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1. Resumen

La equinococosis quistica (EQ), causada por la forma larvaria del complejo multiespecie
Echinococcus granulosus sensu lato (platelminto cestodo), es una zoonosis mundial que
causa grandes pérdidas econdmicas y continta siendo clasificada por la OMS como una de
las veinte enfermedades tropicales desatendidas. Los tratamientos no han sido muy
efectivos debido a la baja eficacia de los mismos y al desarrollo paulatino de resistencia
parasitaria, entre otras causas. Esta situacion subraya la necesidad de encontrar nuevas
estrategias terapéuticas que se dirijan a blancos especificos del parasito que sean vitales
para su supervivencia. En este contexto, los receptores nucleares (NRs) de E. granulosus
s.l. podrian ser candidatos prometedores. Los NRs son moduladores transcripcionales que
regulan procesos como el metabolismo, desarrollo y reproduccién en metazoos. La mayoria
de estos NRs estan regulados por ligandos lipofilicos pequefos, como los acidos grasos
(AG). Ademas, en los platelmintos parasitos los NRs serian particularmente relevantes, ya
que estos organismos son incapaces de sintetizar AG de novo, siendo incorporados desde
los hospederos, de forma que estas proteinas regulatorias podrian participar de una via de
sefalizacion mediada por estos lipidos. Los Eg2DBDs son NRs que pertenecen a la
subfamilia 2DBD (con dos dominios de unién al ADN), la cual no estad presente en
vertebrados, como los hospederos del parasito, lo que los convierte en blancos terapéuticos
atractivos. Asimismo, los NRs de helmintos parasitos estan siendo considerados como
posibles blanco de drogas antihelminticas, dado que estas moléculas desempefian
funciones claves en las redes transcripcionales del metabolismo y del desarrollo de estos
organismos. Nuestro grupo de investigacién identificd cuatro Eg2DBDs en E. granulosus
s.l.: Eg2DBDa, Eg2DBD, Eg2DBDy y Eg2DBDa.1, siendo esta ultima probablemente una
isoforma de Eg2DBDa. Se ha determinado sus niveles de expresion en la forma larvaria de
protoescolices (PE), siendo Eg2DBDa y Eg2DBDf los de mayor expresién. Por otro lado,
estudios bioinformaticos con Eg2DBDa.1 mostraron que uniria con mayor afinidad a AG
insaturados como los acidos oleico y linoleico. Ademas, se ha determinado que dicha
proteina homodimeriza y este proceso es estimulado por el suero del hospedero
intermediario (bovino), sugiriendo un posible rol en la comunicacién hospedero-parasito. En
este marco, nuestro objetivo general se centra en contribuir al conocimiento del mecanismo
de accion de Eg2DBD de Echinococcus granulosus s.l., mediante la determinacién de su
capacidad de unién de AG. En este trabajo nos planteamos expresar y purificar la region
codificante para los dominios E y F (dominio de union al ligando y C-terminal) de Eg2DBDg,
y evaluar su capacidad de unién de un analogo de acido graso fluorescente (BODIPY
FL-C16) mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) nativo. Mediante este
trabajo, se puso a punto una estrategia experimental para producir y purificar exitosamente
a rEg2DBD-EF a partir de E. coli Rosetta (DE3), con un alto rendimiento. Por otro lado,
demostramos que rEg2DBDB-EF es capaz de unir un analogo de AG fluorescente mediante
PAGE nativo, metodologia que nos permitira en un futuro realizar ensayos de
desplazamiento o competicion con AG no marcados. Este es un primer paso para poder
avanzar en la identificacion de los posibles ligandos e incluso de proteinas que
interaccionan con Eg2DBD(, como podria ser la proteina de unién a acidos grasos
EgFABP1. De esta manera, se aportara al conocimiento de la funcion de Eg2DBDf y su rol
potencial en la biologia del parasito, contribuyendo a dilucidar una posible via de
transduccién de sefiales mediada por AG del hospedero, donde podrian participar los
Eg2DBDs y EgFABP1. Por otro lado, éstos y otros avances en esta linea podran también
sembrar las bases para el estudio de los Eg2DBDs como posibles candidatos terapéuticos.



2. Introduccion

2.1. Echinococcus granulosus: clasificaciéon y ciclo de vida

Echinococcus granulosus es un platelminto parasito perteneciente a la clase Cestoda y
género Echinococcus (Thompson, 2017). Presenta cuerpo aplanado dorsoventralmente,
simetria bilateral, ausencia de cavidad corporal (acelomado) y carencia de sistemas
respiratorio y circulatorio. Ademas, se caracteriza por la ausencia total de aparato digestivo,
compensada por un tegumento especializado en la absorcion de nutrientes directamente
desde el lumen intestinal del hospedador definitivo. El cuerpo del adulto esta segmentado
en proglétides, cada uno con estructuras reproductivas, y presenta un escolex en el extremo
anterior adaptado para la fijacion (ver Figura 1). Los individuos que pertenecen al orden
Cyclophyllidea, se caracterizan por un escolex provisto de cuatro ventosas musculares vy,
algunos presentan un rostelo armado con una doble corona de ganchos quitinosos, que le
permiten anclarse firmemente a la mucosa intestinal del hospedador.

"

Figura 1. Forma adulta del parasito Echinococcus
granulosus s.I. Figura tomada de: hitps./www.insst.es

El género Echinococcus comprende actualmente diez especies reconocidas: E. granulosus
sensu stricto (s.s.), E. equinus, E. ortleppi, E. canadensis, E. intermedius, E. felidis, E.
multilocularis, E. shiquicus, E. vogeli y E. oligarthra (Thompson, 2020). De estas, las seis
primeras se integran dentro del denominado complejo multi-especie E. granulosus sensu
lato (s.l.), el cual agrupa los organismos responsables de gran parte de la equinococosis de
relevancia médica y veterinaria. En el marco de este complejo, los estudios de filogenia
basados en secuencias mitocondriales (Cox7) han permitido identificar al menos ocho
genotipos diferenciados: los genotipos G1-G3 corresponden a E. granulosus s.s., el
genotipo G4 se asocia a E. equinus, el G5 a E. ortleppi, los genotipos G6 y G7 a E.
intermedius, mientras que los genotipos G8 y G10 han sido descritos en E. canadensis
(Vuitton et al., 2020) (ver Tabla 1).

La forma mas ampliamente distribuida y de mayor importancia en salud publica es
Echinococcus granulosus sensu stricto (s.s.), que incluye los genotipos G1 y G3 (Vuitton et
al., 2020; Woolsey et Miller, 2021). El genotipo G1, denominado “cepa ovina”, mantiene un



ciclo doméstico perro—oveja altamente eficiente y es responsable de la mayoria de los
casos humanos a nivel mundial. Generalmente cada genotipo esta mas adaptado a infectar
un hospedero especifico.

Echinococcus granulosus requiere de dos hospederos mamiferos para completar su ciclo
biolégico. La forma adulta, hermafrodita, se desarrolla habitualmente en el intestino delgado
de canidos, principalmente el perro. Desde alli, el parasito elimina los huevos al medio
ambiente a través de las heces del hospedero. Estos huevos, de elevada resistencia,
pueden persistir viables durante varios meses en el suelo, constituyendo la principal fuente
de infeccion. La transmision al hospedador intermediario —que incluye diversas especies
como ovinos y bovinos— ocurre por la ingestion de huevos presentes en agua o alimentos
contaminados, o bien mediante la ingestion accidental de material contaminado del
ambiente. Una vez ingeridos, los huevos liberan la oncésfera, la cual atraviesa la mucosa
intestinal y se disemina a través de los sistemas circulatorio y linfatico, localizandose
mayoritariamente en higado y pulmones, aunque puede afectar otros 6rganos. En estos
tejidos, la oncdsfera se transforma en metacestodo, formando el quiste hidatidico, el cual
crece progresivamente y produce protoescolices, la forma infectante para el hospedador
definitivo. Los canidos completan el ciclo al ingerir visceras crudas de hospedadores
intermediarios infectados. El ser humano actiua como hospedador accidental y se infecta por
ingestion de huevos del parasito presentes en alimentos o agua contaminada, o por
contacto estrecho con perros parasitados, ya sea a través de su pelo, saliva o heces, asi
como por vectores mecanicos como las moscas (ver Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de E. granulosus. Figura adaptada de:
https://www.cdc.gov/dpdx

Tabla 1. Caracteristicas de las especies del complejo multiespecie Echinococcus
granulosus s.I.. Tabla basada en: R.C.A Thompson 2020.



Hospedero ‘s
. , , . Hospedero |Infeccién en
Especie Genotipo intermediario L
; definitivo humanos
mas frecuente
Echinococcus G1 Oveja e Si
granulosus s.s
Echinococcus G3 Bovinos Perro Si
granulosus s.s
Ech/no?occus G4 Cabellllo§ y otros Perro IND
equinus équidos
Ech/nococ'cus G5 Bovinos Perro Si
ortleppi
Ech/nococgus G8, G10 Cérvidos Lobos, perro Si
canadensis
Eghmococpus G6. G7 CamelldOS_, Perro Si
intermedius cerdos, ovejas

2.2. Echinococcosis quistica

La forma larvaria de Echinococcus granulosus s.l. es la causante de la Echinococcosis
quistica (EQ), una zoonosis mundial que representa un problema de salud y es considerada
una de las veinte enfermedades tropicales desatendidas por la OMS (Woolsey et Miller,
2021; Tamarozzi et al., 2020; WHO, 2023). La EQ se caracteriza por la formacion de quistes
en dorganos internos, siendo mas comunes en higado y pulmén. El quiste hidatidico esta
compuesto por una capa adventicia (tejido del hospedador) y un endoquiste de origen
larvario, con una capa laminar acelular externa y una capa germinativa que forma vesiculas
proligeras y protoescolices (ver Figura 3). En humanos, la enfermedad a menudo es
asintomatica hasta que el quiste se rompe o alcanza un tamafo considerable que ejerce
presion sobre los tejidos circundantes.



Tejido del hospedero
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Figura 3. Quiste hidatico de E. granulosus s.l.. Se
representa el desarrollo de las vesiculas que dan lugar
a los protoescdlices. Figura adaptada de: Thompson et.
al. 2017.

Esta parasitosis es relevante en Uruguay, Argentina, Brasil, Chile y Peru, donde la cria de
ovinos y bovinos, asociada al gran numero de perros y la costumbre de alimentarlos con
visceras crudas, favorecen el mantenimiento del ciclo parasitario (Pavletic et al., 2017;
Larrieu et al., 2019). Entre los afios 2009 y 2014, se diagnosticaron en estos paises un total
de 29.559 casos de EQ en humanos, siendo de estos 20.785 correspondientes a Perd,
4959 de Chile, 3542 de Argentina, 179 de Uruguay y 94 de Brasil. Mas de 9,5 millones de
casos de EQ en ganado fueron reportados por los cinco paises, siendo el ganado bovino
responsable del 80% de los casos, ovino del 13% y porcino del 6% (Pavletic et al. 2017)
(ver Figura 4).

Segun la OMS, la EQ tiene una incidencia que fluctua desde menos de 1/100.000 a mas de
50/100.000 personas-afio y una prevalencia del 5 al 10% en ciertas regiones endémicas,
mientras que la prevalencia de EQ en el ganado sacrificado en las zonas hiperendémicas
de América del Sur varia entre el 20 y el 95% (OMS, 2020; Hogea et al.,, 2024). No se
encontraron registros actuales de esta zoonosis en Uruguay, pero un reporte que abarca el
periodo 2019-2023 en Argentina indica que desde el afio 2021 la tendencia fue ascendente,
alcanzando en el afio 2023 la tasa de incidencia mas alta del periodo, y en algunas regiones
del pais la tasa de incidencia quinquenal llega a 41,6/100.000 personas-afio (Piazza et
cols., 2024). Cabe destacar que publicaciones recientes sefialan que probablemente el
numero de pacientes con EQ esta subestimado o no notificado a los sistemas de salud
(Casulli et al., 2023; Hogea et al., 2024).

En términos de carga socioecondmica, se estima que la EQ seria responsable de US$ 3000
millones/afio en gastos, que incluye tanto costos de tratamiento humano como de
produccién ganadera (OMS, 2020). Si la enfermedad no se trata oportunamente puede



producir morbilidad, discapacidad y muerte. El tratamiento suele ser costoso y a veces
requiere cirugia mayor y/o tratamiento farmacolégico prolongado, inhabilitando a las
personas para trabajar (Busto-Bea et al., 2016; Higuita et al., 2016; OMS, 2020). Los
benzimidazoles son los antiparasitarios de eleccion, pero su eficacia en la resolucién de
quistes humanos es baja (30% o menos), con altas tasas de recaida (25% en tratamientos
iniciales y 60% en re-tratamientos); ademas, presentan varias contraindicaciones y efectos
secundarios (Busto-Bea et al., 2016). A su vez, el tratamiento con éstos y otros farmacos
antihelminticos, ampliamente utilizados en todo el mundo contra los helmintos de rumiantes
y humanos (incluyendo E. granulosus), estan dejando de ser efectivos debido al desarrollo
paulatino de resistencia parasitaria a estas drogas (Nari et al., 2003; Wen et al., 2019; Wang
et al., 2022). El control y la prevencion de la EQ es un objetivo de la OMS desde la
perspectiva de “Una Salud”, ya que esta parasitosis afecta no solo a los animales y a los
humanos, sino también a la cadena alimentaria y al ambiente, siendo considerada la
segunda enfermedad parasitaria transmitida por alimentos mas importante (Hogea et al.,
2024). La ausencia de estrategias terapéuticas eficaces genera la necesidad de nuevas
drogas dirigidas a blancos especificos del parasito y a la vez vitales para su supervivencia.

