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Identificacion y caracterizacion de antigenos dBabesia bigemina

Los protozoarios intraeritrocitarioBabesia bovisy Babesia bigeminaon los agentes
causales de la babesiosis bovina, una enfermedadntitida por la garrapa®hipicephalus
microplusque provoca importantes pérdidas econdmicas anladgaia en areas enzodticas. En
tal sentido resulta de gran relevancia la iderfién de genes y la caracterizacion de proteinas
para el desarrollo de pruebas diagnodsticas de ddesansibilidad y especificidad y el disefio
racional de vacunas.

En este trabajo, hemos desarrollado un método eaén molecular d8. bigemina
basado en la amplificacion del geap-1a Util para el estudio epidemiolégico de la babs&isio
bovina en areas enzodticas. La PCR en un solo pesolié altamente especifica detectando
0,00002% de parasitemia.

Por otra parte, para la identificacion de nuevdgyanos dd3. bigeminase aplicaron dos
estrategias: proteGmica y herramientas de gendroitgarativa.

A través de la aproximacion protedmica logramosaexty separar en geles de dos
dimensiones las proteinas solubles del estadio dezwoito deB. bigeminaque fueron
reconocidas por sueros de bovinos infectados.

A partir de las secuencias disponibles del proygetioma dd3. bigeminay en base a la
informacion proveniente de los genomas anotadostrs apicomplejos, pudimos identificar,
anotar y caracterizar una familia de ocho genescgddican para proteinas del tipo perforina
(PLP) con el dominio de ataque a membrana MACPB. drigemina Ademas se demostré que Si
bien todos los gengdp se transcriben en el estadio intraeritrocitargxtipularmente los genes
plpb y plpe presentan una tasa transcripcional significativamemas alta indicando su
importancia en este estadio. Asimismo, el reconecito de la proteina PLPA por los sueros
bovinos infectados puede ser considerado como uciondk la participacion de esta proteina en
la salida del parasito del eritrocito.

Este trabajo de tesis contribuye al estudio dealzebiosis bovina a través del desarrollo
de herramientas de diagndstico y de la identifamrade genes implicados en los mecanismos

moleculares que median la interaccion parasitqdubesdor.

Palabras clave:Babesia bigemina deteccion molecular, antigeno, protedmica, geocami

comparativa, perforinas.



Identification and characterization of Babesia bigeminantigens

The intraerythrocytic ProtozoaBabesia boviand Babesia bigeminaare causal agents
of bovine babesiosis, a tick-borne disease trasthitty Rhipicephalusmicroplus that cause
important economic losses to livestock in areasrevltiee disease is enzootic. In this regard is
important the gene identification and protein cherazation in order to develop highly sensitive
and specific diagnostic methods and rational vascine

In this work, we developed a molecular test, basedap-1a gene amplification, foB.
bigeminadetection, a useful tool for epidemiological stsdo babesiosis in enzootic areas. The
one-step PCR assay was highly especific and semsiéitecting up to 0.00002% of parasitemia.

Moreover, to identify relevanB. bigeminaproteins to the development of methods of
diagnosis and control of babesiosis, we applied strategies: proteomic and comparative
genomic tools.

In the proteomic aproach we could purify and sejpdBa bigeminamerozoites proteins
using two dimensional gels and detecting immunodeamt proteis using bovine sera.

The bioinformatic tools applied to the availablejsences of thé. bigeminagenome
project based on data from the annotated genomathef apicomplexans, allowed us to identify,
annotate and characterize a perforin-like protéarsily (PLP) in B. bigeminacontaining a
membrane-attack complex domain (MACPF). Transamali studies showed that while alb
genes are transcribed in the intraerythrocytic estggarticularlyplpe and plpb genes have a
significantly higher transcriptional rate, which ynsuggest its possible role in intraerythrocytic
stage. Furthermore, PLPA recognition of bovine skmnm animals infected can also be
considered as an indication of the involvement tuf tprotein in the exit of the parasite
erythrocyte.

This thesis work, contributes to the study of bevirabesiosis through the development of
diagnostic tools and the identification of genesolagd in the molecular mechanisms that
mediate the parasite-host cell interaction.

Keywords:Babesia bigeminamolecular detection, antigen, prote6mica, contpaa@enomic,

perforin.
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Introduccion

1. La babesiosis bovina

La babesiosis es una enfermedad que afecta a uiamapjo de vertebrados silvestres o
domeésticos y ocasionalmente al humano, principdenetstribuida en zonas tropicales y
subtropicales del mundo. Es causada por protozoati@eritrocitarios del géner®abesia los
cuales son transmitidos por garrapatas (Levine,)1988

Esta enfermedad se caracteriza por sintomas tale® diebre, anemia hemolitica,
hemoglobinuria y en casos severos puede causardderdel individuo (Ristic, 1988).

En el bovino las dos especies que se encuentramagar frecuencia soB. bovisy B.
bigemina La sintomatologia que causa la infeccién porseg@rasitos es similar aunque con
algunas diferencias destacables: la infeccion Bobigeminagenera en el bovino una alta
hemolisis provocando una anemia severa con hemaglidp, mientras que en la infeccion r
bovis estos signos son mas leves pero se produce a@staruae eritrocitos parasitados en los
capilares de la materia gris del cerebro (Zloth&53; Callow y Macgavin, 1963; Rogers, 1971,
Patarroyo y col., 1982). Este efecto hace que Vestes quimicos e inmunolégicos posteriores
induzcan una manifestacion clinica diferente, daramada por signos neurologicos y conocida
como babesiosis cerebral (Callow y Macgavin, 196der y col., 1983).

Los dos patdégenos responsables de la babesiosisals®/ipresentan juntos en la mayoria
de las areas donde esta enfermedad es enzodticanaaita incidencia entre el paraleldM0Q/
32°S de latitud donde habita el vector transmisor,géarapata del génerhipicephalus
(McCosker, 1981). En Argentina la zona endémicéadmfermedad se encuentra hacia el Norte
del paralelo 33y se corresponde con la distribucion de su veattmopodoRhipicephalus
(Boophilus) micropluslas cuales estan presentes en gran parte del $ternp@&loreste Argentino
(NOA y NEA). La distribucion d&. microplusde acuerdo a los datos aportados por el SENASA

en 1999 se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Distribucion deR. microplussegun datos del SENASA (1999). En distintos tafgrises se
marcan las zonas correspondientes a la situaci@uamo a los planes de lucha contra la garraphta.

paralelo 33 divide el mapa entre zona endémica para la badigesiaona libre de la enfermedad.

En Argentina, a pesar de que la infestacion pamagatasconstituye un obstaculo para la
actividad ganaderdos relevamientos epidemiolégicos y econémicofadgtuacion son escasos.
Segun un estudio llevado a cabo por Spath y c@94) la garrapat&®. microplusy las
enfermedades que transmite a los bovinos (anapleasmdmbesiosis) representan un problema
econdémico relevante para la produccién pecuarieonalc En nuestro pais el nUmero de bovinos
infectados alcanza los 9.900.000 animales, lo gquestituye aproximadamente el 19% de la
poblacién bovina total del paisLas pérdidas directas y los costos para el traamiy la
prevencion de estas enfermedades se han estimad8,8nmillones de dolares por afio,
considerando el efecto de los hemoparasitos (naathly morbilidad) y el costo del control de
los mismos a través de vacunas vivas (Spath yl@94).

Los métodos actuales de control de la enfermedddyen el tratamiento farmacoldgico
de los animales afectados, el control de la gatagpar medio de acaricidas y la vacunacion con
cepas deBabesiaatenuadas en su patogenicidad, que garantizantathoede fuerte proteccion
inmunoldgica. Sin embargo el uso de estas cepasatas presenta algunas caracteristicas poco

deseables como el riesgo de reversion de su ed@mdbenuacion, la posibilidad de transmitir
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conjuntamente otros microorganismos patogenosjstensa de produccion laborioso y la vida
media corta cuando se comercializa refrigerada @y Bock, 2002). Por esta razon existe un
particular interés en la basqueda, identificaciGrasacterizacion de antigenos que induzcan una
eficiente respuesta inmune protectiva, los cualedripn ser utilizados en el desarrollo de
vacunas.

Para el control estratégico de la babesiosis, edafuental la identificacion de los
bovinos con infecciones agudas y cronicas. Paoasellrequiere de pruebas para diagnéstico de
elevada sensibilidad y especificidad.

El mejoramiento de los métodos de diagndéstico dévdhesiosis bovina en paises
tropicales y subtropicales, ha sido motivo de estediel pasado. En la actualidad la importancia
global de la babesiosis se incrementd sobre todosgpaises desarrollados que intentan mejorar
la produccién de carne introduciendo razasBde taurusque resultan mas susceptibles a la
enfermedad. Por lo tanto, la necesidad de encomésmdos efectivos radica en identificar las
especies de hemoparasitos y las cepas que ocasoeriermedad, determinar la distribucion de
especies de parasitos y evaluar el riesgo de eeflarende un rodeo a nivel regional o nacional,
certificar el estado de sanidad de un rodeo pargloucon los requisitos comerciales y de
erradicacion de la enfermedad, identificar o comdir la causa de la enfermedad o muerte
(Brotes) e identificar especificamente los artropodomo vectores de transmision de la
enfermedad.

En tal sentido se plantea la necesidad de idestifantigenos conservados como
candidatos para ser incluidos en el desarrollo delyas diagndsticas.

2. El vector transmisor
2. 1. Clasificacion taxonémica

Como se menciond anteriormente, el vector transmdsdB. bovisy B. bigeminaal
ganado bovinoEos tauru} esR. microplus Este organismo pertenece al phylum Arthropoda,

clase Arachnida, subclase Acari, orden Ixodida, ifamixodidae, géneroRhipicephalus

subgénerddoophilus,especianicroplus



2. 2. Caracteristicas generales de. microplus

Es un parésito obligado de un solo hospedadorstercaso el bovino, que requiere sangre
y liquidos tisulares del hospedador para su desariads efectos perjudiciales sobre el bovino
son directos, por la succion de sangre y lesiogesnidas, e indirectos por la transmision de
hemoparasitosPoseen un ritmo de alimentacién lento debido awicuida mas quitinizada.
(Garrapatas duraspdemas cada estadio, antes de mudar, se alimentatdudias y hasta

seémanas.

2. 3. Ciclo de vida deR. microplus

Los estadios evolutivos principales son huevosaigrninfas y adultos. El ciclo de vida
de esta garrapata posee fases de vida libre yddegparasitaria (Figura 2).

Luego de la oviposicion de la hembra kenogina tnamen aproximadamente de 30 a 70
dias durante los cuales los huevos permanecensepakturas. Transcurrido este tiempo los
huevos eclosionan dando lugar a las larvas delitidaque permaneceran en las pasturas de 25 a
120 dias hasta endurecer su exoesqueleto de quitieacontrar un hospedador. Una vez
encontrado, la larva permanece en el bovino cotdutante 3 dias hasta que comienza la muda
hacia el estadio de metalarva y luego de 3 o 4alf@sfa. Las ninfas se alimentan de la sangre
del bovino durante 3 dias y al dia 9 se convieglenmetaninfa, al dia 15 en neoginas y en
gonandros (machos). Hacia el dia 19 aparecen ilagmas teleoginas y alrededor de los 21 y 28
dias completamente ingurgitadas terminan su dekagrale desprenden para desovar fuera del
hospedador (kenogina). La transicion de larvasnéasiy de ninfas a adultos se lleva a cabo
mediante metamorfosis con perdida de cuticula (udes condiciones ambientales influyen
sobre la duracion de las etapas del ciclo de e (Nufiez y col., 1987).




Figura 2. Ciclo de vida deR. microplus 1: huevo, 2: larva (1 y 2 fase de vida libre)n&talarva, 4:
ninfa, 5: metaninfa, 6: neogina, 7: teleogina (hexrddulta), 8: gonandro (macho), 9: kenogina. (€83

fase parasitaria y 9: hembra ponedora de huevos)

3. Babesia boviy Babesia bigemina

3. 1. Clasificacion taxonomica y filogenia

Los parasitos que infectan al ganado boviBabesia bovisy Babesia bigeminason
eucariotas inferiores alveolados pertenecientgshglum Apicomplexa, la clase Aconoidasida,
orden Piroplasmida y familia Babesiidae.

El phylum Apicomplexa contiene muchos patégenosomamtes (Levine, 1988). Los
miembros mas relevantes de este phylum son losifmaausantes de la malaria del género
Plasmodiumy el coccidio Toxoplasma gondique causa toxoplasmosis aguda en humanos
inmunocomprometidos y en fetos con infeccion cortggMontoya y Liesenfeld, 2004).

En un linaje importante de este phylum se encuends parasitos del géneBabesiay
Theileria este ultimo género es causante de la enfermestamhrdnada theileriosis tropical y de
la fiebre de la costa oeste en el ganado bovinod{@a y col., 2005; Pain y col. 2005). Ademas,
se encuentran en este phylwh parasito Cryptosporidium que causa criptosporidiosis en
humanos y animales (Abrahamsen y col., 2004).

La disponibilidad reciente de las secuencias dgéo®mas anotados de muchos de estos
organismos provee una gran oportunidad para comeresu filogenia. La utilizacion de estas
secuencias en estudios filogenéticos es bastariemte. El gran nimero de caracteres derivados
de datos gendmicos ha permitido hacer inferencimistas en cuanto a la filogenia en
apicomplejos (Delsuc y col., 2005; Philippe y c20D05; Rokas, 2006).

Un analisis filogenético reciente ha inferido ebdlrde especie de los apicomplejos
generado a partir del alineamiento de 268 genesjppia simple concatenados (Kuo y col., 2008)
(Figura 3).



Consensus: 99/99/100 p— Plasmodium falciparum
ML/MP/NJ 44/34/4 1 L— Plasmodium vivax

06/93/95 Babesia bovis
wazao| b——+
Theilevia annideatea

BT/83/92] Eimeria tenella
L Toxaplasma gondii

Crigptos poriditm porvim

Tetrafvmena thermophila

Figura 3. Arbol filogenético de las especies del phylum cdpnplexa realizado por Maxima
Verosimilitud. Se incluye el ciliado de vida libfeetrahymena thermophilaomo grupo externo. El

soporteBoostrapbasado en 100 réplicas es 100% en todas las fateasas. Los valores por encima de
las ramas indican el nivel de apoyo por consensadmen ML (Méxima Verosimilitud), MP (Maxima

Parsimonia) y NJ (Método de distandi&ighbor joining (Kuo y col., 2008).

En el arbol filogenético de especie de los apicejopl los parasitos del orden
Piroplasmida Babesia bovis Babesia bigemina Theileria parva y Theileria annulata
(representado en el arbol de la figura 3Bobovisy T. annulatd forman un grupo hermano con

el orden Haemosporida (representadoRlasmodium falciparuny Plasmodium vivax

3. 2. Morfologia

La presencia dB. bovis y B. bigeminan la sangre de los bovinos puede ser detectada por
observacion al microscopio Optico de extendidosdfide sangre periférica coloreados con la
tincion de May Grinwald-Giemsa. En estos preparatiiss eritrocitos infectados contienen
distintas formas del parasito, las formas simpleaslanas (merozoitos), las formas de anillo
(trofozoito) y las formas pares (merozoitos luegtaddivision celular) (Figura 4). En el caso de
B. bovisestos cuerpos ovalados miden alrededor de 2 uri,5mientras qud. bigeminamide
4,5 x 2um. Es por esta razén quéabigeminase la incluye dentro de las babesias “grandes” y a

B. bovisdentro del grupo de las “pequeias”.
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Figura 4. Frotis tefiidos con May Griinwald-Giemsa AleB. bigeminay B. B. bovis.En la figura, 1:

formas pares, 2: formas simples (merozoitos), ilodtrofozoitos)

3. 2. 1. Estructura del merozoito

El cuerpo del merozoito tiene una forma ovaladd de5um y esta cubierto por una
membrana plasmatica simple y una doble membram@ntisua debajo de ella. En la regién
anterior del merozoito se encuentran varias organglie componen el denominado “complejo
apical” (Figura 5 y 6). Este incluye los anillodgres, cuerpos esféricos, micronemas y roptrias.
El anillo polar esta formado por una doble membrdebajo de la membrana plasmatica del
extremo anterior. Los cuerpos esféricos son organgue fueron encontradas Babesiay
Theileria consideradas analogas de los granulos densosteadms en otros apicomplejos. Las
proteinas de estas organelas son secretadas emenmo de la invasion (Potgieter y col., 1979)
Las roptrias son estructuras electro-densas erafdargota ubicadas en el extremo anterior de la
célula. Los micronemas son pequefias estructurasegpeesentan alrededor de las roptrias en la
region anterior del merozoito. Las roptrias y lasronemas poseen enzimas proteoliticas que
juegan un rol importante en la invasion del meraeal eritrocito (Fitzpatrick y col., 1968). Otra
El citoplasma del merozoito contiene muchos rib@fres o como reticulo endoplasmatico y
mitocondrias. El nucleo esta localizado generalmamt el punto medio del merozoito y esta
rodeado por dos membranas. El contenido del nieddoomogéneo y de baja densidad (Ristic,
1988). Una de las organelas caracteristicas dentegrantes del phylum Apicomplexa es

apicoplasto. Esta es una caracteristica ancesttapldgum adquirida por un proceso de
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endosimbiosis. Esta organela multi-membranas eloga a los cloroplastos de las plantas y
como tal poseen una cierta autonomia por posegurgpio genoma circular y su propia
magquinaria de expresion. El rol exacto de estansigano se conoce completamente pero se cree
que esta involucrada en la sintesis de lipidosgraésoides (Waller & McFAdden, 2005).

Figura 5. Eritrocito infectado con un merozoito 8e bigeminaluego de 24 horas de incubacion. Se
observa el complejo apical (1) y el nacleo (2).rBa®.4um (Ribeiro y Patarrollo, 1998). Imagen tomada

de Microscopio de transmision electronica.



Cuerpos
esféricos

Apicoplasto

Mitocondrién

Roptrias

TRENDS in Parasitology

Figura 6. Esquema de un eritrocito infectado por merozoim8abesiaspp. (formas pares maduras)

merozoito y sus organelas principales. (Gohil y, @il10)

3. 3. El ciclo de vida

El desarrollo deB. bovisy B. bigeminapresenta un patrén similar en los adultos de
Rhipicephaluspp. (Potgieter & Els, 1976; Potgieter, 1977; Mehth& Shein, 1984; Friedhoff,
1988). El desarrollo del ciclo de vida se esqueraatn la Figura 7 (Bock, 200Babesiaspp
solo parasita los eritrocitos del hospedador veatdbr(Friedhoff, 1988). Cada esporozoito
penetra en la célula ayudado por el complejo apire vez adentro se transforma en trofozoito a
partir del cual se forman dos merozoitos por fisbnaria (proceso de merogonia). Bn
bigemina se ha identificado un tipo de merozoito de formaid®w denominado precursor
gamonte. Estos se desarrollan cuando la garrapatablsorbe durante su alimentacién con la
sangre del bovino. Los cambios experimentados coongecuencia del pasaje de la sangre del
hospedador al intestino medio de la garrapatadqveastimulan el desarrollo de dos poblaciones
de cuerpos radiados (strahlenkorper) a partir degamontes (gametocitos). Estos cuerpos
radiados experimentan una multiplicacién dentrbediérocito que continla después de haber

emergido. Como consecuencia se forman grandesaaprege cuerpos radiados multinucleados,
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pero una vez que se completd la division celuafpsman cuerpos radiados con un solo nucleo
haploide. Se asume que estas son las gametas (Mbattey col. 1995). Estas emergen de los
agregados y se fusionan de a pares (singamia)fparear una célula esférica (cigoto). Los
cigotos infectan selectivamente a las células tiges del intestino de la garrapata y
probablemente alli, se multiplican y ocurre unavaumultiplicacion en células basofilas (células
gue sintetizan vitelogenina) con el desarrollo deetos (vermiculos) que migran hacia la
hemolinfa de la garrapata. B1 bigeminaocurre en algiin momento del desarrollo un solo pas
de meiosis en el intestino de la garrapata parmdorel cigoto haploide. En las células
intestinales ocurre fision multiple (esquizogoniasporogonia) formando kinetos poliploides
(vermiculos, esporokinetos). Estos se mueven &srde la hemolinfa e infectan una variedad de
tipos celulares y tejidos incluyendo oocitos (degydarapata) donde ocurren sucesivos ciclos de
esquizogonia secundaria. Entonces, ocurre la tigisntransovarial y el desarrollo tiene lugar
en el estadio larval de la garrapata. Este es s jpgportante en la adaptacion del ciclo de vida
del parasito que cumple una parte del ciclo enagatas de un solo hospedador como es el caso
de R. microplus En B. bovisel esporozoito se desarrolla usualmente solo cuémdarva se
adhiere al bovino. En el caso Be bigemina el desarrollo se produce en la larva que se esta
alimentando, pero los esporozoitos se convierteimfentivos a los 9 dias, por lo que esto solo
ocurre en el estadio ninfal y adulto de la garrmp#toyte, 1961; Potgieter & Els, 1977b).
Asimismo, la transmision puede ocurrir a travésiaéas, hembras y machos adultos. En el caso
de B. bovis la formacion de esporozoitos infectivos ocurngalreente entre los 2 y 3 dias de la
adhesidn de la larva al bovino (Riek, 1966).
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Figura 7. El desarrollo del ciclo de vida d& bigeminaen el bovino y en el vectd&. microplus(Bock,

2004).

Debido a queB. bovises transmitida por la larva que se esta alimeotgsl bigemina

durante los estadios de ninfa y de adulto, lasapgatas deben ser reinfectadas 8orbovis

durante el estadio ninfal y adulto ya que éstosnamtienen la infeccion de las generaciones
anteriores. En cambio, @h bigeminda infeccion puede permanecer en las garrapataspas

generaciones sin re-infeccion. En consecuenciaugelgm obtener aislamientos puros Rle
antiparasitario Imidocarb para trata los bovinos infestados con

bigemina utilizando el
garrapatas limpiandolas &e bovis.
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3. 4. Caracterizacion genomica

Actualmente el genoma de la cepa T2B (TexasB.deovisse encuentra anotado en la
base de datos de genes de refereriRefsgy del sitio de Internet deNational Center for
Biotechnology Informatio(NCBI). En este sito se puede encontrar la colece@®redundante de
secuencias de ADN, ARN y proteinas con sus correipotes anotaciones.

El genoma fue secuenciado con la técnicalidgunpor Brayton y colaboradores en el
afo 2007. El ensamblado de las secuencias del gemandeterminado que el tamafo del
genoma es de 8,2 Mpb y consiste en cuatro cromasonaeares y dos cromosomas pequenos
extranucleares cada uno de ellos pertenecienteapigbplasto y la mitrocondria. Cada
cromosoma contiene una region rica en Adenina ynEnA+T) de un tamafo aproximado de 3
kpb que podrian corresponder al centréomero. Undestaomparativo entre los genomas
secuenciados y anotadosTeoarvay P. falciparumindican que el genoma & bovispareceria
ser uno de los mas pequefos de los secuenciaggsoemplejos hasta el momento. Ademas, el
porcentaje de Guanina-Citosina (GC) es de 41,8%,etaloble en comparacion con el genoma
de P. falciparum que posee un 23,26%. En cuanto al porcentaje ded&das regiones
intergénicas, exones e intrones, resultan ser it@s enB. bovis Otra caracteristica a destacar
del genoma d#. bovises que las regiones intergénicas son mas cortagrgbe falciparum
(Brayton y col., 2007) (Tabla 1).

Caracteristicas Pf Tp Bbo
Tamaio del genoma (Mpb) 23,26 | 8,35 8,2
Numero de cromosomas 14 4 4
Porcentaje G+C (%) 194 | 34,1 | 41,8
Numero de Proteinas codificadas 5.479 | 4.035 | 3.670

Media del tamaiio de los genes que codifican para proteinas (pb)| 2.283 | 1.407 | 1.514

Porcentaje de genes con intrones (%) 53,9 | 73,6 | 61,5
Media del tamaiio de las regiones intergénicas (pb) 1.694 | 405 589
Porcentaje de G+C de las regiones intergénicas (%) 13,8 | 26,2 37
Porcentaje de G+C de exones (%) 23,7 | 37,6 44
Porcentaje de G+C de intrones (%) 13,6 | 25,4 | 35,9
Porcentaje codificante (%) 52,6 | 68,4 | 70,2
Densidad de genes 4.338 | 2.057 | 2.228

Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas de los genom®&s fhlciparum (Pf) T. parva (Tp)y B.
bovis (Bbo).
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En el afio 2006 De Vries y col. publicaron el amglde l0osSESTs(ExpressedSequence
Tag9 de B. bovis (http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_bdyid.os ESTs fueron derivados de
una biblioteca de ADN copia preparada a partir (&NAmensajero de un cultivia vitro de la
cepa C61411. De las 10.086adstotales este proyecto solo secuencio 1.6@@Is(16%). Se
obtuvieron un total de 3.522 agrupaciones que idm anotadas utilizando los algoritmos del
BLAST. Estas agrupaciones representan un tamafno2,ile Mpb que corresponde a
aproximadamente 2.600 genes. La comparacion deivetes de expresion de los genesBde
boviscon los de los genes de la fase eritrocitari& dialciparumy los taquizoitos d&. gondii
han revelado que muchos de los genes involucranlda gia de recuperacion de purinas, la
biosintesis de isoprenoides del apicoplasto y mudimses que codifican para proteinas
mitocondriales estan representados abundantements ESTS. Son especialmente notables en
este ultimo grupo las ATPasas de tipo F - que apsaaxpresan dh falciparumy T. gondit y
dos deshidrogenasas glicerol-3-fosfato altamenpeesadas que cumplen un rol en el trasporte

de NADH / NAD+, controlando posiblemente esta profim en el citoplasma.

Por otro lado, existe escasa informacion acerdasigenes d8. bigeminay de su nivel
de expresién. El genoma de este hemoparasito serdng ya secuenciado y actualmente esta en
proceso de ensamblado pero su anotacion no ha  sigablicada
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_bigemina/). eEsproyecto, financiado por l&/ellcome
Trust, tiene como objetivo secuenciar el genoma completon aislamiento virulento procedente
de Australia. Hasta el momento, se ha estimado ejuamano del genoma nuclear Be
bigeminaes de 10 Mpb, distribuido en cuatro cromosomasiramendo los resultados previos
obtenidos por separacion de los cromosomas nuslgeme electroforesis de campos pulsados
(Ray y col., 1992).

3. 5. Respuesta inmune

La respuesta inmune de los bovinos a la infecc@mB: boviso B. bigeminainvolucra
tanto mecanismos de la respuesta inmune innata derfzoadaptativa.
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3. 5. 1. Respuesta inmune innata

Este tipo de respuesta inmune no es especifica leyénwariables tales como la
especificidad de la relacion parasito-hospedadatpfes genéticos, la edad del hospedador y la
respuesta de las células del sistema inmune dpétiador.

La mayoria de los parasitos del gen®abesiason especificos para un determinado
hospedador (Mahoney, 1972). Entre los hospedadofestados por los parasitos del género
Babesia se encuentras el bovino de la esgBaselaurusile B. bovisy B. bigeminaentre otroy
equinos B. equi y B. cabal)i de caninosR. canis y B. gibsohiy de humanosB. microtiy B.
divergen3

En cuanto a la resistencia a la infeccién provoqamtaB. bovisy B. bigemina,se ha
reportado que los bovinos esplenectomizados delsarnaha parasitemia mayor que los bovinos
intactos. Estas observaciones implican que el gega un rol importante en la respuesta inmune
contraBabesiaspp. (Callow, 1977)

Por otro lado, hay una relacion entre la edad deinboy la inmunidad en la primera
infeccion conB. bovisy B. bigemina(Riek, 1963). Los terneros jovenes presentan upetef
respuesta inmune innata comparada con la de bosohdsos (Truemaid Blight, 1978; Goff y
col., 2001). Inicialmente se creyd que esta inmuhidaata era consecuencia de la transferencia
pasiva de anticuerpos del calostro de la madre irrada. Sin embargo, terneros con madres no
inmunizadas muestran una resistencia natural afégdion porB. bigeminay B. bovis(Riek,
1963). Se ha demostrado que la respuesta de lwerdsrjovenes a la infeccion pBr bovis
involucra una produccion temprana de interleuq@ibg12 e interferén (IFN)y y la presencia
de la 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) (Ggfcol.,, 2.001). En contraste, en animales
adultos la produccion de IL-12 e IFNaparece mas tarde en la infeccion y la iINOS no es
inducida.

La primera linea de defensa contra la infeccion Pabesiaspp. la constituyen los
monocitos activados, los macrofagos y los neutsfil Estas células emplean agentes
antimicrobianos tales como los intermediarios dagbgeno reactivos (IRN), intermediarios del
oxigeno reactivo (IOR). Ademas, estas células smtreitoquinas que regulan la respuesta
inflamatoria. Los macrogafos estimulados Bobovisproducen IL-B, IL-12, factor de necrosis
tumoral alfa (TNFe) y 6xido nitrico (NO) (Shoda y col., 2000). Se rabado que el 6xido
nitrico y los IRN son producidos durante infeccomagudas. Experimentas vitro sugieren que
el NO reduce la viabilidad d®. bovis(Johnson y col., 1996).
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El incremento de la actividad fagocitica de los m&agos ha sido propuesto como
mecanismo de eliminacion @ bovisen el bovino (Mahoney, 1972; Jacobson y col., 1998
anticuerpos especificos jugarian un rol importazdmo opsoninas (Jacobson y col., 1993).
Durante la infeccion primaria p&. bovisen el bovino, los monocitos muestran una supredon
su capacidad fagocitica y los neutroéfilos exhibennanemento de su habilidad fagocitica que

coincide con el pico de parasitemia (Court, Jacisdree, 2001).

3. 5. 2. Respuesta inmune adaptativa

Durante la infeccion coB. bovisse producen anticuerpos protectivos y no protestiv
contra los antigenos del parasito (Goodger, WidghWaltisbuhl, 1985). Es probable que estos
anticuerpos actlien como opsoninas incrementandagtacitosis en lugar de tener un efecto
directo sobre la viabilidad de los parasitos (Malgopeol., 1979a). Asimismo, los anticuerpos
parecerian ser importantes efectores durante @usda infeccion (Mahoney, 1986). Siguiendo
la infeccion conB. bovis se forman complejos inmunes formados por antgetl® parasito,
inmunoglobulinas y C3 del bovino (Goodger, WrightMahoney, 1981). La inmunoglobulina
principal de los complejos es IgM con IgG1 e IGg2bajas concentraciones. Las IgG1l e 1gG2
son capaces de fijar el complemento y la IgG2 addiaae una mayor capacidad como opsonina
(McGuire, Musoke& Kurtti, 1979). En una infeccion coB. bovis han sido detectados
anticuerpos fijadores del complemento del tipo 1gdgM, pero no IgG2. (Goff y col, 1982). La
resolucion de la infeccion p@&. bovisen el bovino podria estar relacionada con laatioidad
mediada por anticuerpos (Goff, WagdecCraig, 1984).

Actualmente no se sabe el rol definitivo de lasiledl T en la respuesta inmune cordra
bovisy B. bigemina Sin embargo, se han realizado experimeimagtro con lineas celulares de
linfocitos T que demostraron su rol. Los mononu@sale sangre periférica y los clonekelper
proliferan en respuesta a antigenoBdéovis(Brown y col., 1991; Browr& Logan; 1992). La
respuesta de citoquinas de estas célullaslerCD4+ es Thl (IL-2, IFNry TNF-0) 0 ThO (IL-

2, IL-4, IFN<«y y TNF-a). No han sido detectados clones Th2 (Brown y 8193). Asimismo, se
han aislado clones de célulash@&lperde un bovino inmunizado con la proteina asociaties a
roptrias (RAP-1). Estudiog vitro han demostrado que estos clones producen un pexfil
citoquinas Thl con abundante IFNRodriguez y col., 1996). Los clones Thl promueigen
produccion de IgG2 por los linfocitos B en presardl antigeno. Los sobrenadantes de cultivo
de lineas de células T contienen IFFNM-TNF-o que inducen la produccion del NO por parte de
los macrofagos (Stich y col., 1998).
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Finalmente, el modelo de inmunidad adaptativ® deovisy B. bigeminase focaliza en el
rol de los linfocitos ThelperCD4+ en la respuesta inmune (Brown y col., 20B%)os linfocitos
T helperproducen citoquinas de las cuales el -phareceria ser el de mayor importancia ya que
activa las células fagociticas y aumenta la praduacde anticuerpos por parte de los linfocitos
B.

3. 6. Diagnostico de la babesiosis

3. 6. 1. Diagnastico directo

3. 6. 1. 1. Deteccion del parasito

El diagndstico de la babesiosis bovina involucreeebnocimiento e identificacion de los
estadios intraeritrocitarios del parasito y se baisgarte, en el tamafo, la morfologia, y las
caracteristicas de tinciéon. El tamafio y la morftdogon los principales parametros de
diagnéstico de la especie causal. Asi, el métoddialgnostico relativamente mas simple y que
mas frecuentemente se ha utilizado, es la obsérvatirecta al microscopio oOptico de los
parasitos intraeritrocitarios presentes en ext@sdide sangre, colectada a partir de vasos
periféricos y tefiidas con colorante de Giemsa. Bst® método solo puede detectar el paréasito
en infecciones agudas y debido a su baja sensibilita es posible detectar parasitos en
infecciones cronicas o subclinicas (Almeria y c@D01). Como consecuencia, varios estudios se
abocaron a la busqueda de genes o secuenciass deiBabesiaspp para desarrollar métodos

de deteccién molecular del parasito altamente Blessy especificos (Bosse y col, 1995)

3. 6.1. 2. Deteccion molecular dB. bigemina

En los ultimo afios han sido desarrolladas distitéasicas de deteccion molecularBle
bigemina Figueroa y col. (1992) desarrollaron un métodaeteccion combinando la técnica de
PCR y deSouthern BlatA partir de una biblioteca gendmica aislaron ragmento de 300 pb
gue fue secuenciado y a partir del cual se disefafmonucledtidos especificos para su
amplificacion seguido del disefio de una sonda gameteccion por hibridacién con el producto
de PCR. El método de deteccion molecular del pardsisarrollado por Figueroa y col., presenta

una sensibilidad de la reaccién de PCR del 3x%0de eritrocitos parasitados mientras que
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cuando se realiza ademas la hibridacion con la asagpecifica, el método aumenta la
sensibilidad detectando parasitemias del orderxil@ 6. Los oligonucléotidos reportados en el
trabajo anterior han sido utilizados en el deskrrdé otros métodos de deteccion molecular del
parasito tales como la PCR y PCR-anidada repogadaDliveira-Sequeira y col. (2005) que
presenta una sensibilidad del 3X1% de parasitemia de la PCR y del 3%1% de la PCR-
anidada.

Una de las técnicas que permite la deteccion samedt de varios patdégenos es la de
Hibridacion en Linea Reversa (RLBH). Este sistem@siste en un paso de amplificacion de la
region hiper variable V4 del gen 18S de la subathigequefia del RNA ribosomal (ARNr 18S)
por PCR y un paso de hibridacion de los productoB@R con las sondas unidas covalentemente
a una membrana de nylon correspondiente. Los cetmdsepecificos utilizados en la reaccion de
PCR se encuentran biotinilados en el extremo 5cual permite la deteccion de la sefial
correspondiente a la hibridacién positiva a tragésla union de estreptavidina conjugada a
Peroxidasa y la reaccion de deteccion acopladasaistrato quimioluminiscente lo cual aumenta
la sensibilidad de este método Se ha reportadatjiE|ando esta técnica es posible diferenciar
en una misma muestra especieslteileriay Babesiaque infectan al ganado bovino en areas
tropicales y subtropicales (Gubbels y col., 1992)

Debido a su elevada sensibilidad, especificidad lgcidad con la cual se obtienen los
resultados, la técnica de PCR ofrece importantetajas sobre los métodos convencionales de
diagnostico. Sin embargo, las técnicas descriptsis leh momento resultan laboriosas y costosas
lo cual dificulta su aplicacion de manera rutinaaiégn en los grandes laboratorios de diagnéstico.
Ademas, a excepcion de la técnica del RLBH los dugamo estan basados en genes previamente
caracterizados. El desarrollo actual de herransedéablsquedas de genes para su analisis nos
permite seleccionar genes especie-especificosdedeataB. bigeminaen muestras de distinto
origen, de manera mas simple y rapida conservamdensibilidad de los métodos reportados

anteriormente.
3. 6. 2. Diagndstico indirecto

Se han desarrollado un gran niumero de métodoslgaeteccion de anticuerpos contra
Babesiaspp. (Weiland y Reiter, 1988; Wright, 1990). Lostoa®s ampliamente utilizados en los
distintos laboratorios de diagnostico son la inmluwoséscencia indirecta (IFI) y el Ensayo
Inmunoenzimético (ELISA) indirecto. En Argentinanlaos métodos se basan en la deteccion de

anticuerpos especificos de sueros bovinos pertamesi a rodeos que se encuentran dentro de la
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zona endémica para la babesiosis. Para ello seeangpimo antigeno un lisado de parasitos
intraeritrocitarios previamente purificados a tswe un gradiente de percoll isosmético. Sin
embargo, este método es muy laborioso y en el dad®. bigeminaresulta dificil obtener
preparaciones altamente enriquecidas debido aagpupdrasitos estan fuertemente unidos a la
cara interna de la membrana del eritrocito o cwgbermite obtener un buen nimero de parasitos
libres. Como consecuencia de ello, las preparasiosgelen contener contaminantes
pertenecientes al eritrocito dando lugar a falsastipos por la presencia de anticuerpos anti-
eritrocitos en los sueros bovinos (Bdsse y col.51.99

En el método de ELISA la calidad del antigeno z4iio es crucial para el desarrollo de
una prueba altamente especifica y sensible. Estdepser logrado utilizando antigenos
recombinantes altamente purificados. Los antiggaosmbinantes no contienen proteinas del
hospedador y las variaciones de lote a lote sonnmai Algunos antigenos d& bovisy B.
bigeminahan sido clonados, expresados y evaluados a tdaVésétodo de ELISA (McElwain y
col., 1987, 1988; Goff y col., 1988, 1989; Hinesaq}., 1989; Bdsse y col., 1990; Palmer y col.,
1991). El requisito mas importante para desarrgitaiebas de ELISA es utilizar un antigeno
recombinante altamente especifico cuya identif@@agor sueros bovinos de distintas regiones
geograficas sea inequivoca para lo cual es fundt@ingue este antigeno despierte en el bovino

infectado poB. bovisy B. bigeminauna respuesta inmune fuerte y duradera.
3. 7. Busqueda de antigenos

La necesidad de mejorar los métodos de diagnosiicda babesiosis bovina y de
desarrollar nuevas vacunas contra la babesiosisohducido a la busqueda, identificacion y
caracterizacion de antigenos. En tal sentido, taabusquedas se han dirigido a las proteinas
de membrana de merozoitos y esporozoitos (Hodgsoh,y1992, a las del complejo apical en
particular a las proteinas de las roptrias (Brgweol, 1998; Brown y Palmer, 1999) y a las
proteinas de la superficie de eritrocitos infectg@sompole y col., 1993).

Los métodos de busqueda de antigend3.degeminay B. bovisque han sido explorados
comenzaron por la identificacion de antigenos detufexoantigenos) derivados del cultino
vitro de estos parasitos. Montenegro-James y colab@séor1.983 describieron la presencia de
al menos tres antigenos solubles de bajo peso ulatg87 a 50 kDa) a partir de la purificacion
de sobrenadante de cultivo Blebovis

En B. bigemina la identificacibn de antigenos por inmunopreaigiin de proteinas

marcadas en Metionina cdf8 utilizando sueros bovinos producto de una infecexperimental
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ha permitido identificar exoantigenos especie-afipes de 240, 112, 50 y 29 kDa (Passos y
col., 1998). Asimismo, se han detectado antigemosndrozoitos d@. bigemina yantigenos
localizados en la superficie del eritrocito infettgporB. bigeminautilizando esta misma técnica
(McElwain y col., 1988; Shompole y col., 1995). didhalmente, la basqueda de antigenos ha
involucrado la purificacion de las organelas qugaal proteinas secretorias, tal es el caso de las
roptrias. El aislamiento de las roptrias de losaneitos deB. bigeminaha permitido identificar
una de las proteinas mas estudiadas de este he&sitpap58, la proteina asociada a las roptrias
(RAP-1) (Machado y col., 1993).

Otro abordaje para la identificacion de antigerasitio la construccion de una biblioteca
de expresion con ADN copia de un determinado estdell parasito. Figueroa y colaboradores
(1992) detectaron con anticuerpos monoclonalegemis de la superficie del merozoito a partir
de una biblioteca de expresion de este estadio.

Recientemente, se ha comenzado a combinar la detede antigenos en bibliotecas de
ADN copia con herramientas de bioinformatica degbésla de secuencias homologas para su
identificacion y posterior caracterizacion teniemtiocuenta la gran informacion disponible en las
bases de datos de genomas enteros anotados desorgsirpertenecientes al mismo phylum
(Figueroa y col., 2006, 2004; Fishery col., 2001)

El advenimiento de la era post-genémica generoran gimero de herramientas para la
deteccion de nuevos antigenos. En tal sentido,esardbllo de técnicas de protedmica nos
permitird obtener mayor informacion sobre las prate antigénicas de un determinado estadio
para su posterior identificacién y caracterizacior otro lado, la informacion disponible de los
genomas completos y el desarrollo de un gran nuamherberramientas bioinforméticas para el
analisis de la informacion gendmica resulta un netods rapido y amplio para la busqueda de

nuevos antigenos.

3. 7. 1. Antigenos mas relevantes d& bigemina

Una de las proteinas asociada a las roptrias amgtite estudiada es RAP-1 que esta
constituida por una familia de seis genes polina6di(Brown y Palmer, 1999). El locus del gen
rap-1 posee una organizacion compleja conteniendo aloménes clases diferentes de genes
relacionados. La organizacién basica del locag-1 en la cepa JG-29 consiste en cinco
repeticiones en tandem de los arreglos de los gapekay rap-1b, con una sola copia del gen

rap-1c en el extremo 3" del locus (Suarez y col032@Figura 8). El gemapla posee cuatro
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variantes con una region central conservada erstoalalaal (dos copias)tap-lafl, rap-la
S2 yrap-la3 (Mishra y col., 1998; Mishra y col., 1999).

YJR070-
like ORF

- NNz =

Figura 8. Estructura del locusap-1 en la cepa JG-29 d& bigeminabasada en el analisis de restriccion,

PCR y secuenciacion (Suarez y col., 2003)

Se ha demostrado en numerosos trabajos que lainaro®AP-1 de 58 kDa (se la
denomina también p58) es altamente inmunogénica laar células T y B y ademas, posee
epitopes conservados entre diferentes cep&s deemina(McElwain y col., 1987; McElwain y
col.,, 1991; Rodriguez y col.,, 1996). Los estudieslizados con su ortdloga @ bovis
demostraron que anticuerpos contra RAP-1 inhibenedtrada del parasito al eritrocito
(Mosqueda y col.,, 2002). Estas observaciones @migue las proteinas RAP-1 poseen un
importante rol funcional en la invasion del paissiendo blanco de la respuesta inmune
protectiva.

Otras proteinas menos caracterizadas son p200 yOH&p2proteina de 200 kDa se
localiza en el citoplasma y en los cuerpos esférita merozoito. Asimismo, esta proteina posee
epitopes B. Por lo tanto, un fragmento correspondia este gen se ha expresado de manera
recombinante para su utilizacion en el desarrollopdeebas de diagndstico serologico de
animales infectados pdB. bigeminautilizando la técnica de ELISA (Tebele y col., 200
Altangerel y col., 2009). Adema4s, se determiné pade de la secuencia del gen que codifica
para esta proteina se encuentra en el aislami@ma& Argentina y en otros de Kenia, Australia,
Sudafrica, Brasil, lo que sugiere su conservaciatreeaislamientos de distintas regiones
geograficas (Tebele y col., 2000).

Otro antigenale B. bigeminaeportado en la literatura es la proteina de skérkico de
20 kDa: Hsp20. Esta es homologa a la proteina gerficie de 20 KDa ddé8. bovisy se
encuentra conservada en distintas especies dengpajos. Se ha confirmando la presencia de
epitopes B y T conservados en distintos aislamgedéoestos parasitos (Brown y col., 2.005).

Como se puede observar en la literatura, poca®ipest deB. bigeminahan sido

caracterizadas. Teniendo en cuenta los datos aasedtde la anotacion del genomadéovisy
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las secuencias ensambladas del genonta Begeminala bdasqueda, anotacion y caracterizacion

de nuevas proteinas resulta inminente.

3. 8. Mecanismos de invasion eBabesia

La invasion a la célula hospedadora de los pasasiél phylum Apicomplexa involucra
sucesivos pasos de exocitosis de tres organelastaéxs diferentes: micronemas, roptrias y
granulos densos (cuerpos esféricosBabesiaspp) (Figura 6) Los hallazgos obtenidos en
estudios recientes han extendido la homologia @stal de este grupo de organelas entre la
mayoria de los miembros de este phylum, sugiriequi® en estos organismos estas organelas
cumplen la misma funcion (Dubremetz y col., 1998).

La entrada a la célula se inicia por el contacimeeel complejo apical del parasito y la
superficie de la célula hospedadora y continta leomternalizacion progresiva del sitio de
contacto del complejo apical. Esta entrada se peden la direccion antero-posterior y
eventualmente detras del parasito se va formanorgndo la vacuola parasitofora presente en
algunos organismos del phylum Apicomplexa talesa®nfalciparum Una vez adentro de la
célula, el parasito queda inmovil. La observacion mp@roscopio electrénico demuestra que la
internalizacion ocurre en una vacuola que es undm@cion de la membrana plasmatica de la
célula hospedadora, aunque se separa de ellaiéio desentrada (Aikawa y col., 1981)

El rol de las organelas del complejo apical restltadamental en este proceso. La
exocitosis de las roptrias ocurre durante la ifrase han encontrados proteinas de las roptrias
en la membrana de la vacuola parasitéfora temptarante el proceso (Saffer y col., 1992). Los
granulos densos también son exocitados en la \veacoiolutos después de que esta se cierra y su
contenido se asocia con el contenido vacuolarmdebrana. (Cesbron-Delaw, 1994). Debido a
gue la invasién esta impulsada exclusivamente pagisito, depende completamente de la
motilidad por deslizamientaliding motility) del parasito. Esta movilidad es dependiente sle la
proteinas actina y miosina, pero los mecanismodedézamiento dependen de otras proteinas.
Numerosos datos sugieren que las proteinas coatemd los micronemas cumplen un rol

fundamental en este proceso (Figura 9).
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Figura 9. A. Esquema simplificado de los sucesivos pasos de/ésion del merozoito ddasmodiunsal
eritrocito. 1. El proceso comienza con la adhesion del parésila auperficie del eritrocito por
deslizamiento, una sefial de la superficie de lala@s transducida al complejo apical del paragitba
sefal induce la reorientacion del parasito, la kasis de los micronemas, la unién de la zona aplieh
parasito a la membrana de la célula y la formad@éma union entre las dos membrariasLas roptrias
son exocitadas mientras el parasito se deslizaa helcinterior de la célula y la vacuola parasitafor
comienza a expandirse, se descarga el contenitds deptrias y los mircronemas;La vacuola continda
Su expansion hasta que la union alcanza el extyaterior y el parasito queda inmovil dentro de la
vacuola que se sella al igual que la membrana riteba@to. Se produce la exocitosis de los granulos
densos (erBabesiase llaman cuerpos esféricos) al espacio vacublavladuraciéon morfogénica a la
forma de anillo (trofozoito)B. Micrografia de transmision electronica de un meitoz (MZ) de P.
falciparumpenetrando por el extremo apical en un eritrq@BC). M: micronemas y R: roptrias (foto de
origen desconocido obtenida del sitio del Naciohedtitute of Allergy and Infectious Diseases

http://www.niaid.nih.gov/Pages/default.aspx).

