utilizarse anticuerpos secundarios contra IgG de conejo y raton acoplados a particulas
de oro de diferente tamafio. A su vez, otra estrategia que podria abordarse para analizar

la interaccién de estas proteinas es la resonancia plasmonica de superficie (Biacore).

El segundo punto a abordar implica la busqueda de posibles ligandos de Eg2DBDg1
mediante dos aproximaciones diferentes. La primera contempla estudios in silico donde
planeamos realizar simulaciones dinamicas de las distintas estructuras que adoptaria
dicho NR al acoplarse a diversos ligandos y medir las energias de interaccion
respectivas (Esteves et Paulino, 2013). La segunda estrategia involucra un sistema in

vivo de doble hibrido de levadura modificado, donde los transformantes dobles se
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incubaran en presencia de ligandos potenciales (Kakizawa et al., 1997; Oftedal, et al.,

2005) incluyendo al suero bovino (Foérster et al., 2011).

El tercer aspecto a estudiar involucra la descripciéon de la capacidad de unién de
Eg2DBDgl al ADN a través de ensayos de cambio de movilidad electroforética en gel
(EMSA) utilizando oligonucleétidos marcados de manera no radioactiva con moléculas

de emision en el infrarrojo (Guggeri, 2012).

Por altimo, nos proponemos profundizar con respecto a la expresion en protoescalices
de los tres receptores nucleares 2DBD encontrados en la base de datos de E.
granulosus (Eg2DBDgl, Eg2DBDg2 y EQ2DBDg3). Asi pues, nos planteamos

cuantificar y comparar sus niveles de expresion mediante RT-PCR en tiempo real.

De esta manera queremos aproximarnos a la respuesta de la gran pregunta que
interroga las posibles funciones bioldgicas de Eg2DBDg1l, comenzando a descifrar la
via regulatoria donde interviene. A su vez, la informacién recabada a partir de estos
estudios futuros generara las bases para la evaluacion de Eg2DBDgl como candidato
a blanco terapéutico, ya que del conocimiento de las proteinas con que interacciona, de
sus ligandos, de sus reguladores y efectores, podrian surgir estrategias terapéuticas

nuevas para combatir la Echinococcosis quistica.
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8. Anexos

8.1. Cebadores

Blanco Nombre Secuencia Tm (°C)
37_PDL_rev 5-AGCCGTCAGTGCGGAAACAGTCAT-3 67.0
37_AVT_Fw 5-CAGCTTACACGGACGCGAGGA-3 66.3
37_UTR-Revl 5-CGAGGACGTCAACCATCTACG-3 63.3
Eg2DBDgl 37_DBD1_Fw 5-TGTCGGGTCTGCGGTGGACG-3 66.6
37_DBD2_Fw 5-CGTCGGTGGGAAGGACTGCACAAT-3’ 73.0

Ndel_Eg37f 5-CGCCATATGTGTCGGGTCTGCGGTGGA-3’ 74.4
Xhol_Eg37r 5-CCGCTCGAGCGGTTGCGTGGGCGGGTC-3’ 80.4

EaoDEDA2 24 _DBD1_Fw 5-TGCCGCGTTTGTGGCGCGCA-3’ 66.6
g g 24 _REVSTOP 5-TCACTCGCTCGAATTAACCAA-3’ 60.0
45 DBD1_Fw 5-ACGACAACTTTGCACATGTT-3’ 60.0
Eg2DBDg3
45 REVSTOP 5-AAGTCATTCCTGTTGGAATCGTTCC-3’ 64.2
8.2. Medios de Cultivo

Medio de cultivo LB: Para 1L — Disolver 15.5 g de Luria Broth, 4.5 g NaCl. Autoclavar.

Medio de cultivo TB: Para 400 mL — 4.8 g de triptona, 9.6 g de extracto de levadura, 1.6

mL de glicerol, disolver en 330 mL de H>O miliRo. Autoclavar. En condiciones de
esterilidad, agregar 40 mL de solucibn amortiguadora fosfato de potasio
KH.PO4:K;HPO, (0.17:0.72) M; 200 pyL de ampicilina 100 mg/mL, 400 pL de

cloranfenicol 34 mg/mL.

