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1. RESUMEN

La forma larvaria del platelminto parasito Echinococcus granulosus (Cestoda) es el agente
causante de la Equinococosis quistica, una zoonosis cosmopolita que constituye un problema de
salud publica mayor y una causa de importantes pérdidas econdmicas. Se han identificado hace
algunos afios, receptores nucleares (NRs) con dos dominios de unién al ADN (2DBD), que
curiosamente solamente se encuentran en algunos platelmintos, moluscos y artrépodos. Los
NRs son reguladores transcripcionales de importantes procesos bioldgicos, sin embargo, son
poco estudiados en cestodos y poco se conoce respecto a los 2DBD-NRs. En particular los 2DBD-
NRs son interesantes desde el punto de vista terapéutico, ya que miembros de esta subfamilia
se encuentran presentes en E. granulosus, pero ausentes en sus hospederos. Nuestro equipo de
investigacion ha identificado en el ADNc obtenido de protoescélices de E. granulosus, un
transcripto que codifica para un receptor nuclear 2DBD denominado Eg2DBDa.1. Teniendo en
cuenta que estas proteinas podrian ser blancos interesantes de nuevos farmacos contra esta
parasitosis, nos propusimos comenzar con la caracterizacion del receptor nuclear Eg2DBDa.1.
En primer lugar, analizamos la estructura cuaternaria de esta proteina, mediante el estudio de
la formacién de homodimeros o heterodimeros con el Receptor X Retinoide (EgGRXRPB). A través
de ensayos de doble hibrido de levadura, demostramos que Eg2DBDa.1 formaria homodimeros
a través del dominio de unién a ligandos (LBD) y no interacciona con EgRXRB-LBD. Este modo de
interaccion fue confirmado mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion a partir de los
dominios proteicos traducidos in vitro. Este tipo de interaccion podria depender de la unién de
ligandos especificos, y lo que es mas interesante aun, de ligandos provenientes del hospedero.
Siguiendo en esta linea, estudiamos el efecto del suero fetal bovino sobre la homodimerizacion
de Eg2DBDa.1-LBD mediante un ensayo de doble hibrido de levadura modificado. Nuestros
resultados indican que el suero del hospedero podria ser una fuente de ligandos para
Eg2DBDa.1, sugiriendo una posible comunicacién hospedero-parasito mediada por este NR. Los
resultados obtenidos en esta tesis son el primer paso para la dilucidacién de la funcién bioldgica

de Eg2DBDa.1 de E. granulosus.



2. INTRODUCCION

2.1 Organismo en estudio: Echinococcus granulosus

2.1.1 Clasificacion y ciclo de vida

El género Echinococcus pertenece al filo Platyhelminthes, clase Cestoda, subclase Eucestoda,
orden Cyclophyllidea (R.C.A. Thompson, 2017) y forma parte de la familia Taeniidae junto con
los géneros Hydatigera, Taenia y Versteria (Nakao et al., 2013). El género Echinococcus puede
subdividirse en diez especies: E. granulosus sensu stricto (s.s.), E. equinus, E. ortleppi, E.
canadensis, E. intermedius, E. felidis, E. multilocularis, E. shiquicus, E. vogeliy E. oligarthra (R. C.
Andrew Thompson, 2020). Las primeras seis especies se asocian en el complejo multi-especie
denominado E. granulosus sensu lato (s.l.). Dentro de este complejo se han identificado ocho
genotipos, basados en diferencias nucleotidicas de genes mitocondriales: genotipos G1-G3 en
E. granulosus s.s., G4 en E. equinus, G5 en E. ortleppi, G6-G7 en E. intermedius y G8 y G10 E.

canadesis (Vuitton et al., 2020).

Las especies de Echinococcus requieren de dos hospederos mamiferos para completar su ciclo
de vida. Habitualmente la forma adulta, hermafrodita, habita en el intestino de canidos, el
hospedero definitivo. Una vez alli, si bien no se manifiesta como una patologia evidente,
produce una gran cantidad de huevos que son eliminados por las heces. A través de estas, los
huevos pasan a contaminar el ambiente y pueden mantenerse infectivos por largos periodos de
tiempo. Una vez que el hospedero intermediario ingiere los huevos, estos eclosionan liberando
las oncésferas, que penetran en la mucosa intestinal y migran a través del torrente sanguineo
hacia drganos internos, como higado y pulmoén. En el érgano afectado se desarrolla la forma
larvaria o metacestodo (R.C.A. Thompson, 2017). Los metacestodos de E. granulosus son quistes
de tamafio variable llenos de liquido transparente, denominados "hidatidos" o quistes hidaticos
(Eckert & Thompson, 2017). Un solo quiste puede tener miles de protoescélices, y cada
protoescolex es capaz de convertirse en un gusano adulto si es ingerido por su hospedero

definitivo (Eckert et al., 2001).

Los hospederos definitivos de E. granulosus s.l. suelen ser carnivoros y los hospederos
intermediarios herbivoros u omnivoros, por ejemplo bovinos, ovinos y caprinos. Eventualmente
el humano también puede ser infectando tras la ingestion accidental de huevos del parasito, a
través de alimentos contaminados o por el contacto estrecho con perros parasitados. Asi, los
humanos actiian como un hospedero intermediario aberrante, dado que el pardsito no puede

culminar su desarrollo en condiciones naturales (R.C.A. Thompson, 2017).
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En la figura 2.1 se puede ver ilustrado el ciclo de vida de E. granulosus s.I. incluyendo al humano

como hospedero intermediario accidental.

HOSPEDERO DEFINITIVO
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Figura 2.1. Ciclo de vida de Echinococcus granulosus.

Figura tomada y modificada de Thompson, 2017.

E. granulosus s.l. se distribuye universalmente causando un importante problema de salud
publica dado que es uno de los agentes causantes de la equinococosis quistica (R.C.A.

Thompson, 2017).
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2.1.2 Equinococosis quistica

La equinococosis quistica, también llamada hidatidosis, es una zoonosis causada por el estadio
larvario de E. granulosus s.s., E. equinus, E. ortleppi y E. canadensis (Higuita et al., 2016). Sin
embargo, la especie de E. granulosus s.s. tiene la distribucién mas cosmopolita y es responsable
de la gran mayoria de la equinococosis quistica humana (casi el 90%). La segunda especie mas
comun causante de la equinococosis quistica humana es E. canadensis, aunque con un

porcentaje considerablemente menor (7%) (Rojas et al., 2014; Deplazes et al., 2017).

La equinococosis quistica se caracteriza por la formacion de quistes en drganos internos del
hospedero intermediario, siendo estos generalmente higado y pulmén. El quiste hidatico esta
compuesto por una capa adventicia, formada por tejido del hospedero, la cual recubre el
endoquiste de origen larvario. El endoquiste estd formado por una capa laminar acelular externa
y una capa germinativa que da lugar a las vesiculas proligeras y protoescdlices cuando el quiste
es fértil (Figura 2.2) (Diaz et al., 2011). Si el liquido hidatico conteniendo protoescélices es
derramado en el peritoneo, estos son capaces de generar nuevos quistes ocasionando una
equinococosis secundaria (Eckert et al., 2001; Diaz et al.,, 2011). En los seres humanos, la
equinococosis quistica a menudo permanece asintomatica, hasta que el quiste se rompe o se
vuelve lo suficientemente grande como para ejercer presidon sobre los tejidos circundantes

(Brunetti et al., 2011).

\:| Tejido del hospedero

~  Capaadventicia

- Capa laminar
E Capa germinativa

Figura 2.2. Quiste hidatico de E. granulosus sensu lato.

E. granulosus

Figura tomada y modificada de Thompson & Jenkins, 2014.
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La transmision de E. granulosus s.s. entre el ganado doméstico y los perros se da
predominantemente en zonas rurales (Craig et al., 2017), donde la cria de ovinos asociada a la
presencia de un gran nimero de perros, y el habito de sacrificar ovinos adultos para consumo
domeéstico y la alimentacidn de perros con visceras, generan las condiciones ideales para el ciclo

del parasito (Carmena & Cardona, 2013; Otero-Abad & Torgerson, 2013; Craig et al., 2017).

Aunque la equinococosis quistica tiene una larga historia que se remonta a la antigliedad,
actualmente sigue siendo una zoonosis relevante a nivel mundial. Como muestra la Figura 2.3,
su distribucion es global y es una de las zoonosis parasitarias mas importante en América del Sur

(Deplazes et al., 2017; Eckert & Thompson, 2017).

7 Prevalencia %

No investigado

<354 Reportes del caso
0
0.0001 - 1.00 i 1
I 1.01-5.00 ¥ )
[l 5.01-25.00 ) g 4
I 2501 - 5000 = 4 X
: -~
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~

Figura 2.3. Distribucién mundial de Echinococcus spp.
Distribucién mundial de Echinococcus spp. responsables de la equinococosis quistica en los
principales hospederos intermediarios domésticos. llustracion tomada y modificada de Deplazes

etal., 2017.

El tratamiento de la equinococosis quistica suele ser costoso y a veces requiere cirugia

importante y/o tratamientos farmacoldgicos prolongados (Busto-Bea et al., 2016).

Afortunadamente, en Uruguay, la incidencia de la infeccién en humanos ha disminuido en los
ultimos anos de 6,5 por 1.000 habitantes en 2008 a 2,8 en 2013, segun estudios ecograficos
realizados en zonas de riesgo (lrabedra et al., 2016), siendo el pais de la regién con menor
incidencia en el periodo 2011 a 2014 (Pavletic et al., 2017). Sin embargo, no contamos con datos
actualizados en nuestro pais sobre esta parasitosis, desconociéndose la evolucion de la misma

desde el 2014.
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Figura 2.4. Incidencia anual de equinococosis quistica en humanos en paises de la region.
Incidencia calculada cada 100.000 habitantes en Argentina, Chile, Peru y Uruguay, en el periodo

2009-2014. Imagen obtenida y adaptada de Pavletic et al., 2017.

Si bien se han desarrollado estrategias para su erradicacion en la regidn, estas no han sido
exitosas, probablemente debido a que las politicas que se adoptaron no han sido persistentes
ni eficaces. Los primeros programas de control en América del Sur se basaron en la
desparasitacion de perros con un tenicida no ovicida (praziquantel) contra el estadio adulto de
E. granulosus (Craig et al., 2017; Pavletic et al., 2017; Larrieu et al., 2019). Sin embargo, el
tratamiento con antihelminticos no previene de la reinfeccidon una vez que el perro vuelve a
estar en contacto con el parasito y desafortunadamente, ocurre un desarrollo paulatino de la
resistencia parasitaria (Nari et al., 2003). Estos, entre otros motivos, determinaron que estos
programas de control no produzcan los resultados esperados, sugiriéndose un redisefio de los
mismos, contemplando las realidades locales (Ferreira et Irabedra, 2007; Pavletic et al., 2017;

Larrieu, 2019).

El costo econdmico de la equinococosis quistica no solo se manifiesta en el control de la
enfermedad, si no que surge de su impacto en la salud de las personas y las pérdidas en la
productividad del ganado (Budke et al., 2006; Bingham et al., 2016). Si bien existen perdidas
econdmicas asociados a la enfermedad, la equinococosis quistica debe considerarse

principalmente un problema de salud publica.

A pesar del considerable impacto socioecondmico, la equinococosis quistica sigue siendo una
enfermedad zoondtica desatendida. Al respecto, la Organizacién Mundial de la Salud incluyé a
la Equinococosis en el Plan de Accion para el control de las enfermedades infecciosas

desatendidas para el periodo 2019-2022, recomendando su eliminacién (OMS, 2020)
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2.2 Receptores Nucleares

Los receptores nucleares (NRs) son factores de transcripcidon que regulan diversos procesos
bioldgicos, como el metabolismo, el desarrollo y la reproduccion (Evans & Mangelsdorf, 2014;
Gustafsson, 2016). Dichas proteinas pueden unirse a elementos respuesta de ADN especificos,
actuando como moduladores de la transcripcion de sus genes diana. A diferencia de otros
factores de transcripcién, la actividad de los receptores nucleares se puede modular por unidn
de ligandos especificos, siendo estos principalmente pequefias moléculas lipofilicas que
penetran facilmente en las membranas bioldgicas (Novac & Heinzel, 2004), proporcionando un

vinculo directo entre las sefiales celulares y las respuestas transcripcionales de una célula.

Se han identificado mas de 900 genes de receptores nucleares a lo largo de todo el reino animal
(Sladek, 2011; Mazaira et al., 2018). Los NRs presentan un origen ancestral comun y una alta
tasa de conservacién en todos los taxones animales y por ello son considerados fuertes
marcadores filogenéticos de la evolucién animal. (Escriva et al., 2003). Los avances en la
secuenciacion masiva, han facilitado la identificacion de los distintos miembros de la familia de
NRs y se han caracterizado en diferentes linajes con un patrén claro dependiente de especie.
Existe una complejidad evolutiva diferente en la familia de NR entre los distintos animales, ya
gue se han identificado desde dos miembros en esponjas, 48 en mamiferos y hasta mas de 250
en nematodos (Bertrand et al., 2004; Bridgham et al., 2010; Y.-Y. Cheng et al., 2015; Yang et al.,
2020), complejidad impulsada probablemente por la duplicacion y pérdida de genes (Fonseca et

al., 2020).

2.2.1 Estructura de los receptores nucleares

A pesar de la diversidad de funciones que presentan los distintos NR, estos comparten una
estructura modular comun. Un receptor nuclear candnico contiene una regiéon A/B o dominio N-
terminal (NTD, N-Terminal domain), una region C constituida por el dominio de unién al ADN
(DBD, DNA bindig domain), una regién D o bisagra, una regién E constituida por el dominio de
unién al ligando (LBD, ligand binding domain) y una regién F o C-terminal (CTD, C-Terminal
domain) (Weikum et al., 2018; Wu & LoVerde, 2019). La figura 2.5 ilustra de forma esquematica

los distintos dominios de un NR tipico.
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NTD Bisagra CcTD
N DBD LBD p—
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Figura 2.5. Esquema de la estructura basica modular de los NRs.
NTD: dominio N-terminal. DBD: dominio de unién al ADN. LBD: dominio de unién al ligando.

CTD: dominio C-terminal.

Dominio A/B — N-terminal

El dominio A/B o NTD, es un dominio poco estructurado lo que ha dificultado la obtenciéon de su
estructura cristalografica hasta el momento. Ademads se caracteriza por presentar un bajo
porcentaje de conservacion dentro de la familia de NRs, tanto a nivel de tamafio como de

secuencia, pudiendo no estar presente en algunos NRs (Figura 2.6) (Weikum et al., 2018).

El dominio A/B contiene una region de transactivacidon 1 (AF-1, Activation Factor 1) auténoma,
independiente de la unién de ligandos. Sin embargo este dominio es regulado por la interaccidn
con proteinas co-reguladoras, influyendo asi en la respuesta promotor-especifica (R. Kumar &

Thompson, 2003).

|ﬂ| AF-2

N[ NTD Bisagra | LBD [

I A/B |l— C—1D-it E i
Receptores Amino-
Nucleares acidos
srP [ 20
TR [ T | 456
LXRb [ | as0
VDR [ | 427
PPARa [ | 463
RXRa [ | | 462
HNF4a B | 408
ERa 1N | 595
GR | [ | 777
MR | [ | | o84
LRH-1 C T [ | 541
SF-1 I [ | 461
GCNF [ | | 495

Figura 2.6. Variabilidad de distintos NR en cuanto al tamafio de sus dominios.
NTD: regién N-terminal. DBD: dominio de unién al ADN. LBD: dominio de unién al ligando. Imagen

obtenida y adaptada de Weikum et al., 2018.
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Dominio C —Dominio de unidén al ADN

La regidn C corresponde al dominio de unién al ADN (DBD) siendo la region mas conservada en
comparacion con el resto de los dominios de los NRs (Danielsen, 2001). A través de este dominio,
los NRs se unen a secuencias de ADN especificas, denominadas elementos de respuesta

hormonal (HRE) (V. Kumar et al., 1986).

Estudios cristalograficos y de resonancia magnética nuclear, donde se pudo elucidar la
estructura del DBD aislado o en complejo con el ADN, permitieron estudiar la interaccion
proteina-ADN. Las estructuras del receptor de glucocorticoides (GR) y del receptor de
estrogenos (ER) en complejo con el ADN, fueron las primeras estructuras cristalograficas en ser
reportadas (Luisi et al., 1991; Schwabe et al., 1993). Estos estudios revelaron que el DBD consiste
en un nucleo de 66 residuos, altamente conservado, formado por dos motivos tipicos de dedos

de zinc, dos hélices alfa y una region C-terminal (CTE) (Figura 2.7).

Cada motivo de dedos de zinc, contiene cuatro cisteinas que coordinan un ion zinc para crear el
motivo candnico de union al ADN (Hard et al., 1990; Helsen et al., 2012). El primer motivo
contiene la hélice de lectura, la cual interactua de forma base-especifica con el surco mayor en
el ADN (Schwabe et al., 1993). En este motivo se encuentra la caja proximal o caja P, que
contiene los aminodcidos esenciales para la union al HRE en las regiones promotoras de los
genes diana (Umesono & Evans, 1989). En cambio, el segundo motivo hace contactos no
especificos con el esqueleto del ADN. En el bucle peptidico de este segundo motivo se encuentra
la caja distal o caja D, que contiene residuos involucrados en la dimerizacion del receptor (Luisi

et al., 1991; Khorasanizadeh & Rastinejad, 2001; Watson et al., 2013).

La region CTE tiene otros dos motivos conservados, la caja T y la caja A, implicados en el
reconocimiento del ADN y la dimerizacidn, respectivamente (Vincent Laudet & Adelmant, 1995).
Las secuencias CTE no son conservadas entre los NR y pueden adoptar diferentes estructuras.
Sin embargo, estas estructuras divergentes comparten una funcién comun: extender la interfaz
de interaccion proteina-ADN a nivel del surco menor, mas allda de los contactos especificos

establecidos en el surco mayor, estabilizando asi la unién del receptor al ADN (Bain et al., 2007).



Introduccion

Motivo 1 Motivo 2

Figura 2.7. Esquema del dominio de unidn al ADN de los NRs.
Se muestran los dos motivos de dedos de zinc con la caja P, caja D y la CTE. Imagen tomada y

adaptada de Weikum et al., 2018.

Dominio D — Bisagra

La regidn bisagra es un conector flexible entre el DBD y el dominio de unién a ligandos (Pawlak
etal., 2012). Es la regidon de menor conservacion de secuencia y tamafo dentro de los receptores
nucleares. Esta region le brinda flexibilidad al NR otorgandole a los dominios que conecta cierta
movilidad independiente (Aggarwal & Bhavesh, 2021). Ademas de brindar movilidad, la bisagra
también puede contener una sefal de localizacidén nuclear, encargada de la translocacion del
receptor al nucleo (Haelens et al.,, 2007; Anbalagan et al., 2012). La regidn C-terminal de la
bisagra puede contener un motivo involucrado en interacciones con proteinas co-reguladoras
dependientes de la unidn de ligando, especialmente aquellas que ejercen efectos represivos

sobre la transcripcién (Céraline et al., 2004).
Dominio E— Dominio de unidn a ligandos

El dominio de unidn a ligandos es un dominio que regula la actividad del receptor mediante la
unién de ligandos e interaccion directa con proteinas co-reguladoras (Moras & Gronemeyer,
1998; Weatherman et al., 1999). El LBD contiene superficies de interaccién estructuralmente
distintas pero relacionadas funcionalmente: una superficie de dimerizacion, que media la
interaccion con otro LBD asociado (Wurtz et al., 1996); un bolsillo hidrofébico de unidn al ligando
(LBP, Ligand Binding Pocket) que interactta con diversas moléculas pequeias lipdfilicas (Wu &
LoVerde, 2019); y una superficie de funcidon de activacion denominada AF-2 (Activaction
Function 2), esencial para la activacion de la transcripcién dependiente de ligando (Barettino et
al., 1994; Bourguet et al., 1995; Weikum et al., 2018). La especificidad de la unidn al ligando del

LBD, esta determinada por la forma, el volumen y los diferentes aminoacidos que recubren el

10



Introduccion

LBP. La unidn del ligando al LBD, induce cambios conformacionales en el receptor que pueden
conducir a la disociacion de proteinas co-represoras, permitiendo la asociacion de proteinas co-

activadoras a la region AF-2 (Bourguet, Germain, et al., 2000; Y. Li et al., 2003).
Dominio F — C-terminal

El dominio F, ubicado en el extremo C-terminal de los NR, es una de las regiones poco
conservadas de los receptores nucleares, de hecho muchos miembros de la familia carecen de
este dominio. Sin embargo, cuando esta presente, la eliminacién o mutacion del mismo altera
la transactivacién, la dimerizacién y la respuesta del receptor a la unidn del ligando (Patel &

Skafar, 2015)

2.2.2 Clasificacion de receptores nucleares

Por un lado, los receptores nucleares pueden clasificarse segiin su mecanismo de accién en
cuatro tipos (I-IV). Esta clasificacion los agrupa en base al sitio subcelular en donde ocurre la
unién receptor-ligando (citosol o nucleo) y a la forma en la que se unen al ADN (homodimero,
heterodimero, o mondmero) (Weikum et al., 2018). El tipo | de NR, abarca los receptores
nucleares que se encuentran en el citoplasma unido a proteinas chaperonas, que tras la unién
del ligando, se libera de la chaperona y experimentan una translocacion nuclear. En el nicleo,
generalmente se unen como homodimeros a los elementos respuesta de ADN (O’Malley & Tsai,
1992; Pratt et al., 2004). El tipo Il de NR se encuentra retenido en el nucleo unido a proteinas
represoras (Tata, 2002), tras la unién del ligando el receptor se libera del complejo represory se
une a proteinas activadoras activando asi la maquinaria transcripcional de su gen blanco. Estos
receptores comunmente forman heterodimeros con el receptor X retinoide (RXR) (Mangelsdorf
et al., 1995). El tipo Ill, tiene un mecanismo de accidn similar a los NR de tipo Il, pero forman
homodimeros en lugar de heterodimeros (Gronemeyer & Moras, 1995). Y por ultimo, el tipo IV,
al igual que los NR de tipo Il, se une al ligando en el nucleo pero en cambio se une al ADN como

mondmero (Little et al., 2006; Weikum et al., 2016).

A pesar de que el campo de los NR ha experimentado una evolucion asombrosa desde la
identificacion bioquimica del primer receptor nuclear a principios de la década de 1960 (Jensen,
1962), aun queda mucho por conocer y este es el caso de los llamados receptores huérfanos.
Los receptores huérfanos son aquellos NR para los cuales aln no se conocen sus ligandos

reguladores (Benoit et al., 2006).

Existe otra clasificacion de los NR basada en relaciones filogenéticas, generadas a partir del
alineamiento de secuencias y en la construccion de arboles filogenéticos. Esta clasificacion dio

origen a la nomenclatura utilizada actualmente para nombrar a los NRs, la cual fue aprobada
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por el Comité de Nomenclatura de Receptores Nucleares en 1999 (Vincent Laudet et al., 1999).
Esta clasificacidn subdivide a la familia de receptores nucleares en 6 subfamilias (NR1-NR6) (V
Laudet, 1997). A partir del analisis de esta clasificacion, Germain y colaboradores describen una
correlacién directa entre la capacidad de unidon al ADN y dimerizacién con la posicion
filogenética de cada NR; pero no observan una correlacidn con la capacidad de unidn al ligando
(Germain et al., 2006). La subfamilia NR1 agrupa receptores de hormonas tiroideas, de acido
retinoico y receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR), entre otros. Estos
receptores estan regulados por una variedad de moléculas de sefializacidn lipofilica que incluyen
hormona tiroidea, acidos grasos, acidos biliares y esteroles. La subfamilia NR2 contiene el
receptores X retinoides (RXR) y a los receptores huérfanos COUP-TF y HNF-4 (V Laudet, 1997;
Weikum et al., 2018). El receptor RXR es de particular importancia ya que forma complejos
heterodiméricos con muchos NR y es el Unico receptor en el grupo con un ligando activador
conocido, el acido 9-cis retinoico (Mangelsdorf & Evans, 1995). La subfamilia NR3 contiene
receptores de esteroides incluyendo el receptor de andrdgenos, de progesterona, de
glucocorticoides. La subfamilia NR4 contiene los receptores huérfanos relacionados con el
desarrollo y el mantenimiento de las neuronas, como el factor de crecimiento nervioso 1B. La
subfamilia NR5 contiene los receptores SF-1 y LRH-1, que aunque todavia se clasifican como
receptores huérfanos, la evidencia sugiere que son regulados por fosfolipidos. Finalmente, la
subfamilia NR6 contiene el factor nuclear de células germinales, un receptor huérfano que tiene
un papel en el desarrollo (V Laudet, 1997; Weikum et al., 2018). Posteriormente, esta
nomenclatura también incluyé una subfamilia NRO, formada por receptores nucleares que
contienen solo el DBD (NROA, identificados en artrépodos y nematodos) o solo el LBD (NROB,

presentes en algunos vertebrados) (Vincent Laudet et al., 1999).

Adicionalmente, en las Ultimas décadas, se evidencid la existencia de un nuevo subgrupo de NR
llamado 2DBD-NR, cuyos integrantes presentan dos DBD y un LBD (Wu et al., 2007). Si bien este
nuevo grupo aun no ha sido incluido en el sistema de clasificacidon descrito por el Comité de
Nomenclatura de Receptores Nucleares (Vincent Laudet et al.,, 1999; Wu & LoVerde, 2019),

publicaciones recientes ya lo clasifican como subfamilia NR7 (Y. Cheng et al., 2021).

2.2.3 Subfamilia 2DBD-NR.

Los receptores nucleares con dos dominios de unién al ADN fueron reportados por primera vez
por el grupo de LoVerde en 2006. En este estudio, identificaron 16 receptores nucleares nuevos
en el platelminto parasito Schistosoma mansoni, mediante secuenciacién completa por shotgun,
pero lo que mas les llamé la atencidn fue la identificacidon de tres receptores nucleares que

presentan dos DBDs (Sm2DBDa, Sm2DBDB and Sm2DBDy). Si bien estas proteinas comparten
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en gran parte la estructura modular de los NRs, poseen una caracteristica Unica, la presencia de
dos DBDs en tandem, adquiriendo asi una estructura modular especifica de este tipo de
receptores (Figura 2.8). A partir de este hallazgo los investigadores sugirieron agregar una nueva
subfamilia a la familia de receptores nucleares, que contenga los receptores nucleares con dos

DBDs, la subfamilia NR7 (Wu et al., 2006).

NTD Bisagra cTD
A I’_( LBD c

A/B :: c :: D i E i- F 4

NTD Bisagra CTD
B N ﬁ DBD DBD H LBD b

|—A/B—|= c : c :; D T E i+ F 4

Figura 2.8. Esquema de la estructura modular de los 2DBD-NR.
(A) Estructura de los NRs clasicos. (B) Estructura de los 2DBD-NRs. NTD: dominio N terminal.

DBD: dominio de unién al ADN. LBD: dominio de unién al ligando. CTD: dominio C terminal.

A su vez, los autores describen en el segundo DBD una secuencia de caja P tipica de los
receptores nucleares de la subfamilia NR1 (CEGCKG), no obstante el primer DBD posee una
secuencia de caja P diferente (CEACKK) exclusiva de esta subfamilia (Figura 2.9). Adicionalmente,
Wu vy colaboradores identificaron secuencias homodlogas a 2DBD-NRs en dos especies de
planarias de agua dulce pertenecientes a la clase Turbellaria: Dugesia japonica y Schmidtea
mediterranea. Dichos organismos junto con S. mansoni, pertenecen al filo Platelmintos, por lo
que los investigadores sugieren que los 2DBD-NRs existian en su antepasado comun (Wu et al.,

2006).

Este hallazgo desperto la curiosidad de los investigadores, que continuaron con el estudio de los
2DBD-NRs. En 2007, identificaron por data mining, este tipo de receptores también en especies
de moluscos y artrépodos, sin embargo no encontraron evidencia de los 2DBD-NR, ni de ninguna
secuencia que codifique para la caja P exclusiva de este tipo de receptores, en esponjas,

cnidarios, insectos artropodos, erizos de mar ni en vertebrados (Wu et al., 2007) (Figura 2.9)
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Figura 2.9. Dominios de unidn al ADN de los receptores 2DBD.