El modo de invasion de los eritrocitos utilizada Babesiaspp. es similar al de muchos
de los parasitos del phylum incluyendoPéasmodiumspp. y Toxoplasma gondiicuyos
mecanismos de invasion fueron descriptos en ebpamterior. . ElBabesiaexiste una diferencia
notable. Una vez adentro del eritrocito, el papését escapa de la vacuola parasitéfora que se ha
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formado por invaginacion de la membrana del eitivodurante la invasion (Rudinska y col.,
1976). Actualmente no se conocen los mecanismopigicen este evento, pero las imagenes
obtenidas por microscopia electronica han demostjadadurante todo su ciclo intracelulBr,
bovisse encuentra libre en el citoplasma del eritra&mwling y col., 1996).

Las interacciones moleculares entre los merozaiédBabesiaspp. y los eritrocitos del
hospedador y su rol biolégico aun no se han diadnd Por lo tanto, se requiere conocer
profundamente los mecanismos basicos de la fasaiasdel ciclo de vida, en particular el
proceso que involucra la invasién del merozoiterdtocito, para el desarrollo de herramientas
eficientes que ayuden a prevenir la babesiosis mocaonsecuencia las grandes pérdidas

econdmicas ocasionadas por esta enfermedad.

3. 8. 1. Proteinas involucradas en la invasiéon: ddasmodiuma Babesia.

Como se menciond anteriormente, el proceso de igwate los parasitos del phylum
Apicomplexa estd mediado por la secrecion de nusasrproteinas de la superficie del parasito y
de las organelas secretorias del complejo apidabydo a que este proceso se ha conservado a lo
largo de la evolucién es probable que las protemas estan involucradas en este procesa
también se conserven. En tal sentido, Gaffar ybookdores en el afio 2004 identificaronBen
bovis dos proteinas que se localizan en los micronemasetlezoitos que fueron identificadas
previamente erPlasmodium Una de ellas es la ortéloga al Antigeno de MendrApical 1
(AMA-1) y la otra es la ortéloga a la Proteina AmaaiRelacionada a Trombospondina (TRAP).
En PlasmodiumAMA-1 se localiza en micronemas y es secretadaahlacsuperficie de los
merozoitogHowell y col., 2003). EmB. bovisesta proteina ha sido localizada en el extremo
apical del merozoito utilizando anticuerpos espaadfen una inmunofluorescencia indirecta y la
pre-incubacion de los merozoitos libres con suespecificos contra AMA-1 reduce la invasion
al eritrocito. (Gaffar y col., 2004a). Por otro ¢ada proteina TRAP de los esporozoitos de
Plasmodium posee varios dominios conservados en proteinasmioeonemas de otros
apicomplejos y funcionan como ligandos en la irttei@ con las células del hospedador (Sultan
y col., 1997). Al igual que eRlasmodiumla proteina TRAP dB. bovisfue identificada como
una proteina transmembrana de tipo 1 que cont@nedminios von Willebrand A (VWFA) y
trombospondina tipo 1 (TSP-1(Gaffar y col., 2004b). Los andlisis inmunolégicasn
anticuerpos especificos contra esta protein®.ehovisinhiben la invasién del merozoito al

eritrocito.
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Ademas de TRAP y AMA-1, eB. bovisse han reportado otras proteinas exclusivas de
este parasito involucradas en los mecanismos @i al eritrocito. Entre ellas se encuentra el
Antigeno de la Superficie del Merozoito (MSA-1) aufgncion esta relacionada con la union
inicial del merozoito al eritrocito del hospedadi@off y col., 1988; Mosqueda y col., 2002). Otra
proteina relacionada es la MSA-2 que también selesia en la membrana del merozoito
facilitando la invasion del eritrocito (Goff y cpl1988; Jasmer y col.,, 1992). La Proteina
Asociada a las Roptrias 1 (RAP-1) que ha sido ipadh en las roptrias del complejo apical de
merozoitos esta involucrada en la union al eritoogara su posterior invasion (Dalrymple y col.,
1993; Suarez y col., 1991; Yokoyama y col., 200Z3siyueda y col., 2002). Finalmente, las
proteinas de los cuerpos esféricos SBP-1, BP-2 R-BParticipan en la internalizacion del
parasito dentro del eritrocito jugando un rol enpkenetracion del parasito y luego en el
crecimiento y la viabilidad del parasito en el citgma del eritrocito (Hines y col., 1995; Jasmer
y col. 1992; Dowling y col., 1996; Ruef y col., Z00

El eritrocito también cumple con un rol fundamergalla invasion, se ha reportado en
estudios previos que residuos de acido sialicmendmbrana funcionarian como receptores del
pardasito en el proceso de invasion (Kania y cb®95; Zintl y col., 2002; Gaffar y col.., 2003).
Por otra parte, el heparan sulfato (una forma mentatada que la heparina) localizado en la
superficie del eritrocito (Trybala y col., 1993;a%i y col., 1996) es reconocido por las proteinas
de la superficie de los merozoitos.

En la Figura 10 se esquematiza el proceso de iwakB. boviscon las proteinas cumplen un
rol de importancia.

VMSAs
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Figura 10. Esquema del proceso de invasiorBdéovisal eritrocito con las proteinas involucradas tanto
del parasito como del eritrocito bovino (Yokoyameoy., 2006)

En B. bigeminano se han encontrado homodlogos a las proteinas &%8omo tampoco
para las SBPs. Es posible que otras proteinas aioentificadas cumplan un rol similar en la

invasion

3. 8. 2. Proteinas del tipo Perforinas

Las perforinas, son un componente ancestral dehaksde proteinas involucradas en la
intima relacién patdgeno-hospedador.

Las proteinas formadoras de poro fueron inicialmearacterizadas en mamiferos como
componentes fundamentales en mecanismos involuceadss respuesta inmune. Las proteinas
del complemento C6 a C9 son homodlogas y poseeroonint central de ataqgue a membrana:
Membrane Attack Complex/PerfofMACPF) (Morgan, 1999) al igual que las perforimkeslos
granulos secretadas por los linfocitos T citotoxigdas célulasatural killer NK (Liu y col.,
1995; Polekhina y col., 2005). Hadders y colaboresld2007) han expresado y cristalizado el
dominio MACPF de la subunidad alfa de la proteinh aemplemento humano C8 (@8
MACPF). La estructura tridimensional se componeuda hoja plegada de cuatro cadenas beta,

rodeada por alfa hélices que forman dos segmestagtirales (d1 y d3) (Figura 11).
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Figura 11. Estructura del G8MACPF humano (Hadders y col., 2007).

El dominio MACPF se encuentra en proteinas de sldgetipos celulares y organismos.
Una proteina con dominio MACPF fue identificadaayacterizada en la bacteria Gram-negativa
intracelular obligada y patogena de humar@isamydia trachomatigPonting, 1999; Taylor y
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col., 2010). Ademas, este dominio se ha identificmdoina proteina de la gamma-proteobacteria
Photorhabdus luminiscen@lu-MACPF). Esta bacteria es una enterobacteram@regativa
simbionte de nematodes del suelo y es altamendggra en insectos infectados por nematodes.
Posee un complejo ciclo de vida, incluyendo un déstasimbionte caracterizado por la
colonizacion del intestino superior del nematodenyestadio patogénico, caracterizado por la
liberacion de esta bacteria del nematode al hemalzla larva del insecto que esta infectando.
Esto provoca la muerte del insecto a causa deokimas bacterianas. Rosado y col. (2007)
lograron cristalizar el dominio MACPF de la proteida esta bacteria. Al igual que en la
estructura cristalizada de &G8ACPF, este es una molécula plana con forma j#e gae posee

una hoja de cuatro laminas beta antiparalelas (&ib2).

MACPF

Figura 12. Estructura del Plu-MACPF (Rosado y col., 2007).

Los reportes sobre el dominio MACPF en diversosamigmmos demuestran que su
estructura tridimensional y por lo tanto su func&std conservada evolutivamente. Todas las
secuencias aminoacidicas correspondientes a estmidoposeen un motivo caracteristico
(Y/W)-Xe-(FIY)GTH(F/Y)-Xs-GG, donde X podria ser cualquier aminoacido (PgntlL999)
(Figura 13).
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CT153 Ct ENTVICSTAAHSLYTLKEDD-SSNPSEKRLDSCFRNWIENKLSANSED-- —swsmrmx IGFQVLKLSFEQVEDL (36 )
CT153 Cp ENTVTHSTASRTLYILROD GFQVLEMSYLQVEEL (36)
Perforin Mm Q¥YNFNSDTVECEMYSFRLVQ--KPPLHLDFKEALRALPENFNSSTEH GRISVLTALRTCQLTLN (51)
Perforin Hs QYSPSTDIVECHFYSFHVVH--TPPLEPDFKRALGDLPHHFNASTQR ISALTALRTCELALE (51)
Compl. C6 Hs SFIRIHKVMEVLNFTTEAK---DLHLSDVFLEALNHLPLEYNGSA-- DLLYQOPSSEELKNS (50)
Compl. C7 Hs QLLVVENTVEVAQFINNNPE-- FLOLAEPFWEELSHLPSLYDYS-- YRVLFYVDSEKLEQN (45)
Compl. C8a Hs IFTRI FTKVQTA:—[FIGV}RKI:— DImDEGm.QSLmPDQYNYG—— YEYILVIDKAKMESL (53)
Compl. CBb  Hs IYEYTLVMNEERMERG (54)
Compl. C8 Hs o YELIYVLDEASMKRR [54)
T22A6:120 At TI’Q\LZ;FJ“VE ISLYSVALD- - - - ESQVLLREHEVEQAVPSTWDPA- - - - - - - H VIYAKQ-QHSSKLO (45)
Mpg-1 Mm QAVTTRVQVRNEIYTVETTP-- TSELSLGFTEALMDICDQLEKNOTKMATYLAET LI LNY c3u: 1VQEDHV-RSSFLLD (44)
SpoCl1-CiC En CGLWSIGDLNYTVQFOMQSL---ERCINADFIWAARRLPCWDENDASAR- -DAFAKFRA CLEARYOLOVIRFDASDESK (35)
Apextrin He OQTIQNFGHMRYLTSLAEHD---GFEIAREFRIDVCDLPTTYATH------- TYMEFLS| TCINSREDRSSFVED (55)
KIAADB34 Hs YPMVQQWRVRSNLYRVKLS- --TITLAAGFTNVLEILTKESSRE------ -ELLSPIQ ELTCIIHFPSKEVQOQ (35)
Astrotactin Hs YPVLOHWKVRSVMYEIKIN---QVAISOALSNALHSLDGATSRA------- DFVALLD ESCSINYPNKQVORR (29)
Torso-like Dm ¥YSYVLVRVVRFRETGRLNA---EIPVHQPLEPDVRSEMDQLOIGNIT- - --SAVRFM NSLYQVEVYSRENYSMI (49)
Hypothetical ~Hs YREFARWKVRNLALERKDFFSLELPLAFEFIRNIRLLGRRENLO------ QVTENLIK e GEESLTIFVDEQELGRE (42}
IB3083A Hs YREFARWKVWRNTAIERRDLVRHPVPLMPEFQRSIRILGRRPTTO-----~ QFIDTITIKE g e« GEEAT, TMYMDESRLDRK (25)
Consensus/80% SRR . - DU . SRR - DU, 1l...b.pshp.lepp.pis........ b..bbppaGTHL] . pspbGub. .. .h.b.p.ph...
2-structure/PHD hhREETEEEERS hHHEHHHEEH EEEEEe €EEEEEEe

|
CT1153 Ct sSETVFLAE (10) LDFKDWSESVHLE- -FVFIQV-8LOPI TNLLVELHFENIGARELSNERESLOCIIIAVYLK 3328555 427-621
CT153 Cp AQTVFLAEE (10) LDOFKDWSESIPNE--PIELAT-SVSSITDLIIPELFPSEDAQVLSOKKSALGOVILNYLE 4376445 32-226
Periorin Mm RHVEVLGE (16) EQFSTWTASLESN- - PGLVDY - SLEPLHTLLEEQ- - —---—--~ NEKREALRCEMSHYIM 125820 165-368
Perforin Hs RHSEVVEE(16) EQYSAWVNSLEGS- -FGLVDY - TLEPLHVLLDSQ- - -------~ DERREALRRRMLSOYLT 125819 166-36%
Compl. C6 Hs SIsSLIRde(19)KTFSEWLESVKEN- - PAVIDF-ELAPIVDLVENIE- - 45559406 312-516
Compl. C7 Hs GEPFIRGE(20) RRYSAWAESVTNL- - PQVIKQ-FLTPLYELVKEVE- - 4557387 245-450
Compl. CBa Hs IISRVRGE(14)ITYRSWGRSLKYN--PVVIDF-EMOPIHEVLRHTSLG 1 4557389 288-493
Compl. C8b Hs LvVvLVREE (16) DLMQEWGDAVQYN- - PALIKV-EVEPLYELVTATDFA 4557391 291-498
Compl. C9 Hs VVSLIRGE (20) TOFVNWASSINDA- - PVLISQ-KLSPIYNLVEVEME- N 4502511 293-503
T22A6.120 At ADTSSLGS (21) BMENEWLQTVOME- -PDVISM-SFIPITSLLINGY--- 5051771 125-320
Mpg-1 Mm SRVQSFEH( 6) ITLETWQKGITNH- - LVAIDR-AGLPLHFFIKPDKLPGLEGELVEKLSKTVETLWREYYT 2137564 143-342
SpoC1-CiC En SKCsWMde (15} RLFSQWIRSIGASGTODVIHV- TADSIYNFLLRSFNE----- EHKEIGDEKIQRESRFHSK 283343 126-320
Apextrin He PITISLI[(20)ECPSNWARSTIAT--NILTGLKEYANYRGVVESSDEDVIVELTWEDGKYALPEWTLGDN 3378106 160-378
KIAADE34 Hs sSDDQLIE (16)LCRRPGKEQLS FT- - PFVLLEINRVVPLYTLIQDN - - KELFE: (SS¥W 3327082 833-1017
Astrotactin Hs GTERMANE(16) LCHVTSSPDTPAE- - PVLLEVIFAAPIYELVT? QRLLOEEYTMESLW 2564326 B811-999
Torso-fike Dm QYEYY¥VVK(11l) TLLRSLDSLLGND-AILOLDLKSLKPIFREEPE- - KESWYHEVLONNVK 731018 149-343
Hypothetical  Hs HHIQIATE (16) ¥DNLDSVSEVLVG- - SPENKV-QLLGLOVLLPEY- - -LRERFVA[ALSYIT 4200216 87-279
IB3089A Hs HEIQISTE(16) ¥DNLDSVESVLLY- -STESKL- HLOGLOTIFPQY-- ---LOEKFVQSALSYIM 3041877 72-251
Consensus/B0% bl..phipsliip. s 1 SRR pp.b.pAh. .hh.
2-structure/PHD hhhhe ee ee e "hHHHHHHHHHEH Current Broiogy

Figura 13. Alineamiento mdultiple del dominio MACPF de protas de diversos tipos celulares y
organismos. En negro se resaltan los aminoacidbsndgvo caracteristico del dominio. Debajo del
alineamiento se encuentra la prediccion de la @sittas secundaria del dominio (e/E: hebra extendida
lamina beta, h/H: alfa hélices) (Ponting, 1999).

La formacién del poro a través de proteinas conitioMMACPF es un proceso que
involucra mdultiples pasos que se inician con lares@6n de mondmeros que se unen a un
receptor de la membrana blanco (Rosado y col., )2088bsiguientemente, se produce la
oligomerizacion para formar un pre-poro circulamr pateraccion lateral de los mondmeros
seguido por el cambio conformacional del dominio &%, resultando en la insercion de un
gran poro en forma de barfil{Figura 14). La funciones de estos poros incluyamtestruccion
de las células blanco por disrupcion de la membraxi@rna (bacterias y proteinas del
complemento) (Rosado y col., 2002); la liberaci@notias proteinas efectoras a través de este
poro (liberacion de granzimas por perforinas) (Ripkcol., 2007); o la facilitacion del recorrido
del patdgeno a través de la membrana (Schnupfrtpd3o 2007).
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Figura 14. Mecanismo de insercién del dominio MACPF en la toema. En rojo se observan las dos
hélices alfa (TMH1 y TMH2) que se despliegan entroudédmina beta antipaticas que atraviesan la

membrana En celeste el grupo de laminas beta (Bgseal., 2007)

3. 8. 3. La familia del tipo Perforina en Apicomplaa

El primer reporte de esta familia en apicomplejesrealizado por Kaiser y col. en el afio
2004. Estos autores han identificado en el genoshgatasito de roedorddasmodium yoelji
una familia de cinco genes que codifican para cproteinas de membrana del tipo perforina con
dominio MACPF (PLP) (Figura 15). Ademas, cada uepaedtas cinco proteinas se encuentra

conservada en distintas especiesPiissmodium manteniendo una mayor identidad entre los

genes ortélogos mas que entre los paralogos deespéaie (Figura 16).

PPLP1

PPLP2

PPLP3

PPLP4

PPLP5S

Figura 15. Estructura de los cinco genes de la familia PLIPldemodium yoeliiEn rojo el péptido sefal

y en azul el dominio MACPF.
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Figura 16. Alineamiento entre las proteinas PLP1Riefalciparumy deP. yoelii En gris oscuro estan
marcados los residuos altamente conservados (Kads®r, 2004)

Un estudio reciente, reportd la existencia de dastepras del tipo Perforina de
Toxoplasma gondi{TgPLP) (Kafsack y col., 2009). EI dominio MACPE t proteina TgPLP1
posee los elementos de la secuencia nucleo impestapara la formacién del poro y
principalmente la conservacion del motivo carasted del dominio MACPF. Ademas, existe
homologia estructural con los dominios MACPF cliztalos de C8 y de la proteina de.
luminiscengFigura 17).
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Figura 17. Modelo de estructura tridimensional de TgPLP1 monblogia a Plu-MACPF. Laminas beta

en celeste y dos dominios de alfa hélices en réj@/CH2 (Kafscack y col., 2009).

Los grupos de hélices CH1/CH2 (TMH1/TMH2) alternassiduos hidrofébicos e
hidrofilicos, en consonancia con la capacidad devexirse en laminas beta antipaticas que
atraviesan la membrana durante la insercion ded ®hatursky y col., 2009; Tilley y Saibil,
2006). Los dominios ricos en laminas beta del extr€-terminal jugarian un papel critico en la
unién a la membrana (Li y col., 1991).

Recientemente, Kafsack y Carruthers (2010) reaizamna revision de las proteinas del
tipo perforinas anotadas de apicomplejos. El ndrderdominios MACPF varia entre ninguno en
Cryptosporidiumde dos a tres en Coccididekoplasma gondiNeospora caninung Eimeria),

cinco en HaemosporididaBlasmodiumy ocho en Piroplasmid®( bovisy T. annulata

3. 8. 3. 1. Expresion de los genpp en Apicomplexa

Hasta el momento, existen evidencias de expregdngigeneplp en varios estadios de

los parasitos apicomplejos. En la Tabla 2 se efpatiestos datos.
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Género Gen Estadio Evidencia
Toxoplasma TgPLP1 | Taquizoitos Proteina (Kafsack y col., 2009)
Bradizoitos EST (Gajria y col., 2008)
Neospora NcPLP1 | Taquizoitos EST (Gajria y col., 2008)
NcPLP2 | Taquizoitos EST (Gajria y col., 2008)
NcPLP3 | Taquizoitos EST (Gajria y col., 2008)
Eimeria EtPLP1 Esporozoitos EST (www.ncbi.nlm.nih.gov/est?term=(txid5802[orgn]).
EtPLP2 Esporozoitos EST (www.ncbi.nIm.nih.gov/est?term=(txid5802[orgn]).
Plasmodium PPLP1 Esporozoitos/intraeritroc. | Protein/Protedmica (Ishinoy col., 2005/Lasonder y col., 2002)
PPLP2 Intraeritrocitario Protedmica (Florens y col, 2002)
PPLP3 Ookineto Proteina (Kadota y col., 2004)
PPLP4 Ookineto Protedmica/EST (Hall y col. 2005/Raibaud y col, 2006)
PPLP5 Ookineto/esporozoito/ Proteina/Protedmica/Protedmica (Ecker y col., 2007/Lasonder y
gametocito col., 2002)
Theileria Tplpb Piroplasma EST (Gardner y col., 2005)
TaPLPe Esquizonte EST (Painy col., 2005)
Taplpf Macroesquizonte EST (Painy col., 2005)
Babesia BbPLPb | Intraeritrocitico EST (De Vries y col., 2006)

Tabla 2. Evidencias de expresion estadio-especifica de doggplp en Apicomplexa (Kafsack y col.,
2010)

3. 8. 3. 2. Rol de las PLPs en Apicomplexa

Los estudios de microscopia de fluorescencia céisuatpos especificos contra la PLP1
de P. yoelii,demostraron que al igual que la proteina TRAR, sstlocaliza en los micronemas
de los esporozoitos, indicando que estas protedstn involucradas en la movilidad por
deslizamiento dliding motility) caracteristica de los parasitos de este phylunldPtanto, las
PLPs cumplirian un rol importante en la interacaiéhparasito con el vector y la transmision al

hospedador (Kaiser y col., 2004) (Figura 18).
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overlay

Figura 18. Localizacion subcelular de la PLP1 en esporogdaitolas glandulas salivales Blessmodium
yoelii por inmunofluorescencia indirectA. Anticuerpo especifico anti-PLPB,. Anticuerpo especifico

anti-TRAP yC. Superposicion de ambas imagenes fluorescenteisefiacol., 2004)

El primer reporte que demostrd la importancia @l de las proteinas con dominio
MACPF en la invasion de la célula del hospedaderdn la PLP1 d®lasmodium(SPECT1)
(Ishino y col., 2005). Esta proteina juega un ropartante en la invasion del esporozoito al
higado, por ruptura de la barrera entre el sisteir@latorio y los hepatocitos. La lamina
sinusoidal del higado es una barrera que los espibos deben romper para establecer la
invasion de los hepatocitos. La ruptura de la mamibde las células de Kupffer es esencial para
gue el esporozoito entre a la célula. La abolidénla actividad de ruptura de la PLP1 por
interrupcion del gen, produce una falla en los padseiales de la invasion del parasito a la
célula.

Otros reportes han demostrado la importancia dasegtoteinas en la invasion de
Plasmodiumpor ruptura en la membrana de la célula del haspmd La interrupcion en
ookinetos del gen que codifica para la PLP3 (MA®@M)ide la invasion del epitelio del intestino
medio del mosquito vector. El andlisis detallado microscopia electrénica ha demostrado que
los ookinetos pueden adherirse a la superficielarellel epitelio pero no puede ingresar al
citoplasma. Por lo tanto, esta proteina es esepaial la ruptura de las células del epitelio previa
a la invasion del intestino del mosquito (Kadoteoy., 2004). De la misma forma, Ecker y col.
(2007) han demostrado que, la proteinaPdeébergheiPLP5 es esencial para la invasion del
intestino medio del mosquito. El analisis funciodaldistintas mutantes de este gen en ookinetos
evita la invasion de las células del epitelio.

En estudios recientes, se ha demostrado la localizale la proteina PLP1 de gondii
en micronemas (TgPLP1) (Figura 19). Estas orgarsasimportantes para el movimiento por
deslizamiento y la invasién. Al igual que otras pmoas de micronemas, TgPLP1 se secreta de
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manera calcio-dependiente. No ha sido demostragxpeesion y localizacion de la TgPLP2
(Kafsack y col., 2009).

Figura 19. Expresion de TgPLP1 en micronemas (fluorescenga yoel marcador de micronemas MIC2
(Verde). Imagenes superpuestas por colocaliza@@ntbas proteinas, en amatrillo

Como se detallé anteriormente, el recorrido celylar los esporozoitos tiene como
caracteristica lesionar la membrana plasmaticacdatraste, no se han observado lesiones por
taquizoitos deroxoplasmgoor lo que se estima que TgPLP1 cumple un rol gifier al de las
PLPs caracterizadas &tasmodium

La supresion del geplpl de T. gondii por recombinacion homéloga, que resulta en la
pérdida de expresion de este gen, provoca un detattel egreso del parasito de la célula
infectada. Los parasitos quedan secuestrados &ntkacuola parasitéfora y la membrana
plasmatica de la célula. Se propone que la formagemporos en la membrana de la vacuola
parasitéfora permite escapar a los parasitos Woaammo conducto para secretar las proteinas
efectoras que ayudan a la salida del parasito ci&uda huésped.

En Piroplasmida poco se sabe de esta familia deipes. EnT. parva T. annulatay B.
bovisalgunas de ellas estan anotadas en el banco de geentras que, €. bigeminano hay
reporte alguno. Asimismo, los mecanismos de invasioegreso deBabesiano han sido
dilucidados. En consecuencia, la identificacion aracterizacion de esta familia del tipo
perforinas aportara herramientas Utiles para ebfgosontrol de estos parasitos.
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Objetivos

Objetivo general
Contribuir al estudio de la babesiosis bovina aésade la aplicacion de herramientas de

genomica y protedémica para la identificacion deegetandidatos para el desarrollo racional de

vacunas y el mejoramiento del diagndstico de fareredad

Objetivos especificos

1. Desarrollo de un método de deteccibn moleculaBdbeigeminasensible y reproducible a

partir de la informacién gendmica disponible.

2. Identificacion de antigenos &e bigemina

2. 1. Protebmica: separacion en dos dimensiones de ctodraproteicos del estadio
intraeritrocitario deB. bigemingpara la deteccion de antigenos inmunoreactivézarndo sueros

de bovinos infectados.

2. 2. Genobmica: Identificacion y caracterizacion de gepetencialmente involucrados en los

mecanismos de interaccion patdégeno-hospedadoribspepara el phylum Apicomplexa.
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Materiales y métodos

1. Paréasitos

1. 1. Cepas de referencia

En este trabajo, contamos con las siguientes ckpeeferencia (Tabla 1).

Especie Nombre | Fenotipo 1 Origen Alias Pais In vitro
BboS2P patdégena Salta 178 Argentina si
BboS1P patégena Salta Argentina no
BboS1A ND Salta Argentina si
BboR1A atenuada Rafaela 44 Argentina si
BboM1A atenuada Salta Argentina no
BboM2P patdégena Mercedes Cinquini Argentina si
BboM3P patdégena Mercedes Virasoro Argentina si
Babesia Bovis BboUy1A atenuada ND 167 Uruguay no
BboUy2P ND ND 24-41 Uruguay no
BboUy1P patdégena ND 41(3758) Uruguay si
BboBr1P patégena ND Brasil no
BboBr1A atenuada ND 3757 Brasil Si
BboMx1P patdégena ND Méjico si
BboMx1c ND ND Mo7 Méjico si
BbiS1A atenuada Salta 209 Argentina si
BbiS2P patégena Salta 233 Argentina si
BbiS2A atenuada Salta 187 Argentina si
BbiS3P patdgena Salta 386 Argentina si
BbiM1A atenuada Mercedes AlenCué Argentina no
BbiM1P patdgena Mercedes AlenCué Argentina no
BbiM2P patdégena Mercedes Chavarria Argentina no
Babesia bigemina BbiM3P patégena Mercedes lbera Argentina no
BbiUy1A atenuada ND 148 Uruguay no
BbiUy1P patdégena ND 70 Uruguay no
BbiUy2P ND ND 103-70 Uruguay no
BbiBr1P patdégena ND Brasil no
BbiBrA atenuada ND 3808 Brasil no
BbiMx1P patégena ND Méjico si
BbiMx1c ND ND JG29 Méjico Si

Tabla 1. Cepas de referencia disponibles para este trabagside ND= no determinado
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Las cepas BbiS1A, BbiS2P, BboS2P y BboR1A fueropléicados a través del cultivo
de eritrocitos bovinos infectados. Por otro lads,depas BbiM1A, BbiM2P, BbiBr1P, BboM2P,
BboCorrientes y AmVirasoro y Ac (cepa vacunal) @rer amplificados en terneros
esplenectomizados en el INTA Castelar y la Esta&i&perimental Agropecuaria del INTA
Mercedes (Corrientes).

1. 2. Cultivo deBabesiaspp. en eritrocitos bovinos

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron migkighs en cultivan vitro de eritrocitos
bovinos utilizando un método de fase estacionar@aaerofilo (Vega y col. 1985Este trabajo
fue realizado por el Dr. Ignacio Echaide y la M&@t. Beatriz Valentini del laboratorio de
Inmunologia de la Estacion Experimental Agropeieudel INTA Rafaela (Santa Fe).

Los eritrocitos bovinos infectados con los paradiieson cultivados en medio de cultivo
base M199 (Gibco) utilizando 5 mM de HEPES (Sige@jo tampodn, 0,5 mM de bicarbonato
de sodio (Sigma) y enriquecido con 40% de sueronimoviEl medio completo fue logrado
después de la adicion de 5-10% (V/V) de eritroctesun bovino normal. Los cultivos fueron
incubados en estufa a € con una atmosfera de 5% de L@ medio base M199 fue
reemplazado cada 24 h y una proporcion variablecdiivo completo fue reemplazada por

medio completo nuevo luego de 48-72 h (subcultparp evitar el estrés de los parasitos.

2. Extraccién de ADN

2. 1. Extraccion a partir de muestras de sangre iettada conBabesiaspp.

2.1. 1. Extraccion de ADN con Fenol-Cloroformo

Se llevé a cabo la extraccion de ADN gendmico &rpde sangre infectada con distintas
cepas ddabesia bigemin@Bbi), Babesia bovigBbo), Anaplasma marginalfAm) y Anaplasma
centrale(Ac).

La sangre entera anticoagulada fue lavada sietss\aamn PBS 1X centrifugando a 27000
xg durante 30 min a 4°C eliminando en cada pasapa de globulos blancokuffy coa}. Al
finalizar los lavados, el sedimento fue resuspendi@0 ml de solucién de lisis (TrisHCI 100
mM, 1% SDS, 300 mM NaCl, 25 mM EDTA) y se incub@Z#C durante 1 h. Se agrego

proteinasa K a una concentracion final de gg0nl al lisado, e incubé a TA durante 16 horas.
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Luego de dicha incubacion se volvio a agregar prasa K y se incub6 1 hora a 65°C. Se
realizaron tres extracciones con fenol-cloroforreatdfugando cada vez a 9.000 xg durante 1
minuto. Se llevé a cabo la extraccion de la fasmsa& con cloroformo y luego con éter etilico. La
fase acuosa obtenida al finalizar la secuenciattaceiones fue incubada a TA a fin de evaporar
el remanente de éter etilico. EI ADN presente efa$e acuosa fue precipitado mediante el
agregado de medio volumen de Acetato de Amonio 4/ 2 volimenes de etanol 100%

recuperando dicho precipitado en forma de ovilibzando una varilla de vidrio. Se realizé un

lavado final con etanol 70% y se resuspendié eradiue de nucleasas incubando a 65°C
durante una hora para hidratar y solubilizar el ABNADN obtenido se mantuvo a —20°C hasta

su utilizacion en los ensayos de PCR.

2. 1. 2. Extraccion con Detergentes

Este método se aplicé en muestras de sangre deosoprocedentes del muestreo de
rodeos del NOA y NEA enmarcado en un proyecto ad@dencia Nacional de Promocion
Cientifica y tecnoldgica e INTA (PICTO 08-12920) Bste muestro se seleccionaron muestras
de sangre de animales cuyo frotis fue positivo Batageminala sangre obtenida del muestreo,
fue procesada segun la metodologia descripta mrcHi (1989). Brevemente, 400 de sangre
entera fueron homogenizados con 80@e buffer de lisis (Sacarosa 0,32 M, TrisHCI 181 pH
7,5, MgCk5 mM, Triton X-100 1% v/v). Se obtuvo la fracciéanteniendo el ADN (sedimento)
por centrifugacion a 15.000xg por 30 s. A dichadian se le realizaron dos a tres lavados con
buffer lisis hasta obtener un sobrenadante trailglipara minimizar la contaminacién con
hemoglobina. El sedimento obtenido luego de lanatcentrifugacion fue resuspendido en 100
ul de buffer PBND (KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM pH: §,81gCl22,5 mM, gelatina 0,1 mg/ml,
Nonidet P40 0,45% v/v, Tween 20 0,45% v/v) e incddbpor 16 horas con 200g/ml de
Proteinasa K. Finalmente, las muestras fueron ti@svdurante 10 min y conservadas a -20°C

hasta su posterior utilizacion.
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3. Extraccion de ARN

3. 1. Extraccion de ARN con Trizol LS a partir decultivo de Babesiaspp.

Cuando el cultivo alcanz6 una parasitemia may@%lde EP se centrifugé a 3000xg
durante 20 min a°€. Se descartd el medio para seguir trabajandoetpaquete de glébulos
rojos infectados coBabesiaspp El paquete se resuspendio en Trizol LS (Invitrdgeguiendo
la relacion 0,75 ml de Trizol LS por cada 0,25 ralmhquete de glébulos rojos. La mezcla se
homogeneiz6 y se incubd 5 min a TA para lisar @silas. Luego, se le agreg6é 0,2 ml de
cloroformo por cada 0,75 ml de de Trizol LS, sedgigorosamente durante 15 s y se incubd
durante 10 min a TA. A continuacién se centrifugi2800xg durante 15 min 8@. Se formaron
3 fases, la fase de arriba (fase acuosa) que darde\RN fue transferida a un tubo Corex de
vidrio y precipitada con 0.5 ml de isopropanol pada 0,75 ml de Trizol LS y se incubo durante
10 min a TA (TA). Se centrifugd en centrifuga SUrRC5C (Dupont) a 9000 rpm durante 20
min a #C. Se obtuvo un sedimento transparente correspueds ARN que fue lavado con
Etanol 75% (1 ml de Etanol por cada 0,75ml de TriZ). Se mezclé en vortex y centrifugd a
7500 xg durante 5 min &@. Fue descartado en sobrenadante y se dej6 evabaesto del
Etanol durante 10 min a TA. Luego se resuspendsg@dimento de ARN en 50 o 1Qi0de agua
libre de ARNasas y finalmente se incubd la soluei&@® C para disolver el ARN. La calidad del
ARN fue observada en un gel de agarosa al 1% wnédad fue medida en el Nanodrop. Las

soluciones con ARN fueron guardadas &€8Basta su uso.

3. 2. Eliminacién de contaminacién con ADN

La calidad de los ARNs purificados en este trathag optimizada eliminando el ADN
presente como contaminante en algunas de las rmasestilizadas. Para eliminar esta
contaminacion se procedi6 a precipitar el ARN cdor@o de Litio (Ambion) con la mitad del
volumen total de la muestra. Luego, fue incubae@02C durante 30 min y centrifugado a 12000
Xg durante 20 min a°€. El precipitado resultante fue lavado 2 veces Etemol 75% vy
centrifugado a 7500xg durante 5 min @4 Se dejo evaporar el Etanol remanente 10 min a
temperatura ambiente (TA) y se resuspendio el ARN@ul de agua libre de ARNasas. Para
disolver mejor el ARN se incubd 10 min a°65 Se verifico la calidad y la cantidad de ARN en

la muestra y se guardd a °80hasta su posterior uso.
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4. Método de deteccion del parasito

4. 1. Busqueda de secuencias del gep-1a

Las secuencias correspondientes a tres de la® ctaatantes del gen rapla reportado en
la literatura por Suarez y colaboradores en el2dfd8 fueron extraidas de la base de proteinas
no curadas del National Center for Biotechnology forimation  (NCBI:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4. 1. 1. Disefio de oligonucleotidos

Las secuencias obtenidas de los genes paralogasnfugineadas utilizando la
herramienta de alineamiento mdultiple Clustal W2.0.Qarkin y col., 2007)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)eld servidor ExPASy Proteomics Server
(http://www.expasy.ch/). A partir de la region censada entre estas secuencias se disefiaron
oligonucleotidos especificos que fueron analizamwsla herramienta Oligo Analyzer 3.1 de IDT
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OlignAlyzer/). Los oligonucledtidos fueron
sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT)

4. 1. 2. Determinacion de la temperatura 6ptima daibridacion de los oligonucleétidos con

el templado

Se realiz6 la amplificacion deap-la con los oligonucleétidos especificos a distintas
temperaturas de hibridacion por medio de una PCRgmeliente de temperaturas. Las
temperaturas analizadas fuerorfG557C, 58C y 60C. Los templados utilizados en esta
optimizacion fueron BbiM1P y BboM2P como controlespecificidad.

La reaccion de PCR para amplificar los 412 pb e rgp-1a se llevé a cabo en una
cabina especial para preparar las mezclas de oeddmies de contaminantes por la aplicacion de
luz UV luego de cada uso (UV PCR Workstation, UMR)s templados correspondientes a ADN
gendmico extraidos de las muestras de sangre distosos aislamientos, fueron incorporados a
la mezcla de PCR en una mesada aislada. Los comtesrde la mezcla de reaccion se detallan

en la tabla 2.
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Componentes Concentracion Final
10X Buffer DNA Pol (Invitrogen) 1X
MgCl2 50 mM (Invitrogen) 1,5 mM
dNTPs 2,5 mM c/u (Promega) 200 uM c/u
Taqg 5U/ul (Invitrogen) 0,025 U/l
Oligonucledétidos 100 ng/ul (IDT) 2 ng/ ul
ADN templado 2 ng/ul
Volumen final de reaccién: 50 pl

Tabla 2. Reactivos utilizados en la reaccién de PCR.

Ademas, se realizd un control negativo remplazagldBDN por agua, para descartar
posibles contaminaciones en los reactivos. La dicgudion del fragmento de interés se llevo a
cabo en un termociclador Mastecycler epgradientEpendorf) utilizando el programa que se
detalla en la tabla 3.

Temperatura | Tiempo
94°C 3 min
94°C 30s
58°C 30s
72°C 40s

30 ciclos
72°C 10 min

Tabla 3. Programa de ciclos para amplificar el gap-1a.

Los productos de PCR fueron analizados por elexesis en geles de agarosa al 2%,
tefidos con bromuro de etidio y visualizados con Ulizavioleta en transiluminador. Se

obtuvieron fotografias de los geles con el Gel RBc(BIO- RAD).
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4. 1. 3. Limite de deteccion de la PCR

Para calcular el limite de deteccion de los oligbedtidos especificos que amplifican el
genrapl-a se realizaron diluciones seriadas al décimo @enomestra de sangre infectada con la
cepa BbiS3P cuya parasitemia fue del 2% de erit®@gparasitados (EP). Se utiliz6 como
diluyente sangre de un ternero negativo para losoparasitos bovinos. ElI hematocrito de la
sangre del ternero negativo fue llevado con PBSallikematocrito de la sangre del bovino. De
esta manera las diluciones seriadas al décimo edibmy el paquete de eritrocitos y en
consecuencia la parasitemia en cada caso. Lasatiescresultantes en el rango de 2% a 2x10
%% de EP fueron procesadas para su posterior eixtrade ADN genémico por el método de

detergentes descripto anteriormente (Higuchi, 1989)
5. Deteccion y cuantificacion de los transcriptosocrespondientes a los gengdp de B. bovis
y B. bigemina
5. 1. Northern Blot
5. 1. 1. Corrida electroforética
En primer lugar se prepar6 un gel de 1,2% de agdiose de ARNasas en 100 ml de

Buffer ME 1X (Tabla 4) preparado con agua DEPC. Mea que el gel solidificé se procedio a

preparar el buffer de siembra (Tabla 5).

Componente Cantidad para 1L | Concentracidn final 10X
MOPS 20g/mol 83,6¢g 400 mM
Acetato de Sodio 82.03 g/mol 8,2¢g 100 mM
EDTA 0.5M pH 8 20 ml 10 mM

Tabla 4. Componentes del Buffer ME 10X (MOPS-EDTA)
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Componente Cantidad | Concentracion final
Formamida desionizada 100% 200 pl 60,6%
ME 10X 40 1,2X
37% Formamida 76 pl 8,5%
0,25% azul bromofenol/0,25% xylene cyanol | 7ul /7ul 0,011%

Tabla 5. Componentes del buffer de siembra.

Se tomaron 3ug de ARN extraido de cultivo de eritrocitos infelda con BbiS2P y
BboS2P (el volumen sembrado se encontraba en el rangé [dl) y se mezclaron con 38 de
colocaron en hielo. Al marcador de peso molecBIHA ladder(Promega) se le aplicé el mismo
tratamiento. Se procedié a la siembra del gel cm rhuestras y se realiz6 la corrida
electroforética a 70 V durante 4-5 h aproximadameint frio. La presencia e integridad el ARN

luego de la electroforesis se examino y se fotagyan el Gel Doc.

5. 1. 2. Transferencia de gel a membrana de nylon

Inmediatamente, se procedié a transferir el ARN gl a una membrana de nylon
Hybond N (GE) por capilaridad. Se utiliz6 como Rufile transferencia el SSC10X y se dejo
transfiriendo toda la noche a TA. Luego, el ARNigea la membrana mediante la técngene-
linker con 0,012 j/crhde luz Ultravioleta (BioRad G.S. Gene Linker UVadtber).

5. 1. 3. Sintesis y marcacion de sondas

Las sondas utilizadas en Mbrthern Blotfueron obtenidas a partir del producto de la
amplificacion de un fragmento de entre 100 y 20@@i los oligonucledtidos especificos para
cada genplp diseflados para RT-PCR utilizando como templado Ag@Nomico de la cepa
BbiS2P. Los productos de PCR fueron purificadotad®ezcla de reaccién utilizandokét de
purificacion de productos de PCR (QIAquick PCR fieation kit, QIAGEN). El fragmento de
ADN fue eluido con 3@l de agua libre de nucleasas. Se midi6 la concgdtrale cada producto

con el Nanodrop.
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La marcacion de las sondas se realizé 1 hora detdimalizada la prehibridacion de la
membrana con ekit Prime-a-Gene® Labeling System (Promega). En pridugar se
desnaturalizaron los fragmentos de ADN a°fOPor 2 min e inmediatamente se colocaron los
templados en hielo. Luego, se realizo la mezcleedecion detallada en la tabla 6. Y se incubo 1

h a 37C en recipiente de acrilico que actia como panpalla la radioactividad.

Componente Cantidad | Concentracion final
H,O libre de Nucleasas _ M
hasta alcanzar el Volumen final de 50 LI
5X Buffer de marcacién 10 pl 1X
Mezcla de nucledtidos sin marcar 2 pl 20 UM cada uno
(A, TyG)
ADN desnaturalizado 25 ng 500 ng/pl
(templado)
BSA libre de Nucleasas 2 pl 400 pg/ml
[a-**P] dCTP, 50uCi, 3000Ci/mmol 2 133,2nM
ADN Polimerasa | fragmento grande (Klenow) 5U 100U/ml
Volumen Final 50pl

Tabla 6. Componentes de la reaccion de marcacion de lagsond

Luego de la incubacion las sondas fueron purifisadan elkit de remocion de
nucledtidos QIAquick Nucleotide Removal Kit (QIAGEKiguiendo el protocolo sugerido por el
fabricante. Las sondas marcadas fueron eluidas3@qu de buffer de elucion (EB). A esta

solucion se le agreg6 18 de NaOH 0,5M.

5. 1. 4. Prehibridacion e hibridacion

La membrana se prehibrid6 con 10 ml del Buffer UBARRb® Ultrasensitive
Hybridization (Ambion) a 4ZC durante 4 horas como minimo en tubos de vidriosotor de
agitacion. Luego de la prehibridacion y sin cambiabuffer, se le agregé los 48 de la sonda
marcada y purificada y se incub6 toda la nocheoendhcon agitacion a 4€.

La sonda fue guardada en un tubo de 50 ml adeattmdrasco de acrilico a -ZD para

continuar con su uso.

-43 -



Las membranas se lavaron en un recipiente de qoastin distintas condiciones de
astringencia de acuerdo a la intensidad de la miaespecifica medida por el contador de
radioactividad (Geiger). Se partié de una solu@&C2X/0,1% SDS a TA y luego se elevo la
temperatura a 4Z. Cuando el contador indicO mucha radioactividad disminuyo la
concentracion de SSC a 0,2X y se fue elevandongpdeatura hasta 352. Las membranas
fueron expuestas a una pantalla radiografica eragete protector. Se expusieron de 4 h a 3 dias
de acuerdo a la intensidad de la marca radioadtias.pantallas se revelaron en el Thyphoon
Trio Scanner (GE).

Las membranas con las sondas marcadas hibridaelam flavadas para su eliminacion

con 0,1 % de SDS a 10C. De esta manera las membranas pudieron utilizarsetras sondas.

5. 2. RT-PCR de punto final

5. 2. 1. Sintesis de ADN copia (ADNc)

En primer lugar las muestras con ARN fueron tratadan ADNasa para eliminar
posibles contaminaciones con ADN. Para ello, sebamn 2ug de ARN a TA durante 30 min
con 2l de DNAasa (Deoxiribonuclease | Amplification geadnvitrogen), 2l de DNAasa |
Reaction Buffer 10 X (Invitrogen) y el volumen dgua hasta completar los|#0En el caso de
las muestras que presentaron contaminacion por AldNIuego del tratamiento con Cloruro de
Litio descripto en el punto 3. 2, se le agrego @e&rcion ul de ADNAsa y se incubo a TA por
20 min adicionales. Luego de esta incubacion, sgilego Jul de EDTA 25mM (Invitrogen) por
cada 1ul de DNAasa para inactivar la enzima incubando ‘€6afurante 10 min. Ulteriormente,
se procedido a realizar la retrotranscripcion paasintesis de ADNc a partir del ARN.
Consecuentemente, a la solucién coBNAsainactivada se le adicion¢ 2 de Random primers
(Invitrogen) y 2ul de DNTPs 10mM (Promega). Esta se incubd &C68urante 5 min y se
mantuvo en hielo durante 5 min adicionales. Lu&gple agregd 4l de First Strand Buffer 5X
(Invitrogen), 1ul de DTT 0.1M (Invitrogen) y Ll de la enzima Superscript Il RT (Invitrogen).
Se llevé a 2Qul con el agregado de agua estéril. Se realizo nir@ocsin enzima para asurarnos
de que no hubiera contaminacion con ADN.

La eficiencia de la sintesis de los ADNc obtenidesvierificada a través de la PCR para detectar
B. bigeminadesarrollada en este trabajo de tegis amplifica el gemap-1la que esta probado
gue se transcribe en el estadio intraeritrocitg8icarez y col., 2004En el caso de I08RN deB.

-44 -



bigemina) Por otra parte, para verificar la sintesis del N&Dde B. bovis utilizamos

oligonucleotidos especificos para amplificar el gp2Q

5. 2. 2. Disefio de los oligonucledétidos especificos

Se disefaron los oligonucleotidos especificos garalificar un fragmento de entre 100 y
200 pb del dominio MACPF. Utilizamos el programantar Express® (Applied Biosystems)
estableciendo como parametros 100-200 pb de tanefmmplicon, temperatura de hibridacion
(TH) entre 58C y 60°C, 50% GC y entre 20 y 22 pb. Los oligonucleotiflesron sintetizados
por Integrated DNA Technologies (IDT)

El fragmento a amplificar en la mayoria de losageno poseia intrones a excepcion de
los genesBboplpG d y e. En el caso del gen Bboplpe que posee tres dosniMiACPF se
disefiaron oligonucle6tidos especificos para ansglifun fragmento de cada dominio MACPF.

