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AC anhidrasa carbonica

Acetil-CoA acetil-coenzima A

ADN acido desoxirribonucleico

AEC 3-amino-9-etilcarbazol

AG acidos grasos

AOFA antroiloxi-acidos grasos

ARN acido ribonucleico

ASCT acetato:succinato CoA-transferasa

ATP adenosina trifosfato

BSA seroalbumina bovina

cDMEM medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle's condicionado

cDNA ADN complementario al ARN mensajero

CDS secuencias codificantes (del inglés coding DNA sequences)

CG capa germinativa

CIAP fosfatasa alcalina de intestino de ternero (del inglés calf intestine alkaline
phosphatase)

CitC citocromo ¢

LL capa laminar (del inglés laminated layer)

CL cardiolipina

CRABPs proteinas celulares que unen acido retinoico (del inglés cellular retinoic
acid binding proteins)

CRBPs proteinas celulares que unen retinol (del inglés cellular retinol binding
proteins)

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DMSO dimetilsulféxido

dNTPs desoxirribonucleotidos trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP)

DO densidad optica

DPE dansil-fosfatidiletanolamina

dpm desintegraciones por minuto

DTT ditiotreitol

EDTA acido etilendiaminotetraacético

EgAgB Antigeno B de Echinococcus granulosus

ELISA enzimoinmunoensayo (del inglés enzyme linked immuno sorbent assay)

EPC fosfatidilcolina de huevo

EPE fosfatidiletanolamina de huevo

FABPs proteinas que unen acidos grasos (del inglés fatty acid binding proteins)

FAMEs ésteres metilicos de acidos grasos (del inglés fatty acid methyl ester)

FITC isotiocianato de fluoresceina



FRET
Fw

GFP
GLC
GTP
HDL
HLBPs

IgG
IPTG
Kb
kDa
kg

Kp

|

LB
LDL
LUV

M

mg
miRNAs
ml

mM
mRNA
NADH
NBD-PC
nm
ON
PAF
PAGE

PAIR
pb
PCR
PEP
PEPCK

PM
PPAR

PS

PVDF
RNAi
RNA-seq

ABREVIATURAS
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resonance energy transfer)

primer directo (del inglés forward)
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proteina verde fluorescente (del inglés green fluorescent protein)
cromatografia gas-liquido (del inglés gas-liquid chromatography)
guanosina trifosfato

lipoproteinas de alta densidad (del inglés high density lipoprotein)
proteinas que unen ligandos hidrofobicos (del inglés hydrophobic ligand
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kiloDalton

kilogramo

coeficiente de particidén
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lipoproteinas de baja densidad (del inglés low density lipoprotein)
vesiculas unilamelares grandes (del inglés large unilamellar vesicles)
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microRNAs
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fosfoenolpiruvato

fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (del inglés phosphoenolpyruvate
carboxykinase)

peso molecular

receptores activados por proliferador de peroxisoma (del inglés
peroxisome proliferator-activated receptors)

fosfatidilserina

fluoruro de polivinilideno (del inglés polyvinylidene difluoride)
interferencia por ARN

secuenciacion de ARN
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RT-PCR reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién reversa

Rv primer reverso (del inglés reverse)

SD desvio estandar

SDS dodecilsulfato de sodio

seg segundo

siRNAs ARN de interferencia pequenos (del inglés small interference RNAS)

SUVs vesiculas unilamelares pequenas (del inglés small unilamellar vesicles)

TLC cromatografia en capa fina (del inglés thin layer chromatography)

Tm temperatura de fusién (del inglés melting temperature)

TMB 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina

Tris tris-(hidroximetil)-aminometano

U unidad

UTR region no traducida (del inglés untranslated region)

\' voltios

VLDL lipoproteinas de muy baja densidad (del inglés very low density
lipoprotein)

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galacto-pirandsido

a- anti

Mg microgramo

1]} microlitro

MM micromolar

Medios y Buffers

LB 10g/I Triptona; 10g/l NaCl; 5g/l Extracto de Levadura

PBS 137mM NaCl; 10mM NazHPOg4; 1,8 mM KH2PO4; 1mM NaNs; pH 7,4

TAE 40mM Tris-Acetato, TmM EDTA, pH 8

TBE 90mM Tris-Borato, 2mM EDTA, pH 8

TBS 40mM Tris, 100mM NaCl, pH 7,4

TBST 20mM Tris, 150mM NaCl, 0,1% Tween 20, pH 8

TE 10mM Tris-Hcl, 1TmM EDTA, pH 8

TEK 10mM Tris-HCI; 1mM EDTA; 100mM KCI; pH 7,4

TFB1 100mM RbCI; 50mM MnCl; 30mM Acetato de Potasio; 10mM CaCly; 15%
Glicerol; pH 5,8

TFB2 10mM MOPS; 10mM RbCI; 75mM CaCly; 15% Glicerol; pH 8






RESUMEN

Los cestodos del género Echinococcus, en particular su estadio larval o metacestodo, son
los agentes patogenos responsables de las enfermedades denominadas hidatidosis o
echinococcosis, de importancia tanto en la salud humana como de animales domésticos. Las
especies mas representativas, por su amplia distribucion geografica y el impacto que
representan en la economia y la salud publica, son E. granulosus y E. multilocularis. La
Organizacién Mundial de la Salud ha incluido a estas enfermedades dentro de un grupo
prioritario de enfermedades tropicales desatendidas.

Estos cestodos, al igual que muchos otros platelmintos parasitos, son incapaces de
sintetizar la gran mayoria de sus lipidos de novo, por lo que deben adquirirlos a partir de sus
hospedadores. En ese contexto, se cree que las proteinas que unen acidos grasos (FABPs)
podrian tener un rol importante en la adquisicién de dichos nutrientes y la distribucion de los
mismos entre los diferentes tejidos, estadios y/o vias metabdlicas de estos cestodos.

Hasta el momento, sélo una FABP de E. granulosus, denominada EgFABP1, ha sido
parcialmente caracterizada. Sin embargo, para poder determinar si esta proteina participa en
el transporte e intercambio de lipidos, es necesario avanzar en el analisis de los ligandos que
EgFABP1 es capaz de unir y en su capacidad de intercambiar estos ligandos. Para ello, en la
presente tesis se aplicaron diversas técnicas biofisicas y bioquimicas para la caracterizacion
de la interaccion de EgFABP1 con ligandos y membranas fosfolipidicas. Mediante analisis por
cromatografia en capa fina y cromatografia gas-liquido de los lipidos que copurifican con
EgFABP1 recombinante expresada en Escherichia coli, se logré determinar que en un
ambiente celular complejo, como es el citoplasma de una bacteria, EQFABP1 sélo uniria
acidos grasos libres y no lipidos mas complejos, como por ejemplo, fosfolipidos. Asimismo,
mediante técnicas de protedlisis parcial y dicroismo circular se establecié que la union de
EgFABP1 a ligandos es capaz de inducir diferentes cambios conformacionales en la proteina,
dependiendo del tipo de acido graso al que se una. Por otro lado, el estudio de los mecanismos
de transferencia de acidos grasos fluorescentes a membranas fosfolipidicas artificiales mostré
que EgFABP1 emplearia un mecanismo de transferencia de tipo colisional, lo cual implica que
la proteina debe interactuar con la membrana para entregar sus ligandos. Esto es similar a lo
observado para FABPs de mamiferos, ampliamente estudiadas, que se asemejan a EQFABP1
tanto a nivel de secuencia como de estructura terciaria, lo que puede facilitar el enfoque de
futuros estudios sobre esta proteina de E. granulosus.

Por otra parte, la exploracion de los genomas de E. granulosus y E. multilocularis
recientemente publicados, permitié establecer la existencia de un total de seis genes de
FABPs en cada una de las dos especies, destacandose en el caso de E. multilocularis el
hecho de que dos de esos genes codifican para una misma proteina. En el presente trabajo,
se clonaron las cinco secuencias codificantes de E. multilocularis, por lo que se pudo

establecer experimentalmente parte de la estructura génica de dichos genes. Asimismo,
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RESUMEN

ensayos preliminares sugieren que estas FABPs se expresan diferencialmente en distintos
tejidos del parasito. Por otro lado, se realizé una caracterizacién bioinformatica de los genes
y proteinas FABPs predichos en ambos cestodos, comparandolos con informacién existente
sobre proteinas de esta familia en otros organismos.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis amplian el conocimiento relativo a las
FABPs de Echinococcus spp., revelando la existencia de toda una familia de FABPs que
podrian cumplir roles especificos en diferentes tejidos y/o estadios de estos parasitos. A
diferencia de lo que se creia previamente, esto plantea un panorama bastante mas complejo
en el transporte y metabolismo de acidos grasos, y posiblemente otros ligandos hidrofébicos,
en parasitos cestodos. Asimismo, la capacidad de EgFABP1 de interactuar con membranas y
transferir acidos grasos podria implicar su relacién con el transporte y derivacion de ligandos
hacia diferentes compartimentos y/o vias metabdlicas en las células de E. granulosus. Los
cambios conformacionales inducidos por ciertos ligandos, podrian tener implicancias desde el
punto de vista de la sefalizacidn y regulacion génica, analogamente a lo descripto para otras
FABPs.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El presente trabajo aborda diferentes aspectos vinculados a las proteinas que unen acidos
grasos (FABPs) de parasitos cestodos del género Echinococcus; en particular, de las especies
E. granulosus y E. multilocularis. En esta seccion se pretende presentar informacion basica
en relacion a los helmintos parasitos, prestando particular atencién a las especies antes
mencionadas. Asimismo, se brindara informacion relativa a las FABPs, partiendo de los
conocimientos acumulados en relacién a las FABPs de mamiferos (las primeras en ser
descubiertas y las mas estudiadas), pasando por FABPs de invertebrados en general, hasta

llegar a las de E. granulosus.

1.1 Parasitismo

Es sabido que en la naturaleza conviven e interactian entre si organismos de diferentes
especies, con diferentes grados de dependencia. Dichas asociaciones se conocen como
simbiosis. De acuerdo a la dependencia entre el simbionte y el hospedador, se admiten
normalmente tres grados de simbiosis: mutualismo, comensalismo y parasitismo.

En el caso del mutualismo, se benefician tanto el hospedador como los simbiontes, y existe
una dependencia fisiolégica mutua. Un ejemplo de mutualismo lo constituyen las termitas y
sus protozoos intestinales. Las termitas proporcionan el habitat y la celulosa, proveniente de
la madera, que ellas no son capaces de digerir. Los protozoos intestinales, por su parte, son
capaces de hidrolizar la celulosa, la cual puede ser usada tanto para su propio beneficio como
también para el de las termitas.

Por su parte, el comensalismo consiste en un fendmeno en el que el hospedador brinda el
habitat y el alimento a sus simbiontes, sin resultar él dafiado ni beneficiado. Al hospedador le
resulta indistinto interactuar o no con sus simbiontes. Los simbiontes, sin embargo, si
dependen fisiolégicamente de su hospedador. Ejemplos de comensales resultan ser ciertos
protozoos que viven en el intestino del hombre.

El parasitismo es la relacion en la cual el simbionte, que es fisioldgicamente dependiente
de su hospedador, puede perjudicar a este ultimo. Los trematodos, cestodos, acantocéfalos,

y varios protozoos y nematodos resultan ser ejemplos de parasitos animales (Olsen, 1977a).

1.1.1. Clases de parasitos

Existen diferentes clasificaciones de parasitos dependiendo de la localizacion en el cuerpo

y el periodo que pasa el parasito en contacto con su hospedador, asi como del grado de



INTRODUCCION

dependencia con el mismo. Si los parasitos viven sobre la superficie externa del hospedador
son considerados ectoparasitos, mientras que si el habitat es el interior del hospedador, los
mismos son denominados endoparasitos. Los ectoparasitos pueden vivir sobre la superficie
propiamente dicha del cuerpo del hospedador, o bien sobre cavidades que comunican
directamente con el exterior, como pueden ser las branquias de los peces. Los ejemplos mas
comunes de este tipo de parasitos resultan ser los piojos y garrapatas. Por su parte, los
endoparasitos pueden hallarse en diferentes localizaciones del interior del organismo del
hospedador como pueden ser el tubo digestivo, los pulmones, el higado y muchos otros tejidos
y células. Ejemplos de este tipo de parasitos son los cestodos, trematodos digeneos,
nematodos y protozoos.

Teniendo en cuenta el periodo que los parasitos pasan sobre o dentro del hospedador, se
los puede clasificar como parasitos temporales o parasitos estacionarios. Los parasitos
temporales solo tienen contacto con el hospedador para alimentarse. Una vez satisfechas sus
necesidades, lo abandonan. Ejemplos claros de este tipo de organismo resultan ser los
artrépodos hematdéfagos y las sanguijuelas. Los parasitos estacionarios, por su parte, pasan
un periodo definido de su ciclo de vida dentro o sobre su hospedador. Dependiendo de la
duracién de dicho periodo, se los puede subdividir a su vez en: parasitos periédicos, que son
aquellos que pasan parte de su ciclo de desarrollo en contacto con el hospedador y luego lo
abandonan para adoptar un tipo de vida no parasitario, y parasitos permanentes, que son los
que permanecen durante toda su existencia en los hospedadores, salvo por los momentos en
los que pasan de un hospedador a otro.

Por otra parte, se habla de parasitos accidentales cuando los mismos aparecen en
hospedadores poco comunes, y parasitos erraticos cuando migran a érganos poco comunes
de un hospedador normal.

Todas las clasificaciones mencionadas se aplican a parasitos obligados, es decir,
organismos cuyo desarrollo se lleva a cabo, al menos en parte, en su hospedador. Sin
embargo, existen animales que a pesar de ser, en condiciones normales, organismos de vida
libre, pueden existir durante breves periodos en el cuerpo de otros animales a los que llegan
accidentalmente. Este tipo de organismos son considerados parasitos facultativos e incluyen

ciertos nematodos de vida libre, asi como larvas de algunas moscas (Olsen, 1977a).
1.1.2. Caracteristicas del parasitismo
La caracteristica mas destacable del parasitismo es la capacidad de adaptacion. Si bien

las necesidades basicas de un parasito son similares a las de los organismos de vida libre

(habitat, alimento, reproduccion), su modo de vida dependiente de otro organismo ha llevado
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a que los parasitos desarrollen diversas adaptaciones para poder ingresar, permanecer vy,
eventualmente, salir de su hospedador.

Para poder vivir en un determinado hospedador, los parasitos han debido desarrollar
estructuras para poder aferrarse a €l. Esas adaptaciones consisten en ganchos, ventosas y
otras estructuras de adherencia.

Asimismo, ciertos parasitos necesitan poder salir de su hospedador para poder infectar uno
nuevo. Para ello, se utilizan diferentes vias dependiendo de cual sea la localizacion del
parasito en el cuerpo del hospedador. Los que se localizan en el aparato digestivo, pulmones,
higado o sistema reproductor, pueden utilizar las salidas naturales de dichos sistemas como
vias para eliminar quistes o huevos. Los que viven en sistema circulatorio, como el protozoo
causante de la malaria, generalmente requieren de animales hematofagos que les permitan
salir de su hospedador. En muchos casos, se completa parte del desarrollo en el organismo
que sirve como vector de dichos parasitos, el cual también servira para inocular al parasito en
nuevos hospedadores. Ciertos gusanos que se alojan en tejidos subcutaneos son capaces de
dafar la epidermis y formar aberturas a través de las cuales sus larvas pueden salir para
infectar nuevos hospedadores. Otros organismos, como los cestodos, abandonan a su
hospedador intermediario por medio de predadores o carrofieros, los cuales son, a su vez,
sus hospedadores definitivos.

Por otra parte, los parasitos han desarrollado también adaptaciones importantes para poder
sobrevivir en los periodos de transferencia entre un hospedador y otro. Aquellos que tienen
un ciclo vital directo, en el cual existe un periodo de desarrollo en el suelo o el agua, se observa
el desarrollo de quistes protectores, huevos con gruesas membranas, larvas con cuticulas
protectoras y otras adaptaciones tendientes a brindar proteccion frente a los riesgos de
desecacion, congelacién y demas inclemencias climaticas. Los parasitos con ciclo vital
indirecto, es decir, que tienen periodos de desarrollo en al menos un hospedador
intermediario, pueden poseer alguna de las caracteristicas antes mencionadas para periodos
de transferencia entre distintos hospedadores. Sin embargo, dado que la mayor parte del
tiempo su desarrollo se lleva a cabo dentro de algun hospedador, estos organismos deben
adaptarse a los diferentes medios bidticos que constituyen los cuerpos de sus diferentes
hospedadores. La supervivencia en los diferentes hospedadores depende de la capacidad
que hayan desarrollado los parasitos para resistir las reacciones inmunolégicas del
hospedador, la accion de los jugos digestivos, o bien la habilidad para alcanzar habitats donde
existan los nutrientes necesarios para el crecimiento y reproduccion en niveles adecuados.
Cabe destacar que los parasitos mas eficaces resultan ser los que han desarrollado una mayor
capacidad reproductiva, con la finalidad de compensar las posibles pérdidas causadas a lo
largo de sus complejos ciclos de vida. Dicho potencial puede alcanzarse mediante el aumento

de la produccion de huevos, la duplicaciéon de érganos sexuales en segmentos (como ocurre
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en los cestodos), o mediante reproduccion asexual extendida por largos periodos (Olsen,
1977a).

1.2 Cestodos

El phylum Platyhelminthes, incluye una gran variedad de especies de gusanos, tanto
parasitos como de vida libre. Los miembros de las clases Trematoda, Monogenea y Cestoda
constituyen la mayor parte de los platelmintos parasitos. Los platelmintos son gusanos, o
helmintos, planos (dorsoventralmente aplanados). Se caracterizan por tener cuerpos
bilateralmente simétricos, carentes de cuticulas o capas protectivas, por tener un bajo grado
de cefalizacion, y carecer de ano. Usualmente son hermafroditas (Brusca & Brusca, 2003;
Maule & Marks, 2006).

Dentro del phylum Platyhelminthes, son de particular interés para el presente trabajo los
organismos pertenecientes a la clase Cestoda. Los cestodos son, en su forma adulta, gusanos
planos con forma de cinta, exclusivamente endoparasitos (Brusca & Brusca, 2003; Olsen,
1977b; Smyth & McManus, 2007). Los estadios adultos de los parasitos pertenecientes a la
subclase Eucestoda se localizan casi exclusivamente en el tubo digestivo de hospedadores
vertebrados. Algunas excepciones se localizan en 6rganos y tejidos relacionados de igual
manera con procesos digestivos como pueden ser la vesicula biliar o los tubulos pancreaticos
(Brusca & Brusca, 2003; Smyth & McManus, 2007).

Dado que los parasitos del género Echinococcus (sobre los cuales se centra el presente
trabajo) pertenecen a la familia Taeniidae, dentro del Orden Cyclophillidea de los Eucestoda
(Brusca & Brusca, 2003; Olsen, 1977b); se describira brevemente a continuacién la anatomia
de los cestodos tenioides. Dichos organismos, en su estadio adulto, presentan tres zonas bien
definidas y caracteristicas: el escélex, el cuello y el estrébilo.

El escélex es un 6rgano de fijacion que en el caso de los cestodos del orden Cyclophillidea
es de tipo acetabulado, con presencia de ventosas. Este tipo de escolex puede ser a su vez
penetrativo 0 no penetrativo. Estos ultimos, como su nombre lo indica, no penetran demasiado
profundamente en la mucosa intestinal del hospedador, mientras que los escélex penetrativos
permiten una fijacion al hospedador mas intima, dado que invaden las criptas de Lieberkihn
del intestino del hospedador. En los Taeniidae, este tipo de escolex usualmente posee, aparte
de las ventosas, un rostelo, que es una extension en forma de cupula o dedo sobre el mismo.
En muchas especies el rostelo posee ganchos que colaboran con la fijacién del parasito a la
mucosa de su hospedador. En varias especies se han descripto glandulas de secrecién en el

escolex, aunque sus funciones no han sido claramente definidas (Smyth & McManus, 2007).



INTRODUCCION

El cuello es una pequefia region, inmediatamente posterior al escdlex, que contiene una
zona germinativa desde donde se originan las proglétides que forman el estrébilo (Brusca &
Brusca, 2003).

El estrébilo consiste en un tronco elongado, segmentado, formado por proglotides (Brusca
& Brusca, 2003). Cabe destacar que, aunque se observan constricciones en el estrébilo que
delimitan las proglétides, el interior posee un parénquima ininterrumpido y existen musculos
longitudinales que atraviesan la totalidad del cuerpo del organismo (Smyth & McManus, 2007).
El grado de maduracion de las proglétides aumenta conforme las mismas se alejan del
escolex. A medida que se van formando nuevas proglétides a partir del cuello, las mas viejas
se alejan del escolex, maduran, resultan inseminadas y se llenan de embriones (Brusca &
Brusca, 2003).

Dada la ausencia de aparato digestivo en los cestodos, la pared de su cuerpo ha debido
adaptarse para llevar a cabo tareas de absorcion de nutrientes y eliminacion de desechos.
Dicha pared, el tegumento, es un epitelio sincitial (Ver Figura I-1). El mismo esta constituido
por dos zonas: una superficial, anucleada, denominada citoplasma distal; y una nucleada,
denominada citoplasma proximal, que se encuentra en el mesénquima. El citoplasma distal
contiene abundantes mitocondrias, granulos y vesiculas. Dichos granulos y vesiculas
derivarian del aparato de Golgi ubicado en el citoplasma proximal, y estarian involucrados en
el mantenimiento del glicocalix. El citoplasma proximal y el distal se encuentran conectados
mediante tubulos citoplasmaticos que atraviesan la lamina basal (Smyth & McManus, 2007).
Una caracteristica del tegumento de los cestodos es que en su superficie externa cuenta con
plegamientos llamados microtricos, que suelen compararse con las microvellosidades
intestinales. Se ha propuesto que los microtricos no sélo aumentarian la superficie de
absorcion del tegumento, sino que también servirian como estructuras adhesivas (para evitar
que el parasito sea expulsado del tubo digestivo). Asimismo, sus extremos puntiagudos
servirian para erosionar las células del hospedador, permitiendo una mayor disponibilidad de
nutrientes para el parasito (Olsen, 1977b). Como se mencioné mas arriba, por fuera de la
membrana apical del tegumento existe una capa de glicocalix, el cual estd formado por
mucopolisacaridos y glicoproteinas. En cestodos, la alta proporcion de grupos acidicos que
forman el glicocdlix otorga una carga neta negativa a dicha superficie. Entre otras
propiedades, el glicocalix tiene la capacidad de concentrar iones, tanto organicos como
inorganicos, que podrian servir para activar enzimas unidas a la membrana plasmatica de los
cestodos. Asimismo, tendria capacidad de unir sustancias con alto peso molecular, como

enzimas del hospedador (Smyth & McManus, 2007).
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Figura I-1. Esquema del tegumento de un cestodo adulto. El tegumento se compone
de una zona mas superficial, anucleada, que se conecta por extensiones citoplasmaticas
al cuerpo de la célula tegumentaria, en donde se localiza el nucleo y otras organelas. En
la superficie del teqgumento hay estructuras llamadas microtricos, las cuales a su vez se
recubren de glicocalix. En el citoplasma distal existen también numerosos granulos y
vesiculas, posiblemente de secrecion. La figura ha sido adaptada del Banco de Recursos
Educativos Multimedia de la Universidad de  Ottawa, BIODIDAC
(http://biodidac.bio.uottawa.ca/).

1.3 Género Echinococcus

Los cestodos del género Echinococcus, en particular su estadio larval (o metacestodo), son
los agentes responsables de las enfermedades conocidas como hidatidosis o echinococcosis.
La hidatidosis quistica y la hidatidosis alveolar son las dos formas mas frecuentes en
humanos, y son provocadas por E. granulosus y E. multilocularis, respectivamente.

Estas zoonosis forman parte de un grupo de 17 enfermedades tropicales desatendidas,
prioritarias para la Organizacion Mundial de la Salud. En su conjunto, esas 17 enfermedades
afectan a mas de 1000 millones de personas alrededor del mundo, generando mayores

impactos en los paises con economias mas vulnerables (WHO, 2015).
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1.3.1. Ciclo de vida de Echinococcus spp.

El ciclo de vida de Echinococcus spp. (Ver Figura I-2) se caracteriza por ser un ciclo
indirecto, en el que estan involucrados dos hospedadores mamiferos. De modo muy general,
se puede decir que el ciclo involucra a animales carnivoros como hospedadores definitivos
(alojan el estadio adulto), y sus respectivas presas como hospedadores intermediarios (alojan

al estadio larval) (Ver Tabla I-1).

”@ ; E. granulosus s. I.

Hospedador Definitivo

E. granulosus s.s

E canadensis

Hospedador Intermediario

»3 ﬁ E. multilocularis

Hospedador Definitivo

Hospedador Intermediario

Figura I-2. Esquema de los ciclos de vida de E. granulosus s.l. y E. multilocularis.
En la figura se pueden ver esquematizados los diferentes estadios de los parasitos, asi
como los hospedadores en los que ingresan o se desarrollan cada uno de ellos. Los
estadios son: (1) Adulto, (2) Huevo, (3) Oncosfera, (4) Metacestodo, (5) Protoescoélex
invaginado, (6) Protoescdlex evaginado. En el ciclo de E. granulosus s. |. se
esquematizan diversos hospedadores intermediarios. Son aquellos que dieron nombre
a las diversas cepas, que luego pasaron a considerarse especies y son las que se
indican en el grafico. Los humanos actian en ambos casos como hospedadores
accidentales.
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Dado que el parasito adulto se aloja en el intestino de su hospedador definitivo, los huevos
infectivos son eliminados con las heces del hospedador y son capaces de contaminar el agua
y las pasturas que frecuentan los animales que actuan como hospedadores intermediarios.

Cuando los huevos de Echinococcus spp. son ingeridos por los hospedadores
intermediarios, los mismos eclosionan al alcanzar el intestino delgado del hospedador y
liberan la oncosfera (o hexacanto).

La oncosfera atraviesa la pared del intestino y alcanza las vénulas de la porta hepatica. A
través del torrente sanguineo, la oncosfera alcanza el higado, los pulmones u otros érganos
del hospedador intermediario en donde es capaz de establecerse y dar origen a un
metacestodo (estadio larval), cuyas caracteristicas pueden variar dependiendo de cual sea la
especie del género Echinococcus involucrada (Ver mas adelante), aunque en todas ellas se
trata de estructuras quisticas dentro de las cuales se generan, por reproduccion asexual, gran
cantidad de protoescélices.

El ciclo de vida del parasito se cierra cuando el hospedador definitivo ingiere metacestodos
alojados en las visceras de su presa. Al pasar por el sistema digestivo del hospedador
definitivo, se liberan los protoescélices que desarrollaran gusanos adultos en el intestino de
dicho animal. Cabe destacar que los humanos pueden actuar como un hospedador accidental,

siendo capaces de alojar metacestodos de Echinococcus spp. en sus érganos internos.

1.3.2. Especies pertenecientes al género Echinococcus

El numero de especies pertenecientes al género Echinococcus ha sido tema de debate
entre los especialistas durante muchos afos. Tal es asi, que no fue sino hasta la década del
50 del siglo XX que se determind que la especie responsable de la echinococcosis alveolar
era E. multilocularis, y no E. granulosus como se creia hasta ese momento (Nakao et al.,
2013). Por otra parte, las variaciones fenotipicas observadas en aislamientos de
Echinococcus obtenidos a partir de diferentes hospedadores intermediarios generaban aun
mas confusion al momento de determinar las especies pertenecientes a dicho género. Se
observaban diferencias en el desarrollo de parasitos provenientes de diferentes especies de
hospedadores intermediarios, diferencias en la infectividad de los mismos, ya sea hacia
humanos o hacia otros potenciales hospedadores, etc. Dichas variaciones, hicieron necesario
adoptar un sistema informal de designacion de esas variantes o “cepas” de E. granulosus
(Thompson & McManus, 2002). Las cepas se definieron como variantes “que difieran
estadisticamente de otros grupos de la misma especie en frecuencias de genes, y en uno o
mas caracteres que sean o pudieran ser relevantes para la epidemiologia o control de la
echinococcosis” (Thompson & Lymbery, 1988). De esta manera, se definieron las cepas oveja,

bufalo, caballo, vaca, camello, cerdo, cérvido y ledn, basandose principalmente en la
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especificidad por el hospedador intermediario; salvo por la cepa ledn, que se definié en base
a la especificidad por el hospedador definitivo. Mientras tanto, se incluian solamente cuatro
especies dentro del género Echinococcus: E. granulosus, E. multilocularis, E. vogeli y E.
oligarthra (previamente designado E. oligarthrus) (Nakao et al., 2013). Posteriormente, con el
avance en las técnicas de secuenciado de ADN, se comenzaron a analizar genes
mitocondriales y nucleares de los diversos integrantes del género Echinococcus. Dichos
estudios confirmaron que E. multilocularis, E. vogeli y E. oligarthra eran diferentes entre si y
que E. granulosus podia subdividirse en diferentes genotipos (indicados con la letra G seguida
de un numero), los cuales se correspondian a su vez con las cepas previamente determinadas
en base a observaciones fenotipicas. La relacion entre los genotipos y las cepas resulté ser
la siguiente: G1 (cepa oveja), G2 (cepa oveja de Tasmania), G3 (cepa bufalo), G4 (cepa
caballo), G5 (cepa vaca), G6 (cepa camello), G7 (cepa cerdo), G8 (cepa cérvido) y G10 (cepa
cérvidos de Escandinavia). El genotipo G9 es aun motivo de discusion y se considera, hasta
que se demuestre lo contrario, una variacion del genotipo G7 (Alvarez Rojas et al., 2014;
Nakao et al., 2013). Posteriormente, y a medida que progresaban los estudios filogenéticos
basados en secuencias de ADN, incluyendo secuencias completas de ADN mitocondrial, se
observé que los genotipos de E. granulosus eran aun mas divergentes de lo que se creia. Tal
es asi, que se reconsidero la taxonomia del género Echinococcus, de modo tal que, hoy por
hoy, se considera a E. granulosus como un complejo de especies que incluye a E. granulosus
sensu stricto (genotipos G1 a G3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5) y, en principio, E.
canadensis que incluiria a los genotipos G6-G10 (Nakao et al., 2013; H. Zheng et al., 2013).
En su conjunto, estas especies pueden denominarse E. granulosus sensu lato (E. granulosus
s. I1.). Asimismo, lo que se consideraba “cepa le6n” de E. granulosus, paso luego a ser
considerada una nueva especie, E. felidis; y se descubri6é también otra especie en China, mas
relacionada a E. multilocularis, denominada E. shiquicus (McManus, 2013; Nakao et al., 2013).
Recientemente, se ha sugerido que seria posible una division de E. canadensis (G6 a G10)
en otras tres especies (Lymbery et al., 2015). Si bien dichos autores sostienen que aun resta
trabajo por hacer en cuanto al analisis genético de dichas variantes, se apoyan en el hecho
de que existen diferencias en la distribucién geografica, rango de hospedadores y morfologia
de las mismas, suficientes como para proponer que se designen nuevas especies a partir de
los genotipos mencionados dentro de E. canadensis. Lo que se propone es retomar
nomenclaturas propuestas en los estudios morfolégicos que describieron originalmente la
diferencia entre dichos organismos. De este modo, lo que se postula es que E. canadensis
(G6/G7) pase a ser E. intermedius, E. canadensis (G8) sea E. borealis, y E. canadensis (G10)
permanezca como tal (Lymbery et al., 2015). Claramente, este es un campo de estudio muy
amplio en el que todavia pueden surgir novedades. Para los fines de este trabajo, al hablar

de E. granulosus se hara referencia a E. granulosus s. ., salvo que se especifique lo contrario.
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En la Tabla I-1 se muestra una compilacidon de la informaciéon discutida en los parrafos
previos a modo de resumen del estado actual en materia de taxonomia del género
Echinococcus (McManus, 2013; Moro & Schantz, 2009; Nakao et al., 2013; Thompson &
McManus, 2002).

. . ... Hospedador Hospedador Tipo de
Especie Genotipos Cepas Distribucidon
P P P Definitivo @ Intermediario ¥ metacestodo
. . . Oveja, vaca,
E.granulosus 00163 OvejalOvejade - ial Perro, zorro, dingo, 2 cerdo,  Unilocular
sensu stricto Tasmania/Bufalo chacal, hiena
camello, canguro
E. equinus G4 Caballo Mundla! . Perro Cab.allo‘ otros Unilocular
(Esporadico) equinos
. i Vaca, oveja, .
E. ortleppi G5 Vaca Mundial Perro i Unilocular
EXCanacEnsiS Camello, cerdo,
E. ) di b) GB/G7 Camello/Cerdo Mundial Perro vaca, oveja, Unilocular
(E. intermedius) -
E. canadensis Arti i
e G8 Cérvidos Aricanortey | opq Alce, clenoyiocular
(E. borealis) boreal canadiense
E. canadensis Cérvidos de Artica norte y Alce, reno, ciervo . .
i (B) G10 L Lobo, perro \ Unilocular
(E. canadensis) Escandinavia boreal canadiense
Europeo, Zorro rojo, zorro Roedores
E. multilocularis  Asiatico, Holartica artico, lobo, coyote, L Alveoclar
. arvicolinos, mono
Norteamericano perro, gato
Paca, aguti
P d S. '
E. vogeli Neotropical erro yena ero (Dasyprocta Poliquistico
venaticus), perro spp.)

Felinos salvajes
E. oligarthra Neotropical (puma, jaguar, Paca, aguti Pcliquistico
yaguarundi, ocelote)

Meseta

E. shiquicus . Zorro tibetano Pica Unilocular
tibetana
E. felidis Ledn Africa Ledn, ;hiena? ¢Facsquero ¢ Unilocular?
comun?

Tabla I-1. Taxonomia del género Echinococcus. La tabla muestra un resumen del estado
actual de la taxonomia del género Echinococcus, incluyendo algunos datos generales de
distribucidon geografica de las distintas especies, posibles hospedadores y tipo de metacestodo
que generan en sus hospedadores intermediarios. Con fondo gris se destacan las especies que
conforman el complejo conocido como E. granulosus sensu lato.

(a) Se enumeran so6lo algunos hospedadores susceptibles.

(b) El reconocimiento de las especies entre paréntesis ha sido recientemente propuesto por
Lymbery et al. (2015)

1.3.3. Morfologia de Echinococcus spp.

A continuacion se presentaran brevemente las caracteristicas morfologicas de los
diferentes estadios de los cestodos pertenecientes al género Echinococcus. De no

especificarse, se estara considerando a E. granulosus s. |.
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1.3.3.1. Adulto

El adulto es el estadio de Echinococcus spp. que se aloja en el intestino de su hospedador
definitivo. Se puede decir de modo general que el estadio adulto de Echinococcus spp. es un
gusano muy pequeio, de entre 2mm a 1cm de longitud (dependiendo de la especie) que
consiste en un escélex, un cuello y entre 3 y 5 proglétides, de las cuales las primeras son
inmaduras, las intermedias son sexualmente maduras, y las ultimas, gravidas (contienen
huevos ya desarrollados) (Nakao et al., 2013).

El escolex de Echinococcus spp. se caracteriza por ser acetabulado (con cuatro ventosas),
y por poseer un rostelo armado con dos filas de ganchos, unos mayores y otros menores. El
tamano de los ganchos varia de una especie a otra y se ha utilizado, junto a otros caracteres,
para diferenciarlas.

A continuacién del escélex se extiende un pequefio segmento alargado, el cuello, que da
origen a las proglétides, las cuales constituyen las unidades reproductoras del estadio adulto,
hermafrodita, de Echinococcus spp. (Ver Figura I-3).

El sistema reproductor masculino consiste en un gran numero de testiculos distribuidos por
el parénquima, los cuales se conectan, a través de los vasos deferentes, a la vesicula seminal
que se encuentra en la bolsa del cirro. El sistema reproductor femenino, por su parte, consiste
en un ovario desde donde surge el oviducto, el cual desemboca a su vez en el ootipo, que es
una especie de camara donde se ensamblan varios componentes de los huevos. El ootipo se
encuentra a su vez rodeado por la glandula de Mehlis, mientras que el utero se extiende a lo
largo de la progldtide y se conecta con el ootipo. El receptaculo seminal, donde ocurre la
fertilizacién, se conecta con la vagina, la cual desemboca junto a la bolsa del cirro en un atrio
genital comun (Brownlee et al., 1994). La ubicacién del atrio genital en las proglétides, asi
como variaciones morfolégicas de los érganos reproductores varian ligeramente entre las
distintas especies del género Echinococcus (Lymbery et al., 2015).

Se ha reportado que varias especies del género Echinococcus son capaces de auto-
inseminarse. Esto es, el cirro (érgano sexual masculino) se introduce en la vagina de la misma
proglétide para llevar a cabo la inseminacion (Smyth & McManus, 2007). Aunque la
inseminacion cruzada (entre proglétides de diferentes individuos) seria tedricamente posible,
no ha podido demostrarse que verdaderamente ocurra. Por otra parte, la auto-inseminacién
entre dos proglétides diferentes de un mismo individuo es considerada poco probable tanto
por la corta distancia que las separa, que impediria que el cestodo pueda doblarse para que
entren en contacto ambos poros genitales, como por el hecho de que en Echinococcus spp.
no suele haber dos proglétides con el mismo grado de madurez al mismo tiempo
(Mohammadzadeh et al., 2014; Smyth & McManus, 2007). Luego de la fertilizacion, una vez

que los huevos se desarrollan por completo, el utero queda extendido, ocupando
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practicamente la totalidad del ultimo segmento, esto es, la proglotide gravida. Es justamente
ese segmento el que al desprenderse del estrébilo posibilita la dispersién de los huevos en el

ambiente a través de las heces del hospedador.

Rostelo
Ventosa . ““" ;
»@ ;;} Escolex
?3:_% Cuello
{ ?‘.}"1 Proglétide
dt 4 i i
ey Testiculos < inmadura
Bolsa del cirro__ "’,"?%i'-.,' 1L Utero -
[ St
Cirro "‘.:'f?%?%{ .. Ducto espermatico PrOgéO’[Ide
. A by i
Poro\?en_ltar /&f}‘;&i’ Ducto vitelino madura
agina 7 Vi SRS
Recoptaculo 7 / 'lf'\" - Glandulavitelina =
L. seminal /) § Y
Estrobilo Ovario T Huevos
i -~ Utero
| ] L
Progloétide
gravida

Figura I-3. Adulto de E. granulosus. En la figura se muestra un esquema del estadio
adulto de E. granulosus en donde se indican las diferentes estructuras que lo
componen, asi como los 6rganos del sistema reproductor del parasito. Imagen
adaptada de (Brusca & Brusca, 2003).

Otro aspecto que vale comentar en relacion a la anatomia y fisiologia del estadio adulto de
E. granulosus, es la presencia de un sistema nervioso bien desarrollado, compuesto tanto por
componentes centrales como periféricos. El sistema nervioso central consiste en un par de
ganglios laterales ubicados dentro del escolex que se conectan mediante un anillo nervioso
central y una comisura cerebral transversal. De la parte anterior de los ganglios laterales se
extiende un par de nervios que se conectan con los ganglios rostelares, de los cuales parten
a su vez nervios que inervan el rostelo armado. Los ganglios posterolaterales, a diferencia de
los antes mencionados, se conectan solo a través de nervios, que a su vez los vinculan
también con los cordones nerviosos medianos. Las ventosas son inervadas por nervios

provenientes de los ganglios laterales y posterolaterales, y de los cordones medianos. A partir
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de los ganglios laterales parte un conjunto de 10 cordones nerviosos, los dos cordones
nerviosos laterales mayores, los cordones ventrolaterales, los dorsolaterales y dos pares de
cordones nerviosos medianos. Los cordones laterales pasan por los ganglios posterolaterales
antes de extenderse por el resto del cuerpo del parasito. A lo largo del recorrido de los nervios,
los mismos se conectan a través de comisuras transversales. El sistema nervioso periférico
se compone de plexos nerviosos que, sumados a los que inervan a las ventosas y el rostelo,
se asocian a la musculatura subtegumentaria y elementos del sistema reproductor, entre otras
estructuras (Brownlee et al., 1994).

En cuanto al sistema excretor, el mismo estd compuesto por tubulos colectores que
convergen en canales excretores que se extienden a lo largo del cuerpo del cestodo. Este
sistema es de tipo protonefridial (Smyth & McManus, 2007).

Existen también en el cuerpo del cestodo adulto capas musculares longitudinales y

circulares que se encuentran por debajo del tegumento.

1.3.3.2. Huevo

Los huevos de Echinococcus spp. tienen forma ovoide y un tamafio que ronda los 30-40um.
Se caracterizan por tener una capsula embrionaria muy fina que suele perderse al depositarse
los huevos con las heces del animal hospedador. La ausencia de dicha proteccién se
compensa mediante un engrosamiento del embriéforo, el cual esta formado por bloques de
queratina unidos por una sustancia cementante (Ver Figura I-4). Estas estructuras son las que
le dan al huevo un aspecto estriado al observarlo al microscopio (Eckert et al., 2001; Smyth &
McManus, 2007). Cabe destacar que los huevos de Echinococcus spp. son altamente
resistentes a diversos factores, pudiendo ser infectivos por largo tiempo si se encuentran en
condiciones adecuadas de temperatura y humedad. Por ejemplo, huevos de E. multilocularis
se han mantenido viables por 16 meses en agua a 4°C. Por otra parte, el calor seco o el agua
hirviendo son capaces de matar a los huevos de E. granulosus, y probablemente también a
las otras especies del género; mientras que tanto los huevos de E. granulosus como los de E.
muiltilocularis son altamente resistentes a temperaturas de congelacion de alrededor de -20°C
(aunque a -80°C sobreviven solo unas 48hs). Los huevos de estos cestodos son sensibles a
la desecacién, perdiendo viabilidad entre los 2 y 4 dias con humedades relativas de alrededor
de 25%. Finalmente, con respecto a la resistencia frente a compuestos quimicos
desinfectantes, se ha observado que los huevos de E. granulosus conservan viabilidad luego
de permanecer entre 5 y 60 min en etanol al 50%, 70% o 95%, aunque casi no sobreviven al
glutaraldehido al 5% o 10% (Eckert et al., 2001).

18



INTRODUCCION

Ganchos

Embrioforo

Oncosfera

Figura I-4. Huevo de E. granulosus. La figura muestra una fotografia de un huevo de
E. granulosus en la que se puede apreciar claramente el grueso embriéforo que rodea
ala oncosfera. A la derecha se muestra un esquema de cdmo suelen verse los huevos
de E. granulosus al microscopio, destacando el embridforo y los tres pares de ganchos
de la oncosfera que le dan su nombre alternativo: embrion hexacanto. La fotografia del
huevo fue tomada del Banco de Imagenes de la Universidad Complutense de Madrid
(http://escalera.bio.ucm.es/recursos/bicimagen)

En el interior del huevo se localiza el embrién denominado oncosfera (o hexacanto). La
estructura basica de la oncosfera consiste en un pequefo nucleo de células germinativas que
daran origen al metacestodo, un par de glandulas de penetracion, tres pares de ganchos
accionados por un complejo sistema de musculos, un sistema nervioso primitivo y un fino
epitelio que recubre lo antes mencionado, el cual posee también extensiones citoplasmaticas
(Smyth & McManus, 2007). Se han propuesto diversas funciones para las glandulas de
penetracion. Entre otras, se ha propuesto que sus secreciones podrian producir lisis de los
tejidos del hospedador, que protegerian a la oncosfera del ataque del sistema inmune del
animal al que esta invadiendo o que podrian asistir en la adhesion previa a la penetracion del
tejido. Sin embargo, aun no es claro el rol de estas glandulas en el proceso de penetracion
del intestino del hospedador intermediario (Holcman & Heath, 1997; Smyth & McManus,
2007). En cuanto a los ganchos de este estadio de Echinococcus spp., se ha propuesto que
los mismos podrian ayudar a romper los tejidos del hospedador, movilizados por la acciéon de
los musculos presentes en la oncosfera (Holcman & Heath, 1997).

Una vez atravesado el intestino del hospedador, la oncosfera alcanza la vena porta
hepatica y se traslada a través de la sangre hasta alcanzar el érgano blanco en el cual dara
origen al metacestodo. Normalmente el sitio de establecimiento del metacestodo es el higado
o el pulmon, aunque muchas otras localizaciones son posibles.

1.3.3.3. Metacestodo

El metacestodo es el estadio larval de Echinococcus spp. que se desarrolla en los érganos
internos de los animales que actuan como hospedadores intermediarios de dichos parasitos.
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Cabe recordar que es este estadio el responsable de las zoonosis que afectan al ser humano
conocidas como hidatidosis (o echinococcosis) quistica, causada por E. granulosus s.l.;
hidatidosis (o0 echinococcosis) alveolar, causada por E. multilocularis; y las echinococcosis
neotropicales causadas por E. oligarthra 'y E. vogeli. E. granulosus s.l. es también el agente
causal de la hidatidosis en animales de produccion ganadera, tales como ovejas, vacas y
cerdos, por lo que afecta no soélo a la produccién agropecuaria sino que incrementa las
posibilidades de infeccion del ser humano, por mantener el ciclo doméstico entre el perro y el
ganado.

A continuacién se hara una descripcion de las principales caracteristicas del metacestodo
de E. granulosus y se mencionaran luego las diferencias con los metacestodos de las otras
especies del género.

El metacestodo de E. granulosus consiste en una estructura vesicular (o quistica) turgente,
con liquido en su interior (liquido hidatico), que crece gradualmente aumentando su diametro.
Dicha vesicula se encuentra delimitada por una pared compuesta por una fina capa celular
interna (capa germinativa); y una capa acelular externa (capa laminar), que puede llegar a
medir unos 3 milimetros de espesor. El metacestodo suele estar rodeado por una tercera capa
mas externa, la capa adventicia. Esta es generada por el hospedador como resultado de la
resolucion de la respuesta inflamatoria temprana inducida por la presencia del parasito en los
tejidos del hospedador. El conjunto formado por el metacestodo y la capa adventicia se
denomina quiste hidatico (Ver Figura I-5).

Por brotacion interna, la capa germinativa (CG) da origen a las vesiculas proligeras, las
cuales a su vez generan protoescélices en su interior. La CG posee también un tegumento
sincitial, con microtricos truncados, cuya cara apical se orienta hacia afuera del quiste; y otros
tipos celulares como células musculares, de almacenamiento de glucégeno e indiferenciadas.
Hacia el interior del quiste, las células de la CG no forman sincitio ni poseen complejos de
unién, por lo que el liquido intercelular de la CG seria continuo respecto al liquido hidatico
(Diaz et al., 2011).

