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Resumen 
 

La equinococosis quística (EQ) es una enfermedad zoonótica parasitaria cosmopolita ocasionada por el 

cestodo Echinococcus granulosus sensu lato que afecta tanto al ganado (hospedero intermediario), 

como a lo cánidos (hospedero definitivo) y accidentalmente a los humanos. Esta patología se caracteriza 

por la formación de quistes hidatídicos larvarios conteniendo protoescólices, que se desarrollan en los 

órganos internos de los hospederos. 

 

En busca de moléculas claves para combatir esta enfermedad, se han identificado los receptores 

nucleares Eg2DBDs  que poseen dos dominios de unión al ADN (2DBD). Es interesante que los 

miembros de esta subfamilia de receptores nucleares sólo se encuentran en algunos invertebrados, no 

encontrándose en los hospederos del parásito, lo que suscita su relevancia como posibles blancos 

terapéuticos. Se han identificado a cuatro receptores 2DBD en E. granulosus Eg2DBDα, Eg2DBDβ y 

Eg2DBDɣ y cuarto Eg2DBDα.1, el cual seria una isoforma de Eg2DBDα.  

En este trabajo, se busca arrojar luz sobre las funciones de Eg2DBDα.1 en protoescólices de 

Echinococcus granulosus s.l. Nos propusimos explorar si el suero de ternero recién nacido (NBCS) 

tiene la capacidad de estimular la homodimerización de este receptor nuclear. Para lograrlo, se 

emplearon ensayos de doble híbrido de levadura modificado. Estos ensayos se llevaron a cabo luego de 

co-tranformar levadura Y187 con plásmidos que codifican para  los dominios E y F de Eg2DBDα.1 y 

con plásmidos controles positivo y negativo. Después de confirmar la presencia de los plásmidos en las 

colonias seleccionadas, se evaluó la actividad β-galactosidasa sin y con 5 % de NBCS, la cual es 

indicativa del grado de homodimerización del receptor. 

 

Aunque los resultados no revelaron un aumento significativo en la actividad enzimática en los ensayos 

sin y con NBCS, se identificó una tendencia al incremento en las colonias tratadas. Estos indicios 

sugieren la posibilidad de que algún componente del suero, posiblemente un ácido graso insaturado, 

estimule la homodimerización de Eg2DBDα.1. Estos hallazgos, si bien tienen que ser confirmados 

podrían contribuir a la dilucidación de los mecanismos de acción de los receptores Eg2DBDs y a su  

potencial estudio como blancos para el desarrollo de nuevas drogas antihelmínticas. 

 

Por otra parte, se pudo evaluar una forma de co-transformación de levadura utilizando medio sintético 

+DO-Leu-Trp que activa la vía endocítica dependiente de TOR1. Se verificó que al adicionar éste 

medio, aumenta significativamente el número de colonias y la eficiencia de transformación de 

levaduras, permitiendo hacerlo con menor cantidad de reactivos con respecto al protocolo estándar.  
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Abreviaturas 

 

AD: activating domain 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ARNm: ARN mensajero 

Cys: cisteína 

DBD: DNA binding domain 

DO: densidad óptica 

FT: factor de transcripción  

H: hélice 

Kd: constante de disociación 

LBD: ligand binding domain 

Leu: leucina 

NBCS: new born calf serum 

NR: nuclear receptor 

PPAR: Peroxisome proliferator activated receptors.  

RxR: receptor X retinoide 
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SD/-Leu/-Trp: medio sintético definido sin leucina ni triptofano 

SFB: suero fetal bovino 

SmRXR: Schistosoma mansoni retinoid-X-receptor 

Trp: triptófano 

YPDA: Yeast Extract–Peptone–Dextrose–Adenine 
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1. Introducción 

1.1 Equinococcus granulosus 

 

Las tenias de la Familia Taeniida (Filum: Platelminto; Clase: Cestodo; Sub-clase: Eucestoda; 

Orden:  Cyclophyllidae) incluye cuatro generos; Hydatigera, Taenia, Versteria y Echinococcus 

(Thompson, R.C.A., 2017; Nakao et al., 2013).  

 

El género Echinococcus es un grupo monofilético que incluye nueve especies dentro del cual 

está el complejo multi-especie E. granulosus en sentido amplio o sensu lato (s.l.) que abarca cinco 

especies cripticas (variantes intraespecíficas) que se asocian a nueve genotipos/cepas, basados en 

secuencias de genes mitocondriales (Vuitton et al., 2020: Lymbery A., 2017). G1-G3 en E. granulosus 

sensu stricto (s.s.), G4 en E. equinus, G5 en E. ortleppi y dentro del grupo E. canadesis pueden pasar 

al estado de especie completo E. intermedius para G6/7, E. borealis para G8 y E. canadensis para G10. 

G9 no se reconoce como un genotipo distinto, probablemente sea una microvariante de G7. Finalmente 

E. felidis resta por dilucidar el genotipo (Vuitton et al., 2020; Thompson, R., 2017). 

 

1.1.1 Ciclo de vida 

 

Las especies de Echinococcus granulosus explotan los sistemas depredador-presa para el 

mantenimiento de sus ciclos de vida siendo hospederos definitivos miembros del orden Carnivora, 

principalmente de la familia de los perros, en menor medida los gatos, zorros y hienas. En ellos la larva 

en la forma adulta se desarrolla y reside en el intestino delgado donde causa parasitosis intestinal pero 

no enfermedades de los órganos. Los mamíferos presa (generalmente herbívoros) actúan como 

hospederos intermediarios cubriendo un rango mucho más amplio incluyendo caprinos, porcinos, 

bovinos, equinos y camellos donde se desarrollan quistes de equinococos (metacestodo) en diversos 

órganos y tejidos (Roming et al., 2017; Mandal et al., 2012; Bhutani et al, 2018). Los humanos son 

intermediarios accidentales o huéspedes "sin salida" cuando ingieren alimentos contaminados con heces 

de perro conteniendo huevos (Thompson, R., 2017).  Esta capacidad para infectar y adaptarse a un gran 

número de especies de mamíferos ha contribuido a su distribución global cosmopolita (Zheng et al., 

2013).  

 

En el ciclo de vida típico de E. granulosus (Fig. 1), los gusanos viven 5 meses en el intestino 

del perro y se esparcen millones de huevos de parásitos al defecar (Bhutani et al, 2018). 

La infestación por Echinococcus en humanos y hospederos intermediarios se da a través de la 

vía fecal-oral. Después de la ingestión de los huevos, este se convierte en una oncosfera con seis ganchos 

que ingresa a la circulación portal luego de la penetración en la mucosa intestinal. La oncósfera suele 
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detenerse en el hígado 60%-70% de los casos,  pulmón 20% a 30% de los casos y permanece en 

circulación sistémica menos del 10%, donde pierde los ganchos (Filippou et al., 2007). 

 

 
Figura 1. Ciclo de vida de Echinococcus granulosus. Los perros son los hospederos 

definitivos y contienen la tenia adulta en los intestinos. Los mamíferos ungulados son 

hospederos intermediarios al ingerir los huevos en las heces de los perros, que formaran 

quistes hidatídicos en las viceras. Los humanos son intermediarios accidentales o 

hospederos "sin salida" cuando ingieren alimentos contaminados con heces de perro 

donde los huevos eclosionan a oncósferas (embriones) en el intestino. Adaptado de 

Thompson, R., 2017. BioRender. 

 

Habiéndose asentado en el parénquima del órgano afectado, la oncósfera (embrión) se convierte 

en metacestodo (quiste hidatídico) que crece gradualmente, produciendo protoscólices y quistes hijos 

que llenan el interior del quiste. El ciclo se completa si el metacestodo con protoescólices fértiles es 

comido (junto con los órganos que contienen quistes) por un carnívoro. Después de la ingestión, los 

protoescólices se evaginan, se adhieren a la mucosa intestinal y se desarrollan en etapas adultas en 32 a 

80 días. La madurez sexual de E. granulosus adulto ocurre en el intestino delgado después de 4 a 5 

semanas de la ingestión. Los huevos o proglótides grávidos se eliminan en las heces y así comienza un 

nuevo ciclo (Mandal et al., 2012). 

Se ha demostrado que moscas, escarabajos y posiblemente otros artrópodos, son importantes 

en la dispersión de huevos de Echinococcus spp. (Benelli et al., 2021). 
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1.1.2 Quiste hidatídico o metacestodo  

 

El metacestodo consiste en una vesícula unilocular delimitada por la pared del quiste 

(endoquiste), compuesta por dos capas (Fig. 2). La más externa denominada capa laminar, es acelular 

y es generada por las células de la capa más interna, denominada capa germinativa compuesta por un 

sincitio celular (Thompson, R., 2017; Koziol et al., 2014) . A su vez, a partir de la capa germinativa se 

generan por gemación vesículas prolígeras, en las que se generan los protoescólices, que constituyen el 

estadio infectivo para el hospedador definitivo. En algunos casos, si el metacestodo es lo 

suficientemente grande puede contener dentro quistes hijos (Thompson, R., 2017). Por fuera del 

endoquiste existe una capa perteneciente al hospedador, denominada capa adventicia compuesta por 

fibras de colágeno. El metacestodo rodeado de la capa adventicia es lo que se conoce como quiste 

hidático (Silva, M. 2014; Koziol et al., 2014). 

 

                                                                               
Figura 2. Esquema del metacestodo de Echinococcus granulosus.  Adaptado de 

Thompson & Jenkins 2014). 

 

El líquido hidatídico acumula nutrientes como glucosa, aminoácidos y proteínas provenientes 

de la capa germinal y del hospedero (albúmina sérica, lipoproteínas, hemoglobina e inmunoglobulinas), 

en concentraciones similares o superiores a los que se encuentran en el suero del huésped. (Bhrem and 

Koziol, 2017). 

Si el líquido hidatídico se derrama en una cavidad como el peritoneo, cada protoscólex es capaz 

de convertirse en un nuevo quiste (equinococosis secundaria) (Agudelo et al., 2016). 

 

 

1.1.3 Equinococosis quística (EQ) 

 

La equinococosis quística (EQ) es una zoonosis parasitaria causada por el estadio larvario de 

las especies de Echinococcus (platelminto cestodo) que forman el complejo Echinococcus granulosus 
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sensu lato (s.l.). De los nueve genotipos identificados en el complejo, es E. granulosus s.s. (G1-G3) la 

especie responsable de la mayoría de la EQ humana (88 %) (Vuitton et al., 2020; Woolsey et al., 2021).  

 

Es una de las 17 enfermedades tropicales desatendidas reconocidas por la Organización 

Mundial de la Salud. E. granulosus afecta a más de 1 millón de personas y es responsable de más de $3 

mil millones en gastos cada año (OMS; Agudelo et al., 2016).  

Las áreas que presentan EQ endémica incluyen el oeste de China, Asia Central, América del 

Sur, los países mediterráneos y el este de África donde las tasas de incidencia en humanos pueden llegar 

a 200 cada 100.000 habitantes. Se diagnostican anualmente cinco mil nuevos casos de EQ en Argentina, 

Brasil, Chile, Perú y Uruguay (Wen et al., 2019). Según la Organización Mundial de la Salud la  

prevalencia de la equinococosis quística en los mataderos de las áreas hiperendémicas de América del 

Sur varía entre el 20 % y el 95 % de los animales sacrificados. Es la zoonosis más importante en 

Argentina y una de las más importantes en Sudamérica (Fig. 3). 

Entre 2009 y 2014 Argentina, Brasil, Peru, Chile y Uruguay presentaron una tasa de letalidad 

promedio por EQ del 2,9% con una proporción promedio de casos entre niños menores de 15 años de 

15%, por lo cual el riesgo ambiental es evidente (Pavletic et al., 2017).  

Mediante secuenciación del gen mitocondrial cox1 de 877 casos de equinococosis quística 

humana en todo el mundo el genotipo identificado con mayor frecuencia (72,9 %) es el G1. Además, 

los genotipos G6 y G7 considerados poco infecciosos para los humanos representan el 12,2 % y el 9,6 

%, respectivamente. En Sudamerica, sobre 155 casos secuenciados, los genotipos de E. granulosus s.l. 

que infectan con mayor frecuencia a humanos son G1 (72,3%) y G6 (21,3%) (Cucher et al., 2016). 
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Figura 3. A)- Distribución mundial de Echinococcus granulosus responsable de la 

equinococosis quística (EQ) en los principales hospederos intermediarios domésticos. 

Adapatadode Deplazes et al., 2017. B) Incidencia anual de EC en humanos en países de 

la región. C) Incidencia acumulada cada 100.000 habitantes en Argentina, Chile, Perú y 

Uruguay, en el período 2009-2014. Tomado de Deplazes et al., 2017. 

 

 

El control de la equinococosis se basa en interrumpir la transmisión de un hospedero a otro. 

Los hospederos definitivos cánidos se pueden desparasitar tratándose a intervalos regulares con 

praziquantel (antihelmintico derivado de la isoquinolona) para eliminar los gusanos adultos de su 

intestino delgado. La reducción de la población canina, vía sacrificio y castración y la educación 

sanitaria son herramientas complementarias (Larrieu et al., 2019). Un medio eficaz de control es 

vacunar a los hospederos intermedios como el ganado, interrumpiendo así la transmisión a los 

hospederos definitivos. La vacuna recombinante EG95 protege a las ovejas con una eficacia del 95-

99% (Korhonen et al., 2022), sin embargo su implementación ha tenido varias dificultades (Labanchi 

et al., 2022). 

Otra droga usada son los benzimidazoles como mebendazol o albendazol tiene una eficacia que 

varía según el número, tamaño, tipo y localización de los quistes que influyen en la penetración de los 

fármacos, pero se ha visto que el tratamiento combinado de albendazol y praziquantel resulta superior 

(Bosco et al. 2021; Velasco et al., 2018).  

 

1.2 Receptores Nucleares 

 

Los receptores nucleares (NR) son específicos de metazoos (esponjas, cnidarios y animales 

bilaterales) evolucionando a partir de dos duplicaciones de genes (Escriva et al., 1997; Wu y LoVerde 

2019),  48 de los cuales se encuentran en humanos (Germain et al., 2006). Son factores de transcripción 

dependientes de ligandos generalmente lipofílicos que están involucrados en varios procesos biológicos 

importantes, como el control del desarrollo embrionario, la fisiología de los órganos, la diferenciación 

celular y la homeostasis (Papageorgiou et al., 2021). No se conocen los ligandos de los receptores 

huérfanos, pero se piensa que podrían ser intermediarios metabólicos o factores ambientales 

xenobióticos (p. ej., agentes farmacéuticos, hormonas sintéticas, biocidas), lo que puede explicar su 

actividad de transactivación aparentemente constitutiva y la dificultad para identificarlos (Evans & 

Mangelsdorf, 2014; Cheng et al., 2021).  