E High endemic areas [l Rare/sporadic o rgﬁ
I Presem (] Probably absent -
Suspected Not applicable

Figura 4. Distribucion global de EQ (2011). Figura tomada y adaptada de:
http://www.who.int

2.3. Receptores nucleares

Los receptores nucleares (NRs) pertenecen a una gran familia de factores de transcripcion
que son modulados principalmente por pequefas moléculas lipofilicas capaces de penetrar
facilmente en las membranas bioldgicas. Entre éstas se incluyen acidos grasos, esteroides,
retinoides, etc.; pero también se han descrito receptores huérfanos para los cuales no se
han identificados aun ligandos (Evans et Mangelsdorf, 2014; Weikum et al., 2018). Estas
proteinas cumplen roles importantes en la modulacién de diversos procesos biologicos en
animales, tales como desarrollo, reproduccion, homeostasis y metabolismo (Laudet y
Gronemeyer, 2002; Evans, 2005). Los NRs pueden unirse a elementos respuesta de ADN
especificos, actuando como moduladores de la ftranscripcion de sus genes diana,
generando asi una conexion directa entre las sefales celulares y las respuestas



transcripcionales de una célula (Novac & Heinzel, 2004). Por otro lado, este tipo de
proteinas no se han identificado en plantas, hongos, ni eucariotas unicelulares, sin
embargo, se encuentran en todos los grupos de metazoos, lo que indica que los NR
probablemente surgieron en la base de los metazoarios (Escriva et. al. 2000; 2004).

Los receptores nucleares (NRs) se unen directamente al ADN como homodimeros,
heterodimeros o mondémeros. Sus dominios de unién al ADN (DBDs) reconocen distintos
elementos de respuesta formados por repeticiones palindromicas o directas, separadas por
espaciadores de entre 0 y 5 nucleétidos (nt). La especificidad de esta interaccion depende
del espaciamiento entre hemi sitios, lo que puede modular los efectos transcripcionales
(Evans y Mangelsdorf, 2014; Weikum et al., 2018). Ademas, proteinas correguladoras y
cofactores endégenos pueden alterar la modalidad de unién al ADN, afectando la actividad
del receptor (Issa et al., 2001; Lefebvre et al., 1998; Penvose et al., 2019). El heterodimero
RAR/RXR es un ejemplo donde la unién de ligandos y de elementos de respuesta del ADN
regulan alostéricamente la actividad del receptor, promoviendo la transactivacion o
transrepresion de genes diana (Germain et al., 2021).

Los avances en la secuenciacion masiva han facilitado la identificaciéon de diversos
miembros de la familia de NRs, que inicialmente han sido clasificados en seis subfamilias en
base a sus relaciones filogenéticas (NR1-NR6) (Laudet, 1997; Nuclear Receptor
Nomenclature Committee, 1999) (resumidos en Tabla 2). Esta clasificaciéon se ha
establecido en funcién de la secuencia y organizaciéon de sus dominios conservados,
principalmente el dominio de unién al ADN (DBD, DNA-Binding Domain) y el dominio de
union al ligando (LBD, Ligand-Binding Domain), que representan las regiones mas
caracteristicas de estos receptores (ver seccidén 2.3.3). A su vez, existe una subfamilia,
denominada NRO, la cual esta formada por receptores nucleares que contienen solo el DBD
(NROA, identificados en artrépodos y nematodos) o solo el LBD (NROB, presentes en
algunos vertebrados) (Laudet et al., 1999).

Mas recientemente se identificd en el platelminto parasito Schistosoma mansoni (trematodo)
un nuevo grupo de NRs que contiene dos DBDs en tandem y un LBD (2DBD-NRs). Este
parasito expresa tres 2DBD-NRs denominados Sm2DBDa, Sm2DBDB y Sm2DBDy (Wu et
al., 2006). Esta nueva subfamilia de NRs aun no ha sido incluida en este sistema de
clasificacion (Wu y LoVerde, 2011).

Tabla 2. Clasificacion clasica de receptores nucleares. Tabla basada en: Laudet, 1997;
Germain, et al., 2006.

- Miembros Caracteristicas Ejemplos de
Familia (NR) : . funciones
representativos principales c i .
biolégicas
. i KNI (NROA1), factor
Se clasifican en: transcripcional con
NROA, solo Receptores atipicos tivid g )
presentan la region debido a su activigad represora;
NRO DBD; NROB, soélo | estructura modular I.DAX.1 (NROB1),
) implicado en la
presentan la region incompleta d inacién del
LBD. eterminacién de
sexo.




TRs (receptores de
hormonas
tiroideas), RARs
(receptores de

Subfamilia mas
extensa. Alta

Regulacién del
metabolismo
lipidico y energético

NR1 acido retinoico), diversidad (PPARS), desarrollo
VDR (receptores de funcional embrionario (RARs,
vitamina D), EcR ' TRs), diferenciacion
(receptores de celular (VDR).
ecdisona).
RXR (receptor X de Control del
retinoides), Sus principales desarrollo
COUP-TFs (factor > P P : ;
Y funciones son de embrionario
de transcripcion del lacic t
romotor regulacion emprano,
NR2 P transcripcional de diferenciacion
ascendente de e
s procesos hepatica y
ovoalbumina de o i
metabdlicos y de regulacién del
pollo), HNF4 (factor .
desarrollo. metabolismo
nuclear de energético
hepatocitos 4). 9 '
Receptores
esteroideos: ER
(estrégeno), GR .
(glucocorticoide), Regsti"s?g'rgg del
MR Receptores ;
. . . reproductivo,
(mineralocorticoide) esteroideos )
. respuesta al estrés,
NR3 , PR clasicos. Respuesta .
homeostasis de
(progesterona), AR a hormonas .
. . o agua y electrolitos,
(andrégeno); ERRs lipofilicas. .
metabolismo
(receptores energético
huérfanos '
relacionados a
estrogenos).
Receptores Respuesta a
Receptores ) ] e
huérfanos, estimulos troficos,
nucleares inducibles por regulacién de la
NR4 huérfanos: NGFI-B ~ .
sefales de apoptosis,
(Nur77), Nurr1, . o . L
diferenciacion y diferenciacion
NOR1. . "
proliferacion. neuronal.
Desarrollo de la
Regula la corteza suprarrenal
SF-1 (factor de esteroidogénesis y y génadas,
NR5 transcripcién el desarrollo de regulacién de la
esteroidogénico 1). glandulas sintesis de
endocrinas. hormonas
esteroideas.
. Regulacién de la
GCNF1 (Factor eSLlIJ:r”]:zm”cl)ios gametogénesis y
NR6 Nuclear de Células | P€Iuena. p del desarrollo
. miembros ; :
Germinales 1) , i embrionario
identificados.
temprano.
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2.3.2. Estructura de los receptores nucleares

Como se mencioné previamente, los NRs presentan diversas funciones, a pesar de ello
estan relacionados evolutivamente y comparten una estructura modular generalizada
formada por distintos dominios que varian en su funcionalidad.

j-__-___‘_'__—-—-. ____d--"""_F 1
N NTD DBD -{ LBD h{ CTD —C
. ] Region bisagra . |
\ I\ J\ J\ J\ J
Y Y ¥ Y Y
AfB c D E F

Figura 5. Esquema de estructura modular de NRs.

En primer lugar, la regién N-Terminal (NTD), también conocida como dominio A/B, es la
region mas variable en cuanto a secuencia y tamafio. Contiene al menos una regién de
transactivacion (Activation Factor 1, AF-1) que es independiente de la interaccion con
ligandos, su actividad es modulada por interacciones con proteinas co-reguladoras,
influyendo en la respuesta promotor-especifica (Kumar et Thompson et al., 2003). En
segundo lugar, el dominio DBD o dominio C, representa la region mas conservada de los
NRs. Contiene dos "dedos de zinc" y dos a-hélices, que le permiten al receptor unirse a
secuencias especificas de ADN, conocidas como elementos de respuesta hormonal
(HREs). A su vez, dentro de la region DBD, el primer dedo de zinc contiene la caja P
("P-box"), responsable de la especificidad de la uniéon al ADN, mientras que, la caja D
("D-box") que esta implicada en la dimerizacion del receptor esta presente en el segundo
dedo zinc (Pawlak, et al., 2012) La regién C-terminal (CTE), poco conservadas, del dominio
DBD contiene los motivos T-box y A-box, implicados en el reconocimiento del ADN y la
dimerizacién, respectivamente, y contribuyen a estabilizar la unién al ADN (Laudet et al.,
1995). Seguidamente, en tercer lugar, esta la regidon bisagra o domino D, la cual actia como
un conector flexible entre el dominio DBD y el dominio LBD, siendo la region con menor
conservacion de secuencia y tamafo; su principal rol es conferir flexibilidad a la estructura.
El dominio de unién al ligando (LBD) o region E, es una region moderadamente conservada
que incluye una interfase de dimerizacion, un bolsillo de unién al ligando (LBP) y una
funcién de activacion dependiente del ligando (AF-2) que interactia con coactivadores y
correpresores que modulan la respuesta transcripcional (Novac y Heinzel, 2004; Weikum et
al., 2018). Estas proteinas poseen una estructura tridimensional caracteristica de sandwich
de tres capas (generalmente doce alfa-hélices y dos cadenas beta), que rodea el LBP que
es una cavidad hidrofébica central (Weikum et al., 2018). Por ultimo, la regién C-terminal o
el dominio F, es de las regiones menos conservadas al punto de que incluso existen NRs
que no presentan tal region. Sin embargo, se ha demostrado que cuando esta presente, su
eliminacion o mutacion puede alterar la transactivacién, la dimerizacion y la respuesta del
receptor a la union del ligando (Bodofsky et al., 2017; Patel y Skafar, 2015) (ver Figura 5).
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2.3.3 Receptores nucleares con dos dominios de unién al ADN

Los platelmintos parasitos son incapaces de sintetizar de novo acidos grasos y esteroles
(Smyth et McManus, 1989; Tsai et al., 2013; Zheng et al., 2013); por lo que necesitan
capturar acidos grasos del hospedero para su supervivencia (Brouwers et al., 1997, Alvite et
al., 2014). En este proceso de transporte lipidico podrian participar dos familias de proteinas
que unen lipidos en cestodos, las proteinas de union a acidos grasos (FABPs) y las
proteinas que unen ligandos hidrofébicos (HLBPs) (Alvite et al., 2012). Por otro lado,
numerosas evidencias demuestran la interaccién entre algunos tipos de FABPs y NRs del
tipo PPARs (receptores activados por proliferadores de peroxisomas) de vertebrados
(Schroeder et al., 2008; Hostetler et al., 2009; Armstrong et al., 2014). Buscando NRs
similares a PPARs que pudieran llegar a interaccionar con las EgFABPs para que éstas les
ceden el ligando, nuestro grupo de investigacion ha identificado a cuatro NRs
pertenecientes a la subfamilia 2DBD en E. granulosus: Eg2DBDa, Eg2DBDa.1 (posible
isoforma de Eg2DBDa), Eg2DBD y Eg2DBDy (Alvite et al., 2019). Como se menciona
previamente, esta nueva subfamilia de NRs, fue reportada por primera vez en el platelminto
parasito Schistosoma mansoni (Wu et al., 2006). Los 2DBD-NRs han sido identificados
exclusivamente en algunos invertebrados, como moluscos y platelmintos (Wu et LoVerde,
2023), y no se encuentran en vertebrados, lo cual convierte a estas proteinas en un blanco
atractivo para el desarrollo de nuevos farmacos antihelminticos. Estructuralmente, se
determiné que estas proteinas comparten una secuencia P-box unica en el primer DBD
(EACKK), que no esta presente en otro NR conocido, sugiriendo una especificidad de unién
al ADN nueva (Wu et LoVerde, 2011). Los 2DBD-NRs han sido muy poco estudiados; los
Sm2DBDs han sido parcialmente caracterizados, determinandose que la expresion de sus
genes esta regulada durante el desarrollo y que Sm2DBDa forma homodimeros (Wu et al.,
2007). Estudios en el platelminto de vida libre Schmidtea mediterranea demostraron que
NHR-1, un NR homdlogo a Sm2DBD-NRYy, es necesario para el desarrollo de los 6rganos
reproductivos accesorios y para la diferenciacion y maduracion de las células germinales
(Tharp et al., 2014).