(A) llustracion de los 2 DBDs de Sm2DBDa. (B) Alineamiento de los dominios de unién al ADN de

2DBD-NRs. Cada DBD estd encuadrado con una linea continua, las secuencias de las cajas P-box

(letras en negrita) estan encuadradas con una linea discontinua. Sm: Schistosoma mansoni, Se:

Schmidtea mediterranea, Dj: Dugesia japonica, Lg: Lottia gigantea, Dp: Daphnia pulex. Iméagenes

tomadas y modificadas de Wu et al., 2007.

Recientemente, Wu y LoVerde demostraron a partir de la construccion de arboles filogenéticos

con la secuencia de aminoacidos del segundo DBD que los 2DBD-NRs de platelmintos parasitos

se agruparon en tres grupos: 2DBDa (ortdlogos de Schistosoma mansoni 2DBDa), 2DBDb

(ortdlogos de S. mansoni 2DBD) y 2DBDg (ortdlogos de S. mansoni 2DBDy). Resultados similares

fueron obtenidos por nuestro grupo de investigacidon a partir del analisis de los receptores

2DBDs de algunos cestodos (Alvite et al., 2019). A su vez, Wu y LoVerde observaron que 2DBD-

NRg estad presente en las cuatro clases de platelmintos analizadas y en algunos moluscos,

mientras que 2DBD-NRa y 2DBD-NRb se encuentran Unicamente en las tres clases de

platelmintos parasitos (Monogenea, Cestoda y Trematoda) (Wu & LoVerde, 2021).

En cuanto a la estructura, se determind que la regidon LBD desde la hélice 3 a la 12 es

relativamente conservada en las tres proteinas 2DBD de S. mansoni. Ademas, los tres receptores
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poseen la firma Tt, conservada dentro de este dominio y Sm2DBDa junto con Sm2DBDp poseen
el sitio de activacién dependiente de ligando AF-2 tipico (DOXEDD, donde @ representa un
aminoacido hidrofébico), mientras que Sm2DBDy posee una glutamina en el sitio donde
generalmente se encuentra un acido glutamico (OOXQDO). Los tres 2DBD-NRs de S. mansoni
poseen el dominio bisagra inusualmente extenso. Se analizé también la estructura cuaternaria
de Sm2DBDa, mediante ensayos de doble hibrido de levadura y de GST pull down, determinado
gue éste forma homodimeros sugiriéndose que habria cuatro cajas P involucradas en la union

al ADN. (Wu et al., 2007).

Posteriormente, se identificaron tres 2DBD-NRs en el genoma de E. multilocularis con gran

homologia a los tres receptores encontrados en S. mansoni (Forster et al., 2011).

Unos afios mas adelante, Tharp y colaboradores, clonaron y caracterizaron un receptor de la
familia 2DBD-NR en Schmidtea mediterranea, denominado nhr-1, homologo al receptor nuclear
Sm2DBDy de S. manoni. Los investigadores demostraron que dicho factor se expresa en drganos
reproductores accesorios y cumple un rol clave en la regulacion del desarrollo sexual de las

planarias, siendo esencial para su reproduccion (Tharp et al., 2014).

La base de datos de WormBase Parasite reporta tres receptores nucleares pertenecientes a la
familia 2DBD-NR en E. granulosus s.s. G1. A pesar de esto, nuestro grupo de investigacion sélo
logro amplificar uno de ellos a partir de ADNc de protoescdlices de quiste hidatico de origen
bovino, correspondiente a una isoforma del gen EgrG000379600.1 (Eg37) de WormBase
Parasite. La secuencia obtenida se deposité en GenBank con el nimero de acceso MH092994.2
y la proteina codificante como AZM65758.2 (Eg2DBDa.1). Dicha secuencia posee una longitud
completa de 2493 pb y codifica para una proteina de 830 aminoacidos. La comparacidn de esta
secuencia con la secuencia de la base de datos Eg37, reveld algunos cambios de aminoacidos
(A313T, T649M; S775P y S786P) y la ausencia de 22 residuos (Riera, 2018; Alvite et al., 2019). El
analisis de la estructura génica de la secuencia mostré que la region eliminada esta codificada
por el extremo 3' del quinto exdn, lo que representa un empalme con el uso de un sitio 5'
alternativo. A través de andlisis bioinformaticos se han descrito regiones consenso de los
dominios, posibles sefiales NLS y de modificaciones post-traduccionales, y se generd un modelo
3D de los dos dominios de unién al ADN(Alvite et al., 2019). Como se menciona la proteina
Eg2DBDa.1 tiene dos DBDs, donde el primer DBD estaria compuesto por 68 residuos y que posee
dos dedos de zinc (CysX,CysX13CysXaCys y CysXsCysXqeCysXaCys). Se identifico la caja P consenso
“EACKK”, caracteristica de los 2DBD-NR como fue descrita por Wu y colaboradores (Wu et al.,
2006). El segundo dominio, compuesto por 67 residuos y también contiene dos dedos de zinc

(CysX,CysX13CysXaCys y CysXsCysXoCysX,Cys). Se estima que la longitud de la bisagra en
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Eg2DBDal es de 163 aminodcidos y en dicha regidn se identificaron dos sefiales de localizacién
nuclear putativas (Alvite et al., 2019). Mediante modelado 3D, se postula que la hélice alfa Ha
del primer DBD engancha el surco mayor del ADN, haciendo interacciones base-especificas a
través de su caja P. En particular, Lys194 y Lys195 son los residuos que establecen los enlaces
de hidrégeno con las bases del ADN. El modelo tridimensional sugiere que solamente el primer
DBD seria capaz de reconocer especificamente al elemento repuesta del ADN, mediante la caja
P exclusiva de los 2DBD-NRs. El segundo DBD podria estar contribuyendo a la estabilizacion del

complejo ADN-proteina (Alvite et al., 2019) (Figura 2.10).

Figura 2.10. Modelado molecular de los dos DBD de Eg2DBDa.1 en complejo con ADN.
Figura obtenida de (Alvite et al., 2019).

2.2.4 Receptores nucleares como blancos de drogas

Desafortunadamente, existen pocas drogas para tratar las infecciones helminticas y la larga
historia del uso extensivo de medicamentos antihelminticos ha resultado en una tasa creciente
de resistencia que se extiende y persiste en las poblaciones parasitarias (Prichard, 1994; Nari et
al., 2003). Los benzimidazoles, que son los antiparasitarios de eleccién para el tratamiento de la
infeccidn por E. granulosus presentan varias contraindicaciones y efectos secundarios. Se ha
descrito que consiguen la resolucién de los quistes humanos en un 30 % o menos de casos, con
una tasa de recaida del 25 % en tratamientos iniciales y del 60 % en re-tratamientos (Busto-Bea

et al., 2016).
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Debido a la ausencia de estrategias terapéuticas alternativas eficaces contra infecciones
helmintica, se necesita con urgencia nuevos medicamentos para tratar estas parasitosis. Debido
a esto los receptores nucleares se han vuelto dianas farmacoldgicas prometedoras para el
tratamiento de enfermedades parasitarias (Wang et al., 2017). Los NRs se han transformado en
blancos atractivos para el desarrollo de drogas de pequeiio tamafio molecular y de uso oral,
debido a la naturaleza lipofilica de sus ligandos y a su habilidad de modular la expresion de
multiples genes en una misma via (Evans & Mangelsdorf, 2014). Ademas, cabe destacar que en
el 2006 aproximadamente el 13% de las drogas aprobadas por la FDA interaccionaban con NRs
(Overington et al., 2006). Sumado a esto, el hecho de que los miembros de la subfamilia de
receptores 2DBDs estén ausentes en los hospederos del parasito, convierte a estas proteinas en

blancos terapéuticos prometedores

El principio de la utilizacién de NRs como blancos para el tratamiento de enfermedades
parasiticas se basa en el uso de ligandos exdgenos que interfieran con las funciones fisioldgicas
del NR. Sin embargo, también seria posible elegir como blanco los reguladores corriente arriba
o los efectores corriente abajo del NR, una vez que la via haya sido completamente elucidada

(Wang et al., 2017).

Debido a la necesidad de encontrar nuevas terapias alternativas para tratar la equinococosis
quistica, se hace fundamental identificar blancos especificos del parasito y a la vez vitales para
su supervivencia. Estando en la mira los receptores nucleares como blancos atractivos para
drogas contra las enfermedades parasitarias, los 2DBD-NRs particularmente parecen ser blancos

prometedores, dado que estan presentes en el parasito pero no es sus hospederos.
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3. HIPOTESIS

En base a los antecedentes presentados de los receptores nucleares de la familia 2DBD, nos
planteamos la hipdtesis de que el mecanismo de accidn del receptor nuclear Eg2DBDa.1 de E.
granulosus involucra la formacion de homodimeros a través del dominio de unién a ligandos y
no forma heterodimeros con el Receptor X Retinoide. Dado que para llevar a cabo su funcién
bioldgica, es necesaria la unién de ligandos especificos, la dimerizacion de Eg2DBDa.1 se vera
inducida frente a la presencia de ligandos pertenecientes al hospedero, involucrando al receptor

en la comunicacion hospedero-parasito.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Debido a la necesidad de encontrar nuevas terapias alternativas para tratar la equinococosis
quistica, se hace fundamental la identificacién de nuevos blancos especificos del parasito y a la
vez vitales para su supervivencia, como podrian ser los 2DBD-NRs dado que estan ausentes en
los hospederos del parasito. En este contexto, el objetivo general de esta tesis se centra dilucidar
el mecanismo de accidn del receptor nuclear Eg2DBDa.1 perteneciente a la familia de 2DBD-

NRs de Echinococcus granulosus s.l. comenzando por su caracterizacion molecular.

4.2 Objetivos especificos

1. Clonar la region codificante completa del receptor nuclear Eg2DBDa.1 de E. granulosus
s.l. completo.

2. Determinar si Eg2DBDa.1 interacciona consigo mismo formando homodimeros o con
EgRXRB formando heterodimeros.

3. Determinar si la dimerizacion de Eg2DBDa.1 es estimulada por ligandos presentes en el

suero del hospedero intermediario del parasito.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Clonado de receptores nucleares de Echinococcus granulosus s.I.

5.1.1 Extraccion de ARN y obtencion de ADNc

Se realizé la extraccion del ARN total de 80 pL de protoescélices (PE) de E. granulosus s.l.
conservados en 300 pl de TRizol (Invitrogen). Los PE se obtuvieron a partir de quistes hidaticos
de vaca y fueron conservados en TRizol a -80 °C hasta su uso, los mismos fueron amablemente
cedidos por la Dra. Verdnica Fernandez del Departamento de Inmunologia del Instituto de
Higiene (UdelaR). La extraccion de ARN, se realizé utilizando el kit comercial Direct-zol RNA
Miniprep Plus (ZymoResearch), siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. EI ARN
extraido se cuantifico mediante espectrofotometria por absorbancia a A=260 nm (Abs;s0) con el
equipo NanoDrop Lite (Thermo Fisher) y se estimd su pureza mediante la relacion entre la

absorbancia A=260 nm y A=280 nm (Abszs0/Abss0).

Para sintetizar el ADN copia (ADNCc) se realizd la reaccidn de retrotranscripcion del ARN extraido,
utilizando oligonucledtidos de deoxitimidina (oligo dT) y la enzima transcriptasa reversa
SuperScript Il (Invitrogen). Para ello, 11 pL de ARN molde fue incubado durante 5 minutos a 65
°Ccon 1 L de oligo dT 50 uM, 1 uL de dNTPs 10 mM. Luego se agrego 4 uL de buffer de reaccion
5 X First-Strand Buffer, 1 uL de ditiotreitol 0,1 M, 1 uL del inhibidor RNaseOUT, y 1 uL de la
transcriptasa reversa Superscript 11l (200 UE/uL). La mezcla se incubd durante 50 minutos a 50
°C. A continuacion, se inactivé la enzima incubando por 15 minutos a 70 °C. Finalmente se agregd
1 pL de RNAsa H para la degradacion del ARN utilizado como molde. EI ADNc sintetizado se

almacend a -20 °C hasta su utilizacion.

Para confirmar la ausencia de ADN gendmico en el ADNc sintetizado, realizamos una
amplificacion por PCR del transcripto de EgFABP1. El gen de EgFABP1 tiene un largo de 474 pb
(ID: AF321119.1) y posee un Unico intron de 72 pb, por lo que el transcripto maduro tiene un
largo de 402 pb. Los cebadores utilizados amplifican desde el codén de inicio del transcripto
(EgFABP1-D: 5'- GGA TCC ATG GAG GCA TTC CTT G -3') hasta el coddn de finalizacion (EgFABP1-
R: 5'- CGC CAC CTT TGA GTA GGT TCG -3'). Para la amplificacién de EgFABP1 se utilizé 1 uL de
ADNCc, 3 uM de cada cebador y 12.5 pL RangerMix 2 X (Bioline) en un volumen final de reaccidn
de 25 pL. Se utilizd el programa mostrado en la Tabla 5.1 y el termociclador Eppendorf

Mastercycler Personal (Eppendorf).
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Materiales y métodos

Tabla 5.1. Ciclado utilizado en reacciones de PCR para amplificar EgFABP1.

Etapa Tem;()fé)atura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 3 minutos 1
Desnaturalizacién 98 20 segundos
Hibridacion 54 30 segundos 30
Extension 72 30 segundos
Extensidn final 72 3 minutos 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)
y fueron visualizados mediante tincién con SYBR SafeDNA Gel Stain (Thermo Fisher) en el equipo

Fast Gene Gel Pic LED Box (Genetics)

5.1.2 Amplificacion mediante PCR

Para amplificar el receptor Eg2DBDa.1, nos basamos en la secuencia del receptor Eg2DBDa que

se encuentra en la base de datos de WormBase Parasite (https://parasite.wormbase.org/,

Eg2DBDa 1D: EgrG_000379600). A partir de esta secuencia, se disefiaron cebadores especificos
para amplificar una regién del ADNc que contuviera los dos DBDs y la regién de 66 nt
caracteristica por estar presente en Eg2DBDo pero ausente en Eg2DBDa.1, para diferenciar las
isoformas. Se disefié un cebador directo que amplificara desde el coddn de inicio de la
traduccion (Eg2DBDa.1-D) y un cebador reverso que alinea en una zona interna del receptor,
incluyendo las regiones anteriormente mencionadas (Eg2DBDa.1-MSL-R). Asi mismo, se disefié
un cebador reverso que nos permitiera amplificar el ADNc completo de Eg2DBDa.1 (Eg2DBDa.1-

R) (Tabla 5.2).

Adicionalmente, de la base de datos de WormBase Parasite se obtuvo la secuencia nucleotidica
del ARNm del EgRXRB (ID: EgrG_000434500) y se disefiaron cebadores especificos para
amplificar la regidn LBD del receptor de EgRXRB (EgRXRB-LBD) que incluyeran sitios de corte de

enzimas de restriccidn para una posterior clonacién direccional.

Los datos de la temperatura de fusidn (Tw), el contenido GC y la probabilidad de formacién de
horquillas, homo- y hetero-dimeros de cada cebador se evaluaron a partir de la herramienta

informatica OligoAnalyzer de IDT DNA (https://www.idtdna.com/).

En la Tabla 5.2 se pueden observar los cebadores disefiados junto con el dato de la Tm.
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Tabla 5.2. Cebadores utilizados para amplificar los ADNc de Eg2DBDa.1 y de EQRXRB-LBD.

NR Nombre Secuencia (;I',E)
- Eg2DBDa.1-D 5'— ATG GCA CAAACACCTGCAGCCACAG-3 64,2
3
§ Eg2DBDa.1-MSL-R 5—-CTCTGG CGGACAAACTCATC-3’ 55,8
N
8 Eg2DBDa.1-R 5'— CTA CGG TTG CGT GGG CGG GTG -3’ 65,6
E EgRXRB-LBD-EcoRI-D 5'—~CCG GAATTC GCCTCATCAATATGT TCT CATG -3’ 60,6
'il.é.l’ EgRXRB-BamHI-R 5'—-CGC GGA TCCTCAGGTACTCGATTCTG -3’ 62,1

NR: receptor nuclear. D: directo; R: reverso. En rojo se marcan lo sitios de corte para las

enzimas de restriccion.

Para la amplificacién de cada receptor, se utilizé 2 uL de ADNc, 3 uM de cada cebadory 12,5 uL
RangerMix 2X (Bioline) en un volumen final de reaccién de 25 pL. Los pares de cebadores
utilizados fueron: Eg2DBDa.1-D/Eg2DBDa.1-R, Eg2DBDa.1-D/Eg2DBDa.1-MSL-R y EgRXRB-LBD-
EcoRI-D/EgRXRB-BamHI-R.

Se utilizd el programa mostrado en la Tabla 5.3 y el termociclador Eppendorf Mastercycler

Personal (Eppendorf).

Tabla 5.3. Ciclado utilizado en la reaccién de PCR para amplificar Eg2DBDa.1y EQRXRB-LBD.

Etapa Temr():eé)atura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 3 minutos 1
Desnaturalizacién 98 20 segundos
Hibridacion 54 30 segundos 30
Extension 72 2 / 3 minutos*
Extensidn final 72 3 minutos 1

*Se utilizé 2 minutos para los cebadores de Eg2DBDa.1-D/Eg2DBDa.1-MSL-R y EgRXRB-LBD-
EcoRI-D/EgRXRB-BamHI-R. Se utilizé 3 minutos para el par Eg2DBDa.1-D/Eg2DBDa.1-R.

5.1.3 Electroforesis y purificacion de ADN

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)
y visualizados mediante tincidon con SYBR SafeDNA Gel Stain (Thermo Fisher) en el equipo Fast
Gene Gel Pic LED Box (Genetics). Utilizando el kit comercial Universal DNA Purification Kit
(TianGen) se purifico los productos a partir del gel, siguiendo las instrucciones del fabricante. En

los casos en que la intensidad de la banda fue baja (cantidad de ADN insuficiente para proseguir
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con el siguiente paso), se realizdé una reamplificacion como se menciond en la Seccidn anterior,

pero utilizando como ADN molde un 1 pL de una dilucién 1/10 de la reaccion de PCR.

5.1.4 Ligacion y transformacion de células competentes

Una vez obtenido el producto de PCR puro se confirma la secuencia de los fragmentos mediante

secuenciacidn Sanger (Servicio de secuenciacidn, Instituto Pasteur de Montevideo).

Una vez identificados los productos amplificados por PCR se clonaron en el vector pGM-T
(TianGen) (Anexo 10.1). La reaccidn de ligacion se llevd a cabo utilizando 50 ng de plasmido y la
cantidad de inserto necesaria para mantener una relacién molar inserto:plasmido de 10:1. Para
la ligacion se utilizé 5 UE de la enzima T4 ADN ligasa (Thermo Fisher) y 2 pL del buffer 10 X T4
DNA Ligase Buffer (Thermo Fisher) en un volumen final de 20 pL. La mezcla se incubd durante

toda la noche a 4 °C.

Se utilizé 10 pL de la reaccidn de ligacidn para transformar 50 pL de células de E. coli DH5a
competentes. Para su transformacion se utilizé el método de shock térmico, en el cual se incubd
células con la mezcla de ligacidn durante 30 minutos en hielo, seguido de 90 segundos a 42 °Cy
se volvieron a incubar en hielo durante 2 minutos. Luego se agregd 500 pL de medio de cultivo
Luria-Bertani (LB, Anexo 10.2) y se mantuvieron 60 minutos a 37 °C con agitacion a 200 rpm. Por
ultimo, se sembrd 100 y 200 plL de cada transformacion en placas de medio LB agar conteniendo
100 pg/mL de ampicilina, 20 mg/uL de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) y 20 mg/ulL
de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-GAL). Las placas se incubaron a 37 °C

durante toda la noche.

5.1.5 Seleccion de clones recombinantes

Para la purificacion de los plasmidos se selecciond entre 3 y 5 colonias blancas y se utilizaron
para inocular 3 mL de LB con 100 pg/mL de ampicilina y se incubaron toda la noche a 37 °C a
200 rpm. La extraccion de los plasmidos se realizé mediante mini purificaciones de ADN
plasmidico por lisis alcalina utilizando el kit comercial ZymoPURE™ Il Plasmid Miniprep Kit
(ZzymoResearch) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se verifico la presencia del inserto en
los plasmidos purificados mediante PCR utilizando como cebador directo el cebador universal
T7, presente en el plasmido (Anexo 10.3), y un cebador reverso especifico del fragmento clonado
(Tabla 5.1). La reaccidn se llevd a cabo como se menciond en la Seccién 5.1.2. Se selecciond uno
de los clones que resultd positivo y se confirmo la secuencia del ADN clonado mediante

secuenciacién Sanger (Servicio de secuenciacién Macrogen, Corea).

22



Materiales y métodos

5.1.6 Andlisis de secuencias

Los electroferogramas producto de las secuenciaciones de ADN se analizaron mediante el

programa SnapGene Viewer y se corrigieron manualmente cuando fue necesario.

Se realizd un alineamiento de la secuencia de Eg2DBDa.1, Eg2DBDa (ID: EgrG_000379600) y de
una regioén del receptor Eg2DBDa.1 previamente obtenida por nuestro grupo de investigacidn
denominada en esta tesis Eg2DBDa. 1ct, la cual abarca desde el segundo DBD hasta el codén de
terminacion (originalmente denominada Eg2DBDglcl (Riera, 2018)). El alineamiento se realizd

con el programa CLC Sequence Viewer version 8.0 (QIAGEN Aarhus).

5.2 Ensayos de doble hibrido de levadura (DHL)

Para estudiar la dimerizacién de Eg2DBDa.1 nos planteamos dos escenarios: la interaccién de
Eg2DBDa.1 consigo mismo o con el receptor EgRXRPB. Con el fin de disminuir la complejidad del
sistema, nos centramos en el estudio del dominio de unién a ligandos (LBD) de ambos
receptores. El primer abordaje que nos propusimos realizar para estudiar la dimerizacién del
receptor nuclear Eg2DBDa.1, fue realizar ensayos de doble hibrido de levadura para estudiar la

interaccion proteina-proteina en un sistema in vivo.

5.2.1 Fundamentos del ensayo de DHL

El estudio de la interaccidn proteina-proteina mediante el ensayo de doble hibrido de levadura
(DHL) consiste en fusionar la proteina en estudio (proteina carnada) al dominio de unién al ADN
GAL4 y la proteina que se quiere estudiar la interaccidn (proteina presa) al dominio de activacion
de GAL4 (Fields & Song, 1989; Chien et al., 1991). Si existe interaccion entre ambas proteinas, el
dominio de uniéon al ADN y el de activacidn entran en proximidad y ocurre la expresion de genes

reporteros (ver esquema Figura 5.1).

23



Materiales y métodos

A Proteina Proteina
Carnada Presa
f— Dominio
Py Activacién
Unién
- —_—
Dominio Dominio
Unién Activacion
\ {GAL4 -UASH { TATA Jmmm_ Gen Reportero )-}/
Dominio
Activacién
Dominio > <
Unién
(GALZ-UAS} {( TATA Jmmmnll_ Gen Reportero J=p

\

Figura 5.1. Esquema del sistema de doble hibrido de levadura.

(A) Dominio de union al ADN y de activacidn, acoplados a la proteina carnada y presa
respectivamente. (B) Activacidn del gen reportero por la interaccion entre las proteinas presa y
carnada. (C) No hay activacion del gen reportero dado que las proteinas no interaccionan. Imagen

creada en BioRender.com

Para realizar el ensayo de DHL, se utilizé el sistema Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid System 3
(Clontech) y la cepa de S. cerevisiae AH109 (Anexo 10.4). Este sistema utiliza tres genes
reporteros: el gen HIS3 que codifica para la enzima imidazolglicerol-fosfato deshidratasa la cual
cataliza el sexto paso en la biosintesis de histidina; ADE2 que codifica para la enzima
fosforribosilaminoimidazol carboxilasa, que participa en la ruta de biosintesis de purinas de
novo; y MEL1 el cual codifica para la enzima alfa-galactosidasa. Los genes HIS3, ADE2 y MEL1 se
encuentran bajo el control de tres elementos promotores diferentes corriente arriba (UAS -
upstream activating sequences) los promotores GAL1, GAL2 y MEL1, respectivamente, que
responden a GAL4. El gen reportero ADE2 por si solo proporciona una fuerte seleccidn
nutricional, mientras que la seleccion mediada por HIS3 permite controlar el rigor de la seleccién

siendo posible la deteccidn de proteinas con interaccidn débil (James et al., 1996).

5.2.2 Clonado de Eg2DBDa.1-LBD y EgRXRB-LBD en plasmidos del sistema

Para el ensayo de DHL fueron utilizados los plasmidos pGBKT7 Y pGADT7 (Clontech), los cuales
fueron cedidos muy amablemente por el Dr. Uriel Koziol de la Seccién Biologia Celular, Facultad
de Ciencias (UdelaR). El plasmido pGBKT7 expresa el dominio de uniéon al ADN GAL4

(aminoacidos del 1 al 147) fusionado por el extremo C-terminal al epitopo c-Myc (EEQKLISEEDL)
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y este ultimo se fusiona a la proteina carnada en estudio. El plasmido pGADT7 expresa una
region del dominio de activacion de GAL4 (aminoacidos del 768 al 881) fusionado por el extremo

C-terminal al epitopo HA (YDVPDYA) y éste fusionado a la proteina presa (Figura 5.2).

Proteina (" Proteina |
1 Camada Presa o

Dominio
Activacion

Dominio

pGBKT7-Eg2DBDa.1-1BD

pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD

8485 pb

9138 pb

Figura 5.2. Plasmidos utilizados para generar las proteinas de fusién a GAL4-BD y a GAL-AD
Plasmidos pGBKT7 y pGADT7 utilizados en el sistema de DHL con el inserto Eg2DBDa.1-LBD.

Imagen generada con SnapGene Viewer.

5.2.2.1 Amplificacidn de las regiones de interés mediante PCR

Para realizar los ensayos de DHL se disefié cebadores especificos para amplificar las regiones de
ADNCc correspondientes a los LBDs de Eg2DBDa.1 y de EgGRXRP. A estos cebadores se les incluyo
sitios de corte de enzimas de restriccion para permitir la clonacion direccional, verificando
previamente que los sitios de restriccion seleccionados no estuvieran presentes en los insertos
aclonar. Los datos de las Tn, el contenido GCy la probabilidad de formacién de horquillas, homo-
y heterodimeros para cada cebador se analizé a partir de la herramienta informatica
OligoAnalyzer de IDT DNA. Las secuencias y las temperaturas de fusidon de los cebadores
utilizados para amplificar Eg2DBDa.1-LBD se pueden observar en la Tabla 5.4 y los utilizados

para amplificar EQRXRB-LBD en la Tabla 5.2.

Tabla 5.4. Cebadores utilizados para la amplificacién de la region del LBD de Eg2DBDa.1.

Nombre Secuencia Tm
Eg2DBDa.1- 5'— CGCCAT ATG GCA CAA ACA CCT GCA GCCACAGCCTC-3 70.0°C
LBD-Ndel-D
Ef:ji:ﬁ";_ 5'-GTC GAC GAG CTC CTACGG TTG CGT GGG CGG G -3’ 71.0°C

D: directo. R: reverso. En rojo se marcan lo sitios de corte para las enzimas de restriccion.
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Se realiz6 entonces la amplificacion por PCR del LBD de Eg2DBDa. 1 a partir de 10 ng del plasmido
recombinante pGM-T-Eg2DBDa.1ct, previamente obtenido por nuestro grupo de investigacién
(denominado originalmente pGM-T/Eg2DBDglcl (Riera, 2018)) y la amplificacion del LBD de
EgRXRB a partir de 10 ng del plasmido pGM-T-EgRXRB-LBD generado en esta tesis. Las
reacciones se realizaron como se indicé en la seccion 5.1.2 utilizando el programa de ciclado de
la tabla 5.5 y los cebadores de la Tabla 5.2 y 5.4 para EgRXRB-LBD y Eg2DBDa.1-LBD,

respectivamente.