Los oligonucledtidos utilizados se detallan eralald 7. Los reactivos de la mezcla y las

condiciones de ciclado se muestran en las tablasBA

A
Nombre Secuencia TH (°C)
Bbiplpa RTF 5 -TGGGTATTGATGTGAAGGCCGA-3’ 58,5
Bbip|paRTR 5°- TTCTTGCCGAGAAAGTTGGCGA-3’ 59,5
BbiplprTF 5°-ACATCAAGGCAAACTCGGGCAT-3’ 59,7
BbiplprTR 5°-ATGGGCATCGGCTTTCGGTAAA-3’ 59,4
Bbip|pCRTF 5 -TTTGAGGTTCAGCGTGCTTGGA-3’ 59,4
BbiplpCRTR 5°-ATTGTGCTGCTGAACGACCCA-3’ 59,7
Bbiplpd RTF 5°-TGTCGACGCCTTACAACCACTA-3" 58,1
BbipldeTR 5°-ATGCTCTCGGCTGACATTCCAA-3’ 58,9
BbiplpeRTF 5°-ACGGCAGTCAAGTTTCGGAGTT-3" 59,1
BbiplpeRTR 5°-TATGTCGATGGGCATGGCGTT-3" 59,3
Bbiplph RTF 5-AAAGTGTTGCGGCAGGTTCAGT-3" 59,9
BbiplthTR 5°-TCCATCGCGTCGTCATATGCTT-3" 58,8
BbiplpgRTF 5°-CATTCGCGCGATGACGAAGAAA-3’ 58,3
BbiplpSgRTR 5°-ATACCGCAGCGCCTCCTTAAAT-3" 58,4
BbiplprTF 5°-ATCAGGTGGTGTCTACGGCAAT-3" 58,4
Bbip|prTR 5°-TAGGTCGCTGGCTTAAGCTTCT-3" 58,1
B
Nombre Secuencia TH (°C)
BboplpaRTF 5’AAGCCGCATTGAAAGGTTTG 3° 54,5
BboplpaRTR 5 TTTGCACGCCTGAGAACGT 3’ 57,7
BboplprTF 5°GTTGACCCAGGATACAGGCATC3’ 57,6
BboplprTR 5°GATCCATCCACCCTTAGGCTCT 3’ 58,2
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BboplpcRTF 5" GTTCGCAATGTCATCAGGTT 3° 53,5
BboplpcRTR 5" GCAGCTCATTCAACGCAATATC 3’ 54,.8
BboplpdRTF 5" TGGAGAAAATCTGCCGAAGG3™’ 55
BboplpdRTR 5" GCAGACGCCGAAAATGCTA 3’ 56
Bboplpedom1RTF | 5 TCCTGTGGACACTCCAGAAGGTTT3’ 59,9
Bboplpedom1RTR | 5 CAGAGCGAACCAATAGTGTCTTCT3’ 56,6
Bboplpedom2RTF | 5 CTAAGGTCTCCAGCGAAGGAAA 3’ 56,5
Bboplpedom2RTR | 5 CCAATCTTCGAACACATCAGGA 3 54,9
Bboplpedom3RTF 5" GAGCATCTGCAGGTGTTGGTT 3° 58
Bboplpedom3RTF | 5 CTACATTCCCTATCGTACGCCC 3’ 56,8
BboplpfRTF 5" CTGCTCCAGTATGCATCAATGG 3’ 50,7
BboplpfRTR 5" GGATTCACCACCGCCTAAAGT 3° 52,6

Tabla 7. Oligonucledtidos utilizados para amplificar losseriptos de los gengdp de A. B. bigeminay
B. B. bovis.

A B
Componentes Concentracion Final Programa
94°C | 3 min
5X Green Gotaq Buffer (Promega) 1X
(1,5mMCIMg,)
dNTPs 2,5 mM c/u (Promega) 200 pM c/u 94°c | 30s
TH* | 30s
Go tag ADN Pol 5U/ul (Promega) 0,025 U/l
72°C | 40s
Oligonucledtidos 100 ng/ul (IDT) 2 ng/ ul 35 Gidlos
ADNCc templado 5ul 72°C | 10 min
15°C (o)
Volumen final de reaccién: 50 pl

Tabla 8. Componentes de la reaccién de PCR con ADNc ywligle6tidos especificos de caulp. A.
Reactivos para la PCB, Programa de ciclado. * TH: temperatura de hilmiigta 6ptima de cada par de

oligonucleotidos.

Los productos de PCR fueron observados en un galgdmsa al 2% teilido con Bromuro de
Etidio.

5. 2. 3. RT-PCR para verificar la anotacién del geBbiplpc

Los oligonucleétidos utilizados en la verificacide la anotacion del geplpc de B.

bigeminase detallan en la Tabla 9.
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Nombre Secuencia TH (°C)
1 5-"TCAGCAGAATACCTCGGTAG- 3 53,4
2 5'- ACGAAGATGTAGTGCAGCTCAA -3° 59,2
3 5'- AAACCATCGACTCGGCTGCAT -3’ 59,5
4 5°- TCTTGTCTGCCTCAATCACGTCCA-3’ 59,9
5 5'- TGCAACAGTTACGTCTGTCTGC -3’ 57,6
6 5'- TAT CCA CGC ATA CCG CCC ATA T -3 58,2

Tabla 9. Oligonucledtidos utilizados para verificar la arcdda del gerplp de B. bigemina

5. 3. RT-PCR cuantitativa

En la PCR en tiempo real, las reacciones son ak&zen la fase inicial en lugar de en la
fase exponencial como ocurre en la PCR punto fida&diante el uso de SYBR Green (un
colorante fluorescente que se intercala en lassb@seADN) en la mezcla de PCR, es posible
detectar la formacion de producto de PCR de dalerta después de cada ciclo. Para cada tubo
de reaccion, la sefal de fluorescencia del coleregportero (SYBR) se divide por la sefial de
fluorescencia del colorante de referencia pasivOXRpara obtener una razén definida como
reportero de la sefial normalizada (Rn). Cuanto msga la cantidad inicial del producto de PCR
especifico, mas pronto aparecera un aumento gigtifo en la fluorescencia que se observa. El
parametro de ciclo umbral (Ct) se define como el endgnde ciclo en el cual la fluorescencia
cruza un umbral fijado por encima de la linea d&bha cantidad de producto especifico en una

muestra desconocida se calcula trazando el valen Gt curva estandar.

5. 3. 1. Determinacién de la concentracion éptimaedios oligonucleétidos

Previo a la cuantificacion de los transcripfips, se optimizé la concentracién de los
oligonucleotidos descriptos en la tabla 7A.

La mezcla de reaccion se realizo con el sistematJusct SYBR Green PCR Kit, para
Real Time (QIAGEN). Las concentraciones de oligbmdtidos analizadas fueron: 200, 300 y
400 nM y los componentes de la mezcla se detalida &bla 10.
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Reactivo | Vol/tubo200nM Mix Vol/tubo300nM Mix Vol/tubo400nM Mix
200 300 400
(x3)
2X Quanti 12,5 ul 37,5 ul 12,5 ul 37,5 ul 12,5 ul 37,5 ul
Tec SYBR
Green PCR
master mix
Primer F 0,5 ul 1.5ul 0,75 ul 2,25 ul 1 ul 3ul
10mM
Primer R 0,5 ul 1.5ul 0,75 ul 2,25 ul 1 ul 3ul
10mM
RNasa- 10,5 ul 31.5 ul 10 ul 30 ul 9,5 ul 28,5 ul
free water
Vfinal 24 ul 72 ul 24 ul 72 ul 24 ul 72 ul
ADN 1ul 1 ul 1ul 1 ul 1ul 1 ul
Vtotal 25 ul 25 ul 25 ul

Tabla 10. Mezcla de reaccion para la PCR Real Time con stbrsiaQuantiTect SYBR Green

(QIAGEN)

La mezcla para cada dilucion de oligonucledtidosdstribuyd en una placa de 96
pocillos PCR 96- FLT-C (Axygen) por duplicado yagrego el templado que en este caso fue
ADN de BbiS2P. Las placas se taparon con tapas aptas para lgiomedel equipo de Real
Time (PCR-2CP-RT-C, Axygen) y se centrifugaron kbreente. Luego, la PCR cuantitativa se
llevé a cabo en el equipo de PCR- Real Time 7500pliad Biosystems) con el programa

especificado en la tabla 11.

Programa
Activacidn inicial a 95°C | 10min
94°C 15s
TH X 30s
72°C* 40s
40 ciclos

Tabla 11. Programa para el ciclado. TH X= temperatura deiddbion Optima para cada par de

oligonucledtidos. * En este paso se realizd la @ute disociacion que detecta la fluorescencia a est

temperatura.
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Se analizo para cada reaccion con las distintaseotnaciones de oligonucleétidos la
curva normalizada con la linea de bA&n versus ciclo y la Curva de disociaciéon. Se saeé
en cada caso la concentracion a la cual no se fomdimeros de los oligonucledtidos y en la

cual el producto de PCR aparece antes en la curva.
5. 3. 2. Eficiencia de la amplificacién de los gese

Se realiz6 una curva estandar para calcular leeeti@ de los pares de oligonucledtidos.
Para ello se realizaron cuatro diluciones seriadagcimo a partir de 1/10 hasta 1/10000 del
ADN de concentracion inicial de 182,5 plg/Teniendo en cuenta que se utilizqullde esta
solucién por pocillo para cada una de las dilucorge calculd el niumero de moléculas
representadas en la masa de ADN teniendo en cgeatal tamafio del genoma Bebigemina
es 10 pb/molécula (Ray y col., 2002; Suarez y col., 2008 acuerdo a la tabla de conversion
disponible en el sitio http://www.ambion.com/tebfdppend/na.mw.tables.html, 1g de una
secuencia de ADN doble cadena es equivalente d®5moléculas y 1 ng de ADN dB.
bigeminadeberia contener aproximadamente h@léculas de ADN. Teniendo en cuenta que los
genes estudiados en este trabajo son de copia fingale cada fragmento contendrart 10
moléculas.Con estos valores del numero de moléculas seragnstna curva de Ct en funcion
del logaritmo del nimero de moléculas de las cudituziones para cada par de oligonucle6tidos
gue poseen una relacién lineal. Se estim6 la peedte de la curva por medio de la regresiéon
lineal de los datos obtenidos para cada produgecéico amplificado y esta se utilizo para el
calculo de la eficiencia de la amplificacion pad& gen analizado utilizando la siguiente
formula:

Eficiencia= 1g%Y/Pendiente_q
La eficiencia de 1 (100%) indica que en cada alel@mplificacion el producto aumenta
la misma cantidad obteniéndose luego del priméo elcdoble en el segundo y asi
sucesivamente. Esta es la eficiencia 6ptima deificagion de un gen de interés.
5. 3. 3. Transcripcion de los gengslp
Para cuantificar la transcripcién de los gepksse utilizé el protocolo detallado anteriormente

en las tablas 10 y 1feniendo en cuenta la concentracién optima de padéde oligonucleétidos.

La reaccion para cada oligonucledtido especifeaealizé por duplicado y se utilizé como
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templado 2ul de una dilucion al medio (1/2) del ADN copiatsiizado a partir de ARN
purificado a partir del cultivan vitro de la cepa la cepa @ bigeminaBbiS2P y BboS2e B.
bovis

Se programo el equipo de PCR en Tiempo Real paliaaela cuantificacion absoluta de
la placa (Standard Curve, Absolute Quantitatiosg yealiz6 el ciclado y la curva de disociacion
como se indicé anteriormente para la optimizaciotad®ncentracion de los oligonucledétidos.

Los resultados arrojados por el programa se amatizzon el programa del termociclador
modificando manualmente la linea de base y el undleruorescencia para calcular el Ct.

Los resultados fueron guardados y exportados ematortexto y luego se abrié en Excel.
Los valores de Ct fueron extrapolados en cada eadas curvas estandar a partir de la formula
de la recta para obtener el logaritmo del numenmdiéculas y luego el nimero de moléculas.

Los valores de Ct para cada uno de los transcrifuteson relativizados al gen de
referencia fructosa 1-6 bifosfato aldolasa anotd&lta base de datos de genes de referenda de
bovis(RefSeq) del NCBI (locus tag BBOV_IV000790).

A partir de la secuencia extraida del NCBI sdizéda busqueda del ortélogo en el
genoma dé3. bigeminautilizando el algoritmo TBLASTN. A partir de la sesncia obtenida se
disefiaron oligonucleotidos especificos con el @wge Primer Express® (Applied Biosystems)
utilizando los parametros detallados en el punt®. 2. La secuencia de los oligonucleétidos se

detalla en la tabla 12.

Nombre Secuencia TH (°C)
BbifructaldoRTF | 5- GCTAAGGAGTTGGCGGAGAAT - 3’ 59
BbifructaldoRTR | 5- CGCCTACATTGTCAAAACGCT -3’ 59

Tabla 12.Oligonucleétidos especificos para amplificar umgfnr@nto de 109 pb del gen fructosa aldolasa.

A cada valor de numero de moléculas del gen deésmitee lo dividio por el nimero de

moléculas del gen de referencia:

Numero de moléculas plpx
NUmero de moléculas fructo 1-6 bifosfato

aldolasa
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5. 3. 4. Analisis estadistico

El andlisis de resultados de la transcripcion degeneplp se realizé con R version 2.12.

Los datos de logaritmo del nimero de moles y el atdmde moles para cada ADNc
correspondiente a cada ARN se cargaron a partindehivo de texto preparado con los datos de
la planilla Excel.
Los datos de los dos aislamientos de ARN se amatizpor separado. El primer nalisis
correspondio a las muestras etiquetadas “ARN1".Emgy lugar se realiz6 un analisis grafico
(boxplot) para observar las distribuciones de lotslain transformar y transformados a
logaritmos.

El siguiente paso fue el analisis de la varianzbbgelatos logaritmicos de abundancia en
funcion del gen analizado y del lote de ADNc. Estesultados se graficaron en boxplots
separados para cada ADNCc.

Para determinar los contrastes entre genes sedeatlitest de Tukey (Tukey, 1953), que
permite incluir la interaccion del modelo (Tukewltiple comparisons of mea@5%family-wise
confidence level).

Para complementar los analisis anteriores se agatizcontrastes del tipo “todos contra
uno” usando el test de Dunnett (Dunnett, 1980) @ranmlo todos los genes contra plpe.

Los datos para ARN2 se analizaron de la misma raanes los de ARN1.

El andlisis estadistico de los datos fue realizaatoel Dr. Marcelo Soria del El Instituto
de Investigaciones en Biociencias Agricolas y Amtaikes — INBA de la Facultad de Agronomia
de la UBA.

6. Expresion de la proteina recombinante PLPA dB. bigemina

6. 1. Clonado del genBbiplpa

Se amplifico la region un fragmento de 1140 pb qodifica para la region carboxilo

terminal de la BbiPLPA que contiene el dominio MACKFigura 1) Los oligonucleétidos

disefiados se especifican en la tabla 13. A cadarualcleotido se le agrego el sitio de corte de la

enzima de restriccion BamHI para que el product®@® sea clonado en ese mismo sitio en el

vector pRSET A (Invitrogen).
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ATGGCGGAAGGGCTAGAGAATAACGGCGCTAATGAGAACGAAGCGAATGGGATCCTGAATTAGTA
GGTGAAGATTATGACGATAATGAAGATGATAATAAAGCCCAACTGAAAGAA CAAAATGACGAACG
TGACGATGATTATCTAGAACAAATTGATCAACGTGAAAATGACGATCATGA AAATAACAAACATGA
AAATGATAAACATGAAAATGACAAACGTGACAACGATTATCTA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGAGCATGAAAATGAAGGTATA

GATGAAATTCTTGAGCCTAAAAATGAAGGTATA

GATGACATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGACATTCTTGAACCTAAACGTGAGGATATA

GATGATAATGGCAATGAT
GATGAAGCTGACGCTGAAACTGCAAATGACAATGCAGAAAAAGAGGATGGCGAAATGGAGAAC
GACGTGTCCAATGCAACTGCT GAAAGCAGTAGTCCTACCGATGATGCGTTTCCAGAAGATTC
TGATGACGAAAGTGATGACGTCACAGATGTGGCGGATTACATACGTGAACAAATGTGGATGTCTT
ACGAACTCCTCCTGGATTGGAGTATTTAGGTTCAGGTTATGACATGGTGAAGGCAATCCACTGGGT
GACACCATAACCTTGTTGGACCCAGGCTACCGGGCCAATATAATCCAAATEACTGGCGTAAAGATT
TTGAAGGTGTTAGCAACAGTTTACTATATATGCAACCAAAAGGTGCCTGGG GAGGTCTTACGTGTC
ATGTCATAAGAGCGACACGGTCTCCGAGGTGGGAAAATCAAAGTCATTGAAGAACGCCCTATCTGT
TGACGCTTCCGTGTCTGCTGAAGTTCCGGGTGATTCTCTAAAGTTTGCAGKO CTGCAAGCTACAACA
ATGTGAAGAATTCAGAAAGTCAGAAAGGACTAAAGAAATATGTTAGCAGGT CCTACTGTTTAAATT
ATGTCGCTGGTATTCCCAGCTCTATTCCTTGGGATTACACCACCGCCTTGRAATCGCTCTGAAACAG
TTACCTACGAAATTTGAACATGAAAGAGACGGAGTCATATGCTCGCCTAGTATTTATCGC  GATA
ACCCTACAAGCAAGGCTTGCTTGGATCTTGGTGTGCGCCCCTGGATGCGAT TTTTCACTATTTT
TGGCACCCATGTTACTACTAAGATATATCTAGGCGGTAAAATGGTCACTCT  CATCGAAACTAA
GGCCAGCCAGGAAGCGAAACTTAAAAAACTGGGTATTGATGTGAAGGCCGA  AATCAGTGTTCA
AGCGCAAGTGGCCACAGCCAACGGCGCCGTGGGTGTCGGCGTTTCGAAACT AAAGGATAGTA
AAAATGAATCCCTAGATTCGAAAAAGTCAACATTGGCTCTAGGTGGTGACA  TCTACGGTAAAG
GCAAAAACCTTTCTTTCAATGACTGGGCTGAGACAGTGTCTAGCTTCTCCA  TGCCCGTCAAAG
CCGAGTATACTCCAATCGCCAACTTTCTCGGCAAGAATTTCGTGGATGCAT ACAACGACGCTT

ACGTGTTTTACGGCAAG GTCCTAGTCGGCGAAAATGTC

1140 pb

Figura 1. Fragmento de la secuencia del §&iplpaque contiene las repeticiones (marcada en viojeta)
el dominio MACPF (marcado en verde). Las secuemo@rcadas en rojo corresponden a los

oligonucledtidos especificos con los cuales seifiofpkl fragmento de 1140 pb para ser clonado.

Nombre Secuencia 5’ - 3’ TM | %GC | Hairp | TM | largo | largo
(°c) s/s s/s

Perfbamfor | GGG GAT CC G ACG TGT CCA ATG CAACTGCT | 67,1 | 58,6 | 36,2 | 58,3 | 29 21

Perfbamrev | GGG GAT CC GAC ATT TTC GCC GAC TAG GAC | 65,1 | 58,6 | 37,6 | 55,7 | 26 21

Tabla 13.Oligonucledtidos especificos para amplificar ladagarboxilo terminal del geBbiplpa
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El programa de ciclado para amplificar el d&niplpa se detalla en la tabla 14. Este se
llevé a cabo en el termociclador Trio ThermobloBKYMETRA).

Programa
94°C | 3 min
94°C | 30s
53°C| 30s
72°C | 1min

10 ciclos
94°C | 30s
63°C| 30s
72°C | 1min

25 ciclos
72°C | 10 min

Tabla 14.Programa de ciclado para amplifi&siplpa

El producto de PCR obtenido fue chequeado en umnlgelgarosa 1% con Bromuro de
Etidio y luego se cloné en el vector PCR TOPO 2sk yprocedid a transformar bacteiascoli
DH5a con el fragmento ligado a TOPO 2.1. Los plasmipositivos fueron digeridos con la
enzima BamHI (Promega) y ligados con T4 DNA Ligasael vector de expresion pRSET A
previamente digerido con BamHI| y desfosforilado su$remos 5° fosfato. La solucién de
ligacion fue utilizada para transformar Did55e seleccionaron clones a los cuales se legaextra
el ADN plasmidico. Se examind la orientacion dekenio en el vector digiriendo con la enzima
de restriccion EcoRI (Promega). Los plasmidos dperdron un fragmento de 759 pb fueron

seleccionados para transforniarcoli BL21pLys para proceder a la expresion de las prasei

6. 2. Expresion y purificacion de la proteina en caliciones desnaturalizantes

La expresion de la proteina se llevé a cabo megliannduccion de 250 ml de cultivo de
células BL21-pLys transformadas con el plasnithiplpa pRSETA en medio LB (Luria Broth)
a una DGoode 0,4 utilizando IPTG a una concentracién finaldaM durante 3 horas. Luego de

transcurrido el tiempo de induccion, se centrifogdas células a 10000 xg por 20 min a 4°C y se
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resuspendieron en 5 ml de buffer de lisis nativo pla (K:HPO, 50 mM, NaCl 400 mM, KCI
100 mM, Glicerol 10%, Tritdbn X-100 0.5%, Imidazdd MM, PMSF 2mM) con el agregado de
1 mg/ml de Lisozima (Sigma), en presencia de innl&zmM para disminuir las interacciones
inespecificas. La muestra se incubd 1 h°€ £n agitacién y se completo la lisis de las bager

y la disrupcién de los acidos nucleicos por son@gccon 6 pulsos de 10 s en un sonicador
Branson 250 (VWR Scientific), con intervalos deubacion de 10 s en hielo entre cada pulso.
Posteriormente, luego de la lisis las bacteriaxesdrifugaron a 5000 xg por 25 min y se
examinaron el sobrenadante y el sedimento reseltpot SDS-PAGE para determinar la
solubilidad de la proteina recombinante. La protefeaombinante resultd ser insoluble
permaneciendo en cuerpos de inclusion del sedimBotdo tanto, se tomo el sedimento y se lo
resuspendié en 2 ml de Buffer Urea 8M con 0,3 MNA€Il. Luego se agité a 3 durante 1
hora y se sonic6 una vez durante 15 s y se cegiréiul 5000xg durante 30 min a ZD. Luego,

se purificé utilizando la resina Ni-NTA ProBond yitrogen). La secuencia His-Tag presente en
el extremo amino-terminal de la proteina recombmamte los cationes Ni inmobilizados a la
resina, que emplea el acido nitriloacético (NTA) coguelante, ya que tiene 4 sitios disponibles
para la interaccion con iones metalicos. Para ldigagion de la proteina recombinante se utilizé
0,5 ml de resina luego de ser activada con 8 val@sné4 ml) del buffer de unién Urea 8M con
0,3 M de NaCl (equilibrado de la resina). A lamasya equilibrada se le agregé al sobrenadante
proveniente de la centrifugacion luego de la lissssedimento y se incub6 a TA durante 1 hora
en un agitador orbital. Luego, se equilibré6 unaugoia cromatogréafica de vidrio de 20 cm de
longitud, se regulé el flujo 6ptimo de salida y tgo®rmente se eluyé el sobrenadante
(Percolado). Inmediatamente, se procedio a redizavados de la resina con 15 ml del buffer
de lavado Urea 8M con 0,5 M de NaCl y 30 mM de bmal (Sigma) La elucion de la proteina
se realizé por desplazamiento competitivo con imdtlaComo buffer de elucién se utilizé el
buffer de lavado con concentraciones crecientesigiazol (125 mM a 1M).

La proteina purificada fue sometida a una corridateforética en gel de poliacrilamida.
El rendimiento de la purificacion fue evaluado gorcion con una solucion de azul de
Coomassie.

Se juntaron 4 fracciones que tenian mayor cantitagdroteina (1,5 ml) y se separ6 por
electroforesis en gel preparativo mediano de palizacida al 10% con el sistema SE 600
RUBY™ (GE). La corrida se llevo a cabo 90-100V dueal h y luego a 200V durante 3 horas.
El gel fue tefiido con KCI 100mM frio y la bandarempondiente a la proteina de interés fue
cortada del gel y colocada dentro de una membrarhatisis de punto de corte 3 KDa (Pierce).
Luego se la sometié a una electro-elucion en Buffmmli 1X don 0,05% de SDS a 200 V
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durante 2 horas en frio. Luego de este tiempo sajexl contenido liquido y se coloco en una
nueva bolsa de dialisis para concentrar la proteimaSacarosa a°@ durante 30 min.
Finalmente, la muestra fue dializada en 1 L de PB& 4°C en agitacion durante 4 horas, luego
se cambid el buffer y se lo dejo toda la nochegitagion a £C. Esto se realizé para eliminar la
Urea presente en la muestra.

La concentracion de proteinas fue medida con elBKIA Protein Assay (Pierce)

siguiendo las especificaciones del fabricante.

Electroforesis SDS-PAGE

La proteina recombinante fue separada por su pesecular por electroforesis SDS-
PAGE en un gel de poliacrilamida al 12% de acuatdoétodo descrito por Laemmli en 1970.
Para un volumen de 5 ml de gel separador al 10&tilsmron 2 ml de de solucion de acrilamida
al 30% (acrilamida 29,2 % y N,N’-metil bisacrilami@g&8 %, BioRad), 1,3 ml de buffer TrisHCI
1.5 M, pH 8.8, 0.05 ml SDS 10%, 1.7 ml de aguai@jlD.05 ml de persulfato de amonio al 10%
y 2 ul de TEMED (N, N,N'N'-tetra-metiletilendiamin.a, @rad). Para 1 ml de gel concentrador
se utilizaron 0.68 ml de agua desionizada, 0.1derdoluciéon de acrilamida al 30%, 0.13 ml de
buffer TrisHCI 1M pH 6.8, 0.01 ml de SDS 10%, Or@lL.de persulfato de amonio 10% yllde
TEMED. Los geles fueron armados en el sistema Matén Il (BioRad), y las muestras
corridas en buffer Laemmli (Tris-HCI 25 mM pH 8dicina 250 mM, SDS 0.1%) a un amperaje
constante (35 mA) por un tiempo aproximado de AhSe utilizé el marcador de peso molecular

Broad Range Molecular Marker (Fermentas).

Luego de la separacion electroforética de las prase se realiz6 la transferencia de las
mismas a una membrana de nitrocelulosa Hybond-E®he(sham Biosciences) en buffer de
transferencia (glicina 39 mM, Tris base 48 mM, SD&7%, metanol 20%). La transferencia se
realizo aplicando un amperaje constante de 100 mA@®ddoras 6 de 200 mA por 1 hora a 4°C.
Se verifico la transferencia de las proteinas pedionde la tincion reversible de la membrana de
nitrocelulosa con solucién de rojo Ponceau (rojodean 0,1%, Sigma, acido acético glacial
5%).
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6. 3. Produccion de sueros de raton

6. 3. 1. Ratones

Se utilizaron ratones hembras de 4 meses de eddd depa BALB/CAnNN cuyos
progenitores fueron procedentes del National bistibf Health (USA). Los animales nacieron en
el Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinadasla Universidad y posteriormente, fueron

mantenidos durante 4 meses en el Bioterio del CAC¥l INTA Castelar.

6. 3. 2. Preparacion del indculo

Se tomaron 500! de la proteina recombinante disuelta en PBS1X ¢ &igreg6 1@l de
Tween 40 (1%). Luego, se cargaron con jeringa der¢utina, 50Qul de adyuvante completo de
Freund (Sigma) y se le agrego a la mezcla antdea gotas y agitando con vortex para que se
formara la emulsion homogénea de color blanco.

Se realizaron dos preparaciones.

6. 3. 3. Inoculacion de los ratones

Previo a la inoculacién se le extrajo sangre dmla a cada raton para obtener sueros pre-
inmunes
Se inocularon dos grupos de 3 ratones. Cada fagdmoculado via intraperitoneal con 200
de emulsion de proteina que conteniqud de proteina.
Se realizaron sangrados por la cola de cada rdtim7ay 14 dias post- inoculacion. A los 21 dias
se tomo otra muestra de sangre y se inoculo viapetitoneal cada raton (primer estimulo) con
23 ug de proteina en una emulsion de a0Que contenia 100l de solucidn de proteina con 1%
de Tween 40 y 100l de adyuvante incompleto de Freund (Sigma). Sejexsangre de la cola
para suero a los 7 y 14 dias del primer estimulda@noteina. Luego se inoculd cada ratn via
intraperitoneal con 2Qg de proteina (segundo estimulo) de la misma manerase aplico el
primer estimulo. Se les extrajo sangre a los ratens 7, 14 dias y los ratones se sangraron a

blanco a los 21 dias del segundo estimulo.
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6. 3. 4.Western Blotcon sueros de raton

Luego de lavar la membrana con agua destiladancadd por toda la noche en leche
descremada al 5% en buffer TBS. Se realizaromthstidiluciones de los sueros de raton a partir
de 1/20 hasta 1/200 para su titulacion. Se incaboet suero 2 h. Se realizaron dos lavados de 10
min y se incubd por 1 hora con el anticuerpo searo@nti-IgG anti-raton conjugado a fosfatasa
alcalina (Sigma, dilucién 1:30.000).

Todas las incubaciones fueron realizadas a TA wagtacion, empleando un agitador
orbital.

Para la deteccion de las proteinas recombinargesmpled el anticuerpo anti-histidina
(Amersham) diluido 1/3000 en TBS-5% leche descremhadego de dos lavados finales y de una
incubacion de 10 min en el buffer de fosfatasaliag€Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM,
MgCl2 5 mM), se agregoé el sustrato 5-bromo-4-cloro-3 ihdosfato (BCIP) en combinacion
con nitro blue tetrazolium (NBT) (Promega). Se in@wcon solucién de revelado (3Bde 50
mg/ml NBT 16,5 de 50 mg/ml BCIP en 5 ml del buffargfosfatasa alcalina).

6. 4. Inmunodetecciéon de BhiPLPA recombinante corugros bovinos

Se utilizaron sueros de bovinos provenientes deh Kfona donde la babesiosis es una
enfermedad enzodtica) que se siguid a lo largdielmbpo. Los sueros fueron diluidos para su uso
en TBS-5% Leche (dilucién 1/25) y se prosiguio rettpcolo dewWestern Blotomo se detallé en

el punto anterior.

6.5. Inmunofluorescencia indirecta con sueros de t@n

Para el estudio de la localizacion subcelular epaghsito de las proteinas PLPs se
optimizo la técnica de inmunofluorescencia indimesbbre frotis de eritrocitos infectados &n
bigemina(cultivo in vitro de la cepa BbiS2P) e incubados con los suerosniareactivos de
raton contra la proteina BbiPLPA recombinante. Skzaron como controles, un anticuerpo
monoclonal de ratén contra la IgM de la membranbseritrocitos infectados, la IgM del suero
bovino se une a través de la fraccion cristalizdelda inmunoglobulina (Echaide y col., 1998)
(control positivo de la técnica) y el suero de rapdavio a la inmunizacion con la proteina
recombinante (control negativo). Brevemente, sealegelaron los extendidos de sangre de un
bovino infectado comB. bigeminaa 37 °C durante 30 min. Luego, los sueros fueiloiidds con

PBS 1X (dilucion 1/100), se aplicaron sobre el edigo y se incubaron en camara humeda a
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37°C durante 40 min. Luego de la incubacion loemktos fueron lavados dos veces con
PBS1X durante 10 min y una vez con agua destiladsateriormente, se le agrego una dilucion
1/100 del suero monoclonal anti-ratbn conjugadolBCHSIGMA) y se incub6 a 37 °C en
camara humeda durante 40 min. Luego, los extendigldsvaron como se detall6 anteriormente.
Finalmente, se le agregd solucion de montaje, dwiGcucon portaobjetos y se observo
inmediatamente en un microscopio de fluorescenicMiéro es un Nikon Eclipse 80i utilizando
un filtro en la longitud de onda del UV con un amboede 1000x.

Esta técnica fue realizada en el laboratorio deuhwtogia de la Estacién Experimental
del INTA Rafaela y las fotos obtenidas fueron dem#éi del Doctor Ignacio Echaide.

7. Andlisis protedmico

7. 1. Extraccion de proteinas solubles del estadiatiaeritrocitario de B. bigemina

7. 1. 1. Lisis de eritrocitos parasitados poBabesia bigemina

Se partio de sangre de un ternero Hereford infeatadda cepa de referencia BbiS2P en
la Estacion Experimental Agropecuaria del INTA Rddia(Santa Fe). Se concentro el paquete de
eritrocitos parasitados (PEP) por centrifugacid®@0xg a4° C durante 20 min. Por cada 11 ml
de PEP agregaron 350 ml de buffer Veronal (parpgpee 2 ml de solucion 5X: 85 g de NacCl,
3,75 g de Barbital Na, 5,75 g de Acido Barbitarigole incluyé 7 ml de Hemolisina (1:50). Se
incub6 a 37° C durante 30 min. Luego, se agregafoml| de complemento de cobayo y se
incubd la suspension a 37° C durante 30 min., adjita los 15 min, durante algunos segundos.
Se homogeneizé la mezcla en agitador con movimisaéve durante 30 min. Se centrifugé a
3000xg durante 25 min a 4°C y se elimino el soltante. Se mezclo el sedimento suavemente y
se mantuvo en Vym a 4°C hasta su utilizacion.

Se aplicé el mismo protocolo de lisis para eritgisin infectar utilizados como control

de contaminacioén de proteinas del parasito pratalaberitrocito que podrian interferir.

7. 1. 2. Purificacion de merozoitos dBabesia bigemina

Se prepar6 una solucion 1:10 con PBS 10x (1 PBBergoll GE). A continuaciéon se

diluyd la solucion anterior al 50% con PBS 1X yds&tribuy6 en tubos de microcentrifuga (10-
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12 ml). Se agrego el sedimento mencionado en dbpamerior arriba. Luego se centrifugo a
26000 xg durante 30 min a 5°C. Se formo un gradigne nos permitio aislar la banda grumosa
del tercio inferior de la columna de Percoll copa@sdiente a los merozoitos Be bigemina Se
realizé un lavado con 100 ml PBS 1X para elimidaPercoll. El sedimento se resuspendio en
PBS 1X con inhibidores de proteasas (PMSF de SigiGaK, E-64, Complete EDTA-Free
Roche), Se verificd la presencia de merozoitosaemuestra mediante tincion con Giemsa y
observacion al Microscopio 6ptico (A= 100X con &eeie inmersion)

Del mismo modo se purificé el sedimento de la lggslos eritrocitos sin infectar por un
gradiente de percoll y se aisldé la banda superidrgdediente correspondiente a restos de

membrana y otras proteinas del eritrocito.

7. 1. 3. Preparacion de muestra para Isoelectroertjae

Partimos de merozoitos dabesia bigemin.@reviamente aislados con el gradiente de
percoll.
A estas muestras les aplicamos los siguientesqmio® con algunas modificaciones para

comparar entre métodos de extraccion:

Protocolo 1(Shin y col., 2005)

En primer lugar, se concentré muestra de 5 ml dezoé&os en PBS 1X con sacarosa,
llevando la muestra a 2 ml. Luego, se realizo udésis en 1L de Tris-base 40mM a 4°C en
agitacion durante 2horas y luego se le agrego bériésco para seguir dializando por 1 hora
adicional. La muestra dializada fue conservad802C.

Posteriormente se produjo la lisis de los parasios2 ciclos de congelado con nitrégeno
y descongelado a 30 °C. El lisado fue sonicadocelth de 20 s. En este punto se tomd una
alicuota para medir concentracion de proteinazanitlo el kit BCA Protein Assay (Pierce).

Se le adicion6 a la muestra Tiourea 2,2 M (GE)Uyea 7,7M (GE) (ambos agentes
caotropicos que eliminan las interacciones protghnateina), CHAPS(GE) 4%m/v (detergente
idGnico que contribuye a la solubilizacién de pnotsi de membrana), Triton X-100 0,5%v/v, 1
(detergente), DTT (GE) % m/v (agente reductor denfasedisulfuro), 0,5%v/v IPG buffer pH 3-
10 (GE) (aporta los anfolitos), 0.002%m/v azul denfiofenol (Sigma). La muestra se incub6 1 h
a 0°C. Se tom6 una alicuota para medir concentrad® proteinas. No pudimos calcular la
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concentracion de proteinas en esta muestra debalgran interferencia de los componentes de
la misma.

Tomamos una alicuota para sembrar en un SDS-PAGEyl@uardamos la muestra a -
80°C para separar sus proteinas por isoelectroemfoqu

Protocolo 2(Gelhaus y col., 2005)

Se concentraron con sacarosa 3 ml de muestra deoiteis en PBS 1X, obteniendo un
volumen final de 1 ml. Se dializé contra 1L dgDHlurante 1h luego se agrego 1L d€ ftesca
para seguir dializando por 2 horas. Se tomé urma@h para medir concentracion de proteinas.
Posteriormente, la muestra fue sonicada (1 ciclo2@€) y se le agregaron los siguientes
reactivos: 2M Tiourea 8M Urea, 4%m/v CHAPS 0.5%Vfitdén-X100, 40 mM DTT 0.5%uv/v,
IPG Buffer pH 3-10. Luego, se sonicé la muestradaiio (Branson Ultrasonic) a 18°C durante 15
min. Transcurrido este tiempo, se centrifugé a 200f@xrante 15 min a 20°C. El Sobrenadante

con proteinas solubles se guardé a -20°C.

Protocolo 3 (protocolo de extraccion de proteinasedMycobacterium smegmatis)

Este protocolo fue gentileza de la Microbidloga fBdb Echeverria y la Licenciada
Wendy Xolalpa (Instituto de Biotecnologia del INT@astelar y el Departamento de Biologia
Celular, Facultad de Ciencias de La Universidadidtet Autdbnoma de México (comunicacion

personal)

En este caso la fase purificada con percoll fuadaw el sedimento fue guardado seco a -
80°C. Luego, se determind el peso humedo del sedimgnge le agregd 3 ml de Tris Base
40mM con inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, Golckbmplete EDTA —free de Roche,
TLCK 0.18 mg/ml, E64 25 uM). La lisis de los patésise realizé con 2 ciclos de congelado con
N liquido y descongelado (30°C) y luego se sonicdamte 20s (1 vez). Se tomd una alicuota
para medir concentracion de proteinas y luego sartmmlOug para sembrar en un SDS-PAGE
10%. Se siguio con el protocolo o se conservo 2G80

Las proteinas fueron precipitadas de la muestraT€&@®- DOC. Se tomd un volumen
para 110ug de proteinas (10Qg + 10% error) para sembrar posteriormente en di
isoelectroenfoque de 7 cm. Se agregd al volumenmdestra DOC hasta llegar a una

concentracion final del 0.02% (stock 2%). Se mezold vortex e incub6 15 min a TA. Luego, se
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agrego TCA 100% hasta llegar al 10% de concenmdaidl. Se mezcldé con vortex. E incubd 1h
a TA. La muestra se centrifug6é durante 10 min. é0QB%m 4 °C y se descarto el sobrenadante
por decantacion absorbiendo con papel hasta dezanuestra se lavé con 2(0 de Acetona
enfriada previamente a -20 °C se mezcldé con voytese incub6é en hielo por 15 min. Se
centrifugd 10 min a 13.500rpm 4 °C. El sobrenadargedescartado y el sedimento se dejo secar
5 min. Se resuspendié en 130de Buffer de Rehidratacion (2,2M Tiourea, 7,7Meblr 4%m/v
CHAPS, 0.5% v/v Triton X-100, 0,002% m/v azul brdemwol). Se guardd la muestra a -80°C
cuando no se us6 en el momento, mientras que cundsd directamente se le agregd en el
momento 1%m/v DTT y 0.5%v/v de IPG buffer. Las pfoas en el buffer de rehidratacion
fueron incubadas 10 min. a TA. La muestra se dagtyi5 min a 13.500 rpm (o 10.000rpm) a
TA. (Para precipitar los complejos insolubles).

El mismo protocolo de extraccion fue utilizado pawdraer proteinas de eritrocitos sin

infectar.

7. 2. Electroforesis en dos dimensiones

Esta técnica separa las proteinas por su punétéatdco (Isoelectroenfoque, primera
dimension) y luego de acuerdo a su peso molecBBS{PAGE, segunda dimension). Como
resultado se logra una mayor separacion de preteieh mismo peso molecular pero con

distintas caracteristicas fisico-quimicas.

7. 2. 1. Separacion de proteinas en la primera dimsion: Isoelectroenfoque (IEF)

Se utiliz6 el sistema de Ettan IPGphor de GE Heatthc

Se rehidraté una tira de 7 cm con 12%le muestra. Se coloco la muestra en el recipiente
de rehidratacién, luego se ubico la tira con el hgeia y se cubrié con 1 ml de (GE). Se incubd
16 horas a TA.

Para realizar el IEF se prepar6 el equipo a 2BYEolector se recubrié de 110 ml de
Immobiline™ DryStrip Cover Fluid. Luego, se humeedean las almohadillas con 150 de
agua desionizada.

Una vez rehidratadas las tiras se colocaron emlettor cuidando la orientacion de la
tira, el lado &cido (+) hacia el anodo.
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Se colocan las almohadillas hidratadas sobre cadeens de la tira tocando
aproximadamente 0.5 cm de gel.

Los electrodos se colocaron sobre las almohaditkamanera que se asurase el contacto
entre ellos y con la plataforma de corriente.

El IEF se llevo a cabo con el siguiente programa:

Por pasos 100V 150Qw4h eliminar sales, se puede dejar mas tiempoai?)
Por pasos 300V 200v/h

Por gradiente  1.000V 300v/h

Por gradiente  5.000V 4.500v/h

Por pasos 5.000V 2.000v/h

La corriente entregada no supero losuB0por tira. Una vez focalizadas las proteinas por
diferencias en su punto isoeléctrico se guardasrilas a -80°C o se usaron inmediatamente en

la segunda dimension.

7. 2. 2. Separacion de las proteinas en la segurdimension: SDS-PAGE

Las tiras del IEF fueron equilibradas en Bufferedgiilibrado SDS (solucion madre: 50
mM Tris-HCI, pH 8,8; 6M Urea; 30% v/v glicerol; 2%mSDS; 0,002 m/v azul de bromofenol).

Se realizé un primer equilibrado agregando a 1@arBuffer de equilibrado SDS con 100
mg de DTT (GE) a un tubo de 15 ml. Las tiras fuecotocadas en tubos individuales e
incubadas por 15 min en agitacion suave a TA.

Posteriormente, se realiz6 un segundo equilibragtegando a 10 ml de Buffer de
equilibrado SDS con 250 mg de lodoacetamida (GB3. tubos con las tiras fueron incubados
por 15 min en agitacion suave a TA.

Se procedio a preparar el gel 10% (MiniProteandliBioRad), el hacer el separador al
10% y el concentrador con un peine preparativo

Las tiras equilibradas fueron recortadas de acueldamafio del peine utilizado. Se
procuré que el extremo positivo del gel quedaraciat ya que la mayor parte de las proteinas
migran hacia este. Por lo tanto, el extremo negate/oecortd de acuerdo al tamafio necesario.
Las tiras fueron colocadas en el pocillo del gelceotrador, ubicando el extremo positivo
cercano al marcador de peso molecular de protedige Ruler (Fermentas). El programa de
corrida fue de 10 mA/gel cuando el frente de carlidgd al gel separador se subid la corriente a

20 mA/gel hasta el final de la corrida. . Los gedlesorrieron poniendo la cuba en hielo.
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7. 2. 3. Tincién con Coomassie Coloidal (Giavalisgocol., 2005)

Los geles se fijaron en 50% Etanol, 2% de acidfbf@® y se incubaron toda la noche en
agitacion a TA. Luego, se lavo con agua fria 2 setme30 min cada una.

Se transfirieron a una solucion de 34% metanol, $&%ato de amonio y 2% de acido
fosforico y se incubaron durante 1hora a TA. Seatpego 0.2509/250 ml de powdered CBB G-
250 (Sigma) y se incubaron en agitacion suave g@A3 dias. Finalmente se destifieron con

agua.

7. 2. 4. Transferencia a membrana de Fluoruro de Hwinilideno (PVDF)

La membrana fue activada previamente con Metan@ndeirunos pocos min y luego se
colocaron la membrana y el gel en la sandwichega gealiz6 la transferencia durante 45 min a
60V
Tincién de las membranas:

Luego de la transferencia, las membranas se seah@re y en un recipiente limpio se
colocé la solucion de Coomassie R-250 (Sigma) (Gssie R-250 0.1%, Metanol 50% y Acido
acético 7%), las membranas se colocaron encima d®llucion. Cuando se comenzaron a
observar los primeros puntos se sumergieron y sebaron durante 2 min, en agitacion
esporadica. Se retird el colorante y se procedidestefiir la membrana con la solucién
decolorante de membranas (Metanol 50% y Acido @xéfi%). Se cambié la solucién
periodicamente hasta observar claramente las pastei

Se dejo secar al aire entre acetatos y se escangaimage Scanner (GE) entre acetatos.
Se marcé la zona tefiida, la orientacion y el nticde peso molecular fue cortado.

Finalmente se decolord totalmente con la soluci@oldeante de Background (Metanol
90% y Acido acético 10%)

La membrana fue secada al aire y almacenada leojms de papelVhatmanhasta su

posterior uso ekiVestern Blat
7. 2. 5.Western Blot
Se llevé a cabo el protocolo detallado anteriormeoin sueros bovino positivos para la

enfermedad. Uno de ellos fue el suero de la Redatiaoamérica y el Caribe- FAO (dilucién

1/600), proveniente de una infeccion experimemal en extracto de antigenos solubles de una
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cepa venezolana y eritrocitos infectados proveegnlel cultivo de una cepa mexicanaBle
bigemina(Guglielmone y col, 1997), el segundo fue un sudoreferencia proveniente de la
inoculaciéon de un ternero con antigeno solubl®&dbigemina +adyuvanteQuil-A (Echaide y
col., 1993) (dilucion 1/400) y por ultimo se utdizin suero de un bobino naturalmente infectado
en la fase crénica de la enfermedad (Elisa Indirpcisitivo paraB. bigemina proveniente del
NEA (zona donde la enfermedad es enzoodtica ) (8iut/250). Se utilizo como control negativo
un suero de un bovino negativo para la babesiddiscion 1/100). El revelado se realizd por

guimioluminiscencia con el Kit ECL (Pierce)

7. 3. Prediccion del punto isoeléctrico y geles wirales en dos dimensiones

Se predijo la distribucion de las proteinasBdéovisanotadas en el NCBI en un gel de
dos dimensiones utilizando el programa JVirGeliger2.0: http://www.jvirgel.de/ (Hiller y col.,
2006). Los puntos isoeléctricos se calcularon eloprograma pepstats del servidor EMBOSS
(http://lemboss.sourceforge.net/apps/release/5.0/&srdpps/pepstats.html). Los graficos de
distribucion de frecuencias de proteinas segun stopsoeléctrico y los calculos estadisticos se
realizaron con el programa Matlab (desarrolladoNyathWorks: http://www.mathworks.es/)

8. Andlisis Bioinformatico

8. 1. Busqueda de secuencias

Se identificaron los genes anotados Rlebovis con dominio MACPF anotados con
dominio MACPF en la base de datos de genes deergfer Refsed del Nacional Center for
Biotechnology Informartion(NCBI). Las proteinas anotadas &e bovis se utilizaron para
seleccionar aquellos contigs del proyecto genoma de B. bigemina
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_bigemina/) guesentaban similitud de secuencia con el
dominio MACPF, para lo cual se utilizo el algoritrde busqueda de secuencias homologas
TBLASTN (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/suitilast/b_bigemina) seleccionando en
opciones avanzadas la matriz Blosum 62 y un vald& dsperado de 0.0001
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8. 2. Anotacion de los genes

Las secuencias homodlogas de los contigBdbigeminafueron extraidas del archivo
“contig260608.fasta” ubicado en el sitio ftp://#anger.ac.uk/pub/pathogens/Babesia/bigemina/.
Sobre loscontigsde B. bigeminafueron predichos modelos génicos (intrones, exosestal de
TATA, seial de Poly A) y sus secuencias codificatan dos herramientas que utilizan modelos
ocultos de Markov: fgenesh (http://linuxl.softbecom/berry.phtml)  entrenado coR.
falciparum y Glimmer HMM (Shmatkov y col., 1999) entrenado clms genes anotados
manualmente dB. bovis.Ademas, sobre las secuencias codificantes, se@eddiéptido sefial
utilizando el algoritmo SignalP 3.0:http://www.atltsl.dk/ services /SignalRBendtsen y col.,
2004). Asimismo se buscOé el dominio MACPF a travlss SMART: http://smart.embl-
heidelberg.de/ (Shultz y col., 1998 y Letunic y.ca009)

A partir de la prediccion arrojada por fgenesh ym@&er HMM, teniendo en cuenta la
presencia del péptido sefal predicho por Signalde ka secuencia del dominio MACPF entera,
se realizd un consenso de la estructura de cadaygee lo anotd utilizando la herramienta
Artemis (Rutherford y col., 2000).