Eg2DBDa.1 ha sido el Eg2DBD mas estudiado, el primer DBD contiene la caja P consenso,
caracteristica de los 2DBD-NRs, mientras que el segundo contiene una P-box idéntica a la
de la mayoria de los miembros de la subfamilia NR1. Predicciones de modelos 3D sugieren
que el primer DBD reconoce especificamente el ADN a través de su P-box, mientras que el
segundo DBD contribuye a la estabilizacion del complejo proteina-ADN (Alvite et. al. 2019).
Estudios recientes han demostrado que Eg2DBDa.1 forma homodimeros a través de los
dominios E y F. Este tipo de interaccion abre distintas posibilidades de unién del NR al ADN,
que podria depender de la unién de ligandos especificos. Ademas, dicha homodimerizacion
es estimulada por el suero del hospedero intermediario (bovino), lo que sugiere un papel en
la comunicacién hospedero-parasito (Blanco et al., 2023). Este hallazgo es interesante ya
que la mayoria de los ligandos de los NRs son transportados en el suero unidos a albumina,
que es una de las proteinas mas abundantes del liquido hidatico de los quistes (Aziz et al.
2011). Asimismo, la presencia de suero en el medio de cultivo es indispensable para la
supervivencia y el desarrollo parasitario de larvas de E. multilocularis, indicando que la
composicion lipidica del suero de los mamiferos es importante para la supervivencia del
parasito (Brehm et Koziol, 2017). Por otro lado, estudios bioinformaticos con Eg2DBDa.1
entero revelaron que el LBD presenta la estructura conservada de sandwich alfa-helicoidal
con tres capas e indican que los acidos grasos de cadena larga e insaturados, como el

12



acido oleico y el acido linoleico, serian los ligandos preferenciales de este receptor (Cancela
et al., 2023) (Figura 6). Ademas, el nivel de expresion de los cuatro 2DBD-NRs fue
analizado en PE de E. granulosus s.I., determinando que Eg2DBDy se expresa poco o nada
mientras que Eg2DBDa y Eg2DBDg son los Eg2DBDs de mayor expresion en este estadio
(Blanco et al., 2023). Estudios de inmunohistoquimica han localizado especificamente a
Eg2DBDg en el tegumento y el pedunculo de los PE, lo que sugiere una posible funcién
relacionada con la comunicacién entre el parasito y su hospedero (resultados de nuestro
grupo de investigacion no publicados aun).
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Figura 6. A. Estructura 3D completa de Eg2DBDalfa-1. B y C. Estructura 3D de las interacciones con
ligandos oleicos y linoleicos respectivamente del mismo NR (Cancela et al. 2023).

Desde hace ya varios anos, los NRs de helmintos parasitos estdn siendo considerados
como posibles blanco de drogas antihelminticas, ya que estas moléculas desempefarian
funciones claves en la regulacion transcripcional del metabolismo y del desarrollo de estos
organismos (Wang et al., 2017). Por otro lado, los NRs en general son blancos atractivos
para el desarrollo de drogas de pequefo tamafio y de uso oral que pueden activar o
inactivar selectivamente al NR. Actualmente entre el 10 y el 20 % de los medicamentos
aprobados por la FDA interaccionan con este tipo de proteinas (Kinch et al., 2015; Frigo et
al., 2021; Xu, 2023). El principio de la utilizacién de NRs como blancos para el tratamiento
de enfermedades parasitarias se basa en el uso de ligandos exégenos que interfieran con
sus funciones pero también podrian interaccionar con reguladores corriente arriba o los
efectores corriente abajo del NR (Wang et al., 2017). En base a lo antedicho, la modulacion
de la sefalizacién del NR podria proporcionar estrategias terapéuticas novedosas que
cubran la necesidad de nuevas drogas que se menciona previamente. Las principales
limitaciones para avanzar en el conocimiento de la biologia de los NRs en los helmintos
parasitos incluyen las dificultades técnicas asociadas al trabajo con estos organismos y sus
hospederos, y la ausencia de herramientas genéticas tradicionales para estos parasitos
(Wang et al., 2017).
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3. Objetivos generales y especificos

Dada la necesidad de nuevas alternativas para combatir la EQ, es fundamental identificar y
caracterizar nuevos blancos especificos del parasito y a su vez vitales para su
supervivencia como podrian ser los Eg2DBDs. En este marco, nuestro objetivo general es
contribuir al conocimiento del mecanismo de accién del receptor nuclear Eg2DBDB de
Echinococcus granulosus s.l., uno de los 2DBD-NRs con mayor expresién en
protoescodlices. Buscamos también, aportar a la comprensiéon de su rol funcional en la
biologia del parasito, contribuyendo asi a descifrar una posible via de transduccién de
sefales mediada por acidos grasos del hospedero del parasito.

En este trabajo nos planteamos dos objetivos especificos:

1. Obtener Eg2DBDB-EF en forma recombinante y purificada, a partir de Escherichia
coli, utilizando los métodos de RF-Cloning y cromatografia de afinidad.

2. Evaluar la capacidad de uniéon de rEg2DBDB-EF con un analogo de acido graso
fluorescente mediante ensayos de unidn en electroforesis en geles de poliacrilamida
no desnaturalizante (PAGE nativo).

Nos centraremos en los dominios E y F de Eg2DBDg, ya que el LBD (dominio E) de los NRs
seria el dominio de mas facil purificacion y del que se dispone mas datos estructurales, y el
dominio F, que a veces se incluye como parte del dominio E, actuaria como regulador de la
unién al ligando y de la actividad transcripcional, entre otros aspectos (Patel et Skafar, 2015;
Weikum et al., 2018).
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4. Materiales y métodos

4.1. Clonado mediante RF-Cloning

La técnica de clonado libre de restriccion (RF-Cloning) es una metodologia empleada para
la insercion de genes diana en plasmidos que no requiere el uso de enzimas de restriccion
convencionales (van den Ent et Lowe, 2006). Implica el uso de cebadores largos disefiados
previamente para amplificar el ADN de interés en una primera reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), estos incluyen una secuencia complementaria tanto a la region de
interés como al vector de destino, en esta oportunidad se utilizé el plasmido pT7 (Correa et
al., 2014). Esta metodologia consiste en una primera PCR cuyo objetivo es la amplificacion
del megacebador, para luego utilizarlo como molde en una segunda PCR implicada en la
insercion del mismo en el plasmido a utilizar. Posteriormente, el producto de la segunda
reaccion se incuba con la enzima Dpnl cuya funcién es degradar de manera selectiva el
vector parental metilado, permitiendo que solo el plasmido que ha incorporado el inserto
permanezca y se pueda utilizar para la transformacion bacteriana (van den Ent et Lowe,
2006; Correa et al., 2014).

4.1.1. Primera reaccion de PCR

Durante la puesta a punto de la primera reaccion de PCR se evaluaron distintas condiciones
con el objetivo de optimizar la eficiencia de la amplificacién. Entre ellas se hicieron
variaciones en el numero de ciclos de amplificacién (30 o 35) y en la temperatura de
hibridacion de los cebadores (gradiente entre 55 °C y 59 °C). Asimismo, se probaron las
ADN polimeraasas Ranger (BIOLINE) y Phusion (Thermo FisherScientific). En todos los
casos se utilizaron los cebadores Eg-BLBD-Rf-D y Eg-BLBD-Rf-R disefiados previamente
(secuencia en anexo 9.4) para clonar la region de Eg2DBDp codificante para los 6
aminoacidos del extremo C-terminal del dominio D, el dominio E y el dominio F (ver Figura
8 de Resultados). A partir de estas pruebas se determinan las mejores condiciones de
amplificacion.

Finalmente, la amplificacion del megacebador se realizé utilizando 5 pL de Buffer Phusion
5X, 0,5 yL de dNTPs Kapa (Sigma) (10 mM cada uno), 1,25 pyL de cebadores directo y
reverso Eg-BLBD-Rf (D y R) (10 uM), 2 uL ADN polimerasa Phusion (Thermo Fisher
Scientific) (2 U/uL) y como molde 1 pL del plasmido pCRII-B-LBD (10 ng/pL) obtenido
previamente, en un volumen final de reaccion de 25 pL. El plasmido nombrado pCRII-3-LBD
contiene la region codificante del Eg2DBDf indicada en la figura 8, que fue anteriormente
clonada en el vector de clonacion pCRII (Invitrogen) por nuestro grupo de investigacién. Las
condiciones de la reaccion se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Programa empleado en la reaccién de PCR | de RF-Cloning.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (segundos) Ciclos
Desngtu_r:_ahzamon 08 30 1
inicial
Desnaturalizacion 98 10 35
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Hibridacion 57 30 35
Extension 72 30 35
Extension final 72 300 1

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa 1% en
amortiguador TAE 1X, y visualizados mediante tincion con SYBR Safe DNA Gel Stain
(Thermo Fisher Scientific) en el equipo Fast Gene Gel Pic LED Box (Genetics). Luego, se
realizd la extraccion de la banda correspondiente a la amplificacién de interés para ser
purificada empleando el kit Zymoclean-Gel DNA Recovery Kit (ZymoResearch) siguiendo el
protocolo del fabricante. Se estimd la concentracion de ADN mediante espectrofotometria
por absorbancia a A=260 nm (Abs260) con el equipo NanoDrop Lite (Thermo Fisher
Scientific) y se evalué la contaminacién proteica mediante la relacion Abs260/Abs280.
Posteriormente, durante la segunda reaccion de PCR se sub-clond la regién amplificada de
Eg2DBDB-EF en el plasmido de expresién pT7.

4.1.2. Segunda reaccién de PCR

El plasmido de expresion pT7 es una herramienta versatil para la expresion (bajo el
promotor fuerte T7) y purificacién de proteinas recombinantes en sistemas bacterianos. Este
vector incorpora una secuencia que codifica una cola de histidinas (His-tag) en el extremo
N-terminal de la proteina recombinante, lo que facilita la purificacion de la proteina mediante
cromatografia de afinidad por iones metélicos (IMAC). Ademas, si el ADNc clonado no
presenta un codon STOP, se expresa un tag adicional en la regién C-terminal (StrepTagll)
que puede ser utilizado para la purificacion de la recombinante (Correa et al., 2014) (Figura
7). Este vector contiene también, un gen de resistencia a ampicilina (AmpR), que permite la
seleccion de los transformantes en medios de cultivo con este antibiético.

Para llevar a cabo la clonacion mediante esta técnica se realizé una segunda PCR en la
cual se emplearon las mismas condiciones de amortiguador, dNTPs y enzima, utilizadas
durante la primera PCR, pero se utilizé 1 yL de megacebador Eg2DBDB-EF (55 ng/uL)
como cebador y 0,5 pL de plasmido pT7 (27 ng/uL) como molde en volumen final de 25 L.
El plasmido pT7 fue amablemente cedido por la Dra. Andrea Villarino (Seccién Bioquimica,
Facultad de Ciencias). Durante esta reaccion no se requieren dos cebadores debido a que
el megacebador utilizado presenta extremos que hibridan al vector. Las condiciones de la
reaccion se detallan en la Tabla 4. Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis
en gel de agarosa 0,8%, y visualizados de la misma manera que la PCR anterior.

Tabla 4. Programa utilizado en la PCR Il de RF Cloning.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (segundos) Ciclos
Desngtu_rglizacién 08 30 1
inicial
Desnaturalizacion 98 10
Hibridacién 60 60 30
Extension 72 300

16



Extension final 72 420 1

A T5/T7 | MRGS 6XHis = GSGS GSGS = WSHPQFEK*

PET-32a(+)
5900 bp

Figura 7. A) Representacion modular genérica del vector pT7. Incluye promotor T5/T7; etiqueta codificante para la cola de histidinas (6xHis) N-
terminal, sitio de reconocimiento de la proteasa del virus del grabado del tabaco TEV (ENLYFQG); secuencias espaciadoras (MRGS - GSGS);
espacio para la secuencia de interés (Target Gene); secuencia codificante para StrepTag (WSHPQFEK); codén stop (*) (Correa et al., 2014).

B) Esquema del vector pET-32a (+) que di6 lugar al vector pT7. Se representa el gen de resistencia a la ampicilina (AmpR), sitio de origen de
replicacién bacteriano (ori), el gen del represor lac (lacl). Se encuadra la region donde se encuentra el sitio multiple de clonado (MCS) bajo el control
del promotor T7 y control del operador lac. Figura tomada y adaptada de Castellano, 2019.

El producto de esta segunda PCR se digiri6 con 2 uL de enzima Dpnl (Thermo Fisher
Scientific, ER1701) (10 U/uL), empleando 2,5 yL de amortiguador Tango 10X y 20,5 pL de
producto de PCR en volumen final 25 uL, esto se incubd 2 hrs a 37°C.

4.2 Transformacion de pT7-Eq2DBDB-EF seleccion _de clones
recombinantes

Tras la obtencién del plasmido recombinante mediante la estrategia de RF-Cloning, el
producto de la PCR tratado con la enzima Dpnl se utilizd para transformar células
Escherichia coli DH5a quimio-competentes (método cloruro de calcio) previamente
preparadas. Se transformé con 8 pL del producto de digestion en 50 yL de células
competentes utilizando el método de shock térmico. Brevemente, las células se incubaron
con el ADN durante 20 minutos en hielo, seguido de 90 segundos a 42°C y se volvieron a
incubar en hielo durante 2 minutos. Luego se agregd en esterilidad 500 pL de LB y se
incubd con agitacion a 37° C, 200 rpm por 1 hr, para posteriormente plaquear 200 uL en
medio LB-agar con ampicilina (100 pg/uL). Se rastrearon los clones recombinantes
mediante PCR de colonia, utilizando 1 pL de los mismos cebadores mencionados en el
punto 4.1, 2,5 uL de amortiguador Complete 1l KCI BIORON (10X), 0,5 de dNTP’s Kapa
(Sigma) (10 mM cada uno), y 0,5 uL de la enzima HighTaq DNA Polymerase (BIORON) (75
U/uL) en un volumen final de 25 uL. El programa utilizado se detalla en la tabla 5. Los
productos obtenidos de esta reaccidon se visualizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% como se explico previamente.
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Tabla 5. Programa utilizado durante PCR colonia.