Medio de cultivo ZYM: Para 200 mL — Disolver 2 g de triptona, 1 g de extracto de

levadura en 187 mL de H>O miliRo. Agregar 400 uL MgSO. 1 My 40 uL oligoelementos
1000x. Esterilizar en autoclave y enfriar. Agregar en camara de flujo: 8 mL de solucién
5052 25x, 8 mL de solucion M 25x, 100 pL ampicilina 100 mg/mL.

Solucién 5052 25x: (para 100 mL) pesar y disolver 12.5 g de glicerol, 1.25 g de glucosa,

5 g de lactosa. Disolver en 80 mL de H.O miliQ, enrazar a 100 mL y autoclavar.

Solucién M 25x: (para 100 mL) pesar 8.88 g de Na,HPO4, 8.51 g de KH2PO4, 1.25 g de
NH.Cl, y 1.77 g de Na,SO.. Disolver en 80 mL de agua, enrazar a 100 mL y autoclavar.
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8.3.

Complemento de Resultados

Alineamiento de las secuencias de ADN de Eq2DBDqglcl y Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDgcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

Eg2DBDglcl
Eg2DBDgl

————————————————————————————————————————————— CATATGTGTCGGGTC
AGTCTTAAAGATATGGATGCTCAAGGCGAGTTGGACATCTCCAATATTCCATGTCGGGTC

* * Kk kkkkkkk

TGCGGTGGACGCTCCTCCGGCTTCCACTTTGGTGCTCTCACCTGTGAAGGCTGCAAGGGC
TGCGGTGGACGCTCCTCCGGCTTCCACTTTGGTGCTCTCACCTGTGAAGGCTGCAAGGGC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA kA Ak kkk k%

TTTTTTCGACGAACAGAGGAGTCAGCGTCGAGACTGGTATGCGTCGGTGGGAAGGACAAC
TTTTTTCGACGAACAGAGGAGTCAGCGTCGAGATTGGTATGCGTCGGTGGGAAGGACAAC

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, Ak Ak A Ak A Ak kA kA kA kk ok k

TGCACAATCACCCCACGTAGCCGCAATGTCTGCAAGACCTGCAGATTCCGTCGGTGCCTT
TGCACAATCACCCCACGTAGCCGCAATGTCTGCAAGGCCTGCAGATTCCGTCGGTGCCTT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak A hkd Ak kkk kA Ak kA kA Ak k ok ok k %

CGTGCCGGCATGTCCAAACGCGGAAGTCGGATAGGACGTCAACCGAACGCCGTCAAATTC
CGTGCCGGCATGTCCAAACGCGGAAGTCGGATAGGACGTCAACCGAACGCCGTCAAATTC

KA A A A A A A A A A A A A A kA A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak kA kA kA Ak Ak Ak k ok ok ok k%

CATTGTGCCATTGAGATTCGCCAGCTAAAGGACAGTGGACAACCGCTGGCAAGTGATTTC
CATTGTGCCATTGAGATTCGCCAACTAAAGGACAGTGGACAACCGCTGGCAAGTGATTTC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak kA Ak Ak Ak k ok ok ok k%

ACACCTCTACCACGCAAACACAGCTCCGTTCCAACACTGGCCTCCTCCTCCGCTTCGCCC
ACACCTCTACCACGCAAACACAGCTCCGTTCCAACACTGGCCTCCTCCTCCGCTTCGCCC

KA A A A A A A A A A A A A A Ak A A Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak kA Ak kA Ak Ak Ak Ak kk ok k %

TCGTCATCTTCGCAAACGACCGTGCCTGTCGGAGGTGGTGTGGTGGAGCTTCCACAGCGC
TCGTCCTCTTCGCAAACGACCGTGCCTGTCGGAGGTGGTGTGGTGGAGCTTCCACAGCGC

KA KA, Ak A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA Ak kA kA Ak kA Ak Ak kA kA Ak Ak Ak kA k ok ok k %

AGGGCTTCAGCAGGAGCTTGCGACATGGCTGCCTATACTGGGTCAATGCTTCCACGGCGC
AGGGCTTCAGCAGGAGCTTGCGACATGGCCGCCTATACTGGGTCAATGCTTCCACGGCGC

khkkhkhkhkkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkh hhkhkhhkhhhkhhkhkhhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