Tabla 5.5. Ciclado utilizado en la reaccién de PCR para amplificar los LBDs de Eg2DBDa.1 y de

EgRXR8.
‘ Etapa Temperatura (°C) Tiempo N° de repeticiones
Pre- desnaturalizaciéon 95 3 minutos 1
Desnaturalizacién 98 20 segundos
Hibridacién 54 30 segundos 30
Extension 72 2 minutos
Extensidn final 72 3 minutos 1

Los productos de PCR asi obtenidos fueron purificados como se indico en la Seccién 5.1.3 y se
confirmé la secuencia de los fragmentos obtenidos mediante secuenciacion Sanger (Servicio de

secuenciacion, Instituto Pasteur de Montevideo).
5.2.2.2 Digestién con enzimas de restriccién y ligacion en los plasmidos de levadura

Para poder clonar los productos de PCR purificados, se realizo la digestion de los productos de
PCR y de los plasmidos de levadura con dos enzimas de restriccién. Dichas digestiones se
llevaron a cabo de acuerdo a la Tabla 5.6. Las enzimas de restriccidn utilizadas formaban parte
del sistema Anza Restriction Enzyme Cloning System (Invitrogen) que utiliza un Unico buffer para

todas las digestiones, por lo que pudieron ser realizadas en un Unico paso.

Tabla 5.6. Enzimas utilizadas para el clonado de Eg2DBDa.1-LBD y EgRXRB-LBD en los

plasmidos de levadura.

Plasmido

Ndel/Sacl Ndel/Sall
EcoRIl/BamHI EcoRIl/BamHI

Eg2DBDa.1-LBD
EgRXRB-LBD

Inserto

Todas las digestiones se realizaron utilizando 1 pg de ADN, 1 plL de cada enzima de restricciény

2 uL de buffer Anza 10 X en un volumen final de reaccion de 20 L. Las reacciones se incubaron
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durante 30 minutos a 37 °C, y luego 20 minutos a 80 °C para inactivar las enzimas. La purificacion

de los ADNs digeridos se realizé como se indico en la Seccion 5.1.3.

Una vez obtenidos los insertos y los plasmidos digeridos y purificados, se realizaron las ligaciones
y se utilizaron para transformar células de E. coli DH5a competentes como se indica en la Seccidn

5.1.4.

Se sembrd 100 y 200 uL de cada transformacion en placas con medio LB-Agar conteniendo 100
pug/mL de ampicilina para aquellas bacterias transformadas con el plasmido pGADT7, y en placas
con medio LB-Agar conteniendo 50 pg/mL de kanamicina para las bacterias transformadas con

el plasmido pGBKT?7. Las placas se incubaron a 37 °C durante toda la noche.
5.2.2.3 Seleccién de clones recombinantes y purificacién de los plasmidos

Se selecciond entre 5 y 10 colonias de cada una de las transformaciones (pGADT7-Eg2DBDa.1-
LBD, pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD, pGADT7-EgRXRB-LBD y pGBKT7-EgRXRB-LBD) para verificar la
presencia del inserto en los plasmidos mediante PCR a partir de colonia, utilizando las
condiciones que se indican en la Seccidn 5.2.2.1. Una vez seleccionadas las colonias que contenia
los plasmidos con los insertos de interés, se inocularon en 50 mL LB con 100 pg/mL de ampicilina
y 50 pg/mL de kanamicina para los plasmidos pGADT7 y pGBKT7, respectivamente, y se
incubaron durante toda la noche a 37 °C a 200 rpm. Para la extraccion de los plasmidos se utilizd
el kit ZymoPURE™ II PlasmidMidiprep Kit (ZymoResearch) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se verifico la presencia del inserto en los plasmidos purificados mediante PCR,
utilizando como cebador directo el cebador universal T7 y un cebador reverso especifico para
cada inserto (Tabla 5.2 y 5.4). Las condiciones de la reaccidon fueron las mismas que se
mencionaron en la Seccién 5.1.2 y la purificacidn de los mismos se realizé como se indica en la
Seccidn 5.1.3. Se confirmd la secuencia de los insertos clonados mediante secuenciacidén Sanger

(Servicio de secuenciacion, Macrogen, Corea).

De esta misma forma, se realizé midi purificaciones de ADN plasmidico de los plasmidos para
los controles positivos y negativos aconsejados en el kit Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid System
3 (Clontech), los plasmidos pGBKT7-53, pGADT7-T y pGBKT7-Lam y de los plasmidos pGADT7 y

pGBKT7 no recombinantes, los cuales fueron cedidos amablemente por el Dr. Uriel Koziol.

5.2.3 Co-transformacion de S. cerevisiae

Una vez obtenidos los plasmidos purificados, se utilizaron para co-transformar la cepa AH109
de S. cerevisiae. Dicha cepa presenta auxotrofia por leucina y triptéfano, dado que presenta las

mutaciones leu2-3,112 y Trp1-901, las cuales se complementan en cis con los plasmidos pGADT7
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y pGBKT7, respectivamente. El plasmido pGADT7 contiene el gen LEU2 el cual codifica para la
enzima B-isopropilmalato deshidrogenasa que cataliza el tercer paso en la ruta de biosintesis de
leucina. El plasmido pGBKT7 contiene el gen de TRP1 que codifica para la enzima isomerasa de
fosforribosilantranilato, la cual cataliza el tercer paso en la biosintesis de triptéfano. Las
levaduras que no sean co-transformadas con ambos plasmidos no podran crecer en medios
carentes de leucina y triptéfano. Las co-transformaciones realizadas se pueden observar en la

Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Co-transformaciones realizadas en cepa AH109 de S. cerevisiae.

N° pGADT7 pGBKT7

1 pGADT7-T pGBKT7-53

2 pGADT7-T pGBKT7-Lam

3 pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD pGBKT7

4 pGADT7 pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD
5 pGADT7-EgRXRB-LBD pGBKT7

6 pGADT7 pGBKT7-EgRXRB-LBD

7  pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD  pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD
8  pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD pGBKT7-EgRXRB-LBD

9 pGADT7-EgRXRB-LBD pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD

Para generar las placas con medio carente de leucina y triptéfano se utiliza un medio definido
sintético (SD) que incluye una base de nitrégeno de levadura sin aminoacidos (Sigma), el cual se
complementa con suplementos que contienen una mezcla de aminoacidos y nucledsidos
especificos (DO, dropouts), en este caso se utilizd un DO carente de leucina y de triptéfano

(Clontech). A este medio le llamamos SD/-Leu/-Trp (Anexo 10.2).

Para realizar la co-transformacion de levaduras S. cerevisiae AH109 se partié de un precultivo
en medio extracto de levadura/peptona/dextrosa, suplementado con adenina hemisulfato
(YPDA, Yeast Extract—Peptone—Dextrose—Adenine, Anexo 10.2) incubado durante 16 horas a 30
°C con agitacion a 250 rpm. Este se centrifugd a 700 xg durante 5 minutos y el residuo se
resuspendido en 1 mL de buffer 0,2 M de acetato de litio, 40 % PEG 3350, 0,1 M de DTT
(LiAc/PEG/DTT), el cual permite la permeabilizacién de las levaduras. Se incubd 100 pL de esta
suspension de levaduras con 1 pg de cada uno de los plasmidos (segun Tabla 5.7) y se incubé 30
minutos a 42 °C. Posteriormente se plaqued en placas de SD/-Leu/-Trp y se incubd durante 72
hs a 30 °C. El procedimiento de transformacién mencionado anteriormente se puede ver

esquematizado en la Figura 5.3.
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Transformacion de levaduras
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Figura 5.3. Esquema del proceso de transformacién de levaduras.

Imagen generada en Biorender.com

5.2.4 Seleccion de transformantes

Luego de las 72 horas de crecimiento de las levaduras co-transformadas en medio SD/-Leu/-Trp,
se selecciond tres colonias de cada una de las transformaciones y se colocaron en suspension
en 100 pL de PBS. Se sembrd por goteo 10 uL de la suspensidn en tres placas de seleccion
diferentes: una placa de baja rigurosidad (SD/-Leu/-Trp) que permite el crecimiento de
levaduras doblemente transformadas con pGBKT7 y pGADT7; una placa de rigurosidad media
carente de leucina, triptéfano y de histidina (SD/-Leu/-Trp/-His) que permite evidenciar
interacciones débiles entre proteinas; y por ultimo una placa de alta rigurosidad que
adicionalmente es carente de adenina (SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade) y permite evidenciar
interacciones fuertes entre proteinas (Anexo 10.2). Dichas placas se incubaron por 72 horas a
30 °C (Figura 5.4). Este ensayo se realizé por quintuplicado, testeando en totalidad 15 colonias

distintas de cada una de las co-transformaciones.

Para el medio SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade se utilizé el medio definido SD con un DO carente de
leucina, triptéfano, histidina y adenina (-Leu/-Trp/-His/-Ade DO, Sigma) y se adicioné adenina

hemisulfato (Sigma) al 0,03% para generar el medio SD/-Leu/-Trp/-His.
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Figura 5.4. Esquema del proceso de seleccidn de levaduras transformadas.

Imagen generada en Biorender.com

Se tested la necesidad de utilizar 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT, MP Biomedicals) en las placas de
rigurosidad media (SD/-Leu/-Trp/-His) para eliminar falsos positivos. Para ello se co-
transformaron levaduras con pGADT7/pGBKT7-EgRXRB-LBD y con pGADT7/pGADT7-
Eg2DBDa.1-LBD y se plaguearon en placas de medio SD/-Leu/-Trp/-His con distintas
concentraciones de 3-AT: 2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM, 10 mM y en ausencia. Se incubaron durante

8 diasa 30 °C.

5.2.5 Ensayos de Western Blot

Para confirmar la presencia de las proteinas recombinantes se realizaron ensayos de Western
Blot (WB). Para ello, se realizaron precultivos de 3 mL de medio SD/-Leu/-Trp de las co-
transformaciones 7, 8 y 9 de la Tabla 5.7, los cuales se incubaron durante toda la noche a 30 °C
a 250 rpm. Se centrifugd los precultivos a 700 xg durante 5 minutos, y el residuo se resuspendio
en 100 pL de buffer Laemmli SDS 1 X (Anexo 10.5). Las muestras se hirvieron durante 5 minutos
y se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) al 8 %

(Anexo 10.5).

Una vez finalizadas las electroforesis, las proteinas fueron electrotransferidas a una membrana
de PVDF Hybond-P (Amersham Biosciences) en buffer de transferencia (Anexo 10.6). Las
membranas se bloquearon durante toda la noche a 4 °C con solucién de bloqueo (Anexo 10.6).
Posteriormente, se incubaron dos horas a temperatura ambiente con los anticuerpos primarios
anti-c-Myc y anti-HA, ambos a una concentracion final de 0,5 pg/mL en solucién de bloqueo y
luego se realizaron tres lavados de 15 min con buffer TBS-T (Anexo 10.6). Posteriormente, las
membranas fueron incubadas durante una hora con los anticuerpos secundarios

correspondientes conjugados a fosfatasa alcalina, ambos diluidos 1/30000 en TBS-T, y se lavaron
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nuevamente en las condiciones mencionadas anteriormente. Detalles de los anticuerpos

utilizados se pueden observar en el Anexo 10.7.

Para el revelado, se utilizo el reactivo nitro azul de tetrazolio (NBT, Sigma) y el reactivo 5-bromo-

4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP, Sigma), deteniendo la reaccién con agua.

5.3 Ensayos de co-inmunoprecipitacion (Co-IP) a partir de cultivo celular

Para confirmar los resultados obtenidos mediante el ensayo de DHL, se realizaron ensayos de
co-inmunoprecipitacion (Co-IP) a partir de extractos proteicos obtenidos de cultivos de células

epiteliales de adenocarcinoma de cérvix humanas (Hela) co-transfectadas.

5.3.1 Clonado en plasmido pcDNA3.1/V5-His

Para llevar a cabo este ensayo se utilizé el plasmido pcDNA3.1/V5-His A (pcDNA, Anexo 10.1), el
cual esta disefiado para la expresion de un alto nivel de proteinas recombinantes en células de
mamifero. A partir del mismo, fueron generados dos plasmidos pcDNA recombinantes cada uno

expresando la fusién de Eg2DBDa.1-LBD a dos epitopos distintos (HA o c-Myc).
5.3.1.1 Amplificacidon de las regiones de interés mediante PCR

Por PCR se amplificé la regidon que codifica para HA-Eg2DBDa.1-LBD a partir del plasmido
pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD y la region que codifica para c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD a partir del
plasmido pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD. Se utiliz6 como cebador directo el cebador universal T7 y
como cebador reverso se utilizaron los cebadores pAD-R y pBD-R para pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD
y para pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente (Anexo 10.3). Las condiciones de la reaccion

fueron las indicadas en la Seccién 5.1.2 utilizando el ciclado de la Tabla 5.5.
5.3.1.2 Ligacién de los insertos en pcDNA

Para el clonado en pcDNA, se digirié 1 ug del plasmido con 1 pL de la enzima de restriccion
Eco32I (Thermo Fisher), 2 uL de buffer R 10 X en un volumen final de reaccion de 20 pL. Para
obtener la cantidad necesaria del plasmido digerido para la posterior ligacidn, se realizé dicha
reaccion por quintuplicado. Las digestiones se realizaron incubando durante 60 minutos a 37 °C
y luego 20 minutos a 80 °C para inactivar la enzima. Para la purificacion del plasmido digerido,

se realizo el protocolo mencionado en la Seccién 5.1.3.

Dado que la enzima Eco321 genera extremos romos en los sitios de corte, para el clonado de
HA-Eg2DBDa.1-LBD y c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD se clivd la adenina (dA) desapareada en el extremo
3’ de los productos de PCR utilizando la enzima DNA Blunting (Thermo Fisher), siguiendo las

instrucciones del fabricante. Para la ligacidn y transformacion de células competentes, se siguid

31



Materiales y métodos

el protocolo mencionado en la Seccién 5.1.4. Por ultimo, se sembréd 100 pL de cada
transformacién en placas de medio LB-Agar conteniendo 100 pg/mL de ampicilina. Las placas se

incubaron a 37 °C durante toda la noche.
5.3.1.3 Seleccién de clones recombinantes y purificacién de los plasmidos

Se selecciond entre 5 y 10 colonias transformantes para rastrear mediante PCR de colonia la
presencia del inserto en el plasmido. Para ello se utilizd como cebador directo el cebador
universal T7-F y como cebadores reversos pAD-R y pBD-R para los insertos pcDNA-HA-
Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente. Las condiciones de la

reaccion de PCR fueron las indicadas en la Seccién 5.1.2.

Dado que la ligacidn de los insertos en el plasmido pcDNA se realizd mediante ligacidon de
extremos romos, ademas de evaluar la presencia del inserto, fue necesario evaluar la
direccionalidad del mismo. Para ello, se realizd una reaccion de PCR utilizando Gnicamente el
cebador T7-F, a partir de la cual se detectara amplificacion solamente si el inserto esta clonado

en la direccion inversa, como se explica en la Figura 5.5.

A T7-F
ed | (c-Myc) pBD-R
ﬂ Eg2DBDa1-LBD ;>+
. d
T7-F  pBD-R EMy9 T17-F

_< Eg2DBDa1-LBD

Figura 5.5. Esquema de las posibles formas de ligacion de c-Myc-Eg2DBDa..1-LBD en pcDNA.

(A) Direccidn deseada. (B) Direccidn inversa.

Una vez seleccionadas las colonias que contenian los plasmidos con los insertos de interés en el
sentido correcto, se inocularon en 50 mL LB con 100 pg/mL de ampicilina y se incubaron toda la
noche a37°Ca 200 rpm. La extraccion de los plasmidos y su purificacion se explican en la Seccién
5.1.5. Se verifico la presencia del inserto en los plasmidos purificados mediante PCR, utilizando
como cebador directo T7-F y como cebador reverso pAD-R o pBD-R segln corresponda,
utilizando las condiciones de ciclado ya descritas. Los productos de PCR asi obtenidos fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa 1 %. Se confirmé la secuencia de los insertos en los
plasmidos purificados mediante secuenciacién Sanger (Servicio de secuenciacion, Instituto

Pasteur de Montevideo).
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5.3.2 Transfeccion de células Hela

Una vez obtenidos los plasmidos recombinantes pcDNA-HA-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA-c-Myc-
Eg2DBDa.1-LBD, se utilizaron para transfectar células HeLa (ATCC® CCL2™). Las transfecciones
fueron realizadas en el Departamento de Genética del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable (IIBCE) bajo la orientacion de la Dra. Lucia Canclini en el marco de una pasantia

del PEDECIBA Biologia.

5.3.2.1 Cultivo de células Hela

Para el cultivo de Hela se utiliz6 como medio de cultivo DMEM High Glucose (Capricorn)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco) y se incubaron a 37 °C, atmdsfera de
5 % de CO,. Como medio de congelamiento para preservar la linea celular se utiliz6 70 % medio
de cultivo DMEM, 20 % de SFB y 10 % de dimetilsuféxido (DMSO) en ampollas para
criopreservacion. Las ampollas se mantuvieron a -80 °C en el caso de congelamientos por
periodos cortos (hasta un mes) o en crioreservorios de nitrogeno liquido por periodos mas

prolongados.

5.3.2.2 Puesta a punto del ensayo de transfeccion

Todos los experimentos de transfeccidn se hicieron en placas de 6 pocillos, sembrando 5 x 10°
células por pocillo (en un volumen total de medio de 2,5 mL) y se incubd a 37 °C en una
atmodsfera de 5 % de CO, por espacio de 24 horas para permitir que las células se adhiriesen al
sustrato. Posteriormente, se realizaron los ensayos de transfeccién de las células Hela utilizando
un método basado en el uso de lipidos catidnicos, utilizando Lipofectamine® 2000 Reagent

(Invitrogen).

Se determind las condiciones optimas de transfeccion poniendo a punto la relacion
ADN/lipofectamina y el tiempo de cultivo post-transfeccidn en el cual se realizaron los extractos
proteicos. En una primera instancia se evalud la relacion plasmido/lipofectamina a utilizar
determinado la eficiencia de transfeccion de forma cualitativa utilizando el plasmido pEX-EGFP-
LvO1 (Anexo 10.1), que codifica para una variante mejorada de la proteina fluorescente verde
(EGFP, enhanced green florescent protein). Se utilizé 4 ug del plasmido pEX-EGFP-Lv01 y distintas
cantidades de lipofectamina: 6, 9, 12 y 15 pL. Las células se mantuvieron en cultivo en medio
DMEM suplementado con 10 % de SFB y fueron observadas mediante microscopia confocal a
las 12, 18, 24 y 36 horas post-transfeccidn utilizando los equipos Olympus BX61-Fluoview FV300
y Zeiss LSM800.

Para evaluar el tiempo de incubacién luego de la transfeccion en el cual la expresion de HA-

Eg2DBDa.1-LBD y c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD fuera maxima, se realizaron ensayos de

33



Materiales y métodos

inmunocitoquimica observando los preparados mediante microscopia confocal. Para ello, se
utilizaron placas de 6 pocillos con cubreobjetos de 16 mm? colocados en el fondo de cada pocillo.
La transfeccion se realizé utilizando 2 pg de cada uno de los plasmidos (pcDNA-HA-Eg2DBDa.1-
LBD y pcDNA3-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD), 9 uL de lipofectamina (condicién dptima previamente
establecida) y se incubaron por 12, 18, 24 y 36 horas. Las células transfectadas se lavaron con
PBS a 37 °C y fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4 % durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con
PBS en agitacidn, y luego las células se permeabilizaron y bloquearon con 500 pL de buffer de
blogueo (1 % BSA, 0,05 % triton X-100 en PBS) durante 40 minutos a temperatura ambiente en
agitacién. Luego se incubd con los anticuerpos anti-HA y anti-c-Myc (Anexo 10.8), ambos en una
concentracion final de 5 ug/mL en buffer de bloqueo, durante 2 horas a temperatura ambiente.
Se realizé tres lavados de 5 minutos con buffer de bloqueo a temperatura ambiente en agitacion
y posteriormente se incubd con los anticuerpos secundarios anti-lgG de ratdn conjugado a
AlexaFluor 488 (Invitrogen) y anti-lgG de conejo conjugado a AlexaFluor 555 (Invitrogen) ambos
en una concentracioén final de 2 pg/mL (Anexo 10.8). Ademas se incorpord 4',6-Diamidino-2-
Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI — Invitrogen) en una concentracion final de 2 ug/mL parala
contratincidn nuclear y faloidina conjugada a AlexaFluor 647 (Invitrogen) en una dilucién 1/100
para la contratincion del citoesqueleto de actina. Dicha mezcla se realizé en buffer de bloqueo
y se incubd durante 45 minutos a temperatura ambiente. Una vez culminada la incubacion, se
realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS para finalmente retirar los vidrios de los pocillos y
montarlos sobre un portaobjetos con medio de montaje ProLong Gold Antifade (Invitrogen). Los
preparados se visualizaron mediante microscopia confocal utilizando los equipos Olympus BX61-
Fluoview FV300 y Zeiss LSM800 y la eficiencia de transfeccidn para los distintos tiempos de

incubacidn se calculo segun la Ecuacién 5.1.

o » n®de células transfectadas
Eficiencia de transfeccion (%) = = - x 100
n® de células totales

Ecuacion 5.1

Para corroborar que estas condiciones fueran también favorables al ser reveladas HA-
Eg2DBDa.1-LBD y c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD mediante Western Blot, se realizd la transfeccion de
células Hela utilizando 2 pug de cada uno de los plasmidos, distintas cantidades de lipofectamina
(6,9,12y 15 uL) y a las 18 horas post-transfeccién se obtuvieron los extractos proteicos como
se menciona mas adelante en la seccion 5.3.2.4. Una vez obtenidos los extractos, se realizaron

los ensayos de Western Blot como se menciona en la Seccion 5.2.5
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5.3.2.3 Ensayos de transfeccién de células Hela

Finalmente se optd por realizar las transfecciones con 9 pL de lipofectamina y 4 ug de plasmido
total, con un tiempo de incubacion de 18 horas. Se realizaron cuatro transfecciones distintas: 1)
pcDNA-HA-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD; 2) pcDNA-HA-Eg2DBDa.1-LBD vy
pcDNA no recombinante; 3) pcDNA-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA no recombinante y 4)

Unicamente con pcDNA no recombinante.
5.3.2.4 Obtencidén de extractos proteicos

Para obtener los extractos proteicos de las células Hela transfectadas, se procedio a realizar la
lisis celular. Para ello, los pocillos se lavaron con 3 mL PBS a 37 °C para luego lisar las células en
300 pL de buffer de lisis (PBS, 0,5 % NP40 substitute, 10 % glicerol, 1 % cdctel de inhibidores de
proteasas (Sigma-Aldrich)), utilizando un scrapper para desprender las células del pocillo,
manteniendo siempre la muestra a 4 °C. Posteriormente, el extracto fue congelado en nitrégeno
liguido y guardado a -80 °C hasta su uso. Los extractos fueron centrifugados a 14.000 xg por 20
minutos a 4 °C y se conservd el sobrenadante en un nuevo tubo, los cuales se utilizaron

inmediatamente o fueron conservados a -80 °C hasta su utilizacion.

5.3.3 Ensayos de inmunoprecipitacion

Se obtuvo asi cuatro extractos proteicos diferentes que se utilizaron para realizar los ensayos de
co-inmunoprecipitacion. Para ello, se afiadié 3 pg de anti-c-Myc (Invitrogen) a 250 plL de cada
extracto proteico y se incubd durante toda la noche a 4 °C con agitacidn suave. Posteriormente,
se agregd 10 pL de Protein A/G PLUS-Agarose (Santa Cruz Biotechnology) y se volvié a incubar
durante toda la noche a 4 °C con agitacidn suave. Luego, los preparados se centrifugaron a 1000
xg por 5 minutos a 4 °Cy se retird el sobrenadante (este se almacena para posterior analisis). Se
realizaron cuatro lavados de la resina con 1 mL de PBS con el mismo cdéctel de inhibidores de
proteasa utilizado previamente, centrifugando a 1000 xg por 5 minutos a 4 °C y descartando el
sobrenadante. Finalmente en el Ultimo lavado, se descarté el sobrenadante y se resuspendio la
resina en 40 pL de buffer Laemmli SDS 2 X. Se hirvio 5 minutos a 100 °C para liberar las proteinas

de la resina de agarosa y se almacend a -20 °C hasta su utilizacién.

5.3.4 Deteccion de proteinas co-inmunoprecipitadas

Las muestras se sometieron a electroforesis SDS-PAGE al 8 %. Una vez finalizada la electroforesis
se procedio a realizar el Western Blot como se menciond en la Seccidn 5.2.5. A su vez, para el
revelado del WB también se utilizé anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rabano

(Anexo 10.7) en una concentracién de 0,5 pg/mL final en TBS-T. La visualizacién se realizé
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mediante quimioluminiscencia incubando la membrana con el reactivo ECL (Thermo Fisher)

durante un minuto y colocandola en el equipo GBox Chemi XT4 (Syngene) para su deteccion.

En la Figura 5.6 se puede ver en forma esquematizada el proceso completo del ensayo de co-

inmunoprecipitacion.

Co-inmunoprecipitacion
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Figura 5.6. Esquema del ensayo de co-inmunoprecipitacion a partir de extractos proteicos
generados de cultivos celulares transfectados.

Imagen generada en Biorender.com

5.4 Ensayos de entrecruzamiento quimico en cultivo celular (EQ)

Para estabilizar las interacciones entre los mondmeros del dimero, realizamos ensayos de

entrecruzamiento quimico de los extractos proteicos.

5.4.1 Entrecruzamiento quimico con distintos agentes

Para realizar los ensayos de entrecruzamiento quimico, se partié de células Hela transfectadas
como se indico en la Seccidén 5.3.2.3. Luego de las 18 horas de transfeccion, las células se lavaron
con PBS a 37 °C para retirar restos del medio de cultivo y se agregd 300 plL de PBS conteniendo

el agente entrecruzante.

Se probaron tres agentes entrecruzantes diferentes, permeables a la membrana celular. En una
primera instancia, se probé el agente  entrecruzante  comercial bis[2-
(succinimidyloxycarbonyloxy)ethyl]sulfone (BSOCOES, Thermo Fisher) en una concentracién
final de 1 mM incubandolo durante 30, 60 o 120 minutos a temperatura ambiente con agitacion
suave. El segundo agente entrecruzante utilizado fue el dimetilpimelimidato, (DMP, Thermo
Fisher) en tres concentraciones finales distintas (1, 2 y 5 mM) y se incubd durante espacios de
30, 60 o 120 minutos a temperatura ambiente con agitacién suave. Los reactivos BSOCOES y
DMP fueron amablemente cedidos por la Dra. Andrea Villarino, de la Seccidn Bioquimica de

Facultad de Ciencias, UdelaR. El tercer agente entrecruzante utilizado fue el paraformaldehido
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(PFA) en concentraciones finales de 0,4 %, 0,8 %, 1,0 %, 1,2 %, 1,6 % y 2,0 % e incubandolo

durante 5 o 10 minutos.

Una vez finalizado el tiempo de incubacidn, se retird la soluciéon con el agente entrecruzante
para adicionar 300 pL de PBS y 15 pL de Tris-HCI 1M pH 7,5 y se incubd durante 15 minutos a
temperatura ambiente con agitacidon suave para finalizar la reaccidon de entrecruzamiento.

Finalmente se realizd la lisis celular como se menciona en la Seccién 5.3.2.4.

5.4.2 Deteccion de proteinas entrecruzadas

Para la deteccidn de las proteinas entrecruzadas se afiadio a las muestras buffer Laemmli SDS a
una concentracion final 1 X, se calentaron a 65 °C durante 5 minutos y se sometieron a SDS-
PAGE al 8 % (Anexo 10.5). Se optd por no hervir las muestras previo a la electroforesis debido a
gue se ha reportado que el entrecruzamiento realizado con PFA pude romperse cuando las
muestras se calientan a 99 °C (Klockenbusch & Kast, 2010). Una vez finalizada la electroforesis
se realizaron ensayos de Western Blot utilizando los anticuerpos primarios anti-c-Myc, anti-HA
(como se explica en la Seccién 5.2.5) y el anticuerpo primario anti-B-Tubulina en una
concentracion final de 1 pg/ulL diluido en buffer de bloqueo (Anexo 10.7). Los anticuerpos
secundarios y los reactivos utilizados para la visualizacién fueron los mismos que se

mencionaron en la Seccion 5.3.4.

En la Figura 5.7 se observa esquematizado el protocolo de entrecruzamiento quimico de

extractos proteicos de cultivos celulares transfectados.

Entrecruzamiento quimico
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Figura 5.7. Esquema del ensayo de entrecruzamiento quimico de extractos proteicos generados
de cultivos celulares transfectados.