Tal como se menciond previamente, entre la CG y el tejido del hospedador, se encuentra
la capa laminar (LL). Esta estructura es una matriz extracelular especializada, que se
encuentra unicamente en organismos del género Echinococcus. Su funcion esta relacionada
con mantener la integridad fisica del metacestodo, asi como con proteger a las células de la
CG del ataque del sistema inmune del hospedador. El gran espesor de la LL de E. granulosus
ayudaria a mantener turgentes a los quistes hidaticos vivos, contrarrestando la presion

ejercida desde el exterior del mismo.
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El entramado de fibrillas que conforman la LL esta compuesto por mucinas (glicoproteinas
altamente glicosiladas) y los carbohidratos que componen la LL son O-glicanos del tipo
mucina. Por otra parte, en el caso de E. granulosus (pero no en E. multilocularis ni E. vogeli)
existen depodsitos de inositol-hexakisfosfato de calcio en la LL, aunque su funcidon se

desconoce (Diaz et al., 2011).

Capa adventicia

Capa germinativa

A Capa laminar

Capa laminar

Filtraciones de
celulas

0 germinativas

Capa germinativa
Liguido hidatico

Figura I-5. Esquema de la estructura del metacestodo. En el panel (A) se observa un
esquema del metacestodo de E. granulosus. Con las letras (a-d) se indican las etapas del
proceso de generacion de vesiculas proligeras y protoescdlices. La letra (e) muestra un quiste
hijo, con su propia LL. En el panel (B), por su parte, se esquematiza el desarrollo del metacestodo
de E. multilocularis. Se pueden observar los elementos basicos del metacestodo como son la
LL, la CG, las vesiculas proligeras y los protoescélices. Se destacan las filtraciones de células
germinativas que permiten la metastasis del parasito. Este esquema ha sido adaptado a partir
de (Thompson & Jenkins, 2014).

Los metacestodos de las otras especies del género Echinococcus tienen una estructura
similar al metacestodo de E. granulosus, pero presentan ciertas variaciones. E. vogeli y E.
oligarthra se diferencian en que sus metacestodos tienden a formar quistes con multiples
camaras, de alli que se llame hidatidosis poliquistica a la enfermedad causada por estos
cestodos en sus hospedadores intermediarios. En cuanto a E. multilocularis, su metacestodo
se desarrolla (principalmente en el higado) como una especie de laberinto de vesiculas. A
medida que crece, el metacestodo se infiltra en los tejidos del hospedador pudiendo incluso
generar metastasis y originar focos de crecimiento del parasito en otros érganos, lo que hace
que la hidatidosis alveolar sea una enfermedad mucho mas agresiva y letal que la hidatidosis
quistica (Ver Figura I-5). Recientemente, se han descripto elementos musculares y nerviosos
en la CG de E. multilocularis. Si bien el quiste es una estructura inmévil y se desconoce qué
funcion cumplirian las fibras musculares, se cree que estarian vinculadas con la invaginacion

de la CG en la formacion de las vesiculas proligeras. En cuanto a las fibras nerviosas, se ha
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propuesto que podrian ser parte de un sistema neuroendocrino que regule el desarrollo de la
larva de E. multilocularis (Koziol et al., 2013).

A diferencia de lo que ocurre en E. granulosus, la LL generada en los metacestodos de E.
vogeli y E. multilocularis ronda los 400um y los 10-12um de espesor, respectivamente (Diaz
et al., 2011).

1.3.3.4. Protoescoélex

Los protoescodlices se generan por brotacién a partir de la CG, en un proceso clonal y
asincronico. Durante el desarrollo de los protoescoélices, los mismos se encuentran unidos a
la membrana germinativa mediante un tallo, o pedunculo, del cual pueden liberarse una vez
alcanzado su desarrollo completo. Morfolégicamente, el protoescélex consiste en un escolex
con un rostelo armado y cuatro ventosas, muy similar a lo que es el escélex del cestodo adulto,
s6lo que normalmente se encuentra invaginado en la parte posterior del cuerpo (Ver Figura I-
6). El sistema nervioso de los protoescodlices se asemeja mucho al del cestodo adulto (Koziol
et al., 2013). Por otra parte, en los protoescolices completamente desarrollados es evidente
la presencia de corpusculos calcareos, que desaparecen al desarrollarse el adulto (Martinez
et al., 2005).
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Figura 1-6. Esquema de un protoescélex de E. granulosus. La figura muestra de
forma esquematica la morfologia de un protoescoélex en su forma invaginada (izquierda)
y evaginada (derecha). Como se puede observar, en la forma invaginada, tanto el
rostelo como las ventosas se encuentran retrotraidas hacia la parte posterior del cuerpo
del protoescélex. Las imagenes han sido obtenidas y adaptadas del centro de Recursos
de Imagenes de Medicina Tropical.
(http://tmcr.usuhs.edu/tmcr/chapter3/epidemiology6.htm)

Como se menciond al hablar del ciclo de vida de Echinococcus spp., los protoescélices son

el estadio infectivo para los hospedadores definitivos. Al ser el metacestodo ingerido por un
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hospedador adecuado, se liberan los protoescolices, los cuales se evaginan, activados por
enzimas digestivas, cambios de pH, sales biliares, etc.; para finalmente desarrollarse al
estadio adulto. No obstante, es muy importante destacar la gran plasticidad fenotipica que
poseen los protoescélices. No sélo son capaces de desarrollarse hacia el estadio adulto al ser
ingeridos por el hospedador definitivo, sino que, si se liberan del metacestodo (por ruptura del
quiste) son capaces de desarrollar nuevos metacestodos en los 6rganos del hospedador

intermediario.

1.3.4. Distribucién geografica de la hidatidosis

Si bien la hidatidosis quistica tiene una distribucion practicamente global, existen ciertas
regiones altamente endémicas para dicha parasitosis (Ver Figura I-7). Entre ellas se puede
mencionar el cono sur de Sudamérica, el norte de Africa, el sur y este de Europa, la zona este
del mar Mediterraneo, Siberia, Asia central y el oeste de China (Crompton, 2013). Es
importante recordar que actualmente se ha determinado la existencia de varias especies
causantes de hidatidosis quistica, las cuales previamente eran consideradas cepas o
genotipos de E. granulosus. Teniendo en cuenta ese escenario, es posible delinear la
distribucion geografica de las diferentes especies, a saber: E. granulosus s.s. (Genotipo G1)
esta presente en Australia, Europa, Estados Unidos, Nueva Zelanda, Africa, Sudamérica y
Rusia; E. granulosus s.s. (G2) en Tasmania y Argentina; E. granulosus s.s. (G3) en Asia; E.
equinus (G4) en Europa, Oriente Medio y Sudafrica; E. ortleppi (G5) en Europa, Sudéfrica,
India, Rusia y Sudameérica; E. canadensis (G6/G7) en Europa, Africa y Sudamérica; E.
canadensis (G8/G10) en América del Norte y el norte de Europa y Asia (Alvarez Rojas et al.,
2014; Thompson & McManus, 2002).

La hidatidosis alveolar, por su parte, se encuentra exclusivamente distribuida en el
hemisferio norte, existiendo focos endémicos muy importantes en China, en donde se han
registrado zonas con hasta un 5% de la poblacién humana infectada. Asimismo, se ha
detectado un aumento del numero de casos reportados de hidatidosis alveolar en Suiza, que
parecen estar relacionados con el aumento en la poblaciéon de zorros (Torgerson et al., 2010).

En cuanto a la hidatidosis poliquistica, producida por E. vogeli y E. oligarthra, se puede
decir que su impacto en la salud humana es significativamente menor que el de las dos
especies antes mencionadas. Dicha situacion parece estar relacionada con el hecho de que
los ciclos selvaticos de los cestodos causantes de las echinococcosis neotropicales se
encuentran practicamente aislados de la poblacién humana. No obstante, existe la posibilidad
de que el riesgo aumente si los animales domésticos, principalmente perros y gatos, entran
en contacto con los hospedadores intermediarios de E. vogeli y E. oligarthra

(respectivamente). Dicha situacién podria aumentar las probabilidades de infeccion de los
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pobladores de las regiones endémicas para estos cestodos, que abarcan zonas de América

central y del sur donde habitan sus respectivos hospedadores (D’Alessandro & Rausch, 2008).
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Figura I-7. Distribucion geografica de la hidatidosis quistica y alveolar. En el mapa
superior se muestran las zonas geograficas donde se puede encontrar la hidatidosis quistica,
causada por E. granulosus s.|. Se destacan regiones altamente endémicas en Sudamérica,
Africa, parte de Europa y Asia. La imagen fue adaptada del sitio web de la Organizacion
Mundial de la Salud, y corresponde a la distribuciéon de la hidatidosis del afio 2011
(http://www.who.int/echinococcosis/en/). En el mapa inferior se muestra la distribucion
geografica de la hidatidosis alveolar. Se destacan regiones altamente endémicas en Europa
central, Rusia, Turquia y China. La imagen fue adaptada a partir de (Torgerson et al., 2010)

24



INTRODUCCION

1.3.5. Importancia de la hidatidosis quistica en nuestra regién

Teniendo en cuenta los posibles hospedadores intermediarios de E. granulosus s.l. y la
importancia de las actividades ganaderas en los paises de la region, no sorprende que tanto
Argentina, como Uruguay, Brasil y Chile representen una zona altamente endémica para la
hidatidosis.

En el caso de Argentina, la hidatidosis esta distribuida practicamente en todo el territorio
nacional, con mayor prevalencia en zonas rurales y, en particular, en regiones de cria de
ganado ovino y caprino, aunque también afecta regiones de cria de ganado bovino y porcino.
Se calcula que el ciclo zoonético de E. granulosus se localiza en un 30% del territorio
argentino, lo que representa un area endémica de cerca de 1.211.912km?. No obstante, la
distribucion no es uniforme en todo el territorio, sino que existen provincias afectadas en toda
su extension y otras sélo parcialmente (Ver Figura I-8). Los mayores focos endémicos de
hidatidosis en Argentina se localizan en las Areas: Patagénica (Tierra del Fuego, Santa Cruz,
Chubut, Rio Negro y Neuquén), de la Pampa Humeda (Provincia de Buenos Aires, sur de
Santa Fe y Cérdoba), Mesopotamica (territorio de Corrientes, al sur del rio Corrientes, y norte
de Entre Rios hasta el eje La Paz, Federal y Concordia), Cuyana (Provincia de Mendoza y
oeste de San Juan), Mediterranea (parte de las provincias de Coérdoba, Santiago del Estero,
San Luis, La Rioja, Catamarca y San Juan), y de Alta Montana del Noroeste (Tucuman, Salta,
Jujuy y noroeste de Catamarca) (Moral, 2012).

Los analisis de los genotipos (algunos de ellos considerados hoy especies diferentes) de
E. granulosus presentes en el territorio argentino han podido identificar la presencia de G1'y
G2 (E. granulosus s.s.), G5 (E. ortleppi), G6 y G7 (E. canadensis). Dado que los analisis de
genotipificacion no se han realizado con fines epidemiolégicos, sino que se efectuaron a
muestras recolectadas en hospitales de alta complejidad y/o mataderos rurales, por solicitud
de estos, no se han podido calcular prevalencias e infectividades por especies (Guarnera,
2009). De hecho, de esos estudios parecia desprenderse que el genotipo G7 no era infectivo
para el humano, y recientemente se ha establecido que hay infecciones humanas causadas
por E. canadensis (G7) en diversos paises (Alvarez Rojas et al., 2014).

Desde el punto de vista de la salud publica, la hidatidosis es un problema grave en las
zonas endémicas, especialmente en aquellas vinculadas a actividades agroganaderas, y mas
aun en zonas de bajos recursos. La hidatidosis es una enfermedad crénica, que no sélo puede
ser mortal, sino que puede generar diversos grados de discapacidad que varian tanto en
gravedad como en duracion. La gravedad de la enfermedad varia mucho de acuerdo a la
localizacién del quiste hidatico. Por ejemplo, los quistes hepaticos suelen ser asintomaticos
durante mucho tiempo, aun cuando desarrollen un tamafo importante, mientras que los

quistes cerebrales u oculares pueden traer grandisimas complicaciones incluso siendo
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pequenos; esto explica por qué los quistes intracerebrales suelen detectarse en nifos,

mientras que los hepaticos se registran a edades mas avanzadas (Moro & Schantz, 2009).
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Figura I-8. Principales focos de hidatidosis quistica en Argentina. La figura muestra la
distribucién de la hidatidosis en la Republica Argentina, destacando los principales focos de
la enfermedad. Los puntos azules indican la ubicacién de las escuelas rurales que sefialaron
que la hidatidosis es una problematica presente en su comunidad (relevamiento 2006-2009).
El mapa fue adaptado de la pagina web del Programa Nacional Mapa Educativo del Ministerio
de Educacion de la Nacion (http://www.mapaeducativo.edu.ar/Atlas/Hidatidosis)
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En cuanto al impacto econémico de la hidatidosis quistica en la region, se ha estimado que
las perdidas monetarias debidas a la infeccién del ganado oscilarian aproximadamente entre
los 44 y 66 millones de dolares anuales. Haciendo correcciones por la estimacion de casos
no reportados, las perdidas rondarian entre los 77 y 115 millones de ddlares. Estas pérdidas
se deben al decomisado de higados infectados, la disminucion en la produccién de carne,
leche, lana y de la fecundidad de los animales enfermos, entre otros factores. Por su parte,
las estimaciones de pérdidas econdmicas anuales por hidatidosis quistica en humanos oscilan
entre los 15 y 30 millones de délares, dependiendo de los métodos aplicados para realizar el
calculo. Para estimar las pérdidas monetarias por la enfermedad en humanos se consideran
tanto los gastos de tratamientos como la pérdida de salarios relacionada a la incapacidad que
genera en algunos casos la enfermedad (Irabedra & Roig, 2007).

En varios de los paises de la region existen, o existieron, programas de control y vigilancia
de la hidatidosis, tendientes a reducir la prevalencia de la enfermedad. Muchos de ellos se
han basado en la administraciéon de drogas antihelminticas (Praziquantel) a los perros de
regiones altamente endémicas ocho veces al afo, con la finalidad de evitar que el parasito
llegara a su estado gravido y pudiera esparcir sus huevos en el ambiente. Estos programas
enfrentan, sin embargo, graves complicaciones para poder llegar a ser completamente
exitosos. Los mismos tienen amplios requerimientos de vehiculos y recursos humanos para
lograr desparasitar ya sea a grandes poblaciones de perros, o poblaciones pequefas pero
muy dispersas. Sumado a eso, los accesos a las zonas de mayor prevalencia de hidatidosis
muchas veces son bastante precarios, dificultando ain mas las tareas de control. No obstante
las complicaciones técnicas, han habido algunos avances en el control de la hidatidosis en
ciertas regiones, como Uruguay y las provincias argentinas de Tierra del Fuego, Neuquén y
Rio Negro. En algunos casos, aunque la enfermedad siga afectando al ganado y los perros
permanezcan parasitados, se ha logrado disminuir la prevalencia de la hidatidosis en
humanos mediante programas de educacion sanitaria, deteccion y tratamiento temprano de
los infectados. Cabe destacar que el mas grande desafio que deben vencer los programas de
control, aparte de las complicaciones técnicas y logisticas, es la continuidad en el tiempo, ya
sea por decisiones econémicas y/o politicas. En regiones de Chile, por ejemplo, se han
suspendido programas de control de la hidatidosis que estaban progresando con éxito (Larrieu
& Zanini, 2012).

Recientemente, en la Provincia de Rio Negro, se ha realizado una prueba de campo, en
ovejas, de la vacuna EG95. Esta vacuna se basa en una proteina recombinante de la
oncosfera de E. granulosus (Jabbar et al., 2011). Los resultados han sido prometedores, y
han mostrado proteccion frente a la infeccién por E. granulosus en animales de hasta tres
afios. No obstante, aun se requieren mas estudios que confirmen que los animales se

mantienen protegidos durante toda su vida productiva (Larrieu et al., 2013). Cabe destacar
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que si bien la aplicacién de la vacuna EG95 no esta exenta de complicaciones técnicas, de
infraestructura y econémicas, la misma representa una herramienta mas en la lucha contra la

hidatidosis.

1.3.6. Diagnéstico y tratamiento de la hidatidosis

El diagnéstico de hidatidosis se lleva a cabo mediante examen clinico, diagnéstico por
imagenes y serologia. En las etapas iniciales del desarrollo de la hidatidosis normalmente no
se presentan sintomas, razon por la cual la hidatidosis suele diagnosticarse en adultos en los
que el/los quiste/s han crecido durante varios afios. La aparicion de los sintomas puede variar
mucho dependiendo de cual sea el 6rgano afectado y de la posicién y tamafo del quiste en
dicho 6rgano. Asimismo, pueden surgir complicaciones debidas a rupturas del quiste que
pueden generar infecciones secundarias en otros tejidos del hospedador (debido a la
plasticidad fenotipica antes mencionada de los protoescélices). La ruptura del quiste puede
provocar también reacciones anafilacticas y otras complicaciones sumamente peligrosas para
la salud.

Una de las herramientas mas utiles para el diagndstico de la hidatidosis es la ecografia, la
cual permite el diagndstico, clasificacion (existe un sistema estandarizado de clasificacién por
ecografia de los quistes hidaticos, establecido por la Organizacion Mundial de la Salud) y
seguimiento de los quistes, aunque la sensibilidad es baja para quistes de pequefio tamafio.
Oftras técnicas de imagenes, como la resonancia magnética y la tomografia, son usadas
también para el diagnostico.

Las pruebas serologicas constituyen también una herramienta util para el diagnéstico y
seguimiento de la hidatidosis. No obstante, a pesar de su uso muy difundido, aun existen
dudas sobre su eficacia, ya que la misma parece variar con la localizacién, tamafio y estado
del quiste. Asimismo, se ha reportado reaccion cruzada con antigenos propios de otras
helmintiasis, cirrosis hepaticas y ciertos tipos de cancer, lo cual pone en duda su especificidad.

Respecto al tratamiento de la hidatidosis quistica, existen cuatro posibilidades,
dependiendo del estado de los quistes: cirugia, esterilizacién percutanea, tratamientos con
drogas u observacion.

La cirugia es el tratamiento mas habitual y, si bien suele ser efectivo, no garantiza que no
se produzca recurrencia. Se aplica a quistes grandes, a quistes infectados, propensos a
ruptura o localizados en 6rganos importantes. Por otra parte, es mas dificil de aplicar en
pacientes con multiples quistes en diversos 6rganos.

Las técnicas de esterilizacion percutéanea incluyen a PAIR (Puncion, aspiracion, inyeccion
y reaspiracién), que destruye la capa germinativa del quiste; y cateterismos modificados, que

remueven la totalidad del quiste. La técnica de PAIR involucra una puncion percutanea del
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quiste (asistida por ultrasonido), la aspiracion del contenido, inyeccion de algun
protoescolicida adecuado, y reaspiracion luego de 15 a 20 minutos. Un choque anafilactico es
un posible riesgo de aplicar esta técnica. Este tratamiento se acompafa de administracion de
drogas antihelminticas para prevenir quistes secundarios.

Los farmacos antiparasitarios que se utilizan para el tratamiento de la hidatidosis se
conocen como benzimidazoles, en particular se utilizan el mebendazol y el albendazol, siendo
este ultimo el mas usado actualmente. Estas drogas son mas efectivas para el tratamiento de
quistes pequefos, no siendo utiles para tratar quistes de mas de 10cm de diametro. Los
benzimidazoles poseen también efectos secundarios no deseados asociados a su uso
prolongado.

Finalmente, en algunos casos de quistes no complicados, se opta por la estrategia de
observaciéon, ya que muchas veces los quistes terminan calcificandose y volviéndose
totalmente inactivos, sin generar inconvenientes mayores.

En el caso de E. multilocularis, las posibilidades de tratamiento se reducen a la cirugia (con
administracion posterior de drogas para prevenir recurrencias), o bien a la administracién por
largos periodos de benzimidazoles, para los casos que no pueden ser operados. Estas drogas
inhiben la proliferacion de la larva, pero no la matan. En casos terminales de hidatidosis
alveolar se han llevado a cabo trasplantes hepaticos, pero el uso de inmunosupresores
asociado a este tipo de intervenciones puede estimular el crecimiento del parasito en caso de
no haberse removido por completo (McManus et al., 2012).

De lo antes mencionado se desprende claramente que, a pesar de los avances obtenidos
en la lucha contra la hidatidosis, aun resta mucho por hacer en lo que respecta al diagndstico
y tratamiento de la enfermedad. Sobre todo teniendo en cuenta que algunas de las alternativas
existentes, aunque eficaces, requieren de una gran infraestructura para ser llevadas a cabo o
poseen costos muy elevados, siendo que las personas mas vulnerables a esta enfermedad
suelen ser las de menores recursos. Por ejemplo, la técnica PAIR debe ser llevada a cabo por
equipos altamente capacitados, capaces de lidiar con un choque anafilactico. Asimismo, el
costo de los benzimidazoles y las preocupaciones respecto a su eficacia hacen que se
necesiten nuevas drogas para tratar esta enfermedad (McManus et al., 2012).

Debe tenerse en cuenta que para poder llevar a cabo el desarrollo de drogas especificas
contra la hidatidosis que reduzcan el uso de terapias invasivas, es de suma necesidad ampliar
nuestro conocimiento en lo que respecta a la biologia del parasito, los factores que favorecen
su establecimiento, su relacidon con el hospedador y otras variables que permitan interrumpir

su desarrollo, y por consiguiente, el de la enfermedad.
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1.4 Metabolismo de Echinococcus spp. y otros cestodos

El profundizar en el conocimiento del metabolismo de los cestodos no sélo es importante,
e interesante, desde el punto de vista basico, sino que de él pueden llegar a desprenderse
estrategias que permitan intervenir en el establecimiento y desarrollo de estos parasitos en
sus hospedadores, y por ende contribuir al control de la hidatidosis y el impacto que ella
genera sobre la salud de la poblacion. A continuacion se hara una descripcion de algunos
aspectos del metabolismo general de los cestodos que ayudaran a comprender el motivo por
el cual resulta de interés el estudio de las FABPs de estos organismos. Cabe destacar que la
informacién disponible acerca del metabolismo de los cestodos ha surgido del estudio de
diversas especies, principalmente de Hymenolepis diminuta. No obstante, se ha visto que
algunas vias estudiadas también en otros cestodos (incluyendo Echinococcus spp.) se
asemejan notablemente a las de H. diminuta e inclusive a las de parasitos trematodos como
Fasciola hepatica y Schistosoma mansoni. Esto quizas se deba al hecho de que,
esencialmente, todos los platelmintos mencionados estan perfectamente adaptados a su
estilo de vida parasitario, por lo que muchas de sus adaptaciones resultan ser comunes a las

diferentes especies.

1.4.1. Metabolismo general y obtencién de energia

Hasta el momento es ampliamente aceptado el concepto de que la fuente de energia por
excelencia de los platelmintos parasitos son los hidratos de carbono, siendo el glucégeno la
forma de almacenamiento de los mismos. Estas reservas le permiten a los parasitos subsistir
durante las etapas de sus ciclos de vida en las que se encuentran fuera del hospedador
(huevos, en el caso de Echinococcus), asi como durante los periodos de ayuno del
hospedador, en los que la concentracion de glucosa en el intestino son bajas, como se ha
determinado para H. diminuta (Maule & Marks, 2006).

Respecto a los mecanismos utilizados para la obtencion de energia, se considera que los
estadios de vida libre de los parasitos utilizan vias aerdbicas para catabolizar las reservas
endogenas de las cuales se suplieron mientras se encontraban en su hospedador. EI camino
seguido para la degradacion de las reservas de glucogeno consiste en la via clasica de
glucdlisis de Embden-Meyerhof, la oxidacion de piruvato a acetil-coenzima A (acetil-CoA)
dentro de las mitocondrias por accion del complejo de la piruvato deshidrogenasa, y la
posterior oxidacion del acetil-CoA a CO, mediante las reacciones del ciclo de Krebs. EI ATP

es formado, en su mayor parte, por fosforilacion oxidativa acoplada a la cadena de transporte
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de electrones mitocondrial, aunque obviamente existen también reacciones donde se produce
ATP por fosforilacién a nivel de sustrato (Maule & Marks, 2006; Smyth & McManus, 2007).

En el caso de los parasitos adultos, los mismos no degradan los hidratos de carbono hasta
COg, sino que generan una cierta variedad de compuestos (dependiendo de qué especie se
trate) como resultado de procesos fermentativos. Existen dos vias fermentativas principales:
la glucdlisis anaerébica y la dismutacién del malato.

La glucdlisis anaerébica, la cual genera lactato como producto final y rinde 2 ATP por
molécula de glucosa, se lleva a cabo por la via clasica de Embden-Meyerhof. E. granulosus
se encuentra dentro del grupo de parasitos que libera una cantidad considerable de lactato.
Si bien todos los platelmintos parasitos utilizan en cierta medida la glucdlisis anaerébica, en
la mayoria de los casos es la otra via (dismutacion del malato) la que resulta de mayor
relevancia.

En la via de dismutacion del malato, se degrada la glucosa, via glucdlisis, hasta
fosfoenolpiruvato (PEP). Luego, el PEP es carboxilado por accién de la enzima PEP
carboxiquinasa (PEPCK, por sus siglas en inglés) a oxalacetato, el cual es luego reducido a
malato. El malato es transportado a la mitocondria, en donde una porcion del malato se oxida
a acetato y otra se reduce a succinato, pudiendo formarse luego, en algunas especies,
propionato. En la rama oxidativa de esta via, el malato pasa a piruvato por accién de la enzima
malica, y luego el piruvato se oxida a acetil-CoA por accion del complejo de la piruvato
deshidrogenasa, que estaria adaptado, en los helmintos parasitos, a actuar en condiciones
anaerobicas. En algunos parasitos se ha determinado que el acetil-CoA pasa luego a acetato
mediante la accién de una enzima llamada acetato:succinato CoA-transferasa (ASCT). El
succinil-CoA generado por la ASCT pasa luego a succinato, y genera energia en forma de
ATP (o GTP) por accién de la enzima succinil-CoA sintetasa (la misma que normalmente
forma parte del ciclo de Krebs). Teniendo en cuenta que la dismutacion del malato es una via
fermentativa, el balance neto de poder reductor debe ser nulo, por lo que el NADH generado
en la oxidacién del malato a acetato debe reoxidarse. Para ello, parte del malato es reducido
a succinato por una serie de reacciones que revierten, en parte, algunas de las reacciones del
ciclo de Krebs. La proporcién de succinato:acetato debe ser de 2:1 para mantener el balance
redox. La reduccién de fumarato a succinato, catalizada por la fumarato reductasa (que forma
parte de una cadena de transporte de electrones), esta asociada a la sintesis de ATP. Para
poder reducir fumarato a succinato, estos organismos cuentan ademas con una quinona
(diferente a la ubiquinona de la cadena de transporte de electrones “convencional”)
denominada rodoquinona. Algunos platelmintos parasitos metabolizan el succinato obtenido
por esta via hasta propionato, siguiendo el camino inverso al que se produce en otros
organismos para formar succinil-CoA a partir de propionil-CoA, por ejemplo en la degradacion

de acidos grasos con numero impar de carbonos. Este no parece ser el caso para
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Echinococcus, el cual se ha reportado que excreta succinato y acetato, aparte de lactato, tanto
en condiciones aerdbicas como anaerdbicas (Maule & Marks, 2006; Smyth & McManus,
2007). La degradacion anaerdbica de la glucosa hasta propionato y acetato, mediante la via
de dismutacion del malato que se da en algunos platelmintos parasitos, genera unas 5
moléculas de ATP por molécula de glucosa. Este rendimiento energético es mayor que el
alcanzado mediante la glucdlisis anaerébica hasta lactato, que genera 2 ATP por molécula de
glucosa. Algunos estudios han demostrado que el estadio larval de E. granulosus posee la via
de las pentosas y que alrededor de un 20% de la glucosa utilizada in vitro por este organismo
seria a través de esta via (Smyth & McManus, 2007).

Como se ha dicho antes, los platelmintos parasitos dependerian exclusivamente de los
hidratos de carbono como sustratos para obtencion de energia. Si bien los estadios de vida
libre, en teoria, tendrian capacidad aerdbica y la posibilidad de oxidar acidos grasos, esto no
ha podido ser demostrado. Por otra parte, los aminoacidos no parecen hacer una contribucién
importante a la obtencidn de energia por parte de estos organismos, aunque si son necesarios
para la sintesis de sus proteinas (Maule & Marks, 2006).

Respecto a los nucleétidos, se ha observado que algunos cestodos son capaces de
sintetizar pirimidinas de novo, aunque los nucledtidos purinicos deberian ser incorporados a
partir del hospedador. Las purinas libres pueden incorporarse por vias de salvataje (Smyth &
McManus, 2007).

En cuanto a los lipidos, la mayoria de estos compuestos no pueden ser sintetizados de
novo por los cestodos, por lo que dependen de los hospedadores para adquirir estos
nutrientes fundamentales.

Recientemente, con la publicacion de los genomas de E. granulosus y E. multilocularis, se
ha obtenido mayor informacién que respalda lo observado previamente. Entre otras, las vias
de sintesis y degradacioén de muchos lipidos estarian ausentes en estos organismos, asi como
muchas de las vias de sintesis de aminoacidos y nucleétidos (Tsai et al., 2013; H. Zheng et
al., 2013).

A continuacion se presenta una descripcion un poco mas detallada del conocimiento actual

sobre el metabolismo lipidico de los cestodos.

1.4.2. Metabolismo de lipidos

Desde el punto de vista energético, como se ha dicho, los lipidos no serian un sustrato
importante en los platelmintos parasitos. No obstante, dadas las multiples funciones que
poseen los lipidos en las células, se hara una breve descripcion de la informacion disponible

respecto al metabolismo de estos compuestos.
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Tal vez la funcion mas evidente de los lipidos sea la de formar las membranas bioldgicas
que delimitan a las células y sus compartimentos intracelulares, siendo el colesterol y los
fosfolipidos los principales componentes lipidicos de las mismas. Estos compuestos no son
sintetizados de novo por los platelmintos parasitos, sino que son obtenidos directamente a
partir del hospedador (colesterol) o formados a partir de precursores mas simples obtenidos
también del hospedador (acidos grasos y grupos polares para la sintesis de fosfolipidos).

Estudios en E. granulosus han revelado que, si bien este parasito posee algunas enzimas
de la via del mevalonato, el mismo es incapaz de sintetizar colesterol. Se supone que los
platelmintos parasitos utilizarian dicha via para la sintesis de quinonas (como la rodoquinona)
e isoprenoides para prenilacion de proteinas, o bien con funciones hormonales (Digenis et al.,
1970; Frayha, 1974; Maule & Marks, 2006; Smyth & McManus, 2007). Se ha observado
también actividad esterasa en protoescoélices de E. granulosus (Digenis et al., 1970), y se ha
demostrado que el mismo es capaz de captar colesterol radiactivo a partir del hospedador en
infecciones secundarias (Frayha, 1968). Se cree, por lo tanto, que dicho nutriente podria
incorporarse en forma de ésteres de colesterol y luego ser liberado dentro de los tejidos
parasitarios (Digenis et al., 1970).

En algunos cestodos se han observado gotas lipidicas en las células del tegumento. Se
cree que las mismas contendrian depdsitos de lipidos para sintesis de membrana, ya que,
como se dijo previamente, los lipidos no serian un sustrato para obtencion de energia en estos
organismos (Smyth & McManus, 2007).

En lo que respecta a los acidos grasos, los cestodos son incapaces de sintetizarlos de novo
a partir de acetil-CoA. Sélo pueden elongar acidos grasos obtenidos a partir del hospedador.
Si bien la elongacion de los acidos grasos ocurriria por adicién secuencial de moléculas de
acetil-CoA, se desconoce el mecanismo por el cual esto ocurre. En algunas especies de
cestodos se ha detectado sintesis de prostaglandinas. Estos lipidos inmunomoduladores
derivan de acidos grasos insaturados de cadena larga, y podrian estar involucrados en la
defensa de estos parasitos frente al ataque del sistema inmune del hospedador (Smyth &
McManus, 2007).

Los fosfolipidos, como se menciond previamente, parecen ser sintetizados en cestodos a
partir de acidos grasos y grupos polares obtenidos a partir del hospedador. Por lo demas, la
sintesis de fosfolipidos en cestodos no parece tener particularidades que los diferencien en
gran medida de otros organismos (Maule & Marks, 2006; Smyth & McManus, 2007). En E.
granulosus, los fosfolipidos principales son fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilinositol (Frayha et al., 1980). En la Figura /-9 se muestra un esquema de las vias
descriptas.

Frente a este panorama, y teniendo en cuenta su estilo de vida parasitario, resulta natural

pensar en que los cestodos, y Echinococcus spp. en particular, deben haber desarrollado
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mecanismos para la obtencién de los compuestos hidrofébicos que toman de sus
hospedadores. Asimismo, dada la insolubilidad en agua de los lipidos, Echinococcus spp., al
igual que otros organismos, debe depender de proteinas de unidn a lipidos que le permitan
transportarlos y distribuirlos entre sus tejidos o dentro de sus células. En relacion a este
aspecto, en cestodos se han descripto dos familias de proteinas de unién a lipidos: las FABPs,

y las proteinas que unen ligandos hidrofobicos (HLBPs, por sus siglas en inglés). De estas
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Figura 1-9. Metabolismo lipidico en cestodos. El esquema muestra un resumen del
metabolismo lipidico en cestodos. Las flechas blancas interrumpidas indican vias ausentes en
estos organismos, mientras que las negras simbolizan las vias presentes. Dada la capacidad
biosintética limitada de los cestodos, algunos lipidos complejos sélo pueden ser sintetizados a
partir de compuestos mas simples obtenidos a partir del hospedador (marcados en azul). HMG-
CoA: hidroximetilglutaril-coenzima A; PP: pirofosfato; PA: acido fosfatidico; CDP-DAG: citidina-
difosfato-diacilglicéridos; PI: fosfatidilinositol; DAG: diacilglicéridos; TAG: triacilglicéridos; PC:
fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; PS: fosfatidilserina.

Figura adaptada de (Maule & Marks, 2006).

dos familias de proteinas, la de las HLBPs es exclusiva de cestodos, mientras que la de las
FABPs se encuentra ampliamente representada en el reino animal. A continuacién se hara

una descripcion de las caracteristicas principales de las mismas.

1.5 Proteinas que unen ligandos hidrofébicos (HLBPs)

La familia de las HLBPs esta compuesta por un conjunto de proteinas especificas de
cestodos dentro de las cuales se pueden considerar dos clases, las HLBPs intracelulares y
las HLBPs secretadas al medio extracelular. Dentro del primer grupo se pueden mencionar

MeHLBP descripta en Moniezia expansa y H-HLBP, de Hymenolepis diminuta; mientras que
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TsHLBP de Taenia solium y el Antigeno B (EgAgB) de E. granulosus pertenecen a las HLBPs
que poseen secuencias sefiales de secrecion (Alvite & Esteves, 2012).

Las HLBPs son lipoproteinas de alto peso molecular cuya fraccion proteica estd compuesta
por subunidades monomeéricas ricas en a-hélices de entre 7 y 11kDa aproximadamente. Estas
lipoproteinas son muy abundantes en cestodos y son altamente inmunogénicas, razén por la
cual han sido ampliamente estudiadas como posibles elementos de diagndstico de infecciones
causadas por dichos organismos. No obstante, su rol como lipoproteinas participantes del
metabolismo lipidico de los cestodos o su posible funcion en la relacién parasito-hospedador
ha sido menos explorado.

En el caso particular de EgAgB, esta lipoproteina fue encontrada en el liquido hidatico de
E. granulosus (siendo uno de los componentes mayoritarios de dicho liquido), aunque esta
presente también en protoescolices y capa germinativa. EQAgB es uno de los antigenos que
se usan hoy en dia para el diagndstico serologico de la hidatidosis. El hecho de que genere
respuesta inmune en el hospedador hace pensar que esta lipoproteina podria salir del quiste
y estar en contacto con tejidos del hospedador. No obstante, aun no hay evidencia clara de
que esto sea asi (Silva-Alvarez et al., 2015a).

Tal como se menciond, EgQAgB es una lipoproteina, y como tal, estd compuesta por varias
subunidades proteicas y por una amplia variedad de lipidos. EI componente proteico del
EgAgB consiste en varias subunidades codificadas por una familia de genes altamente
polimorficos. Esta familia incluye al menos cinco grupos de genes denominados EgAgB1-
EgAgB5. El numero de genes codificantes para las subunidades del EgAgB ha sido motivo de
debate, pero en base a los datos obtenidos a partir del analisis gendmico de E. granulosus se
ha propuesto la existencia de 7 genes, 3 de los cuales serian copias, con pequenas diferencias
entre si, de EgAgB3. Datos similares se han obtenido a partir del genoma de E. multilocularis
(Tsai et al., 2013). Todos los genes poseen estructuras similares con dos exones, el primero
de los cuales codifica para un péptido sefal de secrecion, mientras que el segundo codifica la
subunidad madura de 8kDa, tradicionalmente denominadas EgAgB8/1-EgAgB8/5. Cuando se
comparan las secuencias aminoacidicas de las subunidades de EgAgB, se encuentra que los
miembros de EgAgB1, EgAgB3 y EgAgB5 se parecen mas entre si que a los miembros de
EgAgB2 y EgAgB4, y viceversa (Silva-Alvarez et al., 2015a, 2015b). Tal como se ha
mencionado, la estructura secundaria de las subunidades de EgAgB es predominantemente
a-helicoidal. Mediante modelado molecular se ha encontrado que la distribucion de residuos
hidrofébicos e hidrofilicos generaria sitios de union a ligandos hidrofébicos. Asimismo, la
distribucién de cargas seria compatible con la agregacién de las subunidades (Silva-Alvarez
et al., 2015a).

El componente lipidico de EgAgB ha sido bastante menos estudiado que la parte proteica

de dicha lipoproteina. Inicialmente, los estudios se habian enfocado en tratar de determinar,
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principalmente mediante el empleo de sondas fluorescentes, qué clase de lipidos eran
capaces de unir las subunidades de EgAgB. De esta manera, se encontré que los acidos
grasos eran candidatos a ser unidos por las apolipoproteinas que componian el EQAgB. No
obstante, estudios posteriores en donde se analizaron los lipidos extraidos de las particulas
de EgAgB purificado a partir de liquido hidatico demostraron que la mezcla de ligandos de la
lipoproteina era mucho mas compleja. Esos analisis permitieron determinar que dentro de la
fraccion lipidica del EgAgB podian encontrarse tanto lipidos muy poco polares, como
triglicéridos y ésteres de colesterol, como una amplia variedad de fosfolipidos, siendo la
fosfatidilcolina el mas abundante. Asimismo, el analisis de los acidos grasos que forman parte
de los lipidos complejos demostrd que los acidos palmitico, estearico y oleico son los mas
abundantes dentro del EgAgB. En conjunto, los resultados obtenidos hacen pensar en que la
disposicién de los lipidos y proteinas que componen el EgAgB podria ser similar a la que se
encuentra en las lipoproteinas plasmaticas de los vertebrados o de la hemolinfa de
invertebrados, es decir, un nucleo hidrofébico compuesto de ftriglicéridos y ésteres de
colesterol, rodeado de fosfolipidos, colesterol no esterificado y proteinas (Silva-Alvarez et al.,
2015a).

Dada la limitadisima capacidad biosintética de Echinococcus y su necesidad de adquirir los
lipidos a partir de su hospedador, es sumamente légico pensar que de alli provienen los
componentes lipidicos del EQAgB. Esto apoya las hipoétesis que plantean que el EQAgB estaria
relacionado con la adquisiciéon de nutrientes. Lo que se desconoce es cuales serian los
mecanismos mediantes los cuales el EQAgB adquiere dichos lipidos, no obstante, algunas
posibilidades han sido planteadas. Una posibilidad es que el EQAgB pueda interactuar con las
lipoproteinas plasmaticas del hospedador y asi cargarse de lipidos, de manera analoga a lo
que ocurre entre diferentes lipoproteinas plasmaticas de vertebrados. Esto podria ocurrir
alrededor de los tejidos del hospedador, o bien dentro del liquido hidatico, ya que se ha
encontrado apolipoproteina A-I formando parte de dicho liquido, senalando que las HDL
(lipoproteinas de alta densidad) del hospedador podrian estar ingresando al quiste por algun
mecanismo que aun se desconoce. Otra posibilidad es que el EQAgB adquiera lipidos a partir
de las células del hospedador. En este sentido, se ha demostrado que EgAgB es capaz de
unirse in vitro a monocitos, macréfagos, células dendriticas y neutréfilos, aunque todavia no
se conoce que receptores estarian involucrados ni que destinos tendria el EQAgB en esos
casos. Por otra parte, en cualquier caso, el EQAgB tendria que interactuar con receptores en
células del parasito para poder entregar los lipidos adquiridos a los tejidos del cestodo. En
ese sentido, se ha visto en los genomas de E. granulosus y E. multilocularis que flanqueando
a los genes de EgAgB se encuentran genes que codificarian para proteinas con dominios
homologos a los receptores de LDL (lipoproteinas de baja densidad). Dado este panorama, la

primera opcion pareceria mas viable, es decir, la interaccion entre lipoproteinas del
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hospedador y el parasito dentro del quiste y la posterior distribucion de los lipidos por parte
del EgAgB hacia diversos tejidos del parasito por interaccion con receptores del mismo (Silva-
Alvarez et al., 2015a). No obstante, cabe mencionar que ensayos in vitro realizados con
TsHLBP de Taenia solium han demostrado que esa lipoproteina tendria capacidad de unir
acidos grasos y transportarlos a través de la pared de la larva (Lee et al., 2007).

Sumado a su posible rol en la adquisicion y distribucion de lipidos, existen evidencias que
atribuyen al EQAgB un rol de modulador en la respuesta inmune del hospedador. Por ejemplo,
se ha visto que el EgAgB purificado a partir de liquido hidatico inhibiria, in vitro, la quimiotaxis
de monocitos (Silva-Alvarez et al., 2015a). Otros estudios han atribuido al EgAgB la capacidad
de interferir en la diferenciacion y activacion de células dendriticas, las cuales son claves tanto
para el desarrollo de reacciones inflamatorias locales en respuesta a una sefial de peligro

como para la activacion de linfocitos T especificos (Rigano et al., 2007).

1.6 Proteinas que unen acidos grasos (FABPs)

En primer lugar, se describiran brevemente las caracteristicas de las FABPs de mamiferos,
que han sido las primeras en ser descubiertas y por ende las mas estudiadas. Posteriormente,
se analizaran los datos disponibles sobre las FABPs de invertebrados, en particular de
platelmintos parasitos.

Las FABPs son un conjunto de proteinas citosodlicas de alrededor de 15kDa expresadas en
la mayoria de las células de los mamiferos, en muchas de ellas a niveles muy altos, sobre
todo en aquellas que poseen un metabolismo de acidos grasos muy importante, como los
hepatocitos, enterocitos, adipocitos y miocitos. La familia de las FABPs de mamiferos incluye
a 9 FABPs y a las proteinas celulares que unen retinoides, aunque recientemente se ha
descubierto una décima FABP (Smathers & Petersen, 2011; Storch & Cérsico, 2008).

Histéricamente, las FABPs han sido designadas de acuerdo al tejido en el que fueron
descubiertas, aunque luego se encontré que podian expresarse en diferentes tejidos, y que
una misma célula podia expresar mas de una FABP. No obstante esto, y a pesar de que se
ha buscado instalar una nomenclatura empleando niumeros para designar a los genes de las
FABP, los nombres mas tradicionales siguen siendo los mas usados. En la Tabla I-2 se detalla
la nomenclatura y distribucion tisular de dichas proteinas.

Todos los genes de las FABPs humanas poseen una organizacién similar que consiste en
cuatro exones y tres intrones, cuyas posiciones también se conservan. El largo de los intrones,
sin embargo, es muy variable. El intrén 1 por ejemplo, posee 3,4; 2,3 y 1,2kb en los genes
fabp3, fabp8 y fabp2, respectivamente. Los exones, por su parte, normalmente codifican
secuencias de aminoacidos relativamente cortas: 23-24 aminoacidos en el exén 1, 57-58 en

el 2, 34-36 en el 3, y 16-17 en el 4. La estructura general de los genes se conserva también
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en otros miembros de la familia de las FABPs, como las proteinas celulares que unen acido
retinoico (CRABPS) y las proteinas celulares que unen retinol (CRBPs), aunque en esos casos
la longitud promedio de los intrones resulta ser significativamente mayor (Smathers &
Petersen, 2011; Storch & Cdrsico, 2008). Asimismo, se han identificado en los genes de las
FABPs secuencias consenso de inicio de la transcripcidon (caja TATA) asi como elementos
potenciadores (o enhancers) que dirigen la expresion de las FABPs en los diversos tejidos.
Se ha determinado también que la expresion de algunas FABPs se encuentra regulada por
sus propios ligandos. Por otra parte, cabe destacar que algunos genes de la familia se
encuentran agrupados en determinadas regiones del genoma. Este es el caso para los genes
fabp4, fabpb, fabp8y fabp9, los cuales se ubican en el locus 8921. El gen fabp12, del cual no
se posee tanta informacion, pero ya ha sido clonado, corresponde también a esta regién. Se
han identificado también algunos pseudogenes para fabp3 y fabp5 (Smathers & Petersen,
2011).

Desde el punto de vista proteico, tal como se dijo antes, las FABPs son proteinas
relativamente pequefas, con alrededor de 130 aminoacidos, cuyas estructuras primarias
presentan un nivel de similitud moderado (entre 20 y 70%). Por otra parte, la estructura
terciaria de las proteinas de esta familia si se encuentra altamente conservada. Se caracteriza
por la presencia de 10 hebras 3 antiparalelas que, agrupadas en dos hojas B de 5 hebras cada
una y dispuestas de forma practicamente ortogonal, forman un barril 3. Este barril se
encuentra coronado, en uno de sus lados, por dos pequefias hélices a que forman parte de lo
que se denomina region portal (Ver Figura I-10). Dichas hélices se ubican entre las dos
primeras hebras B del barril y estan separadas entre si por un giro. El motivo hélice-giro-hélice
posee interacciones de largo alcance con el giro entre las hebras BC y BD (3° y 4°,
respectivamente) y seria lo que determina el ingreso y egreso del ligando, de alli la
denominacion de region portal que se menciono previamente (Furuhashi & Hotamisligil, 2008;
Smathers & Petersen, 2011; Storch & Corsico, 2008; Storch & McDermott, 2009). Por otra
parte, las FABPs comparten también ciertas secuencias de tipo “huella digital”, o fingerprints,
compuesta por tres elementos, o motivos, denominados FATTYACIDBP1-3 (patron PRINTS
FATTYACIDBP; PR00178) (Furuhashi & Hotamisligil, 2008; Smathers & Petersen, 2011). El
motivo 1 incluye un triplete G-x-W (donde x puede ser cualquier aminoacido) que forma parte
de la primera hoja 8 (BA) de la estructura del barril. Este primer motivo es muy similar al que
se encuentra en la familia de las lipocalinas, las cuales son parte, junto a las FABPs y las
avidinas, de la superfamilia de las calicinas (Flower, 1996). El motivo 2 abarca el extremo C
terminal de la cuarta hebra (BD) e incluye la quinta hebra (BE). Finalmente, el motivo 3 codifica
las hebras 9 y 10, es decir, Bl y BJ (Furuhashi & Hotamisligil, 2008; Smathers & Petersen,
2011).
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La cavidad del barril 8 es unas dos a tres veces mayor al volumen de los acidos grasos
que se unen a las proteinas y posee en su interior moléculas de agua ordenadas, unidas por
puente hidrogeno a residuos polares (Storch & Corsico, 2008). Dichas moléculas de agua,
junto con residuos no polares del interior del barril, dirigen la posicion de las colas
hidrocarbonadas de los &cidos grasos. Los extremos carboxilato, por su parte, suelen
interactuar con residuos de arginina u otros aminoacidos polares (Furuhashi & Hotamisligil,
2008; Storch & McDermott, 2009).