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo (segundos) Ciclos
Desnaturalizacion 94 300 1
inicial
Desnaturalizacion 94 20
Hibridacion 57 30 30
Extension 72 60
Extension final 72 420 1

Se seleccionaron dos colonias positivas por PCR (C1 y C3: clones 1 y 3) para ser
cultivadas en medio Luria-Bertani (LB) con ampicilina (0,1 mg/mL) (3 mL) durante toda la
noche a 37°C y agitacion a 200 rpm. A partir de estos cultivos se realizaron
mini-purificaciones plasmidicas (minipreps) empleando el kit Zymo PURE Plasmid Miniprep
(ZymoResearch), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos fueron
cuantificados mediante mediciones en NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific) como se
explica anteriormente. A su vez, se realizé una segunda PCR confirmativa utilizando como
molde 10 ng de los plasmidos obtenidos por miniprep, y las mismas condiciones y programa
mencionado previamente. Por ultimo, se envia los plasmidos pT7-Eg2DBDB-EF-C1 y C3
para su secuenciacion estandar por Sanger en el servicio de Macrogen (Corea) con el
cebador T7promoter (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3") (ver anexo 94) vy el
Eg-BLBD-Rf-R ya mencionado, para verificar la identidad del inserto y su correcto clonado
en pT7. Posteriormente dicha secuencia se analiz6 mediante alineamiento utilizando Clustal
Omega.

4.3 Expresion de rEg2DBDB-EF

4.3.1. Transformacioén en cepas optimizadas para la expresion

Una vez confirmada la identidad del plasmido recombinante pT7-Eg2DBDB-EF, éste fue
utilizado para una nueva transformacion pero en este caso se emplearon dos cepas
optimizadas para la expresién proteica, E. coli BL21 (DE3)pLysS (Promega) y E. coli
Rosetta (DE3) (Novagen), y un método de transformacion rapida de baja eficiencia. La cepa
BL21(DE3) pLysS se caracteriza por disminuir la expresion basal del gen recombinante
antes de la induccioén, favoreciendo asi una mayor regulacion del sistema de expresion. La
cepa Rosetta(DE3) optimiza la produccion de proteinas de origen eucariota porque
incorpora seis ARNt adicionales que reconocen codones poco frecuentes en Escherichia
coli. Estos ARNt se encuentran codificados en un plasmido auxiliar que, ademas, otorga
resistencia al cloranfenicol, permitiendo la seleccion de las células transformadas.

Para la incorporacién del plasmido en las cepas de E. coli mencionadas se utilizé una
transformacion por shock térmico de baja eficiencia, basada en la exposicion de células
tratadas con cloruro de calcio (CaCl:) a un cambio térmico brusco. Las cepas se cultivaron
previamente en 3 mL de medio LB complementado con ampicilina (0,1 mg/mL) y, en el caso
de Rosetta (DE3), también con cloranfenicol (0,034 mg/mL), incubandose durante 20 h a 37
°C y 200 rpm. Luego del crecimiento durante toda la noche, se tomé un alicuota de 1 mL de
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cada cultivo (en esterilidad) y se sedimentaron las células por centrifugacion durante 2
minutos a 5000 xg, y posteriormente se resuspendieron en 500 uL de una solucién fria de
CaCl: 0,1 M estéril. Tras un segundo centrifugado en las mismas condiciones, las células
fueron lavadas en 100 uL de la misma solucion fria y se mantuvieron en hielo durante 60
min. Después, se afadid 1 yL de miniprep y se continud la incubacién en frio durante 30
min. El proceso de transformacién se completé mediante la aplicacién de un shock térmico
breve a 42 °C durante 90 segundos, seguido de un retorno inmediato al hielo por el mismo
tiempo. Finalmente, las células tratadas se recuperaron en medio LB y se sembraron en
placas selectivas para la obtencion de los transformantes que se usaron posteriormente.

4.3.2. Ensayos de mini-expresion

Luego, los clones recombinantes seleccionados fueron evaluados mediante pruebas de
mini-induccion en 50 mL de medio, ensayandose distintas condiciones de crecimiento para
ambas cepas. Inicialmente se realizé la induccion en medio de cultivo LB durante 3 h a 37
°C, utilizando 1mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG, Sigma) como inductor.
Posteriormente, se empleé medio Terrific Broth (TB) como alternativa de cultivo, con el
proposito de optimizar la produccién de proteina recombinante. La composicién de los
medios se detalla en el anexo 9.1. En todos los casos, los medios fueron complementados
con ampicilina (0,1 mg/mL) y, en el caso de las inducciones realizadas con la cepa Rosetta
(DE3) también con cloranfenicol (0,034 mg/mL). En todos los casos se utiliza 1 mL del
precultivo (con antibiéticos mencionados) crecido en el medio correspondiente durante toda
la noche a 37°C y 200 rpm, para inocular 50 mL de medio, que se incuba en igual
temperatura hasta alcanzar una densidad 6ptica (DO) a 600 nm de aproximadamente
0.7-0.8, momento en que se le adiciona IPTG en esterilidad. En estas condiciones, se
ensayaron dos temperaturas de induccién (20 °C y 16 °C) y diferentes concentraciones de
IPTG (0,5 MMy 1 mM) en medio TB a 16 °C manteniendo en todas las pruebas las 21 hrs
de induccién. Ademas, se realizaron precultivos en las mismas condiciones para conservar
los clones en glicerol 25% a -80 °C. En todos los casos se colecta 1 mL de cultivo no
inducido e inducido, antes y después del agregado de IPTG, respectivamente. Estas
muestras fueron centrifugadas 1 min a alta velocidad, los pellets se resuspendieron en 100
ML de amortiguador de carga de proteinas 1X (ver Anexo 9.2), se vortexearon y guardaron a
-20°C hasta su uso. Luego de la induccion las células son colectadas y lisadas para obtener
la fraccion soluble e insoluble, como se indica abajo.

En base a estos ensayos de mini-induccion se eligié la condicion de expresion a gran escala
que se utilizé para la posterior purificacion proteica. Se eligieron las células E. coli Rosetta
(DE3) recombinantes, el medio TB con 400 uL de cloranfenicol (34 mg/mL) cada 200 mL de
medio, induccion durante 21 hs a 20 °C con IPTG 1 mM y agitacién a 200 rpm. Los
precultivos, complementados con cloranfenicol (0,034 mg/mL) y ampicilina (0,1 mg/mL), se
incubaron durante la noche a 37 °C, con agitacién a 200 rpm , y posteriormente se utilizaron
para inocular 200 mL de TB (x4) en una dilucién 1/50, que se crecen hasta alcanzar la DO
de induccién, donde se inducen con IPTG 1 mM, como se indica arriba. Finalizado este
periodo, las células se recuperaron por centrifugacion a 4420 xg durante 10 min a 4 °C. El
sedimento obtenido se resuspendié en 6 mL de amortiguador de sonicacion (composicion
detallada en Anexo 9.2) (x4) suplementado con inhibidor de proteasas 1:100 (Sigma,
P8849) y se sometid a lisis celular. Se realizaron tres ciclos de congelado (-20°C)
-descongelado y posteriormente se sonicdé la muestra con un sonicador Benchmark
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Pulse-150 utilizando la sonda 6, en 50% de potencia durante 15 minutos (Pulse On: 2
segundos - Pulse Off: 3 segundos). El lisado resultante fue centrifugado a 15.000 xg durante
30 min a 4 °C, separando de este modo la fraccién soluble (sobrenadante) que se conserva
a -20 °C hasta su uso en buffer de carga 4X (ver anexo 9.2). El pellet remanente se
resuspendié en 4 mL de amortiguador de sonicacién con urea 8M (x4) y se centrifugo de
igual forma que el lisado celular, conservando el sobrenadante para su evaluacién (fraccion
insoluble) en las mismas condiciones que la fracciéon anterior. Todas las fracciones fueron
visualizadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)
al 12% y el gel fue tefido durante un minimo de 20 hrs con Coomassie Coloidal
(composicién detallada en anexo 9.2). Para todos los SDS-PAGE mostrados se utiliz6 como
marcador de peso molecular (MPM) el PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific; 26616). Para la visualizacién de la proteina de interés el gel fue sometido a
una tincidon coloidal siguiendo el siguiente protocolo. En primer lugar, se fij6 durante un
minimo de 30 minutos en una solucién compuesta por acido acético al 10% y etanol al 40%.
Una vez completada la fijacion, la solucion fue retirada y el gel se incubo en la solucién de
tincién coloidal (100-300 mL por gel, segun el tamafno) durante toda la noche, permitiendo
qgue la intensidad de la tincion incremente progresivamente. Posteriormente, se enjuaga
repetidas veces con agua para eliminar el exceso de colorante, conservandolo hidratado en
agua. Por otro lado, utilizando la herramienta ProtParam de Expasy
(https://web.expasy.org/protparam/) obtuvimos los parametros fisicoquimicos tedricos de
proteina recombinante Eg2DBDB-EF (masa molecular, coeficiente de extincién molar).

4.4 Purificacion mediante cromatografia de afinidad con metales
inmovilizados

La purificacion de la proteina recombinante se realizd6 mediante IMAC, utilizando una
columna HisTrap FF Crude de 1 mL (GE Healthcare), acoplada a un sistema de
cromatografia liquida AKTA Start (GE Healthcare). Todas las corridas cromatogréaficas se
llevaron a cabo a un flujo constante de 1 mL/min, a temperatura ambiente y monitoreadas
por absorbancia a 280 nm. Como buffer de equilibrio y carga (solucion A) se utilizo buffer
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM vy glicerol 10% (v/v), suplementado con
imidazol. En una primera condicién, el buffer A contenia 20 mM de imidazol, mientras que
en una segunda condicion de optimizacién se utilizé una concentracion de 50 mM de
imidazol. El buffer de elucion (solucion B) tuvo la misma composicion que el buffer A, pero
suplementado con 500 mM de imidazol.

La columna fue equilibrada con 5 volimenes de columna (VC) de solucion A.
Posteriormente, se cargaron 15 mL de muestra clarificada por centrifugacion durante 30 min
a 15.000 xg y 18 °C, seguido de un paso de lavado con 3 VC de solucion A.

La elucion de la proteina de interés se realizé mediante un gradiente lineal de imidazol
desde 0 hasta 69% de solucion B en 15 min. En el primer ensayo, partiendo de un buffer A
con 20 mM de imidazol. En el segundo ensayo de optimizacion, partiendo de un buffer A
con 50 mM de imidazol, con un gradiente de 0 a 69% de solucion B en 20 min. Durante la
elucion se colectaron fracciones de 0,5 mL para su posterior analisis.

Las fracciones de eluido con la proteina de interés fueron colectadas y diluidas 4 veces con
solucion amortiguadora de sonicacién sin imidazol. Luego fueron sometidas a dialisis
utilizando una membrana semipermeable de 25 mm con cut-off de 3 kDa (Sigma-Aldrich).
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La didlisis se realizé contra 100 volumenes en relacion a la muestra del amortiguador
fosfato de sodio 50 mM, glicerol 5% y NaCl 137 mM, a 4 °C durante toda la noche, con al
menos 2 recambios del mismo. Buscamos asi remover el imidazol remanente y mantener
a la proteina recombinante en un medio fisioldgico (composicion similar a PBS 1X) con
glicerol.

Por ultimo, la proteina purificada fue evaluada mediante SDS-PAGE al 12% y la banda del
tamafo esperado fue recortada y enviada al servicio UByPA del Instituto Pasteur de
Montevideo, para su identificacion mediante espectrometria de masa LC-MS/MS.

4.5. Estudios de union en PAGE

Una vez obtenida la proteina purificada, se cuantific6 mediante espectrofotometria midiendo
la absorbancia a 280 nm, utilizando el coeficiente de extincidon molar tedrico obtenido con la
herramienta ProtParam (Expasy) y la Ley de Lambert-Beer (A=¢.b.c). Los ensayos de unién
mediante PAGE nativo se llevaron a cabo en geles pre-hechos Mini-PROTEAN TGX
(BIO-RAD) 12%, utilizandose amortiguadores de carga y de corrida para condiciones no
desnaturalizantes, los cuales se detallan en el Anexo 9.2. Como posible ligando se utilizo
un analogo de acido graso de cadena larga fluorescente, el BODIPY™ FL-C16 (Thermo
Fisher Scientific) (Bp). Este ligando fluoresce en un ambiente hidrofébico y ha sido
previamente empleado, junto con otros similares, por nuestro grupo de investigacion, en
estudios de union con proteinas que unen acidos grasos (FABPs) (Esteves et al., 2016;
Suarez, 2018). En este ensayo se empled para el control positivo la albumina sérica bovina
(BSA), mientras que la proteina recombinante tropomiosina 1 de E. granulosus (EgTrp)
(Alvite et Esteves, 2009) se utilizé como control negativo (Esteves et al., 2016), la primera
proteina une acidos grasos mientras la segunda no.

En primer lugar, se pusieron a punto las condiciones éptimas del ensayo de unién, para ello
se utilizaron distintas cantidades de la proteina recombinante y del analogo del acido graso,
como se detalla en la Tabla 6. Como control positivo se utilizé 5 uL BSA (10 ug/uL) con 5 uL
de Bp (20 pM), y como control complementario se usé la misma cantidad de BSA pero sin
Bp, el cual se reemplazd por el mismo volumen de PBS 1X. Como controles negativos se
us6 20 pL EgTrp (1 pg/pL) con 5 uL de Bp (20 uM) y sin Bp, respectivamente. Ademas, en
otro carril se sembré solamente 10 uL de Bp (20 uM) con igual volumen de PBS, para
visualizar la migracion del Bp sin proteina. En todos los geles, también se sembré un carril
con 25 uL de rEg2DBDB-EF purificada sin Bp. Todas las muestras y controles fueron
incubados durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego de este
tiempo, se les agrego la cantidad necesaria de amortiguador de carga de PAGE nativo 6X
(composicion en Anexo 9.2) hasta concentracion final 1X, y fueron cargadas en el gel.