Imagen generada en Biorender.com

5.4.3 Co-inmunoprecipitacion de proteinas entrecruzadas

A partir de los extractos proteicos entrecruzados generados como se menciond en la Seccidn

anterior se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion.
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Los ensayos de inmunoprecipitacion se realizaron como se describié en la Seccion 5.3.3 y la

deteccidon como se describe en la Seccion 5.3.4.

En la Figura 5.8 se observa esquematizado el protocolo de entrecruzamiento quimico de

extractos proteicos de cultivos celulares transfectados y su posterior inmunoprecipitacion.
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Figura 5.8. Esquema del ensayo de entrecruzamiento quimico de extractos proteicos generados
de cultivos celulares transfectados y posterior inmunoprecipitacion.

Imagen generada en Biorender.com

5.5 Ensayos de co-inmunoprecipitacion con proteinas traducidas in vitro

5.5.1 Transcripcion in vitro

Para obtener los transcriptos de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD se utilizé como
ADN molde los plasmidos pcDNA-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA-HA-Eg2DBDa.1-LBD.

Para linealizar los plasmidos pcDNA-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD, pcDNA-HA-Eg2DBDa.1-LBD vy
pcDNA sin inserto, se utilizd una enzima de restriccion que deja extremos romos en los sitios de
corte, para evitar la religacion del plasmido. Se utilizé 1 pg de plasmido, 20 U de la enzima Smal
(Thermo Fisher) y 2 uL de buffer tango 10 X en un volumen final de reaccién de 20 uL. Se incubé
la mezcla durante 2 horas a 30 °Cy se inactivd la enzima calentando a 65 °C durante 20 minutos.
Dicha reaccidn se realizé por quintuplicado para cada uno de los plasmidos. Una vez digeridos
los plasmidos, se purificé el pldsmido lineal mediante electroforesis en gel de agarosa 1 % en

buffer TAE 1 X utilizando el kit comercial “Zymoclean Gel DNA Recovery Kit” (ZymoResearch).

Para realizar la transcripcion in vitro de los plasmidos linealizados se utilizé la enzima T7 ARN
polimerasa (Thermo Fisher). Para ello, se utilizd 1 ug de cada plasmido lineal, 10 pL de buffer de
transcripcion 5 X, 2 mM de cada ribonucledtido (ATP, GTP, CTP y UTP; Thermo Scientific), 50 U
de inhibidor de ARNasas (RiboLock RNase Inhibitor, Thermo Scientific) y 30 U de T7 ARN
polimerasa en un volumen final de 50 pL. Se incubd durante 2 horas a 37 °Cy se conservo a -80

°C hasta su utilizacion.
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5.5.2 Traduccion in vitro

Se realizo la traduccidn in vitro de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD utilizando el kit
comercial The ReticLysate IVT™ (Invitrogen). Para llevar a cabo dicha reaccidn, se utilizé 4 uL del
ARN generado por transcripcion in vitro como se menciond anteriormente, 1,25 plL de buffer de
traduccion 20 X, 1,25 pL de metionina 1 mM y 17 ul del lisado de reticulocitos en un volumen
final de 25 pL por reaccidén. Ademas, se realizé un control negativo en ausencia de ARN. Dichas

mezclas se incubaron durante 90 minutos a 30 °Cy se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacién.

5.5.3 Inmunoprecipitacion

Para realizar los ensayos de co-inmunoprecipitacion se mezclé tres reacciones de traduccion in
vitro de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD junto con tres reacciones de HA-Eg2DBDa.1-LBD. Se realizaron
ademads dos controles. Por un lado una inmunoprecipitacidon utilizando tres reacciones de
traduccidn in vitro de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD junto con tres reacciones de traduccion in vitro sin
ARN. Y por otro lado, una inmunoprecipitacion utilizando 6 reacciones de traduccién in vitro sin
ARN. A todas estas mezclas se les agregd 300 uL de PBS y se realizd la inmunoprecipitacion al

igual que en la Seccién 5.3.3.

5.5.4 Deteccion de proteinas co-inmunoprecipitadas

Las muestras se analizaron por SDS-PAGE al 8 % y Western Blot tal como se describid en la

Seccién 5.3.4.

En paralelo se realizé una SDS-PAGE al 8 % Unicamente con la inmunoprecipitacién de c-Myc-
Eg2DBDa.1-LBD junto con HA-Eg2DBDa.1-LBD para ser tefido mediante tincién con Azul de
Coomassie coloidal. El gel se fijé durante 30 minutos en una solucién 10 % acido acético y 40 %
etanol. Luego se retird dicha solucidn y se incubd el gel en Azul de Coomassie coloidal durante
48 horas a temperatura ambiente. Finalmente se realizd sucesivos lavados con agua y se cortd
la banda correspondiente al tamafio de las proteinas HA-Eg2DBDa.1-LBD y c-Myc-Eg2DBDa.1-
LBD para su posterior analisis por cromatografia liquida a nanoescala acoplada a espectrometria

de masa (nano-LC-MS/MS, servicio UByPA del Instituto Pasteur de Montevideo).
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Figura 5.9. Esquema del ensayo de entrecruzamiento quimico de extractos proteicos generados

de cultivos celulares transfectados y posterior inmunoprecipitacion.

Imagen generada en Biorender.com

5.6 Ensayos de doble hibrido de levadura modificado (DHL,)

El ensayo de DHLn es una estrategia que involucra un sistema in vivo de DHL que se utiliza para

evaluar la unién de posibles ligandos.

5.6.1 Co-transformacion de levaduras e incubacion con el ligando

En este ensayo se utilizé la cepa de S. cerevisiae Y187 (Anexo 10.4), la cual posee auxotrofia por

leucina y por triptéfano y utiliza como gen reportero LacZ bajo el control de GAL1 UAS.

Para la transformacién de Y187 se utilizé el protocolo descripto en la Seccién 5.2.3 utilizado para
transformar AH109. Se realizaron tres co-transformaciones: 1) pGADT7-Eg2DBDa.1-
LBD/pGBKT7-Eg2DBDa..1-LBD, 2) pGADT7-T/pGBKT7-53 (control positivo) y 3) pGADT7-
T/pGBKT7-Lam (control negativo).

Se selecciond tres colonias de cada unas de las co-transformaciones y se inocularon en un
precultivo de 3 mL en SD/-Leu/-Trp para ser incubadas durante toda la noche a 30 °C con
agitacién a 250 rpm. Al dia siguiente, se vortexed el precultivo y se transfirié 750 pL del mismo
a dos tubos de ensayo que contenian 3 mL del medio SD/-Leu/-Trp. En uno de los tubos se le
agrego6 5 % de SFB (187,5 L, Gibco) o 187,5 ulL adicionales de SD-/Leu/-Trp (control sin ligando).
Se incubd nuevamente a 30 °C con agitacion a 250 rpm hasta que el cultivo alcanzara un DOgoo

entre 0,5y 1,0. Se registré el valor de la DOgqo.

5.6.2 Determinacion da la actividad 8-galactosidasa

Se extrajo tres alicuotas de 500 pL de cada cultivo en tubos de 1,5 mL, se centrifugaron a 14.000
xg por 30 segundos y se descartd el sobrenadante. Se agregd 500 uL de Z-buffer (16,1 g/L
Na,HPO;-7H,0; 5,50 g/L NaH,P0;-H,0; 0,75 g/L KCl; 0,246 g/L MgS04-7H,0; pH 7,0) y se volvid
a centrifugar a 14.000 rpm por 30 segundos. Se descartd el sobrenadante y se agregé 100 uL de

Z-buffer, concentrando la muestra 5 veces. Se transfirié 50 L a un nuevo tubo y se lisé las células
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mediante shock térmico a través de tres ciclos de congelado en nitrégeno liquido y descongelado
colocando la muestra en bafio termostatizado a 37 °C. Posteriormente se agregd a cada muestra
350 pL de Z-buffer con 1 uL de B-mercaptoetanol y se incubd a 30 °C. Se agregd 80 uL de o-
nitrophenyl B-D-galactopyranoside (ONPG, Sigma-Aldrich) 4 mg/mL en Z-Buffer y se contabilizé
el tiempo hasta el desarrollo de color amarillo. Las levaduras que expresan proteinas de fusion
gue interaccionan activan la expresion del gen reportero de la B-galactosidasa, la cual al lisar las
células serd liberada e hidrolizara el compuesto ONPG generando un color amarillo. Una vez que
se desarrollo el color amarillo, se pard la reaccion agregando 200 pL de carbonato de sodio 1 M
e inmediatamente se midio la absorbancia a 420 nm (Absa20) con el espectrofotometro Shimadzu

UV-160a.

5.6.3 Cdlculo de la actividad de la 8-galactosidasa

Para el calculo de la actividad de la B-galactosidasa se utilizd la ecuacidn 5.2 (Miller, 1972).

1000 X Abs,

Unidadesﬂ—galactosidasa = t X V X DOgyg

Ecuacion 5.2

Donde Absazo es la absorbancia medida a 420 nm; t es el tiempo en minutos que tardd la
aparicion del color amarillo; V es el volumen de células en mL que se utiliz6 para realizar la
reaccion, multiplicado por el factor de dilucion; DOgsoo es la densidad dptica medida a 600 nm.
Cada ensayo se realizd por duplicado bioldgico, realizando cada una de las réplicas en dias
distintos y por triplicados técnicos. Para evaluar el nivel de significancia, se utilizo el Test de
Student con datos desapareados de dos colas y se establecid la significancia para los datos con

un p valor < 0.01.
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6. RESULTADOS

6.1 Aislamiento de receptores nucleares

Previamente, nuestro grupo de investigacion clond y expresé de forma insoluble la region
correspondiente a 573 aminodcidos desde el extremo C-terminal del receptor Eg2DBDa.1 (Riera,
2018). Este fragmento, originalmente fue denominado Eg2DBDglcl, pero en esta tesis se
denominara Eg2DBDa.1ct. En esta instancia nos planteamos clonar la regién del extremo N-
terminal conteniendo los dos DBDs y que nos permita a futuro poder llevar a cabo estudios
estructurales y funcionales sobre estos dominios tan particulares. Ademas, nos propusimos
clonar la region codificante para el LBD del receptor nuclear tipo RXRB de E. granulosus para

investigar si este dimeriza con Eg2DBDa.1.

Para iniciar el clonado de los receptores nucleares, se comenzé extrayendo el ARN total a partir
de protoescolices (PE) de E. granulosus s.l., y se cuantific6 mediante la medida de Abszsonm.
Obtuvimos 50 pL de ARN con una concentracion de 103,6 ng/uL y un éptimo nivel de pureza
(Absaeo/Absas0=1,93). Posteriormente se realizé la sintesis in vitro de ADN copia (ADNc) a partir
de 1129,6 ng de ARN total previamente purificado. Como control de la ausencia de ADN
gendmico en el ADNc sintetizado, se realizé una PCR utilizando cebadores que amplifican
EgFABP1 ya que este gen presenta un solo intrén de 72 pb. Como se puede visualizar en la Figura
6.1 indicado con una flecha negra, la amplificacién de EgFABP1 dio una Unica banda del tamafio
esperado para este transcripto maduro (402 pb aproximadamente). La ausencia de una banda
de un producto de amplificacion de 472 pb, sugiere que la muestra de ADNc no presenta

contaminacion con ADN gendmico.
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Figura 6.1. Verificacion de la ausencia de ADN genémico en el ADNc sintetizado.
Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de amplificacion de EgFABP1 a partir de
ADNc. MPM: marcador de peso molecular (pb). 1: producto de PCR (pPCR) de EgFABP1 indicado

con una flecha negra a la derecha del gel. 2: blanco de la PCR.

Una vez obtenido el ADNc y evaluado la ausencia de ADN gendmico procedimos a realizar el

clonado de los receptores nucleares de interés.

6.1.1 Clonado de Eg2DBDa. 1

Se disefid cebadores especificos para amplificar una region N-terminal del receptor Eg2DBDa.1
a partir ADNc, la cual incluia los dos DBDs y la regidn de 66 nucledtidos ausentes en Eg2DBDa. 1
que la diferencia de Eg2DBDa. En este sentido, se utilizé un cebador directo que hibrida con el
ATG de inicio del transcripto maduro (Eg2DBDa.1-D) y un cebador interno reverso (Eg2DBDa.1-
MSL-R), logrando amplificar una region del receptor Eg2DBDa.1 de un tamaio de 1637 pb, el
cual nombramos Eg2DBDa. 1nt. Dicho producto de PCR fue clonado en pGM-T seleccionandose
dos clones recombinantes mediante PCR de colonia (Figura 6.2). Se selecciond una colonia para
purificar el plasmido recombinante, obteniéndose el plasmido en una concentracién de 1020,5
ng/uL con un indice Absyeo/Absago de 1,89. Finalmente, se confirmd la identidad del inserto
mediante secuenciacién, confirmando ser un fragmento del ADNc de Eg2DBDa.1 de 1637 pb
que cubre el 66% de este receptor desde su extremo 5" (ID: MH092994.2, GeneBank) y que

posee la delecién de 66 nucledtidos caracteristica de este receptor (Alvite et al., 2019).
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Figura 6.2. Rastreo de clones recombinantes (Eg2DBDa.1nt) mediante PCR de colonia.

Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de amplificacion de Eg2DBDa.1nt a partir
de colonias de E. coli transformadas con pGM-T-Eg2DBDa.1nt. MPM: marcador de peso
molecular (pb). 1: blanco de la PCR. 2 y 3: producto de PCR (pPCR) de Eg2DBDa.1nt (indicado con

una flecha negra a la derecha del gel) de las colonias 1y 2.

Una vez confirmada la secuencia de Eg2DBDa. 1nt, realizamos un alineamiento con el fragmento
Eg2DBDa.1ct. El alineamiento reveld que ambos fragmentos se solapan por 915 pb. Analizando
esta region solapante y su alineamiento con la secuencia Eg2DBDa (WormBase Parasite ID:
EgG_000379600), encontramos cuatro diferencias nucleotidicas entre las dos secuencias
Eg2DBDa.1 (Eg2DBDa.1nt y Eg2DBDa.1ct) (Figura 6.3, flechas rojas). Tres de ellas son
nucledtidos idénticos en Eg2DBDa.1nt y Eg2DBDa, que difieren en Eg2DBDa.1ct: los cambios
A937G, G1044A y C1390T en Eg2DBDa.lct. La cuarta diferencia entre Eg2DBDa.Int vy
Eg2DBDa.1ct corresponde a un nucleétido idéntico entre Eg2DBDa.1ct y Eg2DBDa pero que es
diferente en Eg2DBDa.1nt, el cambio G1155A.
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Figura 6.3. Regidn solapante de las secuencias nucleotidicas Eg2DBDa.1nt, Eg2DBDoa.1ct y

Eg2DBDa alineadas.

J indica nucledtidos iguales entre las dos secuencias Eg2DBDa.1 pero diferentes a Eg2DBDa. |,

indica discrepancias entre las dos secuencias Eg2DBDa. 1. Alineamiento completo en Anexo 10.9.
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Sin embargo, también observamos diferencias nucleotidicas entre ambas secuencias de
Eg2DBDa.1 y la Eg2DBDa. Se observaron cuatro cambios nucleotidicos puntuales entre
Eg2DBDa.1 y Eg2DBDa, siendo estos los cambios A106G, C874T, A1645C y T1230C (flechas
negras, Figura 6.3 y 6.4) y ademas la delecién de 66 nucledtidos, caracteristica del receptor

Eg2DBDa.1 (Alvite et al., 2019)

20 40 60
| | |

Eg2DBDa ATCGLCACAAACACCTCCACGCCACACGCCTCOLTCCTCCCCLCLCCAAAATTCCACCCTTTCT 60
Eg2DBDa.1nt ATCCGCACAAACACCTCCACCCACAGCCTCLTCCTCCCCOCCCCAAAATTCCACCCTTTCT 60

Conservacién [ T e e e e e e e e e T e
80

100 120
| | d’ |

Eg2DBDx CAATTCCCTCCAACTTCTCTCGATGCGAGTACTTTTGGCGGTCTCAGCGCCCATT CT 120
Eg2DBDa.lnt CAATTCCCTCCAACTTCTCTCGATGCGAGTACTTTTGGCGGTCTCGGCGCCCATT CT 120

Conservacién [T T S T
140 160 180
Eg2DBDa TCC TAT TCTGCGACCAGCACTCACTCCTCCTCCACCTCCACCCTTCATCCTACC 180
Eg2DBDa.1nt TCC TAT TCTCCACCAGCACTCACTCCTCCTCCACCTCCACCCTTCATCCTACC 180

Conservacién [ e e e e e e e e e e e T T e e

Figura 6.4. Region 5’ de las secuencias Eg2DBDa.1nt y Eg2DBDa alineadas.
J indica cambio de nucledtidos entre Eg2DBDa.1nt yEg2DBDa. Alineamiento completo en Anexo

10.9.

No todos los cambios nucleotidicos mencionados anteriormente generan un cambio a nivel de
la proteina. La ausencia de 66 nt en Eg2DBDa.1 con respecto a Eg2DBDa, genera la ausencia de
22 aminoacidos en Eg2DBDa.1, que estan presentes en Eg2DBDa. Ademas de esta regidn
ausente, identificamos Unicamente dos cambios aminoacidicos puntuales entre las secuencias
proteicas de Eg2DBDa, Eg2DBDa.lnt y Eg2DBDa.lnt (Figura 6.5). Uno de los cambios
aminoacidicos es entre Eg2DBDa.1nt y Eg2DBDa.1ct, este cambio corresponde al cambio T313A
reportado previamente como una diferencia entre las isoformas Eg2DBDa.1 y Eg2DBDa, sin
embargo no se encontré en Eg2DBDa.1nt (Figura 6.5, flecha roja), este cambio corresponde al
cambio nucleotidico A937G mencionado anteriormente. Y por ultimo, identificamos un cambio
aminoacidico entre Eg2DBDa.1nt y Eg2DBDa que involucra el cambio G36S en Eg2DBDa.1nt
(Figura 6.5, flecha negra).
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Figura 6.5. Region solapante de las secuencias proteicas de Eg2DBDa.1nt, Eg2DBDa.1ct y

Eg2DBDa.

J indica aminodcidos diferentes entre Eg2DBDa.1nt y Eg2DBDa. | indica discrepancias entre las

dos secuencias Eg2DBDa.1. En sombreado se indican los DBDs y el subrayado los motivos

consenso de dedos de zinc (Alvite et al., 2019). Alineamiento completo en Anexo 10.9.

Estos alineamientos nos permitieron determinar que logramos clonar una region N-terminal de

receptor Eg2DBDa.1 que posee los dos dominios de unién al ADN caracteristico de los
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receptores nucleares de la subfamilia 2DBD-NRs y la ausencia de 22 aminoacidos caracteristica

de Eg2DBDa.1 (Alvite et al., 2019).

Adicionalmente, nos preguntamos si el receptor nuclear Eg2DBDa.1 se expresa completo a nivel
de transcripto en el estadio larvario de E. granulosus s.l.. Para estudiar esto, amplificamos el
ADNc de PE utilizando cebadores que abarcan desde el ATG de inicio hasta el codon de
terminacion. Se obtuvieron tres productos de amplificacién de aproximadamente 2500, 1100 y
700 pb (Figura 6.6). Dado que el transcripto maduro completo de Eg2DBDa.1 tiene un largo
esperado de 2493 pb (ID: MH092994.2, GeneBank), se purificd y analizé la banda de 2500 pb
aproximadamente, indicada con una flecha en la Figura 6.6. Mediante secuenciacion
confirmamos que este producto de PCR (pPCR) corresponde a las secuencias codificantes
completas de Eg2DBDa.1y Eg2DBDa. Verificamos asi que la secuencia de Eg2DBDa.1 contiene

la delecidn de 66 nucledtidos caracteristica de este receptor (Alvite et al., 2019).

pPCR
Eg2DBDa.1 Blanco

1 2 MP pb

<

<110000
<1'8000
<6000
<5000
4000
3500
43000
<12500

<] 2000
<] 1500

Eg2DBDa.1 »

<4 1000
<750

LTI

<1500

<1250

Figura 6.6. Amplificacién del transcripto completo de Eg2DDBa. 1.
Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de amplificacién de Eg2DDBa.1 a partir de
ADNCc. 1: producto de PCR (pPCR) de Eg2DDBa.1. 2: blanco de la PCR. MPM: marcador de peso

molecular (pb). » indica el amplicdn del tamafio esperado para Eg2DDBa. 1.

Estos resultados nos permitieron confirmar que el transcripto completo de Eg2DBDa.1 y

Eg2DBDa se expresan en el estadio larvario de PE de E. granulosus s.1..

6.1.2 Clonado de EgRXRB-LBD

Varios estudios han mostrado que los receptores nucleares pueden tener como pareja en comun

al receptor X retinoide (RXR) para la formacion de heterodimeros (Yu et al., 1991; Bugge et al.,
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1992; Kliewer et al., 1992; Leid et al., 1992; Marks et al., 1992; Zhang et al., 1992; Mangelsdorf
et al., 1995). Nos planteamos clonar el receptor RXR E. granulosus s.l. para evaluar la posible
heterodimerizacion con Eg2DBDa.1. Debido a que los receptores nucleares presentan una
fuerte interfaz de dimerizacién en la regién LBD (Bourguet, Vivat, et al., 2000; Gampe et al.,
2000), es el dominio utilizado habitualmente para determinar el modo de dimerizacion de los
receptores nucleares, por lo que decidimos realizar nuestros estudios de dimerizacidn

Unicamente con este dominio.

La busqueda en la base de datos WormBase Parasite nos permitio identificar un Unico receptor
nuclear de este tipo, el receptor EgRXRB (ID: EgrG_000434500). A partir de esa secuencia se
disefd cebadores especificos y se realizé la amplificacién de la regién LBD del receptor EgRXR8
a partir del ADNc sintetizado, la cual abarca del aminoacido 321 al 670 (ID: AOA0O68WN10,
Uniprot). Como se puede observar en la Figura 6.7, indicado con una flecha negra a la derecha
del gel, se amplificd mediante RT-PCR un Unico producto del tamafio esperado de 1053 pb.

pPCR
Blanco EgRXRB-LBD

MPM 1 2

pb
10000 P S

8000 [

6000 N e
5000

18681

3000 P{ S
2500 D

2000 |

1500 >

s | d EgRXR6-LBD
1000 | S

750 D>

500 D>

250 D>

Figura 6.7. Amplificacién de EQRXRB-LBD a partir de ADNc.
Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de amplificacién de EgRXRB-LBD. MPM:
marcador de peso molecular (pb). 1: blanco de la PCR. 2: producto de PCR (pPCR) de EgRXRB-LBD,

indicado con una flecha negra a la derecha del gel.

Dicho producto de PCR fue re-amplificado y secuenciado, confirmandose que el producto
amplificado correspondia a EgRXRB-LBD (ID: EgrG_000434500, WormBase Parasite).
Posteriormente, se ligd en el vector pGM-T, se clond en E. coli y se rastrearon 5 colonias

transformantes mediante PCR de colonia con cebadores especificos. Todos los clones analizados
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resultaron contener el plasmido recombinante dado que se obtuvo un pPCR del tamafio

esperado (Figura 6.8).

pPCR
EgRXR6-LBD

Blanco C,; (0% G C, Cs
MPM 1 2 3 4 5 6

pb
10000 >

1000 e A e ) ened A FGRXRB-LBD

Figura 6.8. Rastreo de clones recombinantes (EgRXR6-LBD) mediante PCR de colonia.
Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de amplificacidn de EGRXRB-LBD a partir de
colonias de E. coli transformadas con pGM-T-EgRXRB-LBD. MPM: marcador de peso molecular
(pb). 1: blanco de la PCR. 2-6: producto de PCR de EgRXR6B-LBD (indicado con flecha negra a la

derecha del gel) de las colonias 1 al 5.

Se selecciond la colonia nimero 4 y se purificd el plasmido con inserto, obteniéndose un buen
nivel de concentracién y pureza (concentracion 1539,5 ng/uL e indice Absso/Absago de 1,96).
Finalmente, se confirmé la identidad del inserto mediante secuenciacion del plasmido pGM-T-

EgRXRB-LBD obtenido.

6.2 Estructura cuaternaria de Eg2DBDa.1

Con el propésito de comenzar a comprender el mecanismo de accion de Eg2DBDa.1, lo primero
gue nos propusimos fue estudiar la estructura cuaternaria del receptor. En este sentido
analizamos la capacidad de Eg2DBDa.1-LBD de interaccionar consigo mismo o con el LBD del

receptor EgRXRp.

6.2.1 Andlisis de la dimerizacion: DHL

La primera aproximacién que realizamos para estudiar la interaccién de Eg2DBDa.1-LBD consigo
mismo o con EgRXRB-LBD, fue el sistema de doble hibrido de levadura (DHL). Como se menciona

previamente, el sistema de DHL tiene la ventaja de que a pesar de ser un sistema heterdlogo, es
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un sistema eucariota representativo del organismo en estudio donde posiblemente las proteinas

expresadas se encuentren en sus conformaciones nativas.
6.2.1.1 Generacién de construcciones del DHL

A partir de los plasmidos recombinantes pGM-T-EgRXRB-LBD y pGM-T-Eg2DBDa.1ct se amplifico
los insertos EgRXRB-LBD y Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente. Estos productos de PCR fueron
digeridos con las enzimas de restriccidn necesarias para el clonado direccional en pGADT7 y

pPGBKT7 (ver seccién 5.2.2.2, Materiales y Métodos).

Los plasmidos pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD, pGADT7-EgRXRB-LBD, pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD vy
pGBKT7-EgRXRB-LBD, asi como aquellos necesarios para los controles (pGADT7-T, pGBKT7-53,
pGBKT7-Lam, pGADT7 y pGBKT7) fueron purificados, cuantificados y se evalué su integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa (Tabla 6.1 y Figura 6.9). Estos resultados nos
permitieron verificar que los plasmidos utilizados en el ensayo de DHL se encontraban integros,

con alta concentracion e indice de pureza.

Tabla 6.1. Cuantificacion de preparaciones plasmidicas utilizadas en los ensayos de DHL.

Concentracion

Plasmido (ng/ul) Abs260/Abs2s0
pGADT7 1654,4 1,92
pGBKT7 2778,1 1,86

pGADT7-T 903,3 1,79

pGBKT7-53 926,3 1,91
pGBKT7-Lam 2757,9 1,83
pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD 1746,1 1,94
pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD 2645,8 1,92
pGADT7-EgRXRB-LBD 2668,8 1.85
pGBKT7-EgRXRB-LBD 2659,0 1,91
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pGADT7- PGBKT7- pGADT7- PGBKT7-
pGADT7 pGBKT7 pGADT7-T pGBKT7-53 PGBKT7-Lam  Eg2DBDa.1-LBD Eg2DBDa.1-LBD  EgRXRB-LBD EgRXRB-LBD
MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pb

. .
190008 . s a x -
o> (R [ e e
5000 > :

Figura 6.9. Evaluacion de la integridad de los plasmidos utilizados en los ensayos de DHL.
Electroforesis en agarosa 0,8 % de 1 pg de los plasmidos indicados a continuacién. MPM:
marcador de peso molecular. 1: pGADT7. 2: pGBKT7. 3: pGADT7-T. 4: pGBKT7-53. 5: pGBKT7-
Lam. 6: pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD. 7: pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD. 8: pGADT7-EgRXRB-LBD. 9:
pGBKT7-EgRXRB-LBD.

Adicionalmente, la secuenciacion de los plasmidos pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD, pGBKT7-
Eg2DBDa.1-LBD, pGADT7-EgRXRB-LBD y pGBKT7-EgRXRB-LBD nos permitié confirmar la
ausencia de mutaciones en los insertos, y que las mismas coinciden con las secuencias de la base

de datos (ID Eg2DBDa.1: MH092994.2, ID EgRXRB: EgrG_000434500).

