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Identificación y caracterización de antígenos de Babesia bigemina 

 

Los protozoarios intraeritrocitarios Babesia bovis y Babesia bigemina son los agentes 

causales de la babesiosis bovina, una enfermedad transmitida por la garrapata Rhipicephalus 

microplus que provoca importantes pérdidas económicas a la ganadería en áreas enzoóticas. En 

tal sentido resulta de gran relevancia la identificación de genes y la caracterización de proteínas 

para el desarrollo de pruebas diagnósticas de elevada sensibilidad y especificidad y el diseño 

racional de vacunas. 

En este trabajo, hemos desarrollado un método de detección molecular de B. bigemina, 

basado en la amplificación del gen rap-1a, útil para el estudio epidemiológico de la babesiosis 

bovina en áreas enzoóticas. La PCR en un solo paso, resultó altamente específica detectando 

0,00002% de parasitemia.  

Por otra parte, para la identificación de nuevos antígenos de B. bigemina, se aplicaron dos 

estrategias: proteómica y herramientas de genómica comparativa. 

A través de la aproximación proteómica logramos extraer y separar en geles de dos 

dimensiones las proteínas solubles del estadio de merozoíto de B. bigemina que fueron 

reconocidas por sueros de bovinos infectados. 

A partir de las secuencias disponibles del proyecto genoma de B. bigemina  y en base a la 

información proveniente de los genomas anotados de otros apicomplejos, pudimos identificar, 

anotar y caracterizar una familia de ocho genes que codifican para proteínas del tipo perforina 

(PLP) con el dominio de ataque a membrana MACPF en B. bigemina. Además se demostró que si 

bien todos los genes plp se transcriben en el estadio intraeritrocitario, particularmente los genes 

plpb y plpe presentan una tasa transcripcional significativamente mas alta indicando su 

importancia en este estadio. Asimismo, el reconocimiento de la proteína PLPA por los sueros 

bovinos infectados puede ser considerado como un indicio de la participación de esta proteína en 

la salida del  parásito del eritrocito.  

Este trabajo de tesis contribuye al estudio de la babesiosis bovina a través del desarrollo 

de herramientas de diagnóstico y de la identificación de genes implicados en los mecanismos 

moleculares que median la interacción  parásito-hospedador.  

 

 

 

Palabras clave: Babesia bigemina, detección molecular, antígeno, proteómica, genómica 

comparativa, perforinas. 



Identification and characterization of Babesia bigemina antigens 

 

 

The intraerythrocytic Protozoan, Babesia bovis and Babesia bigemina, are causal agents 

of bovine babesiosis, a tick-borne disease trasmitted by Rhipicephalus microplus that cause 

important economic losses to livestock in areas where the disease is enzootic. In this regard is 

important the gene identification and protein characterization in order to develop highly sensitive 

and specific diagnostic methods and rational vaccines.  

In this work, we developed a molecular test, based on rap-1a gene amplification, for B. 

bigemina detection, a useful tool for epidemiological studies of babesiosis in enzootic areas. The 

one-step PCR assay was highly especific and sensitive detecting up to 0.00002% of parasitemia. 

Moreover, to identify relevant B. bigemina proteins to the development of methods of 

diagnosis and control of babesiosis, we applied two strategies: proteomic and comparative 

genomic tools.  

In the proteomic aproach we could purify and separate B. bigemina merozoites proteins 

using two dimensional gels and detecting immunodominant proteis using bovine sera. 

The bioinformatic tools applied to the available sequences of the B. bigemina genome 

project based on data from the annotated genomes of other apicomplexans, allowed us to identify, 

annotate and characterize a perforin-like proteins family (PLP) in B. bigemina containing a 

membrane-attack complex domain (MACPF). Transcriptional studies showed that while all plp 

genes are transcribed in the intraerythrocytic stage, particularly plpe and plpb genes have a 

significantly higher transcriptional rate, which may suggest its possible role in intraerythrocytic 

stage. Furthermore, PLPA recognition of bovine sera from animals infected can also be 

considered as an indication of the involvement of this protein in the exit of the parasite 

erythrocyte. 

This thesis work, contributes to the study of bovine babesiosis through the development of 

diagnostic tools and the identification of genes involved in the molecular mechanisms that 

mediate the parasite-host cell interaction. 
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Introducción 

 

1. La babesiosis bovina 

 

La babesiosis es una enfermedad que afecta a un amplio rango de vertebrados silvestres o 

domésticos y ocasionalmente al humano, principalmente distribuída en zonas tropicales y 

subtropicales del mundo. Es causada por protozoarios intraeritrocitarios del género Babesia, los 

cuales son transmitidos por garrapatas (Levine, 1988). 

Esta enfermedad se caracteriza por síntomas tales como fiebre, anemia hemolítica, 

hemoglobinuria  y en casos severos puede causar la muerte del individuo (Ristic, 1988).  

En el bovino las dos especies que se encuentran con mayor frecuencia son B. bovis y B. 

bigemina. La sintomatología que causa la infección por estos parásitos es similar aunque con 

algunas diferencias destacables: la infección por B. bigemina genera en el bovino una alta 

hemólisis provocando una anemia severa con hemoglobinuria, mientras que en la infección por B. 

bovis estos signos son más leves pero se produce el secuestro de eritrocitos parasitados en los 

capilares de la materia gris del cerebro (Zlotnic, 1953; Callow y Macgavin, 1963; Rogers, 1971; 

Patarroyo y col., 1982). Este efecto hace que los eventos químicos e inmunológicos posteriores  

induzcan una manifestación clínica diferente, caracterizada por signos neurológicos y conocida 

como babesiosis cerebral (Callow y Macgavin, 1963; Kessler y col., 1983). 