Tabla 6. Relaciones molares de rEg2DBDR-EF y BODIPY™ FL-C16 utilizadas para la

uesta a punto del ensayo de unién en PAGE Nativo.
Muestra M1 M2 M3 M4
Eg2DBDg-EF 8 3 4 2
BODIPY™
FL-C16 1 1 3 4
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Para evitar el sobrecalentamiento del sistema durante la electroforesis y asi prevenir
posibles desnaturalizaciones, el amortiguador de corrida se enfrié previamente a 4 °C y se
mantuvo frio durante la corrida con un refrigerante en gel congelado. Se dejé migrar durante
105 minutos a 10 mA aproximadamente, en oscuridad. La visualizacion de la fluorescencia
del gel se efectud con el equipo G-Box (SYNGENE) utilizando iluminacién con BLUE LED
Module y filtro SWO06 y 4 min de exposicion. Posteriormente se fijé el gel durante 30 minutos
en solucién fijadora con 10% de acido acético y 40% etanol para luego tefirlo con
Coomassie Coloidal como se indica previamente.

A partir de esta puesta a punto, se eligidé la mejor condicion de union rEg2DBDB-EF-Bp en
PAGE nativo y el ensayo se realizé por duplicado en estas condiciones y con los controles
mencionados. Las bandas proteicas cuyo tamafio coincide con las bandas fluorescentes
fueron escindidas y enviadas al servicio UByPA del Instituto Pasteur de Montevideo, para su
identificacion mediante espectrometria de masa LC-MS/MS.
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5. Resultados

5.1. Clonado de Eq2DBDRB-EF en el vector pT7

El método de clonacion mediante RF-Cloning implica dos PCRs como se explicé
previamente. En la primera reaccion se amplifica la region codificante para Eg2DBD-EF a
partir del plasmido pCRII-Eg2DBDB-EF. Durante la puesta a punto de esta primera reaccién
se ensayaron distintas condiciones, mencionadas en el punto 4.1.1, las PCRs que no
amplificaron no se muestran. Mediante electroforesis se visualizé una Unica banda de ADN
cercana a los 800 pb (Figura 9) en la reaccién de PCR exitosa. El tamafo estimado del
fragmento se asemeja al esperado de 837 pb correspondiente al megacebador, conformado
por 777 pb de la secuencia codificante para Eg2DBDB-EF y 60 pb que pertenecen a las
regiones del plasmido pT7 flanqueantes al inserto (30 pb cada una) y que fueron incluidas
en los cebadores utilizados en la primera amplificaciéon (secuencia detallada en Figura 8).

gga tcg gaa aac ctq tat ttt cag gga tcc act ctt gcg gaa ttt act cag gga atc gag
G S ENLYFQG S TLAEFTAQ G I E
cga gcc act gat ttt ctg cga tct gaa cgc atg cgg tta aaa cgg atc agg act gat ccg
R A TDFL R SERMRLI KR I R TDP
cag ccc aga ttc acc aac ttg gac acc att gaa cgt gtc tgg tcg cag atg atg cgg cag
Q PRFTNLUDTI E RVWSQMMR Q
ttc gtt tca cac act aga atg gtc gtc gat ttc tcg aag ctt atc gcg ggc ttc aat cgg
FVSHTRMVV DFS KLI A G FNR
ctg ggc atc aac gac aga agg cag ttg att cgc gct gcc atg tat ccc att atg ctg ata
L GI ND RRQLIRAAMYPI ML I
gaa cta agc aga gac ttt cag aac aac agc agt ctc tcc tac aac tac ttt gat ttc ccg
E LS R DFQN NS S LSYNYFDTFP
gag cgt gag aaa gaa atc ata att cag cgc ttt cct ccc ctc gca aaa ata atc tcc cac
EREKEIIlTI QRFPP LAKI I SH
ctc gtc cag tcg ggg aag gtt ctt cga cgc ttg aag ttg gac gac ata gag agc acc att
LvQS G KVLRRLIKLDUD I E S TI
ata tgt ata cag gaa ctt tta aga cac aag aac gag ctg gaa gat ccg gcc tcc tgc gaa
I C I Q ELLR H KNE L EDUPASC E
cac ctc ttc ctc cta tcc atg cag gcc ctg gtg aac cat gaa cat caa aaa tcc aag tca
HLFLLSMQALVNWMHIEWHQIK S K S
gat gca gca agc gaa cgt ttg aca gca ttt acg caa ctc ttg ccg ata ttg aat cag ttg
DA AS ERLTAFTQULILP IL NQL
aac gta gaa cat cac gaa gtg ttg agt caa gtc cgc ctg cag ttc ccc cac ctc gtt ttt
NV EHHE VLS QVRLQFWPMHLVEF
ccc gag ctc tat gtc gag atg ttc gcc atc ggg gecc gat aag cca cct cac ttc tit cgg
P ELYVEMFA Il GADIKPPHTFFR

aac gat tcc aac agg aat gac ttg tga gga tcc ggc agc tgg agc cac ccg cag ttc
NDSNR R NDUL -GS G S WS HUP Q F

Figura 8. Secuencia esperada del megacebador (837 pb). En negrita se resaltan los cebadores
utilizados en el RF-Cloning (anexo 9.4). Se subrayan las regiones correspondientes al plasmido pT7
(60 nt). En sombreado azul, amarillo y verde se marcan las regiones codificantes para los dominios D
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(18 nt, 6 AA del C-terminal), E (702 nt) y F (54 nt), respectivamente. En rojo se sefala el codon

STOP. Se utilizé la herramienta PROSITE de Expasy (https://prosite.expasy.org/) para determinar los
dominios proteicos.

El amplicon fue purificado y cuantificado mediante espectrofotometria, presentando una
concentracion de 274,9 ng/uL y una relacion A260/A280 de 1,9. Estos valores indican una

muestra con una concentracion elevada y una buena pureza en relacion a los
contaminantes proteicos.

MPM 1 2
g
“
. L a
-
1000 pb —i
750 pb —i -
- @
-.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa 1% del producto de la primera
PCR del Rf-cloning. MPM: GenaRuler 1kb (Thermao Fisher Scientific).1)
producto de PCR | Eg2DBDbeta-EF. 2) Blanco de la PCR.

Posteriormente, cdmo se detalla en la seccién 4.1.2, se realizé una segunda PCR para
subclonar la region del ADN de interés previamente amplificada, en el vector de expresion
pT7. Este resultado se observa en la Figura 10, donde se muestra que el producto de PCR

obtenido fue mayor a 6000 pb, similar al tamafio esperado de 6298 pb correspondiente al
vector (5521 pb) conteniendo el inserto (777 pb).
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa 0,8% del producto de la segunda
PCR del Rf-cloning. MPM: GeneRuler 1kb (Thermo Scientific). 1) producto de
PCR; 2) Blanco de la PCR.

Luego de la eliminacion del plasmido parental metilado, el plasmido recombinante
remanente fue cuantificado y empleado para transformar células de E. coli DH5a, como se
explica previamente. Los posibles clones recombinantes se rastrearon mediante PCR de
colonia. Como se aprecia en la Figura 11, de los cinco clones evaluados, el 1 y el 3 (C1y
C3) mostraron mayor amplificacién, por lo que fueron seleccionados para llevar a cabo
minipurificaciones de plasmido. Los plasmidos C1 y C3 presentaron una concentracion de
ADN de 615 y 362 ng/uL, y una relacion A260/A280 de 1,95y 1,89, respectivamente. Estos
valores se encuentran dentro del rango aceptable de pureza para ADN plasmidico,
indicando baja presencia de contaminantes proteicos. Ademas, se confirmé la presencia del
inserto en los plasmidos obtenidos mediante PCR en las mismas condiciones,
visualizandose una banda del ADN del tamafio esperado para ambos casos (Figura 12).
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1000 pb
750 pb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR de
colonia. MPM) GeneRuler 1kb (Thermo Scientific) 1) Clon 1. 2) Clon 3. 3)
Clon 2. 4) Clon 4. 5) Clon 5. 6) Blanco.

MPM 1 2 3

1000 pb
750 pb

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR a
partir de miniprep. MPM: GeneRuler 1kb (Thermo Scientific), 1) plasmido
C1, 2) plasmido C3, 3) Blanco.

Los plasmidos purificados C1 y C3 fueron secuenciados (Macrogen, Corea) y las
secuencias obtenidas fueron analizadas mediante el alineamiento con la secuencia
esperada de WormBase ParaSite (https://parasite.wormbase.org/index.html,
(EgrG_000458200). Luego de la correccién manual de algunos nucleétidos en base a los
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electroferogramas obtenidos, se confirmoé la identidad del inserto asi como su correcto
clonado en el plasmido pT7. Sin embargo, tanto en el plasmido C1 como en el C3 se
encontraron 2 cambios nucleotidicos, de los cuales sélo uno (GAT por AAT) produce un
cambio de AA (D por N) en el dominio F (Anexo 9.4 y figura 13). Estos dos cambios ya
habian sido identificados en el plasmidos nombrado pCRII-B-LBD (pCRII-B-EF) utilizado
como molde de la primera PCR. Dado que esta mutacién no afecta el dominio de union al
ligando, se decidié continuar con la expresion proteica. Ademas, los parametros
fisicoquimicos como la masa molecular y el coeficiente de extincion molar no presentan
variaciones frente a este cambio aminoacidico. El plasmido C1 fue utilizado para
transformar las cepas de expresién E. coli BL21 (DE3)pLysS y Rosetta (DE3), y se
selecciond un clon recombinante de cada tipo para llevar a cabo ensayos de mini-induccion.
Ademas, se realizaron precultivos para conservar los clones en glicerol 25% a -80 °C.

ggg gcc aat aag cca cct cac ttc ttt cgg aac gat tcc aac agg aat gac ttg
G AINK PPHFFRN DS SN RNDL

Figura 13. Dominio F de rEg2DBD-EF. En naranja se sefala el sitio de cambio de
nucledtido y su correspondiente aminoacido.

5.2. Expresion de rEg2DBDB-EF

Mediante la herramienta bioinformatica ProtParam (Expasy) se obtuvo la masa molecular
(32449.13 Da) y el coeficiente de extincién molar (13075 M-"'cm™) tedéricos de Eg2DBDB-EF.
Dichos valores se utilizaron para ubicar la banda de interés en las electroforesis SDS-PAGE
y para calcular la concentracion, respectivamente.

Para establecer un sistema éptimo de expresion de la proteina de interés a mediana escala
se evaluaron distintas condiciones experimentales, seleccionandose aquellas que permiten
la producciéon de la mayor cantidad de proteina recombinante en la fraccion soluble. En
primera instancia, se realizaron ensayos de mini-induccion en medio LB empleando las
cepas E. coli BL21 (DE3) pLysS y E. coli Rosetta (DE3). Los resultados observados en la
Figura 14, evidenciaron un nivel de expresion significativamente mayor en la cepa Rosetta
(DE3), aunque la mayor cantidad de proteina inducida permanece en la fraccion insoluble.
En funcién de este resultado, se selecciond esta cepa para continuar con las pruebas
posteriores.
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Figura 14. Evaluacion de los ensayos de mini-induccién en LB a 37 °C, mediante SDS-PAGE al
12%. MPM: PageRuler (Thermo Scientific). 1-4) cepa E. coli Rosetta (DE3): fracciones no
inducida, inducida, fraccion soluble y fraccion insoluble, respectivamente. 5-8) cepa E. coli
BL21(DE3) pLysS con el mismo orden de fracciones.

Considerando antecedentes de nuestro grupo (Riera, 2018), se decidié sustituir el medio de
cultivo LB por TB, con el fin de aumentar la producciéon proteica. En este medio, se
evaluaron dos condiciones de temperatura (20 °C y 16 °C) para la induccion con IPTG 1 mM
durante 21 hs, manteniendo sin mas modificaciones las demas condiciones y el
procedimiento en general. Se obtuvo una buena induccién en ambas temperaturas,
quedando la mayor parte de la proteina recombinante en la fraccién insoluble (Figura 15).
Sin embargo, a 20°C la proporcion de proteina soluble/insoluble parece ser mayor que a 16
°C, por lo que se seleccion6 dicha temperatura para escalar la produccién. Por ultimo, se
llevaron a cabo ensayos de mini-induccion en medio TB a 20 °C durante 21 hs, pero se
indujo con dos concentraciones de IPTG distintas (0,5 y 1 mM) (Figura 16).
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Figura 15. Evaluacion de ensayos de mini-induccion en Rosetta (DE3), medio TB,
a 20 y 16 °C, mediante SDS-PAGE 12%. MPM: PageRuler (Thermo Scientific). 1-4)
induccion a 20°C y 5-8) induccion a 16 °C, corresponden a las fracciones inducida,
no inducida, fraccion soluble e insoluble, respectivamente.
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Figura 16. Evaluacion de los ensayos de mini-induccion con IPTG 0,5 y 1 mM,
mediante SDS-PAGE 12%. MPM: PageRuler (Thermo Scientific). 1) fraccion no
inducida; 2 y 3) fraccion inducida con IPTG 0.5 y 1 mM, respectivamente.

Debido a que parece haber mas induccién con IPTG 1 mM, se selecciond esta
concentracion para la produccion de la recombinante a una mayor escala.

El analisis comparativo de estos experimentos permitid establecer que las condiciones que
proporcionaron una mejor expresion corresponden al uso de la cepa E. coli Rosetta (DE3) y
medio TB, e induccién con 1 mM de IPTG a 20 °C durante 21 hs. Bajo estas condiciones, la
proteina recombinante se detectd tanto en la fraccién soluble como en la insoluble,
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observandose un predominio en la fraccion insoluble. Sin embargo, la fraccion soluble se
considerd la mas adecuada para continuar, dado que existe una mayor probabilidad que la
proteina recombinante se encuentre correctamente plegada y sea mas estable en relacion a
la proteina que se podria obtener de la fraccion insoluble luego de la etapas de
desnaturalizacion y renaturalizacién. Esto es una ventaja para los pasos subsiguientes de

purificacién y el ensayo de uniéon propuesto, donde buscamos que la proteina posea la
conformacion nativa.