Los receptores nucleares funcionarian como andamios inducibles que coordinan grandes 

complejos transcripcionales donde diferentes ligandos podrían inducir diferentes conformaciones 

exponiendo superficies de interacción proteína-proteína únicas accesibles para la unión de proteínas 

correguladoras (Fig. 4) (Frigo et la., 2021). 
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Figura 4. Esquema de NR generico activado por ligando. Tomado de Alberts et al., 2022 

 

Los receptores nucleares están regulados por diversas modificaciones postraduccionales, por ejemplo, 

la fosforilación regula la translocación y la transcripción, mientras que la ubiquitinación regula la 

degradación de proteínas (Ishigami-Yuasa & Kagechika, 2020), la transcripción, la reparación del 

ADN, la progresion del ciclo celular y la organización del genoma (Hickey et al., 2012). 

1.2.1 Organización estructural modular de los receptores nucleares 

 

Los NR exhiben una estructura modular  que consta de dominios, designados de A a F, desde 

el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal (Germain et al., 2006) (Fig. 5).  

 

-Dominio A/B o N-terminal (NTD): está pobremente estructurado y tiene un bajo porcentaje 

de conservación dentro de la familia de NRs, tanto a nivel de tamaño como de secuencia, pudiendo no 

estar presente en algunos NRs (Weikum et al., 2018). Contiene una región de transactivación 1 (AF-1, 

Activation Factor 1) independiente de ligando, que interactúa mediante contactos proteínas-proteínas 

con coactivadores y/u otros factores de transcripción de una manera específica de célula y promotor 

(Cancela et al., 2022; Owen & Zelent, 2000).  

 

 

Figura 5. Esquema de la organización modular de los dominios conservados de los NRs. 

BioRender. 

 

-Dominio C o de unión al ADN (DBD): es la región más conservada y sello distintivos de los 

NRs (Cancela et al., 2022). Contiene dos subdominios con motivos de dedos de zinc conservados, cada 

uno de los cuales contiene cuatro residuos de cisteína que coordinan un ion de zinc para crear el motivo 

de dedo de zinc de unión al ADN (Fig. 6) (Weikum et al., 2018). Él Zn en sí mismo no interactúa con 

el ADN sino que estabiliza la estructura del motivo ayudado por las cadenas laterales hidrofóbicas 

(Nelson & Cox, 2017). El primer dedo de zinc contiene una caja P que es responsable de unirse a la 
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secuencia reguladora del gen objetivo. El segundo dedo de zinc (CII) contiene un motivo llamado Caja 

D responsable de la dimerización (Weikum et al., 2018; Wu y LoVerde 2019). El primer subdominio 

que contiene la caja P contiene la hélice de lectura de ADN, que interactúa con el surco principal para 

realizar interacciones específicas de base con el ADN. La hélice del segundo subdominio posee la caja 

D y hace contactos no específicos con la columna de fosfatos del ADN (Weikum et al., 2018). 

 

 

 

Figura 6. A) dominio C (DBD) . B) Alineación de secuencia que muestran los dos dedos 

de zinc y los motivos conservados de la caja P y la caja D. hRXRα: RXRα humano, 

SmRXR1: Schistosoma mansoniRXR1, SmHR96α: S. mansoni HR96α, SmTRα: S. 

mansoni TRα y Sm2DBDα-1st: primer DBD de S. mansoni 2DBD-NRα. Adaptado de Wu 

y LoVerde 2019. 

 

-Dominio D o  región bisagra: sirve como conector corto y flexible entre el DBD y el LBD, 

permitiendo la adopción de diferentes posiciones relativas para evitar problemas de impedimento 

estérico (Frigo et la., 2021). Tiene la menor conservación de secuencia y tamaño entre los NR y, en 

numerosos casos, alberga señales de localización nuclear (Papageorgiou et al., 2021). 

 

-Domino E o de unión a ligandos LBD (C terminal): El LBD está menos conservado que el 

DBD (Wurtz et al., 1996), es un dominio que se une a ligandos y generalmente interactúa con proteínas 

co-reguladoras, co-activadores o co-represores (Weikum et al., 2018). Además, contiene una fuerte 

interfaz de dimerización (Wurtz et al., 1996). Este dominio conservado estructuralmente contiene 12 

hélices α y cuatro hebras β que se pliegan en tres capas paralelas para formar un sándwich de hélice alfa 

(Weikum et al., 2018) que crea un bolsillo hidrofóbico de unión a ligando (LBP) en la base del receptor 

(Weikum et al., 2018; Porter et al., 2019). 

El dominio de transactivación dependiente de ligando (AF-2), compuesto por las hélices 3, 4 y 

12  está modulado por la hélice 12 (Weikum et al., 2018). La unión del ligando al LBP transforma AF-

2 en un dominio competente (Mazaira et al., 2018), que coopera con AF-1 en la regulación de la 
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transcripción reclutando co-activadores (Owen & Zelent, 2000), lo que lo convierte en un objetivo 

atractivo para posibles inhibidores (Fischer & Smieško, 2020) 

 

-Dominio F: Es una región pobremente conservada, e incluso puede estar ausente. Todos tienen 

una función común: influir en la actividad del receptor al afectar la activación transcripcional, 

dimerización, interacciones con otras proteínas y/o la estabilización de conformaciones unidas a 

ligandos -agonistas o antagonistas- en el LBD (Patel & Skafar, 2015). 

 

1.2.2 Clasificación de los NRs  

 

Los receptores nucleares se clasifican según su mecanismo de acción en cuatro clases 

establecidas en función del modo de dimerización, los motivos de unión al ADN (repetición directa o 

repetición invertida),  la especificidad del ligando y el sitio subcelular de la unión NR-ligando  (Porter 

et al., 2019; Weikum et al., 2018) (Fig. 7).  

 

 

Figura 7. Esquema de los mecanismos de señalización de los NRs. (A) Los receptores de 

tipo I residen en el citoplasma en complejo con proteínas chaperonas. Tras la unión del 

ligando, el receptor se libera de este complejo y se transporta al núcleo, donde 

normalmente se unen a los elementos palindrómicos de respuesta hormonal (HRE) como 

un homodímero para regular la transcripción. (B) Los receptores de tipo II se localizan 

en el núcleo. En su estado sin ligando, interactúan con proteínas correpresoras, pero al 

unirse al ligando se intercambian por coactivadores. Los NR de este grupo generalmente 

forman complejos heterodiméricos con RXR. (C) Al igual que los receptores de tipo II, 

los receptores de tipo III residen en el núcleo e intercambian correpresores y 
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coactivadores unidos. Estos receptores se unen a los HRE de repetición directa como 

homodímeros. Tomado de Weikum et al., 2018. 

 

Los NRs tipo I son activados por ligandos como las hormonas esteroides. Estos receptores son 

secuestrados en el citoplasma por chaperonas, pero tras la activación por el ligando, las chaperonas se 

liberan, los NRs homodimerizan y traslocan al núcleo (la secuencia exacta de estos dos eventos, aún se 

debate) y se unen a elementos palindrómicos de respuesta hormonal (HRE) con dos repeticiones 

AGGACA (o similares) separadas por una región espaciadora variable (Weikum et al., 2018; Frigo et 

al., 2021). Los NRs tipo II (heterodímeros con RXR) están en el núcleo y tras la unión del ligando, el 

receptor intercambia los co-represores por coactivadores (Weikum et al., 2018)y se unen a repeticiónes 

directas con dos sitios AGGTCA separados por una secuencia espaciadora de 0 a 5 pb (Fig. 8) (Penvose 

et al., 2019). Otros miembros de los NRs tipo II, como los receptores activador del proliferadores de 

peroxisomas (PPARs) requieren heterodimerización con RXR para translocarse al núcleo (Weikum et 

al., 2018; Porter et al., 2019).  

 

 

Figura 8. A) Esquema de preferencias de espaciador para NR a repeticiones directas 

(DR). B) Logotipo de unión a repetición directa de ADN DR1 para PPARγ:RXRα. 

Tomado de Penvose et al., 2019. 

 

Los NRd de tipo III (receptores homodiméricos) son similares a los NR de tipo II, pero forma 

homodímeros sobre secuencias repetidas directas. Tienen funciones de transactivación y transrepresión 

altamente constitutivas, lo que sugiere que tal vez no se requiera ningún ligando. Los NR tipo IV 

(receptores monoméricos): este tipo de NR tiene un mecanismo de acción similar al de los NR de tipo 

II y III, pero se une al ADN como un monómero y reconoce semisitios extendidos dentro del HRE 

(Porter et al., 2019; Weikum et al., 2018) con un sitio AGGTCA y una secuencia upstream rica en A/T 

(Weikum et al., 2018; Penvose et al., 2019 ). 

 

Otra forma de clasificación de los NRs los dividen en siete subfamilias (Weikum et al., 2018), 

NR1-NR6 basadas en análisis filogenéticos con secuencias del DBD, una subfamilia extra NR0, cuyos 

miembros contienen solamente el DBD o LBD (Laudet et al., 1999), separadas en dos grupos 

monofiléticos  I-II-IV y III-V-VI (Owen & Zelent 2000). 
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Subgrupo 0: este grupo incluye los NRs que  contienen solo un dominio de unión a ligando 

(LBD) que se pliega de manera usual e interactúan con otros LBDs de NRs para regular la transcripción.  

Subgrupo 1: son NRs regulados por moléculas de señalización lipofílicas que incluyen la 

hormona tiroidea, ácidos grasos, ácido retinoico, ácidos biliares y esteroles. 

Subgrupo 2: todos se unen a los ácidos grasos en estudios estructurales. Sin embargo, no está 

claro si estos ligandos juegan un papel en la regulación inducida por unión de ligandos . El RXR forma 

complejos heterodiméricos con muchos NRs y es el único receptor del grupo con un ligando activador 

conocido, el ácido 9-cis retinoico. 

Subgrupo 3: comprende los receptores de esteroides (SR), que son reguladores clave de una 

serie de procesos metabólicos, reproductivos y de desarrollo.  

Subgrupo 4: contiene los receptores nucleares huérfanos necesarios para el desarrollo y 

mantenimiento de las neuronas.  

Subgrupo 5: contiene receptores vitales para el desarrollo y el metabolismo que se clasifican 

como receptores huérfanos, pero la evidencia sugiere que están reguladas por fosfolípidos.  

Subgrupo 6: contiene solo un receptor, el factor nuclear de células germinales (GCNF),  un 

receptor huérfano que tiene un papel fundamental en el desarrollo. Esta proteína permanece en su propia 

categoría debido a que su LBD no contiene la hélice con función activadora AF-H (Weikum et al., 

2018). 

 

1.2.2.1 Subfamilia de receptores nucleares 2DBD 

 

En 2006, se identificó en el platelminto parásito Schistosoma mansoni un nuevo grupo de NRs 

que tiene dos dominios de unión al ADN en tándem y un LBD (Fig. 9) (Wu et al., 2006). Este tipo de 

proteínas, denominado 2DBD-NRs, ha sido identificado en algunos moluscos y artrópodos, en 

Echinococcus granulosus y otros cestodos (Wu et al., 2007; Alvite et al., 2019), pero no se encuentra 

en los vertebrados.  

Este nuevo grupo aún no ha sido incluido en el sistema de clasificación, sin embargo 

publicaciones recientes ya lo consideran subfamilia NR7 (Cheng et al., 2021). 

 

 

Figura 9. Esquema de la organización modular de los dominios de los 2DBD-NRs. 

BioRender. 
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El análisis realizado por Wu y sus colaboradores (2006) suguiere que 2DBD-NR se sometió a 

dos rondas de duplicación en un ancestro común de los platelmintos dando lugar a tres genes.  

S. mansoni expresa tres 2DBD-NRs (Sm2DBDα, Sm2DBDβ, Sm2DBDγ) que tienen la misma 

secuencia Caja P (CEACKK) en el primer DBD que no está presente en otro NR conocido, sugiriendo 

una especificidad de unión al ADN nueva (Wu et al., 2006; Wu et al., 2007). Estudios muestran que 

Sm2DBDα podría interactuar como un homodímero, y no interacciona con SmRXR o SmRXR1, lo que 

implica que cuatro cajas P podrían estar  involucradas en la unión al ADN. Wu y colaboradores (2006) 

reportaron  que los tres Sm2DBD están regulados durante el desarrollo y pueden tener un papel 

diferencial en las diferentes etapas. Recientemente, nuestro grupo de investigación ha identificado a tres 

receptores 2DBD en E. granulosus (Eg2DBDα, Eg2DBDβ and Eg2DBDɣ) y en otros cestodos que 

están filogenéticamente relacionados con los subtipos α, β y ɣ de los 2DBD-NR de S. mansoni, 

apoyando la relación evolutiva con la subfamilia de NR I sugerida por Wu y cols. (Wu et al., 2006; 

Alvite et al., 2019). Estas proteínas poseen la arquitectura típica y los motivos conservados de los NRs. 

La alta similitud entre los DBDs de los Eg2DBDs no nos permite elucidar si podrían tener diferentes 

blancos, sin embargo probablemente posean mecanismos de activación específicos ya que los LBDs 

presentan bajo nivel de conservación (Alvite et al., 2019). Aunque las bases de datos de E. granulosus 

(WormBase Parasite) reportan tres Eg2DBD-NRs (Eg2DBDα, Eg2DBDβ, Eg2DBDγ), recientemente 

se ha aislado un cuarto Eg2DBD-NR a partir de protoescólices de E. granulosus sensu lato. Este 

receptor denominado Eg2DBDα.1, posiblemente sea  una isoforma de Eg2DBDα producto del 

procesamiento alternativo del ARNm (Alvite et al., 2019).  