Gen Nombre comun Localizacién en humanos
fabp1 L-FABP, FABF hepatica Higado, intestino delgado, pancreas, pulmdn, rifion, estémago
fabp2 I-FABF, FABP intestinal Intestino delgado, higado

H-FABP, FABP cardiaca, FABP Musculo cardiaco y esquelético, cerebro, rifion, pulmon, estémago, testiculo,

fabp3 glandulas adrenales, glandulas mamarias, placenta, ovario, tejido adiposo
muscular .
marran
fabp4 A-FABF, FABF de adipocito, aP2  Adipocitos, macréfagos, células dendriticas, misculo esquelético
E-FABP, K-FABP, FABP epidermal, Piel, Iengua:’adlpomt.os, macrof:clgos, 'celulas den?rltlcas, glandul’as mamarias,
fabp5 T cerebro, estémago, intestino, rifion, higado, pulmdn, corazén, misculo
FABFP de keratinocito L : . S
esquelético, testiculos, retina, bazo, placenta, cristalino
I-FABF, FABF ileal, |-BABP
fabp6 (Proteina intestinal que une acidos lleon, ovarios, glandulas adrenales, estomago
biliares)
fabp7 B-FABP, FABP cerebral Cerebro, sistema nervioso central, células de la glia, retina, glandulas
mamarias
fabp8 M-FABF, FABP de mielina, mP2 Sistema nervioso periférico, células de Schwann
fabp9 T-FABP, FABP de testiculo Testiculos, glandulas salivales, glandulas mamarias
fabp12 - Células de retinoblastoma

Tabla I-2. Nomenclatura y localizacién de las FABPs de humanos. La tabla muestra la
denominacioén de los genes que codifican para las diferentes FABPs de humanos, asi como los
nombres mas comunes con los que se conoce a estas proteinas. Se detallan también los
tejidos/células en los que se ha encontrado expresion de estas proteinas. La informacion de
esta tabla ha sido adaptada a partir de (Furuhashi & Hotamisligil, 2008; Smathers & Petersen,
2011; Storch & Coérsico, 2008)

Un aspecto interesante vinculado a la region portal de las FABPs se deriva de los
experimentos in vitro de transferencias de acidos grasos fluorescentes a membranas
fosfolipidicas artificiales. A partir de dichos experimentos, se ha dividido a las FABPs en dos
grupos de acuerdo a los mecanismos empleados por las mismas para transferir los acidos
grasos a membranas fosfolipidicas. Por un lado se encuentran las FABPs que emplean un

mecanismo de tipo “colisional” en el que el paso limitante de la velocidad esta dado por la
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interaccion directa de la proteina con las membranas, y por otra parte se encuentran las que
emplean un mecanismo de tipo “difusional” en donde el paso limitante implica la disociacion
del acido graso de la proteina. La mayoria de las FABPs, incluyendo |-FABP, A-FABP, H-
FABP, M-FABP y E-FABP, pertenecen al primer grupo, mientras que solo L-FABP y la proteina

/ C-terminal

\ N-terminal

Figura I-10. Estructura terciaria de las FABPs. En la figura se muestra, como
esquema de cintas, la estructura terciaria de la FABP intestinal (I-FABP) humana
(PDB: 1KZW). Se observa claramente la estructura de barril § coronado por dos
a-hélices que caracteriza a las FABPs. Las hojas  se denominan BA-BJ,
comenzando desde el extremo N-terminal, mientras que las hélices se
denominan al y all, en el mismo sentido. En distintas tonalidades de azul, de
mas claro a mas oscuro, se destacan los tres motivos que constituyen la huella
digital de la familia de las FABPs. Para el caso de |I-FABP, los mismos abarcan
los aminoacidos 2-24 (motivo 1), 61-77 (motivo 2) y 110-130 (motivo 3), segun
lo determinado mediante el software de analisis de secuencias proteicas
InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/).

celular de union a retinol Il pertenecen al grupo de las FABPs “difusionales”. El analisis de los
factores estructurales que definen estos comportamientos determiné que la region portal y en
particular el motivo hélice-giro-hélice eran en gran parte responsables de las diferencias
encontradas entre los dos grupos de FABPs. La interaccion proteina-membrana necesaria
para la transferencia de ligandos en las FABPs “colisionales” estaria conducida principalmente
por el potencial electrostatico positivo de la regidn portal de estas proteinas y por el caracter
anfipatico de la hélice al (Storch & Cdrsico, 2008; Storch & McDermott, 2009).

Estudios estructurales, por otra parte, han revelado que las formas libres de ligandos de

las FABPs (formas apo-FABP) y aquellas que poseen ligandos (holo-FABP) difieren en ciertos
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aspectos de su conformacion. Se ha visto que en las formas apo, tanto el giro entre las hebras
BC y BD como ciertas regiones de la hélice all poseen mayor movilidad que en las formas
holo, lo que hace pensar en que pueden existir cambios conformacionales en la region portal
vinculados al ingreso o egreso de ligandos, los cuales pueden ser inducidos por la interaccion
de las FABPs con membranas u otras proteinas. De este modo, la interaccion de las FABPs
colisionales con membranas desplazaria los equilibrios hacia conformaciones en donde se
facilite la liberacion o captacion del ligando, mientras que en el citoplasma se favorecerian
mas las estructuras conteniendo el ligando, de modo que las FABPs puedan actuar como
transportadores citoplasmaticos de ligandos hidrofébicos (Hodsdon & Cistola, 1997; Storch &
Corsico, 2008; Storch & McDermott, 2009). Por otra parte, en A-FABP, se ha visto que por
union a determinados ligandos se estabilizan ciertas conformaciones que favorecen la
exposicion, en las regiones correspondientes a las hélices a, de aminoacidos basicos que
constituyen una sefal de localizacion nuclear no evidente en la secuencia de aminoacidos de
la proteina. Se ha postulado que la activacion de dicha senal por accién de algunos ligandos
especificos estaria relacionada con la capacidad de A-FABP de transportar al nucleo ligandos
de los receptores activados por proliferador de peroxisoma, o PPAR segun sus siglas en inglés
(Gillilan et al., 2007).

En cuanto a la capacidad de uniéon a ligandos, la mayoria de las FABPs son capaces de
unir un unico acido graso en su interior, orientando el extremo carboxilo hacia el interior del
barril. No obstante, L-FABP se destaca por tener la capacidad de unir dos acidos grasos al
mismo tiempo, uno de los cuales ubica su carboxilato hacia adentro del barril, mientras que el
carboxilato del otro acido graso queda cerca de la superficie de la proteina, expuesto al
solvente. Asimismo, L-FABP tiene la capacidad de unir una variedad mas o menos amplia de
ligandos como lisofosfolipidos, grupo hemo y derivados de acidos grasos unidos a coenzima
A (acil-CoA). II-FABP, por su parte, une principalmente acidos biliares, aunque posee
capacidad de unir acidos grasos con menor afinidad (Smathers & Petersen, 2011; Storch &
Cérsico, 2008).

Cabe destacar que a pesar de la vasta informacion disponible en relacién a la estructura,
la capacidad de unién a ligandos, la caracterizacion de los mecanismos de transferencia de
los mismos y la localizacién tisular de las FABPs, la funcion especifica de estas proteinas y
los mecanismos por los cuales ejercen dichas funciones aun no se encuentran del todo
aclarados. No obstante, se han podido asignar algunos roles a algunas de las FABPs a partir
de experimentos con ceélulas y animales knocked out para sus genes. De ese modo, se ha
propuesto, por ejemplo, que L-FABP estaria involucrada en el transporte intracelular de acidos
grasos y otros ligandos hidrofébicos, como puede ser el transporte de ligandos de PPAR al
ndcleo. Se ha propuesto también que tendria algun rol en la proliferacion celular y el

direccionamiento de los acidos grasos a diferentes vias metabdlicas. Por otra parte, L-FABP
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intervendria en la produccion hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
mientras que en intestino seria esencial para la formacién de los quilomicrones. Asimismo, se
ha sugerido que A-FABP tendria un papel importante en el almacenamiento y liberacién de
triglicéridos en adipocitos, en la regulacion de la produccion de citoquinas en macréfagos, y
en la regulacién de la accion de factores de transcripcion, mediante su ingreso al nucleo y
transporte de ligandos a dicho compartimiento celular. Para H-FABP se han propuesto roles
en la regulacion de la incorporacién y oxidacion de acidos grasos en corazén y musculo
esquelético, asi como funciones relacionadas al control de la proliferacion celular (Storch &
Corsico, 2008).

Como se puede apreciar por lo anteriormente descripto, es mucho lo que aun resta
comprender sobre la funcién de las proteinas de la familia de las FABPs, tanto a nivel general,

como para cada una de ellas.

1.6.1. FABPs en invertebrados

El estudio de las FABPs de invertebrados comenzé en 1990 (unos 20 anos después de
haberse descripto la primera FABP), cuando se describié una FABP en Schistocerca gregatria,
o langosta del desierto (Haunerland and Chisholm, 1990). A partir de alli, se han descripto
varias FABPs de organismos tales como nematodos (parasitos y de vida libre), moluscos,
insectos y platelmintos.

Dentro de las FABPs de platelmintos, la primera en ser descripta fue la proteina Sm14 del
parasito Schistosoma mansoni (Moser et al., 1991). Luego se aislaron analogos de S.
Japonicum (SjFABPCc), Fasciola hepatica (Fh15) y F. gigantica (FgFABP) (Becker et al., 1994;
Estuningsih et al., 1997; Rodriguez-Pérez et al., 1992). En todos esos casos, o mas llamativo
de estas proteinas era que resultaban ser inmunogénicas, y que extractos en los que ellas
estaban presentes generaban proteccion frente a infecciones experimentales. Asimismo, el
hecho de que los platelmintos no puedan sintetizar la mayoria de sus lipidos de novo,
contribuy6 a que el estudio de las FABPs en estos organismos fuera creciendo con el tiempo.
Fue en esos afios también cuando se detecto la primera FABP de E. granulosus, EQFABP1
(Esteves et al., 1993). Los detalles sobre las FABPs de E. granulosus se daran mas adelante,
en esta seccion.

Tal como ocurre con las FABPs de mamiferos, las FABPs de invertebrados guardan un
porcentaje de identidad de secuencia muy variable. Al compararlas con las FABPs de
vertebrados se encontré que la mayor similitud se daba con las de corazén o H-FABP, aunque
los porcentajes de similitud con las FABPs de vertebrados en general son bajos. No obstante
la baja homologia de secuencia, la estructura terciaria se conserva, tal como ocurre con las

demas FABPs. Cabe destacar que se observa mayor conservacion de algunos aminoacidos
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en los giros entre hebras B del barril, en la hélice al y en el final de la all, asi como de los
involucrados en la union del carboxilato de los acidos grasos que actuan como ligandos
(Esteves & Ehrlich, 2006).

HFABP (Hs) 7 3384 1896 453

Crom. | 27 80 111
1602 589 215
LFABP (Hs) : ; ’ :; - :; |
Crom. 2 22 80 111
e - 442
IFABP (Hs) N e N e \/
Crom. 4 77 80 116
Lbp-3 (Ce) 75 X7 N2
Crom. X 23 (46) 82(107) 116 (145)
- ’
Lbp-4 (Ce) N S
Crom. V 49 (34) 82 (107)
Ap2 like (Ce) vﬁl}
Crom. V 82
Lbp-5 (Ce) v il
Crom. | 70
v?‘}
EgfABPI (Eg)
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v 173 v:’\ﬂ? v—l?
23 82 116
NF

2206 v 69

23 116 (114)
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Figura I-11. Posiciéon de intrones en genes de FABPs. Las lineas simbolizan las
secuencias proteicas de diferentes FABPs. Los triangulos (V) indican la posicién de los
intrones. Los numeros debajo de V indican la posicién del codén donde se ubica el intrén,
de acuerdo a la numeracion de las FABPs de vertebrados. Entre paréntesis se indica la
posicion verdadera del codén, si la misma difiere respecto a las FABPs de vertebrados.
Los numeros por encima de V indican la longitud del intron (en pares de bases, pb). Las
FABPs simbolizadas en la figura son: H-, L- e I-FABP de humano (Homo sapiens, Hs),
LBP-3, LBP-4, LBP-5 y aP2-like de Caenorhabditis elegans (Ce), EQFABP1 de E.
granulosus (Eg), Sm14 de Schistosoma mansoni (Sm) y DroFABP de Drosophila
melanogaster (Dm). Esta figura ha sido adaptada de (Esteves & Ehrlich, 2006)

Desde el punto de vista de la estructura génica de las FABPs, cabe destacar que en
invertebrados parecen conservarse las posiciones de los intrones descriptos en las FABPs de
vertebrados, aunque el numero y el tamano de los mismos son variables (Ver Figura I-11). En

FABPs de C. elegans se han encontrado intrones en posiciones no conservadas, y se ha visto
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que el numero, posicién y tamafo de los mismos varia entre las diferentes FABPs de dicho
organismo (Esteves & Ehrlich, 2006; Plenefisch et al., 2000). Es importante tener en cuenta,
no obstante, que algunas de las FABPs de C. elegans corresponden a un grupo de FABPs
especificas de nematodos, denominadas nemFABPs, que se caracterizan por poseer
secuencias sefiales de secrecion y ciertas variaciones estructurales, principalmente en ciertos
giros del barril (Esteves & Ehrlich, 2006; Franchini et al., 2015; Plenefisch et al., 2000).

1.6.1.1. FABPs en Echinococcus spp.

La primera FABP descubierta en E. granulosus fue EgQFABP1. Esta proteina se identifico a
partir de una biblioteca de expresion de cDNAs (ADN complementario al ARN mensajero)
obtenidos a partir de protoescélices de E. granulosus. La biblioteca fue analizada utilizando
sueros generados contra extractos de protoescolices y capa germinativa (a-PE y a-CG,
respectivamente). Se aislaron clones que reaccionaran especificamente con el suero a-PE y
no con a-CG, con el objetivo de identificar genes que se expresaran diferencialmente en
distintos estadios del parasito (Esteves et al., 1993).

Al secuenciar el clon obtenido, se encontré un marco de lectura abierto correspondiente a
133 aminoéacidos, con homologia de secuencia a las proteinas de la familia de las FABPs.
Inicialmente se denomind a dicha proteina EgDf1 (E. granulosus differential factor 1, es decir,
factor diferencial 1 de E. granulosus) por la manera en la que fue identificada, pero luego fue
renombrada EgFABP1, reflejando asi su naturaleza de FABP. Por analisis de Western Blot,
se identifico a la proteina solo en extractos de protoescélices, y no en capa germinativa.
Ensayos de inmunolocalizacion determinaron que la expresion de EgFABP1 se encontraba
mas localizada en el tegumento de los protoescdlices (Esteves et al., 1993).

Posteriormente, se llevd a cabo la expresion recombinante y purificacion de EQFABP1 en
Escherichia coli, y se analiz6 su capacidad de union a ligandos. Dicho analisis se llevo a cabo
empleando los acidos grasos fluorescentes acido cis-parinarico y acido trans-parinarico. En
primer lugar se estudio la capacidad de EQFABP1 de unir sendos acidos grasos, y luego se
probé la capacidad de otros ligandos de desplazarlos del sitio de unién de la proteina. Los
ensayos de desplazamiento, que emplearon numerosos ligandos para el analisis, indicaron la
preferencia de EQFABP1 por acidos grasos de cadena larga, principalmente insaturados. Los
acidos grasos que mayor desplazamiento produjeron fueron los acidos araquidénico, oleico,
linoleico, linolénico, palmitico (saturado), palmitoleico y esteérico (saturado). Estos ensayos
sugirieron también la existencia de mas de un sitio de unién para los acidos grasos en esta
FABP (Alvite et al., 2001).

La estructura cristalografica de EQFABP1 ha sido resuelta (Ver Figura I-12), y confirmd la

estructura de barril B formado por 10 hebras antiparalelas, coronado por dos hélices q, tipica
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de las FABPs (Jakobsson et al., 2003). De este modo, se confirmé lo que habia sido propuesto
por modelado molecular, aunque con algunas variaciones (Paulino et al., 1998). La
comparacion de la estructura de EQFABP1 con las estructuras de otras FABPs de las que se
disponia en ese momento confirmdé que la misma se parecia mas al grupo de H-FABP, que
incluye, entre otros a mP2, A-FABP, B-FABP y E-FABP (Jakobsson et al., 2003).

Los estudios estructurales revelaron la existencia de una molécula de acido graso unido a
la proteina, a pesar de que la misma habia sido sometida a un proceso de deslipidizacién
mediante tratamiento, en batch, con una resina hidrofébica. La densidad electronica
encontrada se interpretdé como perteneciente al acido palmitico. La disposicion del ligando en
el sitio de unién de EgFABP1 reveld que el acido graso se encuentra plegado, en forma de U,
disponiéndose practicamente en un unico plano. El extremo carboxilato del acido graso
interactia con la proteina a través de una triada Arg...Arg-X-Tyr, que forman el motivo P2,
presente también en mP2, A-FABP y otras FABPs del mismo grupo. La primera Arg de dicho
motivo se encuentra sobre el final de la hebra BH, mientras que el fragmento Arg-x-Tyr se
localiza en la hebra 3J. En EQFABP1, un oxigeno del acido graso interactua con el grupo -OH
de la Tyr'?® y el Ne de la Arg'?’, mientras que el otro interactiia con el Nn? de la Arg'® y con
dos moléculas de agua. Por otra parte, tanto para H-FABP como para A-FABP se ha
propuesto que otros aminodacidos serian cruciales para la interaccion de estas proteinas con
la cola hidrocarbonada del acido graso. En EgFABP1 esos aminoacidos serian Phe'®, Pro™® y
Asp’’. Si bien solo Phe y Asp estan conservados respecto a lo propuesto para H- y A-FABP,
el CB de Pro’® se encuentra aproximadamente en la misma posicion que el CR de Ala’®de las
otras proteinas, por lo que podria ser igualmente importante para la unién del ligando. El
analisis de la estructura de EQFABP1 desestimé la posibilidad de un segundo sitio de unién a
ligandos en el interior del barril. Por otra parte, los autores revelaron la presencia de S-hidroxi-
cisteina en la posicion Cys®3. Se desconoce si esto ocurre naturalmente en EQFABP1 o si es
un artefacto de la expresion recombinante en E. coli (Jakobsson et al., 2003).

Una segunda FABP, EgFABP2, fue encontrada en E. granulosus tras analizar una
biblioteca genémica de dicho organismo usando una sonda construida a partir de la secuencia
de cDNA de EgFABP1 (Esteves et al., 2003). Tras el clonado del gen y el analisis de su
secuencia, se reveld0 que EgFABP2 tiene un unico intron de 80pb en la posicion
correspondiente al tercer intron descripto en otras FABPs, del mismo modo que EgFABP1,
cuyo unico intrén es de 79pb (Esteves et al., 2003). En el mismo trabajo se establecié que
existen mensajeros para ambas FABPs en los protoescolices de E. granulosus. Por otra parte,
se pudo determinar que el inicio de la transcripcién del gen de EgFABP2 ocurre en una A que
se encuentra a 13 bases, rio arriba, del coddn de inicio de la traduccion (ATG). El analisis de
la regidn promotora del gen egfabp?2 reveld la existencia de posibles regiones consenso

encontradas en otros genes eucariotas tales como la caja TATA y la caja CAAT. Asimismo,
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existirian sitios de respuesta a proliferadores de peroxisomas y otros elementos regulatorios
similares encontrados en otros genes de FABPs (Esteves et al., 2003). Tal como ocurre con
otras FABPs, las funciones especificas de EQFABP1 y EgFABP2 siguen sin ser elucidadas a

pesar de la informacion que se ha ido obteniendo con el pasar de los afios.

Figura I-12. Estructura terciaria de EgFABP1. En la figura se muestra, como
esquema de cintas, la estructura terciaria de EgFABP1 (PDB: 108V). Se
observa claramente la estructura de barril § coronado por dos a-hélices que
caracteriza a las FABPs. Con color celeste, se muestran los residuos Arg'%,
Arg'27 y Tyr12%, que forman el motivo P2 de union al ligando. Con color azul se
muestra la molécula de acido palmitico que se encontré unida a EgFABP1 al
determinar su estructura. Se puede observar claramente la disposicion en forma
de U que adopta dicho ligando.

Recientemente, a partir de la publicacion de los genomas de E. multilocularis y E.
granulosus (Tsai et al., 2013; H. Zheng et al., 2013) han surgido publicaciones en donde se
propone la existencia de otras FABPs ademas de EQFABP1 y EQFABP2 en E. granulosus, asi
como la presencia de sus ortdlogos en E. multilocularis (Alvite & Esteves, 2012; Zheng et al.,

2013). Esta informacion sera discutida con mayor detalle a lo largo del presente trabajo.
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1.7 Hipétesis y objetivos

1.7.1. Hipétesis general

Tal como se comentd previamente, las FABPs son una familia de proteinas ampliamente
distribuidas en el Reino Animalia, capaces de unir acidos grasos y algunos otros ligandos
hidrofébicos, cuyas funciones especificas estan lejos de ser comprendidas en su totalidad.
Tradicionalmente se ha atribuido a estas proteinas funciones de transporte de acidos grasos
en el citoplasma celular. Se ha sugerido que al unir acidos grasos de cadena larga, las FABPs
no sélo aumentarian la disponibilidad de acidos grasos solubles para diferentes usos dentro
de la célula, sino que la protegerian de los efectos tensioactivos que dichos compuestos
tienen, en especial cuando se encuentran en concentraciones algo elevadas. Con el pasar de
los afos y la acumulacion de datos relativos a las FABPs, las mismas pasaron a considerarse
participes mas activos en lo relativo al metabolismo lipidico celular, asignandoseles roles en
la regulacion de la expresion de genes relacionados a dicho metabolismo, en la regulacién de
la captacién y utilizacién por parte de las células de acidos grasos y otros nutrientes, y hasta
en procesos de sefializacion a niveles sistémicos, actuando como adipoquinas (Kralisch &
Fasshauer, 2012; Kralisch et al., 2014).

En el caso de organismos parasitos como Echinococcus spp. que, segun la informacion
disponible, tienen una capacidad biosintética limitada y no utilizan los lipidos como fuente de
energia, el estudio de las FABPs se torna quizas mas importante desde el punto de vista de
la comprension de la biologia de estos organismos.

En Echinococcus spp., las FABPs podrian dirigir los acidos grasos a las vias de sintesis de
fosfolipidos de membrana, necesarios para mantener el crecimiento continuo del parasito en
su estadio de metacestodo; podrian dirigir acidos grasos a vias de sintesis de moléculas de
sefalizacibn como eicosanoides y prostaglandinas, que permitan modular la respuesta
inmune del hospedador; e incluso podrian transportar ligandos que tengan un papel
importante en la regulacion de la increible plasticidad fenotipica que tienen estos organismos.
En este sentido, cabe destacar que existe evidencia de localizacion nuclear de EQFABP1 (Dra.

Adriana Esteves, comunicacién personal).
1.7.2. Objetivo general
La hipotesis general planteada es claramente un problema muy complejo de resolver,

maxime teniendo en cuenta que la bioquimica de Echinococcus spp., y en particular el

metabolismo lipidico, es un campo aun muy poco explorado. Es por esto, que en el presente
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trabajo nos hemos propuesto profundizar en los conocimientos relacionados a EgFABP1, en
particular en lo referido a su interaccion con ligandos y con membranas fosfolipidicas. Si bien
esta informacién no es suficiente para evaluar una hipétesis tan compleja como la propuesta,
se espera que sirva para encausar futuras investigaciones al respecto, de modo similar a lo
que ha ocurrido con otras FABPs. Asimismo, nos hemos propuesto ampliar el panorama en
lo que respecta a la familia de las FABPs en Echinococcus spp., a partir del analisis de los

recientemente obtenidos genomas de E. granulosus y E. multilocularis.

1.7.3. Objetivos especificos

1.7.3.1. Subclonado y purificaciéon de EgFABP1

El primer objetivo planteado para el presente trabajo fue el subclonado del cDNA de
EgFABP1 a un plasmido con un mejor control de la expresion de la proteina recombinante.
Asimismo, debieron ajustarse algunos parametros del proceso de deslipidizacion de la
proteina para que la misma estuviera en condiciones de ser usada para posteriores ensayos
biofisicos. La proteina recombinante obtenida fue analizada por dicroismo circular para

chequear que su plegamiento fuera el adecuado.

1.7.3.2. Analisis de la interaccion de EgFABP1 con ligandos

Con el objetivo de analizar la interacciéon de EgFABP1 con ligandos se llevaron a cabo
varios ensayos. Por un lado, se extrajeron los lipidos unidos a la proteina recombinante
purificada a partir de E. coliy se caracterizaron por cromatografia en capa fina y cromatografia
gas-liquido. Otro enfoque, consistio en evaluar la interaccion de EgFABP1 con acidos grasos
empleando un ensayo de protedlisis parcial que permite distinguir si la proteina se encuentra
en un estado mas o menos flexible. De esta manera se puede evaluar si la unién a diferentes
ligandos estabiliza una misma conformacion de la proteina o no. Un analisis similar se realizd
empleando la técnica de dicroismo circular. Finalmente, se evalu6é también la interaccién de
EgFABP1 con derivados fluorescentes de acidos grasos, de utilidad para los ensayos

sucesivos.

1.7.3.3. Analisis de la interaccion de EgQFABP1 con membranas

El analisis de la interaccion de EgFABP1 se llevd a cabo empleando un ensayo de

transferencia de ligandos fluorescentes a membranas fosfolipidicas artificiales basado en el
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principio de transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET). Estos ensayos han
sido aplicados a otras FABPs y han sido el puntapié inicial para el avance en la comprension
de los roles de muchas de ellas. Se empled también un ensayo de interaccion con membranas

por competicidon con citocromo c.

1.7.3.4. Identificacion y analisis de FABPs de E. multilocularis

Para llevar a cabo este objetivo, se realizé una estadia de trabajo en el laboratorio del Dr.
Klaus Brehm, en la Universidad de Wurzburgo (Alemania). Alli se hicieron busquedas
bioinformaticas en versiones preliminares del genoma de E. multilocularis, disponibles en
dicho laboratorio, tendientes a identificar genes ortélogos a EQFABP1 y EgFABP2. Empleando
las técnicas de cultivo de células primarias de E. multilocularis puestas a punto en dicho
laboratorio, se buscd disminuir la expresion de dichas FABPs empleando acidos ribonucleicos
de interferencia pequenos (siRNAs, small interference Ribonucleic Acids). A partir de cDNA

de células primarias se clonaron las secuencias codificantes de las FABPs de E. multilocularis.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Subclonado y purificacion de EgFABP1

2.1.1. Subclonado de EgFABP1

2.1.1.1 Extraccion y purificacion de ADN plasmidico (miniprep)

Durante el desarrollo de este trabajo, la extraccion del ADN se realizé6 empleando los kits
comerciales QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) o GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Fermentas), segun las indicaciones de los fabricantes. Brevemente, la técnica consiste en
hacer un cultivo overnight (aproximadamente 16hs) a 37°C y con agitacion (250rpm) de las
bacterias de interés en un medio apropiado (normalmente, LB o Luria-Bertani: 10g/l Triptona;
10g/l NaCl; 5g/I Extracto de Levadura). Al dia siguiente, se cosechan 5ml de cultivo por
centrifugaciones sucesivas de 2min a 6800 x g en un tubo tipo eppendorf de 1,5ml. Una vez
colectadas las bacterias, debe resuspenderse el pellet obtenido en 250ul del buffer de
resuspension provisto por el kit. A continuacion debe aplicarse igual volumen de la solucion
de lisis, y mezclar el contenido del tubo por inversion unas 4 a 6 veces, hasta que se torne
mas claro y con aspecto viscoso. Posteriormente, dentro de los 5min posteriores al agregado
del buffer de lisis, se deben incorporar 350ul de la solucidon de neutralizacién y mezclar
nuevamente por inversion unas 6 veces. Luego, se centrifuga a velocidad maxima durante
5min para precipitar el ADN cromosomal y los restos de bacterias; y se transfiere el
sobrenadante a una columna de purificacién provista en el kit. Luego de centrifugar 1min a
velocidad maxima, se descarta el filtrado y se lava la columna agregandole 500l de solucion
de lavado, seguido de una centrifugacion de 30-60seg a velocidad maxima. Se hacen dos
lavados y luego de la segunda centrifugacion se realiza una centrifugacion extra para eliminar
cualquier resto de solucion de lavado que pudiera quedar retenida en la columna. Para
finalizar, se hacen dos eluciones con 30ul de buffer de elucién (10mM Tris-HCI, pH 8.5;
provisto con el kit) cada una, que se colectan en un tubo nuevo por centrifugacién a velocidad

maxima. El ADN purificado se conserva a -20°C.
2.1.1.2 Diseno de los primers especificos para EgFABP1

Los primers especificos para la secuencia codificante del gen de EgFABP1 resultaron de
una modificacion de los que se emplearon oportunamente en el laboratorio de la Dra. Esteves

(Alvite et al., 2001). A dichos primers se les adicioné un sitio de corte para la enzima de
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restriccion BamH|, asi como algunos nucledtidos extra con la finalidad de mejorar la eficiencia
de las digestiones con enzimas de restriccion. El disefio de los primers se llevd a cabo
empleando las herramientas bioinformaticas brindadas por el sitio web del SDSC Biology
Workbench (http://workbench.sdsc.edu). Las secuencias correspondientes a los primers se

muestran en el Apéndice 7.1.1.

2.1.1.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar la secuencia

codificante del gen egfabp1

Para la PCR se utilizé la polimerasa de alta fidelidad Platinum® Pfx DNA polymerase
(Invitrogen) segun las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se utilizaron 5ul del buffer
de amplificacion e igual volumen de la solucidn potenciadora, provistos con la enzima. Se
agrego MgSO. a una concentracion final de 1,5mM y los desoxirribonucleétidos (dATP, dGTP,
dCTP y dTTP) a una concentracién final de 0,3mM cada uno. Asimismo, se usaron 0,32uM
de cada uno de los primers (EQFABP1-Fw y EQFABP1-Rv), 1,25 unidades de la polimerasa y
aproximadamente 0,5-1nM del ADN molde (pET-5a-egfabp1, generado en el laboratorio de la
Dra. Esteves, Universidad de la Republica, Uruguay). Todo se llevé a 50ul finales con agua
bidestilada estéril. Las condiciones utilizadas para la amplificacion del inserto de interés fueron
las siguientes: 2min de incubacion a 94°C para activar la polimerasa y desnaturalizar por
completo el ADN molde; 35 ciclos de 30seg a 94°C (desnaturalizacion), 30seg a 58°C

(hibridizacién) y 1min a 68°C (elongacion); y finalmente, 5min adicionales a 68°C.

2.1.1.4 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Tanto el producto de PCR como el plasmido pET-11b (Novagen), en el cual se subclond
dicho gen, se digirieron con las enzimas Ndel y BamHI (Promega). El buffer empleado para la
reaccion fue el Buffer D (provisto con las enzimas). Dado que el porcentaje de actividad de la
enzima BamHI en el Buffer D es de entre 50 y 75%, se uso el doble de esta enzima que de
Ndel. Las mezclas de reaccion se hicieron de la siguiente manera: 2ul de Buffer D 10x; 4ug
de seroalbumina bovina (BSA) acetilada (provista con las enzimas); 6 unidades de Ndel; 12
unidades de BamHI; 100-500ng de ADN; y agua bidestilada estéril hasta completar los 20pl.

Las muestras se incubaron 3 horas a 37°C y luego se conservaron a -20°C.
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2.1.1.5 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El analisis de los fragmentos de ADN se realizé empleando geles de 0,75-1,5% de agarosa
(Invitrogen) preparados en buffer TBE (90mM Tris-Borato, 2mM EDTA, pH 8) y conteniendo
SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) para visualizar el ADN. Las muestras para la
electroforesis se prepararon mezclando las soluciones de ADN con buffer de siembra 6x (40%
Sacarosa, 0,25% Azul de Bromofenol). La electroforesis se llevo a cabo en buffer TBE, a 100V
durante aproximadamente 50min, dependiendo del avance del frente de corrida. Como
marcador de peso molecular se utilizé el 100bp DNA Ladder (Invitrogen) para fragmentos
pequenos y productos de PCR; el 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) para fragmentos grandes;
y los marcadores Low DNA Mass Ladder y High DNA Mass Ladder (Invitrogen) para las
cuantificaciones de ADN. Las imagenes fueron colectadas empleando un equipo ImageQuant
350 (GE Healthcare Life Sciences) con iluminacion ultravioleta, y analizadas con el software

provisto con dicho equipo.

2.1.1.6 Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

La purificacion de ADN a partir de geles de agarosa se realizé empleando filtros Ultrafree®-
DA (Millipore). Para ello, se cortaron del gel las bandas de interés bajo iluminacién con luz UV
(reduciendo al minimo el tiempo de exposicion para evitar la induccion de mutaciones en los
fragmentos de ADN) y luego se picod dicha fraccidon sobre una superficie lisa y limpia,
empleando un bisturi. Se coloco el gel triturado en un filtro de los mencionados previamente,
y se centrifugd durante 15 min a velocidad maxima. Luego se agregaron 100ul de buffer TE
(10mM Tris-Hcl, 1mM EDTA, pH 8), se dejo reposar 10 min, y se centrifugd nuevamente a
maxima velocidad durante 10 min. A continuacion, se llevé a cabo una precipitacion del ADN
con etanol. Para ello, luego de estimar el volumen del filtrado, se agregd un 10% de dicho
volumen de una solucion 3M Acetato de Sodio, seguido de dos volumenes de Etanol frio, y se
lo incubd overnight a -20°C. Posteriormente, se centrifugd la muestra durante 20 min a maxima
velocidad y se descart6 el sobrenadante. Se procedié a realizar un lavado empleando 500yl
de Etanol al 70%, seguido de una centrifugacion de 10 min a velocidad maxima. Se descarté
el sobrenadante y se dejé secar la muestra cerca del mechero durante aproximadamente 10
min (hasta eliminar los restos de alcohol). Finalmente, se resuspendio el pellet en 25ul de

buffer 10mM Tris-HCI, pH 8; y se conservé la muestra a -20°C.
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2.1.1.7 Desfosforilacion de los extremos 5’

Con la finalidad de evitar la recircularizacion del vector digerido, se procedi6 a desfosforilar
sus extremos 5. Para ello, se empled la enzima Calf Intestine Alkaline Phosphatase
(Promega), o CIAP por sus iniciales en inglés. El procedimiento consistié en incubar el vector
digerido con la CIAP a una concentracion de 0,01 unidades de enzima/pmol de extremos libres
de ADN en el buffer de reaccién (provisto con la enzima) durante 15 min a 37°C seguido de
15 min a 56°C. Posteriormente, se repitid el agregado de enzima y las incubaciones, segun
recomendacioén del fabricante. Para frenar la reaccién se agregaron 200ul de CIAP Stop Buffer
(10mM Tris-HCI; 1mM EDTA; 200mM NaCl; 0,5% SDS; pH 7,5). A continuacion se agrego un
volumen de Fenol/Cloroformo, se emulsiond la mezcla, y se centrifugd 5 min a maxima
velocidad. Se tom¢ la fase acuosa y se procedié a realizarle una precipitacién con etanol, tal

como se describié en el item 2.1.1.6.

2.1.1.8 Ligacion

La ligacion del inserto egfabp1 con el vector pET-11b desfosforilado se llevd a cabo
empleando la enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) segun las recomendaciones del fabricante.
La reaccién se llevd a cabo en presencia de exceso de inserto. La mezcla de enzima, vector
e inserto se incubd overnight a 4°C en el buffer provisto por el fabricante. La muestra se

congelo a -20°C hasta el momento de su uso.

2.1.1.9 Preparacioén de bacterias competentes

Para la preparacion de bacterias competentes se cultivaron las bacterias ON (del inglés
overnight, es decir, durante la noche) a 37°C con agitacion fuerte, en medio LB. Para las cepas
E. coliJM109y E. coli BL21(DE3) (Novagen) no se utilizd ningun antibiético durante el cultivo,
mientras que para la cepa E. coli XL-1 Blue (gentiimente donadas por la Dra. Casalongué,
Universidad Nacional de Mar del Plata) se utilizé Tetraciclina (Sigma Aldrich) a una
concentracion final de 12,5ug/ml. Al otro dia se inocularon 100ml de medio LB fresco con 5ml
del cultivo bacteriano, y se incubaron a 37°C con agitacién, hasta que la densidad 6ptica (DO)
a 600nm alcance las 0,5 unidades. Una vez alcanzadas las condiciones mencionadas, se
incubé el cultivo a 4°C durante 10-15min. Seguidamente, se centrifugd el cultivo a 2000rpm
durante 15min a 4°C y se descart6 el sobrenadante. El pellet proveniente de 100ml de cultivo
se resuspendié en un total de 30ml de Buffer TFB1 (100mM RbCI; 50mM MnClz; 30mM

Acetato de Potasio; 10mM CaCl; 15% Glicerol; pH 5,8; esterilizado por filtracion) y se incubd
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durante 90min en hielo. Pasado dicho tiempo, se centrifugo, en frio, la suspension de bacterias
durante 15min a 2000rpm. El sobrenadante fue descartado, y se resuspendi6 el pellet en 4ml
de Buffer TFB2 (10mM MOPS; 10mM RbCI; 75mM CaCly; 15% Glicerol; pH 8; esterilizado en

autoclave). Las bacterias competentes se alicuotaron y se congelaron de inmediato a -80°C.

2.1.1.10 Transformacion de bacterias competentes por shock térmico

Para las transformaciones se utilizaron 100-200ul de bacterias competentes y se les
adicion6 aproximadamente 50ng de ADN plasmidico en un volumen inferior a 10ul. Se mezcld
suavemente con el tip y se incubd la mezcla durante 30min en hielo. Pasado dicho tiempo, se
incubaron las células durante 50 seg a 42°C, para luego regresarlas de inmediato al hielo.
Seguidamente, se les agregaron 900ul de medio LB fresco, y se realizé un cultivo de 1 hora
a 37°C con agitacion. Para llevar a cabo la seleccién de las bacterias transformadas con el
plasmido pET-11b-egfabp1, se realizaron cultivos en placas de LB/Agar/Ampicilina (medio LB
conteniendo 15g/l de agar-agar y 100ug/ml de Ampicilina). Para ello, se sembraron placas con
100ul del cultivo y otras con el pellet de bacterias obtenido por centrifugacion. Las placas se
incubaron unos minutos a temperatura ambiente para que el liquido se absorbiera v,
finalmente, invertidas a 37°C hasta el dia siguiente. Una vez seleccionadas algunas colonias
bien aisladas, se cultivaron las mismas en medio LB a 37°C. Para analizar la presencia del
inserto egfabp1 se procedié a realizar PCR con los primers especificos (tal como se describid
en el item 2.1.1.3). Para obtener el ADN molde, se tomd una alicuota del cultivo (200pl), se
centrifugd 5min a velocidad maxima y se resuspendio el pellet en 100ul de agua bidestilada
estéril. Las muestras se hirvieron durante 3min para producir la lisis de las bacterias, y se
utilizaron 5ul de dicha mezcla como molde para la reaccion de PCR. De las colonias positivas
se extrajo el ADN plasmidico (empleando el método descripto en 2.1.1.7) y se verifico la
presencia del inserto por digestién con enzimas de restriccion (segun lo descripto en 2.1.1.4).
Asimismo, las colonias positivas se corroboraron por secuenciacion del inserto usando los
primers especificos EQFABP1-Fw y EgFABP1-Rv, a través del servicio de Macrogen Inc
(Corea del Sur). Para conservar los cultivos bacterianos de interés, se realizaron stocks de
glicerol mezclando partes iguales del cultivo y de medio LB conteniendo 20% de glicerol.
Dichos stocks se conservaron a -80°C. Para la conservacién y amplificacién del plasmido se
emplearon bacterias de las cepas E. coli XL-1 Blue y E. coli JM109; y para la expresion de la

proteina EQFABP1 recombinante se utilizé la cepa E. coli BL21(DES3).
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2.1.2. Purificacion de EgFABP1

2.1.2.1. Screening de expresion de proteinas recombinantes

Para evaluar los niveles de expresion de EQFABP1 en bacterias E. coli BL21(DE3) se utilizd
un protocolo de screening de expresion. Para ello, se realizé un cultivo ON a 37°C de las
colonias de interés (previamente chequeadas segun lo descripto en el item 2.1.1.10) en medio
LB con Ampicilina (100ug/ml). Luego se inocularon 5ml de medio LB con ampicilina (LB/Amp)
fresco con 0,5ml del cultivo, y se cultivaron las bacterias hasta alcanzar la fase exponencial
de crecimiento (DOs00=0,5). La expresion de la proteina recombinante se indujo empleando
una concentracion final de 400uM de isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG, Promega) e
incubando el cultivo durante dos horas mas en las condiciones ya descriptas. Se incluyé
también, como control, un cultivo sin inducir. Los cultivos se cosecharon por centrifugacion a
7000rpm durante 5min en centrifuga refrigerada Sorvall Legend Mach 1.6R, empleando el
rotor TTH-400 Swinging Bucket Rotor (Thermo) con los adaptadores adecuados para tubos
tipo Falcon. Los pellets se resuspendieron en 200ul de Buffer TEK (10mM Tris-HCI; 1mM
EDTA; 100mM KCI; pH 7,4), y se analizaron por electroforesis desnaturalizante en geles de

poliacrilamida, tal como se describira a continuacion.

2.1.2.2. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La electroforesis de muestras proteicas se llevé a cabo empleando geles de poliacrilamida
conteniendo dodecilsulfato de sodio (SDS) en condiciones reductoras, segun lo descripto por
Laemmli (Laemmli, 1970). Para ello, se prepararon geles separadores de 15% acrilamida, con
zona concentradora de gel de 4% acrilamida; empleando el equipo MiniProtean Tetracell
(BioRad). Los geles empleados fueron de 1mm de espesor. Las muestras se prepararon para
la electroforesis hirviéndolas durante 5min en un buffer de siembra cuya composicion fue la
siguiente: 70mM Tris-HCI; 2% SDS; 10% Glicerol; 2,5% B-mercaptoetanol; 20ug/ml azul de
bromofenol; pH 6,8. La electroforesis se llevd a cabo en dos etapas: inicialmente a 100V
durante 20min y luego a 200V durante aproximadamente 50min (dependiendo del avance del
frente de corrida). El buffer de electroforesis empleado consistié en una soluciéon con 25mM
Tris-HCI; 192mM Gilicina; 0,1% SDS; pH 8.3. Como marcador de peso molecular se utilizo el
Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS (GE Healthcare Life Sciences). La tincion de los
geles se llevé a cabo empleando una solucién 0,1% de Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-

Rad) en H,O:Metanol:Acido acético (5:5:2); y la decoloracion, con una solucién acuosa con
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10% acido acético y 30% etanol. Las imagenes se colectaron empleando un transiluminador

de luz blanca del equipo ImageQuant 350 (GE Healthcare Life Sciences).

2.1.2.3. Expresion y Purificacion de EgFABP1

Para la expresion de la proteina EgFABP1 recombinante se realizé un cultivo ON de
bacterias E. coli BL21(DE3) portadoras del plasmido pET-11b-egfabp1 en medio LB/Amp. Al
dia siguiente, se inocularon las bacterias en medio LB/Amp fresco, realizando una dilucion
1/50. Las bacterias se cultivaron nuevamente a 37°C con agitacién, hasta alcanzar la fase de
crecimiento exponencial (0,5<DO¢p0<1). La expresién de la proteina se indujo con IPTG a una
concentracion final de 400uM durante 3 horas. Las bacterias se cosecharon por centrifugacion
a 7000rpm durante 10min a 4°C en botellas de 250ml, empleando la centrifuga Avanti JE
(Beckman Coulter) con el rotor JLA-16.250. El pellet proveniente de 1 litro de cultivo se
resuspendié en 10ml de buffer TEK + 1mM ditiotreitol (DTT). A continuacion, las bacterias se
lisaron por aplicacion de ultrasonido empleando un sonicador de punta S-450 (Branson) con
punta chata. Se utilizaron ciclos de trabajo de 50%, con potencia de entre 4 y 6, por periodos
de 30 segundos, seguidos de 30 segundos de incubacién de la muestra en hielo. La cantidad
de intervalos de sonicacién dependio de la clarificacion observada en el cultivo. EI material
lisado se centrifugd a 30000rpm durante 25min a 4°C en una ultracentrifuga Optima LE-80K
(Beckman Coulter), empleando el rotor 70.7 Ti. El sobrenadante de dicha centrifugacion fue
sometido a un proceso de salting out por incubacion del mismo con medio volumen de
(NH4)2SO, saturado durante 2 horas con agitacién a 4°C. A continuacion, se centrifugaron las
muestras a 4°C durante 30min a 10000rpm empleando la centrifuga Avanti JE con el rotor de
angulo fijo JA-25.50. Previo a su paso por la columna de exclusidon molecular, se concentré el
sobrenadante del salting out empleando un concentrador de presion positiva (Amicon), y se
le agregaron aproximadamente 120000cpm de [1-'“C]-Palmitato. Luego de una incubacion de
15min, se sembrd la muestra en una columna de exclusién molecular con resina Sephadex
G-50 (Pharmacia Biotech Inc.) a un flujo de alrededor de 1,5ml/min utilizando una bomba
peristaltica P-1 (Pharmacia Biotech Inc.). Para la cromatografia se utilizé un buffer de fosfatos
de pH 7,4 (6mM KoHPO4; 4 mM KH2PO4; 150mM KCI). El seguimiento de la cromatografia se
realizé por medicidén espectrofotométrica a 280nm, SDS-PAGE, y medicién de la radiactividad
empleando un contador de centelleo Wallac 1214 Rackbeta. Los pasos siguientes de la
purificacién consisten en la realizacion de una cromatografia de intercambio iénico (para
eliminar los acidos nucleicos contaminantes) y una cromatografia de interaccién hidrofdbica
(para remover los ligandos lipidicos que puedan estar unidos a la proteina). Para proceder a
la deslipidizacién de la proteina, se colectaron las fracciones que contenian EgFABP1, se

concentraron en el concentrador Amicon de presion positiva y luego empleando un
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concentrador Vivaspin (Sartorius). Durante este ultimo procedimiento, se cambié también el
buffer de la solucion por uno de fosfatos adicionado con KCI, a una concentracion final de 1M.
Por otro lado, se equilibré la columna de cromatografia de interacciéon hidrofébica,
termostatizada a 37°C, en el mismo buffer. La columna empleada fue una XK 16/40 (GE
Healthcare Life Sciences) con resina Lipidex 1000 (Sigma Aldrich), y equipada con una camisa
termostéatica Thermostatic JC 26/40 Jacket (GE Healthcare Life Sciences) adosada a un
equipo Akta Purifier (GE Healthcare Life Sciences). La cromatografia se llevo a cabo a un flujo
de 0,5ml/min. Se midié la radiactividad de las fracciones que contenian a la proteina, antes y
después de la cromatografia de interaccion hidrofébica. En caso de que la remocion de marca
radiactiva no se considerara suficiente, se repitié la operacion. Posteriormente, una vez
colectadas todas las fracciones que contenian proteina, se les cambio el buffer (empleando
un filtro Vivaspin) nuevamente hacia el buffer de fosfatos original. La muestra se sometio a
una cromatografia de intercambio idbnico empleando una columna MonoQ (Pharmacia Biotech
Inc.) adosada a un equipo Akta Purifier (GE Healthcare Life Sciences). La columna de
intercambio idnico se estabilizé en el mismo buffer de fosfatos. La cromatografia se llevo a
cabo a un flujo de 1ml/min, y luego se lavé la columna con el buffer de fosfatos suplementado
con KCI a una concentracion final de 1M para liberar los acidos nucleicos unidos a la columna.
Al finalizar la purificacién, la proteina EQFABP1 purificada se concentrd, se le midid un
espectro para confirmar que estuviera libre de acidos nucleicos y se verificd su pureza por
SDS-PAGE. Las alicuotas de EQFABP1 purificada se conservaron a -80°C para su posterior

uso.