Asimismo, la herramienta de gendmica comparativie@ris Comparisson Tools (ACT)
(Carver y col., 2008), fue utilizada para incorporaefinar los modelos génicos Bnbigemina
segun sus homologos anotados en el genorBabaeis

El trabajo de anotacién fue realizado en colabéracon la Lic. Natalia Rego y el Dr.
Hugo Naya de la Unidad de Bioinformatica del IngtitPasteur de Montevideo, Uruguay.

8. 3. Alineamientos de secuencias

Los alineamientos utilizados para demostrar homal@ptre los dominios MACPF se
realizaron con la herramienta de alineamiento miéltiClustal W2.0.9 (Larkin y col., 2007)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)eld servidor ExPASy Proteomics Server
(http://www.expasy.ch/).
8. 4. Prediccion de estructura secundaria y terciaa de las proteinas

La estructura secundaria de las secuencias derdasinas con dominio MACPF fue

predicha con el programa Jpred 3 (http://www.comuhindee.ac.uk/www-jpred/) desarrollado
por Cole y colaboradores (2008).
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Los residuos aminoacidicos conservados por susigoiages fisicoquimicas fueron
extraidos del resultado del alineamiento por CW&#.9 observado en el modo Jalview.

Para modelar la estructura terciaria de la BbiPPRbiPLPB por homologia a una
estructura cristalizada se realiz6 una busquedalai@inio MACPF con el servidor ProDom:
http://prodom.prabi.fr/prodom/current/ntml/home.gBpu y col., 2005).

Para la identificacion de los posibles templadosesieuctura conocida se realizé una
busqueda utilizando el algoritmo Psi- BLASPoéition-Specific IteratedBLAST) utilizando
como entrada la secuencia de los dominios MACPAHtiitados por ProDom con un valor
esperado umbral E de 0,0001. Por otro lado, sézéeaha busqueda de posibles templados
servidor FFASO3: http://ffas.ljcrf.edu/ffas-cgi/tigas.pl (Jaroszewski y col., 2005) estableciendo
como valor significativo de la prediccion aquel@dores menores — 9.5).

Se le asigno6 un plegamiento a los dominios MACPB.dageminautilizando el servidor
PHYRE (Protein Homology/analoyy RecognitionEngine): http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/
(Kelley y col., 2.009).

Utilizando el templado hallado en el punto ante(@ddigo de acceso de PDBQQH)se
extrajo la estructura tridimensional y secuenciaodéada en la RCSB PDPrptein DataBank)
Con el archivo correspondiente a la estructurantedsional y el alineamiento secuencial entre el
templados y los dominios MACPF de bigeminarealizamos el modelado por homologia de la
estructura tridimensional de los dominios MACPRB@&PLPA y BbiPLPB utilizando el servidor
TITO: http://bioserv.cbs.cnrs.ffHTML_BIO/frame dihtm y el programa MODELLER
(copyright © 1989-2010 Andrej SallJ)CSF). La visualizacién de las estructuras terciarias
predichasfue realizada con el programa PyMQMolecular Graphics System, Version 1.3,
Schrédinger, LLC).

La validacién de los modelos de estructura tridinmrad obtenidos se realizé por medio
de un analisis de superposicion espacial de resiéntre estos y el templado. El programa
utilizado con tal fin fue el 3d-SS 3{ Dimensional Structural Superposition):
http://cluster.physics.iisc.ernet.in/3dss/optiomalht(Sumathi y col.,, 2006 Para medir la
similitud entre las dos estructuras rigidas supstas se utilizé la funcion residual RMSD (raiz

cuadrada de la media de la desviacion al cuadf&tigyra 2).
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Figura 2. Ecuacion para el calculo del RMSD y esquematizad@ia distancia entre atomos iguales de

las estructuras tridimensionales superpuestas.

8. 5. Identificacidn y caracterizacibn molecular desecuencias repetitivas

Las repeticiones en las secuencias de los genglpside B. bigemina y B. bovisfueros
halladas utilizando el programa Tandem repeat Fird#p://tandem.bu.edu/trf/trf.ntml (Benson,
1999) y XSTREAM: http://jimcooperlab.mcdb.ucsb.edtveam/ (Newman y col., 2007)

Se diseinaron oligonucledtidos especificos paraitiogpllas regiones repetitivas de cada

uno de los gene8biplpay Bboplpa(Tabla 15).

Nombre Secuencia Tama ™ %G Horquilla Tamaiio de
fo (°c) C (Hairpin) producto
esperado
PerfBig_for 5’- GGGCTAGAGAATAACGGCGC - 3 20 pb 58,2 60 % TM= 18,6°C 1012pb
PerfBig_Rev 5'- CGGTAGGACTACTGCTTTCAGC- 3° 22pb 57,3 54.5 TM= 38,1°C
%
Bboplplrpt_Fnew 5’- AGAAAGGTCACACTCCGATGCT - 3’ 22pb 58,3 50 % TM=22,1°C 1167pb
Bboplp2rpt_Rnew 5’-CGACACTTGCTCTATAACCCGG - 3 22pb 574 | 50% TM-= 5,4°C

Tabla 15. Secuencia y caracteristicas de los oligonucleétdoa amplificar las regiones repetitivas de

Bbiplpay Bboplpa.

La reaccion se llevd a cabo segun fue descripteriantnente. Los templados utilizados
fueron ADN gendmico las cepas BbiS2P, BbiS1A, Bbiy BbiM1A, BbiM2P, BbiMXx,
BbiBrlP, BboM1A, BboM2P, BboBrlP, BboUylP, BboR1Asimismo se utiliz6 DNA

gendmico de muestras de sangre de bovinos de ad@hpliDA y NEA para analizar la secuencia
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repetitiva enB. bigemina Los controles negativos de cada PCR fueronzesis agregando

agua a la mezcla de reaccion. Las condicionesctiedoi se detallan en la tabla 16.

Temperatura Tiempo
94°C 3 min
94°C 30s

57°C/59°C 30s
Bbiplpa/Bboplpa
72°C 1 min
40 ciclos
72°C 10 min

Tabla 16. Programa de ciclos para amplificar las regionestitdyas de los genddbiplpay Bboplpa

Los productos de PCR fueron separados en gelegatesa al 1,5 % y tefiidos con
Bromuro de Etidio para su visualizacion. Ademasgagaroducto fue purificado de la reaccién de
PCR utilizando el kit de extraccion QIAquick (QIAGIEY eluidos de las columnas con 30 ul de
agua libre de enzimas que degradan el ADN. Lostedumeron sembrados en gel de agarosa
para verificar su calidad y se midieron las musstem el NanoDrop® (ND- 1000
Spectrophotometer) para determinar la concentrat@dos fragmentos.

Los fragmentos fueron secuenciados en la Unidad Gdadmica del Instituto de
Biotecnologia del INTA Castelar.

Las secuencias resultantes y los cromatogramagnfaralizados utilizando el programa
BioEdit (copyright © 1997- 2005, Tomm HhallLas secuencias de nucleétidos fueron traducidas
a aminoacidos mediante la herramienta de traducdéh Expasy Proteomics Server

(http://www.expasy.ch/).

8. 6. Andlisis filogenético

Para realizar el analisis evolutivo de la familia lds perforinas en Apicomplexa, las
secuencias de aminoacidosRlasmodiuntfalciparumy Plasmodium yoelifueron buscadas en
la base de datos de genomas anotados de patogencarioms: Eupath DB

(http://eupathdb.org/eupathdb/) teniendo en cuéosanumeros de acceso publicados en el
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trabajo de Kaisser y colaboradores en el 2004.0Ror lado, en el caso de las secuencias de
Toxoplasma gondif Neospora caninurfueron extraidas del banco de genes del NCBI.

Asimismo, las secuencias con dominio MACPFTtheileria annulatay T. parvafueron
identificadas por medio de una busqueda de homélagas PLPs d®. bovisy B. bigemina
utilizando el algoritmo BLASTP del NCBI.

Se identificaron 42 proteinas del tipo perforindanapicomplejos estudiados y cuatro en
T. gondiiy N. caninum que fueron usadas como grupo externo. Dado el di& divergencia en
estas secuencias proteicas, solo los dominios MAfOBIBN alineados. En extremo divergente
fue la perforina Ncplp3 di. caninum por lo que fue eliminada del grupo externo
Estas secuencias fueron alineadas con el prog@@aA&ING: http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/dialign/ (Subramanian y col., 2008hzdndo los parametros por defecto, resultando
en un alineamiento de 429 posiciones Para filtres daps se utilizé el TrimAl:
http://trimal.cgenomics.org (Capella-Gutierrez y.c&009) con la opciérautomated]l que
resulto en un alineamiento final de 184 posicigg@scada una de las 46 secuencias.
Utilizando el programa Modelgenerator: http://biaindy.ie/software/modelgenerator/ (Keane y
col.,, 2006) se ajusto un modelo de evolucién segleriterio de AIC2: WAG+I+G (con 4
categorias en la distribucion gamma) y el arbaosestruyé con PhyML 3.0 (Guindon y Gascuel,
2003) utilizando el modelo de evolucion WAG+I+G aama busqueda exhaustiva: 1o mejor de
SPR y NNI, partiendo de 5 arboles aleatorios. Dieréanbusqueda se optimizo la topologia y el

largo de las ramas. Como medida de apoyo a lossremlatilizo el método SH-LRT.
El andlisis filogenético fue realizado en colabaraccon la Lic. Natalia Rego y el Dr. Héctor

Romero (Seccion de Biomatematica, Facultad de @GisndJniversidad de la Republica,

Montevideo, Uruguay)
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Resultados

Objetivo 1. Desarrollo de un método de deteccion rexular de B. bigeminasensible y

reproducible a partir de la informaciéon gendmica dsponible.

1. 1. Identificacion del gerrap-1a deB. bigemina

La familia de genesap-1 codifica para proteinas que se localizan en lagérias de
Babesia bigeminaEstas proteinas han sido ampliamente estudiadasipalmente como
candidatas para el desarrollo de vacunas contradasiosis bovina (Brown y col., 1998; Brown
y col., 1999). La organizacion de los gemap-la ha sido reportada previamente en la cepa
clonada JG-29 d8. bigemina(Ho6tzel y col., 1997). Existen cuatro variantesgémesrap-la
distribuidas en cinco copias en tdndem en el logpsl. Las cuatro variantes del geap-laul,
rap-lafl, rap-laf2 y rap-laf$s3 poseen una region central conservada (Suarez.,y2€l4).
Con el objetivo de establecer la localizacion deelgion conservada en el geap-la fueron
analizadas todas las secuencias anotadas de lastesrdel mismo en la base de datos del
National Center for Biotechnology InformatidhNCBI) Esta base de datos es redundante y no
esta curada debido a que la anotacién del genoma@de ha finalizado. En consecuencia, se
hallaron 28 secuencias de las variantesagela correspondientesrap-laol, rap-laf2 y rap-
1la#3 pero no a rap-1a@-l y se seleccionaron secuencias teniendo en cuemtdaque poseian
un mayor tamafo pertenecientes a la misma cepefelemcia dé. bigemingTabla 1).

Numero de acceso al Descripcion Tamaiio
NCBI (pb)
AF017295.1 Babesia bigemina strain CGA RAP1 beta-3 (RAP-1 beta-3) 1016
gene, partial cds
AF017293.1 Babesia bigemina strain CGA RAP1 beta-2 (RAP-1 beta-2) 1085

gene, partial cds.

AF017284.1 Babesia bigemina strain CGA RAP-1 alpha-1 (RAP-1 alpha-1) 1051
gene, partial cds.

Tabla 1. Secuencias de nucledtidos correspondientes adréss tres variantes del gap-1a rap-la-

al, rap-laf2 y rap-la£i3 seleccionadas para su analisis.
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Las secuencias correspondientes a tres de lantemidel gen fueron alineadas con el
algoritmo ClustalW (EMBL-EBI, Expasy proteomics @&e&n. El alineamiento multiple permitio
identificar la presencia de una region conservadauetotalidad que se extiende desde el inicio
del marco abierto de lectura hasta la posicion @ig§ura 1A).

A

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

TTCGATCGAGTACTTCTACATGACTACGTTGRCTACAAGACTTACCT 50
TTCGATCGAGTACTTCTACATGACTACGTTGARCTACAAGACTTACCT 50
TTCGATCGAGTACTTCTACATGACTACGTTGARCTACAAGACTTACCT 50

GACCGTTBCTTTACGGCGG@RGTTCTTAACAAGCT TGCTTTCACAA 100
GACCGTTBCTTTACGGCGG@RGTTCTTAACAAGCTTGCTTTCACAA 100
GACCGTTBCTTTACGGCGG@RGTTCTTAACAAGCTTGCTTTCACAA 100

CTCGCCTGTTCGGTTTCGBTCAGAAGGCGTTEAGCGTTTGGTAGG 150
CTCGCCTGTTCGGTTTCGBTCAGAAGGCGTTEAGCGTTTGGTAGG 150
CTCGCCTGTTCGGTTTCGBTCAGAAGGCGTTEAGCGTTTGGTAGG 150

AGQAACCTTCCCGTTARECTTGBACCACCCTAGGCBCCATCCGCE 200
AGAACCTTCCCGTTRECTTGBACCACCCTAGGCBCCATCCGLCE 200
AGQAACCTTCCCGTTRECTTGBACCACCCTAGGCBCCATCCGLCE 200

AATAGCTAGCGGCACGGCBGTACATGATGACCAAGGTGCCTG@EBGA 250
AATAGCTAGCGGCACGGCAGTACATGATGACCAAGGTGCCTG@EBCGA 250
AATAGCTAGCGGCACGGCBGTACATGATGACCAAGGTGCCTG@EBGA 250

CCTCGTTCGCRGCGTTTCTCRAGATGGCRACTAAGACTCTGTTGGTT300
CCTCGTTCGCRGCGTTTCTCRAGATGGCRACTAAGACTCTGTTGGTT300
CCTCGTTCGCRGCGTTTCTCRAGATGGCRACTAAGACTCTGTTGGTT300

ACCGTBGCACTACGTCBTTTGCCCGCRATAAGAGGTGGACAGARA 350
ACCGTBGCACTACGTCBTTTGCCCGCRATAAGAGGTGGACAGRA 350
ACCGTBGCACTACGTCBTTTGCCCGCRATAAGAGGTGGACAGGA 350

GTTAAGRAGTTATTGTARACTTCTTIACTGACCCTGCRAGTTGTTA 400
GTTAAGRAGTTATTGTARACTTCTTIACTGACCCTGCRAGTTGTTA 400
GTTAAGRAGTTATTGTRACTTCTTIACTGACCCTGCRAGTTGATTA 400

TGAAGAACGTCTCTEGCCTGAAAGACTGCCARCACAAAGCTGGTCCCH50
TGAAGAACGTCTCTEBGCCTGAAAGACTGCCARCACAAAGCTGGTCCC@50
TGAAGAACGTCTCTEBGCCTGAAAGACTGCCARCACAAAGCTGGTCCC@50

<
GAAGAGQACAGG@GGCRTCAGG®TGTOGTCGGETCAAAGCACCAAGAA 500
GAAGAGACAGG@GGCRTCAGG®TGTOGTCGGTCAAAGCACCAAGAA 500
GAAGAGGACAGG@GGCRTCAGG®TGTOGTCGGETCAAAGCACCAAGGA 500

TATTGCAACGGTGACGTATTTGGAAGARATGATTAAGRAGCCRAGCC 550
TATTGCAACGGTGACGTATTTGGAAGARATGATTAAGRAGCCRAGCC 550
TATTGCAACGGTGACGTATTTGGAAGRATGATTAAGARGCCRAGCC 550

AACAAATAATTCGTAGAAGCTGCCTRCTACCTTTCRAGGBAAAGG@ 600
AACAAATAATTCGT@AGAAGCTGCCTRCTACCTTTCRAGGAAAGG@ 600
AACAAATAATTCGT@ACGAAGCTGCCTRCTACCTTTCRAGGAAAGG@ 600

GCCGTTAGAACGTTGTTACAAGGTRAATCAAAALLTTTAAAGAAGCG 650
GCCGTTAGAACGTTGTTACAAGGTRAATCAAAAACTTTAAAGAAGCG 650
GCCGTTAGAACGTTGTRAGAAGGTRAATCCGTTGTGCEGBAAAGGA 650

* * kkkk
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0i|10197519|gb|AF017295.1|AFO1
0i|10197515|gb|AF017293.1|AFO1
0i|10197497|gb|AF017284.1|AFO1

0i|10197519|gb|AF017295.1|AFO1
0i|10197515|gb|AF017293.1|AFO1
0i|10197497|gb|AF017284.1|AFO1

0i]10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AFO1

0i|10197519|gb|AF017295.1|AFO1
0i|10197515|gb|AF017293.1|AFO1
0i|10197497|gb|AF017284.1|AFO1

0i|10197519|gb|AF017295.1|AFO1
0i|10197515|gb|AF017293.1|AFO1
0i|10197497|gb|AF017284.1|AFO1

0i|10197519|gb|AF017295.1|AFO1
0i|10197515|gb|AF017293.1|AFO1
0i|10197497|gb|AF017284.1]AFO1

0i]10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AF01

0i|10197519|gb|AF017295.1|AF01
0i|10197515|gb|AF017293.1|AF01
0i|10197497|gb|AF017284.1|AFO1

TGCTGGTRATCATCGRAGAATCATACAGCRATTCCRAGAAGAAATTC 700
TGCTGGTRATCATCGRAGAATCATACAGCRATTCCRAGAAGAAATTC 700
AAAGGGCARCCAACCATCCAA--- GAGCTGRGAGRAACCGTTCCE®96

*k kK * ok Kk *kkk * * ok ok

TCAAGRATCACAATACAATTCAGATCGCBAAATGATGAGGACTCATCC750
TCAAGRATCACAATACAACCAGA--- AAGAGTGTTGCEEBTAAGCT747
TCTGGCBITCCGCGRAACTEAATT-- TGAGGTCCCTAAGAACAATAC 744

*% * *% * *% * * *% *% *

GACGAGTAAGATATGAAACTGCTCCGEATCACTAGACTAATCGGTARAB00
GATAAGAATGAATAT----  CTG----------- TACGQ@ACGATTGG--- 777
GTCATGCTGTACT--- ACTG--------- AGGGGGHACAGG- GA 779

* * * * Kk * *

AAA/GGCBTGAATGATCGATTGTATGAATTGAATG TTAAGGAAAAGGB50

AAAG-- ATGQA--- GCTCTTRT-memememmmmemens AAAAAG 801

GAAGGTTBTGCG- GACGATGCGGGH----rmrmennn ATGCC®11
* * * *

*k Kk Fhkk

TATTACAACAGTTTACATAACTCTACCRTATAATGAACAATAAGACTAA 900
TAT--- AACTGGGAGATGGTGTGGGBTGAATAAAGGAC-- GACGAA 846
AAACCAGAAGCTTCB- GATGAAGAAAATGAAGTGCGCGGT GATGAC 858

* ok k% * ok *k ok

TGCT@CAAATAACACGTT@ATACAACAACATTTTGTACGTAAATAGTTA 950
TA----- AAATAACAAAGAATCGATCATTATGCTAAAAATGTAGTT- 890
CCG- AA AANGAAGATTCTTAAAGTTCTTAGATGATTCAGATGCGRAA 906

*kkk *

CGACTG@ATCA- TACAAAATTCAACGCTGCACTGT@AATAATCGC@AT 999
CTACTTAA- TCAAAAATGAACCAATGCCTTCTTATA--- TCGAAG933
CAGAAATTTAGCTGRCATTTCRATAGTGTTGCTGTAAATAATCGCAT 956

* ok ok ok * *% * ok ok *kkk Kk

ATAACAATTTTGAATGCCRATCCCATCGTTTTTRCTTTTATGTTGGTL049

TTCG@--- TTATATATCTAATCTCATCGTTTTTRCTTTTATGTTGG®80

ATAACAATTTCGRATGCCRATCTCATCGTTTTTRCTTTTATGTTGGTL006
*

*% * *%

CAGGTGTTBATATTTGCAAGGAC----------- 1074
CAGGTGTTBTATTTGCAAGGACCGTGGTARAT 1016
CAGGTGTTEBTATTTGCAAGGACCGTGGTARAT 1042

—
rap-ta-a1 [ IR
rap-1a-p2 [ I |

rap-1ap; I

<+

Figura 1.A. Alineamiento multiple de las tres variantes datigapl-a(rap-la-al; rap-la-$2 y rap-la-
£3). Se indica la posicion de los oligonucleétidgseesficos Bbi400F (flecha hacia la derecha) y BBRO
(flecha hacia la izquierdaB. Esquema de las tres variantes del iggrnilautilizadas en este trabajal,
pl, 2 y 3. En rojo: regidbn conservada en las tres variantésgde. Las flechas representan los

oligonucledtidos especificos para la amplificadi@un producto de PCR idéntico de 412 pb de lanegi

conservada
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1. 2. Desarrollo de PCR en un solo paso para la @éetion deB. bigemina

Utilizando la secuencia conservada en los tresgyerencionados en el punto anterior se
disefiaron oligonucledtidos especificos para aneplifun fragmento de 412 pb. El andlisis con la
herramientaDligo Analyzer3.1 del servidor IDTI(tegrated DNA Technologiesgemostraron la
baja capacidad de los oligonucleétidos de formaguithas, lo cual dificultaria la disponibilidad

para la reaccion deseada (Tabla 2).

Nombre Secuencia Tamaiio ™ %GC Hairpin

Bbigd00f 5- AGCTTGCTTTCACAACTCGCCT- 3 22 pb 59.7 °C 50 % AG= 0.28Kcal.
-1
mole
TM=19.5°C
AH= -15.9 Kcal.
El
mole
AS= -54.3cal.K™

-1
mole

Bbig400r 5°- TTGGTGCTTTGACCGACGACAT- 3’ 22pb 59.4°C 50 % AG=-0.33Kcal.
mole™
TM=28.5°C
AH= -26 Kcal. mole’
1
AS=-86.2cal.K™

-1
mole

Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucledtidos utilizagasa amplificar la zona conservada de las

cuatro variantes del geap-1a.

A continuacion, se optimizo la temperatura de ddeion (TA) de los oligonucle6tidos
realizando la amplificacion del fragmento espeoién un rango de temperatura de hibridacion
entre 55°C y 60CC. La temperatura para la cual se observd un prodespecifico del tamafio
esperado y con mayor cantidad de producto fusC5@-igura 2). En consecuencia, esta

temperatura se seleccion6 como temperatura éptirhédoddacion.
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1 234567 8 910111213 14 15 16 17 18 19

412 pb |5 =

Figura 2. Optimizacion de la temperatura de hibridaciéon de dtigonucleétidos. TA 5%= 1:
BbiM1P; 2: BboM2P (oligonucleétidogapla); 3: BboM2P (oligonucleétidos control Bbo);
4:BbiM1P (oligonucleétidos control Bbo); 5: contmokégativo (oligonucleétidosapla); 6: control
negativo (oligonucledtidos control Bbo). TA %= 7: BbiM1P; 8: BboM2P (oligonucledtidos
rapla); 9: BboM2P (oligonucledtidos control Bbo); 10: @i2P BbiM1P (oligonucledtidos control
Bbo); 11: Marcador de peso molecular 1Kb plus (hagen). TA 58C= 12: BbiM1P; 13: BboM2P
(oligonucledtidosaplg); 14: BboM2P (oligonucledtidos control Bbo); 15hiBI1P (oligonucledtidos
control Bbo). TA 60C= 16: BbiM1P; 17: BboM2P (oligonucledtidosapla); 18: BboM2P
(oligonucleotidos control Bbo); 19: BbiM1P (oligariedtidos control Bbo).

Con el fin de demostrar la especificidad de logariucleétidos para la detecciénBle
bigeminase realiz6 un ensayo de PCR utilizando como teroplidN de seis cepas de
referencia deB. bigeminaen paralelo con ADN de muestras Blabesia bovisAnaplasma
marginale Anaplasma centraley de sangre periférica de boviri®o§ tauru¥. Esta ultima fue
incluida debido a que la muestra de ADN templadtuye ADN del hospedador, en este caso
el bovino. La region constante del gap+lapudo ser amplificada en todos los aislamientos
deB. bigemina(Figura 3A), mientras que no se observo productaiglamientos dB. bovis
A. marginaley A. centrale,demostrando la especificidad de los oligonucleétidn la
deteccidn de este gen especificdBdbigemina

Por otro lado, se evaluo el limite de deteccidmodeoligonuclétidos en la reaccion de
PCR a partir de ADN extraido de muestras corredpates a una curva de diluciones
seriadas al décimo de sangre infectada Borbigeminade parasitemia conocida (2% de
Glébulos rojos infectados) pudiendo detectar ha£i@8002% de eritrocitos infectados (Figura
3B). Este porcentaje de parasitemia resulta intlibcal microscopio Optico y pesar de que

otros métodos de deteccion molecular Ble bigeminadetectan dos o6rdenes menos de
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eritrocitos infectados estos involucran mas de wo e amplificacion y/o deteccion del
producto especifico mediante la hibridizacién condas marcadas con radioisétopos. De esta
manera, el disefio de la estrategia de PCR propasestal presente trabajo permite la
deteccién del parasito con una mayor sensibilididdeteccion directa mediante observacion
de frotis de sangre infectada en microscopio ofneétodo de referencia hasta el presente).
La deteccidn del parasito utilizando una PCR esalo paso disminuye los tiempos y costos
de deteccion lo cual resulta conveniente para Soaamn en el diagnostico de rutina de la

babesiosis causada @rbigemina.
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Figura 3. A. Especificidad de la PCR para distintos aislamigeBabesia bigeminéBbi), B. bovis
(Bbo), Anaplasma marginaléAm) y A. centrale(Ac). B. Limite de deteccion de la técnica utilizando

diluciones seriadas al décimo de una muestra dgesann una parasitemia del 2%.

Esta técnica resultd ser una herramienta Gtil gtiefe para detectar la presenciaRle
bigeminaen muestras de distinto origen tales como sangreodmos infectados natural o
experimentalmente y garrapatas en los diferentaglies de su ciclo evolutivo.

Para validar y establecer la robustez de este méledieteccion dB. bigemina, se

realizé una comparacion entre los resultados atweren nuestro laboratorio y el laboratorio
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de la Estacion Experimental del INTA Rafaela (SaR&). Con este proposito, fueron
evaluadas 34 muestras de sangre de animales desrdeleNoroeste argentino (NOA) (Figura
4). Se detectaron 19 muestras positivas Baraigeminay 14 negativas. Una de de las 34
muestras de campo fue detectada solo en nuestovatabo obteniéndose un 97% de
correlacién en los resultados (Tabla 3). Asimisel@nalisis de los datos obtenidos en ambos
laboratorios arrojé una “muy buena” concordancidageresultados con un valor de indice
kappa de 0,94 (Figura 5). El resultado de esta valida@émostré que este método de
deteccion del parasito es robusto independiententEnlas variables inherentes al manejo de
cada laboratorio. Esto permite plantear su potémsia como método de diagnostico de la
presencia del parasito en una determinada muestra.
A

100 pb ladder
100 pb ladder

125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
agula

-
—
F_i
e —
[==]

Figura 4. Resultado de la amplificacion dap-laen el laboratorio de Rafaela,
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Muestra NOA 05-0151 | Resultados Castelar | Resultados Rafaela
46 N N
47 N N
48 N N
49 N N
50 N N
51 N N
52 P N
53 N N
54 PT PT
55 N N
56 P P
57 PT PT
58 PT PT
59 N N
60 N N
61 PT PT
62 N N
63 N N
64 N N
125 PT PT
126 P P
127 P P
128 PT PT
129 PT PT
130 P P
131 P P
132 P P
133 P P
134 P P
135 P P
136 P P
137 P P
138 P P
139 P P

Tabla 3. Comparacion de resultados de los dos laboratdgimsojo el Unico resultado discordante. Las
muestras de sangre periférica fueron obtenidasodi@ds de 18 meses de establecimientos del Noroeste
Argentino (protocolo 05-0151). N: Negativo; P: Riesi.

-77 -



PCRrap1laCastel
raplaCastelar N 34,00
+ -
Ea 11,18
+ 19 0 19
PCRBbgraplaRafaela Ed 6,18
- 1 14 15
Kappa 0,94
20 14 34
Valores de kappa Significancia
1 perfecta concordancia
0,8a<1 muy buena
0,6a0,8 buena
0,5a0,6 aceptable
0,4a0,5 moderada
>0a 0,4 mala
0 no hay concordancia

Figura 5. Analisis de concordancia (calculo del indkagopd entre los resultados de la PCR realizada en

Castelar y en Rafaela.

La optimizacién de esta técnica y la aplicaciénla@meteccion déB. bigeminaen
muestras de animales cronicos con parasitemiasteitdbles al microscopio Optico,
representa una valiosa herramienta para estudidasas de infeccion por estos parasitos en
areas enzodticas. Adicionalmente, la sencilleardgbdo permite que este pueda ser utilizado
ampliamente en laboratorios de diagndstico vetadnasimismo, este método fue un
complemento fundamental para detectar la presafeclB. bigeminaen todas las muestras

utilizadas en el presente trabajo de tesis.

Los resultados presentados en este objetivo fysubhicados en la revista Annals of the

New York Academy of Sciences (Petrigh y col., 2008
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Objetivo 2. Identificacion de antigenos d®. bigemina

2. 1. Protedmica: separacion en dos dimensiones axtractos proteicos del estadio
intraeritrocitario de B. bigeminapara la deteccion de antigenos inmunoreactivos liiando

sueros de bovinos infectados

Hasta el momento no existen antecedentes reportiadentificacion de antigenos de
Babesia sppa través de un abordaje protedmico. Si bien lgulEda de antigenos a través de este
analisis resulta mas laboriosa debido a que imjdiagtimizacion de la extraccion de proteinas
del parésito, la separacion de las mismas en deleks dimensiones y la inmunodeteccion de
antigenos utilizando sueros bovinos reactivos gtateinas del parasito, nos permite disponer
del proteoma completo del estadio del parasitostude y seleccionar al mismo tiempo varios
antigenos candidatos que en estudios futuros pa#raavaluados como candidatos vacunales o

para su uso en métodos de diagndéstico de la baizebmvina.

2. 1. 1. Optimizacion de la purificacion de proteias totales de merozoitos de la cepa de
referencia BbiS2P

La purificacion de los parasitos a partir de samgrein bovino infectado por medio de la
lisis del eritrocito resulta dificultosa debido aegws merozoitos estan fuertemente unidos a la
membrana del eritrocito, disminuyendo notablemehteendimiento de las fracciones puras del
parasito (Bosse y col., 1995). En consecuencigndn en cuenta esta dificultad fue necesaria la
implementacion de protocolos de extraccion de pmagetotales de alto rendimiento.

En este trabajo se compararon tres protocolos tlaceidon de proteinas solubles que se
diferenciaron en cuanto al rendimiento luego deuficacion y a la calidad de la separacion de
las proteinas en dos dimensiones.

Los protocolos aplicados en este estudio fueroaridss previamente para la extraccion
de proteinas de otros parasitos del phylum ApicergoNeospora caninunfShin y col., 2005)
(Protocolo 1) yPlasmodium falciparunfGelhaus y col., 2005) (Protocolo 2). El tercestpcolo
fue a adaptado a partir del procedimiento puespurato para la extraccion de proteinas de
Mycobacterium smegmatidesarrollado por Gabriela Echeverria y Wendy Kalalel Instituto
de Biotecnologia del INTA Castelar y el Departaroatd Biologia Celular, Facultad de Ciencias

de La Universidad Nacional Autbnoma de México (caracion personal)
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Segun lo observado en la figura 6, se verific6 @lerendimiento del protocolo
correspondiente deospora caninunfue superior en comparacion con el Basmoidum

falciparum(4 mg/ml de proteinas totales versus 2,7 mg/npleets/amente)

1

Figura 6. Comparacion de protocolos 1y 2 en geles 2[FProtocolo de extraccion B. Protocolo de

extraccién 2. pH 3-10.

No obstante, las muestras preparadas por los pfotdc y 2 no fueron separadas
eficientemente, ademas el grupo de proteinas shfialala figura 8 no fue resuelto totalmente.
En consecuencia se decidi6 adaptar el protocoloard#imdo para Mycobacterium
paratuberculosisen este caso utilizando un rango de pl de 4a7utilizacion del protocolo 3
nos permitid optimizar la extraccion de proteisatubles y la corrida electroforética en dos
dimensiones pudiendo separar las proteinas de oiw®zde B. bigeminapor su punto
isoeléctrico y masa de una manera mas eficiengei@:ir).

Los resultados de la comparacion entre el gel enalse separaron las proteinas totales
deB. bigeminacon el gel en que se separaron las proteinagsatal eritrocitos sin infectar, nos
permitieron corroborar la inexistencia de contamib@ de proteinas del eritrocito en las
preparaciones de proteinas del parasito demostréadeficiencia de los protocolos de

purificacion de merozoitos a partir de eritrocitfectados.
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Figura 7. Gel en 2D tefido. IEF: tiras de 7 cm, rango de4pHy SDS- PAGE 10%A. Proteinas de

merozoitos de BbiS2B,. Proteinas solubles de eritrocitos no infectados

2. 1. 2. Deteccion de antigenos inmunoreactivos a suero bovino infectado corB. bigemina

Para identificar antigenos del estadio intraeritanio deB. bigeminaen todo el rango de
puntos isoeléctricos, se realizo el isoelectroaemtogn un rango de pH de 3 a 10 (Figura 8A) con
el protocolo 3. Se realizaron dos geles por dugdticano de ellos fue utillizado para la
transferencia a la membrana PVDF (Figura 8B). Endanbrana con las proteinas transferidas se
observaron menos puntos que en el gel tefido com@&ssie coloidal debido a que la tincién de

la membrana con Coomassie R es menos sensible

A
pH 10 825 65 4,75 pH 3
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Figura 8. A. Gel tefiido con Coomassie coloidBl. Membrana PVDF con proteinas transferidas del gel
SDS PAGE tefiidas con Coomassie R-250. La escgtd ske consedero teniendo en cuenta la linealidad

del gradiente de pH de las tiras utilizadas.

Los resultados deWestern Blotutilizando un suero bovino inoculado con antigenos
solubles deB. bigemina(Echaide y col., 1993) (Figura 9A) y wuero de un animal infectado
naturalmente en la fase crénica de la enfermedadré-9B) dieron lugar a la identificacién de
proteinas inmunoreactivas distribuidas mayoritagiate en el rango de pl menores a 6,5. Este
mismo patron fue observado con el suero Red posidesla FAO (Guglielmone y col., 1997)
proveniente de una infeccidbn experimental realizada antigenos solubles de una cepa
venezolana y eritrocitos infectados con una cepgigaea y con el. Por otro lado, Aestern
Blot realizado con un suero de un bovino negativo [@itzabesiosis reacciond contra algunas
proteinas de bajo peso molecular diferentes aatzifin identificada con los sueros bovinos de

animales infectados (Figura 9C).
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Figura 9. Western Blotos sueros bovinos positivos. En este caso slowestra el suero proveniente
de una inoculaciéon de un ternero con antigenoblesiweB. bigemina Echaide y col., 1993A) y Suero

de un bovino infectado naturalmente provenientétd enzo6ticéB). Suero bovino negativ(C)

La optimizacion de la técnica de separacion deepras de merozoitos dB. bigemina
utilizando geles de dos dimensiones, permitié datezon un suero bovino infectado proteinas

solubles las cuales podrés ser estudiadas comogultss antigenos.
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2. 1. 3. Distribucion de las proteinas dBabesiaspp. segun su punto isoeléctrico

La abundancia de datos gendémicos actuales peresf@mder preguntas acerca de la
estructura de los proteomas y de su evolucidnaEsentido, una herramienta de analisis util es
la posibilidad de calcular la distribucién del pungsoeléctrico (pl)in silico de los proteomas
completos predichos a partir de la anotacion gecgmitilizando el programa Vitual 2D
(Medjahed y col., 2003) u otros similares, es Ipesvisualizar una distribucion trimodal en
algunos de los proteomas eucariotas con grupogaleimas con pl de alrededor de 5, 7y 9
(Schwartz y col., 2001).

Se ha reportado en la literatura que los parasitcecelulares posen un proteoma con una
desviacion hacia las proteinas basicas (Kiraga y, @fl07). El proteoma de organismos
relacionados tales conib falciparummuestran una distribucion trimodal de las proteiogales
segun su punto isoeléctrico con proteinas de @,déy 10 con mayor cantidad de proteinas
basicas (Figura 13). Hasta el momento no existgortes acerca de la distribucion del proteoma
de ninguno de los parasitos del génBabesiaseguin su punto isoeléctrico pero los resultados
experimentales presentados en este trabajo demuegpte las proteinas solubles del estadio
intraeritrocitario deB. bigeminase distribuyen principalmente entre el pl de 4,825 (Figura
8A)

El genoma d®. bigeminano esta anotado en la actualidad, pero la basats de
secuencias de proteinas no redundantd. d®visesta disponible en el NCBI. Para establecer
un patrén general sobre la distribucion de lasginats y antigenos d@abesiaspp se predijo la
distribucion en dos dimensiones (2D Virtual) de adaea su punto isoeléctrico y peso

molecular, de las proteinas anotada8 deovisutilizando el programa JVirGel (FiguralO)
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Figura 10. Gel 2D Virtual de las proteinas Bebovisrealizado con el programa JVirGe
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El analisis de la distribucion de los puntos iscieiéos extraidos de los resultados de la
prediccion del programa pepstats del servidor EMB@8mostraron una distribucion trimodal
de las proteinas totales observando tres gruppsatieinas con el punto isoeléctrico en el rango
de 4-6 (curva 1), 6-8 (curva 2) el cual tiene mapamtidad de proteinas y por ultimo en la curva
3 y con menor frecuencia de distribuyen las prakide a 10 (Figura 11). Esta misma
distribucion trimodal se observo cuando se analizdos puntos isoeléctrico de todas las
proteinas deTheileria parvaaunque la frecuencia de proteinas es similar ertréss grupos
(Figura 12).
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Figura 11. Distribucion de frecuencias segun su de las pragsedieB. bovis(prediccion realizada con el
pepstats (EMBOSS). La linea continua marca laiblistion de los pl que es trimodal. Numero de
proteinas analizadas: 3705. Comando hist (R),Vater0,28=14/50. Opcién prob.= TRUE (grafica de
densidad de probabilidad de secuencia). Curva nisidid de probabilidad (suavizado). Comando density
(R) opcién bW=0,25 (Ventana gausiana). El gréfiegpdtos muestra la distribucion de las proteinas po

de acuerdo logaritmo del peso molecular en fundarpl.
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Figura 12. Distribucion de frecuencias de las proteinasTHeileria parvasegun su punto isoeléctrico
(prediccion realizada con el pepstats (EMBOSS)liie@a continua marca la distribucion de los pl gae
trimodal. Namero de proteinas analizadas: 2223.daim hist (R), Intervalo=0,28=14/50. Opcion prob.=
TRUE (grafica de densidad de probabilidad de seziaprCurva de densidad de probabilidad (suavizado)
Comando density (R) opcion bw=0,25 (Ventana gaasidfl grafico de putos muestra la distribucion de

las proteinas por de acuerdo logaritmo del pedeautar en funcion del pl.

La distribucion frecuencia de las proteinas de eterdhinado punto isoeléctrico resultd
ser diferente erP. falciparumy si bien la distribucién es trimodal como otrosa&riotas (Figura
14) presentando de proteinas con pl 5, 7 y 10bsere6 una frecuencia alta de proteinas
basicas(figura 13) lo cual podria deberse a qgermdma es rico en A-T
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Figura 13. Distribucion de frecuencias de las proteinasPddalciparumsegun su punto isoeléctrico
(prediccion realizada con el pepstats (EMBOSS)likga continua marca la distribucion de los pl gae
trimodal. Namero de proteinas analizadas: 5265.dbwim hist (R), Intervalo=0,28=14/50. Opcidn prob.=
TRUE (grafica de densidad de probabilidad de sezstaprCurva de densidad de probabilidad (suavizado)
Comando density (R) opcién bw=0,25 (Ventana gaa$idfl grafico de putos muestra la distribucion de

las proteinas por de acuerdo logaritmo del pedeaular en funcién del pl.
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Figura 14. Distribucionde Saccharomycespp. segun su punto isoeléctrico (prediccion zadh con el
pepstats (EMBOSS). La linea continua marca laiblistton de los pl que es trimodal.. Numero de
proteinas analizadas: 5861. Comando hist (R), akex0,28=14/50. Opcién prob.= TRUE (gréfica de

densidad de probabilidad de secuencia). Curva agidied de probabilidad (suavizado). Comando density
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(R) opcién bw=0,25 (Ventana gausiana). El grafiegpdtos muestra la distribucion de las proteinas po

de acuerdo logaritmo del peso molecular en fundairpl.

La disponibilidad de los proteomas anotados densgas apicomplejos tales corBo
bovis T. parvay P. falciparumnos permitié analizar de una manera mas integsatdsultados

experimentales obtenidos con la electroforesis srddnensiones d8. bigemina
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2. 2. GenoOmica: ldentificacion y caracterizacion € genes potencialmente involucrados en
los mecanismos de interaccion patdégeno-hospedadorspecificos para el phylum

Apicomplexa.

En este objetivo especifico se propone identifiear Babesia bigeminagenes
potencialmente involucrados en los mecanismosdEsion y egreso a las células blanco tanto
del vector (garrapata) como del hospedador mam{tewuino). La estrategia consistid en la
busqueda por homologia en el genom&deigeminade proteinas con funciones implicadas en
la interaccion patdgeno—hospedador, provenientesorganismos relacionados, tales como

Plasmodiunspp.,B. bovisy Theileriaspp.

2. 2. 1. Identificacion de la familia de genes gucodifican para proteinas con dominio
MACPF (membrana attack-complex/perfor)ren Babesia bovis

Las proteinas formadoras de poro son empleadagapias microorganismos patégenos
para alcanzar su éxito como colonizador. Variogeios intracelulares utilizan proteinas
formadoras de poro para invadir las células dgbédador, sobrevivir dentro de ella y finalmente
egresar para infectar nuevas ceélulas.

En Apicomplexa se han reportado proteinas con dom\tACPF enPlasmodiumspp
(Kaisser y col., 2004; Kadota y col., 2004, Ishynool., 2005; Ecker y col., 2007)yoxoplasma
gondii (Kafsack y col., 2009). ErPlasmodiumspp. se ha reportado que la familia esta
conformada por cinco genes que codifican para Eejmas secretorias que poseen el dominio
MACPF (Kaiser y col, 2004). Este dominio estad ddfn por una secuencia consenso
caracteristica Y/W- ¥ (F/Y)GTH(F/Y)- Xe- GG a partir de la cual se define el dominio coaio t
debido a que estos aminodcidos definen la estaudecundaria que determina la estructura
tridimensional importante para que la proteina cangpin su rol en la formacién de poroslan
membrana.Se ha observado que en el génBtasmodiumexiste mayor homologia entre las
secuencias de los dominios MACPF de los genesogaslque en los genes paralogos. Por lo
tanto, es posible identificar los genes que cadifipara proteinas del tipo perforinas en el
genoma ddé3. bigeminaa partir de la busqueda por similitud con los getheB. bovis anotados
con dominio MACPF en la base de datos de genesfeieencia Refsed del Nacional Center for
Biotechnology InformartioNCBI) En la coleccion no redundante de secusm#&ADN, ARN

y proteinas de3. bovisdel Refseq identificamos siete genes con el damiWACPF anotado.
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Adicionalmente, confirmamos la anotacion de los idiss MACPF en cada proteina
identificada utilizando el predictor de dominiosfgicos SMART (Tabla 4).

Identificacion del locus Anotacion Cromosomg Dominio MACPF
en el genoma (SMART)
(locus tag)
BBOV 11007150 mac/perforin domain containing 2 MACPF:
protein Babesia bovis T2Bo 518-744 aa

(Evalue=1,30e-36

BBOV 11002020 mac/perforin domain containing 2 MACPF:
protein Babesia bovis T2Bo 422-646 aa
Evalue=3,70e-51

BBOV_11001970 mac/perforin domain containing 2 MACPF: 154-354 35
membrane proteirBabesia bovis (Evalue=3,90e-32
T2Bd

BBOV_1vV001370 MAC/perforin domain containing 4 MACPF: 172-371a@|

protein Babesia bovis T2Bo Evalue (1,40e-24
BBOV_111000410 hypothetical proteinBabesia bovis 3 MACPF1: 210-
T2Bd 423aa
Evalue=4,00e-19
MACPF2: 497-
700aa

Evalue=5,00e-21
MACPF3: 1040-

1255aa
(Evalue=9,60e-28
BBOV 111000320 hypothetical proteinBabesia bovis 3 MACPF: 87-294aa
T2Bd (Evalue=1,40e-16

BBOV_11006750* hypothetical proteinBabesia bovis 2 MACPF: 241-401ag|
T2Bd (Evalue=9,30e-03

Tabla 4. Proteinas dd3abesia bovisanotadas en el base de datos de genes (RefSetj)Ctlcon
dominio MACPF. *No considerada en este trabajo cqmuieina del tipo perforina por su valor de E
mayor ae’,

Teniendo en cuenta los valores de E obtenidos ereldiccion de dominios MACPF en
cada proteina y considerando significativos lo®nesl mayores o iguales a e-4, definimos seis
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proteinas del tipo perforina éh bovisdescartando a la proteina BBOV_11006750 cuyo vdéor
E de la prediccién del dominio fue de 9,38dncluso, el alineamiento de los dominios MACPF

de las siete candidatas demostr6 que esta probeingresenta el motivo caracteristico del

dominio: (Y/W- Xe- (FIY)GTH(F/Y)- X¢- GG (Figura 15).

BBOV_11007150
BBOV_11001970
BBOV_IV001370
BBOV_I11000320
BBOV_11002020
BBOV_I11000410_d3
BBOV_I11000410_d1
BBOV_I11000410_d2
BBOV_I1006750

BBOV_I1007150
BBOV_11001970
BBOV_IV001370
BBOV_I11000320
BBOV_11002020
BBOV_I11000410_d3
BBOV_I11000410_d1
BBOV_I11000410_d2
BBOV_I1006750

BBOV_I1007150
BBOV_11001970
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BBOV_11002020
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BBOV_I1006750

BBOV_11007150
BBOV_11001970
BBOV_IV001370
BBOV_I11000320
BBOV_11002020
BBOV_I11000410_d3
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BBOV_I11000410_d2
BBOV_I1006750
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Figura 15. Alineamiento multiple por Clustal W de la regipredicha como dominio MACPF de los

genes depositados en el banco de genes del NCBantamillo se resalta el motivo caracteristico del
dominio MACPF (Y/W- X%- (F/Y)GTH(F/Y)- Xe- GG. Los asteriscos marcan los aminoacidos qu est
conservados en todos los dominios MACPF de digtiatganismos

De esta forma, se identificaron seis genes qudicadipara proteinas del tipo perforina Ble

bovis cinco de las cuales poseen un dominio MACPF hatiaxtremo carboxilo terminal,
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mientras que BBOV_I1100410 posee tres dominios dispas en tandem cuya secuencia de

aminoacidos varia entre uno y otro (Figura 15)

2. 2. 2.ldentificacion y anotacioén de proteinas con dominiddACPF en Babesia bigemina

Los dominios MACPF de las seis proteinasBddovisse utilizaron para identificar los
genes ortdlogos en el genomaBRlebigeminano anotado pero con disponibilidad de la secuencia
de los contigs en el sitio del Wellcome  Trust Sanger Institute
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_bigemina/).ligdindo cada uno de los dominios MACPF
de B. bovisrealizamos la busqueda con el algoritmo TBLASTNascontigse identificamos
ocho secuencias ortologas distribuidas en difesarmetigsdel genoma.