Los dos patógenos responsables de la babesiosis bovina se presentan juntos en la mayoría 

de las áreas donde esta enfermedad es enzoótica, con una alta incidencia entre el paralelo 40°N y 

32°S de latitud donde habita el vector transmisor, la garrapata del género Rhipicephalus 

(McCosker, 1981). En Argentina la zona endémica de la enfermedad se encuentra hacia el Norte 

del paralelo 33° y se corresponde con la distribución de su vector artrópodo Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus, las cuales están presentes en gran parte del Noroeste y Noreste Argentino 

(NOA y NEA). La distribución de R. microplus de acuerdo a los datos aportados por el SENASA 

en 1999 se muestra en la Figura 1. 
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Figura 1. Distribución de R. microplus según datos del SENASA (1999). En distintos tonos de grises se 

marcan las zonas correspondientes a la situación en cuanto a los planes de lucha contra la garrapata. El 

paralelo 33° divide el mapa entre zona endémica para la babesiosis y zona libre de la enfermedad. 

 

 

En Argentina, a pesar de que la infestación por garrapatas constituye un obstáculo para la 

actividad ganadera, los relevamientos epidemiológicos y económicos de la situación son escasos. 

Según un estudio llevado a cabo por Späth y col. (1994), la garrapata R. microplus y las 

enfermedades que transmite a los bovinos (anaplasmosis y babesiosis) representan un problema 

económico relevante para la producción pecuaria nacional. En nuestro país el número de bovinos 

infectados alcanza los 9.900.000 animales, lo que constituye aproximadamente el 19% de la 

población bovina total del país.  Las pérdidas directas y los costos para el tratamiento y la 

prevención de estas enfermedades se han estimado en 38,9 millones de dólares por año, 

considerando el efecto de los hemoparásitos (mortalidad y morbilidad) y el costo del control de 

los mismos a través de vacunas vivas (Späth y col., 1994). 

Los métodos actuales de control de la enfermedad incluyen el tratamiento farmacológico 

de los animales afectados, el control de la garrapata por medio de acaricidas y la vacunación con 

cepas de Babesia atenuadas en su patogenicidad, que garantizan un estado de fuerte protección 

inmunológica. Sin embargo el uso de estas cepas atenuadas presenta algunas características poco 

deseables como el riesgo de reversión de su estado de atenuación, la posibilidad de transmitir 

33°S 
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conjuntamente otros microorganismos patógenos, un sistema de producción laborioso y la vida 

media corta cuando se comercializa refrigerada (De Vos y Bock, 2002).  Por esta razón existe un 

particular interés en la búsqueda, identificación y caracterización de antígenos que induzcan una 

eficiente respuesta inmune protectiva, los cuales podrían ser utilizados en el desarrollo de 

vacunas.  

Para el control estratégico de la babesiosis, es fundamental la identificación de los 

bovinos con infecciones agudas y crónicas. Para ello se requiere de pruebas para diagnóstico de 

elevada sensibilidad y especificidad.  

El mejoramiento de los métodos de diagnóstico de la babesiosis bovina en países 

tropicales y subtropicales, ha sido motivo de estudio en el pasado. En la actualidad la importancia 

global de la babesiosis se incrementó sobre todo en los países desarrollados que intentan mejorar 

la producción de carne introduciendo razas de Bos taurus que resultan más susceptibles a la 

enfermedad. Por lo tanto, la necesidad de encontrar métodos efectivos radica en identificar las 

especies de hemoparásitos y las cepas que ocasionan la enfermedad, determinar la distribución de 

especies de parásitos y evaluar el riesgo de enfermedad de un rodeo a nivel regional o nacional, 

certificar el estado de sanidad de un rodeo para cumplir con los requisitos comerciales y de 

erradicación de la enfermedad, identificar o confirmar la causa de la enfermedad o muerte 

(Brotes) e identificar específicamente los artrópodos como vectores de transmisión de la 

enfermedad. 

En tal sentido se plantea la necesidad de identificar antígenos conservados como 

candidatos para ser incluidos en el desarrollo de pruebas diagnósticas. 

 

2. El vector transmisor 

 

2. 1. Clasificación taxonómica 

 

Como se mencionó anteriormente, el vector transmisor de B. bovis y B. bigemina al 

ganado bovino (Bos taurus) es R. microplus. Este organismo pertenece al phylum Arthropoda, 

clase Arachnida, subclase Acari, orden Ixodida, familia Ixodidae, género Rhipicephalus, 

subgénero Boophilus, especie microplus. 
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2. 2. Características generales de R. microplus 

 

Es un parásito obligado de un solo hospedador, en este caso el bovino, que requiere sangre 

y líquidos tisulares del hospedador para su desarrollo. Los efectos perjudiciales sobre el bovino 

son directos, por la succión de sangre y lesiones dérmicas, e indirectos por la transmisión de 

hemoparásitos. Poseen un ritmo de alimentación lento debido a su cutícula más quitinizada. 

(Garrapatas duras). Además cada estadio, antes de mudar, se alimenta durante días y hasta 

semanas. 

 

2. 3. Ciclo de vida de R. microplus 

 

Los estadios evolutivos principales son huevos, larvas, ninfas y adultos. El ciclo de vida 

de esta garrapata posee fases de vida libre y de vida parasitaria (Figura 2). 