1.2.2.2 Receptor nuclear Eg2DBDα.1 

 

El gen de Eg2DBDα.1 contiene nueve intrones y diez exones en un total de 10868 pb, cuya 

secuencia codificante (CDS) para Eg2DBDα.1 es de 2493 pb correspondiente a  830 aminoácidos. La 

isoforma Eg2DBDα.1 presenta cuatro sustituciones de aminoácidos respecto a Eg2DBDα (A313T, 

T649M, S775P y S786P) y posee una deleción de 22 residuos en el exón 5 (Fig. 10) (Alvite et al., 2019). 
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Figura 10. A) Secuencia de aminoácidos de Eg2DBDα.1 Dominio de unión a ADN y el 

de unión a ligando está sombreado; los motivos de consenso están subrayados. *, # y • 

indican Cys de los dedos de Zn, sitios de empalme y sustituciones, respectivamente. B) 

Representación esquemática de la organización intrón-exón. Tomado de Alvite et al., 

2019. 

 

 

Eg2DBDα.1 tiene dos dominios DBD con dos dedos de Zn cada uno, cada uno conteniendo 

una caja P y una caja D. El DBD I posee dos dedos de zinc con las secuencias conservadas 

CysX2CysX13CysX2Cys y CysX5CysX9CysX2Cys. A partir de un modelo se sugiere que la primera 

hélice alfa Ha se podría acoplar al surco mayor del ADN mediante interacciones entre las lisinas 194-

195 de la caja P (pertenecientes a la secuencia consenso "EACKK") y dos guaninas en el elemento 

respuesta del ADN. El DBD II también contiene dos dedos de zinc con similar patrón 

CysX2Cys13CysX2Cys y CysX6CysX9CysX2Cys e interaccionaría con el ADN pero no a través del 

Caja P, contribuyendo a la estabilización del complejo (Fig. 11) (Alvite et al., 2019). 
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Figura 11. Modelado molecular de los dos DBD de Eg2DBDα.1 en complejo con ADN. 

Tomado de Alvite et al., 2019. 

 

La estructura por modelado molecular de Eg2DBDα.1-LBD presenta 2 cadenas beta y 11 

hélices alfa con plegamiento conservado de sandwich alfa-helicoidal de tres capas.  

 

Localizados en la hélice 12 (la hélice 11 es referida como hélice 12 dado que tiene solo 11 

hélices)  está el AF-2 y el motivo conservado con la secuencia LYVEMY que corresponde a una 

superficie para la unión de proteínas coactivadoras esenciales para la señalización posterior, lo que lo 

convierte en un objetivo para posibles inhibidores. La región F (105 aminoácidos) es altamente 

dinámico lo que sugiere que podría sufrir cambios conformacionales pudiendo influir en la actividad 

del receptor al afectar la activación transcripcional, la dimerización, las interacciones con otras proteínas 

y/o la estabilización de uniones  a agonistas o antagonistas en el LBD.  

El bolsillo hidrofóbico de unión a ligando (LBP) en la base del LBD involucra H3, H5, H6, 

H10, s2 y bucles que conectan H1-H2, H2-H3, s2-H6, H6-H7 (H: helice; s: cadena beta). 

Estudios recientes de anclaje molecular demostraron que los ácidos grasos de cadena larga 

insaturados, como los ácidos oleico, linoleico y araquidónico, serían los ligandos preferidos por 

Eg2DBDα.1 con afinidades decrecientes respectivamente (Cancela et al., 2022).  

 

1.3 Metabolismo de Ácidos Grasos en platelmintos 

 

Las tenias tienen un metabolismo que está adaptado para depender de los nutrientes extraídos 

de sus anfitriones utilizando como principal fuente de energía los carbohidratos, para ser catabolizados 

por la respiración aeróbica o por dos vías anaeróbicas complementarias: las vías de fermentación del 

lactato y la dismutación del malato (Tsai et al., 2013). 
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Análisis de los genomas y estudios metabólicos de Equinococcus spp. evidencian la ausencia 

de genes clave involucrados en la síntesis de novo de lípidos como ácidos grasos y esteroles (Fig. 12) 

(Zheng et al., 2013; Tsai et al., 2013).  

 

 

Figura 12. Las principales vías presentes en el metabolismo de lípidos de Cestodos. Las 

flechas sólidas negras indican la presencia de la vía, mientras que las flechas 

discontinuas indican su ausencia. Tomado de Mehlhorn, H. (2008). 

 

Los cestodos no hacen β-oxidación para obtener energía de la degradación de los lípido (Alvite 

& Esteves, 2011), solo se utilizan en la biosíntesis y renovación de la membranas, incorporándose en 

fosfolípidos, esteroles y triacilglicéridos (Brouwers et al., 1997).  

A pesar de que no pueden sintetizar ácidos grasos de cadena larga como el ácido oleico o el 

ácido linoleico (ambos predominantes) si pueden alargar los ácidos grasos absorbidos mediante la 

adición secuencial de acetil Co-A que funciona como dador de dos carbonos (Mondal et al., 2016).  

Tres tipos de proteínas podrían estar involucradas en la translocación de ácidos grasos por la 

membrana plasmática: la translocasa de ácidos grasos (FAT), la proteína de transporte de ácidos grasos 

(FATP) y la proteína de unión a ácidos grasos de la membrana plasmática (FABPpm) (Alvite & Esteves, 

2011). 

Estos organismos presentan dos transportadores de ácidos grasos altamente inmunogénicos 

como la proteína de unión a ácidos grasos (FABP) y proteínas de unión a ligandos hidrofóbicos (HLBP) 

(Alvite & Esteves, 2012). 

La proteína de unión a ácidos grasos EgFABP1 fue localizada en el núcleo, citosol y otros 

compartimentos subcelulares de células de protoscoleces de E. granulosus (Alvite & Esteves, 2016), y 

tiene un preferencia de ligando  similar a Eg2DBDα.1 presentando alta afinidad de unión por el acido 

oleico, linoleico y araquidonico (Cancela et al 2022). En base a esto, se propone un modelo donde 

EgFABP1 podría transportar ácidos grasos de cadena larga insaturados provenientes del hospedero, 

desde el citosol al núcleo y transferirlos a Eg2DBDα.1. De esta forma, Eg2DBDα.1 podría 
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homodimerizarse o heterodimerizarse con otros NR y unirse a elementos de respuesta de ADN 

específicos para regular la expresión génica de sus genes diana (Fig. 13) (Esteves & Alvite, 2022). 

 

 

Figura. 13. Modelo propuesto del mecanismo de acción de Eg2DBDα.1. BioRender. 

 

1.4 Suero de ternera de recién nacido (Newborn calf serum NBCS) 

El suero de ternera de recién nacido se usa como suplemento en medios de crecimiento de 

cultivos celulares como una alternativa menos costosa y accesible al suero fetal bovino (SFB). 

Este suero es la fracción líquida de la sangre de terneros bovinos menores de 20 días, aptos para 

consumo humano, obtenida en mataderos bajo inspección de autoridades competentes, sin permitir 

adiciones ni eliminaciones, e inactivado por calor. Contiene proteínas, lípidos, glucosa, vitaminas, 

minerales,  hormonas y otros factores de crecimiento (Cheever, et al., 2017). 

 

Los niveles de triglicéridos en el NBCS son inferiores en comparación con el SFB, no así en el 

caso del colesterol y proteínas, donde es mayor su concentración en NBCS (Cheever et al., 2017). Estos 

valores menores de triglicéridos en NBCS se podrían reflejar en que también las concentraciones de 

ácidos grasos sean menores. 
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1.5 Principio de la técnica Doble híbrido de levadura (DHL) 

 

En 1985 Brent & Ptashne en el experimento de intercambio de dominios construyeron un gen 

híbrido que codifica el extremo C-terminal de Gal4p fusionado al dominio de unión de lexA, un represor 

de E. coli que regula la respuesta SOS al irradiarse con UV. La proteína de fusión LexA-GAL4 se 

expresó en levadura en un plásmido junto con otro plásmido conteniendo un gen informador GAL1-

LacZ. Adyacente a  una región operadora lexA, esta el promotor UAS-GA. Al activarse con glucosa 

corroboró la funcionalidad de la proteína quimera (Fig. 14). 

Este experimento demuestra que el intercambio de dominios es posible, generando una 

herramienta valiosa para la biología molecular y que la activación de la transcripción no es mediada 

solamente por la unión al ADN, sino que el dominio de unión al ADN sirve para “anclar” la 

región/dominio de activación al promotor para activar la transcripción. 

 

 
Figura 14. Ensayo de Intercambio de dominios. Adaptado de Watson, JD 2016 y Brent & 

Ptashne (1985). BioRender. 

 

En 1989 Field y Song explotaron las propiedades modulares de los factores de transcripción 

eucariotas para el análisis de interacciones proteína-proteína in vivo (Paiano et al., 2018).  

El ensayo consiste en la fusión de una proteína “X'' con la parte N-terminal de GAL4 que tiene 

el DBD (aminoácidos 1 a 147), llamado híbrido carnada y la fusión de la proteína “Y” con la parte C-

terminal de Gal4 que contiene el AD (aa 768 a 881), llamado híbrido presa (Field y Song, 1989; Stynen 

et al., 2012). La unión de la proteína quimera presa al promotor Gal4-UAS y la  interacción entre la 

carnada y la presa reconstituyen funcionalmente el factor de transcripción Gal4 (Fig. 15). Luego, Gal4 

recluta la maquinaria de transcripción, incluida la ARN polimerasa II, que transcribe un gen reportero 

como por ejemplo LacZ que codifica para la enzima beta-galactosidasa que marca la célula de levadura 

cuando se usa un sustrato cromogénico como X-Gal (Brückner A, 2009;  Paiano et al., 2018).  
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Figura 15. Sistema de doble híbrido de levadura. A) La proteína carnada de interés X se 

fusiona con el dominio de unión al ADN (DBD), y la proteína presa Y se fusiona con el 

dominio de activación (AD) B) la proteína de fusión DBD-X, se une al promotor UAS y 

la interacción con la proteína de fusión AD-Y reconstituye el factor de la transcripción 

funcional, el que recluta a la ARN polimerasa II y la subsiguiente transcripción de un 

gen reportero. Adaptado Brückner, 2009. BioRender. 

 

Además de LacZ, algunas cepas contienen genes con mutaciones de auxotrofia. La  cepa Y187 

de S. cerevisiae es auxótrofa para leucina y triptófano, por lo que si estos aminoácidos (AA) no están 

presentes en el medio de cultivo las levaduras no pueden crecer. Estas levaduras pueden crecer en medio 

carente de estos AA cuando son co-transformadas con plásmidos que portan los genes de LEU2 y TRP1, 

como por ej. pGADT7 y pGBKT7 del sistema MATCHMAKER (ver más adelante). 

La cepa H109, contiene los genes HIS3 y ADE2 controlados por los promotores GAL1 , GAL2 

respectivamente que aumentan la sensibilidad y disminuyen la cantidad de falsos positivos técnicos 

(Vidalain et al., 2004; Stynen et al., 2012). 

 

1.5.1 Factor de transcripción Gal4 

En levaduras Gal4p activa la transcripción del regulón GAL en presencia de galactosa que 

incluye los genes GAL1, GAL2, GAL3, GAL80, GAL7 y GAL10 , donde Gal1p, Gal7p, Gal10p 

constituyen la vía enzimática (vía de Leloir) involucrada en el proceso de conversión de galactosa en 

glucosa-1-fosfato, pero en la cepa Y187 esta vía Leloir se sustituye por el gen reportero LacZ (Fig. 16) 

(Rajeshkannan et al., 2022).   

En levaduras salvajes S. cerevisiae los genes GAL están regulados positivamente por Gal4p y 

negativamente por el represor Gal80p (Johnston et al., 1994). En ausencia de galactosa o presencia de 

glucosa Gal80p se une a un péptido pequeño (AAs 855 a 870) dentro de Gal4AD formando un complejo 

que impide la activación del promotor mediada por Gal4p (Egriboz et al., 2013). Además en presencia 

de glucosa Mig1 reprime la transcripción uniéndose a un motivo consenso aguas arriba del gen GAL1 

y del gen GAL4 (Ostergaard et al., 2001). 
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La galactosa al unirse a la proteína inductora Gal3p, alivia el efecto inhibidor de Gal80p sobre 

el transactivador Gal4p que además necesita ser fosforilado por Cdk8 (Horvath et al., 2021).  

 

 

 
Figura 16. A-Esquema de la vía metabólica de galactosa y glucosa en levadura. El 

recuadro azul la vía de la red reguladora de los genes GAL. La glucosa suprime los 

genes GAL a través de la proteína Mig1. En presencia de galactosa y en ausencia de 

glucosa, la proteína GAL4 activa los genes GAL. Tomado de Rajeshkannan et al., 2022.  

B- La galactosa induce la expresión del gen GAL al unirse a la proteína inductora Gal3, 

que alivia el efecto inhibidor de Gal80 sobre el transactivador Gal4. Gal4 se fosforila en 

S699 por Cdk8 durante la transactivación, que es necesaria para la inducción completa 

del gen GAL PP2A/Cdc55. Tomado de Horvath et al., 2021. 

 

La cepa Y187 de levadura tiene mutados los genes GAL4 y GAL80 para evitar interferencia 

por proteínas Gal4p y Gal80p endógenas; por lo tanto, no hay una represión significativa de la glucosa 

y no se observa inducción a menos que ocurra una interacción de doble híbrido. De esta manera no se 

producen falsos positivos por la activación de Gal4p, ni falsos negativos por la represión de Gal80p. 

 

1.5.2 Modalidades del DHL 

 

El experimento puede hacerse de dos formas diferentes, transformación secuencial o simultánea 

de una cepa diploide MATa/α con el plásmido carnada y presa, o la construcción de cepas con 

apareamiento MATa y MATα con los plásmidos carnada y presa, respectivamente. Los plásmidos presa 

pueden agruparse en una biblioteca o probarse individualmente para interacciones uno a uno; esto se 

llama enfoque de matriz (Fig. 17) (Stynen et al., 2012). El apareamiento MAT𝛼/a permite la 

combinación cruzada eficiente de una gran cantidad de pares de cebo y presa pre-transformados, lo que 

proporciona alto rendimiento y sensibilidad (Striebinger, Koegl, & Bailer, 2013). El enfoque uno a uno 

de separar los CDS de las presas, conduce automáticamente a la identificación de la proteína que 

interactúa disminuyendo el número de falsos positivos (Stynen et al., 2012).  
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Figura 17. A- Las dos fusiones de genes se introducen en cepas de levadura separadas 

haploides, que luego se aparean generando una levadura diploide; B- o co-

transformando una sola cepa haploide. Se plaquea en un medio en el que la levadura no 

puede sobrevivir a menos que el gen reportero sea expresado. Por tanto, todas las 

colonias supervivientes tienen proteínas de fusión que interactúan. BioRender. 