AAAGCCTCAGCTCCTGTGAAAATGGAGACCACGTCTGTACCACAGATGCCTATCACACCA
AAAGCCTCAGCTCCTGTGAAAATGGAGACTACGTCTGTACCACAGATGCCTATCACACCA

khkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkh hhkhhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

GTCACTGTCTCCGCCCCCTCCTCATCATCATCGTCAGCGGCGGCAGCTGCTGCGGCAGCA
GTCACTGTCTCCGCCCCCTCCTCATCATCATCGTCAGCGGCGGCAGCTGCTGCGGCAGCA

dhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

GCAGCAGCGGCGGCGGCAGCAGTGGCTGGAGTGGTGGGGACGGATGAGGAGATTCTGGTG
GCAGCAGCGGCGGCGGCAGCAGTGGCTGGAGTGGTGGGGACGGATGAGGAGATTCTGGTG

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

GATGGACTAAATTGGTTCAATTACGGAATGCGCATGGCCATGGAGTTCATGCGACTTCCA
GATGGACTAAATTGGTTCAATTACGGAATGCGCATGGCCATGGAGTTCATGCGACTTCCA

R R R R R R R R R I S S S S

GCCACGGTATCTTCGTCCTCATCTTCCACCTCAGCCTCCTCAACCATTTCTGCATGCCTC

Kk Kk kK

——————————— GTACTTCAAATCTCGCTTCGACATGAGCACCATCGAGCCGTCACAGGCT
TTTTATCAACAGTACTTCAAATCTCGCTTCGACATGAGCACCATCGAGCCGTCACAGGCT

R R R R R R R R R R R R R R R R R

GACGATGAACACCAGGTATGGGATCACGTGATGAACCACTTCCATCTTCACTCTCAACAA
GACGATGAACACCAGGTATGGGATCACGTGATGAACCACTTCCATCTTCACTCTCAACAA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A,k K

GTCGTCCAATTCGCTAAGCTGATTCCAGGTTTCAATCAGATGAGTTTGTCCGCCAGAGGT
GTCGTCCAATTCGCTAAGCTGATTCCAGGTTTCAATCAGATGAGTTTGTCCGCCAGAGGT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak A h K Kk
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Eg2DBDglcl CATTTGGTGCGAGCAAGCCTTTACTCCGAGGTTTTGCTAATGCTGTCGCGTGATTACGAC

Eg2DBDgl CATTTGGTGCGAGCAAGCCTTTACTCCGAGGTTTTGCTAATGCTGTCGCGTGATTACGAC
Ak hkhkhkkhkhkkhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhkhkhhkhhkhhkhkhhkhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkxkx
Eg2DBDglcl GCTGCTGAGGATCGTTACAACTTCTTGGACTTCTCTCCCACCGAACGTGATATCGTTCTG
Eg2DBDgl GCTGCTGAGGATCGTTACAACTTCTTGGACTTCTCTCCCACCGAACGTGATATCGTTCTG
Ak hkhkhkkhkhkkhkhhkhhkhhhhhkhhkhhkhhkhkhhkhhhhkhkhhkhhkhhkhhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhhkxkhx
Eg2DBDglcl CGCCACTTCCCCATCTACAACAGGGTCGTTGAACATCTCAAAATCTCAGGTCGATTTTTC
Eg2DBDgl CGCCACTTCCCCATCTACAACAGGGTCGTTGAACATCTCAAAATCTCAGGTCGATTTTTC
Ak hkhkhkkhkhkkhkhhkhhkhhhhhkhhkhhkhhkhkhhkhhhhkhkhhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkxkhx
Eg2DBDglcl CAACAGCTCAATCTAACTCACACAGAATTCGTCTACGTCTGCGCCATCGGGATTCTTAGA
Eg2DBDgl CAACAGCTCAATCTAACTCACACAGAATTCGTCTACGTCTGCGCCATCGGGATTCTTAGA
Ak hkhkhkhkhkkhkhhkhhkhhkhhhkhhhkhkhhkhkhhkhhhhkhkhhkhhkhhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhhkxkhx
Eg2DBDglcl TACTACTATATTCTCGCTAATCCAGCTTACATGGACGCGAGGAAGTTATTGCTCCTGGCC
Eg2DBDgl TACTACTATATTCTCGCTAATCCAGCTTACACGGACGCGAGGAAGTTATTGCTCCTGGCC
hAhkhkhkhkkhhkkhkhhkhkhkkhhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhkhkkhhk, ,hhhkkhkhkhhkhkhhkhkhkkhhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkxkhx
Eg2DBDglcl AGGCACTCCCTTCTCGCAACTATGCGCTCACAAAACGAGTCTCAGGAACTGGTTGACCAT
Eg2DBDgl AGGCACTCCCTTCTCGCAACTATGCGCTCACAAAACGAGTCTCAGGAACTGGTTGACCAT