 Luego de la oviposición de la hembra kenogina transcurren aproximadamente de 30 a 70 

días durante los cuales los huevos permanecen en las pasturas. Transcurrido este tiempo los 

huevos eclosionan dando lugar a las larvas de vida libre que permanecerán en las pasturas de 25 a 

120 días hasta endurecer su exoesqueleto de quitina y encontrar un hospedador. Una vez 

encontrado, la larva permanece en el bovino como tal durante 3 días hasta que comienza la muda 

hacia el estadio de metalarva y luego de 3 o 4 días a ninfa. Las ninfas se alimentan de la sangre 

del bovino durante 3 días y al día 9 se convierten en metaninfa, al día 15 en neoginas y en 

gonandros (machos). Hacia el día 19 aparecen las primeras teleoginas y alrededor de los 21 y 28 

días completamente ingurgitadas terminan su desarrollo y se desprenden para desovar fuera del 

hospedador (kenogina). La transición de larvas a ninfas y de ninfas a adultos se lleva a cabo 

mediante metamorfosis con perdida de cutícula (muda). Las condiciones ambientales influyen 

sobre la duración de las etapas del ciclo de vida libre (Nuñez y col., 1987). 
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Figura 2. Ciclo de vida de R. microplus. 1: huevo, 2: larva (1 y 2 fase de vida libre), 3: metalarva, 4: 

ninfa, 5: metaninfa, 6: neogina, 7: teleogina (hembra adulta), 8: gonandro (macho), 9: kenogina. (De 3 a 8 

fase parasitaria y 9: hembra ponedora de huevos) 

 

 

3. Babesia bovis y Babesia bigemina 

 

3. 1. Clasificación taxonómica y filogenia 

 

Los parásitos que infectan al ganado bovino, Babesia bovis y Babesia bigemina, son 

eucariotas inferiores alveolados pertenecientes al phylum Apicomplexa, la clase Aconoidasida, 

orden Piroplasmida y familia Babesiidae.  

El phylum Apicomplexa contiene muchos patógenos importantes (Levine, 1988). Los 

miembros más relevantes de este phylum son los parásitos causantes de la malaria del género 

Plasmodium y el coccidio Toxoplasma gondii que causa toxoplasmosis aguda en humanos 

inmunocomprometidos y en fetos con infección congénita (Montoya y Liesenfeld, 2004). 

En un linaje importante de este phylum se encuentran los parásitos del género Babesia y 

Theileria, este último género es causante de la enfermedad denominada theileriosis tropical y de 

la fiebre de la costa oeste en el ganado bovino (Gardner y col., 2005; Pain y col. 2005). Además, 

se encuentran en este phylum el parásito Cryptosporidium, que causa criptosporidiosis en 

humanos y  animales (Abrahamsen y col., 2004).  

La disponibilidad reciente de las secuencias de los genomas anotados de muchos de  estos 

organismos provee una gran oportunidad para comprender su filogenia. La utilización de estas 

secuencias en estudios filogenéticos es bastante reciente. El gran número de caracteres derivados 

de datos genómicos ha permitido hacer inferencias robustas en cuanto a la filogenia en 

apicomplejos (Delsuc y col., 2005; Philippe y col., 2005; Rokas, 2006). 

Un análisis filogenético reciente ha inferido el árbol de especie de los apicomplejos 

generado a partir del alineamiento de 268 genes de copia simple concatenados (Kuo y col., 2008) 

(Figura 3). 
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Figura 3. Árbol filogenético de las especies del phylum Apicomplexa realizado por Máxima 

Verosimilitud. Se incluye el ciliado de vida libre Tetrahymena thermophila como grupo externo. El 

soporte Boostrap basado en 100 réplicas es 100% en todas las ramas internas. Los valores por encima de 

las ramas indican el nivel de apoyo por consenso basado en ML (Máxima Verosimilitud), MP (Máxima 

Parsimonia) y NJ (Método de distancia, Neighbor joining) (Kuo y col., 2008). 

 

En el árbol filogenético de especie de los apicomplejos, los parásitos del orden 

Piroplasmida Babesia bovis, Babesia bigemina, Theileria parva y Theileria annulata 

(representado en el árbol de la figura 3 por B. bovis y T. annulata) forman un grupo hermano con 

el orden Haemosporida (representado por Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax). 

 

 

3. 2. Morfología 

 
La presencia de B. bovis y B. bigemina en la sangre de los bovinos puede ser detectada por 

observación al microscopio óptico de extendidos finos de sangre periférica coloreados con la 

tinción de May Grünwald-Giemsa. En estos preparados, los eritrocitos infectados contienen 

distintas formas del parásito, las formas simples ovaladas (merozoítos), las formas de anillo  

(trofozoíto) y las formas pares (merozoítos luego de la división celular) (Figura 4). En el caso de 

B. bovis estos cuerpos ovalados miden alrededor de 2 x 1,5 �m, mientras que B. bigemina mide 

4,5 x 2 �m. Es por esta razón que a B. bigemina se la incluye dentro de las babesias “grandes” y a 

B. bovis dentro del grupo de las “pequeñas”. 
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Figura 4. Frotis teñidos con May Grünwald-Giemsa de A. B. bigemina y B. B. bovis. En la figura, 1: 

formas pares, 2: formas simples (merozoítos), 3: anillo (trofozoítos) 

 

 

3. 2. 1. Estructura del merozoíto 

 

El cuerpo del merozoíto tiene una forma ovalada de 1 a 5 µm y está cubierto por una 

membrana plasmática simple y una doble membrana discontinua debajo de ella. En la región 

anterior del merozoíto se encuentran varias organelas que componen el denominado “complejo 

apical” (Figura 5 y 6). Este incluye los anillos polares, cuerpos esféricos, micronemas y roptrias. 