Debido a que la anotacion del genoma Rlebigeminaaln no ha sido finalizada,
procedimos a anotar esta familia de genes utilzdredramientas bioinforméticas para predecir
la estructura de cada uno de los genes. Las predéscobtenidas por los programas FGNESH
HMM (entrenado corP. falciparunm) y Glimmer HMM entrenado manualmente con el genoma
anotado deB. bovisnos permitieron generar un consenso de cada seguggitniendo ocho
genes cada uno con su secuencia codificante queriposiente fue corroborada analizando las
secuencias de aminoacidos con el predictor SMABgrahdo definir la secuencia del péptido
sefal y el dominio MACPF caracteristicas fundanieatpara considerar estas proteinas como
perforinas

Por otra parte, la comparacion utilizando la hereata delArtemis Comparisson Tools
(Artemis) de los genes anotadosRlebigeminacon los previamente anotados Blebovis nos
permitié curar nuestras anotaciones logrando adérfiamilia de ocho genes que codifican para
proteinas del tipo perforina (PLP) nombrandoladadetra A a la H para diferenciarlas de las
descriptas erPlasmodiumspp. Debido a la ortologia entre los gepgs de Babesiaspp., la
denominacion de los miembros de la familia fuecapla a lo genes d& bovis(Figura 16).

Los resultados de la anotacidon y la comparacioredos geneglp deB. bigeminay B.
bovismostraron en primer lugar g bigeminaposee dos genes adicionales que codifican para
proteinas con dominio MACPF que contienen el mottaoacteristico conservado y ademas
segun la prediccion de Signal P estos presentareaduencia del péptido sefial lo cual indicaria
gue estos no son pseudogenes. Otra caracteriapoatante que surge de la anotacion, es que los
genesplpa y plpb en ambos parasitos no poseen intrones mientrasefjuesto de los genes en
ambos parasitos poseen entre 2 y 15 intrones ctamario promedio de 30 pb cada uno.
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Figura 16. Anotacion estructural de los genes con dominio MAR@EB. bigemina(A) genes ortélogos
enB. bovis(B)

La anotacion de las proteinasBlebigeminacomparadas con las & bovisdemostraron
algunas similitudes y diferencias destacables (Bidd). Una de las similitudes mas notables es
la presencia de dos dominios repetitivos en ladregientral de la proteina PLPA de ambos
parasitos, la conservacion de estos dominios tefostien ambas proteinas sugeriria que su
posible funcidén fue seleccionada a lo largo devaluzion. Mas adelante describiremos esta
region repetitiva en ambas proteinasBdévigeminay B. bovis Una diferencia importante es la
presencia de tres dominios MACPF en la PLPBBdéovis,mientras que eB. bigeminaesta
proteina posee un solo dominio sin embargo pudiobservar la existencia de dos proteinas
adicionales a las dB. boviscada una con un solo dominio. El analisis de éasiencias de los
dominios demostré que existe una alta homologiig e@ida uno de los dominios de la BboPLPE
y los dominios de la BbiPLPE, BbiPLPG y BbiPLPH pestivamente (Figura 18). Los
porcentajes de identidad de los alineamientospmiees entre los dominios con menos homologia
fue de alrededor del 20%.
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B. bigemina B. bovis
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Figura 17. Anotacidén estructural de las proteinas MACPF Blebigeminay B. bovis Estructuras

generadas en el servidor SMART.
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BboPLPE_MACPFd2 GSGF KSNHKKTVNTRDDO YNKLKKSRNVLVRKYRLKECQ®FKVADCPTEKYVENVDDES 60

BbiplpG_MACPF = \[c)VA RN =AY/ N ——— CKGG-KEVECPI DRLKKNI YDEG 34
BboPLPE_MACPFd2 CSGC SSWNRFFADYGTH/TRR SMGGF RRFSNVSNRESKRDASKQKTTI KKSSSWHHL 120
BbiplpG_MACPF CEGQA SWNRFFADFGTHATQH/TMG G TYRRFNNAMDKQASRKSKKSEVTI TTSSSVFAL 94
BboPLPE_MACPFd2 VKKKSKKTKSSSSKVSSEGKEHDLVQY TVGPEPHNESMAMDVFEDW\RDVALNPVPI DVE 180
BbiplpG_MACPF SNSRQESTKENEFMHSRDDEBDVVQY TVGPEPKDEFMIPDSFEDA\RKVALNPVPI DVE 154
BboPLPE_MACPFd2 YQPLSEIMMENQAKNL YAKAI EYY-- 204

BbiplpG_MACPF FI SLSELMFDDETRKLFKEALRY YAK 180

o kkkek seeeeake ake kk

% | denti dad: 48. 6%

BboPLPE_MACPFd3 AKFALSAEI TVFCWKLRCPSTES SKL EVKQGKRVCSAFKKSFQMNTKEL KPNFKKAATEC 60
BbiplpH_ NFRTSSETC9
BboPLPE_MACPFd3 TTI RYAI NPEYPDCKE- VKPWIQLFEMFGTH-TYN Kl GGRLTKI SQ/NLNKKTNTNWNS 119
BbiplpH_ TTI RY SNPDHPDCVEHVKPWMLFELFGTH-TYN Kl GARLTELEQVNASKS(KRSNAQ 69
BboPLPE_MACPFd3 VNAGATTQVRNELFGASAGVGALSKGSTKDNTENI SFTYVNVLGGRTI GNVEDENEYLEWI 179
BbiplpH_ AKARADI QVTKSVAAGSV/GVDGTKMSNNSIWTNVSFSYVNVLGG®I GNADDEDELAWI 129
BboPLPE_MACPFd3 NSP EHPMPIRNQ.APLAKLFDSEELKETYDDAMEYY-- 216
BbiplpH_ HIP NNPMPIRSQLAPLSKLFRSQALKEAYDDAMEFYMA168

% | denti dad: 59. 64%

Figura 18. Alineamiento entre los dominios MACPF de la Bb®ELyYy BbIPLPE, G y H.A.
BboPLPEMACPFd1/BbiPLPEB. BboPLPEMACPFd2/BbiPLPGC. BboPLPEMACPFd3/BbiPLPH.
Cada alineamiento presenta su porcentaje de i@ehtid

Teniendo en cuenta que la anotacion de la famgligathe®lp fue basada en predicciones

in silico se intentd verificar la anotacion de algunos dedeses utilizando herramientas de

biologia molecular.
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Verificacion experimental de la anotacion

Bbiplpc

En este caso particular la secuencia codificantetadao utilizando los programas
bioinformaticas no nos permitio predecir la secigeel péptido sefal, la cual es fundamental
para definir esta familia de proteinas formadompato y secretorias. Por tal motivo se procedio
a la verificacién de la anotacién por métodos expamtales planteando dos modelos posibles de
gen. Cada uno de estos modelos fue evaluado pd?@R.-El gen del modelo 1 correspondié a
una secuencia con un marco de lectura sin la seleusaeial de exportacion mientras que el
modelo 2 fue extendido rio arriba hasta una pr@babtuencia de péptido sefal predicha por el
algoritmo Signal P (Figura 19). La amplificaciorl fagmento del transcripto correspondiente al
modelo 1 utilizando el par de oligonucleétidos 2 mostré un producto con 30 pb menos que el
producto de la amplificacion a partir de ADN genémiDe esta manera verificamos la presencia
de un intron de 30 pb predicho en la anotadidsilico. Por otro lado, cuando se realizé la
amplificacion del transcripto utilizando un oligotertido especifico para una region rio arriba
(3) y el oligonucleédtido 2, pudimos detectar unducto a partir de ADN copia aunque mas
pequefio que el producto generado por el ADN germrkio esta amplificacion también se pudo
observar la presencia del intron de 30 pb queratmamente aparecié en el mensajero, lo cual
podria ser una evidencia de que este gen expedansghting alternativo. Asimismo, la
obtencién de producto utilizando el par de oligdediidos 3 y 2 nos permitié inferir que hacia el
extremo 5” del gen debia situarse la secuencipégido sefial, como consecuencia planteamos
el segundo modelo de gen extendido hacia el 5gsainos predecir un péptido sefial que no
iniciaba en un ATG y que ademds poseia un catigmen el tercer exdn. Los resultados de la
RT-PCR utilizando los pares de oligonucleotidos Y6 resultaron negativos mientras que la
amplificacion de esta secuencia en el ADN genommostré un resultado positivo. Por ende, el
gen del modelo 2 fue descartado debido a que nonpsdcomprobar la presencia del péptido

sefal en el ARN mensajero.
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i 4y6} DNA +
s ) P i
322312@5 | 330pb 5y6 [ cDNA
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Figura 19. Modelos posibles para verificar la anotacion del Bbiplpcy evaluacion por RT-PCR. Las

flechas corresponden a los oligonucleoétidos utliza 1, 2, 3, 4, 5y 6.

El hecho de que no hallamos podido encontrar cabaidajan silico el péptido sefal de
esta secuencia, puede deberse por un lado, asemwia secuenciacion del genoma y por el otro
a las limitaciones de los programas de prediccabestcomo el SignalP3.0 entrenado con una
restringida diversidad de eucariotas. Por otroepaasta proteina podria ser secretada por otros

mecanismos desconocidos o tal vez podria repressmegroteina no funcional.
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2. 2. 3. Estudio estructural del dominio MACPF erBabesiaspp.

2.2.3.1. Predicciéon de la estructura secundaria

Como se describio anteriormente, el dominio MACRF esicuentra conservado en
organismos eucariotas y procariotas y especificareiste un motivo de aminoacidos consenso
entre todos los dominios MACPF conocido (Y/W-&/Y)GTH(F/Y)-Xe-GG (Pointing, 1999).
Con el fin de estudiar la conservacion de esta se@e&onsenso realizamos un alineamiento
multiple entre secuencias del dominio MACPF ldemo sapiens(C9 del complemento y
perforina), dePhotorhabdus luminesceng las secuencias del dominio de las proteinasrtiasges
de apicomplejos Rlasmodium falciparumToxoplasma gondily B. bovig y B. bigemina.
Pudimos demostrar que tanto Bnboviscomo enB. bigeminase conservl esta secuencia de
aminoacidos consenso (Figura 20, asteriscos azutes)otra parte, la conservacion de estos
residuos en todas las perforinas implica ademaspiaervacion de la estructura secundaria y
terciaria que es fundamental para que estas pasteirmplan con la funcién de formar poros en
la membrana. En este trabajo demostramos que désimas del tipo perforinas predichasBen
bigeminay sus ortélogos eB. bovisconservan la estructura secundaria del dominio MAC
presentando dos grupos de hélieesCH1 y CH2 (Figura 9, CH1=1 y CH2=2) que se ha
reportado que alternan residuos hidrofobicos eofiliios que tienen la habilidad de convertirse
en las horquillas beta anfipaticas que atraviesemémbrana durante la insercion del poro
(Peitsch y col., 1990).

Otro grupo de residuos conservados en la PLABablesiaspp. incluyen cuatro residuos
G (marcadas en la Figura 21 en azul) que estaren@uos en el 95 % de todas las proteinas con
dominio MACPF. Estos residuos conforman la curvaack de la laming que funcionaria

como una bisagra que permite enderezar la lamirentiula perforacion de la membrana.
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BboplpBmacpf FSFSASAGYKNMVRTLATNETKNYILKTY CLRYVAGIQDFLNIEPTESFVYDVSQLPEKF 60

BbiplpB - TFVKTLSTNTTKNYILKTY CLRYVAGIQDFKSVQPMESFKNDVEELREKF 50
PfPLP1dom ASFSASTGYSSFLHEVTKRSKKTFLVKSN CVKYTIGLPPYIPWDKTTRYKNAVNELPAVF 60
Tgplpldommacpf = -----mmmemmmmemeoeeee e QSNHFKWNVTLAFBAGVSQL 24

Hs_perforinMACPF ECRFYS-FHVVHTPPLHRDFKRALGDLRHHF 39

HsSCIOMACPF EIHLGRFVMRNRDVVLTRITFVDDIKALPETY 38
Plu - LTDFENAFSRIQYTYDLYILKSSAEALKEFL 44
*
D —
* K,k ok ok ok * %
BboplpBmacpf H----DGECLLEVYRNDPEDEKCASV-VR MKFF GUHFTTVIHEGGKVTNQIQIDK 115
BbiplpB D----SESCTMEIYRNDEDDKKCVDS-VH IKFFK THYTTVIHEEGGKVTNQIQMKK 105
PfPLP1dom TGLDKESECPSDVYEENKTKSNCEN-:VS LWMKFF IIYESQEGGKITKIINVST 118
Tgplpldommacpf DAHNPECACSAEQWRQDQNAEACIKTNVP \MISFIEQ HELVRLF KMTYQVTAKR 84
Hs_perforinMACPF N--mmmmemm e ASTQP LRLISNMGTHIFIRAVE RISALTALRT 76
HsSCIOMACPF E KG FAFLE THYSSSG GLYELIYVLDK 72
Plu K--mmmmmmeeee ESVKTALDKADTEE DMNDLF GE8HFLSGYMMGGCAQYSSSTNK 90
ke *%

——-—ﬂ—
BboplpBmacpf KDVAKLQKDG------ YNIDVMIKSGS-I SPVKVGGG-FSHEKK---EESSSNFSSLQTE 164
BbiplpB TDVAAIQKHG------ YNIDSYIKANSGI PFLNLGQASFNSAGD---MSSDSKKNSFKTE 156
PfPLP1dom SSIEQMKKNG------ VSVKAKIQAQFGF GSA---GGSTDVNSS---NSSANDEQSYDMN 166

Tgplpldommacpf SEVEKMRNMG------ IDVKTQLKMQLGG VSG---GAGQGTSSK---KNQSSSEYQMNVQ 132
Hs_perforinMACPF  CELALEGLTDNEVEDCLTVEAQVNIGIHG  SISAEAKACEEKKKK---HKMTASFHQTYRE 133

HsCOMACPF ASMKRKGVELKDIKRCLGYHLDVSLAFSE ISVGAEFNKDDCVKRGEGRAVNITSENLIDD 132
Plu YTSNLTNSFD------- VVAAASFAGFIG LSARTGNSFMEDIKKFRSASNIKTHAIGGDL 143
BboplpBmacpf KLVIVIGGDVPTD=s--------- GTDKT TML KSLYRKPMPIKVN-IESIK----TL 208
BbiplpB RSIIVIGGDVPTD----g==t---GTDKV SMQ RSLYRKPMPIKVN-LDSIK----TL 200
PfPLP1dom EQLIVIGGNPIKDgES ------- VTKEE NLFEMVSKTVTNHPMPINIK-LTPIS----DS 210
Tgplpldommacpf KETLVIGGRPHGN----------- VSDPA AL ADTVEEIL PMPVKFE-VQPLY----HL 176
Hs_perforinMACPF ~ RHSEVVGGHHEIISINDL----LFGIQAGPE QYS NSLPGSPGLVDYT-LEPLH----VL 184
HsCOMACPF VVSLIRGGTRKNAFELKEKLLRGTVIDVT DFVNWASSINDAPVLISQK-LSPIYNLVPVK 191
Plu SRFDPFGGATSADQRS:---AEEIAAAKK AFEOWKASVPNAPELVNFADSNPLTG--IWE 197
*% * e * . .

BboplpBmacpf IDGHEKKK-SFDTALKYY------ 5
BbiplpB IEDKEKRA-TFDVALKYYSE---- 2
PfPLP1dom FDSDDLKE-SYDKAIYY------ 2

Tgplpldommacpf  LP-VEKQE-AFKQAVTFYSK-8 194
Hs_perforinMACPF  LDSQDPRREALRRALSQYLW--- 204

HsCOMACPF MKNAHLKKQNLERAIEDYIN--f{ 211
Plu LCSDRTQKAKLKKHFETVWAPAES 221
— @Gy —

Figura 20. Alineamiento multiple con secuencias proteicasddeinio MACPF de diversos origenes:
Babesia bovigBboplpB),Babesia bigemingBbiPLPB), Plasmodium falciparunfPfPLP1),Toxoplasma
gondii (Tgplpl), Homo sapiengproteina del complemento C9 y perforinBhotorhabdus luminescens
(Plu). Residuos conservados resaltados como cagémibeste), polares (verde), alifaticos (fucsia),
aromaticos (rojo) y aminoacidos muy propensos ador- hélices (amarillo). Los asteriscos azules
marcan el motivo caracteristico del dominio MACEBBNnsenso de la de estructura secundaria conservada

del dominio MACPF. Los barriles en rojo representhélicesa y las flechas en verde las lamirias
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BbiplpB IELED-DGTINAG--LAAAIRYLGSGYDIVFGNPL GDPVIMVDPGYRDPVLKLDWTEDYH 519
BboPLPB  TDVTDAEGRLNPG--LAAAMRYLGSGYDIIYGNPL GDPVIMVDPGYRHPVLRLDWSEKYY 368
TgPLP1 RAAAPLSAVYTKATKTVPAINYLGAGYDHVRGNPV GDPSSMGDPGIRPPVLRFTYAQNED 506
(o1 — VASLIYETKGEKNFRTEHY o]\ T —— 225

ek % .

BbiplpB NH-DGANLKEPRGGWIRPELSCRQAETVDHVNTIE  DYKKELSVDAKISADIPFYFG-FSA 577

BboPLPB NN-DGANMKEPKGGWIRPELSCRQSESVDHINTMDDYKKELSVDAKMSADMPLYFS-FSA 426

TgPLP1 GVSNDLTVLQPLGGYVRQYVACRQSETISELSNLS DYQNELSVDASLQGGDPIGLNSFSA 566

co - IIQEKTSNFNAAISLKFTP--TETNKAE QCCEETASSISLHGKGSFRFS-YSK 275
e PR 3 . C ek

BbiplpB SGGYKTFVKTLSTNTTKNYILKTYCLRYVAGIQDF KSVQP--MPSFKNDVEELPEKFDSE 635
BboPLPB SAGYKNMVRTLATNETKNYILKTYCLRYVAGIQDF LNIEP--TESFVYDVSQLPEKFHDG 484
TgPLP1 STGYRDFAKEVSKKDTRTYMLKNYCMRYEAGVAQS NHFKWNVTLAFAAGVSQLPDVFDAH 626

C9 NETYQLFLSYSSKKEKMFLHVKGEIHLGRFVMRNR DVLTT----TFVDDIKALPTTYEKG 331
koo s * .. * :1** .

BbiplpB ----SCTMEIYRNDEDDKKCVDS-VHP WKFFKKYGTHYTTVIHL GGKVTNQIQMKKTDYV 690

BboPLPB ----ECLLEVYRNDPEDEKCASV-VRP WMKFFQKGTHFTTVIHL GGKVTNQIQIDKKDV 539

TgPLP1 NPECACSAEQWRQDQNAEACTKTNVPI WSFIEQ FGTHFLVRLFAGGKMTYQVTAKRSEYV 686

C9 E YFAFLETYGTHYSSSGSIGGLYELIYVLDKASM 365

DR DRER **
— e > =) ) @ 2
BbiplpB AAIQKHGYNIDSYIKANSGIPFLNLGQASFNSAGD MSSDSKKNSFKTERSIIVIGGDVPT 750
BboPLPB AKLQKDGYNIDVMIKSGS-ISPVKVGGG-FSHEKK  EESSSNFSSLQTEKLVIVIGGDVPT 597
TgPLP1 EKMRNMGIDVKTQLKMQLGGVSGGAGQG---TSSK KNQSSSEYQMNVQKETLVIGGRPPG 743
C9 KRKGVI;LKDIKRCLG ------------------------- YHLDVSLAFSEISVGAEFNK 400
.. . -

Z w
BbiplpB DGTDKVSMQEWTRSLYRKPMPIKVNLDSIKTLIED KEK ATFDVALKYYS!LYGISPDEI 810
BboPLPB DGTDKTTMLEWTKSLYRKPMPIKVNIESIKTLIDG  HEKKKSFDTALKYYSEAYGISPEEL 657

TgPLP1 NVSDPAALAAWADTVEELPMPVKFEVQPLYHLLP- VEKQEAFKQAVTFYSKAVGLTPQDL 802
C9 DDCVKRGEGRAVN------ IPSENLIDDVVSLIRG GTRKYAFELKEKLLR---------- 444
. ek o e x e Y
- G

BbiplpB YAANGVKNGIATMAMGGQVVTYEGYTAGSAVCPDN NVIMMGFALTVTRKRKLVFNDSYFV 870
BboPLPB YRREGRKMGIAGLARHGTPVTYYGTTGGSAVCPNGVIMMGFSVVISSSRATVFSKPQYT 717
TgPLP1 SALTGVTRNLPKQLTQATQVAWSGPPPGFAKCPGG QVVILGFAMHLNFKEPGTDN----- 857
c9 ~--GTVIDVTDFVNWASSIN--------menme- 461

*

BbiplpB TSIAPCPVGKEKCIASG--SDPNSEVRVWILCGKE ~ PIPLLIQETAVSSNATAV----ASC 924
BboPLPB ISMTPCPIGQEKCMVS--VPPGAEGRVWILCGSE ~ SIPLLIQETNVANNEAAT----AQC 770
TgPLP1 FRIISCPPGREKCDGVGTASSETDEGRIYILCGEE ~ PINEIQQVVAESPAHAGASVLEASC 917
(o T — DAPVLISQKLS PIYNLVPVKMKNAHLKKQ------- 490

* .

ek

BbiplpB PADYTIAFGFGISIPKG-LRITNADSYACRSGQSS CTHTSSN-KSYNAVWIACVEKNAPE 982

BboPLPB PDEYAIAFGFGLSIPDG-AKLTPVDCYACRAGQQS CTQASPK-SPYNAVWIACVEKNAPE 828

TgPLP1 PDETVVVGGFGISVRGGSDGLDSFSIESCTTGQTI CTKAPTRGSEKNFLWMMCVDKQYPG 97

C9 e NLERAIEDYINEFSVRKCHTCONGGTV ILMDGKC-------- LCACPFKFEG 534
. e . kK . .

Figura 21. Alineamiento mdultiple de perforinas &e bovis T. gondiiy la proteina C9 del complemento
humano. La estructura secundaria representada atineamiento corresponde a los resultados de la
prediccion del jpred 3 para la proteina BbiPLPB. rBjo se representan las héliaesy en verde las

laminasp.
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Finalmente, demostramos que en todos los dominidCRF de las perforinas dg.
bigemina y B. bovise conservan los residuos amonoacidicos camgatesi manteniendo la
estructura secundaria que define la conformacidla @structura tridimensional de este dominio

acorde a su funcién de proteina formadora de portes membrana (Figura 22).

BbiplpEMACPF -—-MFLSAEWNPTRABRQNASNVLLE--22
1BbopIpEMACPF  --LVSILSEDVESFLGIANFGVNYVMQNKEI ~ AGMEDIVKKHMNVTRAFENATKEIES--55
Bbip|pDMACPF = PLNIP-— e WETTGEFK ALQP--22
BboplpDMACPF ~ -———-——-——-— VAFSASAKYKNA SEKLAHKTERMDTT@SFMEAMKSLEP-- 38
BbiplpHMACPF =~ -———————omoo— e

3BboplpEMACPF  -——-AKFALSAEITVFCWKLRCPSTESSK LEVKQGKRVCSAF% FQNATKELKP--51
BbiplpCMACPF -—PPYLNWNTTEER®QAELEELRATV 23
BboplpCMACPF  GSGALRAGYTDISGKTQHISSKQYTNSYYCFT YAAGMPPYFNWET DFDIAL LPKEV 60
BDipIPAMACPF  ——m—rmmmeee e KF 2

BboplpAMACPF  FKFAASVNYNNIKKAYDSKGVNTYVSRSYCFN FVAGIPMSIKWDTT QAALKGLPKTF 60
BbiplpFMACPF  --LEANLRYAIGDSEPKEKSGKYTIAKSFCAT KEGGIILPFKGNLSPBFVKDVGNLP--55
BboplpFMACPF  --LSASINSMADDKPTSKHTVNYRIAKSFCAI  RESGIMVPFTGKIS! IKEVEAERP--55

BbiplpBMACPF ~ -———-— TFVKTLSTNTTKNYILKTYCLR YVAGIQDFKSVQPMBSFKNDVEELP-- 47
BboplpBMACPF  FSFSASAGYKNMVRTLATNETKNYILKTYCLR YVAGIQDFLNIEPTESFVYDVSQLP--57
BOIPIpGMACPF  ~———mmeeee FNGIVK--RL (V] ) — C12
2BbOPIPEMACPF  -—— - ~-GSGIFKSNHKT VNTRDDIYNKLKKSRNVLVRKYRLKE-C 38
@b —

BbiplpEMACPF  --YENKGKCSKIDDYRTN--GSCAGYYELWK
1BbopIpEMACPF  --YPDKEKCDTQEKYLSD--AECKNY CEL!
BbiplpDMACPF  LDNAVKYLCSINDIRENA-TKEDCAA-LKRWI
BboplpDMACPF  LPDTVKKMCSAHDMIDDM-TKSECIP-LKK
BbiplpHMACPF ~ NFRTSSETCTTIRYSMNP-DHPDCVEHVKP
3BboplpEMACPF  NFKKAATECTTIRYAINP-EYPDCKE-VKP
BbiplpPCMACPF  KEFEN--CTVKLFK---NKAKVCEGMSKWV
BboplpCMACPF  KSFDQ--CTVEL YK---KKSKKCGSISKWV
BbiplpAMACPF  EHERDGVICSPSIYRDNPTSKACLDLGVRP
BboplpAMACPF  QEEGNGLVCHPYDYLVHPRSQACKELGVT.
BbiplpFMACPF  NELTGIKTCTPDY YVVEP-SNKDCE-AINKWV
BboplpFMACPF  SINEDYGPCTPDVFVDP-LKSDCS-SMHQ
BbiplpBMACPF  EKFDS-ESCTMEIYRNDE-DDKKCVDSVHP
BboplpBMACPF  EKFHD-GECLLEVYRNDP-EDEKCASVVRP
BbiplpGMACPF  KGGFKEVECPIDRLKKNI-YDEGCEGCIAS
2BboplpEMACPF  QGDFKVADCRTEKYVENM-DDESESGCIS
*

* ..
IVENLEDNEAKEKSKERQSSFGVQ- -——-LSIINANLSMSNKKEDGMRKAL 117
MDEMENTANENAESNDKKHNISVN- -——-VGVLSGSFNLNNTNEKQQKEKY 150
TLKFDASALENLK-SSGIDVNLAI AS-—--SIGSVNASVEGRRAAETAKID 120
TLKINASKLQALK-NDSIDVDLW SS-—-VLGSSSASLLADKWNKYKLD 136
LEQVNASKSGKRSNAQAKARADIQV TK---SVAAGSVGVDGTKMSNNSNMT 101
ISQVNLNKKTNTNMNSVNAGATTQVRN-——-ELFGASAGVGLSKGSTKDNTE 151
ILTAPSDAVESFSKSGLDVNAAVG- -——-AlISGALVDAKAGLKSSEQDA 128
LTIPNNAMDSFLKSGLNVDVAVK-  -———AVISGALLEVNEKLNSEQQKA 152
LIETKASQEAKLKKLGIDVKAEIS- -———VQAQVATANGAVGVGVSKLKD 101

THVTTEIQL--~—--—- 101
THVTTKIY L~ 50

THVTTKVY Lr-—— - 108
THITSHIV V- 101

BbiplpEMACPF  -GGKL
1BboplpEMACPF  -GGK
BbiplpDMACPF  -GGKL
BboplpDMACPF -GG
BbiplpHMACPF  -GGRL
3BboplpEMACPF -GG
BbiplpCMACPF ~ SGGKI
BboplpCMACPF  -GGKI
BbiplpAMACPF -GG

BboplpAMACPF -GG IIETKSSQEADLKKKGIDVKAELS-  -———VQAEVATVDASVNASTSSLHN 159
BbiplpFMACPF  -GGQIIEIDRAVNQVVSTAIG--——-— - -——-CDKVASPKNVSIYHGFKSVMKG 143
BboplpFMACPF  -GGQIJSIDRMVEGEKITKMV--——-— - =] KTLGGGESIYKVTDKFSSVMTG 143

BbiplpBMACPF  -GGKVINQIQMKKTDVAAIQKHGYNIDSYIKA  NSGIPFLNLGQASFNSAGDMSSDSKKNS 152
BboplpBMACPF -GG QIQIDKKDVAKLQKDGYNIDVMIKS = GS-ISPVKVGGG-FSHEKKEESSSNFSS 160
BbiplpGMACPF -GG FNNAMDKQASRKSKKSEVTITTSSS -——WFGLSNSRQESTKENEFMHSRDD 113
2BboplpEMACPF -GGl FSNVSNRESKRDASKQKTTIKKSSS ---WFHLVKKKSKKTKSSSSKVSSEG 139

*k
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BbiplpEMACPF NDQSSKYFVMG LTS----- FDSSDSLKKW PIDIQLTPISQFIPKEIRS 172
1BboplpEMACPF  KKKNGKFFIMG FIP ----- VDTPEGFRDW INVELTPMSQFMPIGIRR 205
BbiplpDMACPF ELGSKTITVIGGQMPBNL----- PITDEEYATW PIGMSAESIKRLLKTE-LK 174
BboplpDMACPF ELGAKSITVIGGNMPNT----- PITDAEYAIW PIGIVGDSLKNLMDKN-LR 190
BbiplpHMACPF NVSFSYVNVLGG3$PIGN----- ADDEDEYLAW IRSQLAPLSKLFRSQALK 156
3BboplpEMACPF NISFTYVNVLGG IGN ————— VEDENEYLEW IRNQLAPLAKLFDSEELK 206
BbiplpCMACPF LQEFSDSCDLRFSVLGGIHVSKNVTPQSLLK PIRIVVTPIDTFIKKKYKN 188
BboplpCMACPF IKELQD---------===-=-=---- DSLLKW IRTIYAPLDMFIHSSYKE 192
BbiplpAMACPF SKNESLDSKKSTLALGG-DIYGKGKNLSFND PVKAEYTPIANFLGKNFVD 160
BboplpAMACPF RDTESLDTKKSMFVIGG-DIYGDGNTIVFND PIKAEYTPLAMIMGHEYMK 218
BbiplpFMACPF RRESRQMWVIGGEYVKG---LESNDLRALKLW PIRATFTSLDHFLGDKAK- 199
BboplpFMACPF KRESHQMLILGG SG---LESNDSKAFNRW PIRANFTSLEHFMGDKSK- 199
BbiplpBMACPF FKTERSIIVIGGDVRE----- DGTDKVSMQEW PIKVNLDSIKTLIEDKEKR 207
BboplpBMACPF LQTEKLVIVIGGDWYRT----- DGTDKTTMLEW PIKVNIESIKTLIDGHEKK 215
BbiplpGMACPF EENDVVQYTVGPEBKDE----- FMTPDSFEDW PIDVEFISLSELMPDDETR 168
2BboplpEMACPF KEHDLVQYTVG HNE-----SMAPDVFEDWVRDVALNPNMPIDVEYQPLSEIMMENQAK 194
@O )

BbiplpEMACPF —HFWMAFKVYN 183
1BboplpEMACPF  -HYWFALKSY--R@14
BbiplpDMACPF DSYTLALNKYAE 86
BboplpDMACPF DSYSLAIHKY--
BbiplpHMACPF EAYDDAMEFYM 168
3BboplpEMACPF ETYDDAMEYY-8216
BbiplpCMACPF -AYREAFNFYVE 99
BboplpCMACPF -AYRNALNFY--
BbiplpAMACPF -AYNDAYVFYGK| 71
BboplpAMACPF -AYNDAYLFY--
BbiplpFMACPF -TYHEAMQFY--
BboplpFMACPF -SYQHAVRFY--
BbiplpBMACPF ATFDVALKYYSE 19
BboplpBMACPF KSFDTALKYY--
BbiplpGMACPF KLFKEALRY YAK| 80
2BboplpEMACPF  NLYAKAIEYY--

- % *

Figura 22. Alineamiento multiple de dominios MACPF d8. bovisy B. bigemina. Residuos
conservados resaltados como cargados (celesteyepdiverde), alifaticos (fucsia), aromaticos dyoj
aminoacidos muy propensos a formar hélices (amarillo). Los asteriscos azules marehmotivo
caracteristico del dominio MACPF. La estructura usel@ria consenso se representa debajo del

alineamiento.

2. 2. 3. 2. Prediccion de la estructura tridimensinal del dominio MACPF

Método: Modelado por homologia a proteina de estrdara conocida

Hasta el momento se ha cristalizado el dominio MARGIR dos proteinas: la subunidad
alfa de la proteina del complemento humano C8 (Eadg col., 2007) y la proteina con dominio
MACPF/Perforin-like de la gamma-proteobacteRaotorhabdus luminesend&osado y col.,

2007). Utilizando como molde las estructuras trehisionales de estos dominios que se
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encuentran depositadas en la PPBofein Data Bankrealizamos un modelado de la estructura
terciaria de los dominios MACPF de la BbiPLPA y BbPB. Los dominios predichos por

SMART para ambas proteinas no fueron Utiles paableser la homologia estructural con los
dominios cristalizados. La busqueda del dominio NP&Ca través del servidor PRODOM nos

permitié definir un dominio mas grande para cada (ihabla 5)

Proteina Dominio Descripcion Score, E
PRODOM value
BbiPLPA PD863442 DOMAIN MAC/PERFORIN PFD0430C PF08_0050 PF08_0052| 386 6e>’

PFI11145W SPOROZOITE-EXPRESSED S13

BbiPLPB PD863442 DOMAIN MAC/PERFORIN PFD0430C PF08_0050 PF08_0052| 384 16
PFI1145W SPOROZOITE-EXPRESSED S13

Tabla 5. Busqueda de homélogos con estructura conocidarter pa los dominios obtenidos con
PRODOM.

Identificacion de posibles templados para modelarl @ominio MACPFE de las perforinas de

B. bigemina

Las busquedas para hallar una secuencia de estrectoocida se realizaron por métodos
perfil-secuencia (PsiBlast) y perfil-perfil (FFASO®) algoritmo Psi-Blast busca homdlogos en
organismos muy lejanos filogenéticamente mienttesej servidor FFAS03 (Jaroszewski y col.,
2005) busquedas a partir de alineamientos perfillpe un algoritmo de reconocimiento de
plegado y asignacion de funcion. Los algoritmosfilpeerfil usan informacion presente en
proteinas homologas para amplificar los patrones dgfinen una familia. Como resultado,
permiten la deteccion de homologias remotas. Lasilteelos obtenidos por los métodos

anteriores se comparan en la Tabla 6.
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FFAS 03

(significativo menor a -9.5)

Psi Blast

(punto de corte 19

BbiPLPA Templado A mol:protein Templado Chain A,
length:231 ACID structure of C8 a
PHOSPHATASE (complement)-MACPF

Homo sapiens
Pdb  1d2t

Pdb 2QQH
Score -6.480

Score 55.3
Valor E ND

Valor E 2x10°

BbiPLPB Templado A mol:protein Templado Chain A,

structure of C8 a
(complement)-MACPF
Homo sapiens

length:207 Hypothetical
protein Atu0120

Pdb 2i6h

Pdb 2QQH
Score -5.750

Score 55.3
Valor E ND

Valor E 2x10

Tabla 6. Templados identificados por el algoritmo de busquesi- BLAST y el FFAS 03

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, fugesnartados los templados predichos
por el FFASO3 por su alta puntuaciGcdre y ademas porque ninguno de estos templados
resultaron homologos al dominio de interés. Paoatrario los resultados de las 7 iteraciones del
Psi-Blast presentaron homologia con la cadena A geoteina C8 del complemento humano con

un valor de E significativo.

Asignhacion de plegamiento mediant&hreading

Se le asigno el plegamiento al dominio MACPFBlébigeminaa través de métodos de
threading Estos métodos se basan en el alineamiento dlegescia incognita a una secuencia
con estructura conocida (o alineamientos entral@gxfrenombrando los residuos del templado a
los de la secuencia de interés y modelando alteama¢nte las inserciones. El servidor utilizado

fue el PHYRE el cual implementa un algoritmo dedueda perfil-perfiljunto a la evaluacion
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de similitud de la estructura secundaria preditba.resultados estimaron con una prediccion del
100% y con valores de E significativos (menore€§ fjue el mejor templado para modelar el

dominio MACPF de BbiplpA y B era la cadena alfala@roteina C8 del complemento humano.

(Figura 23).

A

View Model E-value Estlma_ted BioText FOId/PDB Superfamily Family
Precision descriptor

PDBTitle:
structure of
. PDB c8a-macpf
header: im Chain: A: PDB reveals _
¥ mune ; mechanism of
X 2.4e-22 n/a Molecule: complement component
system, - membrane
c8 alpha chain; .
et membrane attack2 in
Jwmsd] E.%) 75, | protein complement
MDL immune
defense

PDB PDBTitle:
header: unk Chain: A: PDB Molecule: unknown  structure of a
nown protein; macpf/perforin-
function like protein

Fold Recognition

View Model E-value Estma_ted BioText FOId/PDB Superfamily Family
Precision descriptor

PDBTitle:

structure of
c8a-macpf
PDB .
. Chain: A: PDB reveals
header: immune " .
Molecule: complement mechanism of
4.8e-07 system,
component c8 alpha membrane
membrane N .
chain; attack2 in

Sinal 6&) <] protein complement
MOL iImmune

defense

PDBTitle:
structure of a
macpf/perforin-
like protein

PDB Chain: A: PDB
header: unknown Molecule: unknown
function protein;

Figura 23. Asignacion del plegamiento del dominio MACPF pAraBbiPLPA yB. BbiplpB utilizando
el servidor PHYRE
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Construccion del modelo del dominio MACPF por homadgia

La estructura tridimensional del dominio MACPF @s proteinas d8. bigeminafue
modelada utilizando como templado la cadena alfta ggoteina C8 del complemento humano.
Para ello se empleo el servidor TITO, el cual adala estructura del templado seleccionado y el
alineamiento de la secuencias a modelar con la seleugel templado (Figura 24). Previamente,
se confirmo que la estructura y la secuencia dwelpl@do coincidian en sus residuos. Las

posiciones sobrantes fueron removidas del alinggmianto en la secuencia incégnita como en

el templado.
BbiplpAmacpf  -TPPGLEYLGSGYDMVKGN---PLG-------D TITLLDPGYR----ANIIQMHWRKDFE 45
qgh GSVRAIDEDCSQYEPIPGSQKAALGYNILTQED AQSVYDASYYGGQCETVYNGEWRELRY 60
. e k% - kke

. **-* **

BbiplpAmacpf ~ GVSNSLLYMQPKGAWVRSYVSCHKSDTVSEVGKSKSLKNALSVDASVSAEVPGDSLKFAA 105
qgh DSTSERLYYGDDEKYFRKPYNFLKYHFEALADT GISSEFYDNANDLLSKVKKDKSDSFGV 120

. *% -k * * - .k * %

BbiplpAmacpf ~ SASYNNVKNSESQKGLKKYVSRSYCLNYVAGIP SSIPWDYTTAFTIALKQLPTKFEHERD 165
qgh TIGIG PAGSPLLVGVGVSHSQDTSFLNELNKY NEKKFIFTRIFT--—KVQTAHFKMRKD 176

* *- *- . * *% % ek ok

BbiplpAmacpf  GVICSPSIYRDNPTSKACLDLGVRPWM IF THVTTKIY KMVTLIETKASQEAK 225
qgh DIMLDEGMLQSLMELPDQYNYGM--YAKFI THYITSGS GIYEYILVIDKAKMES 234

*kk * **

BbiplpAmacpf  LKKLGIDVKAEISVQAQVATANGAVSVGVSKLK DSKNESLDSKKSTLALGGDIYGKGKNL 285
qgh LGXX XXXXXXXXXXARKAMAVEDIISRVRGGS SGWSGGLAQNRSTITYR--—-SWGRSL 289

*** . * * **

BbiplpAmacpf =~ SFNDWAETVSSFSMPVKAEYTPIANFLGKN-FV  DAYNDAYVFYGKVLVG 333
qgh KYNPVVIDFEMQPIHEVLRHTSLGPLEAKRQNL RRALDQYLMAAA---- 334
ok . * koo

koo k.

Figura 24. Alineamiento de la secuencias a modelar (dominiocORA de BbiPLPA) con la secuencia del
templado (qgh: cadena alfa de la proteina C8 dalptemento humano). Los residuos conservados en

todos los dominios MACPF se encuentran en colores.

Los resultados arrojados por el servidor TITO detearon que entre el templado 2QQH
y el dominio MACPF de BbiPLPA existe un nucleo enmmdin de 11 fragmentos incluidos los
residuos del motivo clave de este dominio.

El alineamiento mejorado permiti6 modelar con ebgpama Modeller los dominios
MACPF de la BbiPLPA (Figura 25B) y BbiPLPB (Figu2bC) demostrando una buena
homologia con el templado de estructura conocidgu(& 25A) y la conservacion en la

estructura del motivo caracteristico del dominio - (Figura 25A, B y C en amarillo).
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Figura 25. Resultados del servidor TITO y el programa Maseéll. Templado = dommacpfa8.sapiens

B. Modelo = dommacpfBbiplpAC. Modelo=dommacpfBbiplpB. Se remarcan en amarilforEsiduos

conservados en todos los dominios MACPF del mataracteristico.

La representacion de las cadenas secundarias estriactura tridimensional de los
dominios MACPF del templado y de los modeloBdéigeminademostraron la conservacion de
las regiones fundamentales para la formacion del porla membrana de la célula blanco, estas
comprenden una region central de laminas beta fidases alfa (CH1 y CH2 en la Figura 26)
detalladas anteriormente en el andlisis de la @stal secundaria que se vuelven antipaticas y

atraviesan la membrana para formar el poro.
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CH2

Figura 26. Estructura en tres dimensiones con la representaeida estructura secundaria realizada con
el programa grafico PyMOL. En rojo se pueden olmelas hélices alfa y en amarillo las ldminas beta
caracteristicas de los dominios MACPF de todo®lmsiriotas. A. Dominio MACPF de la subunidad alfa
de la proteina C8 del complemento humano; B. Modelta estructura terciaria del dominio MACPF de

la BbiPLPA y C. Dominio MACPF de la BbiPLPB.
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Comparacion estructural entre el templado y los mdelos

Con el fin de validar los modelos obtenidos seizédh superposicion de la estructura del
templado y de cada uno de los modelos obtenidbzaniio el servidor 3d-SS{ Dimensional
StructuralSuperposition)

El analisis de la similitud estructural dada pomledida por el RMSD. Esta medida indica
la raiz cuadrada de la media del cuadrado de $&andias entre atomos equivalentes. El valor de
RMSD de las estructuras predichas resultd ser mguoer1l para ambas, indicando que la
prediccién de la estructura del dominio MACPF &dst al templado resulté tener una baja

Chain Sequence Color
D Superimposes || identity A Scheme
(%) (Display)
o a0, we |
QHA3838_.MODEL.PDB | g \ |

desviacion (Figura 27).
A

Color
Chai Supenmpos RMS | Scheme
ARSI n D i D (A) (Display

C2QQHA4179_.MODEL.P
DB

Figura 27. Superposicién estructural entre el templado y die cano de los modelos obtenidos utilizando
el servidor 3d-SS. A. Modelo del dominio MACPF deBbiPLPA, B. Modelo del dominio MACPF de la
BbiPLPB.
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A pesar de la baja identidad secuencial de estsiblpse dominios MACPF dBabesia
bigeminacon los dos dominios MACPF de la estructura dirstda depositada en la PDB, la
informacion contenida en la secuencia (a travésasieousquedas perfil- perfil) nos permitio
encontrar una cierta homologia estructural corvalor de E significativo. La comparaciéon
espacial entre las estructuras entre ambos tengphkados dominios MACPF de BbiPLPA y
BbiPLPB predichos, valido los resultados del madielestructural.

2. 2. 3. 3. Prediccién de otros dominios: Repetaies en tAndem

Caracterizacion molecular de la BbiplpA

A partir del analisis de la anotacién de la famil@proteinas con dominio MACPF Bn
bigeminapudimos observar que la PLPA presentaba una redgonepeticiones en tandem
(Figura 28A) que fue detectada por el programaadem Repeat FindgBenson, 1999). Los
resultados de la identificacion de repeticioneglegenBbiplpa mostraron una regidn repetitiva
de 666 pares de bases con un periodo de 33 pb2ycBpjas (Tabla 7 y Figura 28A). La
traduccién de esta region nos permitié definir blegjrepetitivos de 11 aminoacidos (Figura 28B
y 29B)

- , ~_|Porcentaje
Tamano|[Numero| Tamano J

indices del de del d(,e. Porcentaje Scorel A|C|G|T Entropia
: . nucleétidog Indels (0-2)
periodo | copias |consensp . . ..
idénticos
1662--1720 15 3.9 15 88 0 91! 591113|15| 1.62
1738--2404 33 20.2 33 97 0 12186(11(23127] 1.90

Tabla 7. Resultados arrojados por el prografisamdem Repeat FindeEn rojo: la repeticion analizada

A

Bbi pl pA

Tamafo: 1206 aa
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NUmero de: Error del
copias | consenso
580-800 11 20.09 0.03

Posiciones Periodo

DElI LEPKREG
DEI LEPKREG
DEI LEPKREG
DEl LEPKREG
DElI LEPKREG
DElI LEPKREG
DEI LEPKREG
DEI LEPKREG
DElI LEPKREG
DElI LEPKREG
DEl LEPKREG
DEI LEPKREG
DEI LEPKREG
DEl LEPKREG
DElI LEPKREG
DElI LEPKREG
DEI LEHENEG
DEI LEPKNEG
DDl LEPKREG
DDl LEPKRED!

Figura 28. Prediccion de repeticiones de la proteina BbiPLLRAzando el programa XSTREANA.
ubicacion de las repeticiones en la proteaCaracteristicas de la repeticion, secuencia itaey

consenso.
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A
Regién repetitiva deBbiplpa (1012pb)

GGGCTAGAGAATAACGGCGC TAATGAGAACG
AAGCGAATGGTGATCCTGAATTAGTAGGTGAA
GATTATGACGATAATGAAGATGATAATAAAGC
CCAACTGAAAGAACAAAATGACGAACGTGACG
ATGATTATCTAGAACAAATTGATCAACGTGAAA
ATGACGAACATGAAAATAACAAACATGAAAAT
GATAAACATGAAAATGACAAACGTGACAACGA
TTATCTAGATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGA
GGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA
GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGAAATTCTTGA GCATGAAAATGAAGGTATA
GATGAAATTCTTGA GCCTAAA AATGAAGGTATA

GATGACATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA

GATGACATTCTTGAACCTAAACGTGAGG ATATA
GATGATAATGGCAATGATGATGAAGCTGACGCT
GAAACTGCAAATGACAATGCAGAAAAAGAGGATG

GCGAAATGGAGAACGACGTGTCCAATGCAACT
GCTGAAAGCAGTAGTCCTACCG

>BbiplpA

MKLIVAYITTIFSLLAFRAQSFSIEMVMNRCVLGPGHGCTPKMTIVTKGDA QPIIEVMKL
NDGNVPSVEQSHAHYNTDSEADNDGYVSSDVPSPTGFPMVCERCYKDISRSSSSFETE
KNNALGNDSSEGDNDSVKENANDDDQDEEEFVDDDDSTDALDPDEYAMRGEDSVGN
GQTSYLEMERCLQYQRMGCPYTLRSQRSTYNPQYYTAFSPRYARTDDGA@SSSDD
NRASGDETESTCPFANRSQQPLYYSYSQPQYRVNYKPTCRRYIRYFSPORFCRQTGYQ
PSRYGNSFNNEINYALEVVRPIERSEDYESESKGSTFQVNHNDSNEGDENEGHTRDLIN
DSENGRDASTTVRVTNGMFNVDVGKSADSVMKHYRDLQTERAATNAGVKDTGNTEK
TDDIYNMSFIETARQISYANNYASVAPHLRNQPSGGMMSNGQKDPTFYELGNNNMTPT
NGITYKKRNRDKSVARLREDDDYAVDFDNFMAEGLENNGANENEANGDPELYGEDYD
DNEDDNKAQLKEQNDERDDDYLEQIDQRENDEHENNKHENDKHENDKRDNDYL

DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILEPKREGI
DEILE HENEGI
DEILEP KNEGI
DDILEP KREGI
DDILEP KREDI

DDNGNDDEADAETANDNAEKEDGEMENDVSNATAESSSPTDDAFPEDSDDEDDVTDVA
DYIREQNVDVLRTPPGLEYLGSGYDMVKGNPLGDTITLLDPGYRANIQMHWRKDFEGVSN
SLLYMQPKGAWVRSYVSCHKSDTVSEVGKSKSLKNALSVDASVSAEVPGDEKFAASASY
NNVKNSESQKGLKKYVSRSYCLNYVAGIPSSIPWDYTTAFTIALKQLPTKFEHERDGVICSP

SIYRDNPTSKACLDLGVRPWMRFFTIFGTHVTTKIYLGGKMVTLIETKASQ

KAEISVQAQVATANGAVGVGVSKLKDSKNESLDSKKSTLALGGDIYGK
VSSFSMPVKAEYTPIANFLGKNFVDAYNDAYVFYGKVLVGENV

EAKLKKLGIDV
GKNLSFNDWAET




Figura 29. A. Secuencia codificante del g@&biplpa de la cepa del genoma (aislamiento australiano
virulento). En rojo: los nucledtidos idénticos de a | repeticidn
(GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA ) Yy en azul: los variables. En violeta: oligonudtidos
especificos para amplificar la regién repetitBaRepeticiones en tandemELEPKREGI) en la proteina
BbiPLPA. En verde: dominio MACPF

Se estudido el polimorfismo de esta region repetitivtiizando oligonucleétidos
especificos. Los productos de la amplificacién PGR resultaron variables en tamafio (Figura
30).