Por ultimo, nos parecié relevante verificar si las construcciones plasmidicas generadas
expresaban las proteinas recombinantes en levaduras. Para ello, realizamos ensayos de Western
Blot a partir de extractos de levaduras co-transformadas con pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD/pGBKT7-
Eg2DBDa.1-LBD, pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD/pGBKT7-EgRXRB-LBD y con pGADT7-EgRXRB-
LBD/pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD y de levaduras AH109 sin transformar. Como se puede observar
en la Figura 6.10, se evidencid la presencia de una proteina de un tamafio similar al esperado
para DNA-BD-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD (64,9 kDa) y para DNA-BD-c-Myc-EgRXRB-LBD (59,2 kDa)
(Figura 6.10 A, flecha verde y violeta, respectivamente), asi como para DNA-AD-HA-Eg2DBDa.1-
LBD (62,5 kDa) y para DNA-AD-HA-EgRXRB-LBD (56,9 kDa) (Figura 6.10 B, flecha naranja y

amarilla, respectivamente).
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N° Transformacién DHL N° Transformacién DHL
MPM 7 7 8 9 S/T MPM 7 7 8 9 S/T MPM
kDa kDa
180 P 180
150 P 150 >
100 P 100 >
70 > 70 >
55 b 55 b
40 40 »
WB: anti-c-Myc WB: anti-HA

Figura 6.10. Analisis de la expresién las proteinas recombinantes en levadura.

Western Blot de extractos proteicos de levaduras co-transformadas con 1 pg de cada plasmido,
segun corresponda. (A) anticuerpo primario anti-c-Myc. (B) anticuerpo primario anti-HA. Se
utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a fosfatasa alcalina y el sustrato BCIP/NBT para el
revelado. Los nimeros representan las co-tranformaciones segin Tabla 5.7. MPM: marcador de
peso molecular (kDa). 7: pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD/pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD. 8: pGADT7-
Eg2DBDa.1-LBD/pGBKT7-EgRXRB-LBD. 9: pGADT7-EgRXRB-LBD/pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD. S/T:
AH109 sin transformar. Flecha verde y violeta indican el LBD de Eg2DBDa.1 y EgRXRp fusionado
al DNA-BD (BD), respectivamente. Flecha naranja y amarilla indican el LBD de Eg2DBDa.1 y
EgRXRp fusionado a DNA-AD (AD), respectivamente.

A partir de estos resultados evidenciamos que las levaduras co-transformada expresan las

proteinas heterdlogas de interés, permitiéndonos asi continuar con los ensayos de DHL.
6.2.1.2 Ensayo de doble hibrido de levadura

Una vez generadas las construcciones plasmidicas y determinada la expresion de las proteinas
recombinantes en estudio, realizamos los ensayos de DHL. Cabe recordar que para validar una
interaccion mediante DHL, es necesario realizar una serie de controles. Estos incluyen un control
positivo, donde se utilizan los plasmidos pGBKT7-53 y pGADT7-T que codifican para el DNA-BD
fusionado a p53 murina y el DNA-AD fusionado al antigeno T largo de SV40, respectivamente.
En este sentido, observamos que las levaduras co-transformadas con pGBKT7-53 y pGADT7-T
(Figura 6.11, sector 1) crecieron tanto en el medio de baja rigurosidad, como en los de
rigurosidad media y alta, evidenciando la interaccion entre la proteina p53 y el antigeno T. Por
otro lado, también se realizd un control negativo, para ello se utilizaron los plasmidos pGADT7-
T y pGBKT7-Lam, este ultimo codifica una fusion del ADN-BD con la Lamina C humana. Las

levaduras co-transformadas con pGADT7-T y pGBKT7-Lam crecieron Gnicamente en el medio de
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rigurosidad baja (Figura 6.11, sector 2), no detectandose la interaccién entre Lamina C y
antigeno T. Estos resultados se muestran en la Tabla 6.2 y confirman el correcto funcionamiento

del ensayo de DHL.

Rigurosidad alta
SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade

Rigurosidad media
SD/-Leu/-Trp/-His

Rigurosidad baja
SD/-Leu/-Trp

e

I 1
| 1
1 1
1 1
| 1
1 1
| |
| 1
1 1
| |
| 1
1 1
| 1
1 1
1 1
| 1 1 2
1 1
| |
| 1
1 1
| 1
| 1
| |
| 1
1 I
| 1
1 1
| |
1 1
1 1
| |

Figura 6.11. Controles del ensayo de doble hibrido de levadura.

(1) control positivo, plasmidos pGADT7-T/pGBKT7-53. (2) control negativo, plasmidos pGADT7-
T/pGBKT7-Lam. (3) pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD/pGBKT7. (4) pGADT7/pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD. (5)
pGADT7-EgRXRB-LBD/pGBKT7. (6) pGADT7/pGBKT7-EgRXRB-LBD. Las levaduras transformadas
se sembraron en medio de rigurosidad baja (SD/-trp/-leu), media (SD/-trp/-leu/-his/) y alta (SD/-
trp/-leu/-his/-ade).

Tabla 6.2. Andlisis de los controles del ensayo de doble hibrido de levadura.

Fusion conGAL4-AD

Antigeno T

p53 +

GAL4-BD

Laminina C -

Fusién con

(-) ausencia de crecimiento en placas de rigurosidad media y alta. (+) presencia de crecimiento

en medio de rigurosidad media y alta.

En segundo lugar, para descartar una posible interaccidn fortuita en el sistema de doble hibrido

de levadura, fue necesario realizar controles que verifiquen que cada construccién por si sola es
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incapaz de activar el gen reportero y que la activacidon depende Unicamente de la interaccidn
entre las proteinas en estudio. Para ello, se realizaron cuatro controles en los cuales las
levaduras fueron co-transformadas con el plasmido pGADT7 recombinante (expresa la proteina
de interés) junto con pGBKT7 no recombinante y viceversa (co-transformaciones 3 al 6, Tabla
5.6, Materiales y Métodos). Como se observa en la Figura 6.11, ninguno de estos co-
transformantes crecieron en las placas de rigurosidad media y alta. Estos controles descartan
una posible interaccidn basal cuando las levaduras expresan solamente una de las proteinas a

analizar, validando asi los resultados del ensayo de DHL.

Adicionalmente, se testd la necesidad de utilizar 3-AT en las placas de rigurosidad media. 3-AT
es un inhibidor competitivo de la proteina His3 (enzima involucrada en la biosintesis de histidina)
qgue suprime el crecimiento de fondo en medios carentes de histidina, eliminado asi falsos
positivos (Durfee et al., 1993). Para ello las levaduras co-transformadas con pGADT7/pGBKT7-
EgRXRB-LBD y con pGADT7/pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD, fueron plaqueadas en placas de medio
SD/-Leu/-Trp/-His con distintas concentraciones de 3-AT. El crecimiento de las levaduras al cabo
de 8 dias de incubacion fue minimo observandose pocas colonias y de un tamafio menor a Imm
de didmetro en todas las concentraciones de 3-AT testeadas, por lo que se descarté la necesidad

de utilizar este inhibidor en las placas de rigurosidad media.

Al realizar los ensayos de DHL para evaluar la dimerizaciéon Eg2DBDa.1-LBD observamos que las
levaduras co-transformadas con pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD/pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD crecen en
los tres medios analizados (sector 7, Figura 6.12). Sin embargo, las levaduras co-transformadas
con pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD/pGBKT7-EgRXRB-LBDo o con pGADT7-EgRXRB-LBD/pGBKT7-
Eg2DBDa.1-LBD (Figura 6.12, sector 8 y 9, respectivamente) no crecen en los medios de

rigurosidad media ni alta.
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Rigurosidad baja
SD/-Leu/-Trp

Rigurosidad media
SD/-Leu/-Trp/-His

Rigurosidad alta
SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade

Figura 6.12. Ensayo de doble hibrido de levadura.

Las levaduras transformadas se sembraron en medio de rigurosidad baja (SD/-Trp/-Leu), media
(SD/-Trp/-Leu/-His/) y alta (SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade). (7) pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD/pGBKT7-
Eg2DBDa.1-LBD. (8) pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD/pGBKT7-RXRB-LBD. (9) pGADT7-EgRXRp-
LBD/pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD.

Estos resultados, junto con el resultado de los controles con los plasmidos sin inserto, pueden

verse resumidos en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3. Analisis de las interacciones de Eg2DBDa.1-LBD consigo mismo y con EgRXRB-LBD

mediante ensayos de DHL.

Fusion con GAL4-AD

Eg2DBDa.1-LBD  EgRXRB-LBD  pGADT7

o

@ Eg2DBDa.1-LBD + - -
<

-

<

O

S EgRXRB-LBD - n.d. -
(8]

c

©

2 pGBKT7 - - n.d.
('8

(-) ausencia de crecimiento en placas de rigurosidad media y alta. (+) presencia de crecimiento

en medio de rigurosidad media y alta. (n.d.) no determinado.

Estos resultados muestran que Eg2DBDa.1-LBD interaccionaria consigo mismo sugiriendo la

homodimerizacion del receptor y no interacciona con el LBD del receptor EgRXRp.
6.2.2 Andlisis de la dimerizacion: Co-IP
Para verificar el modo de dimerizacién de Eg2DBDa.1-LBD, realizamos ensayos de co-

inmunoprecipitaciéon a partir de extractos proteicos de células Hela que sobreexpresan
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Eg2DBDa.1-LBD fusionado por su extremo N-terminal a los péptidos cMyc o HA, generando asi

las proteinas recombinantes c-Myc-Eg2DBDa-LBD y HA-Eg2DBDa-LBD.
6.2.2.1 Puesta a punto de la transfeccién de células Hela

Para realizar la transfeccidn de las células se generaron y purificaron los constructos pcDNA-HA-
Eg2DBDa-LBD y pcDNA-c-Myc-Eg2DBDa-LBD, obteniéndose los mismos con alto grado de
purezay una concentracion de 1509,2 ng/uL (Absaso/Absago=1,91) y 1730,9 ng/pL (Abszs0/Abs,so=
1,92), respectivamente. La Figura 6.13 muestra la electroforesis en gel de agarosa para evaluar

la integridad de los mismos, siendo esta dptima.

PONAHA  pcDNA-c-Myc
Eg2DBD.1-1BD Eg2DBDa.1-LBD

1 2 MPM

pb
<] 10000

<18000

<6000
<5000

BE
<] 2500

<]2000
<1500

<1000
<1750

Figura 6.13. Evaluacion de la integridad de los plasmidos utilizadas en las transfecciones.
Electroforesis en agarosa 0,8% utilizando 2 pg de los plasmidos utilizados en los ensayos de
transfeccién celular. 1: pcDNA-HA-Eg2DBDa.1. 2: pcDNA-c-Myc-Eg2DBDa.1. MPM: marcador de

peso molecular (pb).

Para llevar a cabo la transfeccion del cultivo de células Hela se realizd la puesta a punto de los
ensayos variando la cantidad de lipofectamina y el tiempo de incubacién del cultivo luego de la

transfeccion.
Puesta a punto de la transfeccién: expresion de EGFP

Para determinar las condiciones éptimas de transfeccion, como primer abordaje utilizamos el
plasmido pEX-EGFP-LvO1 que codifica para EGFP. Se utilizaron 4 pg de plasmido y diferentes
cantidades de lipofectamina (6, 9, 12 y 15 pl) para transformar células Hela y se mantuvieron
en cultivo para ser observadas a las 12, 18, 24 y 36 hs mediante microscopia confocal. A partir
de este ensayo, pudimos observar que a mayor cantidad de lipofectamina y a mayor tiempo de

incubacidn, la expresién de EGFP aumentaba (Figura 6.14). Sin embargo, cuando se utiliz6 12 y
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15 pL de lipofectamina, se observaron cambios en la monocapa celular indicativos de efectos de
la lipofectamina sobre la viabilidad celular (Figura 6.14 y Figura 6.15). En la Figura 6.15 se
observa con mayor detalle el aumento del nimero de células redondeadas y poco refringentes,
asi como la presencia de pequefios cuerpos celulares que podrian representar cuerpos
apoptoéticos, indicadas con flechas blancas enn la Figura 6.14 y 6.15 . Cuando comparamos los
ensayos utilizando 6 y 9 uL de lipofectamina, se observé una mayor eficiencia de transfeccion

con 9 pL de este reactivo a las 12 y 18 horas post-transfeccion (Figura 6.14).

Tiempo de incubacién posttransfeccién
12 horas 18 horas 24 horas 36 horas

Lipofectamina

Figura 6.14. Evaluacidn de la eficiencia de transfeccion de células utilizando distintas cantidades
de lipofectamina y tiempos de incubacion post-transfeccion.

Imagenes representativas de planos focales Unicos de células transfectadas con 4 ug del plasmido
PEX-EGFP-LvO1y 6,9, 12 0 15 uL de lipofectamina. EL cultivo fue observado a las 12, 18, 24 y 36
horas post-transfeccién. Verde: EGFP. Flechas blancas indican células redondeadas y poco

refringentes. Barra 100 pum.
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Lipofectamina

Figura 6.15. Evaluacion de cambios morfolégicos dependiente de la concentraciéon de
lipofectamina.

Imagenes representativas de planos focales Unicos de células transfectadas con 4 pg de plasmido
PEX-EGFP-LvO1 utilizando 0, 6,9, 12 y 15 pL lipofectamina y observando el cultivo a las 18 horas
post-transfeccidn. En los paneles de la izquierda se muestra en verde a EGFP y en los de la derecha
se observa el campo claro. Flechas blancas indican células redondeadas y poco refringentes. Barra

100 pm.
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En base a estos resultados, y con el objetivo de tener la mejor relacion entre la cantidad de
células transfectadas y la viabilidad celular, es que optamos por utilizar 9 pL de lipofectamina

para llevar a cabo las transfecciones.
Puesta a punto de la transfeccion: expresion de las proteinas de interés

En una segunda instancia, nos interesé determinar el tiempo dptimo de incubacion de las células
post-transfeccidn, en base al nivel de expresién de las proteinas de interés. Para ello,
determinamos de forma cuantitativa la eficiencia de transfeccion de los plasmidos pcDNA-HA-
Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD utilizados para expresar HA-Eg2DBDa.1-LBD
y c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente. utilizando 2 pg de cada uno de ellos y 9 ulL de
lipofectamina. Luego de las 12, 18, 24 y 36 horas post-transfeccién se realizaron ensayos de
inmunocitoquimica. El porcentaje de células transfectadas con cada una de los plasmidos se
calculé como se indica en la Seccidn 5.3.2.2 de Materiales y Métodos, donde las células totales

fueron cuantificadas por tincién con DAPI.

Como se puede observar en la Tabla 6.4, el porcentaje de células transfectadas para el plasmido
que codifica para c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD, es mayor que el porcentaje para el plasmido que
codifica para HA-Eg2DBDa.1-LBD, en los cuatro periodos de incubacién estudiados. Se obtuvo
un mayor porcentaje de células transfectadas a las 24 horas post-transfeccion para ambas
construcciones, siendo éste de 33,4y 21,6 % para c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD,
respectivamente. El porcentaje de células transfectadas disminuyd notoriamente a las 36 hs,
pasando a ser de 14 y 16 % para c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD,
respectivamente. La disminucién del porcentaje de células transfectadas a las 36 horas fue
concomitante a la disminucion del nimero de células en cultivo, como se indica la Tabla 6.4. Al
observar la tinciéon con DAPI en la Figura 6.16, se puede evidenciar que la cantidad de células
totales a las 36 horas es menor que para el resto de los intervalos de tiempo, mostrando la

menor viabilidad celular en este periodo.

Tabla 6.4. Porcentajes de células transfectadas a distintos tiempos post-transfeccién.

Horas Numero total de % células transfectadas % células transfectadas
células c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD HA-Eg2DBDa.1-LBD
12 714 10,8 6,4
18 568 28,9 18,8
24 596 33,4 21,6
36 370 1,4 1,6
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En la Figura 6.16 se observa la expresion de las proteinas heterélogas cMyc-Eg2DBDa.1-LBD y
HA-Eg2DBDa.1-LBD indicadas con verde y naranja, respectivamente. En esta misma imagen se
aprecia el aumento paulatino de la expresion de las proteinas heterdlogas entre los intervalos
de 12 hs a 24 hs post-transfeccion, observandose el mayor cambio de expresion de 12 a 18 hs.
Si bien se obtuvo el mayor porcentaje de células transfectadas a las 24 horas, el cultivo mostré
caracteristicas morfoldgicas consistentes con muerte celular, como es el aumento de la

presencia de células no adheridas y con la cromatina condensada (Figura 6.16, flechas blancas).

c-Myc HA DAPI Superposicion

24 horas 18 horas 12 horas

Tiempo de incubacién posttransfeccién

36 horas

Figura 6.16. Evaluacion de la eficiencia de transfeccion del cultivo celular en funcién de la
expresion de las proteinas de interés a diferentes tiempos post-transfeccion.

Imagenes representativas de planos focales Unicos de células transfectadas con 2 ug de cada
plasmido (pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD) y 9 pL de
lipofectamina, realizando los preparados para inmunocitoquimica a las 12, 18, 24 y 36 horas post-
transfeccién. Verde: tag c-Myc. Naranja: tag HA. Azul: DAPI. Flechas blancas indican células

redondeadas y poco refringentes Barra 100 um.
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Los resultados obtenidos nos indican que el tiempo post-transfeccién donde hay mayor
expresion de las proteinas heterdlogas es a las 18 hs post-transfeccidén. En este periodo de
tiempo se observé que las células presentan una morfologia adecuada y la expresion de las

proteinas recombinantes es dptima.

A partir de este ensayo, ademas de determinar la eficiencia de la transfeccién, pudimos
evidenciar que una misma célula era capaz de incorporar los dos plasmidos y producir ambas
proteinas recombinantes, como se puede observar en las micrografias con mayor aumento en
la Figura 6.17. Asimismo, esta figura muestra la localizacién de ambas proteinas

mayoritariamente en el citosol (visualizado con faloidina) en relacidn a el nicleo de las células.

Superposicién

Figura 6.17. Analisis de la co-expresién de las proteinas recombinantes en células Hela.

Imagenes representativas de planos focales Unicos de células transfectadas con 2 ug de cada
plasmido (pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD) y 9 pL de
lipofectamina. Intervalo de incubacién de 18 horas post-transfeccion. Verde: tag c-Myc. Naranja:

tag HA. Rojo: faloidina. Azul: DAPI. Barra 10 pm.

Previo a la realizacidn de los ensayos de co-inmunoprecipitacion, evaluamos mediante WB la
presencia de las proteinas recombinantes en los extractos proteicos generado a partir de las co-
transfecciones utilizando diferentes cantidades de lipofectamina. Como se muestra en la Figura

6.18, el ensayo de WB revelé que efectivamente los extractos proteicos contenian ambas
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proteinas de expresion, ya que se observa una Unica banda que coincide con el peso molecular
tedrico de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD (Figura 6.18, flecha verde y naranja,
respectivamente). Estos resultados también nos permitieron confirmar la especificidad de los

anticuerpos comerciales contra c-Myc y HA utilizados.

A Lipofectamina B Lipofectamina
kpa O 6 9 12 15 (ub) kDa MPM 0 6 9 12 15 ()
70 » 70 >
s » D ——— it
40 > 40 »
WB: anti-c-Myc WB: anti-HA

Figura 6.18. Evaluacion mediante Western Blot de la transfeccion del cultivo celular utilizando
diferentes cantidades de lipofectamina.

Western Blot de extractos proteicos de células transfectadas con 2 pg de cada plasmido
(pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD) utilizando 0, 6,9, 12 y 15 pL
de lipofectamina, realizados a las 18 horas pos-transfeccién. (A) anticuerpo primario anti-c-Myc.
(B) anticuerpo primario anti-HA. Se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a fosfatasa
alcalina y el sustrato BCIP/NBT para el revelado. MPM: marcador de peso molecular (kDa).

Flechas verde y naranja indican c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente.

Todos estos ensayos en su conjunto nos permitieron determinar que 4 pug de ADN plasmidico, 9
uL de lipofectamina y la obtencidon de los extractos proteicos a las 18 horas post-transfeccion,
son las condiciones mas favorables para realizar las transfecciones del cultivo y la generacion de

los extractos.
6.2.2.2 Ensayos de co-inmunoprecipitacion

Una vez puesta a punto la transfeccién de las células Hela y la obtencion de los extractos
proteicos conteniendo c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD, se realizaron ensayos de
co-inmunoprecipitacion utilizando el anticuerpo primario anti-c-Myc para luego llevar a cabo

ensayos de WB.

En una primera instancia, para el revelado de los WB se utilizaron anticuerpos secundarios
acoplados a fosfatasa alcalina. Como se puede observar en la Figura 6.19 (carril 3A y 3B, MH)
confirmamos la presencia de las proteinas recombinantes c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-

Eg2DBDa.1-LBD (Figura 6.19, flecha verde y naranja, respectivamente) en los extractos proteicos
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utilizados para los ensayos de co-inmunoprecipitacion. Vale la pena sefalar, que la intensidad
de las bandas de la proteina de fusidn con c-Myc es mas fuerte que las de fusion con HA

utilizando este sistema de deteccion.

P IP SN-IP 1P P SN-IP
A 0 ¢ MH MH MH B ¢ ¢ MH  MH MH
kDa MPM 1 2 3 4 5 kDa 1 2 3 4 5
70 » 70 »
55 55 p
—— . <
40 > 40 »
35 p 35
25 » — — 25 b
IP: anti-c-Myc IP: anti-c-Myc
WB: anti-c-Myc WB: anti-HA

Figura 6.19. Ensayos de Co-IP para verificar el modo de dimerizacién de Eg2DBDa.1.

Western Blot del ensayo de co-inmunoprecipitacidén con el anticuerpo anti-c-Myc. (A) anticuerpo
primario anti-c-Myc. (B) anticuerpo primario anti-HA. Se utilizaron anticuerpos secundarios
acoplados a fosfatasa alcalina y BCIP/NBT para el revelado. MPM: marcador de peso molecular.
1: extracto de células transfectadas con pcDNA3.1 sin inserto (@). 2: inmunoprecipitado del
extracto @ (IP @). 3: extracto de células transfectadas con pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y
pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD (MH). 4: inmunoprecipitado del extracto MH (IP MH). 5:
sobrenadante de la IP MH (SN-IP MH). Flecha azul y celeste indican la cadena pesada y liviana del
anticuerpo utilizado para la IP, respectivamente. Flecha verde y naranja indican c-Myc-

Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente.

En el carril 4 de la Figura 6.19 A (IP MH) se puede observar una banda de tamafio similar al de c-
Myc-Eg2DBDa.1-LBD (46,5 kDa, Figura 6.19, flecha verde), evidenciando que Ia
inmunoprecipitacidn fue exitosa. En ese mismo carril, asi como también en el carril 2, se aprecian
dos bandas que posiblemente correspondan a la cadena pesada (50 kDa) y liviana (25 kDa) del
anticuerpo a-c-Myc utilizado para realizar la inmunoprecipitacion, indicadas en la Figura 6.19
con una flecha azul y celeste respectivamente. Como se menciona previamente, se verifico la
presencia HA-Eg2DBDa.1-LBD en el extracto MH, sin embargo la misma no pudo ser visualizada
en el inmunoprecipitado de este extracto proteico, sino que se detecté en el sobrenadante de

la inmunoprecipitacion (Figura 6.19 B, flecha naranja).

Tal vez no pudimos visualizar la co-inumoprecipitacion de HA-Eg2DBDa.1-LBD al

inmunoprecipitar c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD debido a la baja sensibilidad del método de revelado
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con BCIP/NBT. Esto nos motivo a cambiar el anticuerpo secundario y el método de revelado,
realizando un nuevo WB utilizando anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano

y el sustrato quimioluminiscente ECL (Figura 6.20).

IP SN-IP P P IP SN-IP P P
A M MA MH H H M M @ B M wmi wmH v oH
1 2 3 4 5 6 7 8 MPMkDa 1 2 3 4 5 6 7 8 kbDa
470 <470
>

- n “ <55 . <55
<40 <40
435 <435
425 <425

IP: anti-c-Myc IP: anti-c-Myc

WB: anti-c-Myc WB: anti-HA

Figura 6.20. Ensayos de Co-IP para verificar el modo de dimerizacion de Eg2DBDa.1 (deteccion
quimioluminiscente)

Western Blot del ensayo de inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-c-Myc. (A) anticuerpo
primario anti-c-Myc. (B) anticuerpo primario anti-HA. Se utilizaron anticuerpos secundarios
acoplados peroxidasa de rabano y el sustrato ECL para el revelado. 1: extracto de células
transfectadas con pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD (MH). 2:
inmunoprecipitado del extracto MH (IP MH). 3: sobrenadante de la IP MH (SN-IP MH). 4: extracto
de células transfectadas con pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD (H). 5: inmunoprecipitado del
extracto H (IP H). 6: extracto de células transfectadas con pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD (M).
7: inmunoprecipitado del extracto M (IP M). 8: extracto de células transfectadas con pcDNA3.1
sin inserto (@). MPM: marcador de peso molecular. Flecha azul y celeste indican la cadena pesada
y liviana del anticuerpo utilizado para la IP, respectivamente. Flecha verde y naranja indican c-

Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa..1-LBD, respectivamente.

Al igual que en el caso anterior, el resultado de este WB revelado con un método mas sensible,
indica que la inmunoprecipitacién funcioné de forma correcta al observase una banda
correspondiente al tamafio de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD en el IP MH (Figura 6.20 A, carril 2, flecha
verde). Ademas, se detectd la presencia de HA-Eg2DBDa.1-LBD en el extracto proteico MH y en
el sobrenadante de la inmunoprecipitacién (Figura 6.20 B, carril 1 y 3 respectivamente, flecha
naranja), pero no se observd la presencia de HA-Eg2DBDa.1-LBD en el extracto MH
inmunoprecipitado. Estos resultados indican que aun utilizando este método de revelado mas

sensible, no pudimos detectar la co-inmunoprecipitacién de ambas proteinas de fusién.
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6.2.3 Andlisis de la dimerizacion: EQ

Los resultados hasta el momento podrian indicar que la interaccion entre los mondmeros que
conformarian el homodimero de Eg2DBDa.1-LBD sea débil y no sostenerse al realizar los ensayos
de inmunoprecipitacién, es que nos propusimos realizar un método alternativo, en donde las células
Hela transfectadas se incubaban con un agente entrecruzante previo a la lisis celular. En este ensayo
de entrecruzamiento quimico (EQ), se transfectaron células Hela de igual forma que para los ensayos
de inmunoprecipitacion, pero en esta ocasién luego de las 18 horas pos-transfeccién las células son

tratadas con tres agentes entrecruzantes diferentes.

En una primera instancia, las células se incubaron durante tres intervalos de tiempo con el reactivo
entrecruzante BSOCOES. Como se muestra en la Figura 6.21 A (carriles 4, 5 y 6) se observa una banda
correspondiente al monédmero c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD en los tres tiempos de incubacién, indicada
con una flecha verde. Sin embargo, no se observa ninguna banda de mayor peso molecular que
pudiera corresponderse con el dimero. Adicionalmente sobre estas mismas muestras, realizamos un
WB utilizando el anticuerpo anti-B-Tubulina (Figura 6.21 B) para evaluar el tratamiento con el agente
entrecruzante mediante la visualizacién de dimeros de esta proteina. En este WB también se observa
una Unica banda del tamafio esperado del monédmero de B-Tubulina (55 kDa aproximadamente), en
los tres tiempos de incubacidn ensayados (Figura 6.21 B), siendo esta banda del mismo tamafio que

la visualizada sin tratamiento (carril 7), indicada con una flecha negra..
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WB: anti-c-Myc WB: anti-B-Tubulina
Figura 6.21. Ensayo de entrecruzamiento quimico con el reactivo BSOCOES.
Western Blot de extractos de células tratadas con BSOCOES. (A) anticuerpo primario anti-c-Myc.
(B) anticuerpo primario anti-B-Tubulina. Se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a
peroxidasa de rabano y el sustrato ECL para el revelado. MPM: marcador de peso molecular
(kDa). 1-3: extracto de células transfectadas con el plasmido pcDNA3.1 sin inserto (@), incubadas
con BSOCOES durante 30, 60 y 120 minutos, respectivamente. 4-6: extracto de células
transfectadas con pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD (MH),
incubadas con BSOCOES durante 30, 60 y 120 minutos, respectivamente. 7: extracto de células
MH sin tratamiento con el agente entrecruzante. Flecha negra y verde indican los monémeros de

B-Tubulina y c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente.

En una segunda instancia, evaluamos un segundo agente entrecruzante DMP, incubando las
células durante 30, 60 y 120 minutos y utilizando tres concentraciones del reactivo distintas (1, 2y 5
mM). Este ensayo presentd resultados similares a los obtenidos con el reactivo BSOCOES, donde el
WB con anticuerpo anti-c-Myc mostré una Unica banda correspondiente al monémero de c-Myc-
Eg2DBDa.1-LBD (Figura 6.22 B, flecha verde) en las tres concentraciones ensayadas y en los tres
intervalos de incubacion realizados. Asimismo, el WB utilizando anticuerpo anti-B-Tubulina (Figura
6.22 B, flecha negra) también se observd una Unica banda en las tres concentraciones de DMP
utilizadas y en los tres tiempos de incubacidn ensayados. Esta Unica banda correspondiente al

mondmero de B-Tubulina no visualizandose dimeros de esta proteina.