El anillo polar está formado por una doble membrana debajo de la membrana plasmática del 

extremo anterior. Los cuerpos esféricos son organelas que fueron encontradas en Babesia y 

Theileria, consideradas análogas de los gránulos densos encontrados en otros apicomplejos. Las 

proteínas de estas organelas son secretadas en el momento de la invasión (Potgieter y col., 1979) 

Las roptrias son estructuras electro-densas en forma de gota ubicadas en el extremo anterior de la 

célula. Los micronemas son pequeñas estructuras que se presentan alrededor de las roptrias en la 

región anterior del merozoíto. Las roptrias y los micronemas  poseen enzimas proteolíticas que 

juegan un rol importante en la invasión del merozoíto al eritrocito (Fitzpatrick y col., 1968). Otra  

El citoplasma del merozoíto contiene muchos ribosomas libres o como retículo endoplasmático y 

mitocondrias. El núcleo está localizado generalmente en el punto medio del merozoíto y está 

rodeado por dos membranas. El contenido del núcleo es homogéneo y de baja densidad (Ristic, 

1988). Una de las organelas características de los integrantes del phylum Apicomplexa es 

apicoplasto. Esta es una característica ancestral del phylum adquirida por un proceso de 
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endosimbiosis. Esta organela multi-membranas es homóloga a los cloroplastos de las plantas y 

como tal poseen una cierta autonomía por poseer su propio genoma circular y su propia 

maquinaria de expresión. El rol exacto de esta organela no se conoce completamente pero se cree 

que está involucrada en la síntesis de lípidos e isoprenoides (Waller & McFAdden, 2005). 

 

.  

 

 

 

Figura 5. Eritrocito infectado con un merozoíto de B. bigemina luego de 24 horas de incubación. Se 

observa el complejo apical (1) y el núcleo (2). Barra, 0.4 �m (Ribeiro y Patarrollo, 1998). Imagen tomada 

de Microscopio de transmisión electrónica. 
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Figura 6. Esquema de un eritrocito infectado por merozoítos de Babesia spp. (formas pares maduras) 

merozoíto y sus organelas principales. (Gohil y col., 2010) 

 

 

3. 3. El ciclo de vida 

 

El desarrollo de B. bovis y B. bigemina presenta un patrón similar en los adultos de 

Rhipicephalus spp. (Potgieter & Els, 1976; Potgieter, 1977; Mehlhorn & Shein, 1984; Friedhoff, 

1988). El desarrollo del ciclo de vida se esquematiza en la Figura 7 (Bock, 2004). Babesia spp. 

solo parasita los eritrocitos del hospedador vertebrado (Friedhoff, 1988). Cada esporozoíto 

penetra en la célula ayudado por el complejo apical, una vez adentro se transforma en trofozoíto a 

partir del cual se forman dos merozoítos por fisión binaria (proceso de merogonia). En B. 

bigemina se ha identificado un tipo de merozoíto de forma ovoide denominado precursor 

gamonte. Estos se desarrollan cuando la garrapata los absorbe durante su alimentación con la 

sangre del bovino. Los cambios experimentados como consecuencia del pasaje de la sangre del 

hospedador al intestino medio de la garrapata (vector), estimulan el desarrollo de dos poblaciones 

de cuerpos radiados (strahlenkörper) a partir de los gamontes (gametocitos). Estos cuerpos 

radiados experimentan una multiplicación  dentro del eritrocito que continúa después de haber 

emergido. Como consecuencia se forman grandes agregados de cuerpos radiados multinucleados, 
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pero una vez que se completó la división celular, se forman cuerpos radiados con un solo núcleo 

haploide. Se asume que estas son las gametas (Mackenstedt y col. 1995). Estas emergen de los 

agregados y se fusionan de a pares (singamia) para formar una célula esférica (cigoto). Los 

cigotos infectan selectivamente a las células digestivas del intestino de la garrapata y 

probablemente allí, se multiplican y ocurre una nueva multiplicación en células basófilas (células 

que sintetizan vitelogenina) con el desarrollo de kinetos (vermículos) que migran hacia la 

hemolinfa de la garrapata. En B. bigemina ocurre en algún momento del desarrollo un solo paso 

de meiosis en el intestino de la garrapata para formar el cigoto haploide. En las células 

intestinales ocurre fisión múltiple (esquizogonia o esporogonia) formando kinetos poliploides 

(vermiculos, esporokinetos). Estos se mueven a través de la hemolinfa e infectan una variedad de 

tipos celulares y tejidos incluyendo oocitos (de la garrapata) donde ocurren sucesivos ciclos de 

esquizogonia secundaria. Entonces, ocurre la transmisión transovarial y el  desarrollo tiene lugar 

en el estadio larval de la garrapata. Este es un paso importante en la adaptación del ciclo de vida 

del parásito que cumple una parte del ciclo en garrapatas de un solo hospedador como es el caso 

de R. microplus. En B. bovis el esporozoíto se desarrolla usualmente solo cuando la larva se 

adhiere al bovino. En el caso de B. bigemina, el desarrollo se produce en la larva que se está 

alimentando, pero los esporozoítos se convierten en infectivos a los 9 días, por lo que esto solo 

ocurre en el estadio ninfal y adulto de la garrapata (Hoyte, 1961; Potgieter & Els, 1977b). 

Asimismo, la transmisión puede ocurrir a través de ninfas, hembras y machos adultos. En el caso 

de B. bovis, la formación de esporozoítos infectivos ocurre usualmente entre los 2 y 3 días de la 

adhesión de la larva al bovino (Riek, 1966). 
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Figura 7.  El desarrollo del ciclo de vida de B. bigemina en el bovino y en el vector R. microplus (Bock, 

2004). 