1 2 3456 & 91011 12

Figura 30 Amplificacion de la region repetitiva del g&biplpa en distintos aislamientos dgabesia
bigemina.1: BbiS2P, 2: BbiS1A, 3: BbiM1P, 4. BbiM1A, 5: Bbi(JG29), 6: BbiMx, 7: BbiBr, 8:
BbiM2P yBabesia bovis9: BboS2P, 10: control sin ADN, 11: 1 kb Plusr{irogen), 12: BbiS3P

A partir de la secuenciacion de los productos tastds observamos que no solo existia
un polimorfismo en cuanto al tamafio de la regidoetidiva sino que el polimorfismo a nivel de
secuencia fue notable. Este hallazgo nos permitidid@4 variantes de la repeticion. A esta

repeticion la denominamderforin- like repea(PLR) (Tabla 8).
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Repeticidn Secuencia

1 DE | LE PKNEG |
2 *******H***

3 *******H*D*
4 *******R*D*
5 *******H**M

6 *******R*DV
7 *******L*D*

8 *D*****R*D*
9 *D*****R**L
10 ***P***R**L
11 *******R**L
12 *******R*A*
13 *******R*V*
14 *******R*DM
15 *******H*A*
16 **T********

17 *******H*DV
18 *******R***

19 *******R*S*
20 *******R*DL
21 *A*****H*D*
22 *****HE****
23 *D*****R***
24 *******RD**

Tabla 8. Repeticiones definidas en el analisis secuendalod productos de cada aislamientoBle

bigemina.

El analisis de las repeticiones en aislamientogederencia nos permitio definir dos
patrones de repeticiones diferentes para los astaos atenuados (cepas vacunales) y para los
aislamientos patdgenos. Estos resultados podriaatisgge estas repeticiones estarian asociadas
a la atenuacion o patogenicidad de la cepa, aupgtge confirmar esta hipotesis es necesario
realizar estudios de polimorfismo en otros genes.

Los resultados del andlisis de las secuencias slemaentos de campo del Noroeste
Argentino (NOA) y Noreste Argentino (NEA) nos petieion observar diferencias entre cada
una de estas regiones. Las tres muestras analidads&A presentaron el patron de repeticiones
de las cepas atenuadas lo cual sugeriria que esipsles estan infectados con las cepas
atenuadas consecuencia de la vacunacion. Por adm El patron de repeticiones del NEA
resulto ser diferente a todos los aislamientosizgds, estableciendo una nueva variante
genotipica. (Figura 31).
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Aislamientos atenuados de Argentina
BgS1A: 15412444
BgM1A: 15412444
BgS2A: 15412444
Aislamientos patégenos de Argentina
BgS2P: 1546327
BgS3P: 11234344
BgM1P:

BgM2Pa:

BgM2Pb: 1344222214
Aislamientos de México

México: 16222

Mx Kuttler peq: 16222

Mx Kuttler G: 64666364
Brasil: 11161733
Aislamientos de campo

NEA:

Salinas 4: 154412444
Mirunga 11: 154412444
La Angela 822: 154412444
NOA

139:

Figura 31. Caracterizacion de aislamientos de referencialgraientos de campo.

Caracterizacion molecular de la proteina BboplpA

En B. bovisel gen ortélogo 8biplpa posee también rio arriba del dominio MACPF una
region de repeticiones en tdndem. El analisis deetaiencia codificante del gen anotado en el
NCBI utilizando los programaBandem repeat Finder el XSTREAM determind que el periodo
de la repeticion es 2,5 donde el tamafo del blaniero es 68 aminoacidos mientras que el

bloque incompleto posee la mitad del nUmero de adwidos. (Tabla 9, Figura 32 y 33)

~ , ~ _|Porcentaje
Tamano[Numero| Tamafo . .
- de Porcentajg Entropia
Indices del de del L. Score CIG|T
: i nucledtidoy Indels (0-2)
periodo | copias |consensp. . .
idénticos
619--1121f 203 2.5 204 98 0 963 382/28|21] 1.89

Tabla 9. Resultados arrojados porfendem repeat Findgrara el geBboplpa
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BboPLPA

Tamafo: 752 aa

B
. . NUmero de: Error del
Posiciones Periodo .
copias | consenso
207-374 68 2.47 0.01

DDPFYEEESEADNEGDKD /G /NDEDL DDDI DKKPSEDNAI RKDEKNADESAHNEQGGE Y /NPNHNNVD
DDPFYEEESEADNEGDKD /G /NDEDL DDDI DKKPSEDNAI RKDEKNADESAHNEQGGEY'/NPNHNVD
DDPFYEEESEADNEGDKD'/DVVNDEDL DDDI D

DDPFYEEESEADNEGDKD /G /NDEDL DDDI DKKPSEDNAI RKDEKNADESAHNEQGGEY/NPNHNNVD

[ D, 2] PFY[ E, 3] SEADNEGDKDWGVNDEDL D, 3] | Df K, 2] PSEDNAI RKDEKNADESAHNEQ G, 2] EY
VNPNHNVD

Figura 32. Prediccion de repeticiones de la proteina BboPLURWzando el programa XSTREAM. A.
ubicacién de las repeticiones en la proteina; Ba@aristicas de la repeticion, secuencia repatijiv

consenso.
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A

>(i|156085646|ref|[XM_001610183.1| Babesia bovis mac /perforin domain containing
protein (BBOV_I11007150) mRNA, complete cds

ATGAACCAAAACCACGAAGACGAAGTGGCTCTGGCTATGCCGCUIEGAGGTTTGCGGAAAGCTATTAATAAT
AACAACAACATCACACCACGGTACGCTACCAGTAGTAGCAACAATAGARTAGAATCCCAGAACAAACAACH
GAAACAAATTACAATCCTAACATCAATTTEBNAAGGT CACACTCCGATGCTAATAAAACAAAGCGCAAACATGCA
AAAAAAGATTATCGACAGGGCACGTTCGATAATAGTGTGTTTAATACBACGAACGATGAGGGAAGTGTATTT
GACGGTTTGGATACCTTTGATGAAGAAAACGATTTTGATGATAGCBAAGTACCTAAATCAACAAATATAAAG
GGCGAATACATCGATGAAAGTGATTATAAAGATTATATGGATGACPATGBEGATGATGTACCTGAAAAGTCA
TTCATGGATGACATAGACGACAGAGGATCTTTAGATCTTCTAGATGRUMNCAAAAACTCACGTAAATATAAC
TTTGATAATCTAGATCCTGAGCAAGAAAGTGAAAATGATCTACTGEBRBEEBAGACGATAACGATGSIEAT
CCGTTCTACGAAGAAGAAAGT GAAGCCGATAAT GAAGGAGATAAAGAT TGEGT TGGT GTAAACGATGAAGATCTCGAC
GATGATATAGATAAGAAGCCTAGT GAGGATAATGCTATACGT AAAGAT GAGAAGAACGCCGATGAATCGGCGCACAAT
GAACAGGGTGEGGAATATGT TAATCCAAATCATAACAT GGATGATGATCCAT TCTACGAAGAAGAAAGT GAAGCCGAT
AATGAAGGCGGATAAAGATTGGGT TGGT GTAAACGAT GAAGAT CTCGACGATGATATAGATAAGAAGCCTAGT GAGGAT
AATGCTATACGTAAAGAT GAGAAGAACGCCGAT GATCGGCGECACAAT GAACAGEGT GCGGAATATGT TAATCCAAATC
ATAACATGGATGATGATCCATTCTACGAAGAAGAAAGT GAAGCCGATAAT GAAGGGGATAAAGATTGGGT TGATGTAA
ACGATGAAGATCTAGACGATGATATAGATCTCCCCCAACCCACGAATTACCAGAGGATGCATCAATGGATGCAATGAT
GCATTTGGAAGATGAAGATGATGAAGATCATGGTGAAAATGAAGARGBAGRGAAGAAATAAATGATGTTGA
ATCACCAAGTGGTTGAATACT TGGGAGCCTGGATATGATCT TTTGAAGGCGECAACCCGATGEGTGATACAATTATACT

ATTAGATCCGCGTTATAGAGCAAGT GTCGTACAAAT GCAT TGGCGT GAT GACGCT GAAGGCECT TTCAAACAGT CGCCA

TTTTATTCAACCGAAGGGEGEGECT TGEGT GCGACCT TATACGT CAT GT CACAAGGGT GAAACGATTTCAGAGGT TGCAAA

GACTCAATCTCTGGATAATGT TCTATCTGCTGATGCTTCAGTATCTGCATCTTTACCAGGAGATAAATTTAAGTTTGC

TGCATCAGI CAACTATAACAACATAAAGAAGGCT TATGACT CCAAGGCCGTAAATACATATGTAAGCAGGTCATACTG

TTTCAATTTTGTAGCGGGTATACCGATGT CTATTAAAT GGGACACAACT CAAGCT TTCCAAGCCGCATTGAAAGGTTT

GCCAAAAACATTTCAAGAAGAAGGECAATGGEGT TGGT TTGCCACCCCTACGACTATCTTGT TCATCCACGT TCTCAGEC

GIGCAAAGAGT TAGGAGT AACCGCATGGATGCAATTTTTCACT GTAT TCGGCACGCACGT TACGACTAAAGT TTATCT

TGGAGCGAACATGCTTACTATCATTGAAACCAAATCATCCCAAGAAGCTGACCTGAABSSEATTGACGTAAA
AGCTGAACTGAGTGTCCAGGCTGAGGTAGCAACGGTTGATGCATUBBIABBACGTCCAGCCTTCACAATAG
AGATACAGAATCGTTGGATACTAAAAAGTCGATGTTTGTCATAGCGHERTBAGGGGACGGGAATACTATCYT
CTTCAATGACTGGGCTGCTACCGTTCCAGAAAATTCAATGCCCATAMBIATACCCCGCTTGCAATGATAAIN
GGGCCACGAATACATGAAAGCATACAATGATGCCTATCTGTTTTARGBAPRPAGTGGGTGCCGTATAG

B

>BboplpA
MNQNHEDEVALAMPPPVRGLRKAINNNNNITPRYATSSSNNRSHHRIPEQTTETNNPNINFIERSHSDANKTK
RKHAKKDYRQGTFDNSVFNTSSTNDEGSVFDGLDTFDEENDFDDSIVESPKSITKGEYIDESDYKDYMDDILY
GDDVPEKSFMDDIDDRGSLDLLDDNVNKNSRKYKFDNLDPEQESENDLLLAGYDDNDG
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD
DDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDID SPPTHELPEDASMDAMMHLEDEDDEDHGENEDADIN
EEINDVESPSGLEYLGAGYDLLKGNPMGDTIILLDPGYRASVVQMHWRDDAEGLSNSRHFIQPKGAWVRPYT
SCHKGETISEVAKTQSLDNVLSADASVSASLPGDKKFAASVNYNNIKKAYDSKGVNTYVSRSYCFNFVAG

IP MSIKWDTTQAFQAALKGLPKTFQEEGNGLVCHPYDYLVHPRSQACKELGVTAWMQFFTVF ~ GTHVT
TKVYLGGKMLTIIETKSSQEADLKKKGIDVKAELSVQAEVATVDASVNASTSSLHNRDTESLDTKK ~ SMF
VIGGDIYGDG NTIVFNDWAATVPENSMPIKAEYTPLAMIMGHEYMKAYNDAYLFY ~ GKVSVGAV

Figura 33. A. Secuencia codificante del g&toplpa En rojo se observan las repeticiones, en vigleta

negrita los oligonucledtidos especificos para diopli un fragmento de 1167 pb que contiene la
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repeticion, BboplpArpt_Fnew y BboplpArpt_Rnew, resfivamenteB. Repeticiones en la secuencia de

la proteina (rojo y naranja). En verde el dominiaGPF.

Los fragmentos amplificados a partir de ADN deidias cepas d&. bovisentre las
cuales se encontraban cepas argentinas y extranjesaltaron ser de diferente tamafio,

demostrando un polimorfismo en esta region repatifrigura 34)

1000 pb

Figura 34. Amplificacion de la region repetitiva dg@boplpa 1: BboR1A, 2: BboM2P, 3: BboBrl1P 4:
Control sin ADN 5: Marcador de peso molecular 1Pkis (Invitrogen), 6: BboUy1P, 7: BboM1A.

La secuenciacion de los productos de PCR nos pérnetificar el polimorfismo de
secuencia en la region repetitiva de las disticsas deB. bovisestudiadas. Asimismo, el
analisis de las repeticiones de las cepas argentistré que en las cepas atenuadas el nimero

de copias de la repeticion fue menor reduciénddsb gFigura 35).

Por otro lado, cuando analizamos el alineamientipigide las secuencias repetitivas de
todas las cepas analizadas pudimos observar qudiftasncias a nivel de aminoacidos en
algunas posiciones especificanipsen la secuencia de nucle6tidos) generaron dos grebde

las cepas extranjeras y el de las cepas autdcobizasa 36 y Figura 37).
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>T2BBboPLPArpt

DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD
DDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDID

>BrasillPBboPLPArpt
DDPFYEEESEADNAGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD
DDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDID

>Uy1PBboPLPArpt
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD
DDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDID

>R1ABboPLPArptF
DDPFYEEESEAENEGDKDWVDVNDEDLDDDID KTPSEDNAIRKDEKNVDESTHNEPGGEYVNPDHNMD
DDINNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDID

>M2PBboPLPArpt

DDPFYEEESEAENEGDKDWVDVNDEDLDDDID KTPSEDNAIRKDEKNVDESTHNEPGGEYVNPDHNMD
DDINNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDID KTPSEDNAIRKDEKNVDESTHNEPGGEYVNPDHNMD
DDINNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDID

>M1ABboPLPArpt
DDPFYEEESEAENEGDKDWVDVNDEDLDDDID KTPSEDNAIRKDEKNVDESTHNEPGGEYVNPDHNMD
DDINNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDID

Figura 35. Secuencias de aminoacidos de las repeticiones aliskintas cepas analizadas resultado de la
secuenciacion de los productos de PCR. La secumugditiva de la BboT2B fue analizada a partitade

secuencia depositada en el NCBI.

M2PBboplpArpt

M1ABboplpArpt

R1ABboplpArptF

T2bBboplpArpt DDPFYEEESEADNEGDKDW\GVNDED-DDD DKKPSEDNAI RKDEKNADESAHNEQGEY 60
BrasilBboplArpt

UyBboplpArpt

M2PBboplpArpt ~ -------- DCPFYEEESEAENEGDKDW\DVNDED.DDD DKTPSEDNAI RKDEKNVDEST 52
M1ABboplpArpt ~ -------- DCPFYEEESEAENEGDKDW\DVNDED.DDD DKTPSEDNAI RKDEKNVDEST 52
R1ABboplpArptF ~ -------- DDPFYEEESEAENEGDKDW\DVNDED-DDD DKTPSEDNAI RKDEKNVDEST 52
T2bBboplpArpt VNPNHNVDDDOPFYEEES ECDKDW\EVNDED.DDD SEDNAI RKDEK 120
BrasilBboplArpt ~ -------- DCPFYEEES CDKDW\EVNDED.DDD SEDNAI RKDEK
UyBboplpArpt ~ -------- DCPFYEEES ECDKDW\EVNDED.DDD SEDNAI RKDEK
M2PBboplpArpt HNEPGGEYVNPDHNVDDD NNEENESPEDESDKDW\DVNDED-DDD DKTPSEDNAI RKD 112
M1ABboplpArpt HNEPGGEYVNPDHNVDDD NNEENESPEDE=DKDW\DVNDED_DDD D------------ 100
R1ABboplpArptF HI\EPGCEYVNPDH NvVDDD NNEENESPEDE=DKDW\DVNDED-DDD D------------ 100
T2bBboplpArpt GE&YVNPNHNVDD E EGDKDW\DVNDED_DDD D------------ 168
BrasilBboplArpt GE&YVNPNHNVDD E ECDKDW\DVNDED.DDD D------------ 100
UyBboplpArpt GE&YVNPNHNVDD E EGDKDW\DVNDED.DDD D------------ 100
M2PBboplpArpt EKNVDESTHNEPGGEYVNPDHNVDDD NNEENESPEDESDKDW\DVNDED.DDD D 168
M1ABboplpArpt

R1ABboplpArptF

T2bBboplpArpt

BrasilBboplArpt

UyBboplpArpt




Figura 36. Alineamiento multiple de las secuencias de amimmicide las repeticiones de las cepas
estudiadas d8. bovis Se encuentran resaltadas las variaciones ere¢agricias de aminoacidos entre
aislamientos, en amarillo: variaciones corresparidiea las cepas argentinas y en verde: las \@negi

correspondientes a las cepas extranjeras.

BboM2Pplparpt =~ s e
BboM1Aplparpt =~ 0 ol e
BboR1Aplparpt 0 s e
BboBrlPplparpt =~ = s e
BboUyplparpt =~ s e
T2bplparpt GATGATCCGTTCRCRAAGAAGAAAGTRAAGCCBTAATGAAGRACGATAAAGATTGGGTTB0
BboM2Pplparpt =~ s e
BboM1Aplparpt =~ 0 s e
BboR1Aplparpt =~ 0 s e
BboBrlPplparpt =~ = @ s e
BboUyplparpt =~ s e
T2bplparpt GGTGRAACGATGAAGATCTCRCCGATGATATAGATAAGAAGCCRGTRAGATAATGCT120
BboM2Pplparpt =~ s e
BboM1Aplparpt =~ 0 s e
BboR1Aplparpt =~ 0 s e
BboBrlPplparpt =~ = @ s e
BboUyplparpt =~ s e
T2bplparpt ATACGTAAAGATGAGAAGAACGCCABTGAATCGGCGRCAATGAACAGGGTGG@@BTAT 180
BboM2Pplparpt GGCBTGATCCGTTCARCGAAGAAGAAAGTGRAGCCBA 39
BboM1Aplparpt GGCBTGATCCGTTCACGAAGAAGAAAGTGRAGCCBA 39
BboR1Aplparpt GGCABTGATCCGTTCACGAAGAAGAAAGTRAAGCCBA39
BboBr1Pplparpt GGCABTGATCCGTTCACGAAGAAGAAAGTRAGCCAT 39
BboUyplparpt GGCBTGATCCGTTCARCGAAGAAGAAAGTG\AGCCEAT 39
T2bplparpt GTTAATCCAAATCATAACATGGATGATGATCCATTCTACRAAGAAGAAAGTARAAGCCAT 240
BboM2Pplparpt AATCAAGRAGATAAAGATTGGGTTATGTAAACGATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 99
BboM1Aplparpt AATCAAGRAGATAAAGATTGGGTTATGTAAACGATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 99
BboR1Aplparpt AATGAAGRAGATAAAGATTGGGTTATGTAAACGATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 99
BboBr1Pplparpt AATGAGRAGATAAAGATTGGGTTEGTARACGATGAAGATCTICRACCGATGATATGGAT 99
BboUyplparpt AATGAAGRAGATAAAGATTGGGTTEGTARACGATGAAGATCTIC A CGATGATATAGAT 99
T2bplparpt AATGAAGGGBTAAAGATTGGGTTEGTARACGATGAAGATCTIC ACCGATGATATAGAT 300
BboM2Pplparpt AAGACGCCRGTRAGATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGTCBTGAATCGACG159
BboM1Aplparpt AAGACGCCRGTGRAGRATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGTCBTGAATCGACG159
BboR1Aplparpt AAGACGCCARGTRGRATAATGCATACGTRAAGATGAGAAGAACGTCBTGAATCRCG159
BboBr1Pplparpt CCRAGTRGRATAATGCATACGTAAAGATGAGAAGAACGLCATGAATCGEGCAS59
BboUyplparpt A CCRAGTRAGRATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGECCATGAATCGIECAE59
T2bplparpt A CCRAGTRAGRATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGELCATCGA- TCGICEB59
BboM2Pplparpt CACAATGAACCGGGTGGABATATGTTAATCCAGATCATAACATGATGATGATATAA- 217
BboM1Aplparpt CACAATGAACCGGGTGGBATATGTTAATCCACGATCATAACATGAATGATCGATATAA- 217
BboR1Aplparpt CACAATGAACCGGGTGGBATATGTTAATCCACATCATAACATGAATGATGATATAA- 217
BboBr1Pplparpt CACAAT GGGTGG@ABTATGTTAATC \TCATAACATGTGATGAT 219
BboUyplparpt CACAAT GGGTGG@ABTATGTTAATC \TCATAACATGGTGATGAT 219
T2bplparpt CACAATCA GGGTGG@BTATGTTAATC \TCATAACATGGATGATGAT! 419

*k kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk *
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BboM2Pplparpt - ATAAT GAAGAAAAT GAGTAACCTRAGATGAAG AGATAAAGATTGGGTTGTG TAAAC 276
BboM1Aplparpt - ATAAT GAAGAAAAT GAGTAACCTRAGATGAAGGAGATAAAGATTGGGTTGTG TAAAC 276
BboR1Aplparpt - ATAAT GAAGAAAAT GAGTAACCTRAGATGAAG AGATAAAGATTGGGTTGTG TAAAC 276
BboBrlPplparpt T BTAATAAGAGBTAAAGATTGGGTTETGTAAAC 276
BboUyplparpt T BTAATGAAGBGBETAAAGATTGGGTTETGTAAAC 276
T2bplparpt AGAAAGT BTAATGAAGGGBTAALGATTGGGTTGTGTAAAC 476

* Kk kkkkkkk kkk

* Kk kk kkk

BboM2Pplparpt GATGAAGATCTAGACGATGATATAGATAAGACGCCRGTARAGRATAATGCTATACGTAAA336
BboM1Aplparpt GATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 303
BboR1Aplparpt GATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 303
BboBr1Pplparpt GATGAAGATCTAGACCGATGATATAGAT 303
BboUyplparpt GATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 303
T2bplparpt GATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 503

BboM2Pplparpt GATGAGAAGAACGTCBTGAATCGACGACAATCAACCGGGTGGBATATGTTAATCCA 396
BboM1Aplparpt = e
BboR1Aplparpt = s e
BboBriPplparpt =~ = s e
BboUyplparpt =~ s
T2bplparpt = e e

BboM2Pplparpt GATCATAACATGATCATGATATAAATAATGAAGAAAATGAGTAACCTRAGATGAAG A 456
BboM1Aplparpt =~ e
BboR1Aplparpt = s e
BboBriPplparpt =~ = s e
BboUyplparpt =~ e
T2bplparpt e s

BboM2Pplparpt GATAAAGATTGGGTTATGTAAACGATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 507
BboM1Aplparpt
BboR1Aplparpt
BboBr1Pplparpt
BboUyplparpt
T2bplparpt

Figura 37. Alineamiento multiple de las secuencias de nudleétide las repeticiones de las cepas
estudiadas dB. bovis En amarillo y verde se marcan Esipsque cambian al mismo nucledétido en las

cepas autéctonas y extranjeras, respectivamente.
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2. 2. 4. Historia evolutiva de la familia del tipgoerforina en el phylum Apicomplexa

2. 2. 4. 1El dominio MACPF en el phylum Apicomplexa

Como fue descripto anteriormente, el dominio MAGRE distribuido en proteinas de un
amplio rango de eucariotas. En el caso de los et@siinferiores y particularmente en el phylum
Apicomplexa este dominio forma parte de proteireatepecientes a una familia cuyos miembros
cumplen un rol importante en la entrada y salidapdeasito de las células del hospedador
aunque se ha reportado en el génelmsmodiumqgue existe una baja homologia entre genes
paralogos, mientras que la homologia entre ortélogoss distintas especies es mayor (Kaisser
y col., 2004). Esto sugiere que los paralogos ea c@o de los organismos podrian tener un rol
diferencial. Con el objeto de comprobar este cotapuento enBabesiaspp. analizamos la
homologia entre los dominios MACPF &e bovisy B. bigemina El alineamiento entre los
dominios MACPF de los paralogos Bn bovisy B. bigeminademostré la baja identidad entre
ellos, con valores de entre 20 y 30 %, observando$e la conservacion de los residuos

caracteristicos del dominio MACPF (Figura 38).
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A

BboplpAmacpf
BboplpCmacpf
BboplpBmacpf
BboplpFmacpf
BboplpDmacpf
3BboplpEmacpf
2BboplpEmacpf
1BboplpEmacpf

BboplpAmacpf
BboplpCmacpf
BboplpBmacpf
BboplpFmacpf
BboplpDmacpf
3BboplpEmacpf
2BboplpEmacpf
1BboplpEmacpf

BboplpAmacpf
BboplpCmacpf
BboplpBmacpf
BboplpFmacpf
BboplpDmacpf
3BboplpEmacpf
2BboplpEmacpf
1BboplpEmacpf

BboplpAmacpf
BboplpCmacpf
BboplpBmacpf
BboplpFmacpf
BboplpDmacpf
3BboplpEmacpf
2BboplpEmacpf
1BboplpEmacpf

FKFAASVNYNN KKAYDSKGVNTWSRSY FNFVAGPMSI KWDTTQAFQAALKGLPKTF 60
GSALRAGYTDI S&XTQH SSKQYTNSYYETYAAGMPFYFNVETTSDFDIAL NELPKEV 60
FSFSASAGYKNMVRTLATNETKNYIL KTYCQLRYVAG QDFLNI EPTESFVYDVSQ.PEKF 60

LSASI NSMADKPTSKHTVNYRIA KSFCAI RESAMVPFTGKI SSVFI KEVEALPSI N 58

VAFSASAKYKNASEKLAHKTERVDT TSSFMEAMKS----------------- LEPLPDTV 43
AKFALSAEI TVFCVWKLRCPSTESSKLEVKQ&RVCS------- AFKKSFQMNTKELKPNF 53
GSGF KSNHKKTVNTRDDO YNKLKKSRNVLVR-------------- KYRLKECQ®F 42

LVSIL SEDVESFLGA NFGVNYWMINKEIA GVEDV KKHVN-- VTRAFENATKEI ESYP 57

CQCEEGNGVCHPYDYLVHPRS--- QACKELG VTAWNFFTVFGTH/TTKVYLGGMLTII 116

R — FDQCTWVELYK--- KKSKKCGS SKW\DFFLQFGTH/TTEI QLGGKII RLL 109
HDG------- ECLL EVYRNDPEDEKCASVVRPWMFFQKYGTHFTTVI HLGGKVTNQ 111
o cmm— PCTPDVFIV DPLKSDCSS MHQV\KFFKRYGTHWTSH TI GG@ Sl D109
L — MCSAHDMI DDMTKSECIP - LKKWIKFFEMFGTHYWHQLL GGKLI QTL 92
KKAAT------ ECTT RYAI NPEYPDCKE- VKPWNLFEMFGTHFTYN KI GGRLTKI S 105
LY/ S— DCPTEKYVENVDDESCSGCSSWNRFFADYGTH/TRR SMGGF RRES 93
[0 —

KCDTQEKYLSDAECKNY ELVWKKFFMNYGTHNI SRI TMGGKIL QVD 106

* -k ok kK .. * %

ETKSSQ@- EADLKKK-- G DVKAELSVQAEVAT- VDASVN-- ASTSS_HNRDTESLDTKK 169
TIP NNA-- MDSFLKS-- GLN-- VDVAWAVI SG ALLEVN-- EKLNSEQQXAI KELQDLS 160
Q DKKD-- VAKLQKD-- GYN DVMIKSGS SPVKVGGGES-- HEKKEESSSNFSSLQTEK 165
RMMEGEKI TKM\KTL-- GGE&SI YKVTDKFSSVMIGKRES-- HQMLIL GGY¥SA.ESND 165
Kl NASKLQALKNDSI -- DVDLVVSSVLGSS3SLLADKVWNKYKLDB.GAKSI TVI GGW150
QVNLNKKTNTNVNSVNAGATTQVRNELFGASAGVGLSKGSTKDNTENI SFTYVNVLGGRT 165
NVSNRESKRDASKQKTTI KKSSSWHLVKKKSKKTKSSSKVSSEGKEHDLVQY TVGPEP 153
EVMENTANENAESNDK-- KHN SVNVGVLSGSNLNNTNEKQXEKVKKKNXFFIMG@T 164

SMFVIG@I YA GNTVF NDWAAVPENSVIPIKAEY TPLAMIMG- HEYMKAYNDAYLFY 227
LLKWKSTVPIFPMPIRTI YAPLDMFIH SSYKEAYRNALNFY 201
LVIVI GADVPTDGTDKTTMLEWIKSLYRKPMPIKVNI ESI KTLI DGHEKKKSFDTALKY'Y 225
SKAFNRWEKSVVEERPMPIRANFTSLEHFMG-- DKSKSYQHAVRFY 208

=/ I— TPI TDAEYAIWGNS/AENPMPIGIY GDSLKNLMD- KNLRDSYSLAI HKY 200
[ comm— NVEDENEYLEWINSP EHPMPIRNQ APLAKLFDSEELKETYDDAMEYY 216
NV —— ESMAMVFEDA\RDVALNPVPI DVEY PLSEIMMENQAKNL YAKAI EYY 204
<[ J—

VDTPEG-RDW\DSI KENSVIPINVELTPMBQFMR | G RFRHYWFAIKKSY 214
* . - kk P . * *
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B

BbiplpA
BbiplpH
BbiplpB
BbiplpD
BbiplpC
BbiplpE
BbiplpF
BbiplpG

BbiplpA
BbiplpH
BbiplpB
BbiplpD
BbiplpC
BbiplpE
BbiplpF
BbiplpG

BbiplpA
BbiplpH
BbiplpB
BbiplpD
BbiplpC
BbiplpE
BbiplpF
BbiplpG

BbiplpA
BbiplpH
BbiplpB
BbiplpD
BbiplpC
BbiplpE
BbiplpF
BbiplpG

BbiplpA
BbiplpH
BbiplpB
BbiplpD
BbiplpC
BbiplpE
BbiplpF
BbiplpG

................. KFEHERDG 8

................... NFRTSS 6

TFVKTLSTNTTKNYIL KTYCLRYVAG QDFKSVQPMFSFKNDVEELPEKFDS 52

IPL NIPWETTGEFKEAVDALQPLDNA 26

PPYLNVWNTTEEFQAELEELPATVKE 25

MFLSAEVWNPTRAFQNASNVLLEYENK 26
LEANLRYAI GDSEPKEKSCKYTIA KSFCATKEGGILPF KGNLSPLFVKDVGN.PNELTG 60

------- FNGQV KRLVDTCKGG-KE 18
V-- | CSPSI YRDNPTSKACLDLGVRPWMFFTIF GTH/TTKI YL----=-------- G& 53
E-- TCTT RYSVNPDHPDCVEH- VKPWMLFELFGTHTYN Kl ------------- G@&R 50
E-- SCTMEI YRNDEDIXKCVDS- VHPWIKFFKKYGTHYTVI HL------------- G 96
VKYLCS NDI RENATKEDCAAL-- KRWINFFQF GTHWHQ.LL ------------- GX71
F- ENCTVKLFKNKAKVCEGVBK---- W\EFFSLFGTH/TTEI HLGVMFAVWSI CRSGX 80
G KCXI DDYRTNGS@GY¥EL---- WKSFFNNYGTMIF RLTM------------ G&X 68
| - KTCTPDVYVVEPSNKDCEAI N-- KW\QFFRRYGTH TSHVV ------mnmenm GGQL04
V-- ECPI DRLKKNI YDEGEGG IA SWNRFFADFGTHATQH/TM-----=------- GGT62

* . * . . * %

* k * .

MVTLI ETKASCEAKLKKLG DVKAEI SVQAQVATANG-- AVGVGVSKLKDSKNESLDSK 110
LTELEQVNASKSGKRSNAQAKARADI QVTKSVAAG----  SVGVDGTKMSNNSWITNVSF 105
VTNQ QWKKTDVAAIQKHGYMN DSYl KANSGPFL NLGASFNSAGDVESDSKKNSFKTE 156

LVQTLKFDASALENLKSSG DVNLAIA SSI GSVN------- ASVEGRRAAETAKI DE.GS124
| TRIL TAPSDAVESFSKSCGLDVNAAVGAIl SGALVDA--- KAGLKSSEQDALQEFSDSCD 137
LLRIV ENLEDNEAKEKSKERQSS-GVQLSII  NAN------- L SMSNKKEDGVRKALNDQS 121
IIFI  DRAWN---------- QVVSTAI GADKVASP------- KNVSI YHG-KSVMKGRRES 147

YRRFNNAMDKQASRKSKKSEVTI TTSSSNFELSNS----  RQESTKENEFMHSRDDERD 117

KSTLALG@I YG- KGKNLS- FNDWATVSSFSMP\KAEY TPIA NFLG- KNFVDAYNDAY 166
SYVNVLGG®PI G- NADDEDELAWIHSP NNPMPIRSQAPLSKLFRSQALKEAYDDAM163
RSIIVI G@VPT-- DGTDKVSMEWRSLYRKPMPIKVNLDSI KTLI EDKEKRATFDVAL 214
KTl TVI GGMMN-- LPI TDEEYATWGNS/AENPMPIGVSAESI KRLLK- TELKDSYTLAL 181
LRFSVLGG HVS-- KNVTPQS.L KWRATVPLFPMPRIVV TPI DTFI K- KKYKNAYREAF 194
SKYFVMG@NLT-- SFDSSDSLKKWNMSVERNAMPIDI QLTPI SCFIP - KEI RSHFWMAR78
ROMWVGGYVKGLESNDL RALKLWARSL SCRPMPIRATFTSLDHFLG- DKAKTYHEAM205
VVQY TVGPEPKD-- EFMIPDSFEDW\RKVALNPVPIDVEFI SLSELMFDDE RKLFKEAL 175

VFYEK 171
EFYMA168
KYYSE 219
NKYAE 186
NFYVE 199
KVYND 183
QFY-- 208

RYYAK 180

Figura 38. A. Alineamiento multiple de los dominios MACPF Bebovis B. Alineamiento multiple de
los dominios MACPF da&. bigemina.Los asteriscos azules indican la Unica zona ceadaren los

dominios MACPF de las proteinas paralogas correlipotes al motivo caracteristico del dominio.

Ademas, se comprobd que al igual quéPEsmodiunspp, enBabesiaspp. existe mayor

identidad entre las PLPs ortélogas de las distietgsecies. El analisis de a pares entre las
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proteinas ortdlogas d& bigeminay B. bovisresulté en porcentajes de identidad que variae ent
36,6% (BbiPLPE/BboPLPE1) y el 63,13% (BbiPLPB/Bh&B) (Figura 39).
A

Par de ortdlogos Identidad (%)
BbiPLPA/BboPLPA 59,76
BbiPLPB/BboPLPB 63,13
BbiPLPC/BboPLPC 48,73
BbiPLPD/BboPLPD 54,89
BbiPLPE/BbiPLPE1 36,46
BbiPLPG/BboPLPE2 50,68
BbiPLPH/BboPLPE3 48,6
BbiPLPF/BboPLPF 59,64

B
BbiplpBmacpf = ---------- TFVKTLSTNTTKNYIL KTYQLRYVAG QDFKSVQPMFSFKNDVEELPEKF 50
BboplpBmacpf FSFSASAGYKNVI\RTLATNETKNYIL KTYCLRYVAG QDFLNI EPTESFWDVSQ_PEKF 60
BbiplpBmacpf DSESCTVEI YRNDEDIXKCVDSVHPWIKFFKKYGTHYTVI HLGGKXVTNQ QVKKTDVAA110
BboplpBmacpf HDCGECLL EVYRNDPEDEKCASVVRPWMFFQKYGTHFTTVI HLGGKVTNQ Q DKKDVAK 120
* o ke kkkk ke ok Koo ok koe okkk . ok k ok kok oo hkkhkk * %k kkkkkkk Kk kk%
BbiplpBmacpf | KHGYNDSY! KANSGPFL NLGQASFNSAGDVS SDSKKNSFKTERSIIVI GA@VPTDG 170
BboplpBmacpf LQ<DGYNI DVMIKSGS I SPVKVGGG FSI—EKKEESSSI\FSSLQTEKLVIVI GMDVPTDG 178
BbiplpBmacpf TDKVSMEWRSLYRKPMPIKVNLDSI KTLI EDKEKRATFDVALKYY SE 219
BboplpBmacpf TDKTTMLEWTKSLYRKPMPIKVNI ESI KTLI DGHEKKKSFDTALKY Y-- 225
BbiplpEmacpf - MFLSAEVWPTRAFQMNASNVLLEYENKG 27
1BboplpEmacpf LVSIL SEDVESFLGA NFGVNYVMINKEIA GVEDV KKHVNVTRAFENATKEI ESYPDKE 60
BbiplpEmacpf KCXI DDYRTNGS@GYYELWKSFFNNYGTNIF RLTMGGKLL RIV ENLEDNEAKEKSKE 87
1BboplpEmacpf KCDTQEKYLSDAECKNYCELV\KKFFI\/NYGTN’I SRI TMGGKIL QIVDEIVENTANENAESI\D 120
* ****** * k ok ok k kk * ***** *
BbiplpEmacpf RQSSGVQLSII NANL SMSNKKEDGVRKALNDQSSKYFVMEMNL TSFDSSDSLKKWMES 147
1BboplpEmacpf KKHN SVNVGVLSGS:NLNNTNEKQQ(EKVKKKJ\IG<FFIMGGDTFIPV DTPEGFRD\N\DS 180
BbiplpEmacpf VERNAMPIDI QLTPI SQFIP KEI RSHFWMARVYND 183
| KENSVIPINVELTPMBFMPIG RRHYWFAIKKSY-- 214

1BboplpEmacpf

E s *kk - kkk - % *% Foeokoe ke ok *

Figura 39. A. Analisis de a pares entre proteinas ort6logaB.d@geminay B. bovis B. Alineamientos

entre BbiplpE/BbiplpE1 y BbiplpB/BboplpB.
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Para extender el analisis de los ggnpsortdlogos a organismos relacionados, realizamos
una busqueda a través de BLASTP en los genomaheiéeria annulatay Theileria parva
Estos parasitos son causantes de la fiebre de ta esi® y la theileriosis tropical en el ganado
bovino y en los bufalos enfermedades transmitidadgsogarrapatas del géndrhipicephalus
(T. parva y Hyalomma(T. annulatg. Una vez que el vector infectado se adhiere spédador
los esporozoitos infectan linfocitos dentro dedoales se convierten en esquizontes y luego de
un proceso de division celular se producen merogajtie invaden los eritrocitos. Esta es una de
las caracteristicas por las cuales se los in@ayel orden Piroplasmida al igual debovisy B.
bigemina.

La busqueda de proteinas con dominio MACPF en @®mas delheileria spp. nos
permitié identificar seis proteinas homologas comid@ MACPF (ortélogas a las seis proteinas
de B. bovid y ocho enT. parva (ortélogas a las ocho proteinas anotadas por nossenB.
bigeming (Tabla 10).

PLP Bbo Bbi Tp Ta
M IETS | el — = |-
572 aa 1206 aa 812 aa 817 aa
M e .
——— B - <> - =
972 aa 1079 aa 1183 aa 1113 aa
o | —— - T
= e —_- —-—
559 aa 573 aa 442 aa 514 aa
D e - L
ENE - ——— —E— — e —
420 aa 443 aa 498 aa 603 aa
£ ,m-m
- - <> —E] B i —miel
1272aa 450 aa 353 aa 1219 aa
- ,.,,._.,5....*..«....‘ r—
iy —E— — T —=
512 aa 558 aa 349 aa 340 aa
G
—— —E= -
629 aa 356aa
H ———> -
379aa 353aa

Tabla 10.Comparacién de las proteinas con dominio MACPBa&mesiaspp. yTheileriaspp.

Al mismo tiempo, observamos que la mayor similieudre ortélogos se extiende a nivel
de orden ya que existen pares de ortologoEh#deriaspp. yBabesiaspp. para cada una de las

proteinas de la familia de las PLPs. Un hallazgpoirrante fue que el ortdlogo de BboPLPE en
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T. annulataposee tres dominios MACPF y el orden de estos miogiise mantiene en ambas
proteinas observandose mayor similitud entre losimiomortologos que entre los dominios de la
misma proteina de un mismo organismo. En contrastiégmos enT. parvael ortélogo de la
PLPE deB. bigemina y dos proteinas adicionales que mantienen majentidad entre los
ortdlogos de la BbiPLPG y BbiPLPH. Ademas las grate PLPE, G y H dB. bigeminay T.
parva presentaron homologia con cada uno de los tresndmsTMACPF de las proteinas PLPE
deB. bovisy T. annulata

Asimismo, el andlisis de a pares entre las secagm® aminoacidos de las PLPsBRle
bovisy las dos especies ddeileria demostraron que hay una mayor similitud e idedtiglatre
la mayoria de las proteinas ortdlogasTéheileria spp (entre 67, 4% vy 81, 7% de similitud y
60,3% y 73,9% de identidad) mientras que en el cesta PLPE los valores de similitud e
identidad resultaron inferiores (25,1% similitu®¥,6% de identidad). Estas diferencias radican
en la variacién en los tamafios de las dos proteinakzadas y el nUmero dispar de dominios
presente en cada una de ellas. Este resultado paedastentado por el hecho de que la similitud
e identidad entre la BboPLPE y TaPLPE son mayanedasg arrojadas del analisis de las mismas
proteinas e. parvay T. annulatay esto se encuentra directamente relacionadoacprekencia
en ambas proteinas de los tres dominios MACPF &THb).

PLP PLPA PLPB PLPC PLPD PLPE PLPF
Similitud Similitud Similitud Similitud Similitud Similitud
(Identidad) | (Identidad) | (Identidad) | (Identidad) | (Identidad) | (Identidad)
% % % % % %

Bbo/Ta 35,9(26) 41,9 (31,2) | 41,5(28,7) | 33,5(24,5) | 35,7(23,7) | 24,5 (15,2)

Bbo/Tp 36,9 (26) 38,9 (28,9) | 38,4 (26,4) | 38,7(28,8) | 14,8 (10,7) | 24,9 (15,7)

Ta/Tp 74,4 (65) 67,4(60,3) | 77,6 (73) 68,7 (65,3) | 25,1 (23,6) |81,7(73,9)

Tabla 11. Andlisis de a pares de secuencias de las PLIBs devis(Bbo), T. parva(Tp) y T. annulata

(Ta). En azul se encuentran las similitudes e idades mas bajas.
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2. 2. 4. 2. Analisis filogenético del dominio MACPIeEn Haemosporida y Piroplasmida

El phylum Apicomplexa posee varios organismos qufectan un amplio rango de
animales. Uno de los géneros mas relevantes & devealud publica de este phylum son los
parasitos del géneflasmodiunpertenecientes al orden Haemosporida. Este g@nesenta un
amplio rango de hospedadores vertebrados. Entreedpecies de mayor importancia se
encuentran Plasmodium falciparuny Plasmodium vivaxque infectan humano®lasmodium
yoelii y Plasmodium bergheique infectan roedores. Otros dos parasitos apisjosp
pertenecientes a la familia Sarcocystidae congidsrale gran importancia en salud publica y
veterinaria soff oxoplasma gondiutilizado como modelo de estudio de este phyludegspora
caninumun parasito que afecta a perros y bovinos.

En la introduccién de este trabajo de tesis seekarippto que los organismos nombrados
anteriormente poseen proteinas con dominio MACREseproteinas y las de Piroplasmida
(Babesiay Theilerig) presentan una gran divergencia de secuenciaupaa fiel dominio lo cual
dificulta la reconstruccion de la historia evolutd@ esta familia en el phylum.

Por tal motivo, realizamos un andlisis filogenétiteblos dominios MACPF de cada una
de las PLPs dB. bigeminaB. bovis T. annulataT. parva(orden Piroplasmida) (Tabla 12A) y
P. falciparumy P. yoelii(Haemosporida) (Tabla 12B). Los dominios MACPHateproteinas de
Neospora caninung Toxoplasma gondiTabla 12C) fueron utilizados como grupo externdaen

reconstruccion filogenética.

A
Bbo Bbi Ta Tp PLP
XP_001610233.1 | BbiPLPA | TA11680 | TP02_0166 | PLPA
(BBOV_11007150)
XP_001609302.1 | BbiPLPB | TA019210 | TP01_0164 | PLPB
(BBOV_1V001370)
XP_001609721.1 | BbiPLPC | TA07905 | TP04_0335 | PLPC
(BBOV_11001970)
XP_001609726.1 | BbiPLPD | TA07910 | TP04_0337 | PLPD
(BBOV_11002020)
XP_001611176.1 | BbiPLPE | TA18285 | TP03_0798 | PLPE
(BBOV_I11000410)
XP_001611167.1 | BbiPLPF | TA18325 | TP_0810 | PLPF
(BBOV_111000320)
BbiPLPG TP03_0799 | PLPG
BbiPLPH TP03_0801 | PLPH
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B

Pf Py | PLP
PFD0430c | Py00454 | PLP1

PFLOS80O5W | PY00181 | PLP2

PFI1145W | PY05180 | PLP3

PFO8_0050 | PY03076 | PLP4

PFO08_0052 | PY03943 | PLP5

Tg Nc PLP
TGGT1_111620 | NC_LIV_103580 | PLP1
TGGT1_016570 | NC_LIV_081590 | PLP2
NC_LIV_103830 | PLP3

Tabla 12. Secuencias anotadas en la base de datos de geneésreecia RefSeq del NCBI y anotadas en
este trabajo de tesiB.(bigemind a partir de la cuales se extrajeron los domiMé<PF para el analisis
filogenéticoA. B. bovis B. bigeminaT. annulatay T. parva B. P. falciparumy P. yoelii C. T. gondiiy

N. caninum

Aun cuando existe una mayor homologia en la red&indominio entre las secuencias
analizadas, esta no es heterogénea, presentanidsoinegiones donde es poco confiable
establecer hipétesis de homologia posicional elutse aminoacidos. Por ello se utilizaron
programas de alineamiento multiple que se ajustdes aaracteristicas de las secuencias de
estudio.