2.1.2.4. Cuantificacion de EgFABP1 purificada

La medida de la concentracion de EgFABP1 purificada se llevd a cabo midiendo la
absorbancia a 280nm de la muestra y empleando el coeficiente de absorcidon molar calculado
mediante las herramientas bioinformaticas provistas por el SDSC Biology Workbench
(eegraBr1=9530 M'cm™"). Para la determinacion se tomo el espectro de absorcion de la muestra
entre 240nm y 340nm con el objetivo de advertir posibles contaminaciones con ADN
(absorbancia a 260nm) y/o la presencia de agregados proteicos (dispersion de luz a 340nm).
La absorbancia se midié empleando un espectrofotémetro T70+ UV/Vis (PG Instruments) y

cubetas de cuarzo de 1cm de paso optico (Hellma).
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2.1.3. Control de la integridad estructural de EgFABP1

2.1.3.1. Analisis por cromatografia de exclusion molecular

Con la finalidad de determinar el estado de agregacién de EgFABP1 se realizé6 una
cromatografia empleando una columna de exclusion molecular Superdex 75 (Pharmacia
Biotech Inc) adosada al equipo Akta Purifier. Como proteinas patrdn se utilizaron Albumina
Sérica Bovina (BSA, por sus siglas en inglés), Anhidrasa Carbdnica (ambas de Sigma Aldrich),
y una FABP recombinante purificada en nuestro laboratorio ya caracterizada (FABP intestinal,
o I-FABP). Se sembraron en la columna aproximadamente 30ug de cada proteina en buffer
30mM Tris-HCI pH 7,4. La cromatografia se desarrollé a un flujo de 0,5ml/min y se siguieron
los perfiles de elucién mediante absorbancia a 280nm. El calculo del peso molecular aparente

de EgFABP1 se llevo a cabo segun lo descripto por Uversky (1993).

2.1.3.2. Analisis por dicroismo circular

Se obtuvieron espectros de dicroismo circular de EgFABP1 purificada empleando un
espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco Corporation) del Instituto de Quimica y Fisicoquimica
Bioldgica (Universidad de Buenos Aires). Las medidas fueron llevadas a cabo con la asistencia
de la Dra. Gisela R. Franchini (INIBIOLP, UNLP-CONICET). Los espectros en el UV cercano
(250-320nm) o en el UV lejano (190-250nm) fueron medidos empleando cubetas
rectangulares de cuarzo (Starna) de 1cm y 1mm de paso 6ptico, respectivamente. En el UV
cercano se colectaron tres espectros, que fueron promediados, empleando una concentracion
de EgFABP1 de 43uM. Para el UV lejano se procedié de la misma manera, pero con la mitad
de la concentracion de proteina. Los espectros fueron colectados a una velocidad de
20nm/min, con un tiempo de respuesta de 1seg. Para los espectros en el UV cercano se utilizd
sensibilidad alta, mientras que para el UV lejano se empled sensibilidad estandar. Como
control, se registré el espectro en el UV lejano de I-FABP empleando una concentracién de
proteina de 19uM. En todos los casos, las proteinas se encontraban en buffer 20mM Tris-HCI
de pH 7,4. La elipticidad molar de las muestras se calculé segun lo descripto por Schmid
(Schmid, 1997).
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2.2. Analisis de la interaccion de EgFABP1 con ligandos

2.2.1. Analisis de lipidos de Escherichia coli unidos a EQFABP1 recombinante

2.2.1.1. Extraccion de los lipidos con solventes organicos

Para realizar la extraccion de lipidos a partir de EgFABP1 recombinante, se purificé la
proteina tal como se describid previamente (item 2.1.2.3) pero exceptuando el paso de
deslipidizacion. La extraccion se llevé a cabo aplicando el método descripto por Folch (Folch
et al., 1957) con modificaciones. Brevemente, se tomaron 4ml de EgFABP1 purificada
(conteniendo aproximadamente 2mg de proteina) y se separaron en 4 tubos de vidrio con tapa
esmerilada. A cada fraccidon (de 1ml) se le agregaron 5ml de mezcla de Folch
(cloroformo:metanol en proporcién 2:1). Se agité la mezcla en vortex durante 15min. Las
muestras se filtraron, y cada filtrado se colecté en un tubo nuevo conteniendo 250ul de
solucion 0,5M de NaCl. Los tubos se centrifugaron durante 15min a 2000rpm en una centrifuga
UV (International Equipment Centrifuge), empleando el rotor 279. Se descart6 la fase superior
por aspiracion, y se transfirié la inferior a un balén de vidrio. Se evaporé el solvente en
corriente de N2, y se resuspendieron los lipidos en 4ml de cloroformo. Las muestras se

conservaron en viales color caramelo bajo atmdésfera de N2 a -20°C hasta su posterior analisis.

2.2.1.2. Cromatografia en capa fina

Para la cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) se concentraron los
lipidos extraidos segun lo descripto en el item 2.2.1.1, secando los mismos en corriente de N
y resuspendiéndolos en 500ul de cloroformo. Las placas utilizadas fueron placas de 20 cm x
20 cm de Silicagel 60 (Merck). La siembra de la muestra se llevdo a cabo empleando una
microjeringa de 10ul (Hamilton). Se sembraron 10ul de muestra a 1cm del borde inferior de la
placa, y se desarrollé la TLC en una cuba cromatografica saturada con los vapores de la fase
movil. La fase movil empleada, para separacion de lipidos neutros, consistidé en la mezcla
Hexano:Dietiléter:Acido Acético en una proporcién 80:20:1 (v:v:v). Se utilizé como estandar,
una extraccion de lipidos de higado de rata. La placa se revelé mediante pulverizacion con
una solucién al 8% CuSO4 en 10% H3POs4, seguida de incubacion a 140°C hasta la aparicion
de color, segun lo descripto en Obal et al., 2012. Laimagen de la placa se digitaliz6 empleando

un escaner convencional.
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2.2.1.3. Cromatografia gas-liquido

Para llevar a cabo la cromatografia gas-liquido (GLC, por sus siglas en inglés), se
derivatizaron los acidos grasos empleando BFs-metanol segun lo descripto en Morrison &
Smith (1964), con modificaciones. El protocolo consistid en evaporar el solvente de las
muestras de acidos grasos extraidos de EgFABP1 empleando N.. Seguidamente, se
agregaron 2ml de solucién 10% BF3 en metanol, se gasearon los tubos con N2y se coloco en
un bloque termostatico a 64°C durante 3 horas. Una vez frios los tubos, se les agregaron 3ml
de cloroformo y se agité bien. Luego se agregaron 2ml de agua bidestilada y se agito
nuevamente. Se centrifugaron los tubos a baja velocidad para separar las fases (como se
explico en el item 2.2.1.1). Se descarté la fase superior y se lavé la fase cloroférmica dos
veces con 2ml de agua bidestilada cada vez. Finalmente, se sec6 el extracto cloroférmico bajo
corriente de N2 y se resuspendieron los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs, por sus
siglas en inglés) en n-hexano. Los FAMEs se analizaron por GLC empleando un equipo HP
6890 (Hewlett-Packard) segun lo descripto en Maté et al. (2004).

2.2.2. Analisis de la interaccién con ligandos por protedlisis parcial de EQFABP1

2.2.2.1. Digestion parcial de EQFABP1 empleando la proteasa ArgC

La proteasa ArgC (Sigma Aldrich) fue preincubada en buffer de fosfatos (descripto en el
item 2.1.2.3) con 1mM DTT durante 2 horas a 30°C. Por otra parte, se preincub6 EgFABP1
durante 30 min a 37°C con diferentes acidos grasos: acido miristico (14:0); acido palmitico
(16:0); acido estearico (18:0) y acido oleico (18:1 n-9), en una relacion molar ligando:proteina
de 4:1. Los diferentes acidos grasos se disolvieron en etanol, por lo que se incluyé como
control un tubo con EgFABP1 preincubada con etanol a la misma concentracion final que en
los tubos que contenian los ligandos. Una vez pasado el tiempo de incubacién con los acidos
grasos, y previo al agregado de la proteasa, se incubaron los diferentes tubos conteniendo
EgFABP1 con 1mM DTT durante 15 min mas a 30°C. Se agrego la solucién de proteasa a los
tubos, en una relacion EgFABP1:ArgC de 20:1 (en masa). Se incubaron las muestras a 30°C
y se retiraron alicuotas a los 5min de iniciada la digestion, y luego de una incubacién ON.
Paralelamente, se tratdé una muestra de EQFABP1 de la misma manera, pero sin agregarle

proteasa. Las alicuotas obtenidas se congelaron a -20°C hasta su posterior analisis.
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2.2.2.2. Analisis por electroforesis Tricina-SDS-PAGE

El analisis de las muestras digeridas con ArgC se realizO mediante electroforesis
desnaturalizante empleando buffers de Tris-Tricina. Se emplearon geles discontinuos que
consistieron en gel separador de 16,5%T 6%C, gel espaciador de 10%T 3%C y gel
concentrador de 4%T 3%C, donde %T representa la concentracién total de mondmero
(acrilamida + bisacrilamida) y %C representa la concentracion de crosslinker (bisacrilamida)
respecto de la concentracion total de mondmero. El buffer utilizado para la preparacion de los
geles contiene 3M Tris, 0,3%SDS, pH 8,45. Los geles, de 1mm de espesor, se prepararon
empleando el equipo MiniProtean Tetracell (BioRad). Las muestras fueron preparadas
hirviéndolas durante 5min en buffer de siembra. La composicién de dicho buffer fue: 50mM
Tris, 4% SDS, 12% (P/V) Glicerol, 2% (V/V) B-mercaptoetanol, 0,01% Coomassie Brilliant Blue
G-250, pH 6,8. La electroforesis se llevé a cabo a 50V durante 30 min, seguido de 100V hasta
que el frente de corrida hubiera avanzado lo suficiente (aproximadamente 2,5 horas). Como
buffer catédico se empled un buffer compuesto por 0,1M Tris, 0,1M Tricina y 0,1% SDS, y
como buffer anédico uno compuesto por Tris 0,2M pH 8,9. La tincion de los geles y la coleccion

de imagenes se llevaron a cabo tal como se describi6 en el item 2.1.2.2.

2.2.3. Analisis por dicroismo circular de la interaccion de EQFABP1 con acidos

grasos

De modo similar a lo descripto en el item 2.1.3.2, se obtuvieron espectros de dicroismo
circular de EgQFABP1 purificada, en sus formas apo-EgFABP1 (libre de ligandos) y holo-
EgFABP1 con acido palmitico o &cido oleico. El equipo empleado fue el mismo
espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco Corporation) del Instituto de Quimica y Fisicoquimica
Bioldgica (UBA) mencionado previamente. Estas medidas también se realizaron bajo la
supervision de la Dra. Gisela R. Franchini (INIBIOLP, UNLP-CONICET). Las cubetas
utilizadas fueron las mismas cubetas ya descriptas de cuarzo de 1cm y 0,1cm de paso 6ptico,
para los espectros medidos en el UV cercano y lejano, respectivamente. Las mediciones
consistieron en la coleccion de tres espectros, los cuales fueron promediados. Se empled una
concentracién de EgFABP1 de 31,6uM. Los espectros fueron colectados a una velocidad de
20nm/min, con un tiempo de respuesta de 1seg. Para los espectros en el UV cercano (250-
320nm) se utilizd sensibilidad alta, mientras que para el UV lejano (200-250) se empled
sensibilidad estandar. Para obtener las formas holo-EgFABP1, se incubd a la proteina con los
respectivos acidos grasos (AG) en una relacion molar EQFABP1:AG de 1:4 durante 40 minutos

a 37°C. Los AG, se agregaron a partir de soluciones 10mM en Etanol. En todos los casos, las
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proteinas se encontraban en buffer PBS (137mM NaCl; 10mM Nax:HPO4; 1,8 mM KH2POyq;
1mM NaNs; pH 7,4). La elipticidad molar de las muestras se calculé segun lo descripto por
Schmid (Schmid, 1997).

2.2.4. Analisis de la interaccion de EgFABP1 con analogos fluorescentes de

acidos grasos

La unién de analogos fluorescentes de acidos grasos a EgFABP1 se llevd a cabo
empleando un ensayo de titulacién fluorimétrica, tal como se describioé en Cérsico et al. (2004).
Brevemente, el ensayo consistié en incubar 0,5uM de un antroiloxi-acido graso a 25°C durante
3min con concentraciones crecientes de EQFABP1. El buffer utilizado para la titulacion fue el
buffer TBS, cuya composicion consiste en 40mM Tris (Trizma, Sigma Aldrich), 100mM NacCl,
pH 7,4. Los antroiloxi-acidos grasos (AOFA) empleados para los ensayos fueron el acido 12-
(9-antroiloxi)-estearico y el acido 16-(9-antroiloxi)-palmitico, 12AS y 16AP respectivamente.
Los espectros de emisién fueron registrados entre 400nm y 500nm empleando un
espectrofluorémetro Fluorolog-3 (Horiba-Jobin Yvon). La longitud de onda de la luz empleada
para la excitacion, Aexc, fue de 383nm. Para estos ensayos se emplearon cubetas de cuarzo
para fluorescencia de 1cm de paso éptico (Hellma).

La constante de disociacion se define como:

_ [EgFABP1][AOFA]
D™ [AOFA — EgFABP1]

A partir del equilibrio:
EgFABP1 + AOFA & AOFA — EgFABP1

En donde [EgFABP1] y [AOFA] representan las concentraciones en el equilibrio de proteina
y ligando libres, y [AOFA-EgFABP1] la del complejo ligando-proteina.

Los datos fueron analizados empleando el software Microcal ORIGIN. Para el ajuste se
empled un modelo de equilibrio exacto de n-sitios de union, tal como ha sido descripto

previamente (McDermott et al., 2001). La ecuacion utilizada para el ajuste es la siguiente:

Cy +1Cp + Kp) — J(C, + nCp + Kp)? — 4nCpC
F=F1+(F2—F1)(( L P D) \/( L P D) P L)

2C,

En donde Cr representa la concentracion de proteina, C. representa la concentracién total

de ligando, n es el numero de sitios de union, Kp es la constante de disociacién, F1es la
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fluorescencia del ligando en ausencia de proteina, y F» la fluorescencia al alcanzar la

saturacion.

2.3. Analisis de la interaccion de EQFABP1 con membranas

2.3.1. Preparacion de vesiculas unilamelares pequenas

La preparacién de vesiculas unilamelares pequefias (SUVs) se llevd a cabo aplicando el
protocolo descripto por Kleinfeld & Storch (1993). Brevemente, se mezclaron los fosfolipidos
adecuados, de acuerdo a la composicién de las vesiculas de interés, en un baldn de vidrio; se
secaron bajo corriente de No, y se liofilizaron ON protegidos de la luz. Se resuspendieron los
lipidos en buffer TBS, o TBS + 1mM EDTA en caso de SUVs que contienen cardiolipina (CL);
se incubaron durante 15 min a 37°C, con agitacién, y luego se sometio la mezcla a ultrasonido.
Para ello, se utilizé un sonicador de punta S-450 (Branson) con punta chata. Se emple6 un
ciclo de trabajo de 70% a una potencia de entre 3 y 4 durante 45min. Durante dicho proceso,
los lipidos (ubicados en un recipiente adecuado, con camisa termostatizada) se mantuvieron
refrigerados por una corriente de agua/hielo, y bajo corriente de N2 para evitar su oxidacion.
Posteriormente, se centrifugd la muestra, a 4°C, durante 45 min a 45000rpm, empleando un
rotor 70.1Ti en una ultracentrifuga Optima LE-80K (Beckman Coulter). El sobrenadante
obtenido, conteniendo las SUVs, se conservd en tubos de vidrio color caramelo a 4°C bajo
atmaésfera de N; para su posterior uso. La cuantificacién de las vesiculas (como concentracion
final de fosfolipidos) se llevo a cabo empleando la técnica descripta por Gomori (1942) para
determinacion de fésforo inorganico. Para llevar a cabo dicha técnica, se mezclaron las
muestras de trabajo, y muestras con distintas cantidades de una solucion patrén 1mM
NaH:PO. que se utilizaron para armar una curva de calibracién, con 30ul de una solucion al
10% de Mg(NO3)2, y se incubaron a 140°C ON. Posteriormente, se agregaron 400ul de 0,5M
HCI a las muestras carbonizadas, se agitaron en vortex y se incubaron durante 30 min en un
bano de agua hirviendo. Luego se agregaron 930ul de una mezcla 6:1 (v/v) de solucién de
acido molibdico (0,42% molibdato de amonio tetrahidrato en 1N H;SO4) y 10% acido
ascorbico; y se incubaron las muestras a 37°C durante 1 hora. La absorbancia a 820nm de
cada muestra se midié en un espectrofotometro 770+ UV/Vis (PG Instruments) empleando
cubetas de vidrio de 1cm de paso O6ptico (Hellma). El calculo de la concentracion de
fosfolipidos en la muestra se realiz6 mediante la curva de calibracidon preparada con
cantidades conocidas de NaH2PO4. En el caso de las vesiculas con CL en su composicion, la
concentraciéon de fosfolipidos debe corregirse debido a la presencia de dos grupos fosfatos
por cada molécula de CL. Se prepararon SUVs de diversas composiciones de acuerdo al

experimento en que fueran a ser utilizadas. Las SUVs estandar para los ensayos de
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transferencia de 12AS a membranas se prepararon mezclando 90 mol % de fosfatidilcolina de
huevo (EPC, por sus siglas en inglés) y 10 mol % del fosfolipido fluorescente N-(7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-yl)-fosfatidilcolina (NBD-PC), que actua como quencher de la fluorescencia
del grupo antroiloxi del 12AS. Para aumentar la densidad de carga negativa de las vesiculas
aceptoras, se reemplazé un 25 mol% de EPC por una cantidad equimolar de fosfatidilserina
(PS, por sus siglas en inglés) o CL. Para el ensayo de interaccibn con membranas por
competencia con citocromo c (CitC) se prepararon SUVs conteniendo 64 mol % EPC, 10 mol
% fosfatidiletanolamina de huevo (EPE), 25 mol % CL y 1 mol % dansil-fosfatidiletanolamina
(DPE). DPE es un fosfolipido con un grupo dansilo fluorescente cuya fluorescencia es

apagada por interaccion con el grupo hemo del CitC.

2.3.2. Determinacion del coeficiente de particion (Kr) de 12AS entre EQFABP1 y
SUVs

El coeficiente de particion del 12AS entre EQFABP1 y SUVs conteniendo NBD se determiné
midiendo la fluorescencia del complejo 12AS-EgFABP1 para diferentes concentraciones de
SUVs (preparadas segun lo descripto en el item 2.3.1). Brevemente, se incubaron 10uM
EgFABP1y 1uM 12AS en buffer TBS a 25°C, se registro la emision de fluorescencia del 12AS
(Aem=440nm; Aexc=383nm) y luego se agregaron concentraciones crecientes de SUVs,
incubando la mezcla durante 3min antes de colectar los espectros de emisién (Massey et al.,

1997). El coeficiente de particion relativo (Kp) se define como:

P [124S — EgFABP1] y [Ssuv]
P [EgFABP1] [12A4S — SUV]

Donde [12AS-EgFABP1] y [12AS-SUV] son las concentraciones de 12AS unido a la
proteina o las vesiculas, respectivamente; y [EQFABP1] y [SUV] son las concentraciones de
proteina y vesiculas. Tal como se menciond en el item 2.3.1, la molécula de NBD presente en
el fosfolipido NBD-PC de las vesiculas es un quencher de la fluorescencia del 12AS, por lo
que la emisién de fluorescencia de este ultimo disminuye al ser transferido a las vesiculas. La
disminucion de la fluorescencia del 12AS en funcion del aumento de la [SUV] se relaciona con

el Kp segun:

e a x Kp . [SUV]
rel = P [SUV] [EgFABP1]
P T TEgFABP1]
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Donde Fr, [SUV], [EgFABP1], Kp, ay b son la fluorescencia relativa, la concentracion molar
de SUV, la concentracion molar de EgFABP1, el coeficiente de particién, y parametros de
ajuste, respectivamente (De Gerdonimo et al., 2010). El coeficiente de particion se utilizé para
establecer las condiciones para los ensayos de transferencia de 12AS de modo de asegurar

una transferencia unidireccional.

2.3.3. Determinacion de la velocidad de transferencia de 12AS desde EgFABP1
a SUVs

La determinacién de la velocidad de transferencia de 12AS desde EgFABP1 a SUVs se
realizé empleando un ensayo de transferencia de energia de resonancia de Forster, o FRET
(del inglés, Forster Resonance Energy Transfer), como fue descripto para otras FABPs
(Storch & Bass, 1990; Hsu & Storch, 1996; Corsico et al., 1998). Para este ensayo se utilizd
un modulo de mezclado rapido stopped-flow RX2000 (Applied Photophysics Ltd.) adosado al
espectrofluorémetro Fluorolog 3. Este equipo permite mezclar casi instantdneamente dos
soluciones, y simultdneamente activa el registro de la fluorescencia por parte del
espectrofluorémetro al que esta acoplado. De este modo, se mezclé el complejo EgFABP1-
12AS (en relacion molar 15:1, de modo que no quede mas de un 1% de ligando libre) con
SUVs conteniendo NBD-PC, a 25°C, empleando distintas relaciones molares SUV:EgFABP1
de modo de garantizar una transferencia unidireccional del ligando, teniendo en cuenta el valor
de Kp obtenido como se describid en el item 2.3.2. Al mezclar, la transferencia del 12AS desde
EgFABP1 a las SUVs se monitorea como una caida en funcion del tiempo de la fluorescencia
del 12AS (debido a que su fluorescencia es inactivada por el NBD de las vesiculas). Las
diferentes proporciones SUV:EgFABP1 utilizadas fueron (en relacion molar) 10:1, 20:1 y 40:1.
En estos experimentos, se emplearon SUVs con diferentes composiciones (como se describid
en el item 2.3.1), asi como variantes del buffer TBS con concentraciones crecientes de NaCl.
Se realizaron controles de fotoblanqueo (o photobleaching) previos a cada experimento, tal
como se describié en Cérsico et al. (1998). Los datos se analizaron empleando SigmaPlot.
Para cada condicion experimental dentro de un experimento, se realizaron al menos cinco

réplicas.
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2.3.4. Determinacion de la union de EgFABP1 a SUVs por competencia con

citocromo ¢

Para analizar la posible asociacion de EQFABP1 con membranas fosfolipidicas artificiales
se empled un ensayo basado en la capacidad del citocromo ¢ (CitC) de unirse a membranas
acidicas (Mustonen et al., 1987). La unién de CitC a membranas acidicas conteniendo DPE
(Ver item 2.3.1) se monitored siguiendo la fluorescencia del grupo dansilo de dicha sonda.
Una caida en su fluorescencia se corresponde con la union del CitC a la membrana, ya que
su grupo hemo es un quencher de la fluorescencia del grupo dansilo. La capacidad de
EgFABP1 de interactuar con las membranas se evidenci6 como una disminucion de la
supresion de la fluorescencia del DPE inducido por el CitC. Inicialmente, se analizé la
disminucion de la fluorescencia del grupo dansilo en funcidon de agregados crecientes de CitC
con la finalidad de determinar la concentracion minima de CitC necesaria para causar la
maxima disminucion de la fluorescencia del DPE. Para ello, se incubaron 15uM de DPE-SUVs
con concentraciones crecientes de CitC (Sigma Aldrich) y se registrd, para cada condicion, la
fluorescencia del grupo dansilo (Aexc=335nm; 450nM=<Aen<600nm). Una vez determinada la
concentracion de CitC a utilizar, se procedié a evaluar la interaccion de EQFABP1 con las
SUVs. Para ello, se mezclaron en una cubeta de 200ul (Hellma), 15uM SUV con EgFABP1.
Luego de 2 min de incubacion, se registré la fluorescencia a 520nm del DPE. Seguidamente,
se incorporé a la mezcla 1uM de CitC, se incub6 por 2 min mas, y se midid6 nuevamente la
fluorescencia a 520nm. El procedimiento se repitié para cada una de las concentraciones de
EgFABP1 utilizadas. El buffer utilizado fue 20mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA, pH 7 4.

2.4. Identificacion y analisis de FABPs de E. multilocularis

2.4.1. Analisis bioinformatico del genoma de E. multilocularis

Para el analisis bioinformatico del genoma de E. multilocularis se contd con la asistencia
del Dr. Ferenc Kiss (Universidad de Wurzburgo, Alemania). La busqueda de las FABPs de E.
multilocularis se llevd a cabo empleando el programa informatico BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), y los programas incluidos en el mismo. Como
punto de partida para el analisis se tomaron las secuencias de EgFABP1 y EgFABP2
publicadas por el grupo de la Dra. Esteves (Esteves et al. 1993, Esteves et al. 2003),
disponibles en las bases de datos del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) bajo
los numeros de acceso AF321119.1 y AF321117.1, respectivamente. Se emplearon las
herramientas BLASTN, TBLASTN, BLASTX y BLASTP para comparar las secuencias de
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EgFABP1 y EgGFABP2, tanto con el borrador del genoma de E. multilocularis disponible en el
laboratorio del Dr. Brehm (antes de la publicacién de dicho genoma por Tsai et al., 2013),
como con datos de transcriptémica, tanto de dicho organismo como de cestodos relacionados,
y con bases de datos de proteinas predichas in silico. La versién del genoma empleada para
realizar las busquedas fue la version “emu.contigs_171109” generada por Wellcome Trust
Sanger Institute. Actualmente, dicha versién, asi como otras posteriores, se encuentran
disponibles en ftp:/ftp.sanger.ac.uk/pub/project/pathogens/Echinococcus/multilocularis/
genome/ARCHIVE/.

2.4.2. Diseino de siRNAs contra EmMFABP1 y EmFABP2

El disefio de los siRNAs se llevd a cabo empleando el programa BLOCK-T RNAi
(https://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/). Se selecciond un siRNA dirigido contra
emfabp1 y uno contra emfabp2 (genes ortdlogos a egfabp1 'y egfabp2, respectivamente), a
los cuales se les eliminaron dos bases de sus extremos 3’, segun lo descripto por Spiliotis et
al. (2010). Se chequed mediante BLAST que cada siRNA seleccionado tuviera como blanco
exclusivamente al gen contra el cual se habia disefiado. Como control, se utilizé el mismo
siRNA empleado por Spiliotis et al. (2010), dirigido contra el ARN mensajero de la proteina
verde fluorescente (GFP) de Aequorea victoria, que no cuenta con genes ortélogos en E.
multilocularis. Los siRNA se compraron a Sigma Aldrich. Las secuencias de los siRNAs

correspondientes se detallan en el Apéndice 7.1.2.

2.4.3. Obtencioén, aislamiento y cultivo de células de E. multilocularis

La obtencion de células primarias de E. multilocularis para los ensayos de silenciamiento
se realizé a partir de vesiculas (metacestodos) obtenidas en co-cultivo con células Reuber
RH- de hepatoma de rata (ATCC no. CRL-1600), gentilmente cedidas por el Dr. Uriel Koziol
(Universidad de Wurzburgo, Alemania). Las mismas tenian al menos tres meses de cultivo en
las condiciones mencionadas y provenian de material parasitario extraido a partir de gerbos
(organismo utilizado como hospedador de laboratorio de E. multilocularis). Se utilizé material
correspondiente al aislamiento GHO9 en un caso, y JAVA en otro. Para el aislamiento de las
células primarias de E. multilocularis se empled el protocolo descripto por Spiliotis et al.,
(2010). Brevemente, el mismo consistié en realizar inicialmente un cultivo ON de vesiculas de
metocestodo en atmdsfera de N2y con condiciones reductoras para propiciar la eliminacion
de las células de hepatoma de rata que pudieran haber quedado en el cultivo luego de los

reiterados lavados con PBS efectuados a las vesiculas. Para dicho cultivo se emple6 el medio
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condicionado “cDMEM” (Dulbecco’s MEM (Biochrom AG) + 10% suero fetal bovino inactivado
(Biochrom AG) + 200 unidades/ml PenStrep (Gibco), condicionado por una semana en
presencia de células Reuber RH-) adicionado, luego de esterilizar, con 10uM batocuproina
disulfonato, 1ul/ml B-mercaptoetanol y 100uM L-cisteina. Las botellas de cultivo se gasearon
con N2. La incubacién se realizé en una estufa gaseada a 37°C con 5% CO.. Al dia siguiente,
se lavaron las vesiculas exhaustivamente con PBS y se las escurrié con ayuda de un aro de
metal con gasa, tal como se describe en Spiliotis & Brehm (2009), con la finalidad de retirar la
mayor cantidad de PBS posible. Seguidamente, se rompieron las vesiculas por pipeteo
empleando una pipeta de 10ml. Se estimoé el volumen de vesiculas rotas empleando la
graduacion del tubo coénico en el cual fueron colectadas. Se llevo a cabo una centrifugacion
de 6 minutos a 600 x g en rotor de angulo fijo. El sobrenadante resultante se retird con pipeta.
Se lavaron los pellets exhaustivamente con PBS, hasta que el sobrenadante se observara
traslicido. Se centrifugd nuevamente a 600 x g durante 6 minutos, y se descarté el
sobrenadante, retirandolo con pipeta. Los pellets se resuspendieron en 4 volumenes de
tripsina/EDTA, se agitaron suavemente los tubos, y se incubaron a 37°C durante 25 minutos
aproximadamente. A continuacion, se realizé un filtrado empleando gasa de 30um de poro
adosada a un vaso de precipitados. Luego de pasar toda la suspensién por la gasa, se enjuago
la misma con PBS y se colectaron los restos retenidos en ella en un tubo cénico. A eso se le
agregaron 5ml de tripsina/EDTA, se agité mas fuertemente que la vez anterior, y se incub6 a
37°C durante 5 minutos. Dicha operacion se repitié 3 veces. El liquido filtrado, colectado en el
vaso de precipitados, se volvié a filtrar a través de gasa nueva. El filtrado resultante se
centrifugd durante 1 minuto a 100 x g en rotor oscilante, para eliminar los corpusculos
calcareos. Los sobrenadantes colectados se centrifugaron a 400 x g durante 10 minutos en
rotor oscilante. Se descartaron los sobrenadantes y se resuspendieron los pellets en PBS en
un volumen tal que fuera la mitad del volumen estimado de vesiculas rotas obtenidas. A
continuacion, se tomaron 12,5yl de muestra y se diluyeron con 1ml de PBS, para luego
medirles la DO a 600nm. Una DOesx0=0,02 se define como 1 unidad (U). De este modo,
teniendo en cuenta la medida realizada, se sembraron 500 U por pocillo en placas de 6
pocillos, cada uno conteniendo 4ml de medio cMEM suplementado con 3-mercaptoetanol y L-
cisteina como se describid previamente, pero sin batocuproina disulfato. Las células se
resuspendieron suavemente con pipeta P1000, y se coloco la placa dentro de una bolsa tipo
Ziploc. Se gase0 la bolsa 2 veces con N2 y se cerrd. Se realizé una incubaciéon ON a 37°C,
con 5% COa.

68



MATERIALES Y METODOS

2.4.4. Electroporacién de células de E. multilocularis

El dia posterior al aislamiento de las células primarias de E. multilocularis, y como paso
previo a la electroporacion de las mismas, se juntaron las células de dos pocillos de la placa
en uno solo, y se incubaron durante 3 horas a 37°C en las mismas condiciones que antes.
Pasado dicho tiempo, se colectaron las células y se centrifugaron durante 5 minutos a 100 x
g. El sobrenadante se retiré con pipeta y se descartd. Se resuspendié cada pellet en 2ml de
buffer de electroporacion (120mM Trehalosa, 20mM HEPES, 1mM Mioinositol, 1mM KCI, 1mM
MgClz, 1mM KzHPO4, 0,4mM KH2PO4, 1mM Glutatién; pH 6,9; conductividad <1,3mS), de
modo de obtener una suspension de 0,5 U/pl (Ver item 2.4.3). Por cada 50 U se aplico 1ug
de siRNA. La electroporacion se llevé a cabo en cubetas de 2mm, aplicando 400V y 1uF
mediante un electroporador GenePulser (BioRad). Luego de la electroporacion, se incubaron
las células durante 10 minutos a 37°C, se centrifugaron a 100 x g durante 5 minutos y se
descarto el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 200ul de medio cDMEM con L-
cisteina y B-mercaptoetanol, y se sembraron en placa de 96 pocillos. La placa se incubo a
37°C en atmosfera de N, tal como se describié en el item 2.4.3. El medio de cultivo fue

cambiado cada dos dias aproximadamente.

2.4.5. Monitoreo de los niveles de expresion de las FABPs de E. multilocularis

Para analizar los niveles de expresion de las FABPs de E. multilocularis se llevaron a cabo
experimentos de Western Blot y RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con

transcripcion reversa) semicuantitativa.

2.4.5.1. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas, se colectaron las muestras a partir de los pocillos de la
placa en la que se realizaron los cultivos, se colocaron en tubos tipo eppendorf de 1,5mly se
centrifugaron durante 5 minutos a 100 x g. Se descartaron los sobrenadantes, y se
resuspendieron los pellets en 100ul cada uno de buffer de siembra sin 3-mercaptoetanol. Se
hirvieron las muestras durante 10 minutos a 100°C y luego se centrifugaron durante 10

minutos a 10000 x g. Los sobrenadantes se conservaron a -20°C para su posterior analisis.

69



MATERIALES Y METODOS

2.4.5.2. SDS-PAGE/Western Blot

Para llevar a cabo el analisis por Western Blot de los niveles de expresion de las FABPs
de E. multilocularis se realizé primeramente una electroforesis SDS-PAGE de las muestras
de proteinas obtenidas segun lo descripto en el jtem 2.4.5.1. Dichas muestras se cuantificaron
empleando el kit BCA Protein Assay Kit (Pierce) segun las indicaciones del fabricante, de
modo de sembrar en el gel aproximadamente 2pg totales de proteina por muestra. El protocolo
de SDS-PAGE empleado fue similar al descripto en el item 2.1.2.2. Las muestras se corrieron
durante una hora a 150V. Seguidamente, se realizd la transferencia de las muestras a
membranas de nitrocelulosa empleando un equipo de transferencia humeda Mini Trans-Blot
(BioRad). La transferencia se llevé a cabo a 350mA durante una hora. Luego de la
transferencia se bloquearon las membranas durante una hora a temperatura ambiente con
una solucién al 5% de leche en polvo descremada preparada en buffer TBST (20mM Tris,
150mM NaCl, 0,1% Tween 20, pH 8). Posteriormente, se incubaron las membranas ON a 4°C,
con agitacién, con el anticuerpo monoclonal de ratén a-Elp diluido 1:1000 en buffer TBST +
5% leche. Seguidamente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con buffer TBST,
y se incubaron las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpos a-
inmunoglobulinas de ratén conjugado a peroxidasa, diluidos en buffer TBST + 5% leche segun
indicaciones del fabricante. Luego de hacer 3 lavados de 10 minutos cada uno con buffer
TBST, se revelaron los Western Blots empleando el reactivo SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce) y placas radiograficas. Una vez obtenidos los
resultados, se lavaron las membranas durante 5 minutos en buffer TBST y se incubaron
durante 3 horas a 50°C en buffer de stripping (20mM Tris, 2% SDS, 0,7% B-mercaptoetanol,
pH 6,8) para remover los anticuerpos. A continuacion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos
cada uno con buffer TBST, se bloquearon las membranas durante 1 hora a temperatura
ambiente con 5% de leche en buffer TBST, y se repitié el protocolo descripto utilizando el
anticuerpo a-EgFABP1 (Ver Apéndice 7.4) diluido 1:20000 en buffer TBST + 5% leche, como
anticuerpo primario, y un anticuerpo a-inmunoglobulinas de conejo conjugado a peroxidasa,
diluido 1:5000 en el mismo buffer. Las imagenes obtenidas fueron escaneadas y analizadas

utilizando el programa informatico ImagedJ (http://imagej.nih.gov/ij/).

2.4.5.3. Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN, se cosecharon los agregados celulares de las placas de 96
pocillos y se transfirieron a microtubos de 1,5ml. Se centrifugaron las muestras durante 5
minutos a 100 x g, y se descartaron los sobrenadantes. Los pellets se resuspendieron en

100ul del reactivo Isol-RNA Lysis Reagent (5Prime) y se conservaron a -80°C hasta su
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posterior uso. Al momento de realizar la extraccién de ARN, se descongelaron las muestras y
se pipetearon para disgregar las células y homogeneizar la mezcla. Posteriormente, se
centrifugaron las muestras a 4°C durante 10 minutos a 12000 x g. Los sobrenadantes se
incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente, y luego se les agreg6 cloroformo
respetando la proporcion recomendada por el fabricante de 200ul de cloroformo por cada 1mi
de reactivo Isol-RNA Lysis Reagent utilizado para la lisis. Los tubos se mezclaron por agitacion
intensa durante 15 segundos y luego se dejaron reposar unos minutos (2-3 minutos) a
temperatura ambiente. Luego de centrifugar durante 15 minutos a 12000 x g (a 4°C), se
separaron las fases acuosas y se transfirieron a nuevos tubos. A ello se afadié isopropanol
(0,5ml de isopropanol por cada ml de Isol-RNA Lysis Reagent empleado) y se mezcld
exhaustivamente con vortex. Luego de incubar las muestras durante 10 minutos a temperatura
ambiente, las mismas se centrifugaron a 12000 x g durante 10 minutos, a 4°C. Una vez
descartados los sobrenadantes, se agreg6 etanol 75% a las muestras (al menos 1ml por cada
ml del reactivo de lisis empleado). Se centrifugaron las muestras nuevamente, a 7500 x g
durante 5 min, a 4°C. Una vez eliminados los sobrenadantes, se secaron los pellets de ARN
incubandolos 5 minutos a 37°C, y se los resuspendié en 20ul de agua libre de ribonucleasas

(una breve incubacion a 65°C durante 10 minutos favorecio la disolucion).

2.4.5.4. Sintesis de cDNA

Como paso previo a la sintesis de cDNA, se realizd un paso de digestion del ADN. Para
ello, se utilizaron 2 U de DNAsa libre de RNAsas (RQ7 RNase-Free DNase, Promega) por ug
de ARN. Las mezclas de reaccioén se incubaron durante 1 hora a 37°C. Pasado dicho tiempo,
la reaccion se detuvo mediante el agregado de solucién de stop (provista por el fabricante) e
incubacién a 65°C por 10 minutos. Para la sintesis de cDNA se prepar6 inicialmente una
mezcla conteniendo 50pmol de primer oligo-dT, mezcla de dNTPs a concentracion final de
1mM y el ARN molde (no mas de 5ug), todo en un volumen de 10ul. Dicha mezcla se calenté
a 65°C por 5 minutos, y se enfrié6 inmediatamente en hielo. Seguidamente, se preparo la
mezcla de reaccion combinando, en un volumen de 20yl, la premezcla de molde y primer, 100
unidades de la enzima PrimeScript Reverse Transcriptase (TaKaRa), el buffer y el inhibidor
de RNAsas provistos por el fabricante, y agua libre de RNAsas. La reaccion se llevd a cabo
incubando la mezcla durante 1 hora a 42°C, seguido de una incubacion de 15 minutos a 70°C

y su inmediato pasaje a hielo.
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2.4.5.5. RT-PCR semicuantitativa

Para los ensayos de RT-PCR semicuantitativa, se realizaron diluciones 1/10, 1/100 y
1/1000 del cDNA molde; y los ciclos de la PCR se limitaron a 30. Para las mezclas de reaccion
se emplearon dNTPs a una concentracion final de 200uM de cada uno de ellos, 1 unidad de
Taq polimerasa (New England Biolabs), buffer provisto por el fabricante, y 0,8uM de primers
directo e inverso (variando para cada reaccion el par de primers de acuerdo a la secuencia
que se deseara amplificar) en un volumen final de 25ul. Se empled el gen constitutivo elp
(Brehm et al., 2003) a los fines de normalizar los resultados. Los ciclos de temperatura
empleados consistieron en una incubacién de 2 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de
incubaciones de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C (o 45°C, dependiendo de los
primers) y 1 min a 72°C, para finalizar con una incubacion de 10 minutos a 72°C. Las
secuencias de los primers empleados para la amplificacion de los genes de las EmFABPs se
encuentran en el Apéndice 7.1.1. Los resultados de las PCR fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 1% tal como se describid en el jtem 2.1.1.5, aunque
utiizando buffer TAE (40mM Tris-Acetato, 1mM EDTA, pH 8) en lugar de TBE. Las
electroforesis se llevaron a cabo a 100V durante 30 minutos, y los geles fueron tefiidos con

bromuro de etidio para visualizar los fragmentos de ADN.

2.4.6. Clonado y caracterizacion in silico de FABPs de E. multilocularis

2.4.6.1. Clonado de las secuencias codificantes de las diferentes EmFABPs

Para el clonado de las secuencias codificantes de las EmFABPs se parti6 de cDNA
obtenido a partir de agregados de células primarias de E. multilocularis cultivados por dos dias
en condiciones axénicas en el laboratorio del Dr. Brehm. Dichas células correspondian al
aislamiento JAVA. Para la amplificacion por PCR de las secuencias buscadas se empleé la
polimerasa de alta fidelidad Platinum® Pfx DNA polymerase (Invitrogen), empleando el
protocolo descripto en el item 2.1.1.3. En los ciclos de amplificacion se utilizd la misma
configuracion descripta en dicho item, salvo la temperatura de hibridacion que varié de
acuerdo a los primers usados en cada caso. La temperatura de hibridacion (o annealing)
utilizada fue de 45°C para las PCR de emfabp4 y de 50°C para las demas secuencias. Los
productos de PCR se chequearon por electroforesis en geles de agarosa (Ver item 2.1.1.5).
Para la purificacion de los fragmentos amplificados, se sembré la totalidad de las PCR
obtenidas en geles de agarosa de 1,2% y se procedi6 segun lo descripto en el item 2.1.1.6.

Una vez purificados los fragmentos de PCR, se debié aplicar un protocolo para agregar una
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adenina en el extremo 3’ de los mismos (protocolo de A-tailing) para poder clonarlos en el
plasmido pGEM-T Easy (Promega), ya que la polimerasa empleada para la amplificacion deja
los extremos romos. Para ello, se emplearon 5 unidades de Taq DNA Polymerase (Invitrogen),
0,2mM dATP, 1,5mM MgCl,, 5-8ul de producto de PCR purificado, el buffer provisto por el
fabricante de la enzima, y agua bidestilada estéril, en un volumen final de 10ul. Las mezclas
de reaccion se incubaron durante 30 minutos a 70°C. Seguidamente, se realizaron las
reacciones de ligacién en el vector pGEM-T Easy, el cual se encuentra predigerido y cuenta
con nucleodtidos de timidina protruyentes capaces de aparearse con las adeninas agregadas
a los insertos. Las mezclas de reaccion realizadas constaron de 1ul de vector pGEM-T Easy,
5ul de producto de PCR, 1ul de T4 DNA Ligase y el buffer adecuado, provistos por el fabricante
del vector. Los tubos con las mezclas de reaccidn se incubaron a 4°C durante toda la noche.
Seguidamente, se transformaron bacterias de la cepa E. coli XL-1 Blue siguiendo el protocolo
descripto en el item 2.1.1.10. La seleccion de las bacterias transformadas se llevo a cabo
empleando placas de medio LB/Agar/Ampicilina (tal como se describio en el item 2.1.1.10) a
las cuales se les agregd 10ul de IPTG (400mM) y 10ul de una solucién 50mg/ml de 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-beta-D-galacto-piranésido, o X-gal (Promega), para el monitoreo blanco/azul
de los clones que contenian inserto ligado al vector. Dicho screening explora la habilidad de
las colonias de hidrolizar el compuesto X-gal. Brevemente, en el plasmido pGEM-T Easy el
sitio multiple de clonado se encuentra en medio de una secuencia que codifica un fragmento
de la enzima B-galactosidasa, capaz de complementar al fragmento que es codificado en el
genoma de bacterias mutantes, como es el caso de E. coli XL-1 Blue. Si se inserta un
fragmento de ADN en el vector, tal que interrumpa dicha secuencia, no puede llevarse a cabo
la complementacion. De este modo, fenotipicamente, la bacteria carecera de actividad [3-
galactosidasa. Al cultivar las bacterias en placas conteniendo el compuesto X-gal (hidrolizable
por la accién de la B-galactosidasa), se revelan como colonias azules las que tienen actividad
B-galactosidasa (sin inserto en el vector) y como blancas aquellas que tienen un vector
recombinante (Sambrook & Russell, 2001). Se seleccionaron, por lo tanto, colonias blancas,
las cuales fueron cultivadas en medio LB liquido para realizar extracciones de ADN plasmidico
(Ver item 2.1.1.1). Los plasmidos obtenidos se digirieron con la enzima de restriccion EcoRl/
(Veritem 2.1.1.4) para luego analizar por electroforesis en geles de agarosa (Ver item 2.1.1.5)
la presencia de insertos de tamafos correspondientes a lo esperado. Los plasmidos
recombinantes se enviaron a secuenciar al servicio de secuenciacion de la Unidad de
Gendmica del Instituto de Biotecnologia perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Se empled el primer universal del promotor SP6. Las secuencias
experimentales obtenidas se alinearon con las secuencias predichas empleando la
herramienta CLUSTALW del programa bioinformatico BioEdit (Ver item 7.3.2).
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2.4.6.2. Caracterizacion bioinformatica de las secuencias proteicas de las FABPs

de E. multilocularis

Para la caracterizacion de las secuencias de las FABPs de E. multilocularis se emplearon
diversas herramientas bioinformaticas. La busqueda de dominios caracteristicos de FABPs se
llevd a cabo empleando la herramienta bioinformatica InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/).
Los graficos que representan los resultados obtenidos se realizaron mediante el programa
UGENE, disponible en http://ugene.unipro.ru/. La prediccion de estructuras secundarias se
realizé mediante el programa PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Los alineamientos
de secuencia se realizaron empleando la herramienta CLUSTALW, mientras que los
porcentajes de similitud de secuencia se calcularon comparando de a pares las secuencias
utilizando una herramienta desarrollada para tal fin, ambas del programa BioEdit. La
comparacion de las EmFABPs con proteinas de otros organismos se realiz6 empleando la
herramienta BLASTP del sitio del NCBI, National Center for Biotechnology Information
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

2.4.6.3. Caracterizacion bioinformatica de los genes de las FABPs de E.

multilocularis

El analisis de la posicion de los intrones en los genes de las EmFABPSs se llevo a cabo por
comparacion de las secuencias codificantes, o CDS (coding DNA sequences), de los distintos
genes, con las secuencias gendmicas correspondientes empleando la herramienta Splign
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign). Las coordenadas de los genes en el genoma de E.
multilocularis se obtuvieron mediante la herramienta BLASTN del programa BioEdit. La
visualizacién de los genes en el genoma se realizé empleando el programa informatico
UGENE. Para ello, se conté con la colaboracién del Lic. Lucas Maldonado (IMPAM, UBA-
CONICET).