Estos resultados demuestran que los tratamientos con los agentes de entrecruzamiento BSOCOES y
DMP no fueron exitosos en las condiciones ensayadas, ya que no se detecté la formacién de dimeros

o multimeros de c-Myc-Eg2DBDa.1 ni de B-Tubulina.
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Figura 6.22. Ensayo de entrecruzamiento quimico con el reactivo DMP.

Western Blot del ensayo de entrecruzamiento quimico con el reactivo DMP (A) anticuerpo
primario anti-c-Myc. (B) anticuerpo primario anti-B-Tubulina. Se utilizaron anticuerpos
secundarios acoplados a peroxidasa de rdbano y el sustrato ECL para el revelado.0: extracto de
células transfectadas con pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD
(MH) sin agente entrecruzante. 1-3: extracto de células transfectadas con pcDNA3.1 sin inserto
(@) incubado con DMP 1 mM, durante 30, 60 y 120 minutos, respectivamente. 4-6: extracto de
células MH incubadas con DMP 1 mM durante 30, 60 y 120 minutos, respectivamente. 7-9:
extracto de células @ incubadas con DMP 2 mM, durante 30, 60 y 120 minutos, respectivamente.
10-12: extracto de células MH incubadas con DMP 2 mM durante 30, 60 y 120 minutos,
respectivamente. 13-15: extracto de células @ incubadas con DMP 5 mM, durante 30, 60 y 120
minutos, respectivamente. 16-18: extracto de células MH incubadas con DMP 5 mM durante 30,
60 y 120 minutos, respectivamente. MPM: marcador de peso molecular (kDa). Flecha negra y

verde indican los monémeros de B-Tubulina y c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente.
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Finalmente se utiliz6 como agente entrecruzante paraformaldehido (PFA), reactivo
ampliamente utilizado en histologia para fijar células y tejidos, pero que en concentraciones
bajas y tiempos de incubacidn cortos, funciona como agente de entrecruzamiento

(Klockenbusch & Kast, 2010).

En esta oportunidad, las células fueron transfectadas con pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD vy
pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD o con pcDNA3.1 sin inserto para ser incubadas con PFA al 0,1, 0,2, 0,4,
0,8,1y 2 % durante 5 0 10 minutos. Los WB de estos extractos utilizando el anticuerpo primario anti-
c-Myc, nuevamente revelé una Unica banda correspondiente al monémero c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD
(Figura 6.23, flecha verde). Como podemos observar en la Figura 6.23 A, al incubar 5 minutos con
PFA, apreciamos una disminucion en la cantidad de proteina detectada a medida que aumenta la
concentracion de PFA. Este efecto se observa de forma mas notoria al incubar 10 minutos, donde se

pierde la deteccidn de la proteina al utilizar 2 % de PFA (Figura 6.23B).
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Figura 6.23. Ensayo de entrecruzamiento quimico con PFA.

Western Blot del ensayo de entrecruzamiento quimico con PFA (A) incubacidén con PFA durante
5 minutos. (B) incubacion con PFA durante 10 minutos. Se utilizé el anticuerpo primario anti-c-
Myc, un anticuerpo secundario acoplado peroxidasa de rdbano y el sustrato ECL para el revelado.
1-6: extracto de células transfectadas con pcDNA3.1 sin incerto (@) incubadas con PFA durante 5
minutos a una concentracion final de 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1 y 2%, respectivamente 7-12: extracto de
células transfectadas con pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD
(MH) incubadas con PFA durante 5 minutos a una concentracion final de 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1y 2%,
respectivamente. 13-15: extracto de células @ incubadas con PFA durante 10 minutos a una
concentracion final de 0,4, 1y 2%, respectivamente. 16-18: extracto de células MH incubadas con
PFA durante 10 minutos a una concentracién final de 0,4, 1y 2%, respectivamente. Flecha verde

indica mondmero de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD.
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Debido a la gran disminucidn en la cantidad de proteina recombinante presente en los extractos
incubados con 1y 2 % de PFA, decidimos continuar trabajando conconcentraciones mas bajas
(0,1, 0,2 0,4 y 0,8 %) de PFA e incubar las células durante 5 minutos. En los WB con los
anticuerpos anti-c-Myc y anti-HA se marcé una Unica banda a la misma altura que la banda
observada en la muestra sin entrecruzante (Figura 6.24 A y B, flecha verde y naranja,
respectivamente), no observandose bandas de mayor tamafio. Por otro lado, en el WB realizado
con el anticuerpo anti-B-Tubulina se detectaron bandas correspondientes al monémero de B-
Tubulina (55 kDa aprox., figura 6.24 A, flecha negra), pero ademas se marcaron bandas de mayor
peso molecular que aumentan su intensidad a medida que aumenta la concentracion de PFA
(Figura 6.24 C, carriles 2-5). Estas bandas de alto peso molecular (mayores a los 130 kDa) no se
encuentran presentes en las muestras sin entrecruzar (Figura 6.24 C, carril 1), sugiriéndonos que

podrian ser multimeros de a/B-Tubulina.
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Figura 6.24. Ensayo de entrecruzamiento quimico con PFA de 0,1 a 0,8 %.

Western Blot del ensayo de entrecruzamiento quimico con PFA durante 5 minutos. (A) anticuerpo
primario anti-B-Tubulina. (B) anticuerpo primario anti-c-Myc. (C) anticuerpo primario anti-HA. Se
utilizaron anticuerpos secundarios acoplados peroxidasa de rabano y el sustrato ECL para el
revelado. 1: extracto de células transfectadas con pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3.1-
HA-Eg2DBDa.1-LBD (MH) sin agente entrecruzante. 2-5: extracto de células MH incubadas con
PFA a una concentracién final de 0,1, 0,2, 0,4 y 0,8%, respectivamente. MPM: marcador de peso
molecular (kDa). Flechas negra, verde y naranja indican los mondmeros de B-Tubulina, c-Myc-

Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente.

Este ensayo nos permitio demostrar que es posible el entrecruzamiento de la B-Tubulina
utilizando PFA, estableciendo que la mejor condicidn para realizar los ensayos incubar las células

co-transfectadas con PFA al 0,8 % durante 5 minutos.
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6.2.4 Andlisis de la dimerizacion: EQ y Co-IP

Debido a que no fue posible visualizar directamente la formacion de dimeros de Eg2DBDa.1 con
el tratamiento de EQ, llevamos a cabo ensayos de inmunoprecipitacion a partir de los extractos
de células co-transfectadas e incubadas con PFA 0,8 % durante 5 minutos. Los resultados
observados en la Figura 6.25 nos permitieron determinar que el ensayo de inmunoprecipitacion
funciond de forma correcta, al observase una banda correspondiente al tamafio de c-Myc-
Eg2DBDa.1-LBD (Figura 6.25 A, carril 3, flecha verde). Ademads, se observo la presencia de HA-
Eg2DBDa.1-LBD en el extracto proteico MH (Figura 6.25 B, carril 2, flecha naranja). En el
inmunoprecipitado del extracto MH generado a partir del tratamiento con PFA se observa un
marcado tipo smear, pero no una banda definida del tamafo esperado para HA-Eg2DBDa.1-
LBD. Sin embargo, este mismo patrén también se aprecia en el inmunoprecipitado del extracto
celular transfectado con el plasmido sin inserto (Figura 6.25 B, carril 5), sugiriendo un marcado

inespecifico.
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Figura 6.25. Ensayo de inmunoprecipitacidn post-tratamiento con PFA.

Western Blot del ensayo de inmunoprecipitacion luego del tratamiento de células con PFA 0,8 %
durante 5 minutos. (A) anticuerpo primario anti-c-Myc. (B) anticuerpo primario anti-HA. Se
utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano y el sustrato ECL para el
revelado. 1: extracto de células transfectadas con pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3.1-
HA-Eg2DBDa.1-LBD (MH) sin agente entrecruzante (S/EQ). 2: extracto de células MH incubadas
con PFA (MH PFA). 3: Inmunoprecipitado de MH PFA (IP MH PFA). 4: Sobrenadante de la
inmunoprecipitacién IP MH PFA (SN-IP MH PFA). 5: Inmunoprecipitado del extracto de células
transfectadas con pcDNA3.1 sin inserto incubadas con PFA (IP @ PFA). 6: Sobrenadante de la
inmunoprecipitacion IP @ PFA (SN-IP @ PFA). MPM: marcador de peso molecular (kDa). Flecha
azul indica la cadena pesada del anticuerpo utilizado para la IP. Flecha verde y naranja indican c-

Mvc-Eg2DBDa.1-LBD v HA-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente.
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A pesar que el tratamiento con PFA como agente entrecruzante previo al ensayo de
inmunoprecipitacidon parecia alentador, estos resultados tampoco nos permitieron confirmar el

modo de interaccidon determinado mediante los ensayos de DHL.

6.2.5 Andlisis de la dimerizacion: Co-IP de proteinas traducidas in vitro

Como Uultima estrategia llevamos a cabo ensayos de inmunoprecipitacién con las proteinas c-
Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD traducidas in vitro utilizando un kit comercial de
extractos de reticulocito de conejo y los transcriptos generados a partir de los plasmidos pcDNA-

c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA-HA-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente.

En un primer paso, realizamos ensayos de WB con los extractos de la traduccion in vitro de cada
proteina. Dichos ensayos mostraron que las traducciones fueron exitosas, generandose las
proteinas recombinantes Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD del tamafio esperado
(Figura 6.26).
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Figura 6.26. Evaluacion de la traduccidn in vitro de Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD.
(A) anticuerpo primario anti-c-Myc. (B) anticuerpo primario anti-HA. Se utilizaron anticuerpos
secundarios acoplados a peroxidasa de rdbano y el sustrato ECL para el revelado. 1: extracto de
traduccion in vitro de Myc-Eg2DBDa.1-LBD (M IVT). 2: extracto de células Hela transfectadas con
pcDNA3.1-c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y pcDNA3.1-HA-Eg2DBDa.1-LBD (MH Hela). 3: control
negativo de la traduccidn in vitro (sin ARN, C- IVT). 4: extracto de traduccién in vitro de HA-
Eg2DBDa.1-LBD (H IVT). MPM: marcador de peso molecular. Flecha verde y naranja indican c-
Myc-Eg2DBDa.1-LBD v HA-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente.

En un segundo paso, inmunoprecipitamos la mezcla de los extractos de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD

y de HA-Eg2DBDa.1-LBD utilizando el anticuerpo anti-c-Myc. Nuestros resultados muestran la
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presencia de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD en el inmunoprecipitado (Figura 6.27,
carriles 1), aunque esta ultima banda proteica es mas tenue. Ambas bandas presentan el tamafio
esperado de 46,5 kDa y 46,4 kDa para c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD,
respectivamente. Como control de especificidad de la Co-IP, se realizé la inmunoprecipitacidon
del extracto de traduccion in vitro c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD con el anticuerpo anti-c-Myc. En el WB
revelado con anti-c-Myc se detectd en el inmunoprecipitado la presencia de dicha proteina
recombinante (Figura 6.27 A, carril 3), sin embargo al utilizar el anticuerpo anti-HA no se detecta
ninguna proteina (Figura 6.27 B, carril 3). De esta manera confirmamos que el anticuerpo anti-
HA no reconoce a otra proteina de los extractos de traduccidn in vitro. Esto nos permite afirmar
qgue la marca tenue obtenida en el inmunoprecipitado MH es producto del reconocimiento

especifico de HA-Eg2DBDa.1-LBD (Figura 27 B, carril 1).
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Figura 6.27. Ensayos de inmunoprecipitacion con proteinas traducidas in vitro.

Western Blot del ensayo de inmunoprecipitacidn de los extractos de traduccidn in vitro utilizando
el anticuerpo anti-c-Myc. (A) anticuerpo primario anti-c-Myc. (B) anticuerpo primario anti-HA. Se
utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano y el sustrato ECL para el
revelado. 1: inmunoprecipitado del extracto de traduccién in vitro de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y
HA-Eg2DBDa.1-LBD (IP MH). 2: sobrenadante de la IP MH (SN-IP MH). 3: inmunoprecipitado del
extracto de traduccidn in vitro de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD (IP M). 4: sobrenadante de la IP M (SN-
IP M). 5: extracto de traduccion in vitro de c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD (M IVT). 6: extracto de
traduccion in vitro de HA-Eg2DBDa.1-LBD (H IVT). 7: Control negativo de la traduccidn in vitro (sin
ARN, C- IVT). Flecha azul indica la cadena pesada del anticuerpo utilizado para la IP. Flecha verde

y naranja indican c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD, respectivamente.
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Nuestros resultados también indican que en las condiciones ensayadas seria una baja
proporcién de HA-Eg2DBDa.1-LBD la que interacciona con c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD (Figura 27 B,
carriles 1y 6).

Para verificar la presencia de HA-Eg2DBDa.1-LBD y c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD en el
inmunoprecipitado, se analizd una banda proteica de alrededor de 46 kDa por espectrometria
de masa nano-LC-MS/MS. Este resultado nos permitié determinar la presencia de Eg2DBDa.1-

LBD, sin embargo, no pudimos identificar los tags HA o c-Myc en esta muestra.

El resultado obtenido en el ensayo de co-inmunoprecipitacion con las proteinas traducidas in
vitro apoya los resultados obtenidos en el ensayo de doble hibrido de levadura, en los cuales

identificamos la interaccidon de Eg2DBDa.1-LBD consigo mismo.
6.3 Interaccion con ligandos

6.3.1 Andlisis del DHL, con SFB

Una vez definida la interaccién de Eg2DBDa.1-LBD consigo mismo, nos resultd de gran interés
evaluar si la dimerizacién del receptor podria verse inducida por la unién de ligandos
pertenecientes al hospedero intermediario de E. granulosus s.I.. Para esto realizamos ensayos
de DHL modificado (DHLm), en donde las levaduras Y187 co-transformadas se incubaron con 5
% de SFB y se midié la actividad B-galactosidasa dependiente del grado de dimerizacién. Este
ensayo se realizé en presencia y ausencia de SFB y las levaduras se co-transformaron con: 1)
pPGADT7-T y pGBKT7-53 como control positivo; 2) utilizando los plasmidos pGADT7-T y pGBKT7-
Lam como control negativo; 3) pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD y pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD. En primera
instancia pusimos a punto la técnica de DHLn, para utilizar volimenes menores a los utilizados

por otros investigadores (Lezzi et al., 2002; Oftedal et al., 2005).

Como se puede ver en la Tabla 6.5 y en la Figura 6.28, el control positivo mostré actividad B-
galactosidasa tanto en ausencia como en presencia de SFB (columnas en violeta), si bien se
observa una pequefia diferencia en el control positivo con SFB en comparacién con el control
sin SFB, esta diferencia no es significativa. El control negativo, mostré una actividad B-

galactosidasa casi nula.

Las levaduras co-transformadas con pGADT7-Eg2DBDa.1-LBD y pGBKT7-Eg2DBDa.1-LBD
(Eg2DBDa.1 x Eg2DBDa.1) mostraron actividad B-galactosidasa tanto en ausencia como en
presencia de suero. Sin embargo, la presencia del SFB aumenté 2,3 veces la actividad del gen

reportero con respecto al ensayo suero, dando valores similares a los obtenidos en el control
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positivo. Este aumento de la actividad de B-galactosidasa es significativo con un valor-p menor

a 0,001.

Tabla 6.5. Actividad B-galactosidasa obtenida en los ensayos DHL,.

Actividad Desvio
Ligando _
B-galactosidasa (U) estandar
Sin Ligando 329 26
Control positivo (+)
SFB 359 30
Sin Ligando 0,129 0,041
Control negativo (-)
SFB 0,136 0,034
Sin Ligando 138 42
Eg2DBDa.1 x Eg2DBDa.1
SFB 328 30

500

400-

300

200

100

Actividad B-galactosidasa (U)

Figura 6.28. Ensayos de actividad B-galactosidasa de los DHL,.

Se grafica la actividad B-galactosidasa (U) para cada ensayo de DHL modificado. * diferencia

significativa con un p valor < 0,001.

Estos resultados indicarian que el suero del hospedero intermediario (bovino) contiene al menos

un ligando que se une a Eg2DBDa.1-LBD estimulando su dimerizacion.
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7. DISCUSION

7.1 Estructura primaria de Eg2DBDa.1

A través de la busqueda de receptores nucleares que puedan interaccionar con las FABPs de E.
granulosus s.l., hace algunos afios nuestro grupo de investigacién clond una regién de ADNc a
partir de protoescélices, que codifica para un receptor nuclear con dos DBDs. Este receptor
resultd ser una isoforma del receptor Eg2DBDa la cual denominamos Eg2DBDa.1. Esta regidn
abarca 1772 nucledtidos desde el extremo 3’ del transcripto de Eg2DBDa.1, y en esta tesis es
denominada Eg2DBDa.1ct. La misma incluye casi por completo al segundo DBD, la region
bisagra, el LBD y culmina en el codén de terminacidon de la traduccion (Riera, 2018). Dado que el
primer DBD es exclusivo de la subfamilia 2DBD-NRs, en esta instancia clonamos un fragmento
que lo incluyera. De esta manera obtuvimos una region de 1673 nucledtidos desde el ATG inicial
del transcripto denominado Eg2DBDa.1nt. La secuencia Eg2DBDa.1nt se solapa con la secuencia

Eg2DBDa.1ct por 903 nucledtidos.

El alineamiento de Eg2DBDa.1nt, con Eg2DBDa.1ct y con la secuencia Eg2DBDa depositada en
la base de datos de WormBase Parasite (Eg2DBDa ID: EgG_000379600) nos permitioé confirmar
algunos de los cambios nucleotidicos entre Eg2DBDa.1y Eg2DBDa reportados previamente por
nuestro grupo (Alvite et al., 2019). A partir de este analisis confirmamos la delecién de 66
nucledtidos que implica la ausencia de 22 aminoacidos en el dominio de unién a ligando de
Eg2DBDa.1, la cual comprende a los aminoacidos 502 al 523 del receptor Eg2DBDa.
Recientemente, nuestro grupo de investigacion generé un modelo 3D validado del receptor
Eg2DBDa.1 completo que esta siendo evaluado para su publicacién, en donde se determind la
posible estructura terciaria del LBD. En este trabajo identificaron los 21 residuos aminoacidicos
qgue formarian parte del bolsillo hidrofébico de unién a ligandos (LBP, ligand binding pocket),
dos de ellos son los residuos de metionina en la posicion 492 (Met492) y fenilalanina en la
posicién 508 (Phe508). Ensayos de docking molecular utilizando este modelo, mostraron que
Eg2DBDa.1 une con alta afinidad al acido oleico y al acido linoleico interaccionando
directamente con el residuo Phe508 a través de su cabeza polar (articulo en revision). Resulta
interesante destacar que la regién de 22 aminoacidos adicionales en el receptor Eg2DBDa
(desde Thr502 hasta GIn523) se localizaria a nivel del LBP, encontrandose el residuo de
fenilalanina involucrado en la interaccidn en la posicion 530 (Phe530). Esto podria implicar que

Eg2DBDa y Eg2DBDa.1 tuvieran LBPs diferentes, donde la estructura en si del bolsillo o los
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aminoacidos implicados en la interaccion con el ligando sean distintos, pudiendo llegar a tener

afinidades diferenciales por sus ligandos.

Ademas, a partir del andlisis del alineamiento mencionado identificamos cuatro nucledtidos
diferentes entre las secuencias Eg2DBDa.1nty Eg2DBDa. 1ct, de los cuales tres fueron descriptos
como diferencias entre Eg2DBDa.1 y Eg2DBDa (Alvite et al., 2019) que no estan presentes en
Eg2DBDa.1nt. Estos cambios son A937G, G1044A, C1290T, pero Unicamente A937G implica un
cambio aminoacidico en la secuencia Eg2DBDa.1 respecto a Eg2DBDa.1nt, correspondiente al
cambio T313A. Este cambio fue identificado en Eg2DBDa.1ct por Riera 2018 y fue descripta
como un cambio en la region bisagra del receptor. Sin embargo, estudios recientes de modelado
3D del receptor Eg2DBDa.1 realizados por nuestro grupo, localizan el cambio T313A en el
segundo dominio de unién al ADN (Alvite et al., 2019). En este trabajo se describe la posible
interaccion de este segundo DBD con el ADN, la misma no se daria a través de su caja P, sino
gue este dominio participaria estabilizando el complejo proteina-ADN. Si bien es una sustitucion
a confirmar en el receptor Eg2DBDa.1, la misma podria implicar diferencias en la estabilidad de

unién al ADN entre las isoformas Eg2DBDa y Eg2DBDa. 1.

Los cambios nucleotidicos observados entre las secuencias Eg2DBDa.1nt y Eg2DBDa.1ct nos
llamaron la atencién. Una posible explicacion es que estas diferencias podrian ser mutaciones
introducidas por la ADN polimerasa al amplificar el fragmento Eg2DBDa.1nt o Eg2DBDa. 1ct. Si
bien la enzima utilizada tiene actividad 3’5’ exonucleasa ofreciendo gran fidelidad, no es de
las enzimas recomendada por el fabricante para la obtencidon de amplicones con baja tasa de
error, por lo que una forma de confirmar estos cambios seria utilizando una enzima con una
actividad correctora superior. Otra posibilidad, es que dado que se partié de ARN obtenido de
protoescolices de distinto origen para obtener los fragmentos Eg2DBDa.1ct y Eg2DBDa. 1nt,
estas discrepancias podrian deberse a diferencias genéticas propias de los parasitos. Si bien
siempre se utilizaron protoescélices de quistes de origen bovino, éstos fueron extraidos de vacas
distintas, en afos diferentes y no fueron genotipados, pudiendo ser de E. granulosus s.s
(genotipo G1) o E. ortleppi (genotipo G5). Ademas, también cabe la posibilidad de que los
cambios descritos se deban a la existencia de diferentes alelos de este gen. Repetir la
amplificacion, utilizando una polimerasa de alta fidelidad y un ADNc de un nuevo batch de

protoescolices genotipado, nos permitira aclarar el origen de estas discrepancias.

Por otra parte, en la region hacia el extremo 5 de Eg2DBDa.int, en donde no existe
solapamiento con Eg2DBDa.lct, encontramos que la secuencia Eg2DBDa.1nt presenta un
cambio con respecto a Eg2DBDa (A106T), correspondiente a un cambio aminoacidico de serina

por glicina en la posicién 36 de la secuencia proteica (S36G). Esta modificacion esta localizada
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en el dominio A/B N-terminal del receptor, el cual contiene la regidén de transactivacion
independiente de ligandos AF-1. Estudios de otros receptores nucleares han demostrado que el
estado de fosforilacién de residuos de serina especificos en la regién AF-1 afecta la actividad
transcripcional (Kato et al., 1995; Thomas et al., 2008). Incluso la actividad del receptor PPARa,
receptor estrechamente emparentado con Eg2DBDa.1, estd modulada por la fosforilacion de
dos residuos de serina en la secuencia AF-1, los cuales deben ser fosforilados para activar el
receptor (Juge-Aubry et al., 1999; Fujimoto et al., 2010). Hace décadas atras se determind que
los primeros 44 aminoacidos de PPARa eran necesarios para la transactivacion maxima del
receptor, y la regién minima esencial se delimité entre los aminoacidos 15-44, encontrandose
alli la secuencia de AF-1 (Hi et al., 1999). Si bien no esta definida la secuencia de AF-1 en el
receptor Eg2DBDa.1 ni en Eg2DBDa, la homologia con el receptor PPARa nos sugiere que el
cambio S36G se podria localizar en la regién AF-1, pudiendo llegar a ser un blanco de
fosforilacion en Eg2DBDa. La ausencia de la Ser36 en el receptor Eg2DBDa.1 con respecto a
Eg2DBDa podria implicar diferencias en las modificaciones postraduccionales, generando

actividades transcripcionales diferenciales.

Por ultimo, cabe mencionar que obtuvimos el ADNc completo de Eg2DBDa y de Eg2DBDa.1
(desde el coddn de inicio al de terminacién), confirmando la expresion de ambos receptores en

el estadio larvario de PE de E. granulosus s.1..

7.2 Estructura cuaternaria de Eg2DBDa.1

Para estudiar la estructura cuaternaria del receptor Eg2DBDa.1 abordamos el estudio de la
dimerizacion del LBD del receptor, dado que este dominio posee una fuerte interfaz de
dimerizacion (Bourguet, Vivat, et al., 2000; Gampe et al., 2000) siendo ampliamente utilizado
para investigar el modo de dimerizacién de los receptores nucleares (Bourguet, Vivat, et al.,
2000; Gampe et al., 2000; Wu et al., 2007). Nos propusimos analizar su interaccion como
homodimero o como heterodimero con el LBD de EgRXRB, dado que RXR suele formar

heterodimeros con otros receptores nucleares (Weikum et al., 2018).

En primer lugar, abordamos este estudio a través de ensayos de doble hibrido de levadura. Este
sistema, tiene la ventaja de ser un método sensible que permite detectar interacciones proteicas
relativamente débiles y transitorias, las cuales pueden no ser detectables bioquimicamente
(Guarente, 1993; Estojak et al., 1995). Los controles positivos y negativos nos permitieron validar
los resultados de los ensayos de doble hibrido de levadura realizados. Por un lado, un control
positivo con proteinas cuya interaccién es conocida, como son el antigeno Ty p53 (B. Li & Fields,

1993; Iwabuchi et al.,, 1993) y por otro lado, un control negativo con proteinas que no
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interaccionan como lalamina Cy el antigeno T (Bartel et al., 1993; Ye & Worman, 1995). Ademas,
tanto los ensayos realizados con los pares de vectores sin insertos, como las combinaciones de
un vector sin inserto con un vector codificante para un NR (Eg2DBDa.1-LBD o EgRXRB-LBD), se
comportaron segun lo esperado, validando los resultados obtenidos por este ensayo. Estos
ultimos controles indican que la interaccidn entre las proteinas de fusion analizadas no es el
resultado de interacciones inespecificas entre los dominios de activacidn y de unién al ADN de
GAL4, ni entre estos dominios y los receptores nucleares en estudio. Asimismo, nos permite
confirmar que el reclutamiento de la ARN polimerasa para la expresidn de los genes reporteros,
se da exclusivamente cuando existe interaccidn entre las proteinas en estudio y no a través de

los LBDs de los NRs analizados

Los experimentos de DHL nos permitieron evidenciar mediante un sistema in vivo, que
Eg2DBDa.1 interacciona consigo mismo a través del LBD, y que Eg2DBDa.1-LBD no interacciona
con EgRXRB-LBD. Cabe destacar que verificamos que todas las proteinas de fusidon ensayadas se
expresan correctamente en levaduras, por lo que la falta de interaccion entre Eg2DBDa.1-LBD y
EgRXRB-LBD no es debida a una deficiencia en la expresion de estos dominios en el sistema de
DHL. La interaccion del receptor nuclear Eg2DBDa.1 consigo mismo, sugiere la
homodimerizacion del receptor. Resultados similares han sido obtenidos para el Sm2DBDa de
S. mansoni (Wu et al., 2007). Este tipo de interaccion clasifica al receptor Eg2DBDa.1 dentro del
grupo de NR de tipo | o lll, los cuales se caracterizan por formar homodimeros para llevar a cabo

su funcién (Weikum et al., 2018).

Una caracteristica interesante a destacar es que la homodimerizacién de Eg2DBDa.1-LBD ocurre
sin la presencia de otros motivos del receptor que forman parte de una interfaz de dimerizacion
mas débil en otros receptores nucleares, como lo son la caja D y la caja A ubicadas en el DBD
(Umesono & Evans, 1989; Hsieh et al., 1995), pero que no parecerian ser necesarios para la
dimerizacion de Eg2DBDa.1. Las cajas D de Eg2DBDa.1 fueron descrita previamente, siendo
identificadas como 212PSGGNC217 y como 295VGGKDN300 del primer y segundo DBD,

respectivamente (Alvite et al., 2019).