 

Las cepas diploides MAT𝛼/a pueden aparearse asexualmente por mitosis y en condiciones 

limitantes por meiosis formando esporas 𝛼 y a, que pueden atraerse vía feromonas y luego fusionarse. 

En cambio las levaduras haploides MAT𝛼  y MATa sólo se reproducen por mitosis y pueden 

interconvertirse reversiblemente entre sí en un proceso llamado cambio de tipo de apareamiento 

determinado por el locus del tipo de apareamiento (MAT), que se encuentra en el cromosoma III 

(Hanson & Wolfe, 2017).  

 

 

 

1.5.3 Falsos positivos y falsos negativos 

 

Hay dos categorías principales de falsos positivos. Falsos positivos ''biológicos'' con 

interacciones proteína-proteína que se producen en células de levadura, pero que no ocurren en el 

organismo de estudio (artefacto biológico), porque las dos proteínas no se expresan al mismo 

tiempo o en los mismos tejidos (Vidalain et al., 2004). Proteínas carnadas ampliamente 

interactivas (“pegajosas”) que pueden tener propiedades intrínsecas de estructura secundaria que 
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conducen a interacciones frecuentes inespecíficas como por ejemplo con proteínas chaperonas 

Heat Shock (Serebriiskii & Golemis, 2001).  

 

Falsos positivos ''técnicos'' con interacciones proteína-proteína debido a limitaciones del sistema 

y que no son reproducibles en condiciones experimentales idénticas (Huang & Bader, 2009). Mutaciones 

en los genes informadores que conducen a expresiones constitutivas o proteínas que se unen y activan 

el gen reportero directamente (Vidalain et al., 2004). Autoactivación debido a fusiones con proteínas X 

que contienen dentro un AD o un AD críptico y/o truncado funcional (Shivhare et al., 2021). 

 

Los falsos negativos pueden tener un origen técnico o biológico. Los falsos negativos técnicos 

se deben a un muestreo insuficiente de posibles proteínas interactuantes. Los falsos negativos biológicos 

pueden deberse a requisitos de temperatura, pH, cofactores, proteínas de andamiaje y modificaciones 

postraduccionales o restricciones estéricas de una proteína que puede imponer al sistema informador 

Gal4 (Huang & Bader 2009; Striebingeret al., 2013). También podría ocurrir que las fusiones son tóxicas 

o inestables en levaduras (Mehla et al., 2017) 

 

1.6 Doble híbrido de levadura modificado 

El gen reportero bacteriano lacZ, codifica la enzima β-galactosidasa (β-gal, EC 3.2.1.23), 

ampliamente utilizada en análisis de genética, biología celular y molecular, genómica y proteómica 

debido a que tiene una amplia capacidad de inducción (hasta 10,000 veces), se tolera bien en Escherichia 

coli y otros organismos, siendo un producto funcional y fácil de purificar. Además, tiene una variedad 

de sustratos y ensayos tanto in vivo como in vitro. La estructura tetramerica de β-gal (1020 aminoácidos, 

500 kDa aprox.) permite la coexpresión de dominios individuales y fusiones con otras proteínas, lo que 

amplía su utilidad  (Serebriiskii & Golemis, 2000). 
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Figura 18. Función enzimática de la β-galactosidasa . β-gal escinde sustratos que 

contienen b-D-galactósido con una amplia gama de grupos aglicona, apuntando entre el 

oxígeno glicosil y el carbono anomérico como se indica (tijeras). Los sustratos utilizados 

pueden ser indicadores cualitativos de función b-gal en placas (X-Gal) o para ensayos 

líquidos cuantitativos mediante medida de fluorescencia (MU-Gal o MUG) o color en 

espectrofotometría (ONPG). Tomado de Serebriiskii & Golemis, 2000. 

 

La β-galactosidasa cataliza reacciones en β-d-galactopiranósidos de hidrólisis de enlace O-

glicosídico de oxígeno y otros enlaces glicosídicos, como con nitrógeno, azufre y flúor, pero con una 

eficiencia catalítica muy reducida, requiriendo Na+ o K+ y Mg 2+ para estar completamente activa (Juers 

et al., 2012). 

La hidrólisis de ONPG (orto-nitrofenil-β-galactopiranósido), da como subproducto soluble de 

color amarillo, o-nitrofenol, que permite la cuantificación de la fuerza de interacción mediante 

mediciones de absorbancia espectrofotométricas. Por otro lado, X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-d- 

galactopiranósido), comúnmente utilizado en enfoques de soporte sólido como levantamiento de 

colonias o ensayos en placas de agar, produce un color intensamente azul (Fig. 18) (Trimborn et al., 

2022). 

El ensayo de DHL modificado (DHLm) es una estrategia que utiliza el sistema in vivo de DHL 

para evaluar la unión de posibles ligandos mediante un ensayo colorimétrico que cuantifica el producto 

codificado del gen LacZ, la enzima 𝛽-galactosidasa. Se analiza la β-galactosidasa en cultivos líquidos 

para cuantificar las interacciones de dos híbridos y comparar la relación la fuerza de las interacciones 

proteína-proteína observadas en transformantes seleccionados. Sin embargo, no existe una correlación 

directa entre la actividad de la β-galactosidasa y la Kd de una interacción (Estojak et al., 1995) 
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1.7 Justificación del trabajo 

 

A pesar de los avances en el conocimiento de la biología del parásito, aún existen muchos 

aspectos que requieren ser investigados para comprender mejor los fundamentos subyacentes de la 

patogénesis y desarrollar estrategias de control efectivas. Pensamos que los receptores nucleares serían 

factores de transcripción clave en la regulación de la expresión génica y desempeñan un papel crucial 

en diversos procesos biológicos. 

Los NRs de helmintos parásitos son considerados nuevos posibles blanco de drogas 

antihelmínticas ya que debido a la ausencia de estrategias terapéuticas eficaces con las drogas existentes 

y al desarrollo paulatino de la resistencia parasitaria, se requieren nuevas estrategias para tratar estas 

infecciones (Nari et al., 2003; Wang et al., 2017; Wen et al., 2019). Los benzimidazoles, antiparasitarios 

de elección para el tratamiento de la EQ, presentan varias contraindicaciones y efectos secundarios. 

Solamente consiguen la resolución de los quistes humanos en un 30% de casos, con una tasa de recaída 

importante (25%-60%) (Busto et al., 2016). Cabe destacar que el 13% de las drogas aprobadas por la 

FDA interaccionan con NRs ya que son blancos atractivos para el desarrollo de drogas de pequeño 

tamaño, lipofílicas y de uso oral (Evans & Mangelsdorf, 2014). El principio de la utilización de NRs 

como blancos para el tratamiento de enfermedades parasitarias se basa en el uso de ligandos exógenos 

que interfieran con sus funciones pero también podrían interaccionar con reguladores corriente arriba o 

los efectores corriente abajo del NR (Wang et al., 2017).  

Por estos motivos es importante dilucidar el mecanismo de acción de los receptores nucleares 

de E. granulosus, más aún de los Eg2DBDs ya que los hospederos del parásito no presentan proteínas 

similares. 

 

1.8 Hipótesis 

Basándonos en los antecedentes previamente expuestos acerca de Eg2DBDα.1, hemos 

formulado la hipótesis de que su mecanismo de acción implica la formación de homodímeros a través 

de su dominio de unión a ligandos (LBD), luego de la unión de un ligando específico al mismo. Esto se 

sustenta en la necesidad de Eg2DBDα.1 de homodimerizarse para llevar a cabo su función biológica, 

un proceso que se activa en respuesta a ligandos provenientes del hospedero. Estos ligandos podrían 

encontrarse en el suero de ternero recién nacido (NBCS), lo que sugiere la participación de este receptor 

en la comunicación entre el hospedero y el parásito. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo general 

 

En este contexto el objetivo general de este trabajo se centra en contribuir al conocimiento de 

las funciones de Eg2DBDα.1, en el estadio larvario de protoescólices de Echinococcus granulosus s.l.  

 

2.1.1 Objetivos específicos. 

 

Determinar si el suero del ternero recién nacido (NBCS) es capaz de estimular la homodimerización 

del receptor nuclear Eg2DBDα.1 mediante un ensayo de doble híbrido de levadura modificado 

(DHLm). 

 

- Evaluar el ensayo estándar y optimizado de co-transformación de levadura con los vectores 

carnada y presa conteniendo el inserto Eg2DBDα.1-EF. 

 

- Realizar estudios de DHLm para determinar la capacidad de homodimerización de 

Eg2DBDα.1-EF mediante la medida de actividad β-galactosidasa que es dependiente del grado de 

dimerización del LBD generado por la unión del ligando presente en el NBCS. 
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3. Materiales y métodos 

 

Para estudiar la capacidad de estimulación de la homodimerización del receptor nuclear 

Eg2DBDα.1 se utilizó el dominio de unión a ligandos (LBD) y el dominio F (región E-F), ya que 

previamente se demostró que esta región era capaz de homodimerizar consigo misma (Blanco et al., 

2023). Se realizó un ensayo de doble híbrido modificado donde los dobles transformantes de la cepa de 

levadura Sacharomyces cerevisae Y187 se incuban con o sin NBCS. Además se realizaron los controles 

necesarios. 

Las secuencias codificantes de la región E-F fue clonada previamente como fusiones a los 

ADNc de los dominio DBD o al AD (dominio de activación) del factor de transcripción GAL4 presentes 

en los plásmidos pGBKT7 y  pGADT7 respectivamente (Blanco et al., 2023). 

Estas construcciones fueron utilizadas para co-transformar levaduras S. cerevisae Y187 para 

estudiar el nivel de homodimerización de este NR. 

 

3.1 Saccharomyces Cerevisiae Y187 

 

Esta cepa posee un gen reportero LacZ bajo el control del promotor UASGAL1-TATAbox. La 

secuencia activadora aguas arriba UASGAL1 es un promotor proximal con cuatro secuencias consenso 

que actúa como potenciador (enhancer) transcripcional aditivo al que se une un elemento en trans 

específico de forma cooperativa: Gal4p (Yeast Protocols Handbook, 2009; Giniger & Ptashne, 1988). 

Aprox. 25 pb upstream en cis al elemento UASGAL1 está el promotor core TATABOX cuya secuencia 

consenso TATA(A/T)A(A/T)(A/G) determina el sitio de inicio de la transcripción y la transcripción 

basal del gen mediante la unión de otros factores de transcripción que actúan en trans. (Basehoar et al., 

2004; Cheon et al., 2020; Yeast Protocols Handbook, 2009) 

 

Secuencias consenso de UASGAL1  

GAL1-bs1 TAGAAGCCGCCGAGCGG 

GAL1-bs2 GACAGCCCTCCGAAGGA 

GAL1-bs3  GACTCTCCTCCGTGCGT 

GAL1-bs4 CGCACTGCTCCGAACAA 

 

 

En respuesta a la activación de Gal4p sobre GAL1, Y187 muestra un alto nivel de actividad de 

β-galactosidasa producto del gen LacZ, que sirve para la identificación en placa de colonias usando el 
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sustrato cromogénico X-gal y para análisis cuantitativos en cultivos líquidos con sustratos como ONPG. 

Este último se utilizó en el presente trabajo 

 

Y187 presenta auxotrofía por leucina (Leu-) y triptófano (Trp-), dado que presenta las 

mutaciones knockout leu 2-3,112 y Trp1-901, lo cual permite restablecer el fenotipo protótrofo por 

complementación una vez adquiridos los plásmidos pGADT7 y pGBKT7 que poseen los genes LEU2 

y TRP1 respectivamente. El gen LEU2 codifica para la enzima β-isopropilmalato deshidrogenasa que 

cataliza el tercer paso en la ruta de biosíntesis de leucina y el gen de TRP1 que codifica para la enzima 

isomerasa de fosforribosilantranilato, la cual cataliza el tercer paso en la biosíntesis de triptófano. Estos 

genes sirven como genes de selección auxótrofos ya que las levaduras que no sean co-transformadas 

con ambos plásmidos no podrán crecer en medios carentes de leucina y triptófano (Yeast Protocols 

Handbook, 2009). Además esta cepa posee otras mutaciones que se detallan en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Genotipo y fenotipo de la Cepa Y187   

Cepa Y187      URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ 

Genotipo Fenotipo 

MAT𝛼 MAT𝛼1/𝛼2   Tipo de apareamiento sexual haploide (Oya & 

Matsuura, 2022) 

ura3-52 Ura-    Auxótrofo de uracilo. Requiere uracilo en el medio 

his3-20 His-    Auxótrofo de histidina. Requiere histidina en el medio 

ade2-101 Ade-    Auxótrofo de adenina. Requiere adenina en el medio 

trp1-901 Trp-    Auxótrofo de trp. Requiere triptófano en el medio 

leu2-3, 112 Leu-    Auxótrofo de leu. Requiere leucina en el medio 

gal4𝛥 Ausencia del gen Gal4 endógeno (regulador positivo), no 

interfiere con el ensayo DHL 

gal80𝛥 Ausencia del gen del represor Gal80 (regulador negativo) 

permite que genes GAL se expresen constitutivamente 

met- Met-    Auxótrofo de metionina. Requiere metionina en el medio 

 

 

3.2 Vectores pGBKT7 y pGADT7 

 

Los vectores de fusión Matchmaker System 3 (Clontech) pGBKT7 y pGADT7, se diseñaron 

para la expresión de proteínas y confirmación de interacciones con Kd por encima de ~70 μM. Son 
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vectores no integrativos porque poseen orígenes de replicación, por lo tanto permanecen circularizados 

en el núcleo. Cada vector posee dos orígenes de replicación, pUC y 2𝜇ori (2 micron ori) que promueven 

la replicación en E. coli y S. cerevisiae respectivamente. 