2.4.6.4. Prediccion de FABPs en E. granulosus y comparacion con las FABPs de

E. multilocularis

La busqueda de los genes ortdlogos a las EmFABPs en el genoma de E. granulosus se
llevé a cabo empleando las herramientas BLAST, tanto de la base de datos GeneDB del
Wellcome Trust Sanger Institute (http://www.genedb.org/Homepage) como las del programa
BioEdit, comparando con la version “Egranulosus_genome_v3” del genoma de E. granulosus

disponible en ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/project/pathogens/Echinococcus/granulosus/genome.
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Los alineamientos se realizaron también con la herramienta CLUSTALW del programa
BioEdit.

2.4.6.5. Analisis de la expresion de FABPs en E. multilocularis
Para realizar estos experimentos se utilizé el protocolo de RT-PCR semicuantitativa

descripto en el item 2.4.5.5 de la presente seccion. Los cDNA utilizados como molde fueron

gentilmente cedidos por el Dr. Uriel Koziol (Universidad de Wurzburgo, Alemania).
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3. RESULTADOS

3.1.Subclonado y purificaciéon de EgFABP1

3.1.1. Subclonado de EgFABP1

Durante ensayos de purificacion de EQFABP1 recombinante previos a este trabajo, se
detectd la presencia de una proteina de aproximadamente 30kDa que resultaba dificil de
separar de EgFABP1. Asimismo, se noté que el nivel de expresion de dicha proteina era
bastante alto y que respondia a la induccién con IPTG, por lo que se concluy6 que podia ser
la B-lactamasa codificada por el vector pET-5a en el que se encontraba clonada la regién
codificante del gen de EgFABP1 (Ver Apéndice 7.2).

Con la finalidad de intentar subsanar dichos inconvenientes, se decidio subclonar la region
codificante para EQFABP1 en el vector de expresién pET-11b. Dicho vector cuenta con un
terminador de la transcripcion proveniente del fago T7 (rio abajo del sitio de clonado) que evita
que la RNA polimerasa genere transcriptos que incluyan, junto al mensajero de interés, la
secuencia codificante de la B-lactamasa. Por otro lado, el vector pET-11b también codifica
para el represor Lacl, y cuenta con un operador lac entre el promotor del fago T7 y el sitio de
clonado (Ver Apéndice 7.2). De este modo, se puede obtener una expresién mas regulada de
la proteina recombinante clonada en dicho vector, ya que en ausencia de IPTG el represor
Lacl se encuentra unido al operador lac y evita la transcripcion del gen de interés. Esto es
importante para reducir las posibilidades de que la expresién basal de la proteina
recombinante pueda dificultar el crecimiento del cultivo bacteriano.

Para llevar a cabo el subclonado de la regién codificante del gen egfabp1, se realizé una
PCR con primers especificos para dicha secuencia (Ver item 2.1.1.3 de la seccién Materiales
y Métodos) utilizando como molde el plasmido pET-5a-egfabp? generado en el laboratorio de
la Dra. Esteves (UdelaR, Montevideo, Uruguay). Por otra parte, se transformaron bacterias de
la cepa E. coli XL1-Blue con el plasmido pET-11b (Ver item 2.1.1.10 de Materiales y Métodos)
para amplificarlo y luego extraerlo siguiendo los protocolos descriptos en el item 2.1.1.1 de la
seccion Materiales y Métodos. Ambas moléculas de ADN (fragmento amplificado por PCR y
vector) fueron digeridas con las enzimas de restriccion Ndel y BamHl, tal como se describid
previamente. Las muestras digeridas con las enzimas de restriccion se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa (Figura R-1) y se purificaron los fragmentos de interés

siguiendo los protocolos descriptos en la seccion de Materiales y Métodos.
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Figura R-1. Control del inserto egfabp1 y el plasmido pET-11b digeridos. La
figura muestra los resultados de dos electroforesis en gel de agarosa. En el gel
de la izquierda se indica la banda correspondiente al plasmido pET-11b digerido
con las enzimas Ndel y BamHI (antes del tratamiento con fosfatasa alcalina), y
en el de la derecha, la banda correspondiente a la secuencia codificante del gen
egfabp1 amplificada por PCR y digerida con las mismas enzimas de restriccion.
Se indican también, los tamafios (en pares de bases, pb) de los fragmentos de
ADN correspondientes a los marcadores de peso molecular High DNA Mass
Ladder y Low DNA Mass Ladder, en los geles izquierdo y derecho,
respectivamente.

El vector pET-11b digerido fue desfosforilado, mediante tratamiento con fosfatasa alcalina,
para evitar la religacion del mismo. Las ligaciones se realizaron en presencia de un exceso de
inserto. Posteriormente, se transformaron bacterias competentes de la cepa E. coli XL1-Blue
con la mezcla de ligacion y se cultivaron en placas de LB/Agar/Ampicilina. Para determinar
las colonias transformadas con el vector conteniendo el inserto se aplico la técnica de PCR
segun lo descripto en el ftem 2.1.1.10 de la seccion Materiales y Métodos. Se encontraron dos
colonias que dieron resultados positivos por PCR (Figura R-2), las cuales se cultivaron en
mayor escala para aislar el plasmido y para generar stocks de glicerol que fueron
almacenados a -80°C. Una muestra de cada uno de los plasmidos obtenidos a partir de las
colonias positivas se digirié con Ndel y BamHI, y se sometio a electroforesis en gel de agarosa
para rechequear que el tamano del inserto clonado fuera el adecuado, es decir, 402pb (Figura
R-3). Finalmente, los plasmidos obtenidos se secuenciaron mediante el servicio de
secuenciado de la empresa Macrogen Inc., empleando para ello los primers especificos
EgFABP1-Fw y EgFABP1-Rv (Ver Apéndice 7.1.1). Los resultados del secuenciado se

encuentran en el Apéndice 7.3.1.
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egfabp1

Figura R-2. Screening por PCR de bacterias transformadas con plasmidos
recombinantes. La figura corresponde a un gel de agarosa con el resultado de las
reacciones de PCR utilizadas para analizar la presencia de la secuencia codificante
de egfabp1 en los plasmidos presentes en las bacterias E. coli XL1-Blue
transformadas con la ligacién. La calle (-) corresponde a un control negativo (sin
ADN molde), la calle (+) es un control positivo (utilizando el plasmido pET-5a-
egfabp1 como molde), las calles (1) a (9) corresponden a las distintas colonias
evaluadas, mientras que la calle (PM) contiene el marcador de peso molecular
100bp DNA Ladder.

e
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Figura R-3. Chequeo de los plasmidos recombinantes por digestion con
enzimas de restriccion. La figura muestra el resultado de la digestion con enzimas
de restriccion de los plasmidos extraidos de las colonias 1 y 8 que dieron positivas
para el gen egfabp1 en la prueba por PCR. Las calles a la izquierda del marcador
de peso molecular (PM) corresponden a muestras de la colonia 1, mientras que las
que se encuentran a la derecha corresponden a la 8. Las calles (1) y (5) contienen
muestras digeridas solo con BamHI; las calles (2) y (6), muestras digeridas con
BamHI'y Ndel; en las calles (3) y (7) hay muestras de plasmidos sin digerir; y en la
(4) y (8), las muestras digeridas so6lo con Ndel. Se indica el tamafio (en pb) de las
bandas del marcador de peso molecular y la posicién del inserto egfabp1.
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3.1.2. Purificacion de EgFABP1

Una vez confirmada la secuencia del inserto egfabp1 en el plasmido pET-11b, se procedi6
a transformar bacterias de la cepa E. coli BL21(DE3) con la construccién obtenida, empleando
los protocolos descriptos previamente. Una vez seleccionadas las bacterias transformadas,
se procedid a realizar un ensayo de screening de expresién de proteinas siguiendo el
protocolo descripto en el jtem 2.1.2.1 de la seccion Materiales y Métodos. En dicho
experimento se analizaron tanto cultivos bacterianos conteniendo el plasmido pET-11b-
egfabp1, como cultivos de E. coli BL21(DE3) conteniendo el plasmido original pET-5a-
egfabp1. En ambos casos, se comparé la expresion de proteinas antes y después de la
induccién con 400uM IPTG mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida, o SDS-PAGE (Ver figura R-4).

(1 (2 () (4 (PM) (5) (6) (7)

Figura R-4. Screening de expresion de EgFABP1. Las calles (1) a (4)
corresponden a extractos proteicos de bacterias E. coli BL21(DE3) transformadas
con el plasmido pET-11b-egfabp1. Las proteinas sembradas en las calles (5) y (6)
provienen de cultivos bacterianos de E. coli BL21(DE3) conteniendo el plasmido
pET-5a-egfabp1. La calle (7), por su parte, corresponde a un cultivo de la misma
cepa bacteriana, pero portadora del plasmido pET-11b sin inserto. Las calles (2),
(4), (6) y (7) corresponden a cultivos inducidos con 400uM IPTG, mientras que (1),
(3) y (5), a cultivos sin inducir. A la izquierda de las bandas del marcador de peso
molecular se indica el peso molecular de las mismas en kDa.

Tal como se puede apreciar en la Figura R-4, las bacterias E. coli BL21(DE3) transformadas
con el plasmido pET-11b-egfabp 1 fueron capaces de expresar EQFABP1 luego de la induccion
con IPTG. Al analizar los patrones de expresion proteica producidos por las bacterias
empleadas en el ensayo, se puede observar que en aquellas que portan el plasmido pET-11b-
egfabp1 existen niveles menores de expresion de una proteina de alrededor de 30kDa, si se
lo compara con los extractos provenientes de bacterias que llevan el plasmido pET-5a-
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egfabp1. Dicha proteina, tal como se mencioné previamente, resultaba ser un contaminante
dificil de remover en los ensayos previos de purificacién de EQFABP1.

Una vez determinada la capacidad de las bacterias de producir la proteina EgFABP1
recombinante, se procedié con su expresion a mayor escala y con su purificacion. A
continuacion se presentan, a modo de ejemplo, los pasos de una purificacion de EgFABP1.

Luego del cultivo, induccién y lisado de las bacterias, se ultracentrifugaron las muestras y
se conservo el sobrenadante. A dicha muestra se le realizé un proceso de precipitacion con
(NH4)2S0O4, o Salting Out, que permitid remover parte de las proteinas contaminantes (Ver
Figura R-5).

(1) (2) (3) (4) (PM)

<— EgFABP1

Figura R-5. Pasos de la purificacion de EgFABP1. La figura muestra un gel de
SDS-PAGE donde se corrieron muestras correspondientes a los primeros pasos de
la purificacion de EQFABP1. En la calle (1) se observa el patrén de proteinas del
precipitado resultante de la centrifugacién del lisado bacteriano; en la calle (2), el
sobrenadante correspondiente. En la calle (3) se encuentran las proteinas del
precipitado resultante del tratamiento de salting out, mientras que en la (4) se
encuentra el sobrenadante respectivo. Si bien no se sembraron cantidades
equivalentes de proteinas en todas las calles, se puede observar un
enriquecimiento de EQFABP1 en la ultima muestra. En la calle (PM) se encuentra
el marcador de peso molecular Low Molecular Weight Marker de GE Healthcare,
con los pesos moleculares indicados en kDa. La flecha sefiala la banda
correspondiente a EgFABP1

Seguidamente, se concentré la muestra, se incubd la mezcla de proteinas con acido
palmitico marcado con '“C, y se realizd una cromatografia de exclusion molecular. Las
muestras eluidas de la columna de exclusion molecular se analizaron por medida de
absorbancia a 280nm, medida de la radiactividad y por SDS-PAGE (Ver Figuras R-6 y R-7).
Una vez identificados los tubos que contenian EQFABP1, se reunieron todas las muestras, se
concentraron y se cambiaron de buffer para proceder a la deslipidizacién de la proteina (ver
detalles en la seccién Materiales y Métodos). La modificacién del buffer empleado para la
deslipidizacién, respecto al empleado en los protocolos tradicionales de purificacion de las
FABPs (Hsu & Storch, 1996) fue necesaria debido a que los mismos no resultaban

satisfactorios para la remociéon exhaustiva de los acidos grasos que copurificaban unidos a
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EgFABP1. Las nuevas condiciones de deslipidizacion se establecieron en base a datos
bibliograficos que proponian la utilizacién de buffers de alta fuerza idénica durante los pasos
de deslipidizacion de proteinas capaces de unir ligandos hidrofébicos, con el objetivo de
aumentar la interaccion de los lipidos con las resinas hidrofébicas empleadas para dichos
fines (Velkov et al., 2008).
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Figura R-6. Cromatograma correspondiente a la cromatografia de exclusién
molecular. La linea azul corresponde a la absorbancia medida a 280nm,
mientras que la verde representa las dpm/100ul presentes en las muestras. La
radiactividad correspondiente al [1-'“C]-Palmitato se concentra en las muestras
en las que eluye EgFABP1.

(25) (31) (PM) (34) (36) (38) (40) (42) (50)

. s
?—.—
201
- <+— EgFABP1
144

Figura R-7. SDS-PAGE de las muestras colectadas de la cromatografia de
exclusiéon molecular. La figura muestra un gel de SDS-PAGE tefido con
Coomassie en donde se observan los perfiles de proteinas de las fracciones
eluidas de la cromatografia de exclusion molecular. Los nimeros que se
encuentran por encima de las calles indican el nimero de tubo correspondiente
a cada muestra. La flecha sefala la banda correspondiente a EQFABP1.
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Luego del cambio de buffer, se inyecto la muestra en una columna con resina Lipidex 1000
termostatizada a 37°C y equilibrada en el mismo buffer con alta concentracion de sales. La
proteina eluyé como un unico pico (Figura R-8) sin haber sido retenida en la columna.

Tal como se menciono previamente, se tomaron muestras antes y después del tratamiento

con Lipidex 1000 para medirles la radiactividad.
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Figura R-8. Cromatograma correspondiente a la cromatografia de
interaccion hidrofébica. La linea azul corresponde a la absorbancia medida a
280nm, mientras que la celeste representa la absorbancia a 260nm.

Dado que la contaminacion con acidos nucleicos imposibilité la medicidn precisa de la
concentracién de EgFABP1 por absorbancia a 280nm, se asumié que toda la proteina que
ingreso a la columna de interaccion hidrofébica fue la misma que se colectd luego de su pasaje
por dicha resina. De este modo, luego de realizada la medida de radiactividad, se corrigieron
las mismas por el valor obtenido para el blanco y se observd que la remocion de marca

radiactiva habia resultado eficiente (Ver Tabla R-1).

Muestra Radiactividad total (dpm)
Antes del tratamiento con
Lipidex 1000 241,11
Después del tratamiento 0.44

con Lipidex 1000

Tabla R-1. Deslipidizacion de EgFABP1. La tabla muestra los valores obtenidos
para la medida de radiactividad de las muestras antes y después del tratamiento
con Lipidex 1000
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Asimismo, una muestra de la proteina eluida de la columna de interaccion hidrofébica fue
chequeada por SDS-PAGE. En la Figura R-9 se puede observar el gel tefiido con azul de

Coomassie en donde la banda correspondiente a EQFABP1 es claramente la mayoritaria.

(PM) (M)
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Figura R-9. SDS-PAGE de la muestra obtenida luego de la cromatografia de
interaccion hidrofébica. En la figura se observa un gel de SDS-PAGE
conteniendo una muestra (M) de EgFABP1 luego del tratamiento con Lipidex
1000. A la izquierda se encuentra el marcador de peso molecular (PM) con el
peso correspondiente a cada banda indicado en kDa. La flecha indica la banda
correspondiente a EgFABP1.
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Figura R-10. Cromatograma correspondiente a la cromatografia de
intercambio idnico. La linea azul oscura corresponde a la absorbancia medida
a 280nm, mientras que la celeste representa la absorbancia a 260nm. La linea
punteada gris simboliza el gradiente de elucién 150mM-1M KCI.
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Debido a la presencia de acidos nucleicos en la muestra de proteina, luego del proceso de
deslipidizacion se concentré la proteina y se le cambio el buffer, para volverla al buffer original
de menor fuerza iénica. Posteriormente, la proteina fue inyectada en una columna de
intercambio anionico (MonoQ) equilibrada en el mismo buffer. La resina habia sido
previamente lavada con el buffer de alta fuerza i6nica. Dado que al pH de esa solucion la
proteina EgFABP1 tiene una carga ligeramente positiva, la misma no fue retenida por la
resina. Sin embargo, los acidos nucleicos contaminantes quedaron atrapados en la resina y
fueron eluidos posteriormente aumentando la fuerza idnica del buffer de elucién (Ver Figura
R-10).

36 1.0

Absorbancia (UA)
Absorbancia (UA)

240 260 280 300 320 340

Longitud de onda (nm)

Figura R-11. Espectros de absorcién de diferentes muestras de EgFABP1.
En linea punteada se muestra el espectro de absorcion de la muestra que se
inyectd en la columna de intercambio idnico (conteniendo tanto EQFABP1 como
acidos nucleicos). La linea de color azul oscuro muestra el espectro de absorcién
de EgFABP1 luego de la remocién de los &cidos nucleicos, mientras que la linea
celeste corresponde al espectro de los acidos nucleicos eluidos de la columna de
intercambio i6nico. Los valores de absorbancia del eje de la derecha
corresponden al espectro de EQFABP1.

Las muestras conteniendo EgFABP1 obtenidas luego del pasaje por la columna de
intercambio iénico fueron colectadas y concentradas empleando dispositivos tipo Vivaspin. Se
tomaron espectros de absorcion de la muestra que se tenia antes de la cromatografia de
intercambio iénico, y de las fracciones de EgQFABP1 y de acidos nucleicos obtenidas luego.
En la Figura R-11 se puede observar claramente como cambia el espectro de absorcion de la
muestra luego del tratamiento. El espectro de absorcién de la muestra de EgFABP1 libre de
acidos nucleicos presenta un espectro caracteristico de una proteina, presentando un maximo
a 280nm, con una caida de la absorbancia hacia los 260nm. Cabe mencionar que si bien las

concentraciones de las diferentes muestras no son comparables, lo mas destacable es la
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variacion a nivel cualitativo de los espectros. La proteina obtenida de este modo, fue

alicuotada en microtubos y se conservé a -80°C para su posterior uso.

3.1.3. Control de la integridad estructural de EgFABP1

Una vez establecido el protocolo de purificacién de EQFABP1, se realizaron una serie de
pruebas con la finalidad de determinar el estado de agregacion y el plegamiento de la proteina.

En primer lugar, se llevo a cabo un andlisis por cromatografia de exclusion molecular, para
lo cual se utilizaron tres proteinas de peso molecular conocido como estandares: BSA, cuyo
peso molecular es de 66kDa; anhidrasa carbénica (AC), de 29kDa; e I-FABP, de 15,1kDa. Se
realizaron dos inyecciones de EQFABP1. En ambos casos EgFABP1 eluyd como un unico
pico en el mismo volumen de elucion, el cual practicamente coincidioé con el de IFABP. El peso
molecular aparente calculado para EQFABP1 fue de 15,6kDa, lo cual es concordante con su
peso molecular tedrico de 15kDa; indicando, por lo tanto, que la proteina se encontraba en
forma monomérica (Ver Figura R-12).

Por otra parte, se realizaron también medidas de dicroismo circular para analizar el
plegamiento de la proteina purificada. Esta técnica es capaz de brindar informacién sobre el
contenido global de estructura secundaria de las proteinas, cuando se analizan sus espectros
en el UV lejano; asi como sobre la estructura terciaria de las mismas, cuando se analizan los
espectros en el UV cercano (Cérsico et al., 2013). Para EgQFABP1 se realizaron medidas tanto
en el UV lejano como en el UV cercano (Ver detalles en la seccidon Materiales y métodos, item
2.1.3.2), empleando la proteina I-FABP (purificada en nuestro laboratorio) como control para
el caso de los espectros en el UV lejano. I-FABP es, al igual que EgFABP1, una proteina
formada por un barril § coronado por dos hélices a. Tal como se puede observar en el Panel
A de la Figura R-13, el espectro de dicroismo circular de EgQFABP1 en el UV lejano presenté
una importante similitud con el espectro de I-FABP, destacandose un unico minimo alrededor
de los 215nm, lo cual es caracteristico de proteinas con un alto contenido de hoja  (Cérsico
et al., 2013).

Por su parte, el espectro de dicroismo circular de EQFABP1 en el UV cercano (Figura R-
13, Panel B) presentd picos bien definidos, lo cual es indicativo de que la proteina poseia una

estructura terciaria definida.
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Figura R-12. Andlisis por cromatografia de exclusion molecular de
EgFABP1 purificada. En el panel (A) se observan los cromatogramas
correspondientes a la elucién de las diferentes proteinas patrén (lineas

punteadas) y de EgFABP1 (lineas completas).

En el panel (B) se muestra la

curva de calibracion correspondiente, asi como la ecuacién correspondiente al
ajuste lineal.
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Figura R-13. Espectros de dicroismo circular de EQFABP1. En el panel (A) se
observan los espectros de dicroismo circular en el UV lejano de EgFABP1 (linea
azul) y de IFABP (linea celeste). El panel (B) muestra el espectro en el UV
cercano correspondiente a EgQFABP1.

3.2. Analisis de la interaccién de EgFABP1 con ligandos

3.2.1. Analisis de lipidos de Escherichia coli unidos a EQFABP1 recombinante

Uno de los enfoques encarados en el estudio de la interaccién de EgFABP1 con ligandos
consistié en analizar cuales eran los lipidos que copurificaban unidos a EgFABP1 cuando
dicha proteina era purificada a partir de E. coli. Si bien el citoplasma de E. coli no es el entorno

natural de la proteina, este enfoque podria contribuir a determinar qué tipo de compuestos
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une preferentemente EgFABP1 dentro de una gama compleja de compuestos hidrofébicos
presentes en el citoplasma bacteriano. Para ello, se sobre-expresé EQFABP1 en E. coliy se
purificd la proteina tal como se describié previamente, pero sin el paso de deslipidizacion.
Posteriormente, se extrajeron los lipidos con solventes organicos y se analizé una muestra de
lo extraido por TLC (Ver item 2.2.1 de la seccion Materiales y métodos). Se observo que la
muestra contenia unicamente acidos grasos libres (Ver Figura R-14). Seguidamente, se
identificaron dichos acidos grasos mediante cromatografia gaseosa (Ver Materiales y
Métodos).
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Figura R-14. Andlisis de lipidos de E. coli unidos a EQFABP1 recombinante. En la
figura, a la izquierda, se muestra una foto de la placa de TLC de lipidos neutros donde se
sembraron los lipidos extraidos de EQFABP1 (Eg) y un estandar correspondiente a lipidos
de higado de rata (Std). A la derecha del estandar se indica a qué corresponden las bandas
que se observan: diacilgliceroles (DAG), colesterol (C), acidos grasos libres (AG),
triacilgliceroles (TAG) y ésteres de esteroles (EE). La flecha indica la banda
correspondiente a AG en la muestra extraida de EgQFABP1. El grafico de la derecha
muestra los AG detectados por GC en la muestra de lipidos extraidos de EgFABP1
recombinante: acido miristico (14:0), pentadecanoico (15:0), palmitico (16:0), 7-
hexadecenoico (16:1 n-9), palmitoleico (16:1 n-7), esteérico (18:0), oleico (18:1 n-9),
vacceénico (18:1 n-7) y linoleico (18:2). Se muestran los promedios de dos experimentos,
con sus desvios estandar.

Tal como se observa en la Figura R-14 (panel de la derecha), EQFABP1 es capaz de unir
una variedad mas o menos amplia de acidos grasos presentes en el citoplasma de E. coli,
siendo los mayoritarios el acido palmitico (16:0) y el acido estearico (18:0), aunque también
se detectan otros acidos grasos de diferente longitud de cadena y grado de insaturacion. Cabe
aclarar que el acido linoleico (18:2) detectado debe provenir del medio de cultivo, ya que E.
coli es incapaz de sintetizar acidos grasos poliinsaturados (Cronan & Rock, 1994; Lowe et al.,
1987). No es sorprendente que el acido palmitico sea el principal acido graso unido a

EgFABP1 recombinante, ya que ha sido reportado como el posible ligando determinado en la
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estructura cristalografica de esta proteina (Jakobsson et al., 2003). Asimismo, varios de los
ligandos detectados por esta metodologia han sido propuestos como ligandos de EgFABP1

en estudios previos de union in vitro (Alvite et al., 2001).

3.2.2. Analisis de la interaccion con ligandos por protedlisis parcial de EQFABP1

Con la finalidad de analizar la interaccién de EgQFABP1 con acidos grasos desde otro punto
de vista, se realizaron experimentos de protedlisis parcial de la proteina en su forma apo- y
complejada con diferentes ligandos. Esta técnica brinda informacion en relacién a cambios
conformacionales producidos en proteinas ya que permite detectar regiones con alta
flexibilidad, sitios mas o menos expuestos a las proteasas, y como éstos se alteran al
interactuar la proteina con un ligando (Arighi et al., 2003; Fontana et al., 2004; Hubbard, 1998).

Para llevar a cabo este analisis, se incubo la proteina EQFABP1 recombinante, en su forma
libre de ligandos (apo) o unida a diferentes acidos grasos, con la enzima proteolitica ArgC
(también llamada Clostripaina), que es capaz de hidrolizar enlaces peptidicos en los que esté
involucrado el grupo carboxilo de residuos de Arginina. Las digestiones se llevaron a cabo a
diferentes tiempos, y los productos resultantes se separaron por SDS-PAGE en geles de
tricina (Para mas detalles, ver item 2.2.2 de la seccién Materiales y Métodos).

Tal como se observa en la Figura R-15, la union de ligandos a EQFABP1 le brinda a la
proteina una cierta “proteccion” frente al ataque proteolitico por ArgC. En el panel A de la
Figura R-15 se puede observar claramente que al incubar a EQFABP1 en su forma apo con
ArgC durante 5 minutos se obtienen numerosos, y diversos, fragmentos proteoliticos; mientras
que la EgFABP1 complejada con diversos acidos grasos sufre una protedlisis mucho menor,
siendo mayoritaria la banda correspondiente a la proteina entera. Asimismo, es posible notar
que el complejo EgFABP1-acido oleico genera un patron de digestion ligeramente diferente a
los demas (al menos en cuanto a la proporcion relativa de los fragmentos generados). En el
panel B, por su parte, se observa que EgQFABP1 en su forma apo, es digerida casi por completo
luego de 16 horas de incubacién con la endoproteasa ArgC. Por otro lado, las muestras de
EgFABP1 en presencia de ligandos mostraron una resistencia importante a la degradacion,
manteniendo una buena proporcion de proteina sin digerir aun luego de 16 horas de
incubacién con la proteasa. La digestion de EgFABP1 unida a acido oleico muestra la
presencia de fragmentos diferentes a los presentes en los demas complejos proteina-ligando.

Esto puede ser interpretado de diferentes maneras: por un lado, se puede pensar que la
unioén de acido oleico a EgFABP1 induciria cambios conformacionales sobre la proteina que
generarian una mayor exposicion de los sitios blancos de la accién de la proteasa (residuos
de arginina en el caso de ArgC) y por ende, se cortaria un mayor niumero de enlaces que en

los otros casos. Otra posible interpretacion radica en el hecho de que EQFABP1 podria adoptar
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una estructura menos rigida en presencia de acido oleico, comparada a sus formas unidas a
otros acidos grasos, haciendo que determinadas regiones posean mayor movilidad y por lo

tanto, puedan ser atacadas por la proteasa.
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Figura R-15. Protedlisis parcial de EQFABP1 en sus formas apo- y unida a
diferentes ligandos. Se muestra la separacion por SDS-PAGE de los
fragmentos resultantes de las digestiones parciales de EQFABP1 con la proteasa
ArgC durante 5 minutos (A), o 16 horas (B). En ambos casos, se indica el tamario
de las bandas del marcador de peso molecular (PM) al costado de las mismas
(en kDa). Los diferentes carriles corresponden a EgFABP1 libre de ligandos (1),
0 unida a diferentes acidos grasos: miristico (2), palmitico (3), estearico (4) u
oleico (5). El carril (6) corresponde a EgFABP1 incubada sin la proteasa.

De un modo o de otro, resulta claro que la union de diferentes ligandos es capaz de inducir
cambios en la proteina que son dependientes del compuesto unido a la misma. Esto podria
tener implicancias funcionales, tal como se ha descripto para otros miembros de la familia de
las FABPs (Armstrong et al., 2014; Gillilan et al., 2007; Storch & McDermott, 2009), aunque

se requeririan mayores investigaciones para poder concluir algo al respecto.

3.2.3. Analisis por dicroismo circular de la interaccién de EgFABP1 con acidos

grasos
Tal como se menciond en el item 3.1.3 de la seccidon Resultados, el dicroismo circular es

una técnica que permite analizar tanto la estructura secundaria como terciaria de las proteinas.

Por este motivo, se la utilizé para evaluar si, efectivamente, era posible detectar cambios

90



RESULTADOS

conformacionales en EgFABP1 cuando la misma se encuentra unida a diferentes ligandos.
Para ello, se incubé EQFABP1 con acido palmitico u oleico, y se midieron los espectros tanto
en el UV lejano como en el UV cercano para ambas formas de holo-EgFABP1, asi como para
apo-EgFABP1 (Ver detalles en el item 2.2.3 de la seccion Materiales y Métodos).

apo-EgFABP1

10000 + —— acido palmitico-EqFABP1
— Acido oleico-EgFABP1

Elipticidad molar {deg*cmz.rdmol}

200 210 220 230 240 250

Longitud de onda (nm)

20

—— apo-EgFABP1
acido palmitico-EgFABP1
10 —— &cido oleico-EgFABP1

Elipticidad Molar {deg*cmza‘dmo!}

250 260 270 280 280 300 30 320

Longitud de onda (nm)

Figura R-16. Espectros de dicroismo circular de EgFABP1 en sus formas
apo- y unida a diferentes ligandos. En el panel A se muestran los espectros en
el UV lejano de apo-EgFABP1 y de EgFABP1 unida a acido palmitico o &cido
oleico. El panel B muestra los espectros respectivos en el UV cercano.

En la Figura R-16 se puede observar que los espectros en el UV lejano correspondientes
a EgFABP1 en su forma apo o unida a acidos grasos no presenta diferencias. Esto puede ser
interpretado como un indicio de que la unién de ligandos no genera una alteracion apreciable

a nivel de la estructura secundaria global de la proteina. Por su parte, en la regién del UV

91



RESULTADOS

cercano, si se observan diferencias en el espectro de EQFABP1, en especial en el caso de la
proteina unida a acido oleico.

Esto indicaria que la union con acidos grasos altera de algun modo el entorno de los
aminodacidos aromaticos de la proteina, ya sea por cercania con el ligando, o por cambios

conformacionales inducidos sobre la estructura terciaria de EQFABP1.

3.2.4. Analisis de la interaccion de EgFABP1 con analogos fluorescentes de

acidos grasos

Una alternativa adicional al estudio de la interaccién de EQFABP1 con ligandos se llevo a
cabo empleando derivados fluorescentes de acidos grasos. Para ello, se emplearon antroiloxi-
derivados de acidos grasos, los cuales han sido muy utilizados para analizar las
caracteristicas de los sitios de unién de proteinas como las FABPs, debido a que sus
propiedades espectrales son muy sensibles al entorno. Normalmente, estos compuestos
tienen una intensidad de fluorescencia muy baja cuando se encuentran libres, en soluciéon
acuosa, y la misma aumenta notablemente cuando se une a una FABP (Storch et al., 1989).
Por otra parte, como estos ligandos son también empleados para caracterizar las propiedades
de ftransferencia de acidos grasos desde proteinas a membranas fosfolipidicas, la
determinacion de la constante de disociacion proteina-ligando, es un dato necesario para
establecer las condiciones del experimento de transferencia, como se discutira mas adelante.
Los antroiloxi-acidos grasos utilizados fueron 16AP y 12AS, analogos de los acidos palmitico
y estearico.

Tal como se puede ver en la Figura R-17, la union de 12AS a EgFABP1 estuvo
acompafada de un marcado aumento de la fluorescencia, acompafiado de un corrimiento
hacia el azul. Un desplazamiento del maximo de emisién a longitudes de onda mas cortas
(corrimiento al azul) indica que el fluoréforo se situa en un ambiente apolar, como puede ser,
en este caso, el sitio de unién de EgFABP1.

En el caso de 16AP (Figura R-18), se observo una llamativa caida de la fluorescencia que,
sin embargo, estuvo acompanada de un corrimiento hacia el azul, lo que sugiere que el ligando
se estaria uniendo al bolsillo hidrofébico de EgFABP1, pero que a su vez podria estar
sufriendo algun tipo de supresion de la fluorescencia (o quenching) por parte de algun residuo
aminoacidico de la proteina. Para evaluar esta hipdtesis, se agregaron 10uM LUVs de
fosfatidilcolina a la cubeta donde se habia llevado a cabo la titulacién y se observé un marcado
aumento de la fluorescencia. Esto indico que la supresion de la fluorescencia del 16AP podia
revertirse al pasar la sonda desde el sitio de union de la proteina al ambiente hidrofébico de

las membranas fosfolipidicas de las LUVs. En ambos casos, 12AS y 16AP, las curvas
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obtenidas de la titulacion de los ligandos con EQFABP1 alcanzaron la saturacion, de acuerdo

con modelos de union proteina-ligando con estequiometria 1:1 (Ver ecuacion del ajuste en la
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Figura R-17. Titulacién fluorimétrica de 12AS con EgFABP1. En el panel (A)
se muestran los espectros de emision de 12AS unido a EQFABP1. Se registro la
emision de fluorescencia entre 400 y 500nm resultante de excitar al fluoréforo con
luz de longitud de onda de 383nm. El panel (B) muestra la isoterma de titulacion
obtenida al registrar los aumentos relativos de fluorescencia a 440nm. La curva
mostrada en azul representa la curva tedrica de formacion del complejo proteina-
ligando. Los datos se corresponden con un modelo de un Unico sitio de unién por
mondmero de proteina. (Se muestra un experimento representativo de un total
de cuatro)

seccion Materiales y métodos, item 2.2.4). La Kp obtenida para el 12AS fue de 0,12 + 0,02uM,
y para el 16AP, 0,013 + 0,006uM. Estos valores son del orden de los valores de Kp

determinados para otras FABPs y otros antroiloxi-derivados de acidos grasos. Por ejemplo,
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se han reportado Kp de 0,2 y 0,6uM para la unién de 12A0 (acido 12-(9-antroiloxi)-oleico) a
L-FABP e I-FABP de rata, respectivamente (Hsu & Storch, 1996) y de 0,11uM para la unién
de 2AP (acido 2-(9-antroiloxi)-palmitico) a Sj-FABPc, una FABP de Schistosoma japonicum

(McDermott et al., 2002).
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Figura R-18. Titulacién fluorimétrica de 16 AP con EgFABP1. En el panel (A)
se muestran los espectros de emision de 16AP unido a EQFABP1. Se registro la
emision de fluorescencia entre 400 y 500nm resultante de excitar al fluoréforo con
luz de longitud de onda de 383nm. Se muestra también la recuperacion de la
fluorescencia lograda al agregar 10uM LUVSs. El panel (B) muestra la isoterma de
titulacién obtenida al registrar los cambios relativos de fluorescencia a 440nm. La
curva mostrada en azul representa la curva tedrica de formacién del complejo
proteina-ligando. Los datos se corresponden con un modelo de un unico sitio de
unién por mondémero de proteina. (Se muestra un experimento representativo de
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A pesar de que EgFABP1 presentd una mayor afinidad por el 16AP, para los estudios de
transferencia de ligandos a vesiculas fosfolipidicas artificiales se seleccion6 el 12AS, ya que
sus caracteristicas de emisién de fluorescencia al unirse a EQFABP1 resultaron ser mas
similares a lo observado en estudios previos de transferencia de ligandos entre FABPs y
vesiculas (De Geronimo et al., 2010; Falomir-Lockhart et al., 2006; Franchini et al., 2008).

3.3.Analisis de la interaccién de EQFABP1 con membranas

3.3.1. Determinacion del coeficiente de particion (Kr) de 12AS entre EQFABP1 y
SUVs

El coeficiente de particion da una medida de la distribucion relativa de un ligando (el 4cido
graso) entre dos fases (proteina y membrana fosfolipidica). Esta medida sirve, ademas, para
ajustar las condiciones de los experimentos de transferencia de ligandos, ya que para ellos es
necesario asegurar una transferencia unidireccional del ligando desde la proteina a las

membranas.

Fluocrescencia Relativa

[SUV)/[EgFABP1]

Figura R-19. Titulacion del complejo EgFABP1-12AS con SUVs de
EPC/NBD-PC. Los valores de Krp se obtuvieron registrando la emisiéon de
fluorescencia del 12AS a 440nm luego de agregados sucesivos de SUVs
conteniendo el quencher NBD. Los puntos representan los valores de
fluorescencia relativa obtenidos experimentalmente, mientras que la linea azul
muestra el ajuste obtenido aplicando la ecuacién descripta en el item 2.3.2 de la
seccion Materiales y Métodos. Se muestran los datos de un experimento
representativo de dos realizados.
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Para determinar el valor de Kp se realizaron titulaciones del complejo EQFABP1-12AS con
SUVs de EPC/NBD-PC (Ver Figura R-19). Como resultado, se obtuvo un valor de Kp = 0,48

0,23; lo que indica una leve preferencia del ligando 12AS por las vesiculas fosfolipidicas.

3.3.2. Transferencia de analogos fluorescentes de acidos grasos desde

EgFABP1 hacia vesiculas unilamelares pequenas.

Uno de los enfoques mediante los cuales se exploré la capacidad de EgFABP1 de
interactuar con membranas consistié en determinar el mecanismo de transferencia de acidos
grasos fluorescentes hacia membranas fosfolipidicas artificiales. Como se menciond
anteriormente, estos ensayos han permitido clasificar a las FABPs en dos grupos, de acuerdo
al mecanismo empleado para transferir acidos grasos. Por un lado se encuentran las FABPs
de tipo “colisional”, en las que la transferencia del ligando a las membranas implica una
interaccion directa proteina-membrana, siendo dicha interaccion el paso limitante de la
velocidad. El otro grupo lo constituyen las FABPs de tipo “difusional”’, en las que la
transferencia de ligandos a membranas es independiente del contacto proteina-membrana, y
el paso limitante de la velocidad de transferencia esta dado por la disociacion del complejo
proteina-ligando (Hsu & Storch, 1996; Schroeder et al., 1998; Storch & Cdrsico, 2008; Storch
& McDermott, 2009). Se ha sugerido que las FABPs cuyo mecanismo de transferencia de
ligandos es de tipo difusional constituirian un reservorio citosélico de acidos grasos (u otros
ligandos), o bien podrian estar involucradas en el transporte de ligandos a otras proteinas;
mientras que las que poseen un mecanismo colisional podrian estar implicadas en
interacciones con dominios lipidicos o proteicos de membrana (Storch & Cérsico, 2008). Cabe
destacar que varios de los motivos estructurales propuestos como responsables de
determinar el mecanismo por el cual las FABPs transfieren sus ligandos a vesiculas artificiales
han sido también propuestos como motivos determinantes de algunas de las funciones
atribuidas a estas proteinas (Storch & McDermott, 2009).

Como se mencioné en el item 2.3.3 de la seccidn Materiales y métodos, estos experimentos
consisten en el monitoreo de la fluorescencia de un analogo de acido graso en funcién del
tiempo cuando se mezclan (empleando un dispositivo de mezclado rapido) un complejo de
EgFABP1 vy ligando fluorescente con vesiculas fosfolipidicas artificiales conteniendo un
supresor (o quencher) de la fluorescencia de dicho ligando. Realizando dichas medidas para
diferentes concentraciones o composiciones de las vesiculas es posible determinar el
mecanismo de transferencia de ligandos de la proteina.

La Figura R-20 muestra que cuando una cantidad fija del complejo EQFABP1-12AS se
mezcla con concentraciones crecientes de SUVs zwitteridnicas, la velocidad de transferencia

del ligando fluorescente aumenta proporcionalmente yendo desde 0,04 + 0,01 seg™ hasta 0,12
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+ 0,03 seg™'. Este resultado da indicios de que el mecanismo responsable de la transferencia
de ligandos desde EgFABP1 a vesiculas fosfolipidicas seria un mecanismo dependiente de
la colision entre la proteina y la membrana, ya que la velocidad de transferencia del ligando
aumenta proporcionalmente con el aumento de la concentracion de vesiculas aceptoras, lo

que se corresponde con un mecanismo de tipo colisional.
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Figura R-20. Efecto de la concentracion de vesiculas aceptoras sobre la
velocidad de transferencia de 12AS desde EgFABP1 a SUVs de EPC/NBD-
PC. Los experimentos de transferencia se realizaron empleando relaciones
vesiculas/proteina ([SUV]/[EgFABP1]) de 10, 20 y 40. Se muestran los resultados
promedio de cuatro experimentos * la desviacién estandar (SD)

Por otro lado, si se tratara, efectivamente, de un mecanismo de transferencia dependiente
de la interaccién proteina-membrana, un cambio en la composicion de las vesiculas
fosfolipidicas deberia modificar la velocidad de transferencia del ligando fluorescente. Si fuera,
en cambio, un mecanismo de tipo difusional, la velocidad de transferencia no deberia verse
modificada por un cambio en la composicion de las membranas fosfolipidicas, ya que el paso
limitante de la velocidad (la disociacion del complejo proteina/ligando) es un evento temporal
y espacialmente independiente del contacto con la membrana. Para evaluar el efecto de la
composicion de las SUVs sobre la velocidad de transferencia del 12AS desde EgFABP1 a las
vesiculas fosfolipidicas, se realizé6 un ensayo similar al anterior, pero empleando vesiculas
fosfolipidicas con carga neta diferente. Se utilizaron vesiculas zwitterionicas de EPC,
vesiculas con 25% de PS, que contiene una carga neta negativa por molécula, y vesiculas
con 25% de CL, que posee dos cargas netas negativas por molécula (Ver detalles en los items

2.3.1 y 2.3.3 de la seccion Materiales y métodos). La Figura R-21 muestra los resultados de
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dichos experimentos. Tal como se puede apreciar en dicha figura, el aumento de carga neta
negativa sobre la superficie de las SUVs provocd un aumento notable de la velocidad de
transferencia del acido graso hacia las mismas, lo cual es acorde a lo observado para otras
FABPs con mecanismo colisional de transferencia de ligandos (Corsico et al., 2005, 1998;
Falomir-Lockhart et al., 2006; Franchini et al., 2008; McDermott et al., 2002).

Se probo6 también el efecto del aumento de concentracion de vesiculas cargadas sobre la
velocidad de transferencia de ligando de EQFABP1 y, tal como se puede observar en la Figura
R-22, la misma aumenté de manera proporcional al aumento de la concentracion de SUVs,
independientemente de si las mismas contenian PS (una carga neta negativa por molécula) o

CL (dos cargas netas negativas por molécula) en su composicion.
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Figura R-21. Efecto de la carga superficial de las vesiculas aceptoras sobre
la velocidad de transferencia de 12AS desde EgFABP1 a SUVs. Los
experimentos de transferencia se realizaron empleando relaciones
vesiculas/proteina ([SUV]/[EgFABP1]) de 20. Se emplearon vesiculas de EPC
(zwitteridnicas), EPC conteniendo 25% PS (una carga neta negativa por
molécula) y EPC conteniendo 25% CL (dos cargas netas negativas por molécula).
Se muestran los promedios de dos experimentos + SD.

Finalmente, se evalud también el efecto de la fuerza idnica del buffer sobre la velocidad de
transferencia de ligandos desde EgFABP1 hacia SUVs. Para el caso de vesiculas
zwitteridnicas, se observd un marcado aumento de la velocidad de transferencia hacia las
mismas al aumentar la fuerza ioénica del buffer (Figura R-23, panel A) mientras que para las
vesiculas cargadas negativamente (Figura R-23, panel B) se observé una drastica caida en
la velocidad de transferencia al aumentar la fuerza idnica de la fase acuosa. El apantallamiento
de cargas provocado por una alta concentracion salina podria explicar la caida en la velocidad

de transferencia de 12AS hacia vesiculas cargadas negativamente.
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Evidentemente, las interacciones electrostaticas entre EQFABP1 y las SUVs son de gran
relevancia, ya que la velocidad de transferencia de 12AS hacia SUVs cargadas muestra una

dependencia importante con las cargas de las vesiculas y del medio circundante. Por otro
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Figura R-22. Efecto de la concentraciéon de vesiculas aceptoras sobre la
velocidad de transferencia de 12AS desde EgFABP1 a SUVs con carga neta
negativa. Los experimentos de transferencia se realizaron empleando relaciones
vesiculas/proteina ([SUV]/[EgFABP1]) de 10 y 40. Las vesiculas de EPC/NBD-
PC utilizadas contenian 25% PS (A) o 25% CL (B) en su composicién. Se
muestran los promedios de dos experimentos + SD.

lado, las interacciones hidrofébicas serian favorecidas por el aumento de la concentracion
salina, lo cual se evidencia en el aumento de la velocidad de transferencia de ligandos hacia

vesiculas zwitterionicas en funcion de la fuerza ionica del buffer. El aumento de las
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interacciones hidrofébicas estaria compensando de este modo la caida de las interacciones
electrostaticas provocadas por el apantallamiento de cargas.