 

 

Debido a que B. bovis es transmitida por la larva que se está alimentando y B. bigemina 

durante los estadios de ninfa y de adulto, las garrapatas deben ser reinfectadas con B. bovis 

durante el estadio ninfal y adulto ya que éstos no mantienen la infección de las generaciones 

anteriores. En cambio, en B. bigemina la infección puede permanecer en las garrapatas por varias 

generaciones sin re-infección. En consecuencia se pueden obtener aislamientos puros de B. 

bigemina utilizando el  antiparasitario Imidocarb para tratar a los bovinos infestados con 

garrapatas limpiandolas de B. bovis. 
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3. 4. Caracterización genómica 

 

Actualmente el genoma de la cepa T2B (Texas) de B. bovis se encuentra anotado en la 

base de datos de genes de referencia (Refseq) del  sitio de Internet del National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). En este sito se puede encontrar la colección no redundante de 

secuencias de ADN, ARN y proteínas con sus correspondientes anotaciones.  

El genoma fue secuenciado con la técnica de shotgun por Brayton y colaboradores en el 

año 2007. El ensamblado de las secuencias del genoma ha determinado que el tamaño del 

genoma es de 8,2 Mpb y consiste en cuatro cromosomas nucleares y dos cromosomas pequeños 

extranucleares cada uno de ellos pertenecientes al apicoplasto y la mitrocondria. Cada 

cromosoma contiene una región rica en Adenina y Timina (A+T) de un tamaño aproximado de 3 

kpb que podrían corresponder al centrómero. Un estudio comparativo entre los genomas 

secuenciados y anotados de T. parva y P. falciparum indican que el genoma de B. bovis parecería 

ser uno de los más pequeños de los secuenciados en apicomplejos hasta el momento. Además, el 

porcentaje de Guanina-Citosina (GC) es de 41,8%, casi el doble en comparación con el genoma 

de P. falciparum que posee un 23,26%. En cuanto al porcentaje de GC de las regiones 

intergénicas, exones e intrones, resultan ser más altos en B. bovis. Otra característica a destacar 

del genoma de B. bovis es que las regiones intergénicas son más cortas que en P. falciparum 

(Brayton y col., 2007) (Tabla 1). 

 

Características Pf Tp Bbo 

Tamaño del genoma (Mpb) 23,26 8,35 8,2 

Número de cromosomas 14 4 4 

Porcentaje G+C (%) 19,4 34,1 41,8 

Número de Proteínas codificadas 5.479 4.035 3.670 

Media del tamaño de los genes que codifican para proteínas (pb) 2.283 1.407 1.514 

Porcentaje de genes con intrones (%) 53,9 73,6 61,5 

Media del tamaño 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. Comparación de las características de los genomas de P. falciparum (Pf), T. parva (Tp) y B. 

bovis (Bbo).  
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En el año 2006 De Vries y col. publicaron el análisis de los ESTs (Expressed Sequence 

Tags) de B. bovis (http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_bovis/). Los ESTs fueron derivados de 

una biblioteca de ADN copia preparada a partir de ARN mensajero de un cultivo in vitro de la 

cepa C61411. De las 10.000 reads totales este proyecto solo secuenció 1.600 reads (16%). Se 

obtuvieron un total de 3.522 agrupaciones que han sido anotadas utilizando los algoritmos del 

BLAST.  Estas agrupaciones representan un tamaño de 2,1 Mpb que corresponde a 

aproximadamente 2.600 genes. La comparación de los niveles de expresión de los genes de B. 

bovis con los de los genes de la fase eritrocitaria de P. falciparum y los taquizoítos de T. gondii 

han revelado que muchos de los genes involucrados en la vía de recuperación de purinas, la 

biosíntesis de isoprenoides del apicoplasto y muchos genes que codifican para proteínas 

mitocondriales están representados abundantemente en los ESTs. Son especialmente notables en 

este último grupo las ATPasas de tipo F - que apenas se expresan en P. falciparum y T. gondii- y 

dos deshidrogenasas glicerol-3-fosfato altamente expresadas que cumplen un rol en el trasporte 

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

 

 Por otro lado, existe escasa información acerca de los genes de B. bigemina y de su nivel 

de expresión. El genoma de este hemoparásito se encuentra ya secuenciado y actualmente está en 

proceso de ensamblado pero su anotación no ha sido publicada 

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_bigemina/). Este  proyecto, financiado por la Wellcome 

Trust, tiene como objetivo secuenciar el genoma completo de un aislamiento virulento procedente 

de Australia. Hasta el momento, se ha estimado que el tamaño del genoma nuclear de B. 

bigemina es de 10 Mpb, distribuído en cuatro cromosomas confirmando los resultados previos 

obtenidos por separación de los cromosomas nucleares por electroforesis de campos pulsados 

(Ray y col., 1992).  

 

3. 5. Respuesta inmune  

 

La respuesta inmune de los bovinos a la infección con B. bovis o B. bigemina involucra 

tanto mecanismos de la respuesta inmune innata como de la adaptativa. 
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3. 5. 1. Respuesta inmune innata 

 

Este tipo de respuesta inmune no es específica e incluye variables tales como la 

especificidad de la relación parásito-hospedador, factores genéticos, la edad del hospedador y la 

respuesta de las células del sistema inmune del hospedador. 