 

El plásmido carnada pGBKT7 contiene un sitio de clonado múltiple (MCS) para la clonación 

de fragmentos de ADN codificantes para una de las proteínas de interés que se expresan fusionadas al 

extremo N-terminal (AA 1–147) del dominio de unión (DBD) de GAL4. Las proteínas de fusión son 

expresadas en altos niveles gracias al promotor ADH1 constitutivo (PADH1). Es un promotor truncado 

de 700-bp que no se reprime por etanol, subproducto del metabolismo en la fase logarítmica de 

crecimiento. La transcripción es terminada por señales de terminación de la transcripción T7 y 

ADH1(TADH1). Lleva el Gen de resistencia a la kanamicina para la selección en E. coli y el gen auxótrofo 

TRP1 para la selección en levaduras. Además, pGBKT7 también contiene el promotor T7 RNA pol que 

promueve la transcripción  del epítope c-Myc fusionado a la proteína de interés, sin el GAL4 DNA-BD. 

 

El plásmido presa pGADT7 contiene el MCS para la clonación de fragmentos de ADN 

codificantes para otra de las proteínas de interés que se expresan fusionadas al extremo N-terminal (AA 

768–881) del dominio de activación (AD) de GAL4. Las proteínas de fusión se expresan en altos niveles 

gracias al promotor constitutivo ADH1  (PADH1) completo de 1500 pb, pero en cual la transcripción es 

reprimida en la fase logarítmica tardía por el etanol que se acumula en el medio como subproducto del 

metabolismo. 

Posee la señal de terminación de la transcripción TADH1 y la proteína de fusión se dirige al núcleo 

por la secuencia de localización nuclear SV40 que está antes del GAL4-AD. El vector lleva el gen de 

resistencia a la ampicilina para la selección en E. coli y el marcador nutricional LEU2 para la selección 

en levadura. El promotor T7 de la RNA pol, permite la transcripción y traducción de la proteína de 

interés fusionada con HA sin GAL4 AD (Yeast Protocols Handbook Clontech, 2009). 

 

3.3 Ensayos de co-transformación 

 

El kit Matchmaker Two-Hybrid System 3 provee los plásmidos control negativo y control 

positivo necesarios para validar el ensayo de DHL, los cuales fueron cedidos por el Dr. Uriel Koziol.. 

Se realizaron las siguientes co-transformaciones: 

Control positivo: co-transformación con el vector carnada pGBKT7-p53 que codifica la fusion 

entre el DBD de GAL4 y el p53 murino y el vector presa pGADT7-T que codifica para la fusión del 

AD de GAL4 y el antígeno T largo de SV40.  El antígeno T del virus simio 40 (SV40) forma con p53 
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un complejo que inhibe la función de p53 (gen supresor de tumores) en células infectadas con SV40 y 

transformadas con SV40 (Sheppard et al., 1999). 

Control negativo: co-transformación con el vector carnada pGBKT7-Lam que codifica una 

fusión del DBD de GAL4 con la proteína lamina C humana y el vector presa pGADT7-T que es el 

mismo antes  mencionado. La Lamina C es un filamento intermedio tipo V que compone la envoltura 

nuclear (Butin-Israeli et al., 2011). Lamina C no forma complejos ni interactúa con proteínas.   

Ensayo de homodimerizacion “E”: co-transformación con los plásmidos carnada y presa con 

las secuencia codificante (CDS) para la región E-F de Eg2DBDα.1 (NCBI ID Eg2DBDα.1: 

MH092994.2) llamados pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF y pGADT7-Eg2DBDα.1-EF respectivamente (Fig. 

19A). 

El plásmido pGBKT7 expresa el dominio de unión al ADN GAL4 (AA1-147) fusionado por el 

extremo C-terminal al epítope c-Myc (EEQKLISEEDL) y este último se fusiona a la proteína carnada 

en estudio. El plásmido pGADT7 expresa una región del dominio de activación de GAL4 (aminoácidos 

del 768 al 881) fusionado por el extremo C-terminal al epítope HA (YDVPDYA) y éste fusionado a la 

proteína presa (Fig. 19B y C). 
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Figura 19. A- Plásmidos carnada pGBKT7 y presa pGADT7 del ensayo con 

Eg2DBDα.1-EF (“E”). B- El plásmido pGBKT7 expresa el dominio de unión al ADN 

GAL4 (AA1-147) fusionado por el extremo C-terminal al epítope c-Myc 

(EEQKLISEEDL) y este último se fusiona a la proteína carnada en estudio. El plásmido 

pGADT7 expresa una región del dominio de activación de GAL4 (aminoácidos del 768 

al 881) fusionado por el extremo C-terminal al epítope HA (YDVPDYA) y éste fusionado 

a la proteína presa. 

 

 

3.3.1 Cuantificación de ADN 

 

El ADN de los plásmidos presa y carnada se cuantificó previo a la co-transformación mediante 

espectrofotometría midiendo absorbancia a λ=260 nm (Abs260) con el equipo NanoDrop Lite (Thermo 

Fisher) y se estimó su pureza mediante la relación entre la absorbancia a λ=260 nm y λ=280 nm 

(Abs260/Abs280). 
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3.3.2 Co-transformación mediada por LiAc/PEG/DTT 

 

Para co-transformar levaduras Y187 se utilizaron los plásmidos del control positivo C(+) y del 

control negativo C(-) del kit Matchmaker Two-Hybrid System 3. Además, se co-transformó con los 

plásmidos carnada y presa portando la CDS de Eg2DBDα.1 previamente mencionada, a este 

experimento se les llamó “E” por ensayo. Las co-transformaciones realizadas se describen en la en la 

Tabla 2. 

 

               Tabla 2. Co-transformaciones realizadas en S. cerevisiae Y187. 

Co-

transformación 

Vector carnada 

pGBKT7 

Tamaño 

(pb) 

Vector presa 

pGADT7 

Tamaño 

(pb) 

C(+) pGBKT7-p53 8274 pGADT7-Tag 9972 

C(-) pGBKT7-Lam 7804 pGADT7-Tag 9972 

E pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF 8485 pGADT7-Eg2DBDα.1-EF 9138 

 

La co-transformación se hizo mediante el método químico  de acetato de litio (LiAc/PEG/DTT). 

El fundamento de esta técnica se basa en que el LiAc tiene al catión Li+ el cual funciona como agente 

caotrópico de las membranas (Kawai, Hashimoto & Murata, 2010). Esto combinado con el agente 

reductor ditiotreitol (DTT) que reduce -rompe- los enlaces disulfuro alterando la conformación nativa 

de las proteínas y el choque térmico, desnaturalizan las proteínas de  membrana y el ADN, promoviendo 

el paso del ADN al interior de la célula (Thompson et al., 1998; Alliegro 2000). Además el 

polietilenglicol (PEG) promueve la asociación del ADN exógeno con la superficie de la célula 

aumentando la eficiencia de transformación (Tripp et al., 2013). 

 

En primer  lugar se realizó un precultivo de levaduras Y187 en medio  conteniendo extracto de 

levadura/peptona/dextrosa, suplementado con adenina hemisulfato (YPDA, Yeast Extract–Peptone–

Dextrose–Adenine, Anexo 7.1) que fue incubado durante 20 horas a 30°C con agitación a 200 rpm. Este 

se centrifugó a 700 xg durante 5 minutos y el pellet se resuspendió en 1 mL de buffer One-Step que 

contiene 0,2 M de acetato de litio, 40 % PEG 3350, 0,1 M de DTT (LiAc/PEG/DTT), el cual permite 

la permeabilización de las levaduras. Se  incubó 100 μL de esta suspensión de levaduras con 1 μg de 

cada uno de los plásmidos (según Tabla 3) y se incubó 30 minutos a 45 °C. Posteriormente se plaqueó 

en placas de (SD, Sigma) SD/-Leu/-Trp y se incubó durante 72hs a 30 °C. Las placas con medio  minimo 

sintético definido SD/-Leu/-Trp carecen de leucina y triptófano. Incluye un medio base de levadura sin 

aminoácidos (Sigma) y DO-Leu-Trp (10X Dropout System) que contiene una mezcla de AA menos 

leucina y triptófano,  las bases nitrogenadas adenina y uracilo, inositol y ácido p-aminobenzoico (Anexo 

7.2). El procedimiento de transformación mencionado anteriormente se puede ver esquematizado en la 

Figura 20 y Anexo 7.3. 
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Figura 20. Esquema de Co-transformación estándar y modificado (en gris con DO-Leu-

Trp). BioRender. 

 

Se eligieron tres colonias re-aisladas de cada ensayo identificándose como C(-)1, C(-)2, C(-)3; 

C(+)1, C(+)2, C(+)3; y E1, E2, E3. 

 

3.3.3 Co-transformación modificada mediada por LiAc/PEG/DTT y DO-Leu-Trp 

 

El protocolo es similar al comentado anteriormente pero adicionando +DO-Le-Trp y con cantidades 

de reactivos menores en el One-Step. Al inicio se realizó un precultivo de levaduras Y187 en medio  

conteniendo extracto de levadura/peptona/dextrosa, suplementado con adenina hemisulfato (YPDA, 

Yeast Extract–Peptone–Dextrose–Adenine, Anexo 7.1) que fue incubado durante 20 horas a 30°C con 

agitación a 200 rpm. Este se centrifugó a 700 xg durante 5 minutos y el pellet se resuspendió en 0,5 

mL de buffer One-Step que contiene 0,2 M de acetato de litio, 40 % PEG 3350, 0,1 M de DTT 

(LiAc/PEG/DTT). Se  incubó 100 μL de esta suspensión de levaduras con 1 y 0,5 μg de cada uno de 

los plásmidos (según Tabla 3) y se incubó 30 minutos a 45 °C. Posteriormente se plaqueó en placas de 

(SD, Sigma) SD/-Leu/-Trp y se incubó durante 72hs a 30 °C (Anexo 7.4).  
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3.3.4 Eficiencia de transformación  

 

Para calcular la eficiencia de co-transformación se cuentan las colonias que crecen en la placa 

con 100 uL de suspensión. 

El rango de sensibilidad válido abarca las placas donde haya alrededor de 30 a 300 colonias. 

El cálculo de eficiencia de transformación se expresa en unidades formadoras de colonias 

(UFC)/ug de ADN (Ec. 1). 

 

𝑁º 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 ∗ 𝑉𝑜𝑙. 𝑟𝑒𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖ó𝑛 (𝜇𝐿)

𝑉𝑜𝑙. 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑎𝑑𝑜 (𝑢𝐿)  ∗   𝐹𝑎𝑐𝑡. 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 ∗  # 𝑝𝑙á𝑠𝑚𝑖𝑑𝑜 (𝑢𝑔) 
= 𝑈𝐹𝐶 /𝑢𝑔 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁           𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 1 

 

La eficiencia de transformación en general debe ser de al menos 103 ufc/μg para la co-

transformación simultánea con dos tipos de plásmidos. 

 

3.4 Ensayo Doble híbrido de levadura modificado (DHLm) 

 

Se mide la actividad catalítica de la 𝛽-galactosidasa analizando la tasa de hidrólisis del sustrato 

cromogénico O-nitrofenil-𝛽-D-galactopiranósido (ONPG) cuyo producto amarillo, el O-nitrofenol 

absorbe luz a longitud de onda de 420 nm (Fig. 21). 

 
Figura 21. Reacción catalizada por la enzima 𝛽-galactosidasa 

 

Como la β-galactosidasa es una enzima intracelular el ensayo se lleva a cabo haciendo lisis 

celular para liberar la enzima mediante shock térmico con ciclos de congelado y descongelado con 

nitrógeno líquido y baño termostatizado a 37ºC. 

En el DHLm las levaduras Y187 co-transformadas se incuban con Newborn Calf Serum 

(NBCS, Termo Fisher), suero de ternero recién nacido que posiblemente posea  ácidos grasos en su 

composición como posibles ligandos. Se mide la actividad β-galactosidasa que es dependiente del grado 

de dimerización del LBD generado por la unión del ligando. 

 

 

3.4.1 Co-transformación de levaduras e incubación con el ligando 
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Para la transformación de Y187 se utilizó el protocolo ya descripto en la Sección 3.3.2. Se 

realizaron tres co-transformaciones: 1) pGADT7-Eg2DBDα.1-EF/pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF, 2) 

pGADT7-T/pGBKT7-p53 (control positivo) y 3) pGADT7-T/pGBKT7-Lam (control negativo). 

Se hicieron duplicados biológicos de las colonias y duplicados técnicos con y sin ligando (Tabla 

3). 

Tabla 3. Ensayos del DHLm 

Ensayo Colonia Nº replicados 

C(+)  

 
pAD-Tag x pBD-p53 

C(+) 1 

sin ligando x2 

NBCS x2 

C(+) 2 

sin ligando x2 

NBCS x2 

C(-) 

 
pAD-Tag x pBD-Lam 

C(-) 1 

sin ligando x2 

NBCS x2 

C(-) 2 

sin ligando x2 

NBCS x2 

E 

 
pAD-Eg2DBDα.1-EF x pBD-

Eg2DBDα.1-EF 

E 1 

sin ligando x2 

NBCS x2 

E 2 

sin ligando x2 

NBCS x2 

 

Se seleccionaron dos colonias de cada una de las co-transformaciones y se inocularon en un 

precultivo de 3 mL en SD/-Leu/-Trp para ser incubadas overnight a 30 °C a 250 rpm. Al día siguiente, 

se vortexeó 0,5-1 min. el precultivo y se transfirió 750 μL del mismo a dos tubos de ensayo que 

contenían 3 mL del medio SD/-Leu/-Trp. En uno de los tubos se agregó NBCS 5% (197,4 μL) y en el 

otro 197,4 μL de SD-/Leu/-Trp (control sin ligando). 

Se incubó nuevamente a 30 °C con agitación a 250 rpm hasta que el cultivo alcanzó una DO 

medida a 600nm entre 0,5 y 1,0. Se registró el valor de DO600 (Fig. 22). 
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Figura 22. Esquema de los primeros pasos del ensayo DHLm. BioRender. 