Los resultados obtenidos permiten incluir a EQFABP1 en el grupo de las FABPs
“colisionales”, al cual pertenecen también, entre otras, SjFABPc de S. japonicum, y A-FABP,
H-FABP e |I-FABP de mamiferos. De este modo, se podria especular que EQFABP1 seria del
tipo de FABPs encargadas de direccionar ligandos hacia diferentes organelas o vias

metabdlicas dentro de la célula (McDermott et al., 2002).
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Figura R-23. Efecto de la fuerza iénica del buffer sobre la velocidad de
transferencia de 12AS desde EgFABP1 a SUVs con carga neta negativa. Los
experimentos de transferencia se realizaron empleando relaciones
vesiculas/proteina, [SUV]/[EgFABP1], de 20 y concentraciones crecientes de
NaCl en el buffer. Se muestran los promedios de cuatro experimentos + SD (salvo
la determinacion a 2M NaCl que corresponde a 2 experimentos diferentes).
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Los experimentos de transferencia de ligandos fluorescentes desde EgFABP1 hacia
vesiculas fosfolipidicas fueron llevados a cabo en colaboracion con la Dra. Gabriela Alvite,
con quien comparto la autoria del articulo “Direct Interaction between EQFABP1, a Fatty Acid
Binding Protein from Echinococcus granulosus, and Phospholipid Membranes” (Pérfido et al.,

2012), y en cuyo trabajo de tesis doctoral también se han presentado estos resultados.

3.3.3. Determinacion de la union de EgFABP1 a SUVs por competencia con

Citocromo ¢

Con el objetivo de profundizar el estudio sobre la interaccion de EQFABP1 con membranas
fosfolipidicas se realizé un estudio de competencia por la unién a vesiculas con cardiolipina
entre CitC y EQFABP1 (Ver item 2.3.4 de la seccion Materiales y métodos). Este experimento
se basa en la interaccion del CitC con membranas acidicas conteniendo CL en su
composicion. Si las membranas contienen ademas un fluoréforo adecuado, como el grupo
dansilo del DPE, cuya fluorescencia pueda ser suprimida por interaccién con el grupo hemo
del CitC, la interaccion del CitC con dichas vesiculas puede ser monitoreada por medidas de
fluorescencia (Mustonen et al., 1987). Si se adiciona EQFABP1 a las SUVs conteniendo DPE
y CL antes del agregado de CitC, es de esperar que la fluorescencia aumente respecto al
mismo ensayo sin EgFABP1, si es que esta ultima interactua con las membranas. En otras
palabras, si EQFABP1 interactia con las SUVs, previene la interaccion de ellas con el CitC vy,
por lo tanto, evita la supresion de la fluorescencia del DPE.

La Figura R-24 muestra que EgQFABP1 es capaz de prevenir la interaccion del CitC con
SUVs anidnicas (con CL). Esta capacidad, sin embargo, resulté estadisticamente significativa
s6lo para el mayor agregado de EQFABP1 ensayado. Esto podria deberse a que la interaccion
de EgFABP1 con las membranas podria ser muy débil, o de una duracién temporal demasiado
corta, como para poder notar un cambio mayor a menores concentraciones. Asimismo, podria
ser posible que la interaccién de EQFABP1 con membranas se viera favorecida en su forma
holo, unida a ligandos, mas que en su forma libre de acidos grasos. Sin embargo, por las
caracteristicas de este ensayo, esa no seria una variable factible de ser evaluada, ya que tan
pronto como la proteina cargada con ligando se ponga en contacto con SUVs, la misma
liberaria el acido graso para pasar a su forma apo (tal como se observé en los experimentos
de transferencia de acidos grasos). Para la realizacién de estos ensayos se contd con la
colaboracioén de la Dra. Valeria Silva (INIBIOLP, UNLP-CONICET).
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Figura R-24. Inhibicién de la unién de CitC a vesiculas fosfolipidicas
anionicas. En el grafico inserto en la figura se puede observar como la adicion
de cantidades crecientes de CitC a SUVs conteniendo DPE produce una caida
en la fluorescencia de este ultimo. Por otro lado, se puede observar que la adicion
de EgFABP1 previa al agregado de CitC a las SUVs previene la supresién de la
fluorescencia del DPE provocada por la interaccion con el grupo hemo del CitC.
Se muestran los promedios + SD de dos experimentos. El asterisco (*) indica
diferencias significativas (P<0,05) respecto al experimento sin agregado de
EgFABP1.

3.4.1dentificacion y analisis de FABPs de E. multilocularis

Como se comentd en secciones anteriores, el trabajo con E. multilocularis presentado en
esta tesis se llevd a cabo en el laboratorio del Dr. Klaus Brehm, en el Instituto de Higiene y
Microbiologia de la Universidad de Wurzburgo (Alemania). Cabe destacar que el laboratorio
del Dr. Brehm ha sido uno de los pioneros en el desarrollo del cultivo de células primarias de
E. multilocularis (Brehm & Spiliotis, 2008; Spiliotis & Brehm, 2009; Spiliotis et al., 2010, 2004)
y en la aplicacion de técnicas de silenciamiento génico en dichos cultivos (Spiliotis et al.,
2010). El modelo de cultivo desarrollado en su laboratorio ha demostrado ser muy util para el
estudio de diversos aspectos de la biologia molecular de E. multilocularis (Hemer et al., 2014;
Koziol et al., 2014, 2013) y ha sido propuesto como un buen modelo para el estudio de E.
granulosus. Asimismo, el Dr. Brehnm y su grupo han participado en el proyecto de secuenciado
de los genomas de estos cestodos, recientemente publicados (Tsai et al., 2013). La
disponibilidad del sistema de cultivo de células primarias de E. multilocularis, asi como el

avanzado estado del borrador de su genoma en el transcurso de esta tesis, nos llevd a
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proponer la identificacion de los genes ortdlogos a egfabp1y egfabp2 en dicho organismo, y
el empleo de siRNAs para intentar silenciar su expresion.

Para ello, primeramente se realizé una busqueda de los genes de las FABPs en el genoma
de E. multilocularis, realizando un alineamiento con las secuencias codificantes de egfabp1y
egfabp2 (Ver codigos de acceso para NCBI en el item 2.4.1 de la seccion Materiales y
Meétodos), empleando la herramienta BLASTN del programa informatico BioEdit. La gran
similitud de secuencia entre los genes ortdlogos de ambos organismos permitié encontrar las
secuencias de ambas FABPs con gran facilidad. Con la finalidad de respaldar la informacion
obtenida a partir del genoma, estas secuencias (denominadas emfabp1 y emfabp2 por
analogia a las FABPs ya descriptas en E. granulosus) fueron contrastadas también con datos
transcriptomicos disponibles en el laboratorio del Dr. Brehm.

Una vez determinadas las secuencias codificantes para EmFABP1 y EmFABP2 (Ver item
3.4.2) se procedio a realizar el disefio de los siRNAs que se utilizarian para intentar silenciar
la expresion de estas proteinas. Se disefiaron dos siRNAs, uno dirigido contra emfabp1 y otro
contra emfabp2, de tal manera que cada uno fuera especifico para uno de los transcriptos
(Ver Apéndice 7.1.2). Estos siRNAs, asi como un siRNA control contra gfp, utilizado
previamente por Mizukami et al. (2010) y Spiliotis et al. (2010), fueron empleados en ensayos
de silenciamiento de EmFABP1 y EmFABP2, como se comentara en el siguiente item.

Luego de esta primera busqueda, se realizaron busquedas mas exhaustivas en el genoma
de E. multilocularis, contando para ello con la asistencia del Dr. Ferenc Kiss (Universidad de
Wurzburgo, Alemania). Para ello, se utilizaron herramientas tales como TBLASTN, BLASTX,
traducciones in silico y BLASTP. Se analizaron también bases de datos transcriptémicas de
E. multilocularis y otros cestodos (como Taenia solium) y bases de datos de proteinas
obtenidas por predicciones in silico. De esta manera, se obtuvieron tres secuencias
adicionales que potencialmente codificarian para FABPs (Ver item 3.4.2). Las mismas fueron
denominadas emfabp3, emfabp4 y emfabp5. Los numeros utilizados sélo designan el orden
cronolégico en el que fueron identificadas las secuencias. A partir de dichas secuencias, se
disefaron primers especificos (Ver Apéndice 7.1.1) que se utilizaron para analizar los niveles
de transcripcion de dichos genes en los experimentos de silenciamiento contra EmMFABP1 y
EmFABP2, de manera de evaluar la posible compensacion por otras FABPs en las células
tratadas. Cabe aclarar que para el caso de emfabp3, al momento de llevar a cabo los
experimentos de silenciamiento no se contaba con informacion certera de su extremo 3’, por
lo que en dichos experimentos no se la tuvo en cuenta. Asimismo, los primers disefiados para
estas FABPs también fueron empleados para el clonado de sus secuencias codificantes,
como se describira mas adelante. En este caso, luego del surgimiento de versiones mas
curadas del genoma de E. multilocularis, fue posible disefar primers para emfabp3. Es

importante destacar que las secuencias predichas de emfabp1 a 4 actualmente se encuentran
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anotadas en el genoma de E. multilocularis disponible en el sitio web GeneDB, perteneciente
al Wellcome Trust Sanger Institute (http://www.genedb.org/), no asi emfabp5, cuya existencia

seria propuesta por primera vez (segun nuestro conocimiento) en la presente tesis.

3.4.1. Ensayos de silenciamiento en células de E. multilocularis

Para los ensayos de silenciamiento, se obtuvieron las células primarias de E. multilocularis
a partir de metacestodos obtenidos in vitro, siguiendo el procedimiento descripto en el item
2.4.3 de la seccién Materiales y métodos. Una vez aisladas las células y montados los cultivos
axénicos, se procedio al tratamiento con siRNAs por electroporacion. Tal como se menciond,
se emplearon siRNAs dirigidos contra EmFABP1 (a-FABP1), EmFABP2 (a-FABP2) y un
siRNA control contra GFP (a-GFP). Se incluyeron ademas controles sin electroporar y
electroporados sin siRNA (mock). Las células electroporadas se sembraron en placas de
cultivo de 96 pocillos, utilizandose 8 pocillos por cada tratamiento. Los cultivos fueron
observados al microscopio diariamente, y se les cambié el medio cada dos dias. Las muestras
para la extraccién de proteinas y ARN se tomaron a los 7 y 12 dias luego de la electroporacion,
siguiendo el esquema publicado por Spiliotis et al. (2010). En la Figura R-25 se muestran
imagenes representativas de cultivos correspondientes a distintos tratamiento a los 12 dias
post-electroporacién. Las fotografias son previas a la cosecha de las células para la extraccion
de ARN vy proteinas. Como se puede observar en la imagen, no se aprecian diferencias
visibles en los diversos cultivos lo cual puede indicar que no hubo silenciamiento, o bien que
el mismo no genera ningun fenotipo apreciable a simple vista. Las observaciones a tiempos
menores mostraron resultados similares.

Con la finalidad de determinar si era posible detectar algun grado de silenciamiento a nivel
proteico o de ARN mensajero (mMRNA), se hicieron extracciones tanto de proteinas como de
MRNA a partir de las células tratadas con siRNAs (Ver items 2.4.4 y 2.4.5 de la seccion
Materiales y Métodos), y se analizaron mediante Western Blot y RT-PCR semicuantitativa,
respectivamente.

En la Figura R-26 se muestra un ejemplo de los Western Blots obtenidos. Tal como se
observa en dicha figura, los niveles de FABP resultaron muy variables. Inclusive se observaron
variaciones en los niveles de Elp, la proteina utilizada para normalizar los niveles de expresion
de FABP. Dada la brevedad de la estadia en el laboratorio del Dr. Brehm, no pudieron
ensayarse otras proteinas constitutivas como normalizadoras mas adecuadas que Elp. En la
Figura R-27 se muestra un grafico con la cuantificacién de la expresion relativa de FABPs
respecto a Elp, de acuerdo a lo determinado por densitometria a partir de los Western Blots.

Como se puede observar, la cuantificacion no brindd resultados repetitivos entre los
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duplicados de cada condicidén, impidiendo sacar conclusiones certeras respecto al

silenciamiento de las FABPs en células de E. multilocularis.

Figura R-25. Agregados de células primarias de E. multilocularis luego de
12 dias en cultivo. El panel (A) corresponde a células sometidas a
electroporacion en ausencia de siRNAs; el (B) muestra células tratadas con
siRNA a-GFP; el (C) corresponde al tratamiento con siRNA a-FABP1; y el (D), al
a-FABP2. Se muestran imagenes representativas de lo observado luego de 12
dias de cultivo.

Las muestras de mRNA obtenidas se analizaron también por RT-PCR con la finalidad de
detectar variaciones, si las hubiera, a nivel transcripcional. Para ello, se realizo la sintesis de
cDNA, el cual luego fue utilizado como molde para las reacciones de PCR correspondientes.
Las PCR se realizaron empleando diluciones seriadas 1/10 del ADN molde, y se utilizé un
numero de ciclos de amplificacion tal que no se alcanzara la saturaciéon (Ver item 2.4.5.5 de
la seccion Materiales y Métodos). Los resultados sugirieron que no se obtuvo un
silenciamiento apreciable de EmFABP1 o EmFABP2, y que tampoco hubo compensacion de
las mismas por aumento de la expresion de las otras dos FABPs analizadas, ya que no hubo
expresion detectable de EmFABP4 o EmFABPS en ninguna de las condiciones ensayadas.

En la Figura R-28 se muestra, a modo de ejemplo, la comparacion de las RT-PCR de las
células electroporadas en ausencia de siRNAs (mock) con aquellas electroporadas con siRNA
a-FABP1. Resultados similares se obtuvieron para los otros tratamientos.
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El experimento de silenciamiento se repiti6 empleando células extraidas a partir de
metacestodos provenientes del aislamiento JAVA, y se incluyé un tratamiento con ambos
siRNAs (a-FABP1 y a-FABP2). Los resultados, no obstante, fueron similares a los ya
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Figura R-26. Western Blots contra Elp y FABPs en ceélulas de E.
multilocularis tratadas con siRNAs. En la figura se muestran, a modo de
ejemplo, los resultados de uno de los Western Blots realizados con la finalidad
de analizar los niveles de expresion de las FABPs luego de los tratamientos de
las células primarias de E. multilocularis con diferentes siRNAs. Se muestran los
resultados de los dias 7 y 12 post-electroporacion.
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Figura R-27. Niveles de expresion relativa de FABPs en células de E.
multilocularis tratadas con siRNAs. En la figura se muestra, la cuantificacion
realizada, a partir de los Western Blots, de la expresién relativa de las FABPs con
respecto a la proteina Elp. Las barras azules muestran los resultados a los 7 dias
post-electroporacién y las celestes corresponden a los 12 dias post-
electroporacién. Los datos se obtuvieron por duplicado.
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calles del gel (dentro de cada conjunto de PCRs realizadas) incluyen cantidades decrecientes
de ADN molde: dilucion 1/10, dilucién 1/100, diluciéon 1/1000 y la dltima calle es un control sin
ADN molde.

Los motivos por los cuales no se pudo lograr (o detectar) el silenciamiento de las FABPs
de E. multilocularis son multiples y muy variados. Por un lado, es posible que los tiempos post-
tratamiento a los cudles se analizaron las muestras no fueran los adecuados para evaluar el
silenciamiento de las FABPs. También es posible que la electroporacion no haya sido
suficientemente eficiente como para que los siRNAs ingresen a todas las células. Si ese fuera
el caso, es posible que cualquier efecto que los mismos hubieran tenido sobre la expresion
de las FABPs haya pasado desapercibido en un numero de células “no tratadas” mucho
mayor. Por otra parte, es posible que el gen elp no fuera el mas adecuado para normalizar la
expresion de las FABPs, en cuyo caso deberian analizarse otros posibles genes constitutivos
para tomar como referencia. Recientemente, se ha sugerido un grupo de genes de E.
granulosus s.s. y E. ortleppi que podrian ser usados como normalizadores en futuros
experimentos (Espinola et al., 2014), aunque habria que probar que sean adecuados también
para normalizar la expresion de genes de E. multilocularis. Finalmente, cabe destacar que las
FABPs, en particular EmFABP1, es uno de los genes mas expresados en E. multilocularis
(Tsai et al., 2013), lo cual bien podria constituir una complicacion adicional al intentar silenciar
post-transcripcionalmente a dichos genes.
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3.4.2. Clonado y caracterizacion de las FABPs de E. multilocularis

3.4.2.1. Clonado de las secuencias codificantes de las diferentes EmFABPs

Tal como se comenté anteriormente, como consecuencia de las busquedas bioinformaticas
en el genoma de E. multilocularis, se encontraron cinco secuencias que codificarian para
FABPs, entre ellas, los dos genes ortdlogos a las FABPs ya descriptas en E. granulosus,
EgFABP1 y EQFABP2. En la Tabla R-2, se muestra un resumen de algunas caracteristicas

importantes de las secuencias correspondientes a las FABPs predichas.

Nombre Nombre Sistematico GeneDB Longitud Gen (pb) ® Longitud CDS (pb) Exones Longitud Proteina (aa)
EmFABP1  EmuJ 000550000/Emud_002165500 ™ 482 402 2 133
EmFABP2 EmudJ_000549800 482 402 2 133
EmFABP3 EmudJ_000551000 4878 435 2 144
EmFABP4 EmudJ_ 000417200 3148 531 2 176
EmFABPS - 1127 402 3 133

Tabla R-2. Datos de las secuencias predichas para FABPs en E. multilocularis. La tabla
muestra algunas caracteristicas de las secuencias predichas, relevantes para las tareas de
clonado de las mismas. Los nombres sistematicos corresponden al genoma disponible en
http://www.genedb.org/ (Wellcome Trust Sanger Institute).

@ Cabe aclarar que no es estrictamente el gen completo lo que se considera en este caso, sino
las secuencias gendmicas comprendidas entre el codon de inicio y el codén de terminacion de
la transcripcion de las proteinas predichas, lo cual incluye tanto la CDS como secuencias
correspondientes a intrones.

® En el genoma de E. multilocularis aparecen dos secuencias iguales, correspondientes a
EmFABP1. Se discutira sobre este punto en secciones posteriores.

Con la finalidad de validar las observaciones realizadas a partir de los estudios
bioinformaticos, se decidio clonar las CDS de dichos genes a partir de mRNA obtenido de
células primarias de E. multilocularis obtenidas en el laboratorio del Dr. Brehm.

Para ello, parte de las células obtenidas para el segundo ensayo de silenciamiento (del
aislamiento JAVA) se cultivaron durante dos dias en condiciones axénicas, sin ningun
tratamiento adicional, para luego extraer el mMRNA vy sintetizar cDNA (Ver item 2.4.5.4 de la
seccion Materiales y Métodos). Posteriormente, se realizaron reacciones de PCR utilizando
dicho cDNA como molde y empleando el protocolo descripto en el item 2.4.6.1 de la seccion
Materiales y Métodos. Se realiz6 un protocolo de A-tailing, se ligaron los fragmentos de ADN

al vector comercial pGEM-T Easy, y se transformaron bacterias de la cepa E. coli XL-1 Blue.
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Los plasmidos recombinantes se rastrearon por screening blanco/azul. Se seleccionaron dos
colonias blancas (con inserto) de cada una de las placas que contenian bacterias
transformadas con ligaciones de pGEM-T con emfabp1-4. Se realizaron cultivos de dichas
colonias, se extrajeron los plasmidos y se digirieron con la enzima EcoRI, que corta a ambos
lados del sitio multiple de clonado del vector. Seguidamente, se realizé una electroforesis en
gel de agarosa 1,2% para visualizar los patrones de digestion. Como se puede observar en la
Figura R-29, los tamafos aproximados de los insertos liberados en las distintas muestras se
corresponden con lo esperado de acuerdo a las predicciones (402pb para emfabp1y emfabp2,
435pb para emfabp3 y 531pb para emfabp4). Los clones de emfabp5 no se chequearon por
digestion con enzimas de restriccion, si no que directamente se mandaron a secuenciar junto

con los otros. Se secuenciaron dos clones de emfabp3, emfabp4 y emfabp5, y un clon de

Figura R-29. Digestiones con EcoRI de los plasmidos pGEM-T
recombinantes. La figura muestra una electroforesis en gel de agarosa donde se
observan los insertos liberados al digerir los diferentes plasmidos con la enzima
EcoRI. Las calles 1a y 1b muestran las digestiones correspondientes a pladsmidos
conteniendo el inserto de EmFABP1 aislados de dos colonias diferentes. Por
analogia, los indicados como 2a y 2b, 3a'y 3b, 4a y 4b, corresponden a EmFABP2,
EmFABP3 y EmFABP4 respectivamente. A la derecha se indica el peso molecular
de las bandas del marcador de peso molecular.

emfabp1y emfabp2. Los secuenciados se realizaron utilizando un primer universal que se
aparea con el promotor SP6 presente en el vector pGEM-T Easy (Ver Apéndice 7.2). Los
alineamientos de las secuencias predichas con las obtenidas experimentalmente a partir de
los plasmidos recombinantes se muestra en el Apéndice 7.3.2. Debido a que fue secuenciada

una uUnica hebra de ADN de cada uno de los clones, existen algunas bases no determinadas.

109



RESULTADOS

No obstante, fuera de esos nucleétidos no determinados, lo secuenciado coincide con lo
predicho. Para el caso de emfabpb, al haber quedado los insertos en direcciones opuestas en
cada clon, se cuenta con el secuenciado de dos hebras diferentes. Para los analisis

posteriores se emplearon las secuencias predichas.

3.4.2.2. Caracterizacion bioinformatica de las secuencias proteicas de las FABPs

de E. multilocularis

Como un primer paso para la caracterizacién de las secuencias de las posibles FABPs, se
procedio a analizar las secuencias proteicas predichas en busca de dominios caracteristicos
que permitieran asignarlas a la familia de las FABPs. Para ello, se empled la herramienta
bioinformatica InterPro, que permite contrastar la secuencia en estudio con diversas bases de
datos de dominios proteicos. Las cinco secuencias fueron asignadas a la familia de las FABPs
a través de distintos patrones presentes en su estructura primaria (Ver Figura R-30).

Por otra parte, se realizaron predicciones de estructura secundaria de las cinco secuencias,
empleando la herramienta PSIPRED. En todos los casos, se predijeron estructuras con 10
hebras B y dos a-hélices entre las dos primeras hebras B, coincidiendo con la estructura tipica
de las FABPs (Ver figuras R-31 a R-35).

Si bien en la prediccion para EmFABP1 aparecen 9 hebras B, se podria esperar que dicha
proteina tenga el plegamiento tipico de una FABP, ya que es la que mas se parece a EQFABP1
(Ver mas adelante), para la cual esta resuelta la estructura cristalografica (Jakobsson et al.,
2003). Mas aun, en la region entre las hebras BC y D, que es donde estaria faltando un giro
en la prediccion, ambas proteinas son idénticas.

En el caso de EmMFABP4, cuya secuencia primaria es notablemente mas larga que la de
las demas FABPs, no se asigna una estructura determinada a su extremo carboxilo terminal,
excepto por una corta hebra . De demostrarse, en estudios posteriores, que EmFABP4 se
traduce, se pliega en una estructura de FABP, y conserva todos los aminoacidos predichos,
podria tratarse de una variante diferente de FABP, no descripta hasta el momento; en cuyo
caso habria que ver qué plegamiento adopta la regién carboxilo terminal y qué rol cumple en

la funcién de dicha proteina.
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Figura R-31. Prediccién de la estructura secundaria de EmFABP1. En la
figura se muestra el resultado obtenido al analizar la secuencia de EmFABP1
con la herramienta PSIPRED de prediccidon de estructuras secundarias. La
linea “Conf’ corresponde al nivel de confianza de la prediccién. Las lineas
“Pred” muestran la estructura predicha para la secuencia: las flechas amarillas
(o E) indican hebras B, los cilindros rosados (o H) denotan hélices a, y las lineas
negras (o C) representan giros.
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Figura R-32. Prediccién de la estructura secundaria de EmFABP2. En la
figura se muestra el resultado obtenido al analizar la secuencia de EmFABP2
con la herramienta PSIPRED de prediccion de estructuras secundarias. Para
las referencias, ver Figura R-31.
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Figura R-33. Prediccion de la estructura secundaria de EmFABP3. En la
figura se muestra el resultado obtenido al analizar la secuencia de EmFABP3
con la herramienta PSIPRED de prediccién de estructuras secundarias. Para
las referencias, ver Figura R-31.
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Figura R-34. Prediccién de la estructura secundaria de EmFABPS5. En la
figura se muestra el resultado obtenido al analizar la secuencia de EmFABP5
con la herramienta PSIPRED de prediccién de estructuras secundarias. Para
las referencias, ver Figura R-31.
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Figura R-35. Prediccion de la estructura secundaria de EmFABP4. En la
figura se muestra el resultado obtenido al analizar la secuencia de EmFABP4
con la herramienta PSIPRED de prediccién de estructuras secundarias. Para
las referencias, ver Figura R-31.

Con el objetivo de evaluar la similitud entre las secuencias de las proteinas predichas, se
compararon de a pares las secuencias, tanto a nivel proteico como a nivel de las secuencias
nucleotidicas correspondientes a las CDS (Ver Tabla R-3) empleando el programa informatico
BioEdit. Asimismo, con la finalidad de visualizar mejor la similitud de las secuencias, se
realizaron alineamientos entre las cinco EmFABPs (Ver Figura R-36). Por otra parte, se
alinearon también EmFABP1 y EmFABP2 (las cuales, como se discutird mas adelante, son
muy semejantes a las ya descriptas y mas estudiadas EQFABP1 y EQFABP2 de E. granulosus)
con EmFABP3, EmFABP4 o EmMFABPS5, que son las que se diferencian mas de las anteriores.

Como se puede observar en la Tabla R-3, tanto a nivel proteico como nucleotidico,
EmFABP1 y EmFABP2 se asemejan mucho entre si. EmMFABPS5, por su parte, a pesar de
poseer una estructura génica diferente a las demas (Ver mas adelante) es la que mas se
parece a EmMFABP1 y EmMFABP2; mientras que EmFABP4 pareciera ser la que mas se aleja
de las demas FABPs. Cabe recordar que EmMFABP4 es también la que posee una secuencia
mas larga, de 176 aminoacidos, lo cual no es comun para las FABPs. No obstante eso, cabe

destacar que, aun teniendo en cuenta los porcentajes de similitud mas bajos (cercanos al 20%
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entre EmMFABP4 y EmFABPS5), los mismos se encuentran dentro de los rangos de similitud de

secuencias observados normalmente entre diversas FABPs (Storch & Cérsico, 2008).

EmFABP1 EmFABP1 ® EmFABP2 EmFABP3 EmFABP4 EmFABP5
EmFABP1 100,0% 83,6% 37,9% 28,4% 50,2%
EmFABP1 100% 83,6% 37,9% 28,4% 50,2%
EmFABP2 71,6%/87,3% | 71,6%/87,3% 38,8% 27,7% 50,2%
EmFABP3 22,9%/41,7% | 22,9%/41,7% | 24,3%/41,6% 29,9% 34,7%
EmFABP4 16,4%/27,7% | 16,4%/27,7% | 14,7%/26,5% | 14,7%/33,9% 26,0%
EmFABP5 32,8%/48,5% | 32,8%/48,5% | 31,3%/49,2% | 15,3%/23,6% 9%1/20,3%

Tabla R-3. Analisis de identidad de secuencias entre las diversas FABPs de E.
multilocularis. En la tabla se muestran los porcentajes de identidad de secuencia para las
diversas FABPs. En la parte inferior de la diagonal (en negrita) se muestran los valores de
similitud de secuencia a nivel proteico, siendo los valores en color negro los correspondientes
a identidad de secuencia y los que estan en azul, los de similitud. Por encima de la diagonal se
encuentran los porcentajes de identidad de secuencia a nivel nucleotidico de las CDS
correspondientes.

®) Tal como se menciond previamente (y se discutira mas adelante) en el genoma de E.
multilocularis se encontraron dos secuencias que serian copias exactas una de la otra y
codificarian para EmFABP1.

A partir del alineamiento de secuencias, se puede observar una conservacion notable de
los aminoacidos a lo largo de la estructura primaria de las diversas proteinas. Hay ciertas
posiciones en las que la conservacion es total, entre las cuales se destacan dos de las tres
posiciones involucradas en el motivo P2 de union a ligando. Los analisis de la estructura
cristalografica de EgFABP1 revelaron que dicha proteina se unia a su ligando a través de
dicho motivo, al igual que A-FABP y H-FABP, entre otras proteinas de la familia. Los residuos
que forman el motivo P2 son, segln la numeracion para EQFABP1: Arg'", Arg'?" y Tyr'?°
(Jakobsson et al., 2003). Como se puede ver en la Figura R-36, todas las FABPs predichas,
salvo EmFABP4, conservan esa triada de aminoacidos. En EmFABP4, el aminoacido que
corresponderia a la Arg'” es una Tyr. En otras muchas regiones de las proteinas existen
aminodacidos que, aun no siendo idénticos, son semejantes en cuanto a polaridad, tamano u
otras caracteristicas (destacados con fondo azul en la Figura R-36).

Al observar los alineamientos de EmFABP1 y EmFABP2 Unicamente (Figura R-37) se
observa la altisima conservacion de los aminoacidos entre estas dos proteinas. Por otra parte,
en los alineamientos de EmMFABP1 y EmFABP2 con cada una de las otras tres FABPs por
separado (Figura R-38), se observa también la conservacién en diversas regiones de las

proteinas.
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EmFABP1 1 qFLGTWK e BEGFBRIMERL GVD VTRKMJN vxpwa L;;G 48
EmFABP2 1 PFRGTWKMEKSEGFDKIMERL GVON - TRKMGCNMVKP L | | LGDG- 48
EmFABP3 1 DFLGTWKM 7 SSEGFDRYUM TRLGVDEL TRKAGCNAAKPV | KL VKEGA 49
EmFABPd 1 EFLGBWKLE "NEGL TRLGAG HTRK.TLNISKPVL TF HGPBD 50
EmFABP5 1 AFLGTWKMD SMCDEHKFMHFGVPTA I AKMVLIBVGSKTIF QKD DT- 49
70 90 100
N |- R I |
EmFABP1 4% Ec SR KEKEMTPD sREW T EDG--- %0
EmFABP2 48 E FSiF IQFKEVTDDQREV EDG--- %0
EmFABP3 50 EVQF PELETTPDGRKVK EKDEAD 97
EmFABP4 51 T1VERMGY TEDENT TDGR TVRIEM CO--- o7
EmFABP5 49 EATFRLDBEFEEACSCCAPMKSKITME G - - 90
110 120 ‘!30 140 150
I T [P I A e AP
EmFABP1 90 KHEQDDKTKVTYIERV I VSVRTYSEVS - - - 133
EmFABP2 90 -VBKQEQVEKDKTTYIDRV LVCVRTYSRGM- - - 133
EmFABP3 98 CKWVERQCQVG-DKVTDIDRR LVSVRMYRRVKD - - 144
EmFABP4 97 VBKQEQKG - TKTAYITYTR GI LTCFRNYRRVVOPL 142
EmFABP5 90 KH I QVGRCET! I TTRT TVVfTVJ LTCSRTYKRVE - - - 133
1 Tt
160 170 180
. | | | -1 | N IRERE
EmFABPT 133 - -« o o o e 133
EmFABP2 133 - - - - - - 133
EmFABP3 144 - - -« - o o . 144
EmFABP4 143 PALETTPSMSTAKSTEQPTSPTSTEELDNTNSTK 176
EMFABPS 133 - « - < - o o e e 133

Figura R-36. Alineamiento de las secuencias de las FABPs de E. multilocularis. La imagen
muestra un alineamiento obtenido con la herramienta CLUSTALW. El fondo gris indica los
aminoacidos idénticos entre las secuencias, mientras que el azul destaca aminoacidos similares
entre las mismas. Como se puede observar, existe un claro patron de conservacion de la
estructura primaria entre las diversas proteinas predichas, aun cuando algunas de ellas, en
particular EmMFABP3 y EmFABPA4, parecen poseer ciertas inserciones a lo largo de su secuencia.
Las tres flechas negras indican los aminoacidos que conforman el motivo P2 de unién a ligandos.

10 20 30 40 50
T I [ [T R (SRR IR IETCTPR IR R
EmFABP1 1 ME-FLGTWKLEKSEGFDKIMERLGVDEVTRKMGNLVKFPN - DL GGCIGKY 50
EmFABPZ 1 MEPFIGTWKMEKSEGFDKIMERLGVDY -TRKMG KPNL DL GDGRY 50
60 ﬂlﬂ

U IR
EmFABP1 51 KMKSESTFK ECSFKLGE TPDSREVTS TVEDG HEODDKT 100
EmFABP2 51 NMRSESKFKTSE-SFKLGE FKE TPDSREVMSMLTVEDGVEKOEQVGKD 100

130
A TR [
EmFABP1 101 KVI‘H va GNEL ATVKVDE VSVRTYS Vs 133
EmFABP2 101 KTTYIDRVVDGNELRATVKADEEVCVRTYSRGM 133

Figura R-37. Alineamiento de las secuencias de EmFABP1 y EmFABP2. La imagen muestra

un alineamiento obtenido con la herramienta CLUSTALW de las secuencias de EmFABP1 vy

EmFABP2. Como puede observarse claramente en la figura, existe un gran numero de
aminodcidos que son idénticos en ambas proteinas (fondo gris).
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30 40

| | |
VITRKMGNL VKP N F V|

|
EmFABP1 erx EKSEGFD MERLGVD coe- - 48
EmFABP2 DF G TWKME KISEGFDKIMERL GVDYr TRKMGNMVKPN L | CDG- - 48
EmFABP3 GTWKM T SSEGFDRVM TRLGVDEL TRKAGNAKPV | K KEGAE 50
ﬂ
EmFABP1 ECQ‘F LJEKFKEMTPDCR T ED.; ...... 90
EmFABP2 E KF EFSFKLCEQFKEVTPDSR EDG------ 90
EmFABP3 DKTvc EVQFRLQEPELETTPDCR EKDEADGKW 100
- . - o
EmFABP1 91 HEODDKTKVTH ¢ v e vcvmvc Gvs - 13
EmFABP2 91 QEQVGKDKTITYI ADELVCVRTY SRV - 133
EmFABP3 101 v QCc@ve-DKVITDI VEELVSVRMYRRVKD 144
30 40 50
o S I [
EmFABP1 Wk EK EG'— ERLGVD & FRKV NI VKB Fvy T BlLBCBK 49
EmFABP2 DF G WKMEKISEG 7 ERLGVDMFTRKMCNMMVKP VL | 1 5-BLEGDGR 49
EmFABP4 GSWKLE rNEGL TRLGCMI TRKTLNMSKPVL TFAREHEPGD 50
‘ltl
EmFABP1 49 - - - - - - ST r K GEKFKEMTDi)eREVT fTV K 93
EmFABP2 49 ESKFK GEQFKEVITPD SREVMSML TV 93
EmFABP4 51 PEVGEWYS FSTLK GYTEDENTTOGR TVRIEMF TV J:w x 100
140 150
- .
EmFABP1 94 HEODDKTKVTYIERVV vevmvc 7 S 133
EmFABP? 94 QEQVGKDKTTYIDRVV G EI_ AT x_ VCVRTYSRGM- - - - - - .- 133
EmFABP4 101 QEQKG - TKTAYITYTR TCFRNYRRVVQPLPALETTP 149
160 170
EmFABP1 133 - - - -« o 133
EmFABP2 133 - - - - - - = oo 133
EmFABP4 150 SMSTAKSTEQPTSPTSTEELDNTNSTK 176
.‘lﬂ
-
EmFABP1 ME ' F erx =G FDKFMERLGVD VTRKM;J,' .D”“- LJ;JKY 50
EmFABP2 MEPElGTW EGEDK IMERLGVDYF TRKMGN a DLGDCGRY 50
EmFABPS ME - FLGTWK GDEHKIFMNHFGVPTA | AKMVL _;SKT FBQKDADTY 50
EmFABP1 51 K‘-‘EST'—KT EMTDDQRE L EDG HEODD T 100
EmFABP2 51 RSESKFKT F LJ EVTDDQRE EDGVIEKQEQVCKD 100
EmFABP5 51 c AVSSIKGK FRLD SGGAR KSK ECGVMKH | QVCRC 100
130
EmFABP1 101 VTHERV EGNE K TVKVD BvsVRTYSBvs 133
EmFABP2 101 KTTY/IDRVMDGNELRATVKADELVCVRTYSRGM 133
EmFABPS 101 BT/ TTRTUNGN (MTvVvYTVCBETCSRTYKRVE 133

Figura R-38. Alineamiento de las secuencias de EmMFABP1 y EmFABP2 con cada una de las
demas FABPs. La imagen muestra un alineamiento obtenido con la herramienta CLUSTALW de
las secuencias de EmMFABP1 y EmFABP2 comparadas con EmFABP3, EmFABP4 y EmFABP5
por separado. Se puede observar que, aun cuando EmFABP3 y EmFABP4 poseen ciertas
inserciones en la secuencia, poseen muchos aminoacidos en comun con EmFABP1 y EmFABP2
(ya sea idénticos o similares). EmFABPS5, por su parte, mantiene varios de los aminoacidos
importantes sin variaciones, como podrian ser los involucrados en el motivo P2, aunque varia algo

mas en otras regiones.
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Con la finalidad de comparar las secuencias de las EmFABPSs con las de proteinas de otras
especies se realizaron analisis por BLASTP con las bases de datos del NCBI. Por un lado, se
compararon las secuencias con la base de datos de proteinas, excluyendo las que fueran del
género Echinococcus (Ver Tabla R-4). Por otra parte, se compararon con proteinas de
mamiferos, para analizar a cual de los subgrupos de FABPs se podrian asignar las de E.
multilocularis (Ver Tabla R-5). En ambos casos, se tuvieron en cuenta solo las entradas que
correspondian a proteinas cuya existencia ha sido confirmada al menos a nivel de estructura

primaria. Se descartaron las coincidencias con proteinas predichas y con construcciones

artificiales.

FABP E. multilocularis

FABP mas semejante

Especie

Cobertura

Identidad

Caédigo de acceso

EmFABP1

TpFABP

Taenia pisiformis

100%

80%

gb|ADQ55925.1|

EmFABP2

fatty acid binding protein 2

Taenia solium

100%

96%

gb|AFS64570.1|

EmFABP3

fatty acids and retinol binding protein isoform 2

Taenia solium

93%

87%

gb|ADZ72849.1|

EmFABP4

FABPa

Mesocestoides vogae

78%

41%

gh|AB093626.3|

EmFABP5

TpFABP

Taenia pisiformis

99%

39%

gh|ADQ55925.1|

Tabla R-4. Comparacion de secuencias de las FABPs de E. multilocularis con la base de
datos de proteinas del NCBI. Se muestran las entradas que mostraron mayor semejanza en
los alineamientos. No se tuvieron en cuenta las proteinas del género Echinococcus ni las que
fueran predichas o construcciones artificiales.

FABP E. multilocularis

FABP mas semejante en mamiferos

Especie

Cobertura

Identidad

Codigo de acceso

EmFABP1

A-FABP

Rattus norvegicus (Rata)

97%

45%

NP_445817.1

EmFABP2

mP2

Oryctolagus cuniculus (Conejo)

96%

47%

NP_001075699.1

EmFABP3

mP2

Homo sapiens (Humano)

97%

38%

PDB: 3NR3_A

EmFABP4

A-FABP

Rattus norvegicus (Rata)

77%

34%

AAH84721.1

EmMFABPS

mP2

Bos taurus (Vaca)

96%

35%

1PMP_A

Tabla R-5. Comparacion de secuencias de las FABPs de E. multilocularis con la base de
datos de proteinas de mamiferos del NCBI. Se muestran las entradas que mostraron mayor
semejanza en los alineamientos. No se tuvieron en cuenta las proteinas predichas.

Como se puede ver a partir de las tablas, las mayores coincidencias se dan con FABPs de
cestodos y en particular, de cestodos tenioides, a excepcién de EmFABP4. Cabe destacar
que los genomas de dichos organismos son muy recientes (y en algunos, ni siquiera estan
disponibles) por lo que tal vez en el corto plazo puedan surgir nuevas variantes de FABPs. Es
mas, dada la relacion filogenética tan cercana entre los géneros Echinococcus y Taenia, es
probable que cada FABP de un organismo de un género posea su ortélogo correspondiente
en el otro. El hecho de que EmFABP3 se asemeje a una proteina de T. solium que se ha
reportado que es capaz de unir retinol (Kim et al., 2012), lleva a pensar que la existencia de

numerosas FABPs en cestodos tal vez implique que cada una de ellas posee un espectro de
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ligandos mas acotados, y funciones propias y especificas; al contrario de lo que previamente
se pensaba (Esteves & Ehrlich, 2006).

Al comparar las FABPs de E. multilocularis con las FABPs de mamiferos, se puede notar
que todas ellas se asemejan a FABPs del subgrupo IV (Smathers & Petersen, 2011), que
incluye, entre otras, a H-FABP, A-FABP y mP2, lo cual coincide con lo previamente observado
(Esteves & Ehrlich, 2006).

3.4.2.3. Caracterizacion bioinformatica de los genes de las FABPs de E.

multilocularis

Como parte de los analisis de las secuencias predichas y clonadas de las diferentes FABPs
de E. multilocularis se procedié a analizar la estructura génica de dichas secuencias. Tal como
se menciond previamente, las secuencias analizadas no son estrictamente los genes
completos de las FABPs propuestas, ya que no se posee informacién sobre los extremos 5
ni 3’ UTR (del inglés untranslated region, es decir, regidn no traducida) ni sobre regiones
regulatorias como pueden ser las secuencias promotoras; sino que corresponden a las
regiones gendmicas comprendidas entre el codén de iniciacion y el codon de finalizacion de
la traduccion, determinados a partir de las predicciones y del clonado de las CDS.

Mediante la herramienta bioinformatica Splign se alinearon las CDS y las secuencias
gendomicas respectivas para cada una de las FABPs. De esa manera, se localizaron
correctamente los sitios de splicing de cada uno de los genes, asi como las bases en los
extremos 5’ y 3’ de los intrones (Ver Tabla R-6). A excepcion del intrén | de emfabp5, todos
los otros intrones poseen las tipicas secuencias GT en el extremo 5’ y AG en el 3'. El intron |
de emfabp5 posee en el extremo 5 la secuencia GC, que si bien es menos comun que la

secuencia GT, se sabe que se presenta en algunos intrones de varias especies diferentes,

Paosicion Intrén/es (aa) Tamafrio Intrén/es (pb) Estructura Génica
EmFABP1 116 80 <Ex6n>GT...AG <Exén>
EmFABP2 116 80 <Exén>GT...AG <Exén>
EmFABP3 126 4443 <Exon>GT...AG <Exén>
EmFABP4 122 2617 <Ex6n>GT...AG <Exén>
EmFABP5 82/116 434/291 <Ex6n>GC...AG <Ex6n>GT...AG <Exén>

Tabla R-6. Posicién y tamafio de los intrones en las diferentes EmFABPs. En la tabla se
resume la posicion de los intrones (en relacion a la secuencia de aminoacidos de las proteinas
codificadas), el tamafio de los intrones (en pares de bases) y la estructura de los genes de las
diferentes FABPs, destacandose las bases de los extremos de los intrones.
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entre las cuales se hallan los humanos, C. elegansy Arabidopsis thaliana (Parada et al., 2014;
Sheth et al., 2006). Por otra parte, la distribucién de los intrones (Ver Figura R-39) coincide
con lo observado previamente en FABPs de invertebrados, en el sentido de que, si bien el
numero y el tamafo de los intrones son variables, la posicion de los mismos se conserva
incluso en relacion a las posiciones altamente conservadas de los intrones en las FABPs de
vertebrados (Bernlohr et al., 1997; Esteves & Ehrlich, 2006; Smathers & Petersen, 2011;
Zimmerman & Veerkamp, 2002). Es llamativo que s6lo emfabp5 posea dos intrones, aunque
se ha visto, por ejemplo en C. elegans, que genes de diferentes FABPs poseen un numero
diferente de intrones (Esteves & Ehrlich, 2006).

§;7w
EmFABP1

118

‘;7w
EmFABP2
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4443
EmFABP3 ;

126

2617
EmFABP4 ;

434 201
EmFABPS

w10 amineacides

Figura R-39. Esquema de la posicion y tamafio de los intrones en las
secuencias de aminoacidos de las EmFABPs. La figura muestra una
representacion de las secuencias proteicas de las diferentes EmFABPs en
donde se indica la posicién de los respectivos intrones (V). Los numeros por
encima de (V) indican el tamafio de los intrones en pares de bases (pb).

Posteriormente, se analizd también la ubicacion de los genes de las diferentes EmFABPs
en el genoma de E. multilocularis. Dicho analisis ubicé a los genes para EmFABP1,
EmFABP2, EmMFABP3 y EmFABP4 en el cromosoma 7 de E. multilocularis, mientras que el
gen de EmFABPS5 se localiza en el cromosoma 4. Todas las proteinas del cromosoma 7 se
encuentran codificadas en una misma hebra, salvo EmFABP3 que esta codificada sobre la

complementaria (Ver Figuras R-40 y R-41).
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EmFABP1

5622k 5623k 5624k / 5628k 5629k 5630k / / 635Kk 5636k
5622288 5622769 [482 bp] 5628337 5628818 [462 bp] 5635501 5635982 [482 bp]

EmFABP3

ET4Tk L 743k ST4%9k 5750k 5751k 5752k J 5753k
STATE0Z € [487%8 bp] 25752379
EmFABP4
eX0n B8x
7187k 71 éLsk 7189k 7190k 7191 H 7192k
7133010 ¢ [3148 bp] 37191157

Figura R-40. Esquema de la posicion de los genes emfabp1-4 en el cromosoma 7 de E.
multilocularis. La figura muestra la ubicacion relativa de los diferentes genes a lo largo del
cromosoma 7 de E. multilocularis. Como se puede observar, tanto EmFABP2, EmFABP4 como
ambas copias de EmFABP1 se encuentran codificadas en una misma hebra, mientras que
EmFABP3 esta codificada en la otra. Las dos copias de EmFABP1 corresponden, de izquierda
a derecha, a las entradas EmuJ_002165500 y EmudJ_000550000 del GeneDB.

EmFABP3

11215.6k 1121E3k 11216k 11216.2k 12164k 1216.5k 11216.8k J 1217k M217 2k
11215807 € [1127 bpl > 11216833

Figura R-41. Esquema de la posicion del gen emfabp5 en el cromosoma 4 de E.
multilocularis. La figura muestra la ubicacion del gen emfabp5 con sus respectivos exones,
localizado en la hebra directa del cromosoma 4 de E. multilocularis.