La mayoría de los parásitos del género Babesia son específicos para un determinado 

hospedador (Mahoney, 1972). Entre los hospedadores infectados por los parásitos del género 

Babesia se encuentras el bovino de la especie Bos Taurus de (B. bovis y B. bigemina entre otros) 

equinos (B. equi y B. caballi), de caninos (B. canis y B. gibsoni) y de humanos (B. microti y B. 

divergens)  

En cuanto a la resistencia a la infección provocada por B. bovis y B. bigemina, se ha 

reportado que los bovinos esplenectomizados desarrollan una parasitemia mayor que los bovinos 

intactos. Estas observaciones implican que el bazo juega un rol importante en la respuesta inmune 

contra Babesia spp. (Callow, 1977) 

Por otro lado, hay una relación entre la edad del bovino y la inmunidad en la primera 

infección con B. bovis y B. bigemina (Riek, 1963). Los terneros jóvenes presentan una fuerte 

respuesta inmune innata comparada con la de bovinos adultos (Trueman & Blight, 1978; Goff y 

col., 2001). Inicialmente se creyó que esta inmunidad innata era consecuencia de la transferencia 

pasiva de anticuerpos del calostro de la madre inmunizada. Sin embargo, terneros con madres no 

inmunizadas muestran una resistencia natural a la infección por B. bigemina y B. bovis (Riek, 

1963). Se ha demostrado que la respuesta de los terneros jóvenes a la infección por B. bovis 

involucra una producción temprana de interleuquina (IL)-12 e interferón (IFN)-γ y la presencia 

de la óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS) (Goff y col., 2.001). En contraste, en animales 

adultos la producción de IL-12 e IFN-γ aparece más tarde en la infección y la iNOS no es 

inducida. 

La primera línea de defensa contra la infección por Babesia spp. la constituyen los 

monocitos activados, los macrófagos y los neutrófilos. Estas células emplean agentes 

antimicrobianos tales como los intermediarios del nitrógeno reactivos (IRN), intermediarios del 

oxigeno reactivo (IOR). Además, estas células secretan citoquinas que regulan la respuesta 

inflamatoria. Los macrógafos estimulados por B. bovis producen IL-1β, IL-12, factor de necrósis 

tumoral alfa (TNF-α) y óxido nítrico (NO) (Shoda y col., 2000). Se ha probado que el óxido 

nítrico y los IRN son producidos durante infecciones agudas. Experimentos in vitro sugieren que 

el NO reduce la viabilidad de B. bovis (Johnson y col., 1996). 
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El incremento de la actividad fagocítica de los macrófagos ha sido propuesto como 

mecanismo de eliminación de B. bovis en el bovino (Mahoney, 1972; Jacobson y col., 1993). Los 

anticuerpos específicos jugarían un rol importante como opsoninas (Jacobson y col., 1993). 

Durante la infección primaria por B. bovis en el bovino, los monocitos muestran una supresión de 

su capacidad fagocítica y los neutrófilos exhiben un incremento de su habilidad fagocítica que 

coincide con el pico de parasitemia (Court, Jackson & Lee, 2001). 

 

3. 5. 2. Respuesta inmune adaptativa 

 

Durante la infección con B. bovis se producen anticuerpos protectivos y no protectivos 

contra los antígenos del parásito (Goodger, Wright & Waltisbuhl, 1985). Es probable que estos 

anticuerpos actúen como opsoninas incrementando la fagocitosis en lugar de tener un efecto 

directo sobre la viabilidad de los parásitos (Mahoney y col., 1979a). Asimismo, los anticuerpos 

parecerían ser importantes efectores durante una segunda infección (Mahoney, 1986). Siguiendo 

la infección con B. bovis, se forman complejos inmunes formados por antígenos del parásito, 

inmunoglobulinas  y C3 del bovino (Goodger, Wright & Mahoney, 1981). La inmunoglobulina 

principal de los complejos es IgM con IgG1 e IGg2 en bajas concentraciones. Las IgG1 e IgG2 

son capaces de fijar el complemento y la IgG2 además tiene una mayor capacidad como opsonina 

(McGuire, Musoke & Kurtti, 1979). En una infección con B. bovis, han sido detectados 

anticuerpos fijadores del complemento del tipo  IgG1 e IgM, pero no IgG2. (Goff y col, 1982). La 

resolución de la infección por B. bovis en el bovino podría estar relacionada con la citotoxicidad 

mediada por anticuerpos (Goff, Wagner & Craig, 1984). 

Actualmente no se sabe el rol definitivo de las células T en la respuesta inmune contra B. 

bovis y B. bigemina. Sin embargo, se han realizado experimentos in vitro con líneas celulares de 

linfocitos T que demostraron su rol. Los mononucleares de sangre periférica y los clones T helper 

proliferan en respuesta a antígenos de B. bovis (Brown y col., 1991; Brown & Logan; 1992). La 

respuesta de citoquinas de estas células T helper CD4+ es Th1 (IL-2, IFN-γ y TNF-α) o Th0 (IL-

2, IL-4, IFN-γ y TNF-α). No han sido detectados clones Th2 (Brown y col., 1993). Asimismo, se 

han aislado clones de células T helper de un bovino inmunizado con la proteína asociada a las 

roptrias (RAP-1). Estudios in vitro han demostrado que estos clones producen un perfil de 

citoquinas Th1 con abundante IFN-γ (Rodriguez y col., 1996). Los clones Th1 promueven la 

producción de IgG2 por los linfocitos B en presencia del antígeno. Los sobrenadantes de cultivo 

de líneas de células T contienen  IFN-γ y TNF-α que inducen la producción del NO por parte de 

los macrófagos (Stich y col., 1998). 
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Finalmente, el modelo de inmunidad adaptativa de B. bovis y B. bigemina se focaliza en el 

rol de los linfocitos T helper CD4+ en la respuesta inmune (Brown y col., 2001). Estos linfocitos 

T helper producen citoquinas de las cuales el IFN-γ parecería ser el de mayor importancia ya que 

activa las células fagocíticas y aumenta la producción de anticuerpos por parte de los  linfocitos 

B. 