 

3.4.2 Determinación de la actividad β-galactosidasa 

 

A continuación se extrajo tres alícuotas de 500 μL de cada cultivo en tubos de 1,5 mL, se 

centrifugaron a 14.000 xg por 30 segundos y se descartó el sobrenadante. A cada pellet se agregó 500 

μL de Z-buffer (16,1 g/L Na2HPO4-7H2O; 5,50 g/L NaH2PO4-H2O; 0,75 g/L KCl; 0,246 g/L MgSO4-

7H2O; pH 7,0), se vortexeo y se volvió a centrifugar a 14.000 rpm por 30 segundos. Se descartó el 

sobrenadante y se agregó 100 μL de Z-buffer, concentrando la muestra 5 veces. Se transfirió 50 μL a 

un nuevo tubo y se lisó las células mediante shock térmico a través de tres ciclos de congelado de 10s 

en nitrógeno líquido y descongelado colocando la muestra en baño termostatizado a 37 °C. Se dejó a -

80 ºC en nitrógeno por 24hs. Posteriormente se agregó a cada muestra 350 μL de Z-buffer con 1 μL de 

β-mercaptoetanol y se incubó a 30 °C. Se agregó 80 μL de ONPG (Sigma-Aldrich) 4 mg/mL en Z-

Buffer y se contabilizó el tiempo hasta el desarrollo de color amarillo. Se paró la reacción medinte el  

agregado de 200 μL de Na2CO3 1 M y se centrifugo a 14000 xg. Al sobrenadante se le midió la 

absorbancia a 420 nm con el espectrofotómetro Shimadzu UV-160 (Fig. 23 y Anexo 7.5). 
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Figura 23. Esquema de los pasos finales del ensayo DHLm. BioRender. 

 

3.4.3 Cálculo de la actividad de la β-galactosidasa 

 

1 unidad de β-galactosidasa se define como la cantidad de enzima que hidroliza 1 μmol de 

ONPG a amarillo de O-nitrofenol y D-galactosa por minuto (Ec. 2). 

 

𝑈𝛽−𝑔𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑠𝑎 =
1000 ∗  𝐴𝑏𝑠420

𝑡 (𝑚𝑖𝑛) ∗  𝑉(𝑚𝐿) ∗  𝐷𝑂600

     𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 2 

 

Donde Abs420 es la absorbancia medida a 420 nm; t es el tiempo en minutos que tardó la 

aparición del color amarillo; V es el volumen de células en mL que se utilizó para realizar la reacción, 

multiplicado por el factor de dilución; DO600 es la densidad optica medida a 600 nm.  

Cada ensayo se realizó por duplicado biológico y por duplicados técnicos. Para evaluar el nivel 

de significancia, se utilizó el Test de Student con datos desapareados de dos colas y se estableció la 

significancia para los datos con un p valor < 0.05. 
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3.5 PCR de colonia 

 

Se verificó la presencia del inserto en los plásmidos en una PCR en tiempo final, utilizando 

como único cebador directo a T7-F y como cebador reverso pAD-R o pBD-R en los vectores carnada y 

presa respectivamente:  

T7-F: 5´- taatacgactcactataggg - 3´ 

pAD-R: 5´- agatggtgcacgatgcacag - 3´ 

pBD-R: 5´- ttttcgttttaaaacctaagagtc - 3´ 

 

Se utilizó 2,4 μL de Buffer 10x Complete II KCl,  2 μL de dNTPs 10 mM, 1 μL de primer T7-

F 10 μM, 1 μL de primer pAD-R 10 μM o 10 μL de primer pBD-R 10 μM según corresponda, 0,3 μL 

Taq Bioron 5 U/μL (Bioline), y se completa con H2O en un volumen final de reacción de 25 μL. Se 

utilizó el programa mostrado en la Tabla 4 y el termociclador Eppendorf Mastercycler Personal 

(Eppendorf). 

Los productos de PCR así obtenidos fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa 1 %. 

 

Tabla 4. Programa de amplificación por PCR 

Etapa Tiempo Temperatura (ºC) Nº de ciclos 

Desnaturalización inicial 5 minutos 94 1 

Desnaturalización 20 segundos 94 

30 
Hibridación 30 segundos 55 

Extensión 
2 min. 30 seg. 72 

Extensión final 7 minutos 72 1 

 

3.6 Electroforesis en gel de agarosa 0,8% y 1% 

 

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa 1 % en buffer TAE 

1 X junto con el marcador de peso molecular para ADN GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Fisher) 

(Fig. 24). Los ácidos nucleicos fueron visualizados mediante la incorporación al gel del agente 

intercalante SYBR SafeDNA Gel Stain (Thermo Fisher) en el equipo Fast Gene Gel Pic LED Box 

(Genetics). 
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Figura 24. Marcador de peso molecular para ADN GeneRuler 1 kb DNA ladder 

(Thermo Fisher) 
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4. Resultados y discusión 

4.1 Co-transformación y eficiencia de transformación 

 

En primer lugar evaluamos la concentración y pureza de los plásmidos utilizados para realizar 

los ensayos de DHLm (Tabla 5).  

 

Tabla 5. Cuantificación y pureza de las soluciones con los plásmidos 

Plásmido Concentración (ng/𝜇L) Abs260/Abs280 

pGADT7-Tag 722,8 1,86 

pGBKT7-p53 870,2 1,89 

pGBKT7-Lam 1078,1 1,90 

pGADT7-Eg2DBDα.1-EF 721,0 1,89 

pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF 745,1 1,93 

 

 

Todos los plásmidos de los ensayos, así como los controles fueron purificados y se evaluó su 

integridad mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% (Fig. 25).  

Estos resultados nos permitieron verificar que los plásmidos utilizados en el ensayo de DHLm 

se encontraban con alta concentración e índice de pureza. 

 

 

Figura 25. Electroforesis en agarosa 0,8 % de los plásmidos utilizados en los ensayos de 

co-transformacion. 

 

 

Todos los plásmidos utilizados fueron secuenciados (servicio Macrogen) confirmándose la 

identidad de los mismos (Anexo 7.6). 
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4.1.1 Puesta a punto de la Co-transformación 

 

Para realizar el ensayo de DHLm se llevaron a cabo tres co-transformaciones utilizando el 

protocolo estándar en levaduras S. cerevisae  Y187: 1) pGADT7-Tag y pGBKT7-Lam como control 

negativo 2) pGADT7-Tag y pGBKT7-p53 como control positivo; 3) sin vectores; 4) pGADT7-

Eg2DBDα.1-EF y pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF siendo el ensayo de interés a validar (Fig. 26A). 

 

 
Figura 26. A- Co-transformacion en placas SD/-Leu/-Trp: 1) pGADT7-Tag y pGBKT7-

p53 como control positivo; 2) pGADT7-Tag pGBKT7- Lam como control negativo; 3) 

sin vectores;  4) pGADT7-Eg2DBDα.1-EF y pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF  (ensayo de 

interés). B- Gráfica de eficiencia de transformación UFC/ug 

 

Las co-transformaciones controles negativo, positivo y sin vectores fueron exitosas, 

obteniéndose un alto número de colonias co-transformadas en los controles. Sin embargo, la co-

transformación 4 (ensayo 4), con pGADT7-Eg2DBDα.1-EF y pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF, denominado 

E (Fig. 26B), rindió un bajo número de colonias (menor a 30) lo que impidió validar el experimento y 

tampoco calcular la eficiencia de transformación según el protocolo Yeast Protocols Handbook, 2009 . 

 

Dado que una de las posibilidades es que estemos ante una baja eficiencia de transformación 

donde los plásmidos pGADT7-Eg2DBDα.1-EF y pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF no sean bien incorporados, 

nos propusimos usar un nuevo protocolo de alta eficiencia de transformación basado en lo realizado por 

Yu y colaboradores en 2016 y 2019 (Yu et al., 2016; Yu et al., 2019). Dicho protocolo se sustenta en 

que la eficacia de la transformación de la levadura está determinada por la tasa de endocitosis la cual 

está influida por el complejo de señalización TORC1 que es inducido principalmente por los 

aminoácidos del medio. Tomando en cuenta esto, se agregó al buffer de transformación One-step el 

DO-L-W (10X Dropout System) que contiene las bases nitrogenadas adenina y uracilo, inositol y ácido 

p-aminobenzoico,  y todos los aminoácidos menos leucina y triptófano (LiAc/PEG/DTT + DO-L-W). 

Esta co-transformación se hizo dos veces con 1 y 0,5 uL ADN de cada vector en un volumen final de 

500 uL aproximadamente, en paralelo se realizó  el protocolo estándar con las mismas cantidades de 

ADN  (Fig. 27A).  
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Figura 27. A- Placas de siembra en superficie en medio sintético mínimo SD/-Leu/-Trp. 

1 y 2- +DO: con 1 ug de ADN de pGADT7-Eg2DBDα.1-EF y pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF, 

y 0,5 ug de ADN pGADT7-Eg2DBDα.1-EF y pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF.  3 y 4- Placas de 

abajo utilizando protocolo estándar de izquierda a derecha: con 1 ug de ADN y 0,5 ug 

de ADN. B - Gráficas de eficiencia de transformación UFC/ug de las colonias de las 

placas individuales +DO-L-W con 1 ug de ADN y 0,5 ug de ADN y estándar con 1 ug de 

ADN y 0,5 ug de ADN. C- Eficiencia de transformación tomando en conjunto los dos 

ensayos +DO-L-W con 1 ug de ADN y 0,5 ug de ADN por un lado, y estándar con 1 ug 

de ADN y 0,5 ug de ADN, por el otro. 

 

Se logro aumentar varios órdenes la eficiencia de transformación de las colonias de las placas 

individuales +DO-L-W con 1 ug de ADN y 0,5 ug de ADN y estándar con 1 ug de ADN y 0,5 ug de 

ADN (Fig. 26B). Aumentó significativamente la eficiencia de transformación tomando en conjunto los 

dos ensayos con +DO-L-W Con 1 ug de ADN y 0,5 ug de ADN y estándar con 1 ug de ADN y 0,5 ug 

de ADN, siendo 25 veces mayor en el protocolo en medio sintético en presencia de aminoácidos y otros 

nutrientes que el estándar. Además, se pudo aumentar la eficiencia de transformación con menos 

cantidad de ADN y de reactivos, siendo la mitad de lo utilizado en el protocolo estandar, conservando 

la misma concentración. 

 

La baja eficiencia de transformación observada en la placa ensayo (4) de la Figura 26 en 

relación a la placas control, pudo haberse debido a que la expresión de Eg2DBDα.1-EF resultara ser 

tóxica para las levaduras. 

 

4.1.2 Confirmación mediante PCR en colonia 

 

Si bien para que las colonias de levaduras puedan crecer en el medio SD/-Leu/-Trp tienen que 

portar los plásmidos pGADT7 y pGBKT7, nos propusimos confirmar la presencia de los insertos de 

estos plásmidos en los clones seleccionados para el ensayo de DHLm se realizó PCR de colonia. Se 

testearon tres colonias aisladas de los aislamientos de la primer co-transformacion (Fig 26A) utilizando 

cebadores específicos de los plásmidos utilizados según se indica en MyM (sección 3.5) para así 
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amplificar los fragmentos de ADN clonados en cada caso desde la región 5´del MCS  con el primer 

foward T7-F hasta unos pb después del sitio de multiclonado de los vectores pGBKT7 y pGADT7 de 

los ensayos con primers reverse pBD-R y pAD-R respectivamente , cuyos tamaños esperados se ven en 

la Tabla 6. 

Los productos de PCR se denominan como los clones seleccionados de cada co-transformación 

C(-)1, C(-)2 y C(-)3 (control negativo), C(+)1, C(+)2 y C(+)3 (control positivo) y E1, E2 y E3 (ensayo) 

(Fig. 20 y 26). 

 

Tabla 6. Tamaño esperado de los productos de PCR de colonias. 

Co-transf. Vector carnada 

pGBKT7 

Tamaño 

(pb) 

Vector presa 

pGADT7 

Tamaño 

(pb) 

C(+) pGBKT7-P53 1369 pGADT7-Tag 2183 

C(-) pGBKT7-Lam 799 pGADT7-Tag 2183 

E pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF 1480 pGADT7-Eg2DBDα.1-EF 1349 

 

Los productos de PCR obtenidos se someten a electroforesis en gel de agarosa 1% para 

separarlos por tamaño. 

Se logró amplificar el inserto del plásmido pGADT7-Tag a partir de las colonias C(+)1, C(+)2, 

C(+)3,  C(-)1 y C(-)2, ya que se obtuvo una banda de ADN mayoritaria de más de 2000 pb (entre 2000 

y 2500 pb), siendo el tamaño esperado de 2183 pb (Fig. 27A) y los insertos  p53 y Lam en los respectivos 

vectores carnada de los controles positivos  y negativos en los tres casos cada uno.  

La figura 28A también muestra la obtención de una banda de ADN cercana a 1500 pb 

correspondiente a los productos de PCR (pPCR) de pGADT7-Eg2DBDα.1-EF E1 y E2 (tamaño 

esperado 1349 pb), lo que confirma la presencia de este plásmido en las colonias E1 y E2. Sin embargo, 

no se visualizó ninguna banda de ADN en la muestra E3 (Fig 28A, muestra E3). Suponemos que pudo 

haber ocurrido inhibición de la reacción de PCR por exceso de muestra, ya que se observa en el pocillo 

una gran cantidad de ADN que probablemente venga acompañado de una alta cantidad de proteínas. 

 

Por otro lado, se visualiza una banda de ADN mayor a 1500 pb en los pPCR de pGBKT7-

Eg2DBDα.1-EF E1 y E2 (tamaño esperado 1480 pb), mientras que el pPCR de E3 es una banda menor 

a 1500 pb que confirma la presencia del inserto Eg2DBDα.1-EF en esta colonia (Fig 28B).  La banda 

presente en E1 y  E2, de mayor tamaño del esperado puede deberse a que el cebador pBD-R, 

recomendado por el manual de Matchmaker para secuenciar el plásmido pGBKT7, se une a una región 

3´del sitio de policlonado del plásmido pGADT7 (3641-3664 pb ) generando un pPCR de pGADT7-

Eg2DBDα.1-EF de 1761 pb. Suponemos que no se visualizó la banda esperada de la amplificación de 

pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF en E1 y E2 debido al secuestro de los cebadores para la amplificación de 

pGADT7-Eg2DBDα.1-EF posiblemente por encontrarse este plásmido en mayor concentración.   
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Figura 28. Electroforesis en agarosa 1% de los productos de las PCRs de colonias. A) 

PCRs con cebadores T7-F y pAD-R, para vectores presa. B)PCRs con cebadores T7-F y 

pBD-R, para vectores carnada. Las flechas indican las bandas obtenidas en cada 

amplificación.   

 

También se hizo PCR colony de la co-transformación mejorada con +DO/-Leu/-Trp, pero a  

pesar de aumentar la eficiencia de co-transformación no fue posible validar el éxito de esta co-

transformación con el nuevo protocolo ya que las PCR colony no tuvieron éxito en amplificar. 