Cabe destacar que a continuacion del gen emfabp2 se encuentran dos copias del gen
emfabp1. Esto habia sido observado al analizar versiones previas del genoma de E.
multilocularis, pero se habia atribuido a un error de ensamblaje del mismo. No obstante, dicha

distribucion se conserva en las versiones actuales, mas curadas, del genoma; y al analizar las
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secuencias flanqueantes de ambos genes se observa que las mismas son diferentes. Rio
arriba del codén de inicio, ambas secuencias comparte unas 600 bases idénticas, pero luego
varian ampliamente. En cuanto a las secuencias rio abajo, conservan algunas regiones
similares, pero se diferencian bastante una de la otra (Ver Figuras R-42A y R-42B). Si bien se
requieren otros estudios para analizar si ambas secuencias se transcriben, el hecho de que
las secuencias flanqueantes sean diferentes podria tener algun tipo de implicancia en la
regulacion post-transcripcional de dichos genes, ya que es en esas secuencias (3’ UTR en
particular) en donde se unen moléculas de ARN regulatorias, como los microRNAs (o
mMiRNAs). Estas moléculas de ARN de 22 nucleétidos regulan la expresion génica induciendo
la destruccion de los mRNA, modificando su estabilidad o regulando la traduccion de los
mismos. En Echinococcus spp. se ha descripto la existencia de miRNAs y sus vias de
procesamiento (Bai et al., 2014; Cucher et al., 2015, 2011; Fromm et al., 2013; Jin et al., 2013;
Zheng, 2013).

El hecho de que tres genes para FABPs se encuentren formando un cluster en el genoma
de E. multilocularis, no es tan sorprendente si se tiene en cuenta que situaciones similares se
han reportado ya en varios organismos. En el caso de humanos, por ejemplo, se ha observado
que A-FABP, E-FABP, mP2, T-FABP y la recientemente reportada FABP12, se encuentran
codificadas no s6lo en un mismo cromosoma sino dentro de una regién de unos 300000 pares
de bases (Smathers & Petersen, 2011).
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Figura R-42A. Alineamiento de las dos copias de EmMFABP1 en el genoma de E.
multilocularis. En la figura se muestran las secuencias de las dos copias de EmFABP1
incluyendo los 1000 pares previos al coddn de inicio. Se marca con una linea negra la regién
entre el ATG y el coddn de terminacion.
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Figura R-42B. Alineamiento de las dos copias de EmFABP1 en el genoma de E.
multilocularis. En la figura se muestran las secuencias de las dos copias de EmFABP1
incluyendo los 1000 pares de bases posteriores al codén de terminaciéon. Se marca con una
linea negra la region entre el ATG y el codon de terminacion.

124



RESULTADOS

3.4.2.4. Prediccidon de FABPs en E. granulosus y comparacién con las FABPs de

E. multilocularis

Con el objetivo de analizar si en E. granulosus era posible encontrar los genes ortélogos a
los de las FABPs de E. multilocularis, se realizaron busquedas en la base de datos GeneDB,
del Wellcome Trust Sanger Institute y se analizaron las secuencias genémicas de la version
“Egranulosus_genome_v3”. En la Tabla R-7 se puede observar un resumen de lo encontrado

en el genoma de E. granulosus.

MNombre Nombre Sistematico GeneDB  Longitud Gen (pb) i) L ongitud CDS (pb) Exones Longitud Proteina (aa)

EgFABP1 EgrG_000549850 ™! 482 402 2 133
EgFABP1.2 EgrG_000550000 482 402 2 133
EgFABP2 EgrG_000549800 482 402 2 133
EgFABP3 EgrG_000551000 4897 435 2 144
EgFABP4 EgrG_000417200 3185 531 2 176
EgFABPS - 1126 402 3 133

Tabla R-7. Datos de las secuencias predichas para FABPs en E. granulosus. La tabla
muestra algunas caracteristicas de las secuencias predichas. Los nombres sistematicos
corresponden al genoma disponible en http://www.genedb.org/ (Wellcome Trust Sanger
Institute).

@ Se consideran las secuencias genémicas comprendidas entre el codon de inicio y el codén
de terminacion de la transcripcion de las proteinas predichas.

®) En GeneDB se encuentra mal anotado el gen de EgFABP1 bajo el codigo de acceso
presentado en la tabla.

Como se puede observar en la Tabla R-7, las secuencias encontradas en E. granulosus se
asemejan en varios aspectos a las predichas en E. multilocularis, aunque difieren en otros.
Quizas lo mas llamativo es el hecho de que en el caso de E. granulosus, el cluster de tres
genes contiguos de FABPs no posee dos copias exactamente iguales de egfabp1, sino que
una pareciera ser una variante diferente (Ver Figura R-43). Dada la ubicacion relativa de dicho
gen, comparable a una de las copias de emfabp1 (Ver mas adelante), se lo denominé
egfabp1.2.

El hecho de que EgQFABP1.2 no conserve dos de los tres aminoacidos que forman parte
del motivo P2 de unién a ligandos hace pensar que dicha proteina, en caso de expresarse,
podria unir los ligandos de otra manera, o bien unir otro tipo de ligandos diferentes a los que
une EgFABP1.

Se analizdé también la similitud de secuencias dentro de la familia de las FABPs de E.
granulosus, tal como se realiz6 para las FABPs de E. multilocularis. Como se puede observar
en la Tabla R-8, las similitudes entre las diferentes FABPs se asemeja a lo observado con los

genes ortdlogos, de E. multilocularis. Asimismo, cabe destacar que la CDS de egfabp1.2 se
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asemeja casi tanto a la de egfabp1 como egfabp2, mientras que a nivel proteico EQFABP2 se

parece mas que EgFABP1.2 a EQFABP1.

10 20 30 40 50 60 70

: sy sm S o] ansa]E : |\ S el Rl |
EgFABP1 1 MEAFLGTWKMEKSEG EK MERL VD v RKM Wk DL GCGKYKMR ¢ FKTIECSFKLGEK 70
EgFABP1.2 1 MEAFLGTWKMEKSEG.EDMMERLKVDMOLRKM- DLGDGK‘{:MRL PSIKSECSFKLGEK 70

100 ffﬂ 1.10
A K

[ s oE
EgFABP1 1 FKE TPD R‘E SL J T ENGVMK EQ.’J_,‘ TK / IERVVEGNELKA T E VCVRT KVA 133
EgFABP1.2 T1 MTPDKREVISSL | TEENGVMKOEQVGED | TVHIERVVEGNELKAT \WCVL Tr [KVA 133

Figura R-43. Alineamiento de las secuencias proteicas de EQFABP1 y EgFABP1.2. En
la figura se muestra el alineamiento de la proteina predicha EQFABP1.2 con EgFABP1. Se
puede observar una cierta variabilidad en la secuencia, aunque existe una alta conservacion
en las regiones que configuran los patrones PRINTS de las FABPs (4-26; 64-80; 111-131).
Llamativamente, no se conservan la Arg'?” ni la Tyr'?°, involucradas en la union de ligandos

a EgFABP1.

Por otra parte, con la finalidad de comparar las secuencias de las FABPs de ambos

cestodos, se realizaron alineamientos de las secuencias proteicas predichas para cada una

de las FABPs y comparaciones del grado de similitud de las mismas. Como se puede observar

en la Figura R-44y en la Tabla R-9, el grado de conservacion es notable, y muestra la estrecha

relacion filogenética entre E. multilocularis y E. granulosus. Asimismo, refleja lo observado

previamente en otros organismos, en donde se asemejan mas las FABPs de un mismo 6rgano

o tejido de distintos organismos, que las diferentes FABPs de distintos tejidos de un mismo

organismo (Zimmerman & Veerkamp, 2002). La excepcion parece ser EQFABP1.2, que no

tendria un equivalente directo en E. multilocularis. Como se menciond anteriormente, y se

mostrara a continuacion, la posicion equivalente a la de egfabp1.2, en el genoma de E.

multilocularis, es ocupada por una copia exacta de emfabp1.

EgFABP1 EgFABP1.2 EgFABP2 EgFABP3 EgFABP4 EgFABP5
EgFABP1 81,3% 83,6% 40,0% 28,8% 51,2%
EQFABP12 | 66,4%/79,8% 74,6% 37.9% 27,9% 48,0%
EgFABP2 74,6%i88,8% | 61,7%/80,4% 39,1% 27.7% 49,3%
EgFABP3 23,6%/42,4% | 20,1%/37,5% | 24,3%/41,7% 29,6% 34,0%
EgFABP4 15,9%/27,3% | 13,5%/25,0% | 14,8%/26,1% | 14,8%/32,9% 25,6%
EgFABP5 351%/48,5% | 31,3%/47,0% | 31,3%/48,5% | 14,6%/22,2% | 8,5%/19,9%

correspondientes.

Tabla R-8. Analisis de identidad de secuencias entre las diversas FABPs de E.
granulosus. En la tabla se muestran los porcentajes de identidad de secuencia para las
diversas FABPs. En la parte inferior de la diagonal (en negrita) se muestran los valores de
similitud de secuencia a nivel proteico, siendo los valores en color negro los correspondientes
a identidad de secuencia y los que estan en azul, los de similitud. Por encima de la diagonal se
encuentran los porcentajes de identidad de secuencia a nivel nucleotidico de las CDS
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Al analizar las posiciones de los genes en el genoma de E. granulosus, se encontré que
los genes de EgFABP2, EgQFABP1 y EgFABP1.2 se encontraban formando un cluster, y
ocupando posiciones relativas similares a los de EmFABP2 y ambas copias de EmFABP1
(Ver Figura R-45). Por otra parte, el gen de EgFABP3 se encontré en el mismo scaffold
(fragmento de cromosoma aun no ensamblado) codificado en la otra hebra, al igual que
EmFABP3. La distancia entre el inicio de EQFABP2 y el de EgFABP3 (recordar que esta sobre
la hebra complementaria) es de 135088pb, mientras que en E. multilocularis la distancia
equivalente es de 130092pb. Estas cuatro FABPs se encontraron en el scaffold 007,
EgFABPA4 en el scaffold 019 y EgQFABPS5 en el scaffold_009.

EmFABP1 EmFABP1® EmFABP2 EmFABP3 EmFABP4 EmFABP5

EgFABP1 92,5%197,8% 92,5%/97,8% 74,6%/88,8% 23,6%142,4% 15,9%/27,3% 34,3%149,3%

EgFABP1.2 62,4%178,2% 62,4%I78,2% 61,7%/80,4% 20,1%/37,5% 13,6%/25,0% 31,6%/46,7%

EgFABP2 71,4%187,2% 71,4%187,2% 100% 24,3%141,7% 14,8%/26,1% 31,6%148,9%
EgFABP3 22,9%141,7% 22,9%141,7% 24,3%141,7% 100% 14,8%/33,5% 15,3%/23,6%
EgFABP4 16,5%/27,3% 16,5%/27,3% 14,8%/26,1% 14,8%/33,0% 96,6%/97,7% 9,1%I19,9%

EgFABP5 32,8%147,8% 32,8%147,8% 31,3%/48,5% 14,6%/22,2% 8,5%/19,9% 95,5%/97,8%

Tabla R-9. Andlisis de identidad de secuencias entre las FABPs de E. granulosus y E.
multilocularis. En la tabla se muestran los porcentajes de identidad de secuencia para las
diversas FABPs. Los valores en color negro corresponden al porcentaje de identidad de
secuencia y los que estan en azul, a los porcentajes de similitud. En la diagonal se encuentra
la comparacion entre ortélogos de E. granulosus y E. multilocularis.

®) Corresponde a una de las copias de EmFABP1, que estaria codificada por el gen ortélogo al
de EgFABP1.2

Durante el transcurso del presente trabajo de tesis fue publicado un trabajo en el que se
realizé un analisis filogenético de diversas FABPs predichas a partir de datos genémicos de
diferentes especies (Y. Zheng et al., 2013). En dicho trabajo, se propone la existencia de cinco
loci correspondientes a genes de FABPs tanto en E. granulosus como en E. multilocularis. Se
destaca que en E. multilocularis existen dos loci que codifican para una misma FABP, lo que
coincide con lo observado y presentado en esta tesis. No obstante, en dicho trabajo se afirma
que dos de los genes, en ambas especies, carecen de intrones. El analisis de las secuencias
proteicas propuestas en dicho trabajo, y disponibles como material suplementario del mismo,
mostro que dichas secuencias equivaldrian a las que hemos nombrado EQFABP3 y EgFABP4
(de E. granulosus), y EmMFABP3 y EmFABP4 (de E. multilocularis). Los cinco loci por ellos
propuestos serian los correspondientes a las FABPs 1, 2, 3 y 4 de cada cestodo, a lo que se
suma una copia de EmMFABP1 en el caso de E. multilocularis y lo que hemos denominado
EgFABP1.2, en el caso de E. granulosus. El hecho de que se sostenga en dicho trabajo que

las secuencias que codifican para las FABPs 3 y 4 carecen de intrones se debe a que no se
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tuvo en cuenta el sitio de splicing, y se consideraron codones que, en realidad, forman parte
del intrén (Ver Figura R-46). Por otra parte, al evaluar las secuencias propuestas con la

herramienta InterPro, se observa que aparecen solo las dos primeras fingerprints

10 20 30 ) 50 60 0

wip Sl e ) v G s ey s e ol e s o s o e o] S e g R s s
EmFABP1 1 MEAFLGTWKEEKSEGFDKIMERLGVDFVTRKMGNLVKPN -MVTDLGGGKYKMKSESTFKTTECSFKLGEK T0
EgFABP1 1 MEAFLGTWKMEKSEGFDKIMERLGVDFVTRKMGNLVKPNLIEVTDLGGGKYKMRSESTFKTTECSFKLGEK 70

80 50 100 110 120 130

e e I A el Rl e N R e R a el e il
EmFABP1 71 FKEMTPDSREVTSLITVEDGVMKHEQDDKTKVTYIERVVEGNELKATVKVDEVVSVRTYSKVS 133
EgFABP1 71 FKEMTPDSREV/SLITVENGVMKHEQDDKTKVTYIERVVEGNELKATVKVDEVVCVRTYSK 133

10 20 30 40 50 60 70

RN CRTR R | I () I I | T ) |
EmFABP2 1 MEPF|GTWKMEKSEGFDKIMERLGVDYFTRKMGNMMKPNL | | SDLGDGRYNMRSE SKFKTSEFSFKLGEQ 70
EgFABP? 1 MEPF|GTWKMEKSEGFDK|MERLGVDYFTRKMGNMMKPNL i | SDLGDGRYNMRSE SKFKTSEFSFKLGEQ 70

80 490 100 110 120 130
PPOPS (PRPNPIDS: URE (ARY PPUUSE (PRPUPR | (SO IORULi| JUDPRY, (PRTRGY SRTUPRP| IPVDRP (P
EmFABP2 71 FKEVTPDSREVMSML TVEDGVLKQEQVGKDKTTYIDRVVDGNELRATVKADELVCVRTYSRGM 133
EgFABP? 71 FKEVTPDSREVMSML TVEDGVLKQEQVGKDKTTYIDRVVDGNELRATVKADELVCVRTYSRGM 133

10 20 30 40 50 60 70

2 s e o s [ Sl ) s e s s o] e s Y veie sl e s T v sl s
EmFABP3 1 MDDFLGTWKMTSSEGFDRVMTRLGVDFL TRKAGNAAKPV | KL SEVKEGAEPKTYCLKTINAFRSTEVQFR 10
EyFABP3 1 MDDFLGTWKMTSSEGFDRVMTRLGVDFL TRKAGNAAKPV | KL SEVKEGAEPKTYCLKTINAFRSTEVQFR 70

80 90 100 110 120 130 140

EmFABP3 71 LQEPFLETTPDGRKVKTVISLEKDEADGKWVLRQCQVGDKVTDIDRRLDDIDLMRSTIRVEELVSVRMYR 140
EgFABP3 71 LQEPFLETTPDGRKVKTVISLEKDEADGKWVLRQCQVGDKVTDIDRRLDDIDLMRSTIRVEELVSVRMYR 140

EmFABP} 141 RVKD 144
EgFABP3 141 RVKD 144

10 kL 30 40 50 60 70

MDEFLGSWKLEFNEGLNEILTRLGAGY I TRKTLNVSKPVLTFAREHGPGDPEVGEWYSLKTFSTLKSSTI 70
MDEFLGSWKLEFNEGLNEILTRLGAGY | TRKTLNVSKPVLTFAREHGPGDPEVGEWYSLKTFSTLKSSTI 70

EmFABP4
EgFABP4

N

80 50 100 110 120 130 140
EmFABP4 71 VFRIGYTFDENTTDGRTVRTVFTVDGQVLKQEQKGTKTAY I TYTREGDLLKTVIKVEDLTCFRNYRRVVQ 140
EgFABP4 71 VFRIGYTFDENTTDGRTVRTVFTVDGQVLKQEQKGTKTAY I TYTREGDLLKTVIKVEDLTCFRNYRRVVQ 140
150 160 170

| | | | | | |
EmFABP4 141 F‘LF’ALETTPSISTAKSIEOPTSPTSTEELDNTNSTK 176

EgFABP4 141 PPPANGTTPSMSTAKSSEQPTSPTS | EELDNTNSTK 176
10 20 30 40 50 60 70
ol s iy e ek Bk kil el el ol el Rk Rann el |
EmFABPS 1 MEAFLGTWKVDSNGDFHKFMNHFGVPTAIAKMVLLVGSKTIFSQKDADTYCIAVSSIKGKTEATFRLDQE 70
EgFABP5 1 MEAFLGTWKVDSNGDFHKFMHHFGVPTAIAKMVLLVGSKTIFSQKDADTYCIAVSSIKGKTEA/FRLDQE 70

80 50 100 110 120 130
s e sapEven HErersa )] sanaellen me s wa e g sedils o oljaees B o
EmFABPS 71 FEEACSGGAFMKSK!|TMEGGVMKHIQVGRGETIITTRTINGNIMTVVYTVGDLTCSRTYKR 133
EgFABPS 71 FEEACSGGA TMKSK!|TMEGGVMKH|QVG -GETIITTRTINGNIMTVVYTVGDLTCSRTYKR 133

10 20 40 J’G
N e T N o
EmFABP1 1 MEAFLGTWP;IEKSEGFI IMERL va Vi RKM A I I.-'.DLG GK\’K:I I IEGSFKLGEK 70
EgFABP1.2 1 MEAFLGTWKMEKSEGLEDMMERLKVDMOLRKMA TS L DLGDGKYS SPS|KSECSFKLGEK 10

8 ﬂo
| -

EmFABP1 71 |EKEMTPD S REVISLI;’_IEIGVMK EQDDI I!ERVVEGNELKAT'/I Irv vw!x:’ 133
EgFABP1.2 71 FKEMTPDKREVSSL I GVMKCEQVCED | TVHIERVVEGNELKAT ViCWL 133
Figura R-44. Comparacion entre las secuencias proteicas de las EmFABPs y las
EgFABPs. Los alineamientos de la figura muestran que las secuencias proteicas de las

diversas FABPs se conservan en ambos cestodos, al punto que EmFABP2 y EmFABP3 son
idénticas a EQFABP2 y EgFABP3, respectivamente.
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correspondientes a la familia de las FABPs, faltando la tercera, que abarca la region entre los
aminoacidos 111y 131 (Ver Figura R-47).

El haber podido clonar las CDS de los genes correspondientes a EmFABP3 y EmFABP4,
y que la comparacion de dichas CDS con el ADN gendémico permita detectar la presencia, en
ambos casos, de un intron que las interrumpe, nos lleva a pensar que las FABPs carentes de
intrones predichas por Y. Zheng et al. (2013) serian un artefacto. Cabe destacar también que
las secuencias que hemos predicho para EQFABP5 y EmFABPS5 (esta ultima incluso clonada)

no han sido reportadas en dicho estudio.

EgFABP2 EgFAEP1 EgFABP1.2

= e T

5k 3666k 3867k BTk 3672 3873k 3678k 79k
3685030 365511 [482 bp) 3671652 3672133 [482 bp] 3678844 3679325 [482 bp]

Figura R-45. Esquema de la posicidon de los genes emfabp2, emfabp1y emfabp1.2 en
el scaffold_007 de la version “Egranulosus_genome_v3” del genoma de E. granulosus.
Se puede observar que la distribucién de los genes es equivalente a la que se presenta en
E. multilocularis. La distancia entre el comienzo del primer gen y el final del ultimo es de
14296pb en E. granulosus y de 13695pb en E. multilocularis.

10 20 30 40 50
sasal sz ilisaslvnsalessalssnd i snlaoas s las sl aanal

EmFABP3 1 MDDFLGTWKMTSSEGFDRVMTRLGVDFLTRKAGNAAKPVIKLSEVKEGAE 50

Emul_FABP1 Zheng 1 MDDFLGTWKMTSSEGFDRVMTRLGVDFLTRKAGNAAKPVIKLSEVKEGAE 50
60 70 80 90 100
o wcdon ¥ wes e il g § omin o ol W poser o Bl s et o B s pedd] oo o

EmFABP3 51 PKTYCLKTINAFRSTEVQFRLQEPFLETTPDGRKVKTVISLEKDEADGKW 100

Emul_FABP1Zheng 51 PKTYCLKTINAFRSTEVQFRLQEPFLETTPDGRKVKTVISLEKDEADGKW 100

110 120 130 140

EmFABP3 101 vmoéoven;vrn H;RRLDEL / DLM.H[‘S T RVI’EEL v.:l‘vwn r\l’wm 144

Emul_FABP1 Zheng 101 VLRQCQVGDKV.TDIDRRLDDIDLMRSVNVSLSSLFLAYQILCS- 143
Figura R-46. Comparacion de la secuencia de EmFABP3 con la secuencia equivalente
propuesta por Y. Zheng et al. (2013). A modo de ejemplo, se muestra la comparacién de
la secuencia de EmFABP3 propuesta en la presente tesis, con la FABP equivalente
propuesta por otros autores. Dado que dichos autores utilizaron otra numeracion, se agregé
el nombre del primer autor del articulo a dicha secuencias para distinguirlas mas facilmente.
Como se puede apreciar claramente en la figura, ambas predicciones coinciden en un 100%
hasta el aminoacido 126. Cabe destacar que los aminoacidos idénticos en ambas secuencias
corresponden a lo codificado en el primer exén (segun nuestro modelo) y es luego del coddn
que codifica el aminoacido 126, justamente, donde comienza el intrén. Situaciones
equivalentes se observan al comparar las secuencias de EmFABP4, EgFABP3 y EgFABP4,
y las predicciones respectivas de los otros autores.
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1 £ 10 15 20 5 30 35 40 45 0 55 B0 65 0 75 B0 a5 el 95 00 105 M0 ME 1200 125 430 125 143
MDD FLGCTWKMTSSEGT DRVHTR LEVDFL TR KRG NA RK PV IK LSEVELCAT PR TYCLKT INAF RS TEVY FRLGE PF LI TT POGREVKT VI SLEKDEA DG KW UL R O VS DKVTD IDRRLDDI DLMR SVNV SLESLFLAY QI LCS

Figura R-47. Analisis de los dominios de la proteina Emul_FABP1 predicha por Y.
Zheng et al. (2013). Como se mencioné en la Figura R-46, la nomenclatura utilizada por los
autores de dicho trabajo es diferente a la utilizada en la presente tesis, pero la proteina en
cuestién equivaldria a nuestra EmFABP3. El analisis de los dominios realizado con la
herramienta InferPro muestra la ausencia de la ultima fingerprint correspondiente al patrén
PRINTS FATTYACIDBP (PR00178). Dicho motivo si se encuentra en la secuencia propuesta
para nuestra EmFABP3.

3.4.2.5. Analisis de la expresion a nivel transcripcional de FABPs en E.

multilocularis

Con la intencion de obtener algun tipo de informacion sobre los patrones de expresion de
las FABPs de E. multilocularis se realizO un ensayo preliminar mediante RT-PCR
semicuantitativa. Para ello, se utilizO cDNA de capa germinativa, protoescolices vy
protoescolices activados por tratamiento con acido y pepsina (todos pertenecientes al
aislamiento GH09) gentilmente cedidos por el Dr. Uriel Koziol (Universidad de Wurzburgo,
Alemania). Cabe recordar que al momento de realizar estos experimentos, no se contaba con
los primers para la CDS de EmFABP3, por lo que no fue tenido en cuenta en el mismo.

Como se puede observar en la Figura R-48, EmFABP1 y EmMFABP5 parecen expresarse
tanto en la capa germinativa como en protoescolices de E. mutilocularis, ya sea que éstos
estén activados o no. EmMFABP2, por su parte, pareciera expresarse mayormente en la capa
germinativa de dicho cestodo, mientras que EmFABP4 pareciera ser exclusiva de los
protoescolices. Cabe destacar que la expresion que aqui se analiza es en términos de
transcripcion de los genes correspondientes, lo cual no asegura que las proteinas respectivas
sean traducidas. Por otra parte, como se discutié en la Infroduccion de este trabajo, tanto la
capa germinativa como los protoescolices contienen una gran diversidad de tipos celulares,
por lo que las diferentes EmFABPs podrian estar expresandose en distintos tejidos o tipos
celulares de E. multilocularis, de modo analogo a lo que ocurre en otros organismos.

No obstante lo comentado, claramente queda mucho trabajo por hacer en lo referido al
analisis de la expresion de las diferentes FABPs en ambos cestodos, en diferentes estadios y
tejidos de los mismos. Un analisis de ese tipo podria ayudar a comprender mejor las posibles

funciones de estas proteinas, del mismo modo que ha ocurrido en otros organismos.
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Capa Protoescélices Protoescélices
Germinativa activados

Elp
EmFABP1
EmFABP2
EmFABP4
1 - ‘e ‘_ -
@ T . @Mes . @~ . EmFABPS

Figura R-48. Analisis de la expresion relativa de diferentes EmFABPs en diferentes
tejidos de E. multilocularis. La figura muestra los resultados de RT-PCR semicuantitativas
realizadas sobre cDNA de capa germinativa, protoescélices y protoescolices activados de E.
multilocularis. La activacion de los protoescdlices con pepsina y acido simula la entrada del
cestodo al intestino de su hospedador definitivo, en donde se desarrolla hacia el estadio
adulto. Los triangulos negros simbolizan las diluciones seriadas del cDNA molde utilizado. El
gen que codifica para la proteina Elp se utilizé también en este caso para comparar con los
de las FABPs.
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4. DISCUSION GENERAL

Al introducir el presente trabajo de tesis se planteé como hipotesis general que las FABPs
de Echinococcus spp. podrian intervenir en el direccionamiento de acidos grasos hacia las
vias de sintesis de fosfolipidos de membrana, necesarios para sostener el crecimiento
continuo del metacestodo en los hospedadores intermediarios, asi como también de
moléculas de sefalizacién que permitan evadir la respuesta inmune de los hospedadores.
Asimismo, las FABPs podrian intervenir en la regulacion de la plasticidad fenotipica que
caracteriza a estos cestodos, por ejemplo, transportando ligandos al nucleo para interactuar
con factores de transcripcion.

Dentro de esta hipétesis compleja, particularmente nos planteamos analizar la interaccién
de EgFABP1 con ligandos y membranas fosfolipidicas artificiales, asi como ampliar nuestro
conocimiento en relacion a otras FABPs del género Echinococcus, mas recientemente
descriptas.

El analisis de la interaccién de EQFABP1 con ligandos fue abordado desde distintos puntos
de vista, empleando distintas aproximaciones experimentales. Por un lado, se analizaron los
ligandos hidrofébicos que co-purifican unidos a EgQFABP1 cuando la proteina es expresada
de manera recombinante en células de E. coli. Si bien, como se comenté anteriormente, E.
colino es el ambiente natural en el que EQFABP1 se encuentra, nos propusimos analizar qué
tipos de ligandos se unian a ella en un entorno complejo, como un citoplasma celular. Es
importante remarcar que, aun cuando el contenido del citoplasma de una bacteria pueda diferir
del de una célula eucariota como la de Echinococcus spp., el mismo es un sistema claramente
mas complejo que una mezcla generada in vitro como puede ser el caso de un ensayo de
titulacion. A través de dicho ensayo, pudimos observar que EgQFABP1 seria capaz de unir
unicamente acidos grasos, al menos dentro del espectro de ligandos disponibles en E. coli.
Asimismo, dentro de los acidos grasos unidos a EQFABP1, se pudieron detectar varios acidos
grasos diferentes, tanto saturados como insaturados, coincidiendo en gran medida con lo
observado previamente en ensayos de competicion in vitro (Alvite et al., 2001). Por otra parte,
también se realizaron ensayos con el fin de evaluar la posibilidad de que la unién de ligandos
indujera cambios conformacionales en EgFABP1. Para ello, se realizaron ensayos de
digestion parcial de EQFABP1 en su forma apo o unida a diferentes acidos grasos, y se
analizaron los espectros de dicroismo circular de la proteina en presencia o ausencia de
ligandos. Tal como se discutié previamente, si bien a partir de estos experimentos no es
posible concluir qué cambios conformacionales sufre EgQFABP1 al unirse a los diversos
ligandos ensayados, si fue posible determinar que los efectos producidos por el acido oleico
fueron diferentes a los causados por los otros acidos grasos. En este sentido, seria interesante

analizar la capacidad de EgFABP1 de “activarse” diferencialmente por union a ciertos
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ligandos, efecto que se ha observado para otras proteinas de la familia de las FABPs, como
A-FABP, E-FABP y la proteina relacionada, CRABP-II (Armstrong et al., 2014; Gillilan et al.,
2007; Sessler & Noy, 2005). Dicha activacion se basa en que, estabilizadas por diferentes
ligandos, estas proteinas adoptan conformaciones tridimensionales en las que se expone una
sefal de localizacion nuclear que permite su translocacion al nucleo. Cabe destacar que
algunos ligandos que favorecen dicha translocacion, activan también a ciertos receptores
nucleares de la familia de los PPAR que interactian especificamente con cada FABP,
modulando de este modo la transcripcion de genes relacionados, entre otros aspectos, con el
metabolismo lipidico, la homeostasis energética y la diferenciacion celular (Tan et al., 2002).
Estos resultados sugieren que no seria la capacidad de una determinada FABP de unir un
ligando lo que determinaria su funcién, sino el efecto que dicho ligando tenga sobre la
proteina. Cabe destacar que estudios in silico llevados a cabo por la Dra. Esteves y
colaboradores, han sefialado al acido oleico como uno de los ligandos que induciria mayores
cambios en la conformacion de EgFABP1, comparado con la proteina en su forma apo-
EgFABP1 (Esteves & Paulino, 2013). Asimismo, en dicho estudio se destaca que el acido
oleico, pero no el acido palmitico, seria capaz de modificar la posicién de la Phe®, la cual
podria intervenir en la exposicion de la sefal de localizacion nuclear, que en EQFABP1 estaria
compuesta por Arg??, Arg®® y Lys®', de modo andlogo a lo que ocurre con A-FABP (Gillilan et
al., 2007). Por otra parte, el andlisis de las mismas interacciones en un modelo de EQFABP2
no parecen brindar evidencia de tal modificacion, al menos con los ligandos ensayados
(Esteves & Paulino, 2013). Estas observaciones abren un nuevo panorama, sumamente
interesante, en el estudio de las FABPs de Echinococcus spp., asi como también en el estudio
de los posibles roles regulatorios que podrian tener diferentes ligandos hidrofébicos, mediados
por la accién de las FABPs, en el desarrollo y diferenciacion de las células de estos cestodos.

Por otra parte, a partir de los ensayos de transferencia de ligandos fluorescentes a
membranas fosfolipidicas, se pudo establecer que EgFABP1 transfiere los acidos grasos a
través de un mecanismo de tipo colisional. Como se discutié al presentar dichos resultados,
el mecanismo de transferencia de tipo colisional es un modelo que plantea que la FABP debe
tener contacto directo con la membrana fosfolipidica para ceder el ligando que transporta. Si
bien se trata de un modelo sumamente simplificado, ya que las membranas biolégicas son
mucho mas complejas que una bicapa fosfolipidica de composicion uniforme, estos
experimentos han sido muy utilizados en la caracterizacion de las FABPs y proteinas
relacionadas. De hecho, ha sido en gran parte gracias a estos experimentos que se pudo
establecer la importancia de la regién portal de las FABPs, siendo ésta la zona que determina
en gran medida las caracteristicas funcionales de cada una de las diferentes proteinas de la
familia. Estudios posteriores han determinado que, efectivamente, es en dicha regién donde

se encuentran sitios de interaccion con otras proteinas, donde se producen cambios
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conformacionales importantes para la funcionalidad de las FABPs, etc. (Storch & Coérsico,
2008; Storch & McDermott, 2009; Storch & Thumser, 2010). Asimismo, la capacidad de
EgFABP1 de interactuar con membranas deja abierta la posibilidad de que a través de dicha
interaccion pueda retirar acidos grasos de ciertas membranas (o subdominios de membrana)
celulares para dirigirlos hacia otras localizaciones o vias metabdlicas. Debe remarcarse, no
obstante, que dicha interaccion podria no darse directamente entre EgFABP1 y los
fosfolipidos de las membranas, sino que podria estar mediada por la interaccién con alguna
otra proteina, sobre todo si se tienen en cuenta los modelos mas actuales de las membranas
celulares que proponen que las mismas poseen una estructura altamente poblada de
proteinas que interactian con determinados dominios lipidicos, con proteinas del
citoesqueleto y/o componentes de la matriz extracelular (Nicolson, 2014).

Otro aspecto que fue abordado en el estudio de las FABPs de Echinococcus spp. en el
presente trabajo, radico en la busqueda de los genes ortdlogos a egfabp1 y egfabp2 de E.
granulosus en el genoma de E. multilocularis, asi como en la identificacion de nuevos genes
de la familia en ambos cestodos. Estos andlisis fueron posibles gracias a la reciente
publicacién de los genomas de E. granulosus y E. multilocularis (Tsai et al., 2013; H. Zheng
et al., 2013). Los resultados obtenidos han arrojado datos muy interesantes en lo que respecta
a la familia de las FABPs del género Echinococcus. Por un lado, se encontré que E.
multilocularis no soélo posee genes ortdlogos a los que codifican para las proteinas EQFABP1
y EgFABP2 de E. granulosus, sino que ambos cestodos poseen varios genes mas
pertenecientes a esta familia de proteinas. La alta similitud entre ortélogos de ambas especies
y la conservacion de la ubicacion relativa de los genes en los genomas de ambos cestodos
conduce a pensar que la familia de FABPs del género Echinococcus se habria generado antes
de la especiacion de E. granulosus y E. multilocularis. Una observacion muy llamativa derivada
de los analisis de los datos genomicos es el hecho de que en E. multilocularis existan dos
copias iguales de un mismo gen (emfabp1), mientras que en E. granulosus una de dichas
copias se haya diferenciado de la otra (egfabp 1y egfabp1.2). Existen diferentes modelos que
intentan explicar como surgen nuevos genes con nuevas funciones a lo largo de la evolucién
(Conant & Wolfe, 2008). Gran parte de ellos toman como base para la aparicion de nuevos
genes la duplicacidon de genes preexistentes. De ese modo, una vez presentes dos copias del
gen en cuestion, las mismas pueden sufrir mutaciones que permitan el surgimiento de nuevas
funciones (neofuncionalizacién), o que favorezcan ciertas funciones, preexistentes en el gen
original, en cada una de las copias (subfuncionalizacién) dando como resultado dos genes,
cada uno con una funcién optimizada del gen original. Por otro lado, pueden también
conservarse ambas copias, de modo de aumentar el dosaje del gen en cuestion, si es que ello
brinda alguna ventaja adaptativa (Conant & Wolfe, 2008). Teniendo esto en cuenta, y si

efectivamente las FABPs del género Echinococcus estuvieran involucradas en el
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direccionamiento de acidos grasos a vias de sintesis de fosfolipidos y otros compuestos para
sostener el crecimiento continuo del metacestodo, se podria especular que el aumento en el
dosaje de EmFABP1 en E. multilocularis podria estar relacionado con el crecimiento mucho
mas rapido del metacestodo de dicho parasito, comparado con el de E. granulosus. Por otra
parte, las variaciones observadas en una de las copias del gen ortélogo a emfabp? en E.
granulosus, podria significar la adquisicién de nuevas funciones por parte de dicho gen. Existe
también la posibilidad de que el gen que hemos denominado egfabp1.2 pudiera ser un
pseudogen, aunque hay alguna evidencia obtenida de datos transcriptomicos que indicarian
que dicho gen se transcribe en protoescolices de E. granulosus (Tsai et al., 2013; H. Zheng
et al., 2013).

Por otra parte, como se indic6 en |la Tabla R-4, al comparar la secuencia de EmFABP3 con
las bases de datos de proteinas del NCBI mediante BLASTP se encontré que la secuencia a
la que mas se asemeja (excluyendo las del género Echinococcus) es la de una proteina que
une acidos grasos y retinol de T. solium. Si bien se ha determinado experimentalmente que
dicha proteina de T. solium es capaz de unir retinol (Kim et al., 2012), la denominacién de la
misma como fatty acid and retinol binding protein puede conducir a confusiones, ya que dicha
denominacion se ha asignado a una familia de proteinas exclusivas de nematodos, ricas en
a-hélices y no relacionadas con las FABPs (Garofalo et al., 2002; Prior et al., 2001). Por otra
parte, se cree que la subfamilia de las CRBPs/CRABPs ha surgido en la evolucion luego de
la separacion entre vertebrados e invertebrados, por lo que tampoco corresponderian, a priori,
a dicho grupo (Esteves & Ehrlich, 2006; Folli et al., 2005; Schaap et al., 2002). Asimismo, se
ha reportado que FABPs tales como A-FABP, mP2 y E-FABP, a las cuales se asemejan
principalmente las FABPs de Echinococcus spp. aqui descriptas, son capaces de unir
retinoides (Schaap et al., 2002). De acuerdo a lo expuesto, seria recomendable seguir
considerando a EmFABP3 y EgFABP3 como miembros de la familia de las FABPs; salvo que
futuras caracterizaciones sugieran que pertenecen a otra familia (o subfamilia) de proteinas
de uniodn a lipidos.

La evidencia recolectada, que indica la existencia de varios miembros de la familia de las
FABPs en Echinococcus spp., pone de relieve la importancia que estas proteinas podrian
tener en estos cestodos y modifica parcialmente la vision que se tenia acerca de estas
proteinas en invertebrados. El hecho de que gran parte de las FABPs descubiertas en
invertebrados se asemejaran mayormente a las FABPs de vertebrados de un mismo grupo (el
que incluye a H-FABP, A-FABP, mP2, etc.) y que existiera s6lo una o dos proteinas de la
familia por especie, habian sugerido que tal vez una unica FABP, menos especifica en su
union a ligandos y mas promiscua en cuanto a las interacciones con otras proteinas, podria
ser capaz de llevar a cabo todas las funciones que en vertebrados se han asignado a las

diferentes FABPs (Esteves & Ehrlich, 2006). El panorama actual, que indicaria que habria al
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menos cinco FABPs diferentes en E. multilocularis y seis en E. granulosus, hace pensar que
cada una de ellas tendria diferentes roles y/o se podria expresar en diferentes tipos celulares
o estadios de estos organismos. Asimismo, como se ha mencionado previamente, algunas de
ellas poseen ciertas variaciones en algunos de los aminoacidos que constituyen el motivo P2
de unién a ligandos, lo que indicaria que las mismas podrian ser capaces de unir otro tipo de
compuestos hidrofébicos y no necesariamente (o unicamente) acidos grasos; o bien, que
unirian a sus ligandos de otra manera. Los datos de RNA-seq obtenidos por Tsai et al. (2013)
indican que todas las FABPs aqui descriptas, a excepciéon de EmFABP5 y EQFABP5 que no
fueron anotadas en dicho genoma, se expresarian (en menor o mayor medida) en
metacestodos y adultos de E. multilocularis y en protoescoélices de E. granulosus.

Por otra parte, los datos transcriptémicos de E. granulosus publicados junto al genoma de
dicho organismo por H. Zheng et al. (2013) brindan mayor informacion en relacién a la
expresion de las FABPs de E. granulosus en distintos estadios. En ese caso, se han predicho
las seis variantes de FABPs presentadas en este trabajo, aunque la proteina homéloga a
EgFABP1 se presenta truncada (a pesar de haber sido la primera en ser descubierta y la mejor
caracterizada) y la correspondiente a la EgQFABP5 presenta una variacion, aparentemente
debida a la prediccién diferente del sitio de splicing. Si bien EQFABPS aun debe ser clonada,
es muy posible que sus sitios de splicing se correspondan a los determinados a partir del
clonado de la CDS para EmFABP5, dada la alta similitud que presentan estas secuencias
entre E. granulosus y E. multilocularis. Sin embargo, no obstante las diferencias planteadas,
se puede observar a partir de los datos transcriptomicos que todas las EQFABPs se expresan
en al menos un estadio de E. granulosus. En particular, EQFABP5 se expresaria solo en
adultos y oncosfera, mientras que EQFABP2 y EgQFABP4 se expresarian en todos los estadios
salvo en la oncosfera. Por otra parte, se observa que en adulto aumentaria significativamente
la expresion de EgFABP1.2, EQFABP2 y EgFABP4 con respecto a los otros estadios, mientras
que EgFABP1 disminuiria su expresion en la oncosfera con respecto a los demas estadios.
Dichas diferencias de expresion, no obstante, se analizaron a nivel de mRNA, por lo que se
debe tener en cuenta que a nivel proteico podria haber variaciones, si es que hubiera
mecanismos post-transcripcionales de regulacién de la expresion. A nivel proteico, existe
evidencia obtenida a partir de analisis protedmicos de que EgFABP3, aparte de EQFABP1, se
expresaria en protoescolices de E. granulosus (Lic. Maite Folle, UdelaR, Montevideo;

comunicacion personal).
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Cabe destacar que un analisis mas profundo de la expresion de las FABPs podria
determinar a qué se debe el aumento de la expresion de alguna de ellas en determinados
estadios. Este aumento podria deberse a una induccion de la transcripcion en células o tejidos
preexistentes y/o a la diferenciacion celular hacia nuevos tejidos. Asimismo, dicha informacion

podria contribuir a la comprension de las funciones de estas proteinas.
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5. CONCLUSIONES

A continuacion se resumen los datos obtenidos a partir del presente trabajo:

e Se subclond la secuencia codificante de la proteina EQFABP1 a un plasmido con un mayor
control de la expresion

e Se mejoro el protocolo de deslipidizacion de EgFABP1

e Se confirmd que EgFABP1 es capaz de unir acidos grasos de diversa longitud de cadena
y grado de insaturacién

e Se observo que la unién de ligandos induce diferentes cambios conformacionales en
EgFABP1 dependiendo del acido graso unido

e Se caracterizd el mecanismo de transferencia de andlogos de acidos grasos hacia
membranas fosfolipidicas artificiales, determinandose un mecanismo de tipo colisional

¢ Se analizo la presencia de varios genes de la familia de las FABPs tanto en E. granulosus
como en E. multilocularis

e Se clonaron las secuencias codificantes de las cinco FABPs encontradas en E.
multilocularis

e Se intentd silenciar la expresion de EmFABP1 y EmFABP2 en cultivos de células primarias
de E. multilocularis empleando la tecnologia de interferencia de ARN por siRNAs

e Se realizaron estudios preliminares de expresion a nivel transcripcional de las FABPs de

E. multilocularis en distintos estadios parasitarios

En conjunto, los resultados aqui presentados amplian el conocimiento en relaciéon no sélo
a las caracteristicas funcionales de EQFABP1 sino al panorama actual en relacién a la familia
de las FABPs en organismos invertebrados, y en particular, en cestodos del género
Echinococcus, habiéndose encontrado interesantes diferencias entre las dos principales

especies de dicho género.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como se desprende de lo presentado en esta tesis, la investigacién en el campo de las
FABPs es un area en la que resta mucho por descubrir. Mas aun cuando se trata de
organismos tales como Echinococcus spp. cuyo metabolismo se conoce tan poco, y cuyo
impacto en la salud publica y la ganaderia son tan importantes. A continuacién se plantean
algunos aspectos que seria interesante abarcar en futuras investigaciones tendientes a

ampliar el conocimiento del rol de las FABPs en la biologia y metabolismo de Echinococcus

spp.:

e Subclonar y expresar las FABPs recombinantes de E. multilocularis y E. granulosus

o Caracterizar sus propiedades de interaccién con ligandos y membranas, con la finalidad de
poder clasificarlas en subgrupos de modo analogo a lo realizado para las FABPs de
mamiferos

¢ Generar herramientas tales como anticuerpos y sondas especificas para cada proteina o
MRNA de forma de poder profundizar en el conocimiento de los patrones de expresion de
las diferentes FABPs tanto en diferentes estadios como tipos celulares, en E. granulosus'y
E. multilocularis

e Evaluar el comportamiento de las distintas FABPs en respuesta a diferentes ligandos, ya
sea desde el punto de vista conformacional, como de localizacién intracelular

e Evaluar la capacidad de unién a inhibidores de FABPs por parte de estas proteinas y
determinar el efecto que ello pudiera tener en la sobrevida y desarrollo de los parasitos;
basandose en datos previos obtenidos para otras FABPs de estructura similar, como A-
FABP (Cai et al., 2015; Chen et al., 2014; Hertzel et al., 2009; Wang et al., 2015, 2014)

e Profundizar en los ensayos de silenciamiento de las FABPs como una estrategia adicional

para esclarecer el rol que cumplen estas proteinas en Echinococcus spp.
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7. APENDICES

7.1.Listado de primers y siRNAs

7.1.1. Primers

Los parametros tabulados (N, numero de bases; %GC; y Tm, temperatura de melting, o
fusidon) fueron calculados empleando la herramienta OligoCalc, disponible en

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html.

Nombre Secuencia (5’2 3’) N | %GC -(I;“(":)
EgFABP1-Fw @ GAGCATATGGAGGCATTCCTTGGTACCT 28 50 61,4
EgFABP1-Rv ® GTTGGATCCGAATTCTTACGCCACCTTTG | 29 48 61,5
EmFABP1-CDS-Fw | ATGGAGGCGTTCCTCGGTA 19 58 53,2
EmFABP1-CDS-Rv | TTACGACACCTTTGAGTAGGTTC 23 43 53,5
EmFABP2-CDS-Fw | ATGGAGCCATTCATCGGTA 19 47 48,9
EmFABP2-CDS-Rv | TTACATCCCTCTTGAGTAGGTTCG 24 46 55,7
EmFABP3-CDS-Fw | ATGGATGACTTTCTGGGCACCT 22 50 54,8
EmFABP3-CDS-Rv | TCAGTCCTTTACTCGACGATACA 23 43 53,5
EmFABP4-CDS-Fw | ATGGATGAATTTCTGGGATCCTG 23 43 53,5
EmFABP4-CDS-Rv | TTATTTTGTCGAATTAGTATTATCCAA 27 22 49,1
EmFABP5-CDS-Fw | ATGGAGGCATTCCTAGGCAC 20 55 53,8
EmFABP5-CDS-Rv | CTACTCCACTCGTTTGTAAGTT 22 41 51,1
Elp-Fw AATAAGGTCAGGGTGACTAC 20 45 49,7
Elp-Rv TTGCTGGTAATCAGTCGATC 20 45 49,7

@ La secuencia resaltada en el primer EQFABP1-Fw corresponde al sitio de corte de la
enzima Ndel.