 

 

3. 6. Diagnóstico de la babesiosis 

 

3. 6. 1. Diagnóstico directo 

 

3. 6. 1. 1. Detección del parásito 

 

El diagnóstico de la babesiosis bovina involucra el reconocimiento e identificación de los 

estadios intraeritrocitarios del parásito y se basa en parte, en el tamaño, la morfología, y las 

características de tinción. El tamaño y la morfología son los principales parámetros de 

diagnóstico de la especie causal. Así, el método de diagnóstico relativamente más simple y que 

más frecuentemente se ha utilizado, es la observación directa al microscopio óptico de los 

parásitos intraeritrocitarios presentes en extendidos de sangre, colectada a partir de vasos 

periféricos y teñidas con colorante de Giemsa. Pero este método  solo puede detectar el parásito 

en infecciones agudas y debido a su baja sensibilidad no es posible detectar parásitos en 

infecciones crónicas o subclínicas (Almeria y col., 2001). Como consecuencia, varios estudios se 

abocaron a la búsqueda de genes o secuencias  únicas de Babesia spp.  para desarrollar métodos 

de detección molecular del parásito altamente sensibles y específicos (Bösse y col, 1995) 

 

3. 6.1. 2. Detección molecular de B. bigemina 

 

En los último años han sido desarrolladas distintas técnicas de detección molecular de B. 

bigemina. Figueroa y col. (1992) desarrollaron un método de detección combinando la técnica de 

PCR y de Southern Blot. A partir de una biblioteca genómica aislaron un fragmento de 300 pb 

que fue secuenciado y a partir del cual se diseñaron oligonucleótidos específicos para su 

amplificación seguido del diseño de una sonda para su detección por hibridación con el producto 

de PCR. El método de detección molecular del parásito desarrollado por Figueroa y col., presenta 

una sensibilidad de la reacción de PCR del  5x10-4 % de eritrocitos parasitados mientras que 
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cuando se realiza además la hibridación con la sonda específica, el método aumenta la 

sensibilidad detectando parasitemias del orden de 5x10-7%. Los oligonucléotidos reportados en el 

trabajo anterior han sido utilizados en el desarrollo de otros métodos de detección molecular del 

parásito tales como la PCR y PCR-anidada reportada por Oliveira-Sequeira y col. (2005) que 

presenta una sensibilidad del 3x10-5 % de parasitemia de la PCR y del 3x10-7 % de la PCR-

anidada.  

Una de las técnicas que permite la detección simultánea de varios patógenos es la de 

Hibridación en Línea Reversa (RLBH). Este sistema consiste en un paso de amplificación de la 

región híper variable V4 del gen  18S de la subunidad pequeña del RNA ribosomal (ARNr 18S) 

por PCR y un paso de hibridación de los productos de PCR con las sondas unidas covalentemente 

a una membrana de nylon correspondiente. Los cebadores específicos utilizados en la reacción de 

PCR se encuentran biotinilados en el extremo 5´ lo cual permite la detección de la señal 

correspondiente a la hibridación positiva a través de la unión de estreptavidina conjugada a 

Peroxidasa y la reacción de detección acoplada a un sustrato quimioluminiscente lo cual aumenta 

la sensibilidad de este método  Se ha reportado que utilizando esta técnica es posible diferenciar 

en una misma muestra especies de Theileria y Babesia que infectan al ganado bovino en áreas 

tropicales y subtropicales (Gubbels y col., 1992) 

Debido a su elevada sensibilidad, especificidad y velocidad con la cual se obtienen los 

resultados, la técnica de PCR ofrece importantes ventajas sobre los métodos convencionales de 

diagnóstico. Sin embargo, las técnicas descriptas hasta el momento resultan laboriosas y costosas 

lo cual dificulta su aplicación de manera rutinaria, aún en los grandes laboratorios de diagnóstico. 

Además, a excepción de la técnica del RLBH los métodos no están basados en genes previamente 

caracterizados. El desarrollo actual de herramientas de búsquedas de genes para su análisis nos 

permite seleccionar genes especie-específicos para detectar B. bigemina en muestras de distinto 

origen, de manera más simple y rápida conservando la sensibilidad de los métodos reportados 

anteriormente. 

 

3. 6. 2. Diagnóstico indirecto 

 

Se han desarrollado un gran número de métodos para la detección de anticuerpos contra 

Babesia spp. (Weiland y Reiter, 1988; Wright, 1990). Los métodos ampliamente utilizados en los 

distintos laboratorios de diagnóstico son la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el Ensayo 

Inmunoenzimático (ELISA) indirecto. En Argentina, ambos métodos se basan en la detección de 

anticuerpos específicos de sueros bovinos pertenecientes a rodeos que se encuentran dentro de la 
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zona endémica para la babesiosis. Para ello se emplea como antígeno un lisado de parásitos 

intraeritrocitarios previamente purificados a través de un gradiente de percoll isosmótico. Sin 

embargo, este método es muy laborioso y en el caso de B. bigemina resulta difícil obtener 

preparaciones altamente enriquecidas debido a que los parásitos están fuertemente unidos a la 

cara interna de la membrana del eritrocito lo cual no permite obtener un buen número de parásitos 

libres. Como consecuencia de ello, las preparaciones suelen contener contaminantes 

pertenecientes al eritrocito dando lugar a falsos positivos por la presencia de anticuerpos anti-

eritrocitos en los sueros bovinos (Bösse y col., 1995). 