En tal sentido, el programa DIALIGN de alineamiemtaltiple de secuencias fue de gran
utilidad debido a que este funciona de manera @ptiom secuencias que solo poseen homologias
locales. El alineamiento de las 42 secuencias dehirdo MACPF de Piroplasmida y
Haemosporida y de 4 secuenciasidgondiiy N. caninum(el dominio de la proteina NcPLP3 no
se incluyé en el grupo externo debido a su graardencia) generd 429 posiciones enriquecidas
en gaps.Por lo tantoel alineamiento fue recortado con el programa TiimlAcual filtra los
gapsteniendo en cuenta el contexto filogenético desé¢asiencias en estudio (Figura 40).
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+ + +===

BbiplpA
BbiplpB
BbiplpC
BbiplpD
BbiplpE
BbiplpF
BbiplpG
BbiplpH
BboplpA
BboplpB
BboplpC
BboplpD
BboplpE_1 IvsilsedvesflgianfgVNYvmQNK------
BboplpE_2  gsgiF-KSN----------- HKTVNTRDDIYN-
BboplpE_3  ------AKF----------- ALSAeitvfcwkl
BboplpF ~ --------L-----------SASINSM------
TaplpA ---SASAKFK------
TaplpB ---SASTGYK------
TaplpC ----SLNTQYQ------
TaplpD  ------NSF----------- TGSLEYKNAVMNS

——————————————————— VNYEYKLENKSLN-

- SASTGYK------

TpplpC ---SLNTQYQ-----
TppIpD  —---NSF-mememenens TGSLEYKNALMN-
o111 — VNYEHKLENKSLN-

70 80 90

+ -+ +===
BbiplpA
BbiplpB VAGIQDF-KSVQPM------ PSFKNDVE-----
BbiplpC --—--PPY-LNWNTT------ EEFQAELE-----
BbiplpD ---IPLN-IPWETT------ GEFKEAVD-----
BbiplpE ---MFLS-AEWNPT------ RAFQNASN-----
BbiplpF EGGIILP-FKGNLS------ PLFVKDVG-----
BbiplpG FN
BbiplpH
BboplpA VAGIPMS-IKWDTT------ QAFQAALK-----
BboplpB VAGIQDF-LNIEPT------ ESFVYDVS-----
BboplpC AAGMPPY-FNWETT------ SDFDIALN-----
BboplpD ~ ----------- DTT------ SSFMEAMK-----
BboplpE_1 = ----------- NVT------ RAFENATK-----
BboplpE_2
BboplpE_3  ----------- AFK------ KSFQNATK-----
BboplpF ESGIMVP-FTGKIS------ SVFIKEVE-----
TaplpA VAGISTS-LNWDLT------ LGFQSSLK-----
TaplpB VGGIVDY-HSLETT------ EEFKKAVA-----
TaplpC AAGIPPT-LDWNTT------ EDFNLSVS-----
TaplpD QVGIPLN-LKWEYT------ EYFNHIVS-----
TaplpE_1  TSGMIIS-YQWNLK------ KSILILLN-----
TaplpE_2  KANLTTL-DFLKNI------ NDEnre-NSDDIF
TaplpE_3  EAALPIH-NSLKIT------ KSFATAMN-----
TaplpF ESGLIIP-FKGELNkfSELNNDFVELVD-----
TpplpA VAGISTS-LKWDFT------ LGFQSSLG-----
TpplpB VGGIVDY-HSLDTT------ DEFKKAVE-----
TpplpC - STT------ EDFNLSVS-----
TpplpD QVGIPLN-LKWGYT------ EYFNRTLS-----

+ + +

----NIKKAYDSKGVNTYVSRSYCFNF
----NMVRTLATNETKNYILKTYCLRY
----DISGKTQHISSKQYTNSYYCFTY
————————— LAHKTERM----------
----EIAGMEDIVKKHM----------

--------- KLKKSRNVLVRKYRI---
rcp-----STESSKLEVKQGKRVCS--
----ADDKPTSKHTVNYRIAKSFCAIR
----KLEDASKSRNSKVYINKSYCFKY
----NFVKSTASNKVRTYITKTYCLRY
--—-ELKADSENRKNKLYTNTYYCFTY
KyacNFLHDFRSKRQKIYNKTEQCVRY
————————— KLLTRNNLRIKKINCSIH
————————— TLNKYNKLLIKTYKCIVY
--—-EINDLLKNNKNKIYVDKSYCFLL
KG--LGLNDITFHKN--------- NLY
----KLQDVSKSGKSKMFINKSYCFKY
----NFVKSTATNKVRTYITKTYCLRY
----ELKKDSEHTNNKL----------

--------- FKSKRQKIYNKTEQCVRY
————————— KLLTKNNLSIKKINCSIH
KG--LGLNDITFNKSKFKIVKCYCSLY
--------- NLNKHNKLLIKSYKCIVY
--—-EISDLLKNNDNKLYVDKSYCFLL
----SFLHEVTKRSKKTFLVKSNCVKY
----SVSNTISKNKFRMFMLKSYCFKY
----NALKKLKVQNNVIFLMKIYCLRY
----SYFADLEIKKKKYALAQNMCVLN
----KMLVKRINRGDSIHIEKKLCSKY
----KFINEISKRTSKTYFIKSNCIKY
----NALKKLKIQNSIIFMMKIYCLRY
----SASNTISKKKFRMFILKSYCFKY
----GYFTDLEIKKRKYIVAENTCLHS
----RMLVERIEKGY SIIIDKKICSKY

100 110 120
+ + +
-------------- KF---EHERDGV

ALQPLD---NAVKYL--
VLLE-Y---ENKGKCSK

—————————— ELPKKI---KDYEKCTP
KLPVLS---SKLIEN--
---------- KIQNKLVNDSGHSS--S
ILKVLRILYKNCNSEF---DS-----Q

ELPKKI---KDYEKCTP
RLPILS---SKVIKN--




TpplpE

TSGMIIS-YQWKLK------ KSISILLN-----

TpplpF ESGLITP-FHGELR-----GEFVEMVG-----
TpplpG  KANLTSL-NFLKNK------NNDEIGLNFNGML
TpplpH  EAALPIH-NSLKMT----~-RSFATAMS-----
Pfplpl  TIGLPPY-IPWDKT------TAYKNAVN----
Piplp3  VASLSQY-SQWKLT------DQFVRAIS-----
Piplp2  YTGIPITTTSYKFS------ENFKNALS-----
Pfplp4  YATYDLK-ESGN-----NINKDFVLDIE-----
Pfplp5  FSFINDI-NKNDLD------TFFLTTLN-----
Pyplpl  TIGLPPY-VPWEQT------TAYMNAVD-----
Pyplp2  YTGIPTTMTKWEFT------DNFRNALN-----
Pyplp3  VASLSQY-SQWKLS------DQFLRAID-----
Pyplpd  YATYSLR-ESTK-----NINSDFLLDTE-----
Pyplp5  FVALKNV-DNSKLD------PFFISMLN-----
Tgplpl  eeeeeee YT----LAFDDAVA-----
Tgplp2  -~-SNH-FKWNVT-----LAFAAGVS-----
Neplpl — -eeemeees YT------LAFDDALE-----
N1 ——— VT------LAFAAAVE-----

I I

130 140 150

+: +: +===
BbiplpA  -CSPSIYR----DNPTSKACLDLG-VRPWMRFF
BbiplpB  SCTMEIYRN---DE-DDKKC-VDS-VHPWIKFF
BbipIpC  -KLFemememeee KNKAKVC--EG-MSKWVEFF
BbiplpD  -CSINDIR--—-ENATKEDC--AA-LKRWINFF
BbIpIpE ~ -IDD------- YRTNGSC-AGY-YELWKSFF
BbiplpF  -CTPDVYV----VEPSNKDC--EA-INKWVQFF
BbiplpG  ECPIDRLKK---NI-YDEGC-EGC-IASWMRFF
BbiplpH  -CTTIRYS----MNPDHPDC--VEhVKPWMNLF
BboplpA  -CHPYDYL-—--VHPRSQACKELG-VTAWMQFF
BboplpB  ECLLEVYRN---DP-EDEKC-ASV-VRPWMKFF
BboplpC ~ -ELY«mememees KKKSKKC--GS-ISKWVDFF
BboplpD  -CSAHDMI----DDMTKSEC--IP-LKKWIKFF
BbOPIPE_1  -QEK------- YLSDAEC-KNY-CELWKKFF
BboplpE_2 DCPTEKYVE---NM-DDESC-SGC-ISSWMRFF
BboplpE_3  -CTTIRYA----INPEYPDC--KE-VKPWMQLF
BboplpF  -CTPDVFI----VDPLKSDC--SS-MHQWVKFF
TaplpA  -CRPYIYR----EDPKNENCEELG-VSDWMELF
TaplpB  RCTLDMFKS---NE-DDPMC-AEN-VWPWMQFI
TaplpC  -EGY-rremm- KKRIKEC--KD-LVKWMEFF
TaplpD  -CNIDNK-----LNLSDEEC--KS-IKPWIKFF
TaplpE_1  -NNSQLNQ---------em- KNI-EKYWYNIF
TaplpE_2  KCPISKFKD---DP-FNPNC-IKC-VMPWVQFF
TaplpE_3  -CNPIKYT----DDKNSKDC--KE-IKKWMDLF
TaplpF  -DVF--e-ememe ISEVESC--EK-LRIWIKLF
TpplpA  -CKPFIYR----EDPKNENCQELG-ISDWMELF
TpplpB  SCTIETFKS---NE-DDSIC-AET-VLPWMQFI
TpplpC ~ -EGY-reeme- KNRIKEC--KD-LVKWMEFF
TpplpD  -CNIDNK-----LNLSDEEC--KS-IKPWIKFF
TPPIPE ~ -SNPQKNQ-----nemee- KNI-EKDWYNIF
TppIpF~ -DIF--ememeee ITELESC--KN-LRIWINLF
TpplpG  KCPISMFRN---DP-FDANC-IRC-IMPWMEFF
TpplpH  -CNAIKYS----INKNNKDC--KE-IKNWMELF
Pfplpl  -CPSDVYE--—-ENKTKSNC--EN-VSLWMKFF
Piplp3  YCSDEEFRD---NR-KSEKC-GKS-VTAWMYFF
Piplp2  -CSYEYYI----NKLNSPEC-EEN-VNKWMLFF
Pfplp4  LCTKVLYMN---N---NLHC-SEG-IKSWMKFF
Pfplp5  KCSLQYYKMnnmNK-YSENC-LKT-ITPWISFF
Pyplpl  -CTPDVYE----QKKMTKEC--RN-VQLWIQFF
Pyplp2  -CTYEYYI---SKSHTPQC-EKN-VNKWMTFF
Pyplp3  YCNAEELRD---NKTGMENC-GKS-VESWLFFF
Pyplpd  TCSKLVYMY---NS-KNEQC-IKF-IKPWIDFF
Pyplp5  KCGVHSYKK---NK-YDKNC-LRT-ITPWITFF
Tgplpl  -CSVQQWR----ADHMADGCQQTN-IPIWMAFI
Tgplp2  -CSAEQWR----QDQNAEACTKTN-VPIWISFI
Neplpl  -CSVQQWR---TDHMTDACQQSN-IPKWIGFI
Ncplp2  -CSPEQWR----QDEAADVCAGSN-IPTWIRFI

---------- DIQNKLVKDSGHTS--N
—————————— KLPNTV---E-STECPI
ILNVLKKLNKNCNSEF---DN-----Q
---------- KLTRDF---KKHTK--D
ELPAVF---TGLDKESE
LLPSHF---NSLEKDGT
—————————— KLPKYF---DGLREDSK
---------- KLPILT---K--Ngm-K
ELGDNY---QNIKDDTY
ILPREF---TGLDEDSE
—————————— KLPHTF---DGLKEDNE
---------- LLPSYF---NSLEHDGK
SLPILS---K--NITEK
DLEKNY---NNININKY
HLPVTF---DGNERDTP
QLPDVF---DAHNPECA
QLPTTF---DGAEQDSL
—————————— HLPDTF---EGHNPHCG

—— —
160 170 180
+ +

TIFGTHVTTKIYLG----mmemmmev
KKYGTHYTTVIHLG-nmmmmmemem

SLFGTHVTTEIHLGMFAVVnsiicrsG

QIFGTHYVHQLLLG-------------
NNYGTHVIFRLTMG-------------

ADYGTHVTRRISMG-- .
EMFGTHFTYNIKIG----

KMFGTHFTTIVHLG-------------
SEFGTHVVVQVHLGeqgringyil---G
EVFGTHFNNQLTLGIYIVVyC------
NTYGTHVLTKITLG-------------
KDYGTSLTKQITMG---
EQFGTHFSYNIKLG-------------
KSYGTHMTTYAMTG-------n-mn--

SEFGTHVVVQVHLG-------------
EVFGTHFNNQLTLG-------------
NTYGTHVLTKITLG----
KTYGTHITTYAMTG---
KDYGTFMTKEITMG----=--===--=
DQFGTHFSYNIKLG-------------
DIYGTHIIYESQLG-----
KNFGTHVSTLLHLG---
KLHGTHVAYEIYLG-------n====
EKYGTHVVLSAHFG-------=-----
NMYGTHVISGVYYG-----
KTYGTHIVEAQLG----
KLHGTHVAHEMYLG------=-=----
KNFGTHVSTLIHLG--=--=-=-=-
RKYGTHVVVSAHFG-- -
NLYGTHLVSEVYYG-----
EQFGTHYTARLYAG-----
EQFGTHFLVRLFAG-----
EQFGTHYTSRLYAG-----
EQFGTHYLVRLFAG-------------
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190 200 210 220 230 240
+ + + + + +
BbiplpA GKMVTLIETKASQEAKLK-----KLGIDV---- ----K--AEISVQA-QVA---T---AN
BbiplpB GKVTNQIQMKKTDVAAIQ-----KHGYNI---- ----D--SYIKANS-GIP---FInIGQ
BbiplpC GKITRILTAPSDAVESFS-----KSGLDV---- ----N--AAVGAII-SGA---L---VD
BbiplpD GKLVQTLKFDASALENLK-----SSGIDV---- ----N--LAIASSI-GSV---N---AS
BbiplpE GKLLRIVENLEDNEAKEK-----SKERQS----  -=-mmmee- SFGV-QLS---I---IN
BbiplpF GQIIFIDRAVNQVVSTAI-----GCDKva---- ---SP--KN--VSI-YHG---------
BbiplpG GTYRRFNNAMDKQASRKS----- KKSEVT---- ----[--TTSSSWF-GLS---N---SR
BbiplpH GRLTELEQVNASKSGKRS----- NAQAKA---- ----R--ADIQVTK-SVA---A---GS
BboplpA GKMLTIIETKSSQEADLK-----KKGIDV---- ----K--AELSVQA-EVA---T---VD
BboplpB GKVTNQIQIDKKDVAKLQ-----KDGYNI---- ----D--VMIKSGSIiSPV---K---VG
BboplpC GKIIRLLTIPNNAMDSFL-----KSGLNV---- ----D--VAVKAVI-SGA---L---LE
BboplpD GKLIQTLKINASKLQALK-----NDSIDV---- ----D--LVVSSVL-GSS---S---AS
BboplpE_1 GKILQMDEMENTANENAE-----SNDKKH----  —=-meee- NISV-NVG---V---LS
BboplpE_2 GIFRRFSNVSNRESKRDA-----SKQKTT---- ----|--KKSSSWF-HLV---K---KK
BboplpE_3 GRLTKISQVNLNKKTNTN----- MNSVNA---- ----G--ATTQVRN-ELF---G---AS
BboplpF GQIISIDRMVEGEKITKM-----VKTLGG---- ----GES-----memememeeeeee |
TaplpA GKIFTTLEVKKNQEKKLS-----DQGLDV---- ----K--AILSAKI-KDI---G---ID
TaplpB GKITHQVQIDKTDVLHMQ-----QSGVNV---- ----D--LAVKATI-SPSFVDS---LE
TaplpC GKLTRYLSVPSSIIESLS-----NKGFDV---- ----N--AVIGAVI-SGV---K---TD
TaplpD GKINQTMVFDSSTLEGLK-----KKGIDI---- ----E--AEVRTEL-GSE---N---GK
TaplpE_1  GKVIEINTADGSENTTKD-----TSIFG-----  —-meemmeeee N-KFD---L---NF
TaplpE_2  GVINKFYNLKRYDGSMNK-----EYKKKT---- ----V--KESSTFF-HLS---K---YK
TaplpE_3  GRITYITQEEGSKEEKEN-----EKSGGAk--- - IGHKLQKDN-KGI---G---IE
TaplpF GKFINMESVVNIHLQTKDyenKNIKAEKM---- -=---GEA-------- oo S
TpplpA GKIFTTLEIKKSQEKKLS----- DQGLDV---- ----R--AILSAKI-KDT---D---ID
TpplpB GKITHQVQIDKSDVLHMQ-----QNGINV---- ----D--AAVKASI-SPVMVDS---LQ
TpplpC -KLTRYLSVPSSIIESLA-----NKGLDV---- ----N--AAIGAVI-SGV---S---AN
TpplpD GKINQTMVFDSSTLEELK-----KKGIDI---- ----E--AEVRTEL-GSG---N---VK
TpplpE GKIIEINAVEGGONITEN-----TSIFG----- e S-KLD---I---NF
TpplpF GKFINMESVVNINLQARDsdIKNTKAKRT---- ----GEA--------m-meomeeee- S
TpplpG GVINKFYNIKKYEGSMRK-----EYKKKT---- ----|--KQSSTFF-HLS---K---SR
TpplpH GRITFITQEEGSKDERGN----- EKSVDV---- ----GVGGKFEKDN-KGV---G---IE
Pfplpl GKITKIINVSTSSIEQMK-----KNGVSV---- ----K--AKIQAQF-GFG---S---AG
Pfplp3 GKITQQVKISKNDYKAMT-----ESGLSI---- ----S--ASVSAGF-GLF---K---VK
Pfplp2 GKIIKININKEEYNKMK-----ENNINV---- ----K--TFFENIYF-HKM---G---LS
Pfplp4 GMSFNTMEITKRKIEEIK-----IYKYKY---- ----S--LWNNPYL-NIF---K---SG
Pfplp5 GKIIHNLYFENNNLKKKE-----YKIRMYKSRL NPFST--IN--SNL-YFG---S---SL
Pyplpl GKITKIINVSNTSVNQMK-----KDGVSV---- ----K--AQIQAQF-GFA---S---VG
Pyplp2 GKIIKVNIEKEEYNKIK-----ENNLNM---- ----K--TIFDFYF-HKM---G---LS
Pyplp3 GKITQQVKISKNEYKSLS-----ESGLST---- ----S--VSASVGF-GLF---K---AK
Pyplp4 GKTINTLEVPIHKFEELK-----IYNYKY---- ----S--IENNRYL-DVF---K---DR
Pyplp5 GKIINILYSDYYNNINDS----- EQVQIYKKRL NPFTS--GNKLGSF-YFG---S---11
Tgplpl GKMTYQVTMKSSDVKALK-----KKGVDV---- ----K--AEVKLML-GAF---S---AG
Tgplp2 GKMTYQVTAKRSEVEKMR-----NMGIDV---- ----K--TQLKMQL-GGV---S---GG
Ncplpl GKMTYQVTMKSSDVKAMK-----KKGVDV---- ----K--AELKIML-AGF---G---MG
Ncplp2 GKMTYQVTVKRSEVEKMK-----KKGADV---- ----K--SQLKMQL-VGV---S5---GG
— — —
250 260 270 280 290 300
+ + +=== + + +

BOIPIPA  GAVG----mmrmmrmmemmmemmeeee e VGVSKLK--DSKNESLDS-KK
BOIPIPB  ASFN-r-oromcrcemceceeeee e SAGDMSS--DSKKNSFKTERS
BOIPIPC ~ AKAG------rmmmrmmmmmmmemmeeeee e LKSSEQD--ALQEFSDSCDLR
BOIPIOD  VEGR------mrmmrmmemmmmemmeeee e RAAETAK--IDE----LGSKT
BOIPIDE ~ ANLS-r-mmrmmrmmemmeemmeeeee e MSNKKED--GMRKALNDQSSK
BOIPIDF  wrormmmormmmmcemeeeeee e FKSVM--KG----RRESRQ
BOIpIpG ~ QEST---r-rmermmrmmmmrmeeceee e KENEFMH--SRDDEENDVV--
BOIpIoH ~ VGVD--rrmmrmmemmeemceceeee e GTKMSNNSNmt----NVSFSY
BboplpA ASVN---memmmmmmme oo e, ASTSSLH--NRDTESLDT-KK
BboplpB GGFS----mmmmmmmmmme e e HEKKEES--SSNFSSLQTEKL
BboplpC VNEK------memmmemmmeeeeeeeee e LNSEQQK--AIKELQD-----
BboplpD I B et KVVNKYK--LDE----LGAKS
BboplpE_1  GSFN--------meemmmmmeceoeeeee e LNNTNEK--QQKEKVKKKNGK
BboplpE_2  SKKT----m--mmmmmmmmmcmmeee e KSSSSKV--SSEGKEHDLV--
BboplpE_3  AGVG--------mmmmmmmmmmeeeeee e LSKGSTKDNTE----NISFTY
BboplpF D e DKFSSVM--TG----KRESHQ
TaplpA SNVE------=-mmememmmmmecemeeeeee e VSTIKSK--NSLDHLLDT-KK
TaplpB B I S TNTEKGS--VSLSNNLKYEKQ
TaplpC ISVG--mmemmmmme e e ASKSDES--EIKQLKKSSKLK
TaplpD LNLD-----m-memmmmemmmmmmmmemeee e MSGSKAR--LDE----IGQKK
TaplpE_1  FKTS------mmmmmmmmemeeeeee s LNSISKD--NIENLDKNEQEK
TaplpE_2  SESM---------mmmmmmmmmmeeeeee e EEKNSGE--SDKEELEEVY--
TaplpE_3  GNVQ--------mmmmmmmmmmmmeee e LIFGNKKGENK----NLSFKY
TaplpF SQFS----mmmmmmm e e EIFTRRI--KG----SKIKRH
TpplpA SNVE------=-m-mememmmmmececeeeeee e VSTIKSK--NAGDFLLDT-KK
TpplpB GGFA------mmmmmmmm e e STSEKAS--LSQSNNLKYDKQ
TpplpC IAVG--mmemmm e e VSKSEES--EIKQLKKSSKLK
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TpplpD LNLD
TpplpE FKMS
TpplpF SEFS
TpplpG SESL
TpplpH GNVK
Pfplpl GSTD
Pfplp3 GSTN
Pfplp2 SAFQ
Pfplp4 SLFQdIsinvdghkenkKNNSNNNini---DEK
Pfplp5 SKEK
Pyplp1 GSTS
Pyplp2 VKRN
Pyplp3 ASTS
Pyplp4 LLLQkilkiekgeyay-RNDSQDNymqgdehDEK
Pyplp5 SKKQ
Tgplpl ASSQ
Tgplp2 AGQG
Ncplpl ASSQ
Ncplp2 GNQG
—
310 320 330

+ +: +===
BbiplpA STLALGGD-----------mmmmmmmmmeee
BbiplpB IIVIGGDV
BbiplpC FSVLGGIH--------mmmmmmmmeeeeo-
BbiplpD ITVIGGQM
BbiplpE YFVMGGDN--------nmmnmmmmmmmmmaae
BbiplpF MWVIGGFYVK-
BbiplpG QYTVGPEP--------
BbiplpH VNVLGGSP-------m-mmmmmmmmme oo
BboplpA SMFVIGGD-----------mmmmmmmmeee
BboplpB VIVIGGDV-----mmmmmmmmmmmmeeae
BboplpC
BboplpD ITVIGGNM
BboplpE_1  FFIMGGDT---------=--=mnmmmmmeam
BboplpE_2
BboplpE_3 VNVLGGRT---
BboplpF
TaplpA
TaplpB VLVIGGDG--- -
TaplpC FSVLGGIH--------mmmnmmmmmeeeee-
TaplpD MYVIGGKM
TaplpE_1  IMIFGGNA-----------mmmmmmmmeeee
TaplpE_2  TLTIGPEP---
TaplpE_3  TNILGGLP----- -
TaplpF LWVIGGSFVN---------mmmmmmmme oo
TpplpA STFVLGGD------
TpplpB VLVIGGDG----
TpplpC FSVLGGIH-------mmmmmmmmmmemeeee
TpplpD MSVLGGKM
TpplpE INILGGNA--------m-mmmmmmeeeeom
TpplpF LWVIGGSFVN--
TpplpG TLTIGPEP----------mmmmmmeeeeeeee
TpplpH TNILGGLP----------=m e e--
Pfplpl LIVIGGNP---
Pfplp3 TVIIGGTT----
Pfplp2 IAILGGNP-------nmmmmmmmmeeeee
Pfplp4 LEIRGGNN---------m-nmmmmmmmmeae
Pfplp5 NLIMDGGVHINPYNINEvnmenkkkniyvnnve
Pyplpl LVVIGGNP--------nmmmmmmmmoeeeae
Pyplp2 VSILGGHP---------mmmmmmeemeeeoe
Pyplp3 TVIGGTT------mmmmmmmmmm e
Pyplp4 LDIKGGNN--------mmmmmmmmmoeea e
Pyplp5 NTIYDGGIDIKEYKDGEgkV-------------
Tgplpl ALVIGGKP--------nmmmmmmoeeeoe
Tgplp2 TLVIGGRP--------mmmmmmmmmmeae
Ncplpl ALVIGGKP----
Ncplp2 TLVIGGRP---------mmmmmmmmmeeeae

I
370 380 390

+ -+ +===
BbiplpA - YGKGKNLSFNDWAETV-SSFSMPVKAEY
BbiplpB - TDGTDKVSMQEWTRSL-YRKPMPIKVNL
BbiplpC =~ ----- SKNVTPQSLLKWRATV-PLFPMPIRIVV
BbiplpD - NLPITDEEYATWGNSV-AENPMPIGMSA
Bbiplpg - TSFDSSDSLKKWMESV-ERNAMPIDIQL
BbiplpF - LESNDLRALKLWARSL-SQRPMPIRATF
BbiplpG =~ ----- DEFMTPDSFEDWVRKV-ALNPVPIDVEF
BbiplpH =~ ----- GNADDEDEYLAWIHSI-PNNPMPIRSQL
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------ MGGKKSR--LDE----IGQKK
—————— LNSNSKD--KLHDLDKNKSEK
—————— EIFRRRI--KG----NKIKKH

------ NEKKSGE--TNKEELEELY--
------ FVFGNKRGESK----NLSFKY
—————— VNSSNSS--ANDEQSYDMNEQ
—————— TESNESS--NNESSTSSLEKE
------ KEAQKIL--NK----FRISKH
KKNDAYIKNDVLI--EQYRDN----IN

—————— VSSDNSS--KNDNSSYDMSEK
...... KQVQKFI--NK----IHGSKT

------ TDSKESS--HEESSNSSIEKE
NDDDLEKKANDIL--NKYEDSNSNKIN
—————— SSTNKNQ--NNDNMLTYIKEK
------ VKTNQDS--ASQLRSLNVEKE
------ TSSKKNQ--SSSEYQMNVQKE
—————— TKTNNES--ASQMRNLNIEKE
—————— VATTKNK--SSSNYEMNVQKE

— ——
340 350 360
+
G
F
knlydgkkkyrnyynfyelK-------
................... C
................... [—
1
400 410 420
+ + +
TPIANFLGKNFVDAYNDA---------

DSIKTLIEDKEKRATFDV---------
TPIDTFIKKKYKNAYREA--
ESIKRLLKTELKDSYTLA---------
TPISQFIPKEIRSHFWMA---------
TSLDHFLGDKA--KTYHE---------
ISLSELMPDDETRKLFKE----
APLSKLFRSQALKEAYDD---------




BboplpA - YGDGNTIVENDWAATV-PENSMPIKAEY

TPLAMIMGHEYMKAYNDA---------
ESIKTLIDGHEKKKSFDT---------
APLDMFIHSSYKEAYRNA---------
DSLKNLMDKNLRDSY SLA---------
TPMSQFMPIGIRRHYWFA
QPLSEIMMENQAKNLYAK
APLAKLFDSEELKETYDD--------
TSLEHFMGDKS--KSY QH---------
TPISHFIDKKLSETYNKA---------
ESIKTLLGDKK--DLFDE
ETISTFLPRSYYNSFKEA---------
TSLKTLIKPALHPSYDQA---------
TPLSYFIYQNFSSSNPQInekegnkin
VPLIQIIPDKYLKVYENA--------
APISKIFKSKALKDSYDE---------
VELSIFFPEKQ--ETYMK---
TPISHFIDKNLRDAYNKA--
ESIKSLLGKKR--ELFDE-------
ESISTFLPRSYYNSFKEA---------
TSLKTLMHPAMHQSYDQA---------
TPLSYFIYQNFSDENLVN---------
SELSMFFPEKH--ETYMK-------
VPIKQIPEKYLKIYENA--------
APISKIFKSKALKDSYDE---------
TPISDSFDSDDLKESYDK---------
EPLSRILPTRLSKIYEEA--------
LPFSFFMDDNDMIQAYKD--------
YSLNTFMPIEKKESYDMA---
VPLSEFINSEEGKSAYYM---
LPIYKSFDSEELKESYEK---------
LPFSFFMDDPNMIKAYND---------
EPLSRILPERLNKIYDEA
FSLSSFMHIEKKESYNNA
RPFSDFIKTDDGKVAYYK---------
LPLQNLLPEDKREAFTHA--------
QPLYHLLPVEKQEAFKQA---------
LPLQNLLPEDKREAFKQA---
QPLHFLLPLEKQEAFKQA--------

BboplpB -~ TDGTDKTTMLEWTKSL-YRKPMPIKVNI
T R — DSLLKWKSTV-PIFPMPIRTIY
BboplpD ~ ----- NTPITDAEYAIWGNSV-AENPMPIGIVG
BboplpE_1 - IPVDTPEGFRDWVDSI-KENSMPINVEL
BboplpE_2 - NESMAPDVFEDWVRDV-ALNPVPIDVEY
BboplpE_3 - GNVEDENEYLEWINSI-PEHPMPIRNQL
BboplpF  ---- LESNDSKAFNRWSKSV-WERPMPIRANF
TaplpA - YGHGKTIEFGEWARSV-ADHSMPIKAEF
TaplpB - VDSKDVNSLNNWAREL-YKRPMPIKIKL
TaplpC - DRQISPSSIRNWKSTV-PRYPMPIKIDV
TaplpD - NFPMDDNEFAHWAETV-AENPMPIGVVS
TaplpE_1  NNYGEINYVKKLDKQKWIETI-KYNPVPIKFEL
TaplpE 2 - GNVANSNVISDWLEKV-IQNPTPIDFEL
TaplpE_ 3 - SDINKESEYVKWIKSV-YKYPMPIRTQF
TaplpF - LEQIDPKVFSKWVETI-DKRPMPIKAKF
TpplpA YGHGKTIEFAEWARSV-ADHAMPIKAEF
TpplpB - VDSKNANSLNNWAKEL-YKRPMPIKIKL
TpplpC - DRNISPTSIRKWKSTV-PRYPMPIKIDV
TpplpD - NFPMDDNEFAHWAETV-AENPMPIGVVS
TpplpE  NNNGEINYDKKLDKQKWVETI-KYNPVPIKFEL
TpplpF - LEQIDPKMFSKWVKTI-DKRPMPIKARF
TpplpG - GNVSNSKVISDWLEKV-VHNPTPIDLEL
TpplpH - SDISKESEYVKWIKSV-YKYPMPIRTQF
Pfplpl - KDVTKEENLFEWSKTV-TNHPMPINIKL
Pfplp3 - FDPNDPNNFEKWAESI-SENPMPIKGEY
Pplp2 - LNVNNTSFFEKWVHSI-NTNSMPIRTKL
Pfplpd - DEKWRNLTYLVWKNSI-YSNIVPIHLDL
Pfplp5 - DDVRKRNYYNSWKDTIEWEQAKPVKLNL
Pyplpl - KDVTKEENLYEWSKTV-SSNPMPIHIKL
Pyplp2  ---- LNIDDSSFFEKWIDSI-DKNSMPIRTKL
Pyplp3 - YDPNDPSNFEKWADSI-KNNPMPIKGQY
Pyplpd - NDDWKQLTYEKWKNSI-YTNIEPIYLDL
Pyplp5 - LMTNGIEEEWERTINGKYAKPIKLIL
Toplpl - ADVSDPKAIAAWANSV-DALPMPVKLEL
Tgplp2 - GNVSDPAALAAWADTV-EELPMPVKFEV
T — ADVSDPKAIASWANSV-EALPMPVKLEL
Neplp2 - ANVSDPGALAVWADTV-EELPMPVKFEV
430
BbiplpA  -YVFYGK-
BbiplpB  --ALKYYSE
BbiplpC  --FNFYVE-
BbiplpD  --LNKYAE-

BbiplpE  --FKVYND-
BbiplpF  --AMQFY--

BbiplpG --ALRYYAK
BbiplpH --AMEFYma
BboplpA --YLFY---
BboplpB --ALKYY--
BboplpC --LNFY---
BboplpD --IHKY---

BboplpE_1  --LKSY---
BboplpE_2 --AIEYY--
BboplpE_3 --AMEYY--
BboplpF --AVRFY--
TaplpA -YLYY---
TaplpB --ALRFY--

TaplpC --LNFY---
TaplpD --LHQY---
TaplpE_1  lIIKNY---
TaplpE_2  --LKYY---
TaplpE_3  --AFRFY--
TaplpF --AIEYY--

TpplpA -YLYY---
TpplpB --ALKFY--

TpplpC --LSFY---
TpplpD --LHQY---
TpplpE --SFHYF--
TpplpF --AVEYY--
TpplpG --LKYY---
TpplpH --AFRFY--
Pfplpl --AllYY--

Pfplp3  --LRFY--

Pfplp2  --ALIFY--

Pfplp4  -LL FY---
Pfplp5  --ALEFY--
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Pyplpl --ALLYY--
Pyplp2 --ALMFY--
Pyplp3 --LSFY---
Pyplp4 -LLYY---
Pyplp5 --ALEYY--

Tgplpl --VTYYSK-
Tgplp2 --VTFYSK-
Ncplpl --VSYYGK-

Ncplp2  —-VAFYSK-

Figura 40. Resultado del alineamiento multiple con las 4@uercias del domino MACPF realizado con
el programa DIALIGN. Las lineas rojas muestranliakamiento resultante luego del filtrado utilizare

programa TrimAl.

Con el programa Modelgenerator se ajusto un modelevolucion segun el criterio de
AIC2: WAGH+I+G. El arbol construido con PhyML 3.0 SHRT se muestra en la figura 41.
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—
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— _ 0ger TaPLPC

008 ——LTpPLPC
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o BboPLPC
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* —PPLP2 [0y

0968 PfPLP4

_
U0 P L PyPLP4
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. | - L— TpPLPF
I —— BbIPLPF

06 0% BPOPLPF TaPLPE 2
%89 | {_TpPLPG

085 BbIPLPG

BboPLPE_2

BbiPLPE
boPLPE_1 TaPLPE_2

—

0983 TgPLP2 ITpPLPE
099% NcPLP2
0,195 TgPLP1

NcPLP1

Figura 41. Arbol filogenético realizado por Maxima Verosimiiit de dominios MACPF de proteinas de
Piroplasmida y Haemosporida utilizando como gragterno a los dominios dgeospora caninuny
Toxoplasmagondii. Las ramas estan soportadas por valores de SHHERTO0jo se observan los valores
entre 1y 0,9 (mas confiables), en marrén losreslintermedios entre 0,8 y 0,7 y los soportes ajss

se observan en color azul.
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Piroplasmida
100 | Bbig
100 | Bbovis
| Ta
100 | Tp
Haemosporida | P
100 | Py
Cp

Figura 42. Arbol filogenético de especie inferido por Maximar§tmonia usando seis genes conservados
de B. bigeminaB. bovis T. annulata(Ta), T. parva(Tp), P. falciparum(Pf), Cryptosporidium parvum
(Cp) como grupo externo.(Boostrap 525 réplicas,lie64238)

Los resultados de la filogenia molecular revelanoa topologia resuelta para la familia
génica, demostrando que algunos procesos de duiphicacurrieron antes de la separacion
Piroplasmida-Haemosporida mientras que otros fuermlependientes. Por otra parte, las
diferencias en el largo de ramas del arbol filogjené&esultante mostro la gran divergencia entre
las perforinas (Figura 41).

A partir de la observacion del arbol filogenéti@mmido inferir con un buen soporte de
rama que la agrupacion en cada clado se correspmmdel arbol de especie. Se observa que
cada grupo de ortélogos tanto en Piroplasmida cemdélaemosporida se encuentran en un
mismo clado mientras que los paralogos se encueeatralados separados.

Se observo una correspondencia entre la topolegliesddominios MACPF vy la topologia
de referencia del arbol de las especies (Figurg Bgura 3 de la Introduccion de este trabajo).
Sin embargo, en los nodos mas profundos los saparte fueron elevados y pueden ser
considerados como no resueltos, colapsandolosapalitomia.

El clado siguiente con un soporte de 0,84 estaddampor dos clados, uno de ellos
contiene a los dominios PLPE_3 y PLP H de Piropldamue parecerian ser co-ortologos de la
PLP1 de Haemosporida. Esta relacion filogenétieadoportada por un valor de SH-LRT de
0,819. Lo mismo se observé con los dominios PLFRLIPC con un soporte de rama de 0,777.
Adicionalmente, los dominios PLPA y C habrian sdioga partir de un evento de duplicacién en
Piroplasmida. El otro clado soportado por un vd®ISH-LRT de 0,865 lo componen las PLP 2,
PLP4 y PLP5 de Haemosporida co-ortélogas a la PERPE_1/E y PLPE_2/G.

En cuanto a los tres dominios MACPF de la BboPLPERLPE es posible deducir que
los dos primeros dominios de la proteina (E_1 y)Ee2generaron a partir de una duplicacion ya
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gue poseen un ancestro comun apoyado por SH-LRX,8% (circulo verde en la Figura 41),
mientras que el tercer dominio (E3) se encuenti@renclado. Por lo tanto, esos dominios no son
exclusivos de Piroplasmida aunque aparecen reonamite formando parte de una Unica PLP.

El analisis de estos resultados con el criterigpaiesimonia nos permitié postular dos
hipdtesis evolutivas que podrian explicar el origlenlas proteinas con mas de un dominio
MACPF:

a) La fusion de dominios MACPF ocurrio en el atrcede Piroplasmida (evento 1) y se
observaron dos sucesos independientes de sepafaeéino 2 eB. bigeminay 3 enT. parvg

b) Las PLPs con un solo dominio son mas frecuemiddaemosporidia y Piroplasmida y
hubo eventos independientes de fusion de domini€ERF enB. bovisy T. annulata(eventos 1
y 2).

Siguiendo un criterio parsimonioso sugerimos qugahacurrido el camino b. La
adquisicién en forma repetida y paralela de masumledominio enB. bovisy T. annulata

implicaria que estas proteinas multidominio cunfgotiralgun rol especifico en estos parasitos.

2. 2. 4. 3. Reconstruccion filogenética de la fandl de las PLPs en Haemosporida y
Piroplasmida

Perforinas ancestrales:

La topologia del arbol obtenido en el analisis #oético de los dominios MACPF dirigio
la busqueda del estado ancestral que pudiese axjpicfilogenia con el menor niumero de
pérdidas y duplicaciones génicas subsiguientesa igura simplificada del arbol (Figura 43) el
clado rojo y nombrado con el numero 1, esta formpdo perforinas co-ortélogas entre
Haemosporida y Piroplasmida lo que sugiere que €sido podria descender de una Unica
perforina en su ultimo ancestro comun. A su vez me@ientemente, dentro de Haemosporida y
Piroplasmida, esta perforina sufrio duplicacionas €vento dentro de Haemosporida y dos en
Piroplasmida).

El clado verde oscuro y nombrado con el nimeraesgmta ortdlogos en Haemosporida
y Piroplasmida, por lo cual el ancestro deberiakeomun a Piroplasmida y Haemosporida.

El clado verde claro, nombrado con el nimero 3egafa ser una duplicacion del
ancestro del clado nimero 2, también anterior sefaracion de los linajes de Haemosporida y
Piroplasmida. En este caso, inferimos la perdiddadeerforina en la rama de Haemosporida,

posterior a su separacion de Piroplasmida.
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Los clados representados en diferentes tonos desanwdmbrados con el nimero 4, no
fueron resueltos en un unico clado en la topoldgfaconsecuencia para estos genes se puede
postular al menos un Unico gen ancestral previa divergencia Haemosporidia-Piroplasmida,
condicion que nuevamente favorecemos en un conté&tgarsimonia. En conclusion, es
probable que hayan existido al menos cuatro pedsren el ancestro comun de Haemosporida y
Piroplasmida, habiéndose producido a lo largo devalucion varios eventos de pérdida y
duplicaciénlinaje-especificas que dieron origen a las cincB$tle Haemosporida, las seiBde

bovisy T. annulatay las ocho d®. bigeminay T. parva

40*_« Piroplasmida PLPD

0996
0,99 4 Piroplasmida PLPB

- 094 :
2 0819 ——————==lll Haemosporida PLP1

0,998 €< Piroplasmida
0625 PLPE_3/PLPH

Haemosporida PLP2
0774 e 1355 P

Haemosporida PLP4

0,808 ] .
1 4{ 0,998 Haemosgorlda PLP5

0,865
0976 _ _
——< Piroplasmida PLPF
0989 <«Piroplasmida
0857 PLPE 2/PLPG
0,983 , .
098 oo —— Grupo externo Piroplasmida
|:‘ =] T. gondiiy PLPE 1/PLPE

N.caninumPLP1y 2

0839

Figura 43. Reconstruccion filogenética de las PLPs ancestrateslos ordenes Haemosporida y

Piroplasmida.

El estudio evolutivo de las PLPs realizado en &atsjo demostrd que estas proteinas ya
estaban presentes en el ancestro comun del phylgue ylurante la diversificacion del mismo,
los diferentes linajes fueron adquiriendo nuevasamges por duplicacion o recombinacion
genética (como en el caso de Piroplasmida) al misimmpo que perdian otros genes,
particularmente eRlasmodium
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2. 2. 5. Transcripcion de los gengslp

Las evidencias del analisis protedmico y transénpto enPlasmodiunspp. han demostrado la
expresion diferencial de los gerap en cada estadio evolutivo del parasito (Ishinoly, 005;
Florens y col, 2002; Lasonder y col., 2002; Hatloy., 2005; Raibaud y col., 2006; Ecker y col.,
2007). Dependiendo de cada estadio cada uno dgelmssplp codifican para proteinas que
cumplen roles caracteristicos de ese estadio, tale® la migracion a través de las células
hepaticas del esporozoito, la invasiéon del ookiaelms células del intestino medio del mosquito
(Kadota y col., 2004; Ishino y col., 2005; Eckecgl; 2007) y el egreso de los parasitos del
eritrocito (Ecker y col., 2007).

Con el fin de aportar mas evidencias sobre la ¢rggon de los geneplp en
apicomplejos, realizamos un analisis transcripdidedos geneplp enB. bigeminay B. bovisen

el estadio intraeritrocitario.

2. 2. 5. 1. Transcripcion en el estadio intraeritroitario de B. bigemina y B. bovis

Durante la fase del ciclo de vida en el hospedadeino, los esporozoitos infectivos
invaden los eritrocitos diferenciandose a trofamoiten el lamen para luego convertirse en dos
merozoitos por fision binaria (formas pares) yipalarmente em. bigeminase ha identificado
un tipo de merozoito de forma ovoide denominadoyse®r gamonte (Bock, 2004).

En este trabajo, se estudid la transcripcion destdds genes de la familiplp en el
estadio intraeritrocitario dB. bovisy B. bigeminaamplificando un fragmento especifico de cada
genplp correspondiente al dominio MACPF

A través de un ensayo de RT-PCR de punto finalmaslidemostrar la amplificacién de
todos los fragmentos especificos de cadaplieipara todos los transcriptos en ambos parasitos.
Asimismo, demostramos que los tres dominios MACPEIdgnplpe de B. bovisse transcriben
(Figura 44). Los fragmentos amplificados de un f@anantre 100 y 200 pb de la mayoria de los
genesplp no poseen intrones por lo que el tamafio del ptodesperado para el ADN gendmico
y el ADN copia resultd ser el mismo, excepto enaslos de los gengdpc, ey f deB. bovisque
poseen intrones y por ende en los resultados BFIBCR presentaron tamafos diferentes entre
el ADN genémico y el ADN copia.

El transcriptoplpb presentd un producto de mayor intensida@.elpigeminay B. bovisy
particularmente e. bigeminael transcripto correspondiente @pe también resultd tener una

intensidad aumentada con respecto a los otroctiptos.
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A B

ADN RT+ RT- Neg RT+ RT- ADN Neg
Bbiplpa e - - Bboplpa
Bbiplpb | s - - Bboplpb
Bbiplpc - - e Bboplpc
Bbiplpd | s w B Bboplpd
Bbiplpe | vewi ‘ (353!’,','35
Bbiplpf | ™" - - Bboplpf
Bbiplpg |*™* ™
Bbiplph -

Figura 44. Transcripcion de los fragmentos de entre 100 y@#d@orrespondientes al dominio MACPF
de los genesplp por RT- PCR de punto finalA. B. bigemina(BbiS2P) yB. B. bovis(BboS2P). En los
dos casos RT+: sintesis de ADNc a partir de ARN laognzima transcriptasa reversa, RT-: control sin
enzima transcriptasa reversa para observar coraarimcon ADN, ADN: control positivo de la PCR con

cada oligonucledtido especifico y Neg: control tiegede la PCR.
Los resultados de la RT-PCR de punto final demiastrgue erB. bigeminay B. bovis todos los

genesplp se transcriben y dado que en este ensayo pudiswalizar transcripcion diferencial,

se disefio un ensayo de transcripcion cuantitativa yalidar el resultado observado.
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2. 2. 5. 2. Transcripcion diferencial de los gengdp en el estadio intraeritrocitario

Construccioén de la curva estandar

La determinacion del nimero de copias de ARN mensaje cad®lp en el estadio
intraeritrocitario de B. bigemina se realiz0 por RT-PCR cuantitativa. Se seleccidad
concentracion de los oligonucleodtidos especificmdizando la curva dmeltingen el rango de
temperatura entre 70°C y 90°C. Por otra partepbasémwarse una Unica temperaturanating
para cada uno de los genes estudiados se comjprekpdcificidad de los oligonucleotidos

Con el fin de calcular la eficiencia de cada paolitponucleétidos se construyd una curva
estandar con cuatro diluciones seriadas al décioo ADN gendomico de BbiS2P de
concentracion conocida y sus mediciones de Ct. laacanstruccion de la recta se convirti6 el
valor de concentracion a su equivalente en nimemaléculas, teniendo en cuenta el tamafio
del genoma de acuerdo a lo reportado por Ray y eal.el aiio 1992. El logaritmo de la
concentracion del estandar y el valor de Ct sonrgareente proporcionales respondiendo a una
linea recta que para cada uno de los pares de otilgdnidos fue construida por regresion lineal
(Figura 45).

Bbiplpa y =-3,922x + 57,087
R = 0,9989

Ct
N
=}

log (ntmero de moléculas)
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Bbiplpb y=-2,9843x + 46,324
R?=0,9975
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R?=0,9993

] \’\.