La interacciéon de Eg2DBDa.1 consigo mismo formando homodimeros implica que cuatro
dominios de union al ADN podrian estar involucrados en el reconocimiento especifico del ADN.
Resultados obtenidos in silico por nuestro grupo de investigacion, sugieren que la primer alfa-
hélice del primer DBD contacta el surco mayor del ADN estableciendo interacciones con el
elemento respuesta a través de su caja P, mientras que el segundo DBD contribuiria a la
estabilizacion del complejo (Alvite et al., 2019). En ese sentido, el homodimero Eg2DBDa.1

podria reconocer el elemento respuesta del ADN a través del reconocimiento especifico de la
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caja P del DBDI de cada mondmero, mientras que los dos DBDII del homodimero podrian

participar de la estabilizacién del complejo formado.

Para verificar la interaccién de Eg2DBDa.1-LBD consigo mismo realizamos ensayos de co-
inmunoprecipitacién a partir de extractos proteicos de células Hela que sobreexpresan las
proteinas recombinantes c-Myc-Eg2DBDa-LBD y HA-Eg2DBDa-LBD. En una primera instancia,
pusimos a punto las condiciones de transfeccion del cultivo y el tiempo post-transfeccién para
obtener el maximo de expresion. Determinamos la concentracién de lipofectamina éptima para
estos ensayos a través de la expresidon de la proteina EGFP y seguimiento de la evolucion del
cultivo por microscopia confocal (determinacidn cualitativa de la transfeccion). Si bien resultaba
interesante determinar el porcentaje de transfeccién de forma cuantitativa, debido a que se
mantuvieron las células en cultivo por largos periodos (hasta 36 horas), no fue posible utilizar
marcadores de ADN fluorescentes con permeabilidad celular para visualizar la cromatina in vivo
y determinar el nimero total de células. Marcadores de este tipo, como Hoechst, generan gran
toxicidad si se mantienen en cultivo por tiempos prolongados ya que causan dafio al ADN,
particularmente durante su replicacion, alterando el comportamiento de las células bajo
observacién (Durand & Olive, 1982; Purschke et al., 2010). Nuestros resultados indicaron que
altas cantidades de lipofectamina generan un aumento de la muerte celular, resultados similares
han sido reportados anteriormente (Fiszer-Kierzkowska et al., 2011). A partir de este ensayo
determinamos que la cantidad optima de lipofectamina a utilizar era de 9 uL por pocillo de 9,5
cm? en base a un balance entre la cantidad de células transfectadas y la muerte celular. Como
parte de esta puesta a punto también determinamos el tiempo de cultivo post-transfeccidn
utilizando los plasmidos que expresan las proteinas de interés, a través de ensayos de
inmunocitoquimica. De este modo obtuvimos de forma cuantitativa el porcentaje de células
transfectadas para cada uno de los plasmidos utilizados, siendo este mayor para el plasmido que
codifica para c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD que para el que codifica para HA-Eg2DBDa.1-LBD, en todos
los intervalos de tiempo analizados. Asimismo, la intensidad de fluorescencia de las células
transfectadas es mayor para Myc-Eg2DBDa.1-LBD que para HA-Eg2DBDa.1-LBD concordante
con los resultados Western Blot. Dado que se utilizd el mismo plasmido para ambas
construcciones y que ademas ambos constructos comparten mas del 97 % de la secuencia
nucleotidica, no creemos atribuible la diferencia en el porcentaje de transfeccién y en el nivel
de expresién a diferencias en la tasa de transcripcion o traduccién de cada uno de los plasmidos.
Estas diferencias entonces podrian ser consecuencia del método de deteccidn, en donde los
anticuerpos primarios o secundarios utilizados identifiquen con diferente afinidad a los epitopos

respectivos y esto conlleve a la deteccidn diferencial.
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Por otro lado, a las 36 horas post-transfeccidn se detecta una disminucidn notoria del nimero
de células y sobre todo una disminucidon abrupta del porcentaje de células transfectadas,
sugiriendo que la mayoria de las células que mueren correspondian a células que expresaban c-
Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD. Esto puede deberse a que la sobreexpresion de
estas proteinas heterdlogas genere toxicidad celular o un secuestro de la maquinaria

traduccional desencadenando la muerte celular.

Asimismo, se evidencid que tanto HA-Eg2DBDa.1-LBD como c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD presentan
una localizaciéon predominantemente citoplasmatica. Recientemente, Alvite y colaboradores
identificaron dos sefiales putativas de localizacidn nuclear (NLS) para Eg2DBDa.1 (326KRX,R329
y 419RRK421) ubicados en la regidn bisagra del receptor (Alvite et al., 2019). La ausencia de una
sefial NLS en el LBD (desde el residuo 431 hasta el 830), podria explicar porque Eg2DBDa.1-LBD

no se encuentre a nivel nuclear ya que no podria translocarse al nucleo.

Los ensayos de inmunoprecipitacion realizados a partir de los extractos proteicos mencionados,
fueron exitosos ya que el anticuerpo anti-c-Myc fue capaz de unir e inmunoprecipitar a c-Myc-
Eg2DBDa.1-LBD. Sin embargo, no logramos observar la co-inmunoprecipitacion de HA-
Eg2DBDa.1-LBD producto de la interaccion de ambos mondmeros. En un principio pensamos
que la ausencia de deteccidon de HA-Eg2DBDa.1-LBD se debia a la baja sensibilidad de la técnica
del revelado del Western Blot con BCIP/NBT como sustrato, no obstante la utilizacién de un
método mas sensible, como la quimioluminiscencia, no mejord el resultado. Vale la pena
recordar, que en los ensayos de WB del extracto proteico que contiene ambas proteinas, la
banda proteica correspondiente a HA-Eg2DBDa.1-LBD es menos intensa que la de c-Myc-
Eg2DBDa.1-LBD. Para solucionar este problema, podriamos aumentar la sensibilidad del método
expresando a Eg2DBDa.1-LBD fusionado a mas de un tag HA y c-Myc respectivamente, ya que
en este trabajo las proteinas se expresaron fusionadas solamente a uno. Esta estrategia ya ha
sido utilizada exitosamente en ensayos similares (Lechtreck et al., 2009). De esta manera
buscamos que el reconocimiento antigeno-anticuerpo, tanto en la inmunoprecipitacion como

en el Western Blot, sea mayor.

De todas formas, es importante notar que la dificultad en la deteccidn de la homodimerizacion
no se debe Unicamente al método empleado, sino que también depende del tipo de interaccién
de las proteinas en estudio. La dimerizacién de un mondmero consigo mismo fusionado a dos
tags distintos, implica interacciones entre moléculas con un mismo tag (c-Myc- Eg2DBDa.1-
LBD/c-Myc- Eg2DBDa.1-LBD o de HA-Eg2DBDa.1-LBD/HA-Eg2DBD0.1-LBD) que no son

detectables por esta técnica. La cantidad de proteina interaccionando que podemos detectar
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por co-inmunoprecipitacion/WB no refleja la cantidad real de proteina que forma homodimeros

en un momento dado.

En vista de los resultados obtenidos mediante los ensayos de co-inmunoprecipitacién y las
desventajas que presenta este método, realizamos un ensayo alternativo teniendo presente la
hipétesis de que la interaccion entre mondmeros de Eg2DBDa.1-LBD podria ser débil
perdiéndose proteina en los lavados de la inmunoprecipitacion. Con esto en mente, realizamos
entrecruzamientos quimicos de las muestras de forma de estabilizar covalentemente los
dimeros. Desafortunadamente, ninguno de los tres ensayos con agentes entrecruzantes, ni la
inmunoprecipitaciéon post-tratamiento, nos permitieron confirmar nuestra hipdtesis. En
particular, los agentes entrecurzantes BSOCOES y DMP no funcionaron debido a que no fue
posible visualizar dimeros ni oligdmeros de Tubulina (Kravit et al., 1984). Dado que tanto la
técnica de inmunoprecipitacién como de entrecruzamiento quimico, dependen de la expresion
y plegamiento adecuado de las proteinas c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD por un
sistema heterdlogo (células Hela), podria estar ocurriendo un plegamiento diferencial en Homo
sapiens con respecto a E. granulosus s.l.. Asimismo, podrian existir diferencias en el patrén de
modificaciones post-traduccionales de estas proteinas entre estos dos organismos. Ambos
escenarios podrian estar afectando las interacciones entre los mondmeros a nivel de los LBDs.
Nuestro grupo de investigacién ha sugerido varios sitios consenso de modificaciones post-
traduccionales en Eg2DBDa.1-LBD (Alvite et al., 2019), algunos de las cuales han sido descriptos
como fundamentales para la funcién/dimerizacién de otros NRs (Venteclef et al., 2010; Treuter
& Venteclef, 2011). La adicién de diferentes grupos quimicos a los NRs (fosforilacion,
sumoilacidn, entre otros) puede regular la estabilidad del receptor, su localizacién intracelular y
sus propiedades de union al ADN, modulando asi procesos de transduccion de sefiales (McEwan,

2016).

En resumen, pensamos que las interacciones de Eg2DBDa.1-LBD consigo mismo podrian estar
afectadas por un plegamiento proteico incorrecto o por un patréon de modificaciones post-

traduccionales distinto al nativo.

Dado que los ensayos de doble hibrido de levadura demostraron con gran robustez vy
reproducibilidad la homodimerizacion de Eg2DBDa.1-LBD, decidimos utilizar otro método
alternativo para confirmar esta interaccion. A través de un sistema de traduccion in vitro
optimizado para obtener un alto nivel de proteinas con un plegamiento adecuado vy
modificaciones post-traduccionales expresamos las proteinas de fusion en estudio (c-Myc-
Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD). Mediante la inmunoprecipitacion de los extractos que
expresan c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD y HA-Eg2DBDa.1-LBD detectamos mediante WB la presencia
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de HA-Eg2DBDa.1-LBD en el inmunoprecipitado con anti-c-Myc. Lamentablemente, no fue
posible identificar mediante espectrometria de masa a los tags HA y c-Myc pero si a Eg2DBDa.1-
LBD. Esto probablemente se deba a que ambas proteinas de fusién poseen la region del LBD en
comun, siendo esta mas representada que los tags. Si bien la banda detectada es tenue, este
resultado junto con los resultados de DHL, nos permiten afirmar que Eg2DBDa.1 interacciona
consigo mismo a través de su LBD. Probablemente la proteina HA-Eg2DBDa.1-LBD co-
inmunoprecipitada se pueda detectar con mayor intensidad al utilizar mayor cantidad de los
extractos de traduccion en el ensayo de Co-IP. Incluso se podria repetir este ensayo utilizando
mayor proporcion del extracto HA-Eg2DBDa.1-LBD que del c-Myc-Eg2DBDa.1-LBD. Ademas,
como se discutio previamente, la sefial detectada en el WB seria mas intensa si las proteinas en

estudio se expresan fusionadas a mas de un tag.

7.3 Dimerizacion dependiente de ligandos de Eg2DBDa.1

Una de las caracteristicas que distingue a los receptores nucleares de otros factores de
transcripcion, es su dependencia de la union de ligandos para ejercer su funcion de modulares
transcripcionales (Xu & Lambert, 2003). La unién del ligando induce cambios conformacionales
en el receptor que favorecen su unién a secuencias especificas de ADN, regulando asi su
actividad (Y. Li et al., 2003; Nagy & Schwabe, 2004). La mayoria de los ligandos son moléculas
lipofilicas como esteroides, retinoides y acidos grasos (Evans & Mangelsdorf, 2014; Weikum et

al., 2018).

Para abordar el estudio de posibles ligandos que se unan al receptor Eg2DBDa.1-LBD, realizamos
ensayos de doble hibrido de levadura modificado. Este ensayo ha sido utilizado en varias
oportunidades para estudiar la unién de ligandos a otros NRs (Lezzi et al., 2002; Oftedal et al.,
2005; Forster et al., 2011). En este ensayo, de manera similar al ensayo tradicional de DHL, las
levaduras dobles transformadas se incuban en presencia de ligandos potenciales. Como primera
aproximacién, nos preguntamos si moléculas pertenecientes al hospedero intermediario
podrian unirse a Eg2DBDa.1-LBD induciendo su homodimerizacién, para encontrar esta

respuesta realizamos estos ensayos con suero fetal bovino (SFB).

A partir de estos experimentos, hemos demostrado que la presencia de 5 % de SFB en el medio
de cultivo aumenta mas de 2 veces la actividad B-galactosidasa de levaduras que co-expresan
Gal4-AD-Eg2DBDa.1-LBD y Gal4-DBD-Eg2DBDa.1-LBD. Ademads, la incubacion del control
positivo con SFB no alterd la actividad B-galactosidasa, indicando que el SFB induce de manera
especifica la interaccidon entre los mondmeros del receptor en estudio. Este resultado indica que

el suero del hospedero intermediario (bovino) contiene al menos un ligando que se uniria a
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Eg2DBDa.1-LBD estimulando la interaccién entre los mondmeros. Esto sugiere dos escenarios
posibles: 1) la unién del ligando al mondmero de Eg2DBDa.1 genera cambios conformacionales
en el receptor y estimula su dimerizacion; 2) la unién del ligando al dimero ya formado estabiliza
la interaccion entre los mondmeros (Weikum et al., 2018). Hace décadas que se sabe que el
suero del hospedero es necesario para la supervivencia de las larvas del parasito, ya que varios
estudios han evidenciado que se requiere de la presencia de suero de mamiferos para que el
cultivo de metacestodos de Echinococcus spp. sea exitoso (Rausch & Jentoft, 1957; Hemphill &
Gottstein, 1995; Jura et al., 1996; Spiliotis et al., 2004, 2008). El requisito del suero en los medios
de cultivo sugiere la ocurrencia de un didlogo molecular entre la larva metacestodo y el
hospedero, donde este ultimo proporciona sefales moleculares que son utilizadas por el

parasito para promover y regular el desarrollo del metacestodo (Brehm & Koziol, 2017).

El resultado obtenido en este trabajo que evidencia induccién de la homodimerizaciéon de
Eg2DBDa.1-LBD por ligandos presentes en el SFB, podria indicar que este receptor nuclear
participaria de este didlogo tan importante para el parasito. La identificacion del/de los ligando/s
especifico/s de Eg2DBDa.1 del SFB nos permitira acercarnos a la comprensiéon de la funcion
bioldgica de este NR. Cabe mencionar que algunas proteinas del hospedero atraviesan las capas
del quiste hidatico, siendo una de ellas la seroalbimina (Aziz et al., 2011) que es una proteina
abundante del suero sanguineo responsable del transporte de acidos grasos por la sangre
(Vusse, 2009). Este hecho resulta particularmente interesante dado que estudios in silico de
anclaje molecular realizados por nuestro grupo mostraron que los ligandos preferenciales de
Eg2DBDa.1 serian acidos grasos, principalmente el acido oleico y el acido linoleico (articulo en
revisién). Por otro lado, nuestro grupo de investigacién también ha demostrado que las larvas
tetratiridios de Mesocestoides corti (cestodo modelo) son capaces de incorporar analogos de
acidos grasos del medio de cultivo y éstos ser distribuidos a nivel celular y subcelular (Alvite et
al.,, 2014). En este proceso de captura y transporte de acidos grasos podrian participar las
proteinas de union de ligandos hidrofdbicos (HLBPs) y las proteinas de union de acidos grasos
(FABPs) de platelmintos parasitos, siendo las HLPBs mas asociadas a la captura y las FABPs al
transporte intracelular (Alvite & Esteves, 2012). Estas proteinas son consideradas como
moléculas claves para estos organismos ya que son incapaces de sintetizar acidos grasos de novo
(Meyer et al., 1966; Jacobsen & Fairbairn, 1967) y ademas, son proteinas de alta expresion en el
estadio larvario de Echinococcus spp. (Tsai et al., 2013) . Asimismo, nuestro grupo ha reportado
la presencia de EgFABP1 de E. granulosus s.l. y de MvFABPa y MvFABPb de M. corti, en la fraccidn
nuclear de las larvas respectivas, y ha descrito la co-localizacion de ambas MvFABPs con un

analogo de 4acido graso (incorporado del medio) en nucleos de células de tetratiridios (Alvite et
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al., 2014; Alvite & Esteves, 2016). Ademas, la interaccion FABP-NR ha sido descrito para algunos
tipos de FABPs y receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) de vertebrados,
reportandose que las FABPs podrian llevar sus ligandos al nucleo y promover la activacidon de
estos PPARs (Schroeder et al., 2008; Hostetler et al., 2009; Armstrong et al., 2014; Hughes et al.,
2015). Cabe recordar que a través de la busqueda de NRs tipo PPAR es que nuestro grupo cloné
el receptor nuclear Eg2DBDa.1 (Alvite et al., 2019). Vale la pena resaltar que Eg2DBDa.1-LBD
presentaria las mismas preferencias de ligandos que EgFABP1 (Alvite et al., 2001), teniendo mas

afinidad por acidos grasos largos e insaturados.

En base a nuestros resultados y estudios previos nos planteamos una modelo en donde los
acidos grasos presentes en el suero del hospedero intermediario podrian ser transportados
unidos a la seroalbimina hasta el interior del quiste, y ser incorporados por los protoescélices.
Una vez en las células larvarias, EgFABP1 podria transportar acidos grasos de cadena larga e
insaturados hacia el nucleo, e interaccionar con Eg2DBDa.1 para cederle el ligando. La union del
ligando estimularia la homodimerizacidon de Eg2DBDa.1 y finalmente este receptor asi activado

se uniria a regiones especificas del ADN regulando la expresion de sus genes blanco.
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El presente contribuyd con los primeros resultados para comenzar a dilucidar el mecanismo de
accion de los receptores nucleares con dos dominios de unidon al ADN de Echinococcus
granulosus sensu lato, a través de la caracterizacién primaria de Eg2DBDa.1. En particular,

abordamos el estudio de la estructura cuaternaria de Eg2DBDa.1 y de sus posibles ligandos.

En una primera instancia, pudimos concluir que el receptor Eg2DBDa.1 se expresa en el estadio
larvario de protoescolices de E. granulosus s.I. a nivel del transcripto. El analisis de una regién 5’
del transcripto, asi como del ADNc completo, nos permitié confirmar la delecion de 66
nucledtidos que diferencia a Eg2DBDa.1 de Eg2DBDa (Alvite et al., 2019). Esta delecidn ubicada
en la regién LBD, afecta al LBP pudiendo implicar diferencias en la afinidad de unién a sus
ligandos entre ambas isoformas que posiblemente conlleve a actividades transcripcionales
diferenciales entre estos dos receptores nucleares. Planeamos en un futuro cercano amplificar
el ADNc completo de Eg2DBDa.1, a partir de muestras distintas de ARN de PE con una ADN
polimerasa de alta fidelidad, para poder resolver las discrepancias puntuales que surgieron del

analisis de la estructura primaria.

Asimismo, determinamos que el receptor Eg2DBDa.1 es capaz de interaccionar consigo mismo
formando homodimeros a través del dominio de unién a ligandos, tanto en un sistema in vitro
como in vivo. Esta forma de dimerizacion resulta interesante dado que involucra cuatros DBDs
implicados en la unién al ADN. Estudios in silico realizados por nuestro equipo, determinaron
que el primer DBD estaria implicado en el reconocimiento secuencia-especifico, mientras que el
segundo estaria contribuyendo a estabilizar el complejo NR-ADN. Para confirmar estos estudios
bioinformaticos nos planteamos como perspectiva estudiar los posibles sitios de unidn al ADN
del receptor Eg2DBDa.1 in vitro. Abordaremos este andlisis a través de un método sensible de
ensayos de cambio de movilidad electroforética en gel (EMSA) con doble marcado fluorescente
utilizando sondas de ADN marcadas con el fluoréforo Texas-red y los dominios proteicos DBD
fusionados a GFP (Hellman & Fried, 2007; Dey et al., 2012; Campos-Ferraz et al., 2021).
Planeamos evaluar la unién del DBDI, DBDII y DBDI-DBDII y oligonucledtidos conteniendo
distintas combinaciones de elementos respuestas candnicos. De esta manera buscamos
establecer si es necesario que ambos DBDs estén presentes para la unién del receptor y/o

describir los sitios de unién de cada dominio.

Por otro lado, determinamos que la homodimerizacién de Eg2DBDa.1-LBD se ve inducida por la

presencia de ligandos del suero del hospedero intermediario, en particular de bovinos. Cabe

86



Conclusiones y perspectivas

destacar que la puesta a punto del ensayo de doble hibrido de levadura realizado en este
trabajo, nos permitirad facilmente intercambiar el ligando en estudio para identificar el o los
ligando/s que se unen especificamente al receptor. Planeamos llevar a cabo estos ensayos en
un futuro cercano para evaluar distintos acidos grasos, comenzando con aquellos que la
proteina une in silico con mayor afinidad como son el acido oleico, linoleico y araquiddnico
(articulo en revisidn). Asimismo, analizaremos la unién de otros acidos grasos, como el acido
palmitico y el estearico que son acidos grasos saturados abundantes en el parasito (Smyth &
McManus, 1989). Ademas nos interesa evaluar si el liquido hidatico de quistes de E. granulosus
s.l. es capaz de inducir la homodimerizacién de Eg2DBDa.1 de manera similar que el SFB. Las
hormonas lipidicas testosterona, estradiol, progesterona y cortisona son descartadas para su
analisis, debido a la baja energia de unién que presenté Eg2DBDa.1 por estos ligando cuando
fueron evaluados in silico. De igual manera, seria interesante analizar la unidn del receptor
Eg2DBDa a acidos grasos para evaluar si la region adicional de 22 aminodcidos presente en el
LBD de este receptor afecta la unidn del ligando. Por ultimo, también nos proponemos
determinar si se requiere la region LBD completa para la homodimerizacion dependiente de
ligando, llevando a cabo el mismo tipo de ensayo pero utilizando construcciones con el LBD

trunco, las cuales ya han sido generadas.

Como perspectiva también nos proponemos analizar la localizacién tisular y celular de
Eg2DBDa.1 y de los otros Eg2DBD-NRs (a, B y y), tanto a nivel de los transcriptos como de
proteinas. Pensamos llevar a cabo hibridaciones in situ con sondas especificas y marcadores
especificos de diferentes tejidos y tipos celulares, para determinar cuéles células y tejidos de PE
expresan estos transcriptos. Asimismo, planeamos evaluar la expresion y localizacién de los
cuatro Eg2DBDs a nivel proteico mediante inmunomicroscopia de fluorescencia, siendo un
desafio poder discriminar entre Eg2DBDa.1 y Eg2DBDa debido a su alta similitud. Buscamos asi

poder encontrar patrones de expresion diferenciales de los distintos Eg2DBDs.

La investigacion de nuestro grupo de investigacidn se ha centrado en el estudio de la estructura
y funcién de las FABPs de cestodos. Estudios previos han demostrado que algunas FABPs de
vertebrados podrian llevar sus ligandos al nucleo y ser cedidos a distintos PPARs promoviendo
asi su activacion (Hughes et al., 2015). Dado la similitud de los receptores tipo PPAR con
Eg2DBDa.1 (Alvite et al., 2019), la localizacion nuclear EgFABP1 en células de PEs (Alvite &
Esteves, 2016) y que EgFABP1 y Eg2DBDa.1 poseen alta afinidad por el mismo tipo de ligando,
nos planteamos la hipdtesis de que EgFABP1 podria cederle el ligando a Eg2DBDa.1, en el
citoplasma si Eg2DBDa.1 es un NR tipo | o en el nucleo si es un NR tipo Il (Weikum et al., 2018),

regulando asi su actividad de modulador transcripcional (Figura 8.1). Para comenzar a abordar
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esta hipodtesis es que nos planteamos analizar a futuro la posible interaccién entre EgFABP1 y
Eg2DBDa.1-LBD a través de ensayos de doble hibrido de levadura, en los cuales hemos obtenido

una gran experticia a partir de este trabajo de maestria.
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Figura 8.1. Modelo propuesto del mecanismo de accién de Eg2DBDa. 1.

Los acidos grasos presentes en el suero del hospedero intermediario podrian ser transportados
unidos a la seroalbuimina hasta el interior del quiste y ser incorporados por los protoescdlices.
Una vez en las células del protoescdlices, EgFABP1 podria transportar dcidos grasos de cadena
larga e insaturados e interaccionar con Eg2DBDa.1 para cederle el ligando. (A) EgFABP1 le cede
el ligando a Eg2DBDa.1 en el citoplasma y este ultimo se transloca al nucleo (NR tipo I). (B)
EgFABP1 se transloca al nicleo y una vez alli le cede el ligando a Eg2DBDa.1 (NR tipo Ill). La unién
del ligando estimularia la homodimerizacién de Eg2DBDa.1 y finalmente este receptor regularia

la expresion de los genes blanco.