B R R R R R R R R R I I S S S S

Eg2DBDglcl AAGTGGAGCCGTCTAGAAGCCATGAGTGAGATGCTTTCATCGATGAGTAGGGAGTATCGA
Eg2DBDgl AAGTGGAGCCGTCTAGAAGCCATGAGTGAGATGCTTTCATCGATGAGTAGGGAGTATCGA

B R R R R R R R R R R R I e S I S S

Eg2DBDglcl GAAATCGCACAACAATTGCAAAGATCTCGACCAGATTTGCGCTATCCAGACCTCTACGTG
Eg2DBDgl GAAATCGCACAACAATTGCAAAGATCTCGACCAGATTTGCGCTATCCAGACCTCTACGTG

KA A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak Ak kA kA Ak Ak Ak Ak k ok ok k %

Eg2DBDglcl GAGATGTATGAAATCGGGGAAAGTGCTTTCGCGCCACACTCTCTTATGACTGTTTCCGCA
Eg2DBDgl GAGATGTATGAAATCGGGGAAAGTGCTTTCGCGCCACACTCTCTTATGACTGTTTCCGCA

KA A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak Ak kA Ak Ak kA kA kA Ak Ak k ok ok k %

Eg2DBDglcl CTGACGGCTCAGTCCACGACCGATGCCACAAACTTGACACATTTTCCATCGGCTTCCACG
Eg2DBDgl CTGACGGCTCAGTCCACGACCGATGCCACAAACTTGACACATTTTCCATCGGCTTCCACG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak kA k ok ok ok k%

Eg2DBDglcl TTGATTCAGCAGCCAGCTGCTATGCGTCCGTCAGTTCCACATGGTGTCCCCCCCCCTTCT
Eg2DBDgl TTGATTCAGCAGCCAGCTGCTATGCGTCCGTCAGTTCCACATGGTGTCTCCCCCCCTTCT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak Ak kA hkhkhkhkk Ak kkkk k%

Eg2DBDglcl ACAGCACACTGGCCAATCGCGCCGGGTAGCATTAAACCAGAGGATCCCGTGTGGTCCATT
Eg2DBDgl ACAGCACACTGGCCAATCGCGTCGGGTAGCATTAAACCAGAGGATCCCGTGTGGTCCATT

khkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhk hhkkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

Eg2DBDglcl CAAGATCGCTGGAATGACACCGCCCCCGCTATCTCGTCAGCCAATCCCTACCAAATCTCC
Eg2DBDgl CAAGATCGCTGGAATGACACCGCCCCCGCTATCTCGTCAGCCAATCCCTACCAAATCTCC

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

Eg2DBDglcl AACTTTCTAGACTCCACCCACCCGCCCACGCAACCGHBEMBCACCACCACCACCACCAC
Eg2DBDg1 AACTTTCTAGACTCCACCCACCCGCCCACGCAACCGTAG-———————————————————-

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

Figura 22. Se muestran con sombreado en celeste y rosado los sitios de restriccion de las enzimas Ndel y
Xhol respectivamente, asi como el tramo terminal de histidinas en amarillo.

Andlisis del uso de codones

Se muestra el estudio completo de adaptabilidad relativa de Eg2DBDg1cl, realizado

mediante el programa gcua 2.0.
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