 

4.2 DHLm 

 

El sistema in vivo de DHL tiene la ventaja de que es un sistema eucariota representativo del 

organismo en estudio donde posiblemente las proteínas expresadas se encuentren en sus 

conformaciones nativas.  

A través del ensayo de DHLm nos propusimos evaluar si la homodimerización del receptor 

nuclear en estudio podría verse inducida por la unión de algún ligando presente en el suero de terneros 

recién nacidos (hospedero intermediario de E. granulosus s.l.), buscando así describir una posible 

comunicación hospedero-parásito (Fig. 29). Suponemos que la presencia de ácidos grasos 
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poliinsaturados en el NBCS, como el ácido oleico, linoleico y araquidónico, induce la 

homodimerización del dominio de unión a ligandos (LBD). Esta interacción activa funcionalmente el 

factor de transcripción Gal4p, lo que, a su vez, permite la expresión de la β-galactosidasa. Por lo tanto, 

la medida de la actividad enzimática se convierte en un indicador indirecto de la interacción entre los 

dos LBDs, aunque no permite la obtención de parámetros de afinidad a partir de los datos obtenidos. 

 

 

 
Figura 29. Hipótesis del mecanismo de acción de Eg2DBDα.1. A- Los vectores carnada 

y presa expresan codifican las proteínas de fusión conteniendo los dominios E-F. B y C) 

Posiblemente, luego de la unión de un ligando por ej. un ácido graso al bolsillo 

hidrofóbico de unión a ligando (LBP) del LBD, este sería capaz de interaccionar 

consigo mismo formando homodímeros a través del LBD y activar la transcripción del 

gen de la β-galactosidasa. BioRender. 

 

En este ensayo se midió la actividad β-galactosidasa producto del gen LacZ mediante una 

reacción colorimétrica, ya que la misma es dependiente del grado de dimerización. Este ensayo se 

realizó en presencia y ausencia de NBCS utilizando colonias de levaduras Y187 co-transformadas con: 
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1) pGADT7-T y pGBKT7-53 como control positivo; 2) pGADT7-T y pGBKT7- Lam como control 

negativo; 3) pGADT7-Eg2DBDα.1-EF y pGBKT7-Eg2DBDα.1-EF como Ensayo.  

Como se puede ver en la Figura 30A,  el control positivo mostró una fuerte actividad β- 

galactosidasa tanto en ausencia como en presencia de NBCS sin diferencia significativa entre ellos. El 

control negativo, mostró una actividad β-galactosidasa muy baja casi nula en las dos condiciones 

ensayadas. Tanto el control negativo como el control positivo validan el ensayo de DHLm.  

El Ensayo  mostró baja  actividad tanto en ausencia como en presencia del NBCS sin embargo, 

la actividad de E es 7 veces mayor que C(-) y la de E-NBCS es 17 veces mayor que C(-)-NBCS (Fig 

30B). 

A pesar de no detectarse una aumento significativo de la actividad enzimática de E-NBCS 

respecto a E (Fig 30B), al graficar los resultados de los ensayos de cada colonia (E1 y E2) por separado 

observamos que hay una clara tendencia al aumento de la actividad en E1-NBCS de 1,6 veces y en E2-

NBCS de 1,8 veces respecto a E1 y E2 respectivamente (Fig 30 C y D). 

 

 

 

 
Figura 30. Ensayos de actividad β-galactosidasa de los DHLm. Se grafica la actividad 

β-galactosidasa (U) para cada ensayo de DHL modificado. * diferencia significativa con 

un p valor < 0,05. A- Todos los ensayos agrupados : C(+), C(-) y E con y sin NBCS. B- 

Promedio de las réplicas biológicas del ensayo E con NBCS y sin NBCS comparado con 

el del C (-). C- El duplicado técnico comparado con C(-). D- El duplicado técnico E2 

comparado con C(-). 

 

El bajo nivel de la actividad del E podría deberse a que la interacción de Eg2DBDα.1-EF 

consigo mismo sea baja en las condiciones ensayadas. También podríamos estar ante un falso negativo 
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biológico donde las proteínas no pueden plegarse intracelularmente correctamente o no se efectúan las 

modificaciones postraduccionales necesarias para una dimerización fuerte. Se ha reportado la necesidad 

de varios NRs de portar modificaciones post-traduccionales para plegarse correctamente (McEwan, 

2016 ). También podría ocurrir que la expresión de las proteínas de fusión sea tóxica o éstas proteínas 

exógenas sean inestables en levaduras (Mehla et al., 2017).   

Nos llama la atención que estudios similares de nuestro grupo mostraron actividad β-

galactosidasa 2,3 veces mayor en presencia de 5% de suero fetal bovino (SFB) que en ausencia del 

mismo (Blanco et al., 2023). Sin embargo en nuestros ensayos se utilizó suero de ternero recién nacido 

que puede contener una composición lipídica diferente a SFB utilizado previamente. El SFB 

posiblemente sea más rico en ácidos grasos que el NBCS, ya que en el feto se da un crecimiento y 

proliferación celular muy rápidos, siendo estas moléculas necesarias para la síntesis de membranas 

celulares y subcelulares. Es necesario repetir el ensayo con más colonias, y hacer en paralelo el ensayo 

con SFB para confirmar esta última hipótesis. Además, sería interesante realizar el ensayo de DHLm 

con construcciones plasmídicas conteniendo el ADNc de Eg2DBDα.1 completo, ya que en los DBDs 

se encuentran las cajas D que participarían en la dimerización de otros NRs (Weikum et al., 2018).   
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5. Conclusiones y perspectivas 

 

Pudimos llevar a cabo las actividades propuestas para realizar el ensayo de DHLm. 

Logramos co-transformaciones de levaduras Y187 y optimización de la eficiencia, indicando 

que la presencia de medio sintético DO-Leu-Trp y una menor cantidad ADN contribuyeron a aumentar 

el número de colonias. Se verificó que al adicionar éste medio, aumentó significativamente la eficiencia 

de transformación de levaduras, haciéndolo con la mitad de reactivos del protocolo estándar..  

Los ensayos de DHLm nos muestran una leve estimulación de la homodimerización 

Eg2DBDα.1 por la presencia de alguna molécula del NBCS que se uniría a este NR. Aunque los 

resultados del DHLm no fueron los esperados, los mismos nos generan más interrogantes que pueden 

ser contestadas mediante la realización de este ensayo con SFB y NBCS en paralelo.  Por otro lado, 

cabe recordar que los ácidos oleico, linoleico y araquidónico serían  los ligandos preferidos de 

Eg2DBDα.1 (Cancela et al, 2022), por lo que sería muy interesante realizar este ensayo con estos tres 

ligandos putativos. De esta forma, determinaremos cuál o cuáles ligandos se unirían a este NR 

estimulando la homodimerización del mismo en un sistema in vivo, aportando así a la dilucidación del 

mecanismo de acción de Eg2DBDα.1. El estudio de los Eg2DBDs es muy relevante ya que podrían 

convertirse en nuevos blancos de drogas antihelmínticas. 

De cara al futuro sería interesante realizar el ensayo de DHLm con construcciones plasmídicas 

conteniendo el ADNc de Eg2DBDα.1 completo, ya que en los DBDs se encuentran las cajas D que 

participarían en la dimerización de otros NRs. Además sería importante adicionar otros ensayos para 

tener una mejor caracterización de Eg2DBDα.1, cómo determinar la presencia de la proteína mediante 

Western Blot, la ubicación subcelular mediante inmunofluorescencia y  experimentos para la 

determinación de la afinidad de los ligandos anteriormente mencionados. 

 

. 
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7. Anexo  

7.1 Medio enriquecido YPDA 

 

1. Preparar para 1 L: 

- 20 g de peptona 

- 20 g de glucosa 

- 10 g de extracto de levadura 

15 mL de adenina hemisulfato 0,2% (Sigma) 

- H2O c.s.p. 1 L 

2. Autoclavar durante 15 minutos 

 

 

7.2 Medio definido selectivo SD/-Leu/-Trp 

 

1. Preparar para 1 L: 

- 6,8 g de base de nitrógeno de levadura sin aminoácidos (SD, Sigma) 

- 20 g de glucosa 

- 0,64 g de DO/-Leu-/-Trp (Sigma) 

- H2O c.s.p. 1 L 

Si se desea preparar medio sólido agregar: 

- 20 g de agar 

2. Autoclavar durante 15 minutos 

 

7.3 Transformación estándar de levadura Y2H 

 

Soluciones: 

Acetato de litio 1 M, pH 7,5 - Autoclave 

60% PEG 3350 (algunos pueden permanecer sin disolver hasta que se esterilizan en autoclave) - 

Autoclave 

1 M TDT (almacenar a – 20°C) - Filtro 

 

DÍA 1 

Inocular la cepa de levadura (AH109) en 20 ml de YPDA (YPD + hemisulfato de adenina + glucosa), 

de una colonia de al menos 2-3 mm de diámetro (o más), de una placa de < 3 meses. viejo. 

Dejar crecer durante 16-18 horas a 30 °C, 200-250 RPM (OD600 > 1,5) 

DIA 2 

Recoger las células de levadura por centrifugación 700 g 5 min RT 

Resuspender el sedimento en 1 ml de “One-Step-Buffer”, preparado directamente sobre el sedimento 

de células de levadura de la siguiente manera (preparar a partir de soluciones frescas, << ¡1 año!): 

LiCl 1 M - 200 µl (concentración final 0,2 M) 

60 % PEG 3350 –670 µl (40 % de concentración final) 

1 M de DTT (recién descongelado) – 100 µl (concentración final de 0,1 M) 
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Añadir 100 µl de las células de levadura resuspendidas a tubos Eppendorf de 1,5 ml que contienen 1 µg 

de cada plásmido y agitar. 

Incubar 30 min a 45°C, mezclando bien cada 5-10 min. 

Placa inmediatamente en SD – Leu –Trp e incubar las placas a 30 °C (las colonias tardarán varios días 

en crecer) 

Pruebe la interacción Y2H resuspendiendo 3 colonias independientes en 100 µl de PBS cada una y 

colocando 10 µl de cada una en: 

SD – Leu – Trp (todos deberían crecer) 

 

Incubar las placas a 30 °C 72 h. 

 

7.4 Transformación modificada con DO-Leu-Trp de levadura Y2H 

 

Soluciones: 

Acetato de litio 1 M, pH 7,5 - Autoclave 

60% PEG 3350 (algunos pueden permanecer sin disolver hasta que se esterilizan en autoclave) - 

Autoclave 

1 M TDT (almacenar a – 20°C) - Filtro 

 

DÍA 1 

Inocular la cepa de levadura (AH109) en 20 ml de YPDA (YPD + hemisulfato de adenina + glucosa), 

de una colonia de al menos 2-3 mm de diámetro (o más), de una placa de < 3 meses. viejo. 

Dejar crecer durante 16-18 horas a 30 °C, 200-250 RPM (OD600 > 1,5) 

DIA 2 

Recoger las células de levadura por centrifugación 700 g 5 min RT 

Resuspender el sedimento en 1 ml de “One-Step-Buffer”, preparado directamente sobre el sedimento 

de células de levadura de la siguiente manera (preparar a partir de soluciones frescas): 

LiCl 1 M - 100 µl (concentración final 0,2 M) 

60 % PEG 3350 – 335 µl (40 % de concentración final) 

1 M de DTT (recién descongelado) – 50 µl (concentración final de 0,1 M) 

Añadir 100 µl de las células de levadura resuspendidas a tubos Eppendorf de 1,5 ml que contienen 1 ug 

de cada plásmido y agitar. A otros  100 µl de las células de levadura resuspendidas a tubos Eppendorf 

de 1,5 ml que contienen 0,5 de cada plásmido. 

Incubar 30 min a 45°C, mezclando bien cada 5-10 min. 

Placa inmediatamente en SD – Leu –Trp e incubar las placas a 30 °C (las colonias tardarán varios días 

en crecer) 

Pruebe la interacción Y2H resuspendiendo 3 colonias independientes en 100 µl de PBS cada una y 

colocando 10 µl de cada una en: 

SD – Leu – Trp (todos deberían crecer) 

 

Incubar las placas a 30 °C 72 h. 

7.5 Doble híbrido de levadura modificado  

 

Ensayo con 3 colonias separadas y realizar el ensayo en triplicado  



63 
 

Materiales:  

 

• Precultivo 3 mL SD-L-W  

• Z-Buffer  

• β-mercaptoetanoL  

• ONPG  

• 1M Na2CO3 

 

Procedimiento  

Día 1  

1. Precultivo de 3 mL en SD-L-W a 30°C – DO600>1,5  

Día 2  

1. Vortexear (0.5 a 1 min) el cultivo para dispersar las células y transferir 750 µL a 3 mL en SD-L W. 

(2 tubos – una va con ligando otro va con etanol/medio) hacer un tubo mas para seguir OD sin ligando  

2. Colocar ligando  

• SFB 5 % (197,4 μL)  

3. Incubar el cultivo a 30°C por 3-5 horas con agitación (230-250 rpm) hasta que OD600 = 0.5-0.8. 

(vortexear bien antes de medir)  

4. Colocar 500 µL de cultivo en 3 Ependorff de 1,5 mL.  

5. Centrifugar 14.000 rpm por 30 s.  

6. Sacar el sobrenadante. Agregar 500 µL de Z-Buffer y vortexear.  

7. Centrifugar las células a 14.000 rpm por 30 s.  

8. Resuspender en 100 µL de Z-Buffer (concentramos 5 veces).  

9. Colocar el tubo en nitrógeno liquido hasta congelar células (30s-1min).  

- Gradilla bajita  

10. Colocar tubos en baño a 37°C (30s-1min).  

11. Repetir ciclo de congelado-descongelado dos veces mas. (Paso 10 y 11).  

• En este paso se puede pasar de nitrógeno al -80 y continuar ensayo otro día. Dia 3  

• 2 horas antes de empezar el ensayo preparar el ONPG: 4mg/mL en Z-Buffer (agitando 1-2 hs) 1. 

Homogeinizar el extracto celular y transferir 50 µL a un nuevo tubo   

2. Realizar 5 blanco con 50 µL de Z-Buffer (se utiliza un blanco nuevo en cada medida) 3. Agregar 350 

µL de Z-buffer + β-mercaptoetanol a las reacciones (con células y blanco). 4. Incubar a 30°C.  