5.3. Purificacion mediante IMAC

La fraccidon soluble obtenida tras la expresién en 800 mL de medio, fue procesada y
purificada mediante IMAC dado que la proteina recombinante posee una etiqueta de
histidinas (Hiss). En primer lugar, se realizé una IMAC donde se utiliz6 un amortiguador "A"
con 20 mM imidazol y 15 mL como volumen de elucion. Debido a que varios tubos del inicio
del pico de elucién presentaron contaminantes proteicos de E.coli (no se muestra), se
decidié realizar una IMAC con mayor concentracion de imidazol en el buffer A (50 mM),
buscando que dichos contaminantes no se unan a la columna y eluyan en el percolado
(fraccién no unida). En este caso, la elucién con un gradiente lineal de imidazol mostré un
unico pico bien definido como se puede observar en la Figura 17. En base al registro de la
absorbancia a 280 nm, se eligieron los tubos para ser analizados mediante SDS-PAGE.
Ademas, se utilizo el cromatograma para calcular la concentracion de imidazol
correspondiente al maximo del pico, siendo esta de 260 mM.

5

e
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Figura 17. Cromatograma de la IMAC utilizada para la purificacion de rEg2DBDB-EF.

La linea azul representa la absorbancia medida a 280 nm (eje izquierdo). La linea violeta corresponde al gradiente de
imidazol utilizado para la elucion (% de buffer B, eje derecho).

Las fracciones recolectadas a lo largo del gradiente de elucion fueron analizadas por
SDS-PAGE. En dicho analisis, se evidencié una banda predominante con la movilidad
esperada para la proteina recombinante a lo largo de todo el pico de elucion (Figura 18). Sin
embargo, al inicio del pico eluyen también varias proteinas contaminantes, por lo que se
juntan los tubos desde el 26 al 34 (Figura 17, carril 8 de Figura 18) donde no se visualiza la
presencia de contaminantes, indicando un elevado grado de pureza.
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Figura 18. Evaluacion de la IMAC mediante SDS-PAGE al 12 %. MPM: PageRuler (Thermo Scientific).
1) fraccion no inducida; 2) fraccion inducida; 3) muestra cargada en la columna de IMAC; 4) percolado;
5) lavado; 6) primer tubo de elucion; 7) tubo 25 (inicio del pico de elucion); 8) tubos 26 al 34
correspondientes al pico de elucidén (T34 se muestra en el cromatograma como T4); 9) tubo del final del
pico de elucion (tubo 35, mostrado como T5).

La muestra conteniendo las fracciones del pico de elucién (T26-34) fue luego dializadas
para eliminar el imidazol y reducir la concentracién de cloruro de sodio. A posteriori, fue
analizada mediante SDS-PAGE, se escindio la banda proteica del tamafio esperado y se
confirmd su identidad mediante espectrometria de masa LC-MS/MS (servicio UByPA,
Instituto Pasteur). Este anadlisis mostré una cobertura de secuencia muy alta (263/276 AA,
95,3 %) y un protein score de 795.318, siendo el score del contaminante mas abundante de
51.408, esto indica que la abundancia relativa de la proteina recombinante es también alta
(Figura 19).

I'J 01 HHHHHHGSGS ENLYFQGSTL AEFTQGIERA TDFLRSERMR LEKRIRTDPQP RFTNLDTIER 060
06l VWSQMMRQFV SHTRMVVDFS KLIAGFNRLG INDRRQLIRA AMYPIMLIEL SRDFQNNSSL 120
121 SYNYFDFPER EKEIIIQRFP PLAKIISHLV QSGKVLRRLK LDDIESTIIC IQELLRHKNE 180
181 LEDPASCEHL FLLSMQALVN HEHQKSKSDA ASERLTAFTQ LLPILNQLNV EHHEVLSQVR 240
241 LQFPHLVFPE LYVEMFAIGA NKPPHFFRND SNRNDL

Figura 19. Cobertura de secuencia de la identificacion de rEg2DBDbeta-EF mediante espectrometria de masa
LC-MS/MS.

La proteina purificada se cuantific6 mediante espectrofotometria utilizando la absorbancia a
280 nm y el coeficiente de extincion molar tedrico (e= 13075 M'cm™) y la Ley de
Lambert-Beer, obteniéndose una concentracion de 39,7 uM. Con este valor de
concentracion y el volumen final de la proteina purificada (35 mL) se calculé el rendimiento
del proceso de produccion y purificacion, siendo éste de 56,4 mg/L (proteina recombinante
purificada obtenida por litro de cultivo).

5.4. Estudios de union en PAGE nativo

Posteriormente se realizaron ensayos de union en PAGE nativo empleando la proteina
recombinante purificada y Bp para evaluar si Eg2DBDbeta seria capaz de unir un analogo
de acido graso. En primer lugar, se evaluaron diferentes relaciones molares de proteina y
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Bp, para determinar si la proteina era capaz de unir este ligando y cual es la condicién mas
apropiada para la unién. En la Figura 20 se muestran las condiciones ensayadas en donde
la cantidad de proteina disminuye progresivamente mientras que la de Bp aumenta. No se
muestra el control negativo con EgTrp debido a que resulté contaminado con el carril 3. Vale
la pena mencionar que el amortiguador de carga no contiene colorantes como el azul de
bromofenol ya que podria llegar a fluorescer e interferir con la interpretacion de los
resultados, por lo que se siembra los pocillos del gel sin poder visualizar la muestra. Este
ensayo permitié determinar que las mejores condiciones de unidn serian con una relacion
molar proteina:Bp 3:1 (M2: 15 uL de rEg2DBDB-EF 39,7 uM con 10 uL de Bp 20 uM), ya
que la banda fluorescente coincide perfectamente con la banda proteica y es fuerte y
discreta, ademas queda poca cantidad de Bp libre sin unir (smear).

Figura 20. Puesta a punto del estudio de uniéon de Eg2DBDp-EF con Bp mediante PAGE nativo. A) Imagen de
sefal fluorescente obtenida con G-Box; B) Imagen obtenida luego de la tincion con Coomassie Coloidal. 1)
Control positivo (BSA con Bp), 2) BSA sin Bp, 3) M1, 4) M2, 5) M3, 6) M4, 7) Eg2DBDbeta-EF sin Bp. La
composicién de las muestras se detallan en el punto 4.5.

Una vez seleccionadas las condiciones optimas del ensayo, éste se repiti6 como en M2, y
siempre se utilizé 15 uL de rEg2DBDB-EF 39,7 uM ya sea con o sin Bp, y 10 yL de Bp 20
MM (con o sin proteina). Ademas, se incluyeron todos los controles necesarios, entre ellos el
control negativo con EgTrp y el control de Bp sin proteina (10 pL de Bp 20 uM) (Figura 21).
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Figura 21. Estudio de union de Eg2DBDB-EF con Bp mediante PAGE nativo. A) Imagen de sefal
fluorescente obtenida con G-Box; B) Imagen obtenida luego de la tincion con Coomassie
Coloidal. 1) Control positivo (BSA con Bp), 2) BSA sin Bp, 3) control Bp solo, 4) proteina

rEg2DBDB-EF con Bp, 5) proteina recombinante sin Bp, 6) Control negativo (EgTrp con Bp), 7)
EgTrp sin Bp.

En la Figura 21 se observa la union de Bp a BSA, evidenciada por las diferencias en el
patrén de migracién del fluoréforo entre los carriles 1 y 3. En contraste, no se detectan
variaciones apreciables entre el control negativo con EgTrp (carril 6) y el carril 3 (Bp sin
proteina), lo que concuerda con la ausencia de interaccién entre EgTrp y Bp. Por otro lado,
en el carril correspondiente a la proteina recombinante con Bp (Figura 21 A, carril 4), se
observan tres bandas fluorescentes bien definidas (marcadas en la Figura 22) que no se
visualizan en el carril 3. Por otro lado, el perfil de migracion de las bandas proteicas
visualizadas en el carril 4 es diferente al del carril 5 correspondiente a rEg2DBD-EF sin Bp
(Figura 21 B), en el carril 4 se observan dos nuevas bandas y las otras cambian su
intensidad relativa. Esto podria indicar que la proteina recombinante (una o mas
conformaciones) sufre un cambio conformacional al unirse al acido graso fluorescente,
efecto que aparentemente no se observa con la BSA (Figura 21 B, carril 1y 2). Tres bandas
del carril 4 que mostraron fluorescencia, fueron analizadas mediante espectrometria de
masas LC-MS/MS para su identificacion. Los resultados obtenidos se presentan en la
Figura 22, donde el alto indice de cobertura de las tres bandas indica que se han detectado
la mayoria de los péptidos de la proteina, lo que permite la identificacién de las mismas
como rEg2DBDB-EF con una alta confianza. En dichas secuencias, los aminoacidos
resaltados en azul corresponden a los péptidos detectados que coinciden con la secuencia
tedrica, mientras que los aminoacidos en negro representan regiones que no fueron
detectadas en las muestras analizadas.
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001 HHHHHHGSGS ENLYFQGSTL AEFTQGIERA TDFLRSERMR LXRIRTDPQP REFTNLDTIER 060
061 VWSQMMRQFV SHTRMVVDFS KLIAGFNRLG INDRRQLIRA AMYPIMLIEL SRDFQNNSSL 120
121 SYNYFDFPER EKEIIIQRFP PLAKIISHLV QSGKVLRRLK LDDIESTIIC IQELLRHKNE 180
181 LEDPASCEHL FLLSMQALVN HEHQKSKSDA ASERLTAFTQ LLPILNQLNV EHHEVLSQVR 240
241 LQFPHLVFPE LYVEMFAIGA NKPPHFFRND SNRNDL

indice de cobertura: 0,957

HHHHHHGSGS ENLYFQGSTL AEFTQGIERA TDFLRSERMR LKRIRTDPQP RFTNLDTIER 060
061 VWSQMMRQFV SHTRMVVDFS KLIAGFNRLG INDRRQLIRA AMYPIMLIEL SRDFQNNSSL 120
121 SYNYFDFPER EKEIIIQRFP PLAKIISHLV QSGKVLRRLK LDDIESTIIC IQELLRHKNE 180
181 LEDPASCEHL FLLSMQALVN HEHQKSKSDA ASERLTAFTQ LLPILNQLNV EHHEVLSQVR 240
241 LQFPHLVFPE LYVEMFAIGA NKPPHFFRND SNRNDL

indice de cobertura: 0,978

|001 HHHHHHGSGS ENLYFQGSTL AEFTQGIERA TDFLRSERMR LERIRTDPQP RFTNLDTIER 060
061 VWSQMMRQFV SHTRMVVDFS KLIAGFNRLG INDRRQLIRA AMYPIMLIEL SRDFQNNSSL 120
121 SYNYFDFPER EKEIIIQRFP PLAKIISHLV QSGKVLRRLK LDDIESTIIC IQELLRHMKNE 180
181 LEDPASCEHL FLLSMQALVN HEHQKSKSDA ASERLTAFTQ LLPILNQLNV EHHEVLSQVR 240
241 LQFPHLVFPE LYVEMFAIGA NKPPHFFRND SNRNDL

indice de cobertura: 0,971

Figura 22. Resultado de espectrometria de masa LC-MS/MS.
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6. Discusion

El principal logro de este trabajo fue la obtencién de la proteina recombinante Eg2DBDB-EF
a partir de bacterias con un alto rendimiento, y de forma purificada y estable. Esto nos
permitié posteriormente, evaluar su capacidad de union de un posible ligando fluorescente
mediante un método simple que nos posibilitara el estudio, a futuro, de sus posibles
ligandos. A continuacién, se discuten los resultados obtenidos en funcion de los objetivos
planteados y se menciona su contribuciones a la construccién del conocimiento sobre el
receptor nuclear Eg2DBD de E. granulosus.

En primer lugar, se puso a punto la técnica de RF-Cloning, que nos permiti6 generar el
megacebador correspondiente a la region codificante de Eg2DBDB-EF e insertarlo
correctamente en el vector de expresién pT7, en pocos pasos y sin la necesidad de enzimas
de restriccion especificas y ADN ligasa de altos costos. La posterior secuenciacion del
plasmido corroboré la identidad del inserto, detectandose unicamente dos cambios
nucleotidicos con respecto a la secuencia de la base WormBase Parasite, de los cuales uno
sélo produjo un cambio aminoacidico en el dominio F. En cuanto al origen de estas posibles
mutaciones, comprobamos que las mismas se encontraban presentes en el plasmido
pCRII-B-LBD utilizado como molde en la primera PCR del Rf-cloning. Estos cambios podrian
deberse a tres posibles causas: a) el genotipo de los PE (de quistes de pulmén bovino)
utilizados para clonar dicho ADNc en el vector pCRIl podria ser diferente del de los PE
usados para generar la secuencia de la base; b) errores de replicacion de la ADN
polimerasa Ranger (Bioline) utilizada en el clonado del ADNc mencionado en (a); c) errores
en la secuencia de Eg2DBDbeta (EgrG_000458200) de la base de datos mencionada
(https://parasite.wormbase.org/index.html). Cabe sefalar en relacion a la posibilidad (a), que
los datos de expresidon de la base se obtuvieron de la cepa de E. granulosus G1, mientras
que los PE de quistes bovinos de E. granulosus s.I. utilizados para el clonado, si bien no
fueron genotipados podrian ser del genotipo G1 o G5 en base al hospedero (Vuitton et al.,
2020). Por otro lado, respecto a (b), la fidelidad de copia de la ADN pol Ranger si bien es
mayor que la ADN polimerasa Taq estandar (3,5 veces), no es tan alta como la de las
polimerasas de alta fidelidad, como es por ejemplo la enzima Phusion (mas de 50 veces
mayor que la Taq) utilizada en este trabajo.