®) E| sitio resaltado en el primer EQFABP1-Rv es el de BamHI, y el subrayado, el de EcoRI.
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7.1.2. siRNAs

APENDICES

Los parametros tabulados (N, %GC y Twm) corresponden a los datos provistos por el
fabricante de los siRNAs (Sigma Aldrich).

siRNA-emfabp2

Nombre Secuencia @ N %GC Twm
siRNA-gfp 5-ACAUGAAGCAGCACGACUUCUUC-3 23 47,8 62,3
siRNA-emfabp1 5-AUUUGGUUAAACCCAACUUCGUA-3 23 34,7 57,1
5-CGAUCUGGGUGAUGGCAGGUAUA-3 23 52,1 65,6

@ Sélo se transcribe la secuencia de la hebra correspondiente a la hebra codificante de

cada gen.
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7.2.Plasmidos empleados

Apo 1(4132)

EcoR 1(4132)
BamH l4)

Xba 1(82)

Aat ll(4081) Bgl l(140
Ssp 1(3943) sgrA(l(ﬂs)w
Sph }(337)

EcoN l(397)
Sal 1(422)

Sca I(3619) PshA I(487)

Pvu 1(3509)

Eag l(710)
Nru 1(745)
ApaB 1(823)
BspM I(825)

Pst 1(3384)

Eam1105 1(3139)

ET-5a
841 34bp)

Bsm l(1130)

Msc I(1217)
HgiE 11(2832)
Bpu10 1(1352)
Bsg 1(1406)

AlwN |(2662) BspE 1(1435)

Pvu l1¢1837)
BsmB 1(1887)

Afl 111(2248)
BspLU11 I(2246) Tth111 I(1981)
Sap 1(2130) BsaA 1(1998)

Bst1107 1(2017)

T7 promoter primer #69348-3

aglll T7 promoter Xbal rbs

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGEAGA

Ndel Nhel T7+Tag PET59 pamH 1 EcoR |

TATACATATGECTAGCATGACTGETGGACAGCAAATGGGTCGCGEATCCGAATTCTTGAAGACGAAAGGECCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGETTAATGTCATGATAAT
MetAlaSerMetThrGlyGIyGInG InMetG|yArgG ySerG|uPheleulysTnrlyst yProArgAspThrProl lePhel oG lyEnd

pBR322 EcoR | clockwise primer

Figura A-1. Mapa del vector pET-5a. En la figura se muestra el mapa del vector pET-5a, en el
que se hallaba clonada la CDS para la proteina EgFABP1. Dicha CDS habia sido clonada con
las enzimas de restriccion Ndel y EcoRI. Como se puede ver en la figura, este plasmido carece
de terminador de la transcripcion, por lo que el gen de resistencia aumenta su transcripcién
también al inducirse la expresién del inserto clonado.
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EcoR 1(5675)

Cla I(24) Bpu1102 1(267)
Hind 11l(29) BamH 1(319)

Aat |1(5604) Nhe 1(352)
Ssp 1(5486) Nde 1(359)
Xba 1(397)
Sca 1(5162) Bgl l1(463)

SgrA [(504)

Sph 1(660)
EcoN 1(720)

Pvu 1(5052)
Pst 1(4927)

Bsa 1(4743) Drd I1(908)

Eam1105 I(4682)

Miu 1(1185)
Bel 1(1199)

BstE 11(1366)
Bmg 1(1394)

AlwN 1(4205) Apa 1(1396)

pET-11a
(5677bp)

(bL61-geR) OO

BssH 11(1596)

Hpa I(1691)

BspLU11 I(3789) BsaX (1844)

Sap 1(3673)
Bst1107 1(3560)
BsaA 1(3541)
Tth111 1(3534)

PshA 1(2030)

Eag (2253)
Nru 1(2288)
BspM 1(2368)

Bsm 1(2673)
\ Ava |(2739)
Msc 1(2760)

Bpu10 1(2895)

T7 promater primer #59348-3
Bglll _ 17 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGECAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACT TTAAGAAGGAGA
Nde| Nhel  Ti-Tag PET 112 pamH Bput102 |
TATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGEATCCGGLTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTEAGTTGGLTGCTGCCACCECTGAGCAATAACTAGCATAA
MetAlaSer Glye GlyArgllySerBlylysEn - .
MethlaSerMetThrG yG yBInGInMetGlyArgB|ySerGlylysEnd T7 terminator primer #60337-3
pET-11b .. GGTCGGGATCCGGCTGUTAACAAAGCCCGAAARGAAGCTGAGTTGGCTRLTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAA
DET’”R,CQI GlyArghspProfloh oAsnlysh lasrglysGlublaBluleuhlohladlaThrAlaG | uGinEnd
TACCATGBCTAGE . . pET-11c.d GGTCGGATCCGGLTELTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGECTELTGLCACCGCTRAGCAATAACTAGCATAA
MetAlaSer. .. GlyArglleArgLeulLeuThrLysProGluArgLysLeuSerTrpLeuleuProProLeuSerAsnAsnEnd
T7 terminator
CCCCTTGGRGECCTCTAAACGRETCTTGAGBGRTTTTTTG

Figura A-2. Mapa del vector pET-11a. En la figura se muestra el mapa del vector pET-11a. La
CDS para la proteina EQFABP1 se subclond en el plasmido pET-11b que sélo difiere del pET-
11a por la eliminacion de una base previa al sitio BamH)|, lo cual genera un cambio en el marco
de lectura de lo que se halle clonado alli. No obstante, a los fines del subclonado realizado en
la presente tesis, ambos plasmidos son equivalentes, ya que se clond entre los sitios Ndel y
BamH)I. Como se puede ver en la figura, este plasmido posee terminador de la transcripcion, por
lo que la expresion del gen de resistencia estd mas regulada y no se induce junto la expresién
de la proteina de interés. Asimismo, este plasmido posee el operador lac, que permite también
mantener reprimida la expresién de la proteina recombinante hasta que se induzca la misma
con IPTG.
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Xmnl 2009
17l
Scal 1890 Nael 2707 Apal 11 start
. Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZI 31
Ncol 37
Ao Boizl | 43
pGEM®-T Easy lacZ ggg” 48
Vector ! EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRI 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl |118
Nsil 127
141

T sre

T7 Transcription Start

5 TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3 ... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
T7 Promoter ‘ |
Apal Aatll Sphl BstZI Ncol

GCGGC CGCGG GAATT CGATT3
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA

ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC

(C‘O”ed i”S’e”)a'TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

L o 1| IL |
mha o Sacll  EcoRl Spel EcoRI I—IB o Pstl Sall
S S

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT . .. &
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA . .. 5

| | | SP6 Promoter
Ndel Sacl BstXI Nsil

Figura A-3. Mapa del vector pGEM-T Easy. En la figura se muestra el mapa del vector
pGEM-T Easy utilizado para el clonado de las CDS de las FABPs predichas en E.
multilocularis. Se pueden observar los nucleétidos de timina desapareados que sirven para
aparearse con las adeninas protruyentes de los insertos y asi facilitar el proceso de ligacion.
En la region indicada como SP6 promoter se aparea el primer universal empleado para la
secuenciacion de los plasmidos recombinantes obtenidos luego del clonado de las CDS de

las distintas EmFABPs.
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7.3.Verificacion de secuencias clonadas

7.3.1. Inserto de EgFABP1 subclonado en pET-11b

10 20 30 a0 50 60
Sl O [ O E A Ut [PUD o (U PR IR |
AAGTGAGGGTTTCGACAAGATCATG 45

GATCATG 7
ATGGAGGCATTCCTTGGTACCTGGAAGATGGAGAAAAGTGAGGGTTTCGACAAGATCATG 60
ATGGAGGCATTCCTTGGTACCTGGAAGATGGAGAAAAGTGAGGGTTTCGACAAGATCATG 60

Sec! Fw

Sec2 Fw
EgFABP1_CDS
Sec1 Rv (Rev Comp)

[

sec2 Rv (Rev Comp) ATGGAGGCATTCCTTGGTACCTGGAAGATGGAGAAAAGTGAGGGTTTCGACAAGATCATG 60
70 &0 50 100 110 120
I I I I |
Sect Fw 26 GAACGCCTTGGGGTGGATTTCGTCACTCGCAAGATGGGCAATTTGGTTAAACCCAACCTC 85
Sec2 Fw 8 GAACGCCTTGGGGTGGATTTCGTCACTCGCAAGATGGGCAATTTGGTTAAACCCAACCTC 67
EgFABP1_CDS 61 GAACGCCTTGGGGTGGATTTCGTCACTCGCAAGATGGGCAATTTGGTTAAACCCAACCTC 120

Sec1 Rv (Rev Comp) 61 GAACGCCTTGGGGTGGATTTCGTCACTCGCAAGATGGGCAATTTGGTTAAACCCAACCTC 120
sec? Rv (Rev Comp) 61 GAACGCCTTGGGGTGGATTTCGTCACTCGCAAGATGGGCAATTTGGTTAAACCCAACCTC 120

130 140 150 160 170 180

SRR [ IR IPUPR ISR (PR [ ISR IR IR (SRR ISR
Sec1 Fw 86 ATAGTCACTGATCTGGGTGGCGGCAAGTATAAAATGAGATCGGAGAGCACGTTCAAGACC 145
Sec2 Fw 68 ATAGTCACTGATCTGGGTGGCGGCAAGTATAAAATGAGATCGGAGAGCACGTTCAAGACC 127
EgFABP1_CDS 121 ATAGTCACTGATCTGGGTGGCGGCAAGTATAAAATGAGATCGGAGAGCACGTTCAAGACC 180

Sec1Rv (RevComp) 121 ATAGTCACTGATCTGGGTGGCGGCAAGTATAAAATGAGATCGGAGAGCACGTTCAAGACC 180
sec2 Rv (RevComp} 121 ATAGTCACTGATCTGGGTGGCGGCAAGTATAAAATGAGATCGGAGAGCACGTTCAAGACC 180

190 200 20 220 230 240

SRR [ IR IPUPR ISR (PR [ ISR IR IR (SRR ISR
Sect Fw 146 ACCGAATGCTCCTTCAAACTGGGTGAGAAGTTCAAGGAGGTGACTCCGGATTCACGCGAG 205
Sec2 Fw 126 ACCGAATGCTCCTTCAAACTGGGTGAGAAGTTCAAGGAGGTGACTCCGGATTCACGCGAG 187
EgFABP1_CDS 181 ACCGAATGCTCCTTCAAACTGGGTGAGAAGTTCAAGGAGGTGACTCCGGATTCACGCGAG 240

Sec1Rv (Rev Comp) 181 ACCGAATGCTCCTTCAAACTGGGTGAGAAGTTCAAGGAGGTGACTCCGGATTCACGCGAG 240
sec2 Rv (RevComp} 181 ACCGAATGCTCCTTCAAACTGGGTGAGAAGTTCAAGGAGGTGACTCCGGATTCACGCGAG 240

250 260 27 280 290 300
Sect Fw 206 GTCGCTTCATTGATCACAGTGGAGAATGGGGTGATGAAGCATGAGCAGGATGACAAAACC 285
Sec2 Fw 188 GICGCTTICATTGATCACAGTGGAGAATGGGGTGATGAAGCATGAGCAGGATGACAAAACC 247
EgFABP1_CDS 241 GTICGCTTCATTGATCACAGTGGAGAATGGGGTGATGAAGCATGAGCAGGATGACAAAACC 300

Sec1Rv(RevComp) 241 GICGCTTCATTGATCACAGTGGAGAATGGGGTGATGAAGCATGAGCAGGATGACAAAACC 300
sec2 Rv(RevComp) 241 GICGCTTICATTGATCACAGTIGGAGAATGGGGTGATGAAGCATGAGCAGGATGACAAAACC 300

310 320 330 340 350 360
Sec1 Fw 26 AAGGTCACCTACATTGAACGTGTGGTTGAAGGCAATGAGCTGAAAGCGACCGTGAAGGTG 324
Sec2 Fw 248 AAGGTCACCTACATTGAACGTGTGGTTGAAGGCAATGAGCTGAAAGCGACCGTGAAGGTG 307
EgFABP1_CDS 1 AAGGTCACCTACATTGAACGTGTGGTTGAAGGCAATGAGCTGAAAGCGACCGTGAAGGTG 360

Sec1 Rv(Rev Comp) 301 AAGGTCACCTACATTGAACGTGTGGTTGAAGGCAATGAGCTGAAAGCGACCGTGAAGGTG 360
sec2 Rv (RevComp) 301 AAGGTCACCTACATTGAACGTGTGGTTGAAGGCAATGAGCTGAAAGCGACCGTGAAGGTG 360

370 380 350 400

I | | I I I | I
Sect Fw 326 GATGAAGTGGTTTGCGTGCGAACCTACTCAAAGGTGGCGTAA 367
Sec2 Fw 308 GATGAAGTGGTTTGCGTGCGAACCTACTCAAAGGTGGCGTAA 349
EgFABP1_CDS 361 GATGAAGTGGTTTGCGTGCGAACCTACTCAAAGGTGGCGTAA 402
Sec1 Rv (Rev Comp) 361 GATGAAGTGGTTTGCGTGC 379
sec? Rv (Rev Comp) 361 GATGAAGTGGTT 372

Figura A-4. Verificacion de la secuencia del inserto EgFABP1 subclonado en el
plasmido pET-11b. Dado que las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo
empleando los mismos primers utilizados para clonar el inserto, las primeras bases de la
hebra directa (o forward, Fw) y las ultimas de |la hebra reversa (o reverse, Rv) no fueron bien
determinadas. Para realizar el alineamiento dichas bases fueron eliminadas. Se puede
observar que las bases no determinadas a partir de una hebra se pueden confirmar a partir
de la complementaria. Se secuenciaron ambas hebras de dos clones. Las hebras
complementarias se expresan como su hebra reversa complementaria para poder hacer el
alineamiento.
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7.3.2. EmFABPs clonadas en pGEM-T

10 20 30 40 50 60 70 80
| | | | | | | | | | | | | | | |
EmFABP1 ATGGAGGCGTTCCTCGGTACCTGGAAGT TGGAGAAAAGTGAGGGCTTCGACAAGATCATGGAACGCCTTGG T1
PGEM-T_EmFABP1 CTAGTGATT N.NNN 80
50 100 110 120 130 140 150 160
| I | | | | | | | | | | | | |
EmFABP1 GGTGGATTTTGTCACTCGCAAGATGGGCAATTTGGTTAAACCCAACTTCGTAGTCACTGATCTGGGTGGCGGCAAGTATA 151
PGEM-T_EmFABP1 160
170 180 190 200 210 220 230 240
| | | | | | | | | | | | | | | |
EmFABP1 AAATGAAATCGGAGAGCACGTTTAAGAGCCACCGAATGCTCCTTCAAACTGGGTGAAAAGTTCAAGGAGATGACTCCGGAT 231
PGEM-T_EmFABP1 240
250 260 70 280 200 300 20 320
| | | | | | | | | | | | | | | |
EmFABP1 TCACGCGAGGTCACTTCATTGATCACAGTGGAGGATGGGGTGATGAAGCATGAGCAGGATGACAAAACCAAGGTCACCTA 311
PGEM-T_EmFABP1 320
230 340 350 360 3o 380 290 400
| I | | I | | | | | | | | | | |
EmFABP1 CATTGAACGTGTGGTTGAAGGCAATGAGCTGAAAGCGACCGTGAAGGTGGATGAAGTGGTTTCCGTGCGAACCTACTCAA 3
PGEM-T_EmFABP1 400
410
| | |
EmFABP1 AGGTGTCGTAA 402
PGEM-T_EmFABP1 AATCGAAT 419
Figura A-5. Verificacion de la secuencia del inserto EmFABP1 subclonado en el
plasmido pGEM-T Easy. Las coincidencias entre ambas secuencias se muestran con
puntos (.). Las primeras y ultimas bases en las lineas de la secuenciacion corresponden a
bases del vector.

10 20 30 40 50 60 70 80
. (PP IR I R P I | | I - (PP IR I R | R I 1
EmFABP2 ATGGAGCCATTCATCGGTACCTGGAAGATGGAGAAGAGTGAGGGTTTCGACAAGATCATGGAACGCCTTG 70
PGEM-T_EmFABP2* GGGAATTCGAT 80
90 100 110 120 130 140 150 160
. (PP IR I R P I | | I - (PP IR I R | R I 1
EmFABP2 GGGTGGATTATTTCACTCGCAAGATGGGCAATATGATGAAGCCCAACTTGATAATCAGCGATCTGGGTGATGGCAGGTAT 150
PpGEM-T_EmFABP2* C 160
170 180 190 200 210 220 230 240
| | | | | | | | | | | | | | | |
EmFABP2 AACATGCGATCGGAGAGTAAGTTCAAGACCTCCGAATTTTCCTTCAAACTGGGAGAACAGTTCAAGGAGGTCACACCGGA 230
PGEM-T_EmFABP2* A . R . R L . . S o . .40
250 260 270 230 290 300 310 320
| | | | | | | | I | | | | | | I
EmFABP2 TTCACGCGAAGTCATGTCGATGCTCACGGTGGAGGATGGGGTGCTGAAGCAGGAGCAAGTTGGCAAGGACAAGACCACCT 310
PGEM-T_EmFABP2* L . o R . R A L A R . P V.
330 340 350 360 3r 380 390 400
I | | | | | | | | | | | | | I |
EmFABP2 ACATTGATCGTGTGGTTGATGGCAATGAGCTGAGGGCGACGGTGAAGGCGGATGAGTTGGTTTGTGTGCGAACCTACTCA 390
PGEM-T_EmFABP2* - . FEE R P R N. . - - R FE S 400
410 420
| | | |
EmFABP2 AGAGGBGATGTAA 402
PGEM-T_EmFABP2* NNNN N.N.__ AATCACTAGT 422
Figura A-6. Verificacion de la secuencia del inserto EmFABP2 subclonado en el
plasmido pGEM-T Easy. Las coincidencias entre ambas secuencias se muestran con
puntos (.). Las primeras y ultimas bases en las lineas de la secuenciacion corresponden a
bases del vector. El error en la primera base del inserto podria deberse a un artefacto de
clonado. Deben secuenciarse otros clones para confirmarlo.
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10 20 30 40 50 60 70 80
| | | | | | | | | | I | | | | |
EmFABP3 ATGGATGACTTTCTGGGCACCTGGAAAATGACCTCGAGTGAGGGTTTTGATCGTGTGATGACTCGACTCGG T
PGEM-T_EmFABP3(1)* AATTCGATT 80
PGEM-T_EmFABP3(2)* AATTCGATT.. L . L . . . . L. . L . . L . L . . . . .. 80
S0 100 110 120 130 140 150 160
| | | | | | I | | | | | |
EmFABP3 CGTCGACTTTCTCACCCGCAAGGCAGGCAACGCCGCTAAGCCAGTGATTAAGCTGTCCGAAGTGAAGGAGGGAGCTGAAC 151
PGEM-T_EmFABP3(1)* 160
PGEM-T_EmFABP3(2)* . . . .. . . .. . .. ... ... o ... 180
170 180 190 200 210 220 230 240
| | | | I | | | I | | | | |
EmFABP3 CGAAAACTTACTGCCTCAAGACCATAAACGCTTTTCGTAGTACTGAGGTGCAATTTCGACTGCAGGAGCCTTTTCTGGAG 231
PGEM-T_EmFABP3(1)* 240
PGEM-T_EmFABP3(2)* . . . . . .. . ... ... ... .. o . M0
250 260 270 280 290 300 310 320
| | | | | | I | | | | | | | | |
EmFABP3 ACCACTCCTGATGGAAGGAAGGTAAAGACGGTGATTAGTTTGGAAAAGGACGAGGCAGACGGCAAGTGGGTTCTCCGACA 3N
PGEM-T_EmFABP3(1)* 320
PGEM-T_EmFABP3(2)* 320
330 340 350 360 370 380 390 400
| | | | | | | | | | | | |
EmFABP3 ATGTCAAGTGGGTGACAAAGTGACAGATATTGATAGGCGCTTGGACGACATTGACCTCATGCGATCAACAATACGCGTGG 3N
PGEM-T_EmFABP3(1)* N.N 400
PGEM-T_EmFABP3(2)* NNN . NNN 400
410 420 430 440 450
| | | | | | I |
EmFABP3 AAGAACTTGTCAGCGTGAGGATGTATCGTCGAGTAAAGGACTGA 435
PGEM-T_EmFABP3(1)* NNNNNNNNAATCACTAGT 454
PGEM-T_EmFABP3(2)* N NN . NN _NNNNNN_ AATCACTAGT 454
Figura A-7. Verificacion de la secuencia del inserto EmFABP3 subclonado en el
plasmido pGEM-T Easy. Las coincidencias entre ambas secuencias se muestran con
puntos (.). Las primeras y ultimas bases en las lineas de la secuenciacion corresponden a
bases del vector. Se secuenciaron dos clones.

10 ] 30 40 50 60 0 80
. 1 I 1 ] . R I ] - . . ] I . . ] S
EmFABP4 ATGGATGAATTCCTGGGATCCTGGAAACTGGAGTTCAATGAGGGCTTGAACGAAATAGTAACTCGTCTGG 10
POEM-T_EmFABPA(t) GAATTCGATT . .. .. . T wm
PGEM-T EmFABP4(2)* GAATTCGATT T 80
%0 100 10 120 130 140 150 160
I I I I I I I I I I I I I I I I
EmFABP4 GTGCAGGCTACATCACTCGAAAAACGTTGAACGTCTCCAAGCCCGTEGCTTACCTTCOCTCGTGAACACGGACCCGBAGAC 150
PGEM-T_EmFABP4(1)* 160
PGEM-T_EmFABP4(2)* 160
170 180 190 200 210 220 220 240
. . . ] I 1 ] . R I ] . . 1 ] I 1 ] S
EmFABP4 CCTGAAGTGGGCGAGTGGTAGTCGCTCAAAACGTTCTCGACGCTCAAATCCTCCACCATTGTCTTCCGTATCGETTATAC 230
PGEM-T_EMFABPA(T)* . . . . . ...
POEM-T_EMFABPA(2I* . . . . . .. ..M
250 260 F( 280 290 200 310 320
I I I I I I I I I I I I I I I I
EmFABP4 ATTCGATGAGAACACCACGGATGGACGAACTGTGCGTACCGTGTTCACCGTGGATGGACAGGTCTTGAAACAAGAGCAGA 310
PGEM-T_EmFABP4(1)* 320
PGEM-T_EmFABP4(2)* 320
330 340 350 360 370 280 390 400
I I I I I I I I I I I I I I
EmFABP4 AGGGGACAAAGACCGCGTATATTACGTACACAAGGGAGGGCGATTTGCTAAAAACGGTGATTAAAGTGGAGGACTTGACC 3%
PGEM-T_EmFABPA(N) . . .. . a0
POEM-T_EMFABPA(2I* . . .. .. a0
410 420 430 440 450 460 470 480
I I I I I I I I I I I I I I I I
EmFABP4 TGTTTCCGCAATTATCGACGCGTCGTTCAGCCACTGCCAGCGCTTGAAACAACACCETCGATGAGCACTGCGAAGTCCAC 470
PGEM-T_EmFABP4(1)* 480
PGEM-T_EmFABP4(2)* N 480
490 500 510 520 530 540 550
I I I I I I I I I I I I
EmFABP4 CGAACAACCAACCTCTCCTACTTCGACCGAGGAGTTGGATAATACTAATTCGACAAAATAA 531
PGEM-T_EmFABP4(1)* NNNNN N NNNNNNNNNN AATCACTAGT 551
PGEM-T_EmFABP4(Z* . . ... NNNNNN.. ... ... ... .. ... ... .. .. .. NNNNNNNNNN. AATCACTAGT 551

Figura A-8. Verificacion de la secuencia del inserto EmFABP4 subclonado en el
plasmido pGEM-T Easy. Las coincidencias entre ambas secuencias se muestran con
puntos (.). Las primeras y ultimas bases en las lineas de la secuenciacion corresponden a
bases del vector. Se secuenciaron dos clones.

147



APENDICES

EmFABPS
PGEM-T_EmFABP5(1)
PGEM-T_EmFABPS(2)*

EmFABPS
PGEM-T_EmFABPS(1)
PGEM-T_EmFABPS(2)*

EmFABPS
PGEM-T_EmFABP5(1)
PGEM-T_EmFABPS(2)*

EmFABPS
PGEM-T_EmFABPS(1)
PGEM-T_EmFABPS(2)*

EmFABPS
PGEM-T_EmFABP5(1)
PGEM-T_EmFABP5(2)*

EmFABPS
PGEM-T_EmFABPS(1)
PGEM-T_EmFABPS(2)*

Figura A-9. Verificacion de la secuencia del inserto EmFABP5 subclonado en el
plasmido pGEM-T Easy. Las coincidencias entre ambas secuencias se muestran con
puntos (.). Las primeras y ultimas bases en las lineas de la secuenciacion corresponden a
bases del vector. Se secuenciaron dos clones, en cada uno de los cuales el inserto quedo
clonado en sentido inverso, por lo que se tienen secuenciadas las dos hebras. Esto permite

10 0 30
l- - | | | |

ATGGAGGCATTCCTAGGCACCTGGAAGGTGGATTCAAATGGCGATTTTCACAAATTTATGAATCATTTTG

ACTAGTGATT . NNNNNN
GAATTCGATT. .

%0 100 110
| | | | |

| | | | |
GTGTCCCTACGGCCATCGCAAAGATGGTTCTGCTAGTTGGCTCAAAAACTATATTTTCACAGAAAGATGCGGACACGTAT

170 180 190
| | | | |

TGTATCGCTGTTTCGTCCATTAAGGGGAAAACAGAGGCGACTTTCCGATTGGATCAGGAGTTCGAGGAAGCATGCTCAGG

250 260 270
| | | | |

| | | | |
TGGTGCGCCTATGAAGTCAAAGATTACGATGGAGGGTGGCGTGATGAAACACATTICAGGTGGGTAGGGGCGAGACCATCA

330 340 350
| | | | |

TTACAACTCGAACTATTAATGGAAATATAATGACTGTGGTCTACACTGTTGGCGACCTGACGTGCTCGCGAACTTACAAA

410 420

| | | |
CGAGTGGAGTAG 402
AATCGAATTC 42
NN_ N NN_AATCACTAGT 422

confirmar la secuencia predicha.

80
80

150
160
160

230
240
240

310
320
320

390
400
400
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7.4.Obtencidn y caracterizacion de anticuerpos policlonales a-EgFABP1

7.4.1. Materiales y métodos empleados

7.4.1.1. Inmunizacién y obtencién de los sueros

Para la generacion de los anticuerpos a-EgFABP1 se contdé con la colaboracién del
personal de la Catedra de Produccion Animal de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales
de la Universidad Nacional de La Plata. Brevemente, el protocolo consistié en inocular tres
conejos de aproximadamente 1,9 kg de peso con 500ug de EgFABP1 recombinante en
Adyuvante Completo de Freund (Sigma Aldrich). Para la preparacion de la mezcla a inocular
se coloco el Adyuvante Completo de Freund en un tubo y luego se le agregd un volumen de
la solucion de EgFABP1 agitando exhaustivamente en vortex, de modo de generar una
emulsién. Con la finalidad de evaluar la respuesta inmune de los conejos contra la proteina
inoculada se extrajeron muestras de sangre aproximadamente un mes y medio después de la
inoculacién, y luego se realizaron varias extracciones por un plazo de cuatro meses. También
se colectaron muestras de un conejo control, no inmunizado. El titulo de anticuerpos a-
EgFABP1 en suero se determind por ELISA (Ver item siguiente). Pasados los cuatro meses
post-inoculacion, los conejos fueron sangrados “a blanco”. Para la obtencién de los sueros a
partir de las muestras de sangre, se incubo a esta ultima durante una hora a 37°C en tubos
de centrifuga tipo Falcon, seguido de una incubacion ON a 4°C. Posteriormente, se
centrifugaron las muestras a 3000rpm durante 5 min a 4°C empleando una centrifuga
refrigerada Avanti JE. Se separaron los sueros, se alicuotaron, y se conservaron a -20°C hasta

su posterior uso.

7.4.1.2. Determinacién del titulo del antisuero por ELISA

La determinacion del titulo de anticuerpos de los sueros se determind empleando un
enzimoinmunoensayo, o ELISA (del inglés de Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Para
los ELISAs se emplearon placas MaxiSorp® de 96 pocillos, de fondo plano (Nunc). La
sensibilizacion se llevé a cabo incubando las placas con 100ul/pocillo de una solucién de
EgFABP1 (5pug/ml en buffer PBS) a 4°C, ON. Seguidamente, se bloquearon las placas
agregandoles 200pl/pocillo de PBS-Leche (buffer PBS + 2% leche en polvo descremada) e
incubandolas 1 hora a 37°C. Luego, se lavaron exhaustivamente con PBS-Tween (buffer PBS
+ 0,05% Tween 20). Posteriormente, se sembraron 100pl/pocillo de diluciones seriadas del

suero en PBS-Leche, y se incubd durante 2 horas a 37°C. Luego de varios lavados (al menos
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cinco) con PBS-Tween, se agregaron 100ul/pocillo de un anticuerpo de cabra a-lgG de conejo,
conjugado a peroxidasa (Sigma Aldrich), diluido en PBS-Leche. Dicha mezcla se incubd
durante 1 hora a 37°C, y luego se lavé nuevamente con PBS-Tween. Para el revelado, se
emplearon 100pl/pocillo de wuna solucion conteniendo 0,1mg/ml de 3,3,5,5-
tetrametilbenzidina, o TMB (Sigma Aldrich); y 0,03% H2O: en buffer fosfato/citrato (pH 5). El
TMB se incorpor6 a partir de un stock fresco de 10mg/ml TMB en acido acético al 50%. La
placa, conteniendo el sustrato, se incubo durante 30min a temperatura ambiente, y protegida
de la luz. La reaccion se detuvo agregando 50ul/pocillo de 1M H2SO.. Finalmente, se registré
la absorbancia a 450nm empleando un lector de placas DTX 880 (Beckman Couilter). Dicha

absorbancia se corrigié con la absorbancia a 595nm.

7.4.1.3. Caracterizacion del antisuero por Western-Blot

La caracterizacion de los anticuerpos policlonales obtenidos segun se describié en el item
7.4.1 se llevd a cabo por Western-Blot. Para ello, se utilizaron muestras de EgFABP1
recombinante purificada, protoescélices de E. granulosus, y screenings de expresion de
EgFABP1 y EgQFABP2 recombinantes. Para los Western-Blots se realizaron, previamente,
SDS-PAGE conteniendo diferentes muestras: varias concentraciones de EgFABP1
recombinante; 5ul de una suspension de protoescélices de E. granulosus hervidos en el buffer
de siembra descripto en el item 2.1.2.2; o las proteinas provenientes de screenings de
expresion realizados en E. coli BL21(DE3) conteniendo los plasmidos pET-11b-egfabp1 o
PET-5a-egfabp?2, tal como se describid en el item 2.1.2.1. Como marcador de peso molecular
para la electroforesis, y como control de la transferencia, se empled el marcador coloreado
Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker (GE Healthcare Life Sciences). Una vez llevada
a cabo la electroforesis de las muestras, se realizd la transferencia de las mismas a
membranas de fluoruro de polivinilideno (Pierce), o PVDF por sus siglas en inglés, empleando
un equipo de transferencia humeda Mini Trans-Blot (BioRad). El buffer de transferencia
utilizado fue 25mM Tris-HCI, 192mM Glicina, 20% Metanol, pH 8,3. La transferencia se realizé
a 100V durante una hora. Seguidamente, se bloquearon las membranas incubandolas ON a
4°C con solucion de bloqueo 5%: 5g de BSA (Sigma Aldrich) en buffer PBS-Tween. Al dia
siguiente, se incubaron las membranas durante una hora a temperatura ambiente con una
dilucion 1:25000 del suero a-EgFABP1 (preparada en solucién de BSA al 1% preparada en
buffer PBS-Tween). Posteriormente se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno con buffer
PBS-Tween, y luego se realizd6 una incubaciéon de una hora con una dilucién 1:5000
(preparada de igual modo que la del anticuerpo primario) de anticuerpos de cabra, a-conejo,
conjugados a peroxidasa (Sigma Aldrich). Seguidamente, se repitieron los lavados con buffer

PBS-Tween. Para el revelado se empleé el reactivo SuperSignal West Pico Chemiluminescent
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Substrate (Pierce) segun las indicaciones del fabricante. El registro de los resultados se llevo
a cabo empleando un equipo de digitalizacion de imagenes ImageQuant 350 (GE Healthcare
Life Sciences). Durante mi estadia en el laboratorio del Dr. Brehm se evalué también la
respuesta de los anticuerpos policlonales a-EgFABP1 frente a muestras de E. multilocularis.
Para ello, se separaron por SDS-PAGE 2,5ug de proteinas de un extracto de células en cultivo
de E. multilocularis y se sometieron a Western Blot, revelando con los anticuerpos a-EgFABP1
(el procedimiento se detalla en el item 2.4.5.2, aunque no difiere demasiado de lo antes

descripto).

7.4.2. Resultados obtenidos

7.4.2.1. Caracterizacion de anticuerpos policlonales a-EgFABP1

Como se menciond previamente, una vez extraida la sangre de los conejos y separados
los sueros, se realizé un pool de todos los sueros y se les determind el titulo mediante ELISA.
El valor obtenido para el titulo fue de 1,2 x 107, expresado como el inverso de la tltima dilucion
que produjo un valor de DO mayor al del blanco.

Posteriormente, se realizaron diversos Western Blots para caracterizar la especificidad de
los anticuerpos. Tal como se puede apreciar en la Figura A-10, los anticuerpos policlonales
obtenidos son capaces de reconocer a EQFABP1 recombinante purificada y, lo que es mas
importante, es capaz de detectar una banda unica de proteina de tamafio adecuado en un
extracto de protoescolices de E. granulosus.

Por otro lado, cuando se realiz6 un Western Blot contra extractos de proteinas de E. coli
BL21 (DE3) transformadas con plasmidos para la expresiéon de EQFABP1 (pET11b-egfabp1)
o EgFABP2 (pET5a-egfabp2), e inducidas con IPTG, se observd que los anticuerpos
policlonales a-EgFABP1 son capaces de detectar también a EQFABP2. Asimismo, el suero
reconocié multiples bandas de proteinas propias de la bacteria. Es posible que dichas
proteinas hayan sido contaminantes minoritarios en la preparacion de EgFABP1 purificada
con la que se inmunizaron los conejos, por lo que puede haber en el suero anticuerpos que
las reconozcan. Cabe destacar también que la cantidad de proteinas en el extracto de E. coli
ha sido seguramente muy alto, puesto que la banda correspondiente a EQFABP1 también es
muy intensa.

Por su parte, tal como se menciond anteriormente, durante mi estadia en el laboratorio del
Dr. Brehm se evalud también la capacidad de los anticuerpos a-EgFABP1 de reconocer a las
FABPs de E. multilocularis. En la Figura A-11, puede verse que en los extractos de proteinas
de células de E. multilocularis los anticuerpos a-EgFABP1 detectaron una uUnica banda de

proteinas, con un peso molecular acorde a lo esperado.
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Figura A-10. Caracterizacion de los anticuerpos policlonales anti-
EgFABP1 por Western Blot. Las figuras muestran Western Blots
realizados contra diferentes muestras, utilizando una dilucion del suero
anti-EgFABP1 de 1:2,5x10% En los carriles (1) a (5) se sembraron
distintas cantidades de EgFABP1 recombinante purificada: 5ug; 1ug;
0,5ug; 0,1ug y 0,05ug. El carril (6) corresponde a un Western Blot
realizado contra un extracto de proteinas de protoescolices de E.
granulosus. En los carriles (7) a (10) se sembraron extractos de proteinas
de E. coliinducidas para la produccion de EQFABP1 recombinante (carril
7) o EgFABP2 recombinante (carriles 8 a 10).

Figura A-11. Western Blot de muestras de proteinas de E.
multilocularis. Para el Western Blot mostrado en la figura se utilizé una
dilucién del suero a-EgFABP1 de 1:10000. En los carriles 1-3 y 4-6 se
sembraron cantidades crecientes de dos muestras de proteinas totales
de células en cultivo de E. multilocularis. Las células habian sido
cultivadas por dos semanas. La cantidad total de proteinas sembradas
en cada carril fue de aproximadamente 2,5ug (1y4); 5ug (2y 5) y 7,5ug
(3 y 6). A la izquierda se indican los pesos moleculares (en kDa) de las
bandas correspondientes al marcador de peso molecular.
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7.5.Inmunolocalizacion de FABPs en Echinococcus spp.

A continuacion se presentan ensayos preliminares de inmunolocalizacion de FABPs en

muestras de E. granulosus y E. multilocularis.

7.5.1. Materiales y métodos empleados

7.5.1.1. Inmunofluorescencia en protoescoélices in toto de E. granulosus

Para la deteccion de las FABPs de E. granulosus por inmunofluorescencia, se emplearon
protoescolices provenientes de quistes bovinos que se mantuvieron durante dos meses en
cultivo en medio DMEM con gentamicina en el laboratorio de la Dra. Rosenzvit (IMPAM, UBA-
CONICET). La semana anterior a la fijacion se incorpord al medio de cultivo 10% de suero
fetal bovino. El protocolo de inmunolocalizacién se inicié con el lavado de los protoescélices
con PBS, seguido de lavados con el buffer de permeabilizaciéon (Buffer PBS con el agregado
de 0,35% Tritén X-100; 0,50% dimetilsulfoxido (DMSO); 0,10% NaNs;; 0,10% BSA; 6,25x103
% Digitonina) (Camicia et al., 2013). Luego de los lavados, los protoescolices se fijaron
incubandolos durante 4 horas a temperatura ambiente en una solucién de paraformaldehido
(PAF) al 4%. Seguidamente, los protoescolices fijados se lavaron con Etanol 70% y se
almacenaron en Etanol 100% a 4°C hasta su posterior uso. Los protoescodlices se
rehidrataron, y se lavaron con el buffer de permeabilizacién. Posteriormente, se incubaron los
protoescolices durante 96 horas con la dilucion de anticuerpos que correspondiera, preparada
en el buffer de permeabilizacion. Las diluciones ensayadas fueron 1/100, 1/500, 1/1000 y
1/5000. Se emplearon 30ul de la suspension de protoescolices por tratamiento. Luego de un
lavado de 24 horas con el buffer de permeabilizacién, se incubaron las muestras durante 24
horas con una dilucién 1/500 de anticuerpos a-IgG de conejo conjugados a isotiocianato de
fluoresceina (FITC; Invitrogen), preparada en buffer de permeabilizaciéon. Seguidamente, se
realizaron tres lavados sucesivos con PBS, y se realizé el montaje de las muestras. Para ello,
se colocaron 20yl de glicerol 80% sobre un portaobjetos, seguido de 20ul de la muestra
correspondiente. Se mezcld bien la muestra de protoescélices con el glicerol, se colocé un
cubreobjetos, y se sellaron los bordes con esmalte. Como control, se incluyeron muestras
tratadas con anticuerpos a-serotonina (dilucion 1/1000, como control positivo), muestras
tratadas con anticuerpos a-EgFABP1, sin anticuerpo secundario (y viceversa); y muestras
tratadas con suero de conejo no inmunizado, como control negativo. El ensayo fue realizado
con la asistencia del Dr. Federico Camicia (IMPAM, UBA-CONICET). Las imagenes de
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microscopia confocal se obtuvieron en el servicio de microscopia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNLP.

7.5.1.2. Inmunohistoquimica en cortes de vesiculas de E. multilocularis

obtenidas in vitro

Para la deteccion por inmunohistoquimica de FABPs en el metacestodo de E.
multilocularis, se utilizaron cortes en parafina de vesiculas de E. multilocularis obtenidas in
vitro (segun Brehm & Spiliotis, 2008; Spiliotis & Brehm, 2009), gentilmente cedidas por el Dr.
Uriel Koziol. Para ello, los cortes se desparafinaron mediante dos inmersiones sucesivas (de
5 minutos cada una) de los mismos en xilol. Seguidamente, los cortes se rehidrataron
mediante inmersiones secuenciales, de dos minutos cada una, en etanol 100%, etanol 75%-
PBS, etanol 50%-PBS y etanol 25%-PBS. Luego, se realizaron dos lavados (de 5 minutos
cada uno) en buffer PBS. Con la finalidad de eliminar la actividad peroxidasa intrinseca a la
muestra, se incubaron las mismas durante 10 minutos en una solucion de H-O al 3% en PBS.
Pasado dicho tiempo, se lavaron las muestras con PBS durante 5 minutos, y se
permeabilizaron mediante dos incubaciones consecutivas en una solucién 0,1% Triton X-100
en PBS (5 minutos cada una). Posteriormente, se llevo a cabo un procedimiento de bloqueo
incubando las muestras durante una hora en una solucién compuesta por PBS conteniendo
1% BSA, 5% de suero de oveja (Sigma Aldrich) y 0,05% Tween-20. La incubacion con el
anticuerpo primario se realizé ON a 4°C, cubriendo el portaobjetos con Parafilm®, de modo de
generar una camara humeda. La dilucion de anticuerpo empleada fue de 1/2000 y se realiz6
en PBS conteniendo 1% BSA. Se realizdé un control en paralelo, incubando una muestra con
PBS/1% BSA. Al dia siguiente, se hicieron 4 lavados de 15 minutos cada uno en PBS. Luego,
se incubaron las muestras durante 2 horas con el anticuerpo secundario a-conejo conjugado
a peroxidasa (diluido 1/500 en PBS/1% BSA) a temperatura ambiente, cubriendo los
portaobjetos con Parafilm®. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, se realizaron 4 lavados
de 15 minutos cada uno en PBS. A continuacion, se realizé una incubacion de 2 minutos en
una solucién 50mM de Acetato de Sodio (pH 5). Finalmente, se revel6 empleando el reactivo
3-amino-9-etilcarbazol (AEC, Sigma Aldrich). Se empled 1ml de solucién de AEC (preparada
segun indicaciones del fabricante) por cada portaobjetos. Las muestras se tifieron también
con una solucién 1 pg/ml de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) preparada en PBS,
incubandolas durante 10 minutos protegidas de la luz. Posteriormente, se realizaron dos
lavados de 10 minutos cada uno en PBS. Finalmente, para el montaje de los preparados se
utilizé Fluoprep (Biomerieux), se dejo secar los preparados durante 15 minutos, y se

conservaron a 4°C protegidos de la luz.
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7.5.2. Resultados obtenidos

7.5.2.1. Inmunofluorescencia en protoescoélices in toto de E. granulosus

Debido a la escasa informacion disponible en relacion a la localizacion de las FABPs en
protoescdlices de E. granulosus (Esteves et al., 1993), se buscé realizar inmunofluorescencias
en protoescolices enteros (in toto) para complementar lo ya descripto. En la Figura A-12 se
muestran imagenes de los resultados. Dado que la morfologia de los protoescdlices se hallaba
alterada, no se pudieron establecer conclusiones certeras acerca de la localizacion de
EgFABP1. La incubacion de los protoescolices con suero de conejo no inmunizado mostro
solo algo de tincién inespecifica en los ganchos del rostelo, mientras que el control positivo
con anticuerpos a-serotonina permitié detectar los ganglios, aunque su morfologia se hallaba
también alterada (Camicia et al., 2013). La tincién con anticuerpos a-EgFABP1 por su parte,
aunque no haya permitido obtener demasiadas conclusiones respecto a su localizacion,

presentd una sefial distribuida en gran parte del protoescélex.

Figura A-12. Inmunofluorescencias in toto en protoescolices de E. granulosus. En el
panel A se muestra la imagen de un protoescoélex observado con luz visible (izquierda) y la
tincién, inespecifica, obtenida al tratar dicho espécimen con suero de un conejo no inmunizado
(dilucién 1/50). La fluorescencia corresponde al FITC conjugado al anticuerpo secundario anti-
conejo. En el panel B se observa un protoescélex tratado con anticuerpo anti-serotonina
(dilucién 1/1000). En el panel C se pueden ver diferentes imagenes correspondientes a un
protoescélex tratado con anticuerpos anti-EgFABP1 (dilucion 1/1000). De izquierda a derecha
se muestra el protoescdlex observado con luz visible, los nucleos tefidos con DAPI (azul), la
sefial correspondiente al anticuerpo secundario conjugado a FITC (verde), y la superposicion
de las senales de DAPI + FITC. Las puntas de flecha (en amarillo) sefialan el rostelo de los
protoescélices como referencia espacial.
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Cabe destacar que, tal como se observo al caracterizar el suero a-EgFABP1, el mismo es
capaz de reconocer tanto a EQFABP1 como a EgFABP2, pero no se tiene informacion acerca
de la capacidad del anticuerpo de detectar a alguna de las otras FABPs de E. granulosus.
Como se menciono previamente, existe evidencia de que EgQFABP3, aparte de EQFABP1, se
expresa a nivel proteico en dicho estadio del parasito (Lic. Maite Folle, UdelaR, comunicacién
personal). Los datos transcriptdmicos, por otra parte, indican transcripcion de varios de los
genes de las FABPs en protoescolices, aunque las proteinas podrian no estar traducidas. Por
lo tanto, con los datos disponibles en la actualidad es dificil discernir si la sefial obtenida
corresponde sélo a EgQFABP1, a alguna de las otras EgFABPSs, o a varias. La relativa escasez
de material parasitario dificultd la continuidad de estos ensayos, aunque los mismos deberian
ser continuados, de ser posible con anticuerpos que diferencien las distintas FABPs. De este
modo podria obtenerse informacién que permita aproximarse mejor a las posibles funciones

de estas proteinas en la biologia del parasito.

7.5.2.2. Inmunohistoquimica en cortes de vesiculas de E. multilocularis

obtenidas in vitro

Dado que no existia ninguna evidencia reportada sobre la presencia de FABPs en E.
multilocularis, se realiz6 un ensayo de inmunohistoquimica en cortes de vesiculas de E.
multilocularis obtenidas en cultivo. Tal como se menciond previamente, dichos preparados
fueron gentilmente cedidos por el Dr. Uriel Koziol (Universidad de Wurzburgo, Alemania).

Tal como se puede observar en la Figura A-13, las FABPs estarian localizadas
principalmente en la regidén de la capa germinativa en contacto con el liquido hidatico, lo cual
lleva a pensar que las mismas podrian estar involucradas en el intercambio de acidos grasos
entre el interior de las células y el liquido hidatico. Sin embargo, dado que, por analogia con
lo que ocurre en E. granulosus, el anticuerpo podria reconocer mas de una FABP, se
necesitarian estudios mas detallados para profundizar en la localizacion diferencial de cada
una de las FABPs. Asimismo, dado que la capa germinativa es una estructura muy compleja,
seria deseable poder determinar en qué tipo celular en particular se expresan las diferentes
FABPs.
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Figura A-13. Imnunohistoquimica en cortes de vesiculas de E. multilocularis
obtenidas in vitro. En el panel A se observa el control sin anticuerpo primario y en el
B, la localizacién de las FABPs (marrén) en el corte de vesicula de E. multilocularis. A
la izquierda se muestra la imagen obtenida con luz visible, y a la derecha la
superposicion de dicha imagen con la fluorescencia azul correspondiente a los nucleos
tefiidos con DAPI. Las flechas negras sefialan la capa germinativa de E. multilocularis,

mientras que las flechas rojas indican la zona correspondiente a la capa laminar
(acelular). Las imagenes fueron obtenidas utilizando un objetivo de 20x.
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