5. Comenzar el timer. Inmediatamente colocar 80 µL de ONPG en Z-Buffer  

a. Demora 3-5 min el control + - 30 min Y2H positivos - 24 hs interacciones débiles. b. Color amarillo 

no es estable, realizar blanco cada vez que se vaya a medir.  

6. Parar la reacción con 200 µL de 1M Na2CO3 a las reacciones.  

7. Centrifugar los tubos a 14.000 rpm y transferir el sobrenadante en una cubeta limpia. 8. Medir las 

OD420 relativas al blanco (debe ser entre 0.2 – 1)  

9. Calcular las unidades de β-galactosidasa.   

7.6 Secuencias 

 
>H221205-022_A05_pAD-2DBD_AD-R.ab1 1407 

CAGAACATGGCGGGGGCTTTTCAGTATCTACGATTCATCTGCAGCTCGAGCTCCTACGGTTGCGTGGGCGGGTGGGTGGAGTCTAG

GAAGTTGGAGATTTGGTAGGGATTGGCTGACGAGATAGCGGGAGCGGTGTCATTCCAGCGATCTTGAATGGACCACACGGGATCCTCTGGTTTA

ATGCTACCCGGCGCGATTGGCCAGTGTGCTGTAGAAGGGGGGGGGACACCATGTGGAACTGACGGACGCATAGCAGCTGGCTGCTGAATCAACG

TGGAAGCCGATGGAAAATGTGTCAAGTTTGTGGCATCGGTCGTGGACTGAGCCGTCAGTGCGGAAACAGTCATAAGAGAGTGTGGCGCGAAAGC

ACTTTCCCCGATTTCATACATCTCCACGTAGAGGTCTGGATAGCGCAAATCTGGTCGAGATCTTTGCAATTGTTGTGCGATTTCTCGATACTCC

CTACTCATCGATGAAAGCATCTCACTCATGGCTTCTAGACGGCTCCACTTATGGTCAACCAGTTCCTGAGACTCGTTTTGTGAGCGCATAGTTG
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CGAGAAGGGAGTGCCTGGCCAGGAGCAATAACTTCCTCGCGTCCATGTAAGCTGGATTAGCGAGAATATAGTAGTATCTAAGAATCCCGATGGC

GCAGACGTAGACGAATTCTGTGTGAGTTAGATTGAGCTGTTGGAAAAATCGACCTGAGATTTTGAGATGTTCAACGACCCTGTTGTAGATGGGG

AAGTGGCGCAGAACGATATCACGTTCGGTGGGAGAGAAGTCCAAGAAGTTGTAACGATCCTCAGCAGCGTCGTAATCACGCGACAGCATTAGCA

AAACCTCGGAGTAAAGGCTTGCTCGCACCAAATGACCTCTGGCGGACAAACTCATCTGATTGAAACCTGGAATCAGCTTAGCGAATTGGACGAC

TTGTTGAGAGTGAAGATGGAAGTGGTTCATCACGTGATCCCATACCTGGTGTTCATCGTCAGCCTGTGACGGCTCGATGGTGCTCATGTCGAAA

CGAGATTTGAAGTACGTGGCTGGAAATCGCATGAACTCCATGGCCATGCGCATTCCGTAATTGAACCAATTTAGTCCATCCACAGAATCTCCTC

AATCGTTCCCAACACTCCAGCCACTGCTGCCCCCGCACTGCTGATGCTTCCGCAACAACTGCGCCCCTGACAATAATAATAAGGAGGGGGCGGA

AAAGGTACTGGTTGGAAAGCCTTTGGGGTCAAACCTCATTGAGCTTTCCGGTACCCCTATGGGTCCCCCGGGGCGGCGCGCCCCTAGGGGGAGA

AAAAAAAATCTTTTTTGGGTTGGGGGTTCCCTCCCAAAAAAAATTACCCCCCCTTTGGGGGAAACCCCCCGGTAAACGTTATACGTGGGCC 

 
>H221205-022_O03_pAD-2DBD_T7-F.ab1 1713 

TTCCCCTGGTAAACTACCGACCTTCTTTAGAGGGCCCAGCCCGTCCGGATGCTCCCACTCCGCCCATGGCAGGCCACGGGCATCTC

TATTAACGGTACCTTCTCGTGCTAAAAATTACACCTCAGTTAACTCTTATAATCGAAGCTCAATAAAAATAACTAAAGGCTACCACGAAATCAT

AATTTTCAGTATGTTTGCAAGAGATGGATCCGTACATACGAACAACTCCTATCAGTCGACTGCGCTGTTTCCTCATATGATGTACCTGAACATC

CCACCTATGAGAGTATATTATGGCACCTAGACCAAAAAGAAATCATTCAAATGATTTTAAAGCTAACGTCGCACTTGCTGCGATCAAAGCACAA

AATACACTTGCTGAATTGAGTGCTGAGCCTGATTTTCATCAAAACCTAATTATTGACTGGAAAAATCTTGTTGATCTCAACTTCCTCGCTGGCT

TCCGAATCAATCAAAAACTCCAACGAAACCCACCCATCGATCGAAAAAAACTACATGCAAAAAATCGCCTGAGCCCTTCATGAAGCAATTGCAT

TTTTCAGAACGTGTATTGAAGATACTGGTCCCCCATCCAACACACAAAAAGTTCAATCGAACGACTCACTATACCGATTTCACTATTCTACAGC

CAAGTCTTAAGCTGCATGTAAAGATCCCCAGATGGATGCTTATTACTCCTCGCTCCAATAACACTGATGGAGCTGCCACCCGGATCTTGAAGCT

GAATCGCCTGATGTTATTGTACCAATTACCGTAATTGCCATATATCTCTTTGTGCAGGGTCAGATCGTTATTAATGCGCGTATTGTGTTGCAAT

CCAACCAAGGTCCCATCCAAATAAGGGACGAACTGTCCATAAGGCGTTACCATTTATATAGAGAGAAAAATGGGGTATTTCTTCGGCTGTTATT

ATTTGCTAGACCGAAAGATTTAAAACCCCATGCCATAAATCAAAAGGCTCAACCCGTTTATATAATTCCCTAATGCTGCCCTTGATAAGGGAAT

TGGGCTAATTTCCGAGCCGCCAGTCTAAAACAAAGGTGGCGGATCCATGCGGGGTAATATCAGTCCGTAATTATTCCCCTAATGAGACCTGAAA

AAGGGTTTTACAGATTCTGAGTTTTTATTTGAGCCCTGGTCAAATTGGAATCGGGGAAAATAACCTGACATGGGATTCCTCCGCCGCCATAGAA

GAGTGTCCTTTGTAAAGTAAGTGCGGAGGGCTGTGAATTTTTTTGGTAATTTTCCCGGGCCTTTTTAGATTTGGAATACCCGACTTGAAAAAAA

AAAATAGAGCCATGCTCTTGAAAAAAAAATTTTTCAGGAAATGTACCCAAATGAGCAGATCCCAGATTTTTCCCCCAATGGGTGGGGCCATTTT

TATTTGATGGTGTTTTTTGTGAATAATACAAATATTGGCATCTTCTAAATTTCGGTTATGTGGCAAACCAATAAAAACTGGGGCGCCTTATTGG

GTTTGATAAATAAATATGGGGATACTGGAGTCTCTAAACACAATAGACATGGGGGAGAACCGCGTATAAAAATTGTGAGAAGACGTGCGTGTTG

CTGCCAATGCACCTCCTCGCCTGAAGGCTGCACCCTGATGCAGTGGAAAAACTAATACG 

GATGGGCGTCGATTTGTGTGTTTATTAAAGATGTGTGAAAAAAAACCCCTTTTTAAGCGATCG 

 
>H221205-022_C05_pBD-2DBD_T7-F.ab1 1516 

CGGGAAACCTGGGTAGAGCAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATGACGTCTGTACCACAGATGCCTATCACACCAGTCACT

GTCTCCGCCCCCTCCTCATCATCATCGTCAGCGGCGGCAGCTGCTGCGGCAGCAGCAGCAGCGGCGGCGGCAGCAGTGGCTGGAGTGGTGGGGA

CGGATGAGGAGATTCTGGTGGATGGACTAAATTGGTTCAATTACGGAATGCGCATGGCCATGGAGTTCATGCGACTTCCAGCCACGTACTTCAG

ATCTCGCTTCGACATGAGCACCATCGAGCCGTCACAGGCTGACGATGAACACCAGGTATGGGATCACGTGATGAACCACTTCCATCTTCACTCT

CAACAAGTCGTCCAATTCGCTAAGCTGATTCCAGGTTTCAATCAGATGAGTTTGTCCGCCAGAGGTCATTTGGTGCGAGCAAGCCTTTACTCCG

AGGTTTTGCTAATGCTGTCGCGTGATTACGACGCTGCTGAGGATCGTTACAACTTCTTGGACTTCTCTCCCACCGAACGTGATATCGTTCTGCG

CCACTTCCCCATCTACAACAGGGTCGTTGAACATCTCAAAATCTCAGGTCGATTTTTCCAACAGCTCAATCTAACTCACACAGAATTCGTCTAC

GTCTGCGCCATCGGGATTCTTAGATACTACTATATTCTCGCTAATCCAGCTTACATGGACGCGAGGAAGTTATTGCTCCTGGCCAGGCACTCCC

TTCTCGCAACTATGCGCTCACAAAACGAGTCTCAGGAACTGGTTGACCATAAGTGGAGCCGTCTAGAAGCCATGAGTGAGATGCTTTCATCGAT

GAGTAGGGAGTATCGAGAAATCGCACAACAATTGCAAAGATCTCGACCAGATTTGCGCTATCCAGACCTCTACGTGGAGATGTATGAAATCGGG

GAAAGTGCTTTCGCGCCACACTCTCTTATGACTGTTTCCGCACTGACGGCTCAGTCCACGACCGATGCCACAAACTTGACACATTTTCCATCGG

CTTCCACGTTGATTCAGCAGCCAGCTGCTATGCGTCCGTCAGTTCCACATGGTGTCCCCCCCCCTTCTACAGCACACTGGCCAATCGCGCCGGG

TAGCATTAAACCAGAGGATCCCGTGTGGTCCATTCAAGATCGCTGGAATGACACCGCCCCCGCTATTTCGTCAGCAATCCCTACAAATCTCCAA

CTTCTAAATTCACCACCCGCCCACGCAACCGTAGGAACTCCGTCAACTGGAGGGGCCCAAAACTAGCAAAACCCTTGGGGCCCTAAAAGGGTTT

TGGGGGGTTTTTGGCGCCTTGCCCAACAATTCGGCGAATTTTTTATTTTTTTTTTTTTAAAAATTTTAAAAAAAAAGGGGACAAATTAATGGGC

CCTCGGTTTAAAAAAAAAATTTTTTTTACTCTTCTTCTGGCGGGGTTTTCTTTGTTGGGGGGGGTTTATTCCCCCCCACCCCGCCCGGGGGGGG

GGGTGGGTGTGTGTTTTTAC 

 
>H221205-022_E05_pBD-2DBD_BD-R.ab1 1509 

CAATTTAATTGGTATAACTTATTTTTTTTATAACTTATTTAATAATAAAAATCATAAATCATAAGAAATTCGCCCGGAATTAGCTT

GGCTGCAAGCGCGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGTCGACGGAGCTCCTA

CGGTTGCGTGGGCGGGTGGGTGGAGTCTAGAAAGTTGGAGATTTGGTAGGGATTGGCTGACGAGATAGCGGGGGCGGTGTCATTCCAGCGATCT

TGAATGGACCACACGGGATCCTCTGGTTTAATGCTACCCGGCGCGATTGGCCAGTGTGCTGTAGAAGGGGGGGGGACACCATGTGGAACTGACG

GACGCATAGCAGCTGGCTGCTGAATCAACGTGGAAGCCGATGGAAAATGTGTCAAGTTTGTGGCATCGGTCGTGGACTGAGCCGTCAGTGCGGA

AACAGTCATAAGAGAGTGTGGCGCGAAAGCACTTTCCCCGATTTCATACATCTCCACGTAGAGGTCTGGATAGCGCAAATCTGGTCGAGATCTT

TGCAATTGTTGTGCGATTTCTCGATACTCCCTACTCATCGATGAAAGCATCTCACTCATGGCTTCTAGACGGCTCCACTTATGGTCAACCAGTT

CCTGAGACTCGTTTTGTGAGCGCATAGTTGCGAGAAGGGAGTGCCTGGCCAGGAGCAATAACTTCCTCGCGTCCATGTAAGCTGGATTAGCGAG

AATATAGTAGTATCTAAGAATCCCGATGGCGCAGACGTAGACGAATTCTGTGTGAGTTAGATTGAGCTGTTGGAAAAATCGACCTGAGATTTTG

AGATGTTCAACGACCCTGTTGTAGATGGGGAAGTGGCGCAGAACGATATCACGTTCGGTGGGAGAGAAGTCCAAGAAGTTGTAACGATCCTCAG

CAGCGTCGTAATCACGCGACAGCATTAGCAAAACCTCGGAGTAAAGGCTTGCTCGCACCAAATGACCTCTGGCGGACAAACTCATCTGATTGAA

ACCTGGAATCAGCTTAGCGAATTGGACGACTTGTTGAGAGTGAAGATGGAAGTGGTTCATCACGTGATCCCATACCTGGTGTTCATCGTCAGCC

TGTGACGGCTCGATGGTGCTCATGTCGAAGCGAGATCTGAAGTCGTGGCTGGAAGTCGCATGAACTCCTGGCCATGCCCATTCCGTAATTGAAC

CATTTAGTCATCCACAAAATTCCTATTCGTCCCACCATCAGCCCTGGTGCGCCGCCCTGTTGTTGTCCCACACTCCCCCCCTACAATAATTAAG



65 
 

GAGGGGGCGAAAATTACTGGGGTAAAGGTCTGGTGGAAAAAATTTACGGCGCCCCCTGAAAAACTTTTCCCCCCGGGGGGCGCCCCCAAGAGGA

GATTAATACCGGAAAAACGTGTTATTTTTTTTCCCCCGAGGCCCTTTTTGGTGTGGGGGAGGACCCCCCCACAAGTGGGGGGTTTTTTTTAAAA

AGGGATTTTTGG 

 

 

 

 

 

 