De todas formas se discute el posible efecto de dicho cambio aminoacidico. El cambio de
AA mencionado consiste en la sustitucion de un acido aspartico por una asparagina en el
dominio F del receptor, una regién que no siempre esta presente en los NRs y es poco
conservada. Si bien este dominio no participa directamente en la unién al ligando, se ha
demostrado que la eliminacibn o mutacién del mismo altera la transactivacién, la
dimerizacién y la respuesta del receptor a la unién del ligando (Patel et Skafar, 2015;
Bodofsky et al., 2017). Desde el punto de vista estructural y fisicoquimico, esta sustitucion
implica el reemplazo de un residuo cargado negativamente a pH fisiolégico por uno neutro
pero polar, lo que podria llegar a alterar localmente las interacciones electrostaticas. El
acido aspartico, al poseer un grupo carboxilato ionizado, suele participar en interacciones
electrostaticas y puentes salinos, mientras que la asparagina tiende a estabilizar la
estructura mediante enlaces de hidrogeno debido a su grupo amida. En resumen, el cambio
podria afectar sutiimente la estabilidad local del plegamiento proteico o la dinamica
conformacional del dominio. Considerando que esta regién no constituye un sitio critico para
la unién del ligando (Weikum et al., 2018; Alvite et Esteves, 2025), es probable que el
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impacto estructural/funcional sea limitado en las condiciones in vitro (no biologicas)
utilizadas en este trabajo.

La proteina recombinante purificada en este trabajo se denomindé Eg2DBDB-EF, pero no
sélo incluye los dominios E y F completos, sino también contiene seis aminoacidos del
extremo C-terminal del dominio D (regién bisagra) del receptor. Esta corta region del
dominio D se incorporé con el objetivo de favorecer el plegamiento adecuado de los
dominios E y F, aumentando la probabilidad de obtener una proteina recombinante soluble y
funcional en el sistema heterdlogo de expresion. La organizacién modular de los receptores
2DBD de E. granulosus fue analizada por Alvite y cols. (2019). Mientras la longitud del
dominio E varia poco (234-265 AA) entre los Eg2DBDs, el dominio D presenta importantes
diferencias de tamafio (163-413 AA). El modelado molecular de Eg2DBDa.1 entero, muestra
que esta region poco conservada es particularmente larga y flexible en comparacion con los
dominios D de otros NRs (Cancela et al., 2023). Ha sido reportado que su desestructuracion
le permitiria actuar como una bisagra entre el DBD y el LBD, facilitando transiciones
conformacionales inducidas por ligando (Germain et al., 2006; Chandra et al., 2008). En
este trabajo decidimos incorporar una pequefia region del dominio D previa al dominio E,
pensando que podria favorecer el plegamiento correcto del LBD.

La expresiéon de proteinas recombinantes en Escherichia coli constituye una estrategia
ampliamente utilizada debido a su rapido crecimiento, bajo costo y facilidad de manipulaciéon
genética; sin embargo, su eficacia depende de una adecuada optimizacion del sistema de
expresion (Rosano et al.,, 2014). Entre los factores mas importantes durante esta
optimizacién se encuentra la seleccidén de la cepa bacteriana empleada para la expresion
recombinante. En este sentido, BL21(DE3)pLysS y Rosetta(DE3) ofrecen ventajas que
responden a distintos desafios asociados a la expresion heteréloga de proteinas
recombinantes. Las cepas DE3 contienen el gen para la enzima T7 ARN polimerasa bajo el
control del promotor lacUV5. Por un lado, BL21(DE3)pLysS incorpora el plasmido pLysS,
que expresa lisozima T7 en bajos niveles y permite reducir de forma efectiva la expresion
basal mediada por la T7 ARN polimerasa, evitando asi la producciéon de proteinas
potencialmente téxicas para la célula hospedera y proporcionando un control mas estricto
del proceso de induccion. Por otro lado, Rosetta(DE3) esta disefiada para superar el sesgo
de uso de codones que limita la eficiencia de traduccion de genes eucariotas en E. coli, ya
que suplementa tRNAs especificos para codones raros (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC y
GGA), favoreciendo la traduccion y el plegamiento de la proteina recombinante (Rosano et
al., 2009). La comparacién experimental entre BL21(DE3)pLysS y Rosetta(DE3) (medio LB,
37°C) permiti6 determinar que esta Ultima genera mayores niveles de proteina
recombinante, aunque una proporcién considerable de la misma permanece en la fraccion
insoluble. Este resultado motivo la busqueda de condiciones mas favorables para maximizar
la expresion soluble, incluyendo la sustitucion del medio LB por TB, y ajustes en la
temperatura y el tiempo de induccién. En relacién con los medios de cultivo, encontramos
que el medio TB permitid obtener un rendimiento proteico superior al registrado en medio
LB. Esta diferencia se asocia a la composicion nutricionalmente mas rica del TB - que
incluye triptona, extracto de levadura y glucosa -, la cual favorece un mayor crecimiento
celular y una mayor capacidad de sintesis proteica, aspectos fundamentales para aumentar
la produccion de proteinas recombinantes (Sivashanmugam et al., 2009). Se ha demostrado
que la adicion de glucosa mejora la expresion al impedir "fugas" de expresién proteica,
(especialmente de proteinas toxicas) mediante la represion del operon lac (Kaur et al.,
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2018), y al potenciar el crecimiento celular (Mansey et al., 2014). Estos resultados coinciden
con antecedentes reportados, donde también se destaca la influencia de la temperatura de
expresion (Ayoub et al., 2022). En particular, se ha demostrado que el cultivo en un rango
entre 15 °C y 25 °C mejora significativamente el plegamiento correcto de proteinas
recombinantes y disminuye su agregacion, previniendo asi la formacion de cuerpos de
inclusion insolubles y aumentando el porcentaje de proteina recombinante en la fraccion
soluble del extracto celular (Vera, et al.,, 2007). Se ha descrito que en el cultivo a
temperaturas bajas, por ejemplo 20 °C, se reduce la tasa de crecimiento bacteriano y la
velocidad de sintesis proteica. Esto, si bien disminuye la produccién de la recombinante
favoreciendo el plegamiento como ya se menciond, también se traduce en una disminucién
de las proteinas bacterianas contaminantes y, por ende, en un extracto celular "mas limpio"
(Ayoub et al., 2022). Por otra parte, las temperaturas bajas contribuyen a minimizar la
degradacién proteica al disminuir la actividad de proteasas, preservando la integridad de la
proteina recombinante (Chesshyre et al., 1989; Ayoub et al., 2022). En este trabajo, la
eleccion de la cepa (Rosetta(DE3)), del medio de cultivo (TB) y las condiciones de induccion
(20 °C, 21 hs) nos permitid obtener una fraccion soluble enriquecida en rEg2DBDB-EF. Por
lo antedicho, es probable que la recombinante purificada a partir de la fraccion soluble se
encuentre mayoritariamente en su conformacion nativa, ya que se evita someterla a
procesos de desnaturalizacion con urea y replegamiento que podrian comprometer su
estructura y funcionalidad.

Luego de escalar la produccion de rEg2DBDB-EF, la recombinante se purific6 mediante
IMAC utilizando un gradiente creciente de imidazol. Aunque una importante cantidad de la
recombinante eluye al principio del gradiente contaminada con proteinas de E. coli, se logro
obtener a rEg2DBD-EF con un alto grado de pureza en el pico de elucién. El protocolo de
purificacién utilizado, que incluyo un gradiente mas amplio y riguroso que lo habitual (20 mL,
solucion A con 50 mM de imidazol), permiti6 que proteinas contaminantes que
anteriormente se unian a la columna, en estas condiciones no lo hagan o su uniéon sea mas
débil, eluyendo al principio del gradiente. Debido a la eficiencia alcanzada en esta etapa, no
fue necesario incorporar pasos adicionales de purificacion. El rendimiento del proceso de
produccion y purificacion de rEg2DBDB-EF fue alto (66,4 mg/L) en relacién a la purificacion
de proteina de union a acidos grasos 1 de E. granulosus (rEQFABP1) (rendimiento 12,5
mg/L) previamente realizada por nuestro equipo, donde se utilizé otra cepa de E. coli y otras
condiciones de cultivo e induccién (Alvite et al., 2001). Resumiendo, a través de este trabajo
logramos expresar en E. coli y purificar en un sélo paso, a rEg2DBDB-EF sin una proteina
de fusion grande, con un rendimiento y grado de pureza alto.

Con el fin de investigar la capacidad de unién a ligandos de rEg2DBDB-EF, se puso a punto
un ensayo de unién en PAGE nativo utilizando un analogo de acido graso fluorescente de
16 carbonos, similar al acido palmitico (BODIPY FL-C16). Este simple y econémico método
ya ha sido utilizado por nuestro grupo de investigacion para evaluar la unién de FABPs de
Danio rerio con BODIPY FL-C5 y BODIPY FL-C12 (Esteves et al., 2016). Mediante este
ensayo hemos demostrado que rEg2DBDB-EF es capaz de unir BODIPY FL-C16 en
distintas relaciones molares proteina:ligando, siendo la mejor 3:1. Ademas, hemos
confirmado mediante espectrometria de masa, la identidad de las tres bandas proteicas
fluorescentes visualizadas. Debido a que estas bandas corresponden a rEg2DBDB-EF y
tienen distinta movilidad electroforética, sugerimos que podrian ser distintas conformaciones
de la misma proteina o incluso homodimeros. Descartamos la posibilidad de que alguna
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banda se deba a la proteina recombinante trunca producto de la transcripcion o traduccién
incompleta, ya que la cobertura de secuencia de las espectrometrias de masa muestran que
los extremos C-terminales estan completos. Por otro lado, también sugerimos que este
resultado puede deberse a que la proteina recombinante presente unidos acidos grasos
provenientes del cultivo celular, por ello, proponemos que seria adecuado, a futuro, poner a
punto el proceso de dilapidacion de la proteina recombinante siguiendo un protocolo ya
utilizado por nuestro equipo con Lipidex-1000 (Sigma) (Alvite et al., 2001; Esteves et al.,
2016).

Como se menciona en la introduccion, existe muy poca informacion sobre los 2DBD-NRs y
muy poco se conoce sobre sus ligandos. Anteriormente, nuestro grupo de investigacion ha
expresado a Eg2DBDa.1 desde el segundo DBD hasta el C-terminal de forma recombinante
en E. coli Rosetta(DE3), pero lamentablemente sélo se obtuvo en cuerpos de inclusion
(fraccion insoluble) aun a bajas temperaturas, resultando ser la proteina desnaturalizada y
re-naturalizada inestable (Riera, 2018). Por otro lado, otros estudios de nuestro equipo de
investigacion determinaron, mediante anclaje molecular, la capacidad de uniéon del receptor
nuclear Eg2DBDa.1 con posibles ligandos. Este estudio revelé6 que los acidos grasos
insaturados, como el &acido oleico, el linoleico y el araquidénico, serian los ligandos
preferidos. Por otro lado, Eg2DBDa.1 presenta una afinidad de unidén apenas un poco
menor por el acido palmitico (acido graso saturado) (Cancela et al., 2022). Los ligandos que
fueron seleccionados para este estudio se identificaron en la etapa larvaria de E. granulosus
y también son ligandos naturales de los receptores nucleares (Thompson, 1995; Weikum et
al., 2018). Cabe recordar, que dado que los platelmintos parasitos son incapaces de
sintetizar de novo acidos grasos, deben adquirirlos del hospedero, siendo estas moléculas
esenciales para su supervivencia. En este sentido los Eg2DBDs podrian estar participando
de una posible via de transducciéon de sefiales mediada por AG del hospedero. En esta via
también podria participar EQFABP1 a través de la interaccion con algun Eg2DBD para
cederle el ligando, de manera similar a lo que ocurre en vertebrados como se menciona en
la introduccién. El hecho que rEgFABP1 presente una alta afinidad por acidos grasos de
cadena larga insaturados (Alvite et al., 2001) y que dicha proteina se haya localizado en los
nucleos de células de PE (Alvite et al., 2016) apoya nuestra hipétesis. Ademas, como se
indica previamente, hemos determinado que Eg2DBDa y Eg2DBDf son los Eg2DBDs con
mayores niveles de expresion en PE de E. granulosus s.l. (Blanco et al., 2023). En este
contexto, resulta muy interesante la identificaciéon de los ligandos de los Eg2DBDs, en
particular de Eg2DBDa y Eg2DBDg.
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7. Conclusiones y perspectivas

En base a los resultados obtenidos, es posible concluir que este trabajo permitié obtener
dos herramientas valiosas para futuros estudios estructurales y funcionales de Eg2DBD}.
Por un lado, se logrdé producir y purificar exitosamente a rEg2DBDB-EF con un alto
rendimiento. Planeamos préximamente analizar estructuralmente esta proteina mediante
dicroismo circular, para evaluar por €j. si la unién del ligando fluorescente genera cambios
conformacionales. Ademas, nos planteamos determinar su estructura tridimensional
mediante cristalografia y difraccion de rayos X. También esta en nuestros planes generar un
anticuerpo policlonal en conejo contra esta proteina recombinante, para poder ser utilizado
en un abanico de métodos que aportaran al estudio de su funcién, como por €j. ensayos de
inmunoprecipitacién e inmunohistoquimicas.