4 4,5 5 55 6 6,5 7 7,5

log(nimero de moléculas)

Ct

Bbiplpf  y=-3,0652x+ 48,188
R?=0,9997

4 4,5 5 55 6 6,5 7 7,5

log(nimero de moléculas)

Ct

Bbiplpg  y=-3.0606x+51,141
R?=0,9976

35 1
30 1

0 T T T T T T
4 45 5 55 6 6,5 7 7,5

log(nimero de moléculas)

- 143 -




Bbiplph y =-3,3455x + 49,011
R?=0,9951
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o \\\
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logaritmo(nimero de moléculas)

Figura 45. Curva estandar para cada uno de los genes especHia el eje de las abscisas se encuentra el
logaritmo del niumero de moléculas de ADN genomiedadcepa BbiS2P y en el eje de las ordenada se
observa el promedio de los valores de Ct realizamwsduplicado. En cada uno de los gréficos se

representa la ecuacion de la recta producto deglesion lineal de los puntos de la curva. Se indic

coeficiente de correlacién R2 de la regresion linea

Eficiencia de amplificacion de los transcriptos denterés

La eficiencia de la amplificacion de cada uno deflagmentos de interés se calculé a
partir de la pendiente de la recta de regresiotadrirva estandar realizada para cada par de
oligonucleotidos. Una pendiente de —-3,32 con urficdeate de correlacion R2 mayor a 0,99,
indica una eficiencia de amplificacion de la PCRirdp del 100% Rfaffl, 2004)Los resultados
de las pendientes de las curvas estandar con eadie pligonucledtidos oscilaron entre -2,98 y -
3,9. En consecuencia, las eficiencias calculadatir pee la formula E = [10"-1] (S es la
pendiente de la rectapara cada uno de los genes de mostro valores @798 (eficiencia del
78,8%) pargplpa y 1,163 parplpb. Se consideran eficiencias véalidas aquellas gemsgentran
entre 0,9 y 1,2.La eficiencia de la amplificacioh gkn plpa, fue de 0,798 (79,8%) (Tabla 13) y
ademas en la curva estandar se observo una bajailsdad de estos oligonucleétidos para
amplificar bajas cantidades de templado (Figura @dnsiderando los resultados obtenidos, el

genplpa fue excluido del analisis transcripcional.
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Gen Pendiente Eficiencia
Bbiplpa -3,922 0,798
Bbiplpb -2,9843 1,163
Bbiplpc -3,2923 1,013
Bbiplpd -2,9895 1,160
Bbiplpe -3,1558 1,07
Bbiplpf -3,0652 1,12
Bbiplpg -3,0606 1,122
Bbipiph -3,3455 0,99

Tabla 13 Pendiente de la curva estandar y eficiencia denlalificacion de los genes de interés.

Cuantificacion de los transcriptos de los gengsp a partir de ADN copia deB. bigemina

Se analiz6 la transcripcion de los gepksa paritr de ARN total extraido a partir de dos
un cultivo in vitro de la cepa BbiS2P : Se realizaron tres sintesepemntlientes de ADNc,. La
eficiencia de la transcripcion se verifico a tradéda amplificacion del gerap —13 que su vez

se utilizé como control para descartar contaminac@nADN (Figura 46).

A
ADNc1 ADNC2 ADNC3
RT- ADN RT + ADN RT- RT + RT- ADN _—
-
e - 2 -
- -

Figura 46. Amplificacion del transcriptoap-1apara verificar la calidad de los ADNc sintetizadgsartir

de cada una de las muestras de ARN

Para cada uno de los ADNc se realizé una PCR ¢ativdi con los oligonucle6tidos
especificos obteniendo los calores de Ct para fragenento amplificado en cada ADNc. Los

valores de Ct fueron extrapolados en cada casasetutvas estandar a partir de la formula de la
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recta para obtener el logaritmo del numero de nutdécy luego el numero de moléculas. Para
evitar las variaciones inherentes a cada ADNc Is¢ivizo la expresion de los genglp a un gen
de referencia calculando un indice de expresioativel de todos los genes en cada ADNCc,
(Numero de moléculas del gen de interés/nimeroaléamas del gen de referencia). El gen de
referencia seleccionado en este trabajo codifica [gaenzima fructosa-1,6-bifosfato aldolasa,
enzima clave en el metabolismo de los carbohidr&nsl genom®. bovisse encuentra en una
sola copialpcus tag BBOV_I1V000790) y debido a la alta conservacionegee tipo de genes a
lo largo de escala evolutiva asumimos queBermigeminaes de copia Unica por lo cual fue
seleccionado para este estudio.

Los resultados de la cuantificacion relativa de trianscripcion de los geneglp
demostraron la presencia de una mayor cantidamadscripto correspondiente al gpipe y
plpb en todos los ADNc analizados observandose qua emaloria de los ADNc habria una

mayor abundancia del transcripto correspondiengemblpe (Figura 47).

A
0,06
0,05 A
0,04
° @ ADNc1
% 0,03 [l ADNc2
= B ADNC3
0,02
0,01
0 ,
Bbiplpb  Bbiplpc Bbiplpd Bbiplpe Bbiplpf Bbiplpg Bbiplph

Figura 47. Transcripcidn relativa de los genglp deB. bigeminateniendo en cuenta la transcripcion del
gen de referencia fructosa-1,6-bifosfato aldoldadi¢e=NUmero de moléculas de gelp/NUmero de

moléculas gen de referencid)., Comparacién de los indices de los tres ADNcspparado.

Las diferencias en los indices de transcripcioodes los transcriptos se mantienen en
todos los ADNc aunque con el ADNcl encontramosreiifeias en la tendencia de que los
niveles de transcripcién de geipe son mayores que los del gpipb. Es probable que estas

diferencias se deban a un error técnico en el arpato realizado con el ADNc.
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Para validar estadisticamente los resultados amalizla interaccion de cada ADNCc en la
variacion de los niveles transcripcionales de agl#plp, en primer lugar se realizé un analisis
grafico del logaritmo del namero de moléculas pamla gen y se corroboraron las
distribuciones simétricas en todos los ADNc (Fagdi).

L = — =

58 B5. F5. B8
|
DAI

log(nro. moleculas)

| | | | | |
plpb  pipc  plpd  plpe  plpf  plpg  plph

Figura 48. Grafico de cajas (Boxplot) realizado con el prograR version 2.12 para observar la
distribucion de los valores del logaritmo del nionée moléculas de los gerpp obtenidos en el andlisis

de cada ADNc correspondiente al ARN . Se obsevéairas de error.

Por otro lado, el Andlisis de la Varianza de losogdogaritmicos de abundancia en
funcion del gen analizado y del lote de ADNc u#tips indicaron la existencia de diferencias
altamente significativas entre genes y entre ADNzdmalo una fuerte interaccion entre ambos,
lo que indicaria que las respuestas de los gemerara segun la fuente de ADNc aunque los

perfiles de expresion en cada ADNCc resultaron aired (Figura 49).
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Figura 49. Analisis de la Varianza de los niveles de transidip de los genegslp en cada ADNc.

Para determinar los contrastes entre genes sedeatlitest de Tukey, que permite incluir
la interaccion del modelo. Los resultados de estalisass mostraron que el transcripto
correspondiente al gemplpe resulté ser significativamente mas abundante e dtros
transcriptos, excepto el correspondientlgb. En este caso si bien se observd una mayor
cantidad del transcriptplpe con respecto ghlpb las diferencias no fueron significativas (Tabla
11).
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Genes Diferencia lim.inferior  lim.sup p ajustado
plpc-plpb -1.55494790 -1.88203771 -1.22785808 0.0000000
plpd-plpb -0.87666064 -1.20375046 -0.54957082 0.0000001
plpe-plpb 0.26473720 -0.06235262 0.59182702 0.1768337
plpf-plpb -1.84746123 -2.17455104 -1.52037141 0.0000000
plpg-plpb -0.97562051 -1.30271033 -0.64853070 0.0000000
plph-plpb -0.80355826 -1.13064808 -0.47646844 0.0000006
plpd-plpc 0.67828725 0.35119744 1.00537707 0.0000104
plpe-plpc 1.81968510 1.49259528 2.14677491 0.0000000
plpf-plpc -0.29251333 -0.61960315 0.03457649 0.1034953
plpg-plpc 0.57932738 0.25223756 0.90641720 0.0001125
plph-plpc 0.75138964 0.42429982 1.07847946 0.0000019
plpe-plpd 1.14139784 0.81430802 1.46848766 0.0000000
plpf-plpd -0.97080058 -1.29789040 -0.64371076 0.0000000
plpg-plpd -0.09895987 -0.42604969 0.22812995 0.9696569
plph-plpd 0.07310239 -0.25398743 0.40019220 0.9946518
plpf-plpe -2.11219843 -2.43928824 -1.78510861 0.0000000
plpg-plpe -1.24035771 -1.56744753 -0.91326790 0.0000000
plph-plpe -1.06829546 -1.39538528 -0.74120564 0.0000000
plpg-plpf 0.87184071 0.54475089 1.19893053 0.0000001
plph-plpf 1.04390297 0.71681315 1.37099279 0.0000000
plph-plpg 0.17206226 -0.15502756 0.49915208 0.6616190

Tabla 14. Resultados obtenidos del analisis de contrasteglcbest de Tukey. En amarillo se observa la
comparacion del geplpe con el resto de los genes. Los valores p indicasidaificancia de estas
diferencias (p ajustado a mdltiples comparacion€s08). Lim, inferior y lim. Sup corresponden a los
limites del intervalo de confianza del 95%

Con el fin de complementar los analisis anterigresrificar que los gengdpey plpb se
transcriben mayoritariamente se realizaron comsasbmparando todos los genes contra uno de
ellos usando el test de Dunnet. Se selecciono lpacemparacion el gen plpe debido a lo
observada en los resultados presentados anteria@meatsugieren una mayor transcricpcion del
genplpe La comparacién de todos los genes con elplgamostro resultados comparables a
los del test de Tukey. Por lo tanto, la abundadelaranscripto correspondiente al geipe es

significativamente mayor que la los otros geneseptuand@lpb (Tabla 15).
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Estimacién Error std valordet Pr(<t)
plpb-plpe >= 0 0.04577 0.17106 0.268 0.929623
plpc-plpe >= 0 -1.73468 0.17106 -10.141 < le-04 ***
plpd-plpe >= 0 -1.01830 0.17106 =5.953 < le-04 ***
plpf-plpe >= 0 -2.00160 0.17106 -11.701 < le-04 ***
plpg-plpe >= 0 -1.17821 0.17106 -6.888 < le-04 **%
plph-plpe >= 0 -0.91171 0.17106 -5.330 < le-04 **%*
Signif. codes: 0 ‘*%*7 0.001 *#**" 0.01 “*’ 0.05 *.” 0.1 * "~ 1
(Adjusted p values reported —-- single-step method)

Tabla 15. Resultados obtenidos del andlisis de contrastelcdast de Dunnet, comparacion de todso
los genes contra el ggrlpe. En amarillo se muestran las comparaciones sigivias (p< 0,05), sin

resaltar la comparacion entre el giipey el genplpb cuyas diferencias no resultaron significativas

Los resultados obtenidos en el andlisis del ARNcgulente del cultivan vitro con
glébulos rojos infectados con la cepa BbiS2P exmgnddn un determinado momento,
demostraron que los parasitos intraeritrocitariosegn un mayor nivel de transcripcién de los
genes plpe y plpb con respecto al resto de los genes aunque no psdidemostrar
estadisticamente que el gape se transcribe mas que el gepb.

Considerando que el cultivo d® bigeminano esta sincronizado y por lo tanto la
proporcion de los estadios intraeritrocitario (@zditos, formas pares) en cada cultivo es
variable, realizamos un andlisis preliminar deréngcripcion de un solo ADNc sintetizado a
partir de un ARN proveniente de un cultivo de lsmm cepa pero expandido en otro momento.
Los resultados de la PCR cuantitativa resultarorsisalares a los obtenidos con el ARN 1. Los

genelpey plpb se transcriben mas que el resto (Figura 50).
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Figura 50. A. Andlisis de los indices de transcripcion relatvgen de referenciauctosa-1,6-bisfosfato
aldolasa (numero de moléculas gepip/nimero de moléculas gen de referencid. Analisis de la
Varianza de los niveles de transcripcion de loegeip en el ADNc.C. Amplificacion del transcripto

rap-lapara verificar la calidad del ADNc.

- 151 -



Finalmente, estos resultados fueron validadosNmthern Blot con ARN total deB.
bigeminautilizando sondas especificas para los dominioSCHR de los geneglpa, plpb, plpc,
plpg y plph. Se observo la presencia de los transcriptos comeggates al geplpb al igual que
enB. bovis(Figura 51) yplph (Figura 52) erB. bigemina En los demas casos, no se observaron

bandas claramente definidas con el peso molecsierado.

Bbi M Bbc [ Bbi Bba

oo

e 3267pb
3135pb—+ @

28S - ! .
18S
B

Figura 51. Northern Blotpara verificar la transcripcion de los geiBsplpby Bboplph A. Gel MOPS
1.2% Agarosa de ARN de BbiS2P y Bb&S2 M: marcador RNA ladder (Promeg8) Membrana
hibridada con la sonda correspondiente a un fragmds 200 pb del dominio MACPF dbiplpb (2) vy
Bboplpb: 1500 pb(3). Sonda control de la transcripciBbirapla(l). Todas las sondas fueron marcadas

con[a-**P] dCTP.

- 152 -



Bbi M

28S

18S 1139pb

Figura 52. Northern Blotpara verificar la transcripcién del g&biplph A. Gel MOPS 1.2% Agarosa de
ARN de BbiS2P y M= marcador RNA ladder (Promed&) Membrana hibridada con la sonda
correspondiente a un fragmento de 200 pb del donMIACPF deBbiplph La sonda fue marcada cpn
-*%P] dCTP.

Tal como se describio en el punto 2. 3. 2 del ole? de este trabajo de tesis, existe una
diferencia en cuanto a la anotacion del gme de B. bovisy los geneslpe g y h de B.
bigemina EnB. bovisel genplpe anotado en la base de datos de genes de retefeiseq del
NCBI, posee tres dominios MACPF, mientras que é&mtesbajo se anotaron & bigeminatres
genes separados cuyos dominios resultaron serogo®la cada dominio del gdsboplpe
(Figura 53).
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Contig 0000135Bbi
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Figura 53. Esquema detontig 00000135 deB. bigeminay del cromosoma | dB. bovisdonde estan
representados los genglpe, g, h y f de B. bigeminay plpey f de B. bovis Los colores representan la

ortologia que hay entre los genesBdeigeminay B. bovis

Los resultados de los estudios transcripcionalesodiaron la transcripcion individual de
los gene®lpe g y h deB. bigemindo cual confirma la anotacion sugiriendo la existarde un

fendmeno de separacion o fusion de gend3adresiaspp.
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2. 2. 6. Caracterizacion de la proteina PLPA dB. bigemina

Las proteinas del tipo perforinas son proteinaset@mias y en apicomplejos existen
evidencias de que estas se localizan en micronéfaésser y col., 2004; Kafsack y col., 2009).
Estas organelas secretan proteinas durante laionvdel parasito a la célula hospedadora
(Preiser y col., 2000), por lo tanto es probable gjgenas de las proteinas secretadas por los
micronemas estén expuestas al sistema inmunoldadgtohospedador. En este trabajo se
seleccion6 la proteina PLPA que posee la secualeiaxportacion de la proteina hacia la
membrana y ademas contiene una region altamengtitiegp que resultd variable en distintas
cepas dd. bigeminaSe ha reportado que estas repeticiones podigan jun rol importante en la
interaccion patdgeno-hospedador, tales como lasamthe células del hospedador o la evasion
del sistema inmune (Depledge y col., 2007; Fankéraysol., 2007).

2. 2. 6. 1. Produccion de BbiPLPA recombinante (BplpAr)

Debido a que la region amino terminal de esta pratposee las repeticiones en tandem
gue resultaron polimérficas en distintas cepaB.d@igeminase clon6 la region conservada que
contiene el dominio MACPF (Figura 54) en un vedler expresion procariota que permite la
fusion del gen en estudio a una etiqueta de Histipara la purificacion de la proteina
recombinante por cromatografia de afinidad.

Bbiplpa

i NN [ ]
pm—

Figura 54. Esquema del geBbiplpacorrespondiente a la anotacion realizada en egtajtr. La region
con barras oblicuas corresponde a las repeticippedominio MACPF se encuentra marcado en naranja.
Las flechas corresponden a los oligonucleétidpeaficos con los cuales se amplificé el fragmeddo

1140 pb para ser clonado.
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Las bacterias BL21pLys d&scherichia coli expresaron efectivamente la proteina
BbiplpAr y luego de la ruptura en condiciones radivobservamos que la proteina resultd
insoluble quedando en cuerpos de inclusion grekét mientras que no se observo la proteina
recombinante en el sobrenadante (Figura 55A).

La proteina purificada fue reconocida por el amtipo reactiva contra las Histidinas

observandose en el Western Blot una banda esgedéldamafio esperado (Figura 55B)

L T
. 11I

H 1

1

Figura 55. A. BbiPLPAr expresada eB. coli Las calles corresponden al sobrenadantep@let (2) y
marcador de peso molecular (FermentBsWestern Blottilizando anticuerpo anti-histidinaLa flecha

marca la BbPLPAr con el tamafio predicho de 55 KDa.

2. 2. 6. 2. Produccion de sueros policlonales esffieos contra BbiPLPAr

Se logré producir sueros de raton policlonales @Bpes contra la proteina recombinante
BbiPLPA. Estos anticuerpos fueron detectables altbslias de la inoculacion del antigeno y

luego de los 21 dias posteriores a la aplicacidsegundo estimulo. En la figura 56 se muestra
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la reaccidn a la proteina recombinantes de lo®swErrespondientes a los 21 dias post-estimulo

de cinco ratones inoculados con la proteina recoanibe.

R1 R2 R3 R4 RS Rprel anti-his

T

s6KDa | S b

Figura 56. Produccién de sueros policlonales de ratén nezcta la BbiPLP (dil 1/200). R1 a R5
corresponden a diferentes ratones inoculados cqmol@ina recombinante (dia 21 luego del segundo
estimulo con la proteina recombinante) Rprel= rgd@inmune (control de especificidad del suero de

ratén inmunoreactivo contra la BbiplpA). Anti-hiaaticuerpo anti-histidina. (Control positivo)

2. 2. 6. 3. Expresion de la proteina BbiplpA en elstadio intraeritrocitario

Con el objetivo de probar la inmunoreactividad @ dueros de raton a la proteina PLPA
nativa del estadio intraeritrocitario @ bigemim, se realiz6 una Inmunofluorescencia indirecta
utilizando extendidos de sangre infectada &nbigemina Los resultados demostraron una
intensidad de fluorescencia alta para el sueroadéh R2 y el R3 de la magnitud del anticuerpo
utilizado como control positivo, mientras que no cn@mision de fluorescencia con el suero de

ratén pre-inmune (Figura 57)
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Figura 57. Inmunofluoresencia indirectA. Suero de ratonB. Suero pre-inmun€. Control positivo de
la técnica: anticuerpo monoclonal anti-lgM de Igpesticie del eritrocito infectado coB. bigemina
(Echaide y col., 1998)

Pudimos comprobar que los sueros de raton inmuctores a la proteina recombinante

reconocen la proteina BbiPLPA en su forma nativa.

Por otro lado, estos resultados demostraron queot@ina BbiPLPA se expresa en el
estadio intraeritrocitico y como se observa engaré 57A existe expresion de la proteina en el
estadio de merozoito luego de la division celplar fision binaria que da lugar a las formas

pares las cuales estan listas para egresar delcégate infectar nuevos. Esta evidencia resulta
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importante teniendo en cuenta el rol que cumplenpiteinas del tipo perforina en otros
apicomplejos en el egreso del parasito de la célotgpedadora. Esto podria se un indicio de la

funcion de la BbiplpA.

2. 2. 6. 4. Reconocimiento de la proteina recombinte BbiplpAr por sueros bovinos

Se estudié la reactividad inmunolégica de la pnateiecombinante frente a sueros de
bovinos naturalmente infectados (Figura 58). Seemids reconocimiento de la proteina
recombinante por parte de los sueros bovinos prents de zona donde la babesiosis es
enzootica (positivos para el ELISA indirecta utiliito como diagndstico de referencia). No hubo

reconocimiento con el suero bovino de un bovinonfiectado.

55 KDa

Figura 58. Western bloton PLP recombinante. Primer anticuerpo= 1 a 8casubovinos de diferentes

animales de campo; 4: suero bovino negativo; Strabpositivo anticuerpo monoclonal anti-Histidina.

Los resultados sugieren que esta proteina podriansantigeno capaz de despertar una

respuesta inmune especifica en bovinos.
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Discusion

Los avances en el campo de la biologia moleculamipen desarrollar nuevos métodos
de identificacion de posibles genes y proteinagidatas para su utilizacion en el diagndéstico de
la babesiosis bovina y el desarrollo de vacunaa puaitar la enfermedad en los bovinos que
habitan en areas enzodticas.

En cuanto al diagnostico de la babesiosis, en tiaabdad existen métodos de deteccion del
parasito (deteccion directa) y métodos de detead@danticuerpos contra el parasito (deteccion
indirecta). Estos ultimos comprenden pruebas sgicdé tales como el ELISA indirecto y la
Inmunofluoresencia indirecta los cuales solo pemdiferenciar a los animales de acuerdo a su
estado inmunolégico con respecto a la enfermedadpesecuencia estas pruebas no siempre se
correlacionan con la presencia del parasito enreafts por eso que el método ampliamente
utilizado para la deteccién directa es la obsebragior microscopia Optica de extendidos de
sangre bovina aunque una de las desventajaselenégido es que posee una baja sensibilidad
pudiendo solo detectar parasitos en sangre pravenge animales en la etapa aguda de la
enfermedad (Bosse y col., 1995).

En este trabajo de tesis, se desarroll6 una tédeiaeteccion molecular d& bigeminabasada

en la amplificacién de un fragmento correspondienta region conservada de las cinco copias
del genrap-la: al (en dos copias)gl, /2 y 3 cuyo locus fue descripto detalladamente por
Suarez y col. (2003). La amplificacion de una regéspecifica de 412 pb de este gen nos
permitidé detectar solo las cepasBkbesia bigeminastudiadas en este trabajo, mientras que las
cepas deB. bovisy A. marginaleno fueron detectadas. La alta especificidad debdoépara
detectarB. bigeminasumado a que esta PCR consiste en un solo pasancbajo limite de
deteccidon permitiendo detectar muestras de sarmgreparasitemia de 0,00002% de eritrocitos
parasitados, indetectable al microscopio Opticesultan ser caracteristicas valiosas para un
meétodo de deteccion del parasito

Si bien se han reportado varios métodos de détecaolecular d8. bigeminaaltamente
sensibles, su aplicacion resulta laboriosa y ecoca@imente costosa debido a que se basan en una
PCR en dos pasos (PCR-anidada) y en reaccione€Becen la subsiguiente hibridacion del
producto con sondas especificas (Oliveira-Seqyei@., 2005; Figueroa y col., 1992; Gubbels y
col., 1992).

Por otro lado, la sensibilidad de este método fumodérada en la deteccion del parasito
en muestras de sangre provenientes de bovinos deeandonde la enfermedad es enzootica.

Asimismo, los resultados de la PCR para estas nagesalizadas en dos laboratorios distantes
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sujetos a variables técnicas caracteristicas de @aelador y de cada lugar, demostraron una
concordancia del 97% (indice kappa 0,94) en lacdeie deB. bigeminaen estas muestras
demostrando la robustez de este método de detandil@tular déB. bigemina

Por lo descripto anteriormente, podemos afirmarlguécnica de deteccion molecular de
B. bigeminadesarrollada en este trabajo de tesis, resultarsgrherramienta valiosa para el
estudio epidemioldgico de la babesiosis bovina mmales portadores de este hemoparasito
calculando tasas de infeccion pBr bigeminaen areas enzodticas. Ademas resulté ser una
herramienta Util para la deteccidén del parasitdoeias las muestras utilizadas en este trabajo de
tesis.

Otros intereses, para mejorar el diagnoéstico y kvemcion de la babesiosis, estan
dirigidos a la busqueda de nuevos antig@dsigemina(Wright y col., 1992; Shompole y col.,
1994; Norimine y col., 2002, entre otros). Estaquégsia se ha focalizado principalmente en las
proteinas de superficie del merozoito (Wilkowsksoy:,, 2003), las roptrias (Wright y col., 1992)
y antigenos de la membrana de eritrocitos (Shompalal., 1994) pero a pesar de ello, pocos
antigenos han sido reportados.

En la actualidad uno de los abordajes mas utilgg@wa la identificacion de antigenos
de manera sensible y especifica es el analisise@roco utilizando geles en dos dimensiones
combinado con la técnica d&/estern Blotcon sueros inmunoreactivos (Klade., 2002). En
apicomplejos varios analisis de geles de dos dimees han identificado antigenos nuevos
(Geibler y col, 1999; Shin y col., 2005; Orlandafines y col., 2007). EBabesiaspp. no
existen antecedentes en cuanto a la aplicacionstis @écnicas para la identificacion de
antigenos. En este trabajo, logramos aplicar téasnile prote6mica para identificar antigenos
solubles de merozoitos &e bigeminaoptimizando la purificacion de parasitos, la astion de
proteinas y la separacion de ellas por electrofors dos dimensiones. El protocolo que nos
permiti6 obtener la mayor cantidad de proteinasibdes y una separacion en el gel de dos
dimensiones mas eficiente fue el utilizado paraaextproteinas solubles ddycobacterium
Smegmatis(Echeverria y Xolalpa, comunicacion oral). Conskgparacion de las proteinas
solubles de merozoitos @ bigeminaoptimizada, el andlisis pMestern Bloutilizando sueros
bovinos infectados nos permitié detectar proteimaminoreactivas. Cabe destacar que los sueros
utilizados fueron obtenidos en distintas condicgode inmunizacion, uno de ellos proveniente de
una inoculacion experimental inoculando con unaettr de antigenos solubles de una cepa
venezolana y antigenos vivos de una cepa mexidaf@)((Guglielmone y col., 1997), otro
producto de una inoculacién con antigenos soluplas tercer suero fue extraido de un animal

infectado naturalmente proveniente de la zona ditzopara la babesiosis. De esta manera se
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puede concluir que los antigenos identificadosipmunoproteOmica son inmunodominantes en
el bovino durante la infeccidn. Estudios postesodeberan dirigirse a la secuenciacion por
MALDI-TOF de estas proteinas aunque la mayoriaenpuglo identificar en el gel tefiido con
Coomassie coloidal. En consecuencia otras protainaseconocidas por los sueros bovinos
hiper-inmunes podrian ser candidatos mas efecpaoa la vacunacion. Es probable que estos
antigenos subdominantes sean esenciales para lxisapeia del parasito explicando el motivo
por el cual las infecciones c@abesiaspp persisten en el bovino a pesar de la fuesfuesta
inmune contra el parasito (Brown y col., 2006)

Por otro lado se observé que las proteinas inmantivas a los sueros bovinos resultaron
ser acidas con puntos isoeléctricos (pl) menorés5a Este hallazgo es consistente con los
reportes de varios autores acerca de la importalecias residuos polares en el reconocimiento
antigeno-anticuerpo (Davies, Sheriff y Padlan 1988tzoff y col., 1988; Berzofsky y Berkower
1989; Mian, Bradwell y Olson 1991; Davies y Coh&084).

La observacion de la distribucion de las proteidasB. bigeminasegun su punto
isoeléctrico mostro una distribucion en el rangeld® a 8,25 de la misma manera la prediccion
del pl realizadan silico de las proteinas d& bovisdemostré que la mayoria se ubicaron en este
mismo rango mostrando una distribucion trimodateEgpo de distribuciones se han observado
en la mayoria de los proteomas de otros eucarigtaaga y col.,, 2007) y ademas fue
corroborada en este trabajo analizando los proteodeaTheileria parvay Plasmodium
falciparum

A través del desarrollo de técnicas prote6micaf3.ebigemina pudimos obtener mas
informacion acerca del repertorio de proteinas erdeterminado estadio del parasito. Estos
hallazgos junto con los estudios realizados utilitael proteoma de organismos relacionados
resulta ser complementario contribuyendo al con@gito de la biologia y la interaccién del
parasito en estudio con su hospedador.

Por otra parte, si bien la busqueda de antigeti@vés de un analisis protedmico resulta
mas trabajosa debido a que implica la optimizadiéra extraccion de proteinas del parasito, la
separacion de las mismas en geles de dos dimessioh@ inmunodeteccién de antigenos
utilizando sueros reactivos, permite disponer detgmma completo del estadio del parasito en
estudio y seleccionar al mismo tiempo varios antige

Con el advenimiento de la era post-gendmica larimégion aportada por los genomas
completos de organismos pertenecientes al phyluncofpplexa tales comdheileria parva
Theileria annulatay Plasmodium falciparunfPain y col., 2005; Gardner y col., 2005; Gardner

col., 2002) ha contribuido a la identificacion deewas proteinas. Asimismo, la secuenciacion del
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genoma completo dB. bovisy la publicacion de los ESTs generaron la anotadié un sin
numero de proteinas, pero muchas con funcion desian(hipotéticas) (de Vries y col, 2006 y
col., Brayton y col., 2007).

Por otro lado, la comparacién de las secuencidesdigenomas dB. bovis T. parva T.
annulatay P. falciparumrevelé que solo se le puede asignar una funcidB0€888% de las
proteinas predichas, sugiriendo que la mayoriasi@roteinas de estos organismos son nuevas y
caracteristicas del phylum (Gardner y col., 200&,d@er y col., 2005)

En la actualidad existen pocas proteinas anotagl@ Higeminaen elNational Center
for Biotechnology Informationy el ensamblado del genoma esta siendo finalizaitloembargo,
la informacion disponible en la pagina del proyeggaooma deWellcome Trust Sanger Institute
nos permitid hacer busquedas de secuencias homsolgdos contigs aun no ensamblados
utilizando algoritmos bioinformaticos.

En la busqueda de nuevos antigenos surge la nedesid dirigirla a procesos
fundamentales para el desarrollo del parasito sekacion con su hospedador. El conocimiento
de estos mecanismos genera informacion util padesdrrollo de estrategias de control de la
babesiosis.

Uno de los mecanismos fundamentales en el cicladiedeBabesiaes el de la invasion
del merozoito a las células del hospedador mamyfelel vector artopodo En la actualidad aun
no han sido comprendidos en su totalidad. Asimisiran sido descriptas pocas proteinas
involucradas en los mecanismos de invasiomBdeesia(Goff y col., 1988; Mosqueda y col.,
2002; Gaffar y col., 2004 a y b).

En este trabajo de tesis, se identifico Benbigeminauna nueva familia de genes que
codifican para proteinas con dominio de ataque abrena (MACPF) del tipo perforinas
previamente estudiada d@Plasmodiumy Toxoplasmacomo una proteina involucrada en los
mecanismos de invasién y salida del parasito déllda hospedadora. Con la informacién de los
genomas anotados Yy la utilizacion de algoritmaenvidores desarrollados para su analisis y
anotacion de genes hemos anotado una familia i@ genes que codifican para proteinas con
dominio MACPF erB. bigeminaortdlogos a los seis genglp definidos en este. La informacion
de la anotacion de los gerap deB. bovisjunto con los genes dB. falciparumnos permitieron
predecir la estructura génica y la secuencia aatdife de cada una de las secuencias extraidas
del genoma d8. bigeminalos ocho genes obtenidos con sus secuencias erdédi poseen el
dominio MACPF y en su mayoria una secuencia de reagion a membrana. El analisis
comparativo de la estructura de los genes predid@Bs bigeminay los anotados d8. bovisnos

permitié establecer similitudes y diferencias eta é@milia. La estructura del gepay plpb no
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presento intrones y ademas ambos genes ortopgagresentaron una region de repeticiones en
tandem rio arriba del dominio MACPF. Las diferescsé®n muy importantes, la familia &n
bigeminaposee dos genes adicionales a los seis que exast@n bovis pero la diferencia
principal es la aparicion eB. bovisde una proteina con tres dominios MACPF (BboPLPE).
Pudimos verificar que cada uno de esos dominio®orderados BboPLPE1l, BboPLPE2 y
BboPLPES3 es ortologo a los dominios unicos de lagepras BbiPLPE, BbiPLPG y BbiPLPH.
Esto podria estar indicando un proceso de fusidB. droviso separacion eB. bigeminacon el

fin de cumplir algun rol importante para los mesars de invasion o egreso de estos parasitos.

Todos los dominios MACPF dgabesiapresentaron los elementos fundamentales para la
formacion del poro compartidos, con distinto gratbosimilitud secuencial, con los dominios
MACPF de mamiferos, bacterias y otros apicomplejos.

En este trabajo, demostramos que el motivo cafatiter de todos los dominios MACPF
(YIW)-Xe-(FIY)GTH(F/Y)-Xe-GG esta conservado en todos los dominios de leigipas del
tipo perforinas dd@abesiaspp. En cuanto a la estructura secundaria, tantosedominios dé.
bovisy B. bigemina estan conservadas las alfa hélices que confolosamos grupos de hélices
alfa caracteristicos (CH1 y CH2), que alternandugss hidrofobicos e hidrofilicos con habilidad
de convertirse las horquillas beta anfipaticasajtaviesan la membrana durante la inserciéon del
poro (Peitsch y col., 1990). Asimismo, la conseida@n los dominios MACPF dBabesiade
una region rica en laminas beta hacia el carbotdtminal juega un rol en la unién a la
membrana (Shatursky y col., 1999). Finalmente, eldeto tridimensional predicho por
homologia a las dominios MACPF de proteinas cizstdhs del complemento humano (C8-
MACPF) y la bacteri@hotorhabdus luminiscerfRlu-MACPF) resulté en una gran conservacion
del plegamiento observandose en esta estructulspasicion espacial conservada de los dos
grupos de hélices alfa y la region central ricdaninas beta de los dominios de las proteinas
PLPA y PLPB deB. bigemina La superposicion estructural entre el modelo phrexiy los
templados fue estadisticamente significativa. Bstmostro la importancia de la conservacion de
la estructura a lo largo de la evolucion para cumgan la funcidon caracteristica del dominio
MACPF.

Una caracteristica propia que observamos en ldifadd@ perforinas tanto d&. bigemina
como deB. bovises la presencia en la PLPA de un dominio de r@pags en tAndem con un
patron diferente para cada ortdlogo. La evaluadérambas repeticiones por PCR utilizando
oligonucledtidos especificos para amplificar estgin en diferentes cepas de referencia
patbgenas y atenuadas para cada parasito, mostmplimorfismo en los tamafios de los

productos obtenidos para cada cepa. En el cag digeminaestas diferencias en los tamafios
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resulté ser mas notoria. Ademas, el analisis deséasiencias de los fragmentos amplificados
reveld diferencias en el numero de unidades réemity algunas variantes en el tipo de
aminoacidos que componen la repeticion. A su vemegando un patron numérico con cada
variante de unidad repetitiva, pudimos asignar urbpecaracteristico de las cepas atenuadas y
por otro lado distintos patrones para las cepaggpats. Se ha reportado este mismo fenémeno
en una familia de genes del tipo BspATde&homonas vaginalisinvolucrados en la invasion de
las células de la mucosa del hospedador. Estasimast poseen un dominio repetitivo que
presenta variaciones en distintos aislamientogolifPor lo tanto, las repeticiones de la PLPA en
B. bigeminapodrian ejercer un rol en la interaccion patogemspedador bajo la presion del
sistema inmune del hospedador (Noél y col., 2010).

En B. bovislas repeticiones analizadas son muy diferentes a@éB. bigemina estas no
presentaron grandes variaciones de tamafio entas egpque si variaron a nivel de secuencia de
nucledtidos y aminoacidos. Estas variaciones gemerdos grupos de acuerdo al aminoacido
resultante, en uno de ellos se encuentran las egpasjeras y en otro las cepas argentinas.

Las repeticiones en tandem en proteinas, no saasinie parasitos eucariotas, pero la
magnitud del fenOmeno en estos organismos sugiegergpresentan un caso especial. En
Plasmodium spp. las repeticiones estan extendidas entre peastede distintos estadios
evolutivos, con distintos tipos de organizaciorulzel y aparentemente funciones divergentes.
Una de las teorias acerca de la funcidon de lasicepes erPlasmodiunspp, propone que estas
regiones actian como ligandos de estructuras deleldador tales como receptores de eritrocitos
y hepatocitos (Nussenzweig y Nussenzweig; 198%a Esicion podria ser la adecuada para
explicar la presencia de las repeticiones en libpeas deBabesiaspp debido a que su rol en la
invasion del parasito al eritrocito bovino poditépender de la interaccion de estas regiones de la
proteina con un receptor del eritrocito. Otras gir@s polimoérficas con repeticiones en tandem
involucradas en los mecanismos de invasion, apegém hipétesis. En nuestro laboratorio, se
describié una region repetitiva de la proteina TRIRPB. bovis A su vez, al igual que la PLPA
esta resultd ser polimérfica entre distintas cepelsparasito (Wilkowsky y col., 2009). Otro
posible rol de estos dominios repetitivos tiene gae con los mecanismos que poseen estos
parasitos para evadir el sistema inmune. Se ha dexdosjue la proteina del circunsporozoito
(CS) dePlasmodiunrsppposee regiones repetitivas que inducen la prodonasdanticuerpos que
no son protectivos (Schofield, 1991). Estos meacaoss dirigen la respuesta inmune hacia
mecanismos menos eficientes como la respuestgdeTti independiente, modulando de esta
manera la respuesta inmune al parasito y favoregitnihvasion del parasito a células nuevas
(Galinski y col., 1987; di Giovanni y col., 1990).
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Otra caracteristica de la familia de proteinastigel perforinas erBabesia resulta ser la
expansion en cuanto al niamero integrantes de ldidaynen cuanto a la cantidad de dominios
gue estas presentaron. Esto podria ser impomandeadaptar las funciones de estas proteinas a
su rol en el hospedador mamifero y en el vectod@oto.

El nimero de dominios MACPF presentes en protefieas?hylum Apicomplexa varia
desde ninguno e@ryptosporidiuma dos o tres en la familia CoccididexoplasmaNeospora
Eimerig), cinco en Haemosporid&lasmodium y ocho en Piroplasmiddébesiay Theileria)
(Kafsack y Carruthers, 2010).

En este trabajo reportamos una nueva disposiciordod@nios MACPF en el orden
Piroplasmida, demostrando la presencia en de umtaipa de tres dominios déh bovisy T.
annulatay dos proteinas adicionales con dominio Unic8ebigeminay T. parva Ademas, cada
uno de los dominios de las proteinas separadadd@sgm a uno de los dominios en la proteina
multidominio.

El analisis filogenético de los dominios de las Pld® Haemosporida y Piroplasmida
realizado en este trabajo nos permitio profundiwarca de la historia evolutiva de este dominio
en Apicomplexa estableciendo que dominios estuwipresentes en el ancestro comun de estos
dos ordenes relacionados.

Se pudo demostrar que la evolucion de la familiaApicomplexa fue paralela a la
evolucion de las especies de este phylum ya que telpologia del arbol filogenético de los
dominios MACPF se corresponde con el arbol de éspec

La reconstruccion filogenética de los dominios MAQRermitio plantear como hipotesis
evolutiva la existencia de cuatro proteinas del tgerforinas en el ancestro comun a
Haemosporida y Piroplasmida habiéndose produciddago de la evolucion varios eventos de
pérdida y duplicaciéfinaje-especificas que dieron origen a las cinc@$tde Haemosporida, las
seis deB. bovisy T. annulatay las ocho d&. bigeminay T. parva

Un hallazgo importante fue la presencia de los di@sinios en la proteina PLPE en el
ancestro comun a Piroplasmida-Haemosporida, deamolkir que estos dominios no son
exclusivos de Piroplasmida aunque su fusion apgarescientemente formando parte de una
Gnica PLP. Por otro lado, las PLPs con un solo damMACPF son mas frecuentes en
Haemosporida, lo que sefiala que hubo dos eventepandientes de fusion de dominiosBen
bovisy T. annulata La adquisicion de mas de un dominioBnbovisy T. annulataimplicaria
gue estas proteinas multidominio cumplirian algilrespecifico de estos parasitos. A través de
la observacion del arbol filogenético podemos dedugmie existi6 una duplicacion en

Piroplasmida que dio origen a los genes plpe/pjpalpg/e2 que poseen un ancestro en comun y
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probablemente estos se fusionarorBebovisy enT. annulata El tercer dominio deriva de otro
ancestro por lo que podemos inferir que este serfa£n otro evento independiente.

Mientras la caracterizacion funcional de las PuPBlasmodiunspp.implica un rol en el
recorrido del ookineto a través del epitelio déégtino medio del mosquito (PLP3 y PLP5) o en
el recorrido del esporozoito (PLP1), posiblementasoPLPs podrian estar involucradas en el
egreso del parasito de la célula como ocurrel egondii (Kafsack y col., 2009). Estudios
recientes indican la expresion de la PLP1 y PLPRldsmodiumen el estadio intraeritrocitico y
de la PLP5 en gametocitos (Lasonder y col., 200&ehs y col., 2002). Ninguno de estos
estadios necesita atravesar barreras celulares|gsalida del parasito de la vacuola parasitofora
y de la célula, es fundamental para el desarralccitlo de vida. En el caso de los organismos
del orden Piroplasmida, estos se escapan rapidantgenta vacuola parasitofora luego de la
invasion y replicacion.

A partir de este analisis transcripcional de losegede la familigplp podemos concluir
gue todos estos genes se transcriben tant®. droviscomo enB. bigemina estos resultados
podrian complementarse con los resultados delsanéle perfiles de expresion de todos los
genes durante el ciclo de vida de Blefalciparumy P. bergheique han demostrado que la
mayoria de los marcos de lectura abiert@®RKs) se transcriben durante el estadio
intraeritrocitario (Bozdech y col., 2003; Le Roclegl., 2003). Sin embargo, se ha descripto la
acumulacion de ARN mensajero de genes relacionsdigisiendo un modelo de control de la
transcripcion de acuerdo a la demanda fisioldgidgdeasito donde se activan los genes cuya
funcion fisioldgica se convierte en necesaria gafmarasito (Gomez y col., 2010). En tal sentido,
el andlisis cuantitativo de la transcripcion de gesesplp en el estadio intraeritrocitario de un
cultivo de B. bigemina mostré diferentes niveles de transcripcion con w@undancia
estadisticamente significativa de los transcriptosrespondientes a los genplpe y plpb.
Ademas los resultados dgbrthern Blotdemostraron la alta transcripcion del gdpb apoyadas
por las evidencias obtenidas en las baseES®B de sus genes ortélogos que demuestran la
transcripcion del geplpb, enTheileria parva EnB. bovisse encuentra representado end83s
del estadio intraeritrocitario solo el gpipb. No obstante, el proyecto délellcome trust Sanger
institute de secuenciacion de Id&8STs deB. bovisain no ha sido finalizado por lo que la
cobertura no es total (16%). Esto podria explieafalta de representacion en IBSTS de las
otras perforinas.

Debido a que el cultivo dB. bigeminano esta sincronizado y por lo tanto diferentes
cultivos de la misma cepa podrian experimentareiftes niveles de transcripcién de los genes

de acuerdo a la proporcion de trofozoitos y forpea®s dentro del eritrocito se analizaron los
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niveles de transcripcion de los genglp en un cultivo expandido en otro momento. Los
resultados indicaron la misma tendencia en cuandot@nscripcion diferencial de estos genes
observandose un aumento en la transcricién declossplpey b. Esto indicaria en principio que
no hay diferencias en cuanto a la proporcion de$padios intraeritrocitarios sugiriendo que los
genesplpe y b se transcriben en todos los estadios dentro dieb@to lo cual destaca una
funcidn importante de las proteinas correspondsectando el parasito se encuentra dentro del
eritrocito. Sin embargo el analisis transcripciodaberia extenderse a otros cultivos Rle
bigemina para demostrar la estabilidad de esta expresideredcial en el estadio
intraeritrocitario.

Por otra parte el andlisis transcripcional confidlm@notacion de los genepe plpg y
plph de B. bigeminacomo genes individuales con un solo dominio MAQPEsentando niveles
de transcipcion diferentes entre si con el trapseplpey plphmas representados quephig.

Basados en la reconstruccion de la historia ew@udie las proteinas de Piroplasmida y
Haemosporida que comparten un ancestro en comas rngsultados del analisis transcripcional
las proteinas PLPB y PLPE podrian cumplir unmgartante en el egreso rapido del parasito de
la vacuola parasitofora luego de la invasion o lstexior salida del parasito del eritrocito para
infectar nuevos.

Adicionalmente, se observo la expresion de la pratePLPA en el estadio
intraeritrocitario deB. bigeminapor medio de una Inmunofluorescencia indirectaizatiido
anticuerpos de ratones inmunizado con la proteicambinante producida durante este trabajo.
Estos resultados sumados al reconocimiento depestainas por parte de los sueros bovinos
provenientes del area enzootica para la babesiasis, presencia del péptido sefial en su
secuencia y a identificacion de repeticiones ene@ndariables en distintas cepas del parasito
diferenciandose entre cepas atenuadas y patogegas sl patron repetitivo, sugieren que esta
proteina es exportada a la membrana del parasit fpemar el poro a través del dominio
MACPF donde el sistema inmunoldgico la reconocdréapresencia de repeticiones variables
entre cepas podria estar derivando la respuestanmniacia una respuesta ineficaz T-
independiente evitando la generacion de una alpuesta inmunoldgica contra el dominio
conservado MACPF cuya funcién seria importante paranvasion del pardsito a nuevos
eritrocitos. Esto nos conduce a proponerlo comermél antigeno aunque estudio posteriores
seran requeridos para corroborarlo.

Si bien los mecanismos de formacién del poro potgimas con dominio MACPF han
sido ampliamente descriptos, el estudio de estateipas en Apicomplexa provee nuevos

conceptos que definen nuevos roles en la intenaabéb parasito con su hospedador y con el
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vector transmisor. Los rearreglos inusuales de diomeén B. bovisy T. annulata podrian
representar un nuevo giro estructural en la uti@adel dominio MACPF. De esta manera, los
resultados generados en este trabajo de tesisrsgran aporte para comprender estas nuevas
funciones.

En este trabajo demostramos que la utilizacion alenformacion brindada por los
genomas Yy las herramientas bioinformaticas perm@tdizar un estudio integral de nuevas
proteinas. Estos estudiossilico incluyen la localizacién y el numero de genes lpgas en el
genoma, la estructura génica de cada uno en caantonero de intrones y exones, regiones
intergénicas y secuencias sefiales de exportaceéxteaior o a alguna organela y la prediccion de
la region codificante. Por otro lado, el andlisidatesecuencias aminoacidicas de estas proteinas
aporta informacion acerca de presencia de domiiss estructura secundaria y terciaria que
aportan informacién valida para la prediccion ddulacion de cada una de las proteinas. Con
toda la informacion obtenida es posible realizarandlisis filogenético de las proteinas para

comprender la historia evolutiva de las proteimasstudio.

Durante la ultima década, la comprension de laobial de los parésitos del Phylum
Apicomplexa ha aumentado notablemente, particulaienen el caso del parasito causante de la
malaria. Una gran parte de esa comprension seal&béisponibilidad del genoma completo, a
los perfiles transcriptomicos y proteoOmicos y akabkecimiento de nuevas técnicas de
transfecciorin vitro de los estadios asexuales del parasito. A pessut demportancia econémica
los parasitos transmisores de la babesiosis bowarasido relativamente ignorados. Este trabajo
de tesis es un aporte para desentrafiar los meamnmwieculares que subyacen en la patogenia

de la babesiosis y destacan algunas oportunidadesafios que quedan por delante.

Lic. Romina Pertrigh Dra. Marisa Farber
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Modelgenerator: http://bioinf.may.ie/software/magiieratNCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
PHYRE: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/

Prodom: http://prodom.prabi.fr/prodom/current/htmohe.php

Signal P: http://www.cbs.dtu.dk/ services /SigialP
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SMART: http://smart.embl-heidelberg.de/

Tandem repeat finder: http://tandem.bu.edu/trfftnil

TITO: http://bioserv.cbs.cnrs.frfHTML_BIO/frame_dititml

TrimAl http://trimal.cgenomics.org disponible padascargar y puede ser usado en linea en el
servidor Phylemon (http://phylemon2.bioinfo.cipfeggbin/trimAl.cgi )

XSTREAM http://jimcooperlab.mcdb.ucsb.edu/xstream/

JVirGel: http://www.jvirgel.de/
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