En el método de ELISA la calidad del antígeno utilizado es crucial para el desarrollo de 

una prueba altamente específica y sensible. Esto puede ser logrado utilizando antígenos 

recombinantes altamente purificados. Los antígenos recombinantes no contienen proteínas del 

hospedador y las variaciones de lote a lote son mínimas. Algunos antígenos de B. bovis y B. 

bigemina han sido clonados, expresados y evaluados a través del método de ELISA (McElwain y 

col., 1987, 1988; Goff y col., 1988, 1989; Hines y col., 1989; Bösse y col., 1990; Palmer y col., 

1991). El requisito más importante para desarrollar pruebas de ELISA es utilizar un antígeno 

recombinante altamente específico cuya identificación por sueros bovinos de distintas regiones 

geográficas sea  inequívoca para lo cual es fundamental que este antígeno despierte en el bovino 

infectado por B. bovis y B. bigemina una respuesta inmune fuerte y duradera. 

 

3. 7. Búsqueda de antígenos 

 

La necesidad de mejorar los métodos de diagnóstico de la babesiosis bovina  y de 

desarrollar nuevas vacunas contra la babesiosis ha conducido a la búsqueda, identificación y 

caracterización de antígenos. En tal sentido, todas las búsquedas se han  dirigido a las proteínas 

de membrana de merozoítos y esporozoítos (Hodgson y col., 1992), a las del complejo apical en 

particular a  las proteínas de las roptrias (Brown y col, 1998; Brown y Palmer, 1999) y a las 

proteínas de la superficie de eritrocitos infectados (Shompole y col., 1993).  

Los métodos de búsqueda de antígenos de B. bigemina y B. bovis que han sido explorados 

comenzaron por la identificación de antígenos solubles (exoantígenos) derivados del cultivo in 

vitro de estos parásitos. Montenegro-James y colaboradores en 1.983 describieron la presencia de 

al menos tres antígenos solubles de bajo peso molecular (37 a 50 kDa) a partir de la purificación 

de sobrenadante de cultivo de B. bovis.  

En B. bigemina  la identificación de antígenos por inmunoprecipitación de proteínas  

marcadas en Metionina con 32S utilizando sueros bovinos producto de una infección experimental 
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ha permitido identificar exoantígenos especie-específicos de 240, 112, 50 y 29 kDa (Passos y 

col., 1998). Asimismo, se han detectado antígenos de merozoítos de B. bigemina y antígenos 

localizados en la superficie del eritrocito infectado por B. bigemina utilizando esta misma técnica 

(McElwain y col., 1988; Shompole y col., 1995). Adicionalmente, la búsqueda de antígenos ha 

involucrado la purificación de las organelas que alojan proteínas secretorias, tal es el caso de las 

roptrias. El aislamiento de las roptrias de los merozoítos de B. bigemina ha permitido identificar 

una de las proteínas más estudiadas de este hemoparásito: p58, la proteína asociada a las roptrias 

(RAP-1) (Machado y col., 1993). 

Otro abordaje para la identificación de antígenos ha sido la construcción de una biblioteca 

de expresión con ADN copia de un determinado estadio del parásito. Figueroa y colaboradores 

(1992) detectaron con anticuerpos monoclonales antígenos de la superficie del merozoíto a partir 

de una biblioteca de expresión de este estadio.  

Recientemente, se ha comenzado a combinar la detección de antígenos en bibliotecas de 

ADN copia con herramientas de bioinformática de búsqueda de secuencias homólogas para su 

identificación y posterior caracterización teniendo en cuenta la gran información disponible en las 

bases de datos de genomas enteros anotados de organismos pertenecientes al mismo phylum 

(Figueroa y col., 2006, 2004;  Fisher y col., 2001). 

El advenimiento de la era post-genómica generó un gran número de herramientas para la 

detección de nuevos antígenos. En tal sentido, el desarrollo de técnicas de proteómica nos 

permitirá obtener mayor información sobre las proteínas antigénicas de un determinado estadio 

para su posterior identificación y caracterización. Por otro lado, la información disponible de los 

genomas completos y el desarrollo de un gran número de herramientas bioinformáticas para el 

análisis de la información genómica resulta un método más rápido y amplio para la búsqueda de 

nuevos antígenos. 

 

 

3. 7. 1. Antígenos más relevantes de B. bigemina 

 

Una de las proteínas asociada a las roptrias ampliamente estudiada es RAP-1 que está 

constituida por una familia de seis genes polimórficos (Brown y Palmer, 1999). El locus del gen 

rap-1 posee una organización compleja conteniendo al menos tres clases diferentes de genes 

relacionados. La organización básica del locus rap-1 en la cepa JG-29 consiste en cinco 

repeticiones en tándem de los arreglos de los genes rap-1a y rap-1b, con una sola copia del gen 

rap-1c en el extremo 3´ del locus (Suarez y col., 2003) (Figura 8). El gen rap1a posee cuatro 
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variantes con una región central conservada en todas: rap-1a α1 (dos copias), rap-1a β1, rap-1a 

β2 y rap-1a β3 (Mishra y col., 1998; Mishra y col., 1999). 

 

 

 

 

 

Figura 8. Estructura del locus rap-1 en la cepa JG-29 de B. bigemina basada en el análisis de restricción, 

PCR y secuenciación (Suarez y col., 2003) 

 

Se ha demostrado en numerosos trabajos que la proteína RAP-1 de 58 kDa (se la 

denomina también p58) es altamente inmunogénica para las células T y B y además, posee 

epitopes conservados entre diferentes cepas de B. bigemina (McElwain y col., 1987; McElwain y 

col., 1991; Rodriguez y col., 1996). Los estudios realizados con su ortóloga en B. bovis 

demostraron que anticuerpos contra RAP-1 inhiben la entrada