Por otro lado, en este trabajo demostramos que rEg2DBD-EF es capaz de unir un analogo
de AG fluorescente mediante PAGE nativo. Ademas, pusimos a punto esta metodologia que
nos permitira en un futuro realizar ensayos de desplazamiento o competicion con acidos
grasos no marcados, como ha sido descrito por nuestro grupo previamente (Esteves et al.,
2016), con el fin de identificar los mejores ligandos de rEg2DBD@-EF. Para caracterizar las
propiedades cinéticas de union, la proteina recombinante purificada puede ser utilizada para
estudios de unién in vitro con Bodipy FL-C16 u otros posibles ligandos que fluorescen en
una ambiente hidrofébico como ANS y DAUDA. A partir de estos estudios se podran
obtener constantes de disociacién (kD) y el numero de sitios de union siguiendo protocolos
ampliamente utilizados (Thumser et Storch, 2006; Ibafiez-Shimabukuro et al., 2019;
Bélgamo et al 2020). Luego, planeamos llevar a cabo ensayos de competicion/
desplazamiento del ligando fluorescente unido con el o los acidos grasos no marcados que
fueron identificados previamente como posibles ligandos mediante PAGE, de manera similar
a los estudios de union de rEgFABP1 (Alvite et al., 2001). A partir de estos estudios
podremos calcular la constante de disociacion aparente e identificar las moléculas que se
unen con mayor afinidad a rEg2DBD-EF. Por ultimo, nos planteamos a futuro estudiar la
posible interaccion de rEg2DBDB-EF con rEgFABP1 mediante PAGE nativo, esperando
visualizar un cambio en la movilidad electroforética de los posibles complejos proteicos
formados en relacion a las proteinas individuales. Otra posible estrategia de estudio de esta
interaccion putativa seria mediante resonancia plasménica de superficie, ya que ambas
proteinas se obtienen de forma recombinante y purificada. De esta manera, avanzaremos
en la identificacion de los posibles ligandos e interactores de Eg2DBDf3, aportando asi al
conocimiento de su funcion y su rol potencial en la biologia del parasito. Pudiendo también
sembrar las bases para el estudio de los Eg2DBDs como candidatos terapéuticos, ya que
los NRs de helmintos parasitos son considerados blanco putativos de nuevas drogas
antihelminticas y ademas, no existen miembros de la subfamilia 2DBD en los hospederos
del parasito. Asimismo, los estudios planteados aportaran a la dilucidacion del rol funcional
especifico de EgFABP1, que no ha sido determinado aun.

En sintesis, el presente trabajo permitié producir y purificar de forma exitosa a los dominios
E y F del receptor nuclear 2DBD{ de E. granulosus, y generd una plataforma experimental
para futuros estudios de interaccion con ligandos y proteinas, asi como para abordajes de
caracterizacién estructural y funcional mas profundos.
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9. Anexo

9.1 Medios de cultivo.

Medios Luria-Bertani (LB): 10 g de peptona, 5 g de extracto de levaduray 5 g de NaC, c.s.p
1 L agua miliRo. Autoclavar.

Medio Terrific Broth (TB): 4.8 g de triptona, 9.6 g de extracto de levadura, 1.6 mL de glicerol,
c.s.p. 360 mL agua miliRo. Autoclavar. En condiciones de esterilidad, agregar 40 mL de
solucién amortiguadora fosfato de potasio KH,PO,:K,HPO, (0.17:0.72) M; 800 pL glucosa
10g/L.

9.2 Soluciones amortiguadoras y otras

Solucién (sol) amortiguadora de sonicacion (500 mM NaCl, 50 mM fosfato de sodio pH 7,4,
10% glicerol). Para 50 mL: 3 mL NaCL 5M, 25 mL buffer fosfato de sodio (100 mM), 5 mL

glicerol y agua miliRo hasta completar el volumen.

Sol. amortiguadora de corrida PAGE nativo: (960 mM glicina; 125 mM Tris pH 7,4). Para
500mL de 5X: 36 g de glicina - 7,57 g de Tris.

Sol. amortiguadora de carga PAGE nativo: (30% glicerol; 12% SDS; 0,2 M Tris pH 6,8). Para
2 mL de 6X: 0,6 mL glicerol - 0,24 mL SDS al 10% - 0,8 mL Tris, completar con agua.

Sol. amortiguadora de carga para SDS-PAGE : (5X) 10% de SDS; 50% de glicerol; 500 mM
de Tris-HCI pH 6.8; 0.05% de azul de bromofenol; 500 mM de 2-mercaptoetanol.

Sol. de Coomassie Coloidal: amonio al 10%, acido fosforico al 1% (p/p) y Coomassie Blue
G-250 al 0,1%

9.3 Programa AKTA:

Fase Variable Valor
Volumen de la columna 0,962 mL
Columna HisTrap FF crude 1mL
Configuracién del método
Presiéon maxima (MPa) 0,3
Taza de flujo (mL/min) 1,0
Equilibracién con 00
. e concentracion de buffer B ’
Equilibracién inicial — —
Volumen de equilibracion con 500
buffer A ’
Aplicacion de la muestra Volimen de la muestra (mL) 15,0
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Volumen de arrastre (mL) 0,50
Concentracion de buffer B 00
Lavado inicial bara lavado (%B) :
Volumen de lavado (CV) con 30
buffer A ’
Concentracion de buffer B 00
para inicio de la elucion ’
Accion al ultimo tubo lleno Pausa
. . : Volumen de elucién (mL) 0,5
Elucion y fraccionamiento
Concentracioén de buffer B
para el gradiente de elucion 69,0
(%)
Volumen total de elucion (mL) 20,0
Concentracién de buffer B 100.0
Lavado final para lavado (%B) ’
Volumen de lavado (CV) 50
Concentracién de buffer B 00
Equilibracion final para equilibracion(%oB) :
g Volumen de equilibracion(CV) 50
con agua ’

9.4 Secuencias:

9.4.1: Cebadores utilizados durante la PCR | de RF-Cloning y durante la PCR colonia:

- Directo Eg-BLBD-Rf (53 pb): Tm: 78,7 °C (Macrogen: 73,6; 47% GC).
5’- GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCACTCTTGCGGAATTTACTCAGGG - 3

- Reverso Eg-BLBD-Rf (54 pb): Tm: 83,8 °C.
5"-GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCC TCACAAGTCATTCCTGTTGGAATC- 37

9.4.2: Cebadores utilizados durante secuenciaciéon por Sanger de plasmido pT7 con
vector: Tm = 57°C

- Promotor pT7: 5" - TAATACGACTCACTATAGGG - 3’
- Terminador pT7: 5" - GCTAGTTATTGCTCAGCGG - 3°

9.4.3: Alineamiento de las secuencias obtenidas del plasmido del clon C1
(pT7-beta-C1) con la secuencia de Ila base WormBase ParaSite
(https:/Iparasite.wormbase.org) (EgrG_000458200) correspondiente a Eg2DBDg, con
la herramienta Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msal/clustalo). Los
asteriscos y flechas indican coincidencia y diferencia de nucleétidos, repectivamente.

47




Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1_Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1_Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1_Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1_Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1_Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1 Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1_Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1_Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1 Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1_Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta C1 T7 mod
pT7-beta_C1_Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1 Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1 Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta C1_T7 mod
pT7-beta_C1 Beta-Rf-R_mod

Eg2DBD-beta-EF
pT7-beta_C1_T7_mod
pT7-beta_C1_Beta-Rf-R_mod

NNTTGTTTACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCAC
----------------------------------------------------- CCATCNC

------------------------------------ ACTCTTGCGGAATTTACTCAGGGA
GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCACTCTTGCGGAATTTACTCAGGGA
GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCACTCTTGCGGAATTTACTCAGGGA

s o o o R R o o o o R R R R Rk R R

ATCGAGCGAGCCACTGATTTTCTGCGATCTGAACGCATGCGGTTAAAACGGATCAGGACT
ATCGAGCGAGCCACTGATTTTCTGCGATCTGAACGCATGCGGTTAAAACGGATCAGGACT
ATCGAGCGAGCCACTGATTTTCTGCGATCTGAACGCATGCGGTTAAAACGGATCAGGACT

s e o o R ol o o ol R o o o ol o R R RO R R R O R O R R R R R R R R R R

GATCCGCAGCCCAGATTCACCAACTTGGACACCATTGAACGTGTCTGGTCGCAGATGATG
GATCCGCAGCCCAGATTCACCAACTTGGACACCATTGAACGTGTCTGGTCGCAGATGATG

GATCCGCAGCCCAGATTCACCAACTTGGACACCATTGAACGTGTCTGGTCGCAGATGATG
o kR R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CGGCAGTTCGTTTCACACACTAGAATGGTCGTCGATTTCTCGAAGCTTATCGCGGGCTTC
CGGCAGTTCGTTTCACACACTAGAATGGTCGTCGATTTCTCGAAGCTTATCGCGGGCTTC

CGGCAGTTCGTTTCACACACTAGAATGGTCGTCGATTTCTCGAAGCTTATCGCGGGCTTC
stk ok ok sk kok R kR ROk R ok kR R ok R lok R ok R R ko otk R R kR ko kR R R R

AATCGGCTGGGCATCAACGACAGAAGGCAGTTGATTCGCGCTGCCATGTATCCCATTATG
AATCGGCTGGGCATCAACGACAGAAGGCAGTTGATTCGCGCTGCTATGTATCCCATTATG

AATCGGCTGGGCATCAACGACAGAAGGCAGTTGATTCGCGCTGCTATGTATCCCATTATG
****x***************************x*******x******x***x***x**

CTGATAGAACTAAGCAGAGACTTTCAGAACAACAGCAGTCTCTCCTACAACTACTTTGAT
CTGATAGAACTAAGCAGAGACTTTCAGAACAACAGCAGTCTCTCCTACAACTACTTTGAT
CTGATAGAACTAAGCAGAGACTTTCAGAACAACAGCAGTCTCTCCTACAACTACTTTGAT

s e o R R R o R R o o o o o o o R R R R R R R R R kR R R R R Rk kR

TTCCCGGAGCGTGAGAAAGAAATCATAATTCAGCGCTTTCCTCCCCTCGCAAAAATAATC
TTCCCGGAGCGTGAGAAAGAAATCATAATTCAGCGCTTTCCTCCCCTCGCAAAAATAATC
TTCCCGGAgcgtgaGAAAGAAATCATAATTCAGCGCTTTCCTCCCCTCGCAAAAATAATC

SRR RO OB R OB R O R R OOR R OR R R R R R R O R R R R R R R R R

TCCCACCTCGTCCAGTCGGGGAAGGTTCTTCGACGCTTGAAGT TGGACGACATAGAGAGC
TCCCACCTCGTCCAGTCGGGGAAGGTTCTTCGACGCTTGAAGT TGGACGACATAGAGAGC
TCCCACCTCGTCCAGTCGGGGAAGGTTCTTCGACGCTTGAAGT TGGACGACATAGAGAGC

s e o R R R o R R o o o o o o o R R R R R R R R R kR R R R R Rk kR

ACCATTATATGTATACAGGAACTTTTAAGACACAAGAACGAGCTGGAAGATCCGGCCTCC
ACCATTATATGTATACAGGAACTTTTAAGACACAAGAACGAGCTGGAAGATCCGGCCTCC
ACCATTATATGTATACAGGAACTTTTAAGACACAAGAACGAGCTGGAAGATCCGGCCTCC

s e o R R R o R R o o o o o o o R R R R R R R R R kR R R R R Rk kR

TGCGAACACCTCTTCCTCCTATCCATGCAGGCCCTGOTGAACCATGAACATCAAAAATCC
TGCGAACACCTCTTCCTCCTATCCATGCAGGCCCTGOTGAACCATGAACATCAAAAATCC

TGCGAACACCTCTTCCTCCTATCCATGCAGGCCCTGGTGAACCATGAACATCAAAMATCC
R R L e R e ey

AAGTCAGATGCAGCAAGCGAACGTTTGACAGCATTTACGCAACTCTTGCCGATATTGAAT
AAGTCAGATGCAGCAAGCGAACGTTTGACAGCATTTACGCAACTCTTGCCGATATTGAAT

AAGTCAGATGCAGCAAGCGAACGTTTGACAGCATTTACGCAACTCTTGCCGATATTGAAT
R L T e e e e e T e ey

CAGTTGAACGTAGAACATCACGAAGTGTTGAGTCAAGTCCGCCTGCAGTTCCCCCACCTC
CAGTTGAACGTAEAACATCACGAAGTGLTGAGTCAAGTCCGCCTGCAGTTCCCCCACCTC
CAGTTGAACGTAGAACATCACGAAGTGTTGAGTCAAGTCCGCCTGCAGTTCCCCCACCTC

S THC B T AC S R D D R DR AT AT A SR DR DR TR R R AT D R D R R T B T T R T SRR

GTTTTTCCCGAGCTCTATGTCGAGATGTTCGCCATCGGGECCGATAAGCCACCTCACTTC
GTTTTTCCCGAGCTCTATGTCGAGATGTTCGCCATCGGGECCAATAAGCCACCGCACTTC

GTTTTTCCCGAGCTCTATGTCGAZaTGTTCGCCATCGGGGCCAATAAGCCA---------
R e L P T L T *t******t**t*x***t**

TTTCGGAACGATTCCAACAGGAATGACTTGTGA- — -~ === === —— - 777
TTTCGGaACGATTCCaaCAGGAATGACTTGTGAGGATCCGGCAGCTH 887
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