De esta manera queremos aproximarnos a la respuesta de la gran pregunta que interroga las
posibles funciones biolégicas de Eg2DBDa.1, comenzando a descifrar la via regulatoria donde
interviene. Eg2DBDa.1 podria ser considerado como un nuevo candidato a blanco de drogas
para combatir la equinococosis quistica, dado que los receptores nucleares 2DBD no han sido
identificados en vertebrados y ademas los NRs han sido ampliamente utilizados como dianas de
farmacos contra varias enfermedades (Fischer & Smiesko, 2020). También seria posible elegir
como blanco los reguladores corriente arriba o los efectores corriente abajo de Eg2DBDa.1, una

vez que la via haya sido completamente elucidada (Wang et al., 2017).
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Not | 43
Sacll | 49
EcoR | | 52
Spel | 64
EcoR 1| 70
Not | 77
BstZ | | 77
Pst | 88
Sall 90
Ndel | 97
Sac| 109
BstX 1 [118
Nsil [127
1 spe 141
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pcDNA3.1/V5-His A

il

//: AmpR promoter

HindIII (902)
| Acc65I (908)

;“ Kpnl (912)

E
// EcoRV (955)
" _NotI (970)
PaeR7I - PspXI - Xhol (976)
~ Xbal (982)
~ PspOMI (988)
- Apal (992)

BStBI (995)

“(6xHis

pPcDNA3.1V5HisA
5502 bp

CAP binding site)

SV40 poly(A) signal

Anexo 10.2 Medios de cultivo

Luria-Bertani — LB

1. PrepararparallL:
- 10 g de peptona
- 5gdeNaCl
- 5 gde extracto de levadura

- H)Ocsp. 1L

Si se desea preparar medio sélido agregar:

- 15gdeagar

2. Autoclavar durante 20 minutos

YPDA

1. PrepararparallL:
- 20 g de peptona
- 20 gde glucosa

- 10 g de extracto de levadura
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15 mL de adenina hemisulfato 0,2% (Sigma)
H,Ocs.p. 1L

Si se desea preparar medio sélido agregar:

20 g de agar

2. Autoclavar durante 15 minutos

SD/-Leu/-Trp

1. PrepararparallL:

6,8 g de base de nitrégeno de levadura sin aminoacidos (SD, Sigma)
20 g de glucosa

0,64 g de DO/-Leu-/-Trp (Sigma)

H,Ocs.p. 1L

Si se desea preparar medio sélido agregar:

20 g de agar

2. Autoclavar durante 15 minutos

SD/-Leu/-Trp/-His

1. PrepararparallL:

6,8 g de base de nitrégeno de levadura sin aminoacidos (SD, Sigma)
20 g de glucosa

0,6 g de DO/-Leu-/-Trp/-His/-Ade (Sigma)

15 mL de adenina hemisulfato 0,2% (Sigma)

H,Ocs.p. 1L

20 g de agar

2. Autoclavar durante 15 minutos

SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade

1. PrepararparallL:

6,8 g de base de nitrégeno de levadura sin aminoacidos (SD, Sigma)
20 g de glucosa

0,6 g de DO/-Leu-/-Trp/-His/-Ade (Sigma)

H,Ocs.p. 1L

20 g de agar

2. Autoclavar durante 15 minutos
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Anexo 10.3 Cebadores universales

Nombre Secuencia (:rg)
T7-F 5" - TAATAC GAC TCA CTATAG GG -3’ 47,7
pAD-R 5" - AGATGG TGC ACG ATG CACAG -3’ 58,1
pBD-R 5" -TTT TCG TTT TAA AAC CTA AGA GTC -3’ 48,7

Anexo 10.4 Genotipo de cepas de levadura

Marcador de
transformacion

Genotipo Reportero

MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200,
galdA, gal80A, LYS2::GAL1yas-GALI1ata-HIS3, HIS3, ADE2,
AH109 trpl, leu2
MEL1 GAL2yas-GAL21a1a -ADE2, URA3::MEL1 as- lacz, MEL1

MELlTATA-IGCZ

MATa, ura3-52, his3-200, ade 2-101, trp 1-901,
Y187 leu 2-3, 112, gal4A, met, gal80A, URA3::GAL1uss-  lacz, MEL1 trpl, leu2
GALlTATA-IGCZ, MEL1

Anexo 10.5 Soluciones de ensayos de SDS-PAGE

Buffer Laemmli SDS

- 125 mM Tris-HCl pH 6,8

- 4%SDS

- 20 % glicerol

- 10 % betamercapto etanol

- 0,02 % azul de bromofenol
Gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)

Gel separador (8 % 5 mL):

1,33 mL Bis-acrilamida 30:08
- 2,17 H,0

- 1,38 mL Buffer tris1 M pH 8,8
- 75uLSDS 10 %

- 3,75 uLTEMED

- 37,5 yL de persulfato de amonio
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Gel concentrador (2,5 mL):

- 0,42 mL Bis-acrilamida 30:08
- 1,84 H,0

- 0,23 mL Buffer tris1 M pH 6,8
- 25uLSDS 10 %

- 2,5uLTEMED

- 12,5 pL de persulfato de amonio
Buffer de corrida para geles poliacrilamida
Preparar para 1 L:

- 6gtris
- 28,8 gglicina
- 1gsSDSs
- HOcspll

Anexo 10.6 Soluciones de ensayos de Western Blot

Buffer de transferencia de proteinas

- 25 mM Tris-HCl pH 8,3
- 187 mM glicina

- 20 %v/v etanol
TBS-T

1. Preparar para 500 mL:
- 4gdeNaCl
- 0,1gdeKdcl
- 15gdeTris
- 250 pL de Tween20
- 400 mL de H,O
2. Ajustar pHa 7,4 con HCI

3. Agregar H,0 hasta completar 500 mL

Solucién de bloqueo

Preparar para 50 mL:
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2,5 g de leche descremada

1 g de glicina
TBS-T c.s.p. 50 mL

Anexo 10.7 Anticuerpos de ensayos de Western Blot

Anexo

Anticuerpos Fabricante Codigo  Origen Caraterisicas
Th
o-HA 'ermo 71-5500 Conejo Policlonal
" Fisher
£ o
o a-c-Myc 'ermo 13-2500 Raton Monoclonal
£ Fisher
a
o-B-Tubulina Abcam ab6046 Conejo Policlonal
Siema Conjugado a
o-lgG de ratén & . A3562 Cabra fosfatasa
Aldrich .
alcalina
§ Sigma Conjugado a
& 0-lgGde conejo . A3687 Cabra fosfatasa
© Aldrich .
£ alcalina
] Conjugado a
n o-lgG de ratén Invitrogen A16072 Cabra JHﬁp
. Conjugado a
a- IgG de conejo Promega W4011 Cabra HRP

Anexo 10.8 Anticuerpos de ensayos de inmunocitoquimica

Anticuerpos Fabricante Cddigo Origen Caraterisicas

Th . .
3 a-HA ermo 71-5500  Conejo Policlonal
2 Fisher
©
£ Thermo
a a-c-Myc . 13-2500 Ratén Monoclonal
Fisher
8 o-IgG de ratén Invitrogen A11029 Cabra Conjugado a
s & & Alexa Fluor 488
2
3 Conjugado a
o . .
g o IgG de conejo Invitrogen A21429 Cabra Alexa Eluor 555

111



Anexo

Anexo 10.9 Secuencias

Alineamiento nucleotidico de las secuencias de Eg2DBDa.1 con Eg2DBDa

20 40 60 80
| | | I
Eg2DBDx ATCCGCACAAACACCTCGCAGCCACAGCCTCGTCCTCCCCCCGCCAAAATTCCACCCTTTCTCAATTCCCTCCAACTTCTCTCCATGCCAGT 90
Eg2DBDa.1nt ATCCCACAAACACCTCCACCCACAGCCTCOTCCTCCCCLCLCCAAAATTCCACCCTTTCTCAATTCCCTCCAACTTCTCTCCATGCGACT 90
EG2DBDQR. LCt -~ —imim —imim i — i i i = i i i i o i = i i i = e i i i, i e T = i i i i i -

LoV o o T T T T
100 120 140 160 180

| |
Eg2DBDax ACTTTTCGCGGTCTCAGCGCCCATT CTTCC TAT TCTGGCACGACGACTCACTCCTCCTCCACCTCCACCCTTCATCCTACC 180
Eg2DBDa.1nt ACTTTTGCCCCGTCTCCGCGCCCATT CTTCC TAT TCTGGACCAGCACTCACTCCTCCTCCACCTCCACCCTTCATCCTACC 180
EQ2DBDOICt =i=i= mimim s s & i im0 = 0 s i S 2 e 5 i S i £ e i e i e e S S e i S S i -
[S0eT ST e VT T 0 T T T T T T T o

200 220 240 260
I | | !

Eg2DBDx TACCCCCTCCTCACTCGCTCCCGCCACTATTCCTAACCACAGCCCGCAATTCTTTCCCAAACTCCCCCACCATCAACTCGCCTACCTCCACG 270
Eg2DBDa.1nt TACCCCCTCCTCAGTCCTCCCLCCACTATTCCTAACCACACCCCLCAATTCTTTCCCAAACTLLCCGACCATCAACTCLLCTACCTCCACG 270
EGZDBD&.1EE == ——im ——im e — i it i — i i i i i i i i e i i i et e i ) i i i Tt i -
Conservation IANAANAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAANAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAEAAAAECAD

280 300 320 340 360
| | | I |

Eg2DBDax CCCCCTAACGGCAATAATTATTTTACTCCCATCGACCTCCGCACGCCAATACTACTCACCACACGCCACCCGTCATCOCTCCACAGCCTTCAAC 360
Eg2DBDa.1nt CCCLCTAACCCCAATAATTATTTTACTCCCATCCACCTCOCAGGCCAATACTACTCACCACAGCCACCOGTCATCCTCCACAGCCTTCAAC 360
Eg2DBDO LEt —im= i s i & i il i 0 i S i i S S S S i i e S e e i i S i i S S e S i e S & e i -

Conservation [ONAANNOANCDONOAANAOANOONOANAOAAORANNONOAOARANCNNOANAAOAOAANOONO0OAARAOAN0OAOAAOAOARNO6ED

380 400 420 440
I I I 1
Eg2DBDx CACTTCCCTCCTCAAACAGAACAGACCACACAGCTTGACTCATCTCCATAGCGCCAATAA ATCTTCCCGCTCTACT TGTCAGT 450

Eg2DBDa.1nt CACTTGCCTCCTCAAACACAACACAGCAGCACAGTTCACTCATCTCCATACCGCCAATAA ATCTTCCCCCTCTACT TCTCAGT 450
EQ2DBDO. 1€t === = = = = = = = = — — e e e e e e e e e e e e e e e e e e — e ————m -
L S0 e VT T 0 T T T T T T T o
4?0 4?0 stl)o 5%0 54:)
Eg2DBDa TTGCCCCCCTTCACTAGCTCCTCACTCCGCCTTCTATCAATATCACAATCCTATGGA ACACCTATGTCAAATATCGC TCAACTTCCT 540
Eg2DBDa.1nt TTCCCCGGCTTCACTACTCCTCACTCLLCCCTTCTATCAATATCAGAATCOTATGCA ACACCTATCTCAAATATCCGCTCAACTTCCT 540
EGZDBD®. LEk ——im —mim —imim mimim = i i i i i i i ) i i i i i i o e mm  mm m m m mm m mimim i -
Conservation  OOONAAAAAAAAAAAAAOAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAAARAAAAAARAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAEAAAEAECES
560 580 600 620
I | | |
Eg2DBDax CCTGCCTTTCATCACCCTCCCTATOGTCTCCCAGGCCTCCAACAACTTCTTCATCCCTCACTCGCTTCCCAATGCACCGTCTACGACCACT 630
Eg2DBDa.1nt CCTCGCTTTCATCACGGTCCCTATCTCTCCCAGCCCTCCAAGAAGCTTCTTCATGCGTCACTCCCTTGCCAATCCACGGTCTACCACCACT 630
EG2ZDBDO.LICt === mimim mimim mimim = i i i = i 2 i i i 28 i = i i i 2 i i i i o i e i 8 = i i i 2 i i -
Conservation [MONONNNONNCDONOOANOOANOONOANNOOAOONNDONO0OAOAOANCONNOOAA0AOAANOOO00OAO0AOAN0OOOOAOAOARNO6ED
640 660 680 700

720
I | | I |

Eg2DBDa TLTCCCTC TCCCAATTCTCTCATCGCCAAGAGCAGTCOGTCCACGGTGTCAACAATGTCGCTACAAAAACTCGCCTCCAGGTCGGCATG 720
Eg2DBDa.1nt TCTCCCTC TGCGCAATTCTCTCATCGCCAACAGCAGTCCTCCACCGTGTCAACAATCTCCCTACAAAAAGCTGCCTCCACGTCGGCATG 720
EgZDBDX.1EE — == === =i —imim = mimim i i = i = i i i i i i i = i i i i = i i i i i e i = i i -

(ST 4V o o 0 T o
740 760 780 800

1 I I |
Eg2DBDx AGTCTTAAAGATATGGATGCTCAAGGCGAGTTGGACATCTCCAATATTCCATGTCGGGTCTGCGGTGGACGCTCCTCCGGCTTCCACTTT 810
Eg2DBDa.1nt AGTCTTAAAGATATGGATGCTCAAGGCGAGTTGGACATCTCCAATATTCCATGTCGGGTCTGCGGTGGACGCTCCTCCGGCTTCCACTTT 810
EG2DBD®. 1€t = = = = = = = = = = = = = & = = & m o mm o m oo e m e m e o mmmm o m o TGTCGGGTCTGCGGTGGACGCTCCTCCGGCTTCCACTTT 39
Conservation NONRONNAANNONNNANNOAINANROARAROREAAAERAEEARERAEEEEE A I
8?0 E‘IlO 8?0 B?O 90:)
Eg2DBDx GGTGCTCTCACCTGTGAAGGCTGCAAGGGCTTTTTTCGACGAACAGAGGAGTCAGCGTCGAGATTGGTATGCGTCGGTGGGAAGGACAAC 900
Eg2DBDa.1nt GGTGCTCTCACCTGTGAAGGCTGCAAGGGCTTTTTTCGACGAACAGAGGAGTCAGCGTCGAGACTGGTATGCGTCGGTGGGAAGGACAAC 900
Eg2DBDa.lct GGTGCTCTCACCTGTGAAGGCTGCAAGGGCTTTTTTCGACGAACAGAGGAGTCAGCGTCGAGACTGGTATGCGTCGGTGGGAAGGACAAC 129

Conservation - I e e e e e e e e e e e e e e e A T
920 940 960 980

I | | |
Eg2DBDx TGCACAATCACCCCACGTAGCCGCAATGTCTGCAAGGCCTGCAGATTCCGTCGGTGCCTTCGTGCCGGCATGTCCAAACGCGGAAGTCGE 990
Eg2DBDx.1nt TGCACAATCACCCCACGTAGCCGCAATGTCTGCAAGGCCTGCAGATTCCGTCGGTGCCTTCGTGCCGGCATGTCCAAACGCGGAAGTCGE 990
Eg2DBDa.1ct TGCACAATCACCCCACGTAGCCGCAATGTCTGCAAGACCTGCAGATTCCGTCGGTGCCTTCGTGCCGGCATGTCCAAACGCGGAAGTCGG 219
Conservation I e e e e e e e T e e T e e e e e e A T

1.000 1.020 1.040 1.060 1.080
| |

Eg2DBDx ATAGGACGTCAACCGAACGCCGTCAAATTCCATTGTGCCATTGAGATTCGCCAACTAAAGGACAGTGGACAACCGCTGGCAAGTGATTTC 1080
Eg2DBDa.1nt ATAGGACGTCAACCGAACGCCGTCAAATTCCATTGTGCCATTGACGATTCGCCAACTAAAGGACAGTGGACAACCGCTGGCAAGTCATTTC 1080
Eg2DBDa.1ct ATAGGACGTCAACCGAACGCCGTCAAATTCCATTGTGCCATTGAGATTCGCCAGCTAAAGGACAGTGGACAACCGCTGGCAAGTGATTTC 309
Conservation [ e e e e e e e e e e T T

1.100 1.120 1.140 1.160
I | | |

Eg2DBDax ACACCTCTACCACCCAAACACACCTCCCTTCCAACACTCLCCTCCTCCTCCLCTTCLCCCTCLTCCTCTTCLCAAACCACCLTLCCTATC 1170
Eg2DBDa.1nt ACACCTCTACCACCCAAACACACCTCCGTTCCAACACTCCCCTCCTCCTCCCCTTCCCCCTCCTCATCTTCCCACACCACCCTCCCTGTC 1170
Eg2DBDa.1ct ACACCTCTACCACGCAAACACACCTCCGTTCCAACACTCGCCTCCTCCTCCGCTTCLCCCTCOCTCATCTTCLCCAAACCACCCOTCGCCTOTC 399

Conservation - I T e e e e e e e e e e e e T e e e T
1.1IEO 1.2|DD l.ZIZO 1.2|40 1.26:)
Eg2DBDx GGAGGTGGTGTGGTGGAGCTTCCACAGCGCAGGGCTTCAGCAGGAGCTTGCGACATGGCCGCCTATACTGGGTCAATGCTTCCACGGCGC 1260
Eg2DBDo.1nt GCAGGTGGTGTGGTCGAGCTTCCACAGCGCAGGGCTTCAGCAGGAGCTTGCCACATGGCTGCCTATACTGGGTCAATGCTTCCACGGCGE 1260
Eg2DBDa.1ct GGAGGTGGTGTGGTGGAGCTTCCACAGCGCAGGGCTTCAGCAGGAGCTTGCGACATGGCTGCCTATACTGGGTCAATGCTTCCACGGCGC 489
Conservation I e e e e e e e e e e e e T e e e e e e e e

I | |
Eg2DBDax AAACGCCTCAGCTCCTCTCAAAATGGACACTACCTCTGTACCACAGATGCCTATCACACCACTCACTCTCTCCGCCCCCTCCTCATCATCA 1350
Eg2DBDa.1nt AAACCCTCACCTCCTCTCAAAATCCACACTACGTCTCTACCACACATCCCTATCACACCACTCACTGTCTCCCCCCCCTCCTCATCATCA 1350
Eg2DBDa.1ct AAACCCTCAGCTCCTCTCAAAATCCACACCACCTCTCTACCACAGATCCCTATCACACCACTCACTCTCTCCCCCCCCTCCTCATCATCA 579

1.280 1.300 1.320 1.340
!

Conservation T T e e e e e e e e e e e e T e e e e e T AT
1.360 1.380 1.400 1.420 1.440
| | | I |
Eg2DBDx TCGTCAGCGGCGGCAGCTGCTGCGGCAGCAGCAGCAGCGGCGGCGGCAGCAGTGGCTGGAGTGGT ACGGATGAGGAGATTCTGGTG 1440
Eg2DBDa.1nt TCGTCAGCGGCGGCAGCTGCTGCGGCAGCAGCAGCAGCGGCGGCGGCAGCAGTGGCTGGAGTGGT ACGGATGAGGAGATTCTGGTG 1440
Eg2DBDo.1ct TCGTCAGCGGCGGCAGCTGCTGCGGCAGCAGCAGCAGCGGCGGCGGCAGCAGTGGCTGGAGTGGT ACGGATGAGGAGATTCTGGTG 669
Conservation - I e e e e e e e e e e e e e e e e e e T
1.460 1.480 1.500 1.520
I I I |
Eg2DBDax GATGGACTAAATTGGTTCAATTACGGAATGCGCATGGCCATGGAGTTCATGCGACTTCCAGCCACGGTATCTTCGTCCTCATCTTCCACC 1530
Eg2DBDo.1nt GATGGACTAAATTGGTTCAATTACGGAATGCGCATGGCCATGGAGTTCATGCGACTTCCAGCCACG == mmmm === mmmmm e e e e e 1506
Eg2DBDa.lct CATGCACTAAATTCGTTCAATTACGCAATGCGCATGGCCATCGAGTTCATGCOACTTCCACCCAC === === ====———====———---- 735
Conservation T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
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Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa. 1ct

Conservation

Eg2DBD«
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa.1ct

Conservation

Eg2DBDa
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa.1ct

Conservation

Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa.1ct

Conservation

Eg2DBDa
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa.1ct

Conservation

Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa. 1ct
Conservation

Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa.1ct

Conservation

Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa.1ct

Conservation

Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa. 1ct
Conservation

Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa.1ct
Conservation

Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa. 1ct
Conservation

Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa. 1ct
Conservation

Anexo

1.540 1.560 1.580 1.600 1.620
1 I I I |

TCAGCCTCCTCAACCATTTCTGCATGCCTCTTTTATCAACAGTACTTCAAATCTCGCTTCGACATGAGCACCATCGAGCCGTCACAGGCT
—————————————————————————————————————————— TACTTCAAATCTCCCTTCCACATCACCACCATCCAGCCOGTCACAGGCT
__________________________________________ TACTTCAAATCTCGCTTCGACATCAGCACCATCCAGCCGTCACAGGCT

e e T T

1.640 1.660 1.680 1.700
! | | I

ACCATGCAACACCACGCTAT ATCACCTCATCAACCACTTCCATCTTCACTCTCAACAAGCTCCTCCAATTCGCTAAGCTCATTCCAGGT
ACCATGAACACCACGGTAT ATCACCTCATGAACCACTTCCATCTTCACTCTCAACAAGTCCTCCAATTCGCTAAGCTCATTCCAGGT
ACGATCAACACCAGGTAT ATCACCTCATCAACCACTTCCATCTTCACTCTCAACAAGCTCCTCCAATTCGCTAAGCTCATTCCAGGT

e e e T e e T T

1.720 1.740 1.760 1.780 1.800
I | | I |
TTCAATCAGATGAGTTTGTCCGCCAGAGGTCATTTGGTGCGAGCAAGCCTTTACTCCGAGGTTTTGCTAATGCTGTCGCGTGATTACGAC
TTCAATCAGATGAGTTTGTCCGCCAGAGG == == == === == = == = = e e e e e e e e e mm e m e m i m e
TTCAATCAGATGAGTTTGTCCGCCAGAGGTCATTTGGTGCGAGCAAGCCTTTACTCCGAGGTTTTGCTAATGCTGTCGCGTGATTACGAC

T
1.820 1.840 1.860 1.880

| I I 1
CTCGCTCAGGATCCTTACAACTTCTTCCACTTCTCTCCCACCCAACGTCATATCGTTCTGCGCCACTTCCCCATCTACAACA TCGTT

CTCCTCAGGATCCTTACAACTTCTTCCACTTCTCTCCCACCCAACGTCATATCGTTCTGCGCCACTTCCCCATCTACAACA TCGTT

T
1.900 1.920 1.940 1.960 1.980

I | | | |
AACATCTCAAAATCTCACCGTCGATTTTTCCAACAGCCTCAATCTAACTCACACACAATTCCTCTACCTCTCGCGCCATC ATTCTTACA

AACATCTCAAAATCTCAGCCTCCATTTTTCCAACACCTCAATCTAACTCACACACAATTCCTCTACGTCTGCGCCATC ATTCTTAGA

I T T
2.000 2.020 2.040 2.060

| | | I
TACTACTATATTCTCGCTAATCCAGCTTACACGGACGCGAGGAAGTTATTGCTCCTGGCCAGGCACTCCCTTCTCGCAACTATGCGCTCA

TACTACTATATTCTCGCTAATCCAGCTTACATGGACGCGAGGAAGTTATTGCTCCTGGCCAGGCACTCCCTTCTCGCAACTATGCGCTCA

00 =
2.100

1 I I I
CAAAACGAGTCTCAGGAACTGGTTCGACCATAAGTGGAGCCGTCTAGAAGCCATGAGTGAGATGCTTTCATCGATGAGTA AGTATCCA

CAAAACGAGTCTCAGGAACTGGTTGACCATAAGTGGAGCCGTCTAGAAGCCATCGAGTGAGATGCTTTCATCGATGAGTA AGTATCGA

T

2.180 2.200 2.220 2.240
| | |
AAATCGCACAACAATTGCAAAGCATCTCCGACCACATTTGCGCTATCCAGACCTCTACCTGCAGATCGTATCAAATC AAAGTGCTTTC
AAATCGCACAACAATTGCAAACATCTCCACCACATTTCCCCTATCCACACCTCTACCTGGACATCTATCAAATC AAACTGCTTTC
0
2.260 2.280 2.300 2.320 2.340

|
CGCCCACACTCTCTTATCGACTGTTTCCCCACTCACGCCTCAGCTCCACCACCCATGCCACAAACTTCACACATTTTCCATCGGCTTCCAC

CGCCACACTCTCTTATCACTCTTTCCCCACTCACGGCTCAGTCCACGACCCATCCCACAAACTTCACACATTTTCCATCCGGCTTCCAC

D D D O O O D

2.360 2.380 2.400 2.420
| I I 1

TTGATTCAGCAGCCAGCTGCTATGCGTCCGTCAGTTCCACATGGTCGTCTCCCCCCCTTCTACAGCACACTGGCCAATCGCGTC TAGC

TTGATTCAGCAGCCAGCTGCTATGCGTCCGTCAGTTCCACATGGTGTCCCCCCCCCTTCTACAGCACACTGGCCAATCGCGCC TACGC

T Y =

2.440 2.460 2.480 2.500 2.520
I | | I |

ATTAAACCACAGGATCCCCTCTGOGTCCATTCAACATCGCTCCAATCACACCGCCCCCCGCTATCTCOGTCAGCCAATCCCTACCAAATCTCC

ATTAAACCAGAGCGATCCCGTGTGGTCCATTCAAGATCGCTCCAATCACACCCCCCCCLCTATCTCGCTCAGCCAATCCCTACCAAATCTCC

0
2.540

|
AACTTTCTAGACTCCACCCACCCGCCCACGCAACCGTAG 2559
--------------------------------------- 1673
AACTTTCTAGACTCCACCCACCCGCCCACGCAACCGTAG 1722
1 0 000

Alineamiento proteico de las secuencias de Eg2DBDa.1 con Eg2DBDa

2

Eg2DBDax MAQTPAATASSSPRQNSSLSQEPPTSLDASTEGCCLSAHWASGGMCVDETDSSSTS
Eg2DBDax.1nt MAQTPAATASSSPRQNSSLESQEPPTSLEDASTEGCCLEGAHWASGGMGVDETDSSSTS
EG2DBDO.1Ct — == === == ——mmm m m — o — e — e — e — e ——————— - — - -

Conservation OOOONNOOO00OAONNNO00NONONONNNOAONN-000000ON0O000OARn6n

Eg2DBDx TLHPTMALLSAPATIPNQSPQjFFPKLADHQLATSTPANCNNYFTAMDVGGE“{YSP
Eg2DBDa.1nt TEHPTYALLSAPATIPNQSPQEFEPKLADHQLATSTPANCNNYETAMDVGGEXYXSP
Eg2DBDO.1Ct === === = - e c e e c e e m e m e e c e m e e e e — e — e -

Conservation OOOONNONNONOOONNNNNNNONNNNNNOOONANONNNOOAONNNNNNOAANNNN

Eg2DBDax QPPSSSTAENQEPPQTEQSRQETDEDSANKGSSRSTGGUSEPGETSPESAENQYQ
Eg2DBDo.1nt QPPSSSTAENQLPPQTEQSRQLTDLDSANKGSSRSTGGUSLPGETSPESAEYQYQ
EG2DBDO. 1€t = == == = = = = m  m m e m e m e m e —m e m e m e — e —m—— e ———— i — - — - -

Conservation OOOOONNONOONAANNNNONANAAANONANOAAANAOOOANAAOAOOAOAARN6AN

1620
1554
783

1710
1644
873

1800
1673
963

1890
1673
1053

1980
1673
1143

2070
1673
1233

2160
1673
1323

2250
1673
1413

2340
1673
1503

2430
1673
1593

2520
1673
1683

55
55

110
110

165
165
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Anexo

1°r dedo de Zn 2° dedo de Zn
e ————

Eg2DBDa NRMEG
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa.1ct == ===

Conservation

Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa. 1ct
Conservation

Eg2DBDx
Eg2DBDa.1nt
Eg2DBDa. 1ct

Conservation |

Eg2DBDa WGRQPNAVKEHCANENRQLKDSCQPLASDETPLPRKHSSVPTEASSSASPSSSSQ 385
Eg2DBDa.1nt ICRQPNAVKFEHCAIEIRQLKDSCQPLASDETPLPRKHSSVPTLASSSASPSSSSQ 385
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Anexo

Secuencia proteica anotada de Eg2DBDa

MAQTPAATASSSPRQNSSLSQFPPTSLDASTFGGLSAHWASGGMGVDETDSSSTSTLHPTYALLSAPATIPNQSP
1] T 101 T 201 T 301 T 201 T 501 T 601 T 701 T

| A/B

QFFPKLADHQLATSTPANGNNYFTAMDVGGEYYSPQPPSSSTAFNQLPPQTEQSRQLTDLDSANKGSSRSTGGVS
80| ! 90| ! 100] ‘ 110} ‘ 120] ’ 130) ! 140| ! 150]

A/B

LPGFTSPESAFYQYQNRMEGQLCQICGELAAGFHHGAYVCEACKKFFMRHSLANGRSTTTCPSGGNCVIAKSSRG

™ 160] ™ 170] T 180] ™ 190] ™ 200] T 210] ™ 220] T
Ale ] DBD

— e — —a—
P

RCQQCRYKKCLEVGMSLKDMDAQGELDISNIPCRVCGGRSSGFHFGALTCEGCKGFFRRTEESASRLVCVGGKDN
230] ! 240| ! 250] ‘ 260| ‘ 270] ! 280} ! 290] ! 300}

DBD

2 Zn finger

CTITPRSRNVCKACRFRRCLRAGMSKRGSRIGRQPNAVKFHCAIEIRQLKDSGQPLASDFTPLPRKHSSVPTLAS

’ 310| ! 320| ! 330| ‘ 340| ’ 350| N 360] ! 370| !
DBD [} Hinge
SSASPSSSSQTTVPVGGGVVELPQRRASAGACDMAAYTGSMLPRRKASAPVKMETTSVPQMPITPVTVSAPSSSS
380]| I 390| I 400| ! 410| I 420| I 430] I 440| ! 450'
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NLS
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=
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\ 1BD |
O
508 LBP S1
528 L8P | | 535LBP 566 LBP 573 LBP
531 LBP
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AAEDRYNFLDFSPTERDIVLRHFPIYNRVVEHLKISGRFFQQLNLTHTEFVYVCAIGILRYYYILANPAYTDARK

610l ™ 6201 T 630[ T 640[ T 6501 660l 670l v
5 |
I TR [E——]
s2 | 592 LBP |
586 LBP S91LBP 601 LBP
587 LBP 603 LBP
590 LBP
584 LBP 507 LBP | 600 LBP 611 LBP
598 LBP
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Anexo
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CTD

DTAPAISSANPYQISNFLDSTHPPTQP
830] T 8a0] T 850 |ss52

CiD |
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11. GLOSARIO

SIGLA SIGNIFICADO

2DBD Receptor nuclear con dos dominios de unidn al ADN

ADNc ADN copia

AF-1 Regién de transactivacion 1

AF-2 Regién de transactivacion 2

CajaD Caja distal

Caja P Caja proximal
Co-IP Co-inmunoprecipitacion
CTD Dominio C-Terminal
CTE Regién C-terminal del dominio de unidn al ADN
DBD Dominio de unién al ADN
DHL Doble hibrido de levadura

DHL., Doble hibrido de levadura modificado

EQ Entrecruzamiento quimico
FABP Proteina de union a acidos grasos
HLBP Proteina de union a ligandos hidrofdbicos
HRE Elemento de respuesta hormonal
LBD Dominio de union al ligando
LBP Bolsillo de unién al ligando
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Glosario

SIGLA SIGNIFICADO

NR(s) Receptor(es) Nuclear(es)
NTD Dominio N-Terminal
PE Protoescolex
PFA Paraformaldehido
PPAR Receptor activado por proliferadores de peroxisomas

pPCR Producto de amplificacidon de PCR

RXR Receptor X retinoide

SD Base de nitrégeno de levadura sin aminodcidos (para medio de cultivo)
SFB Suero fetal bovino

Tm Temperatura de fusion

WB Western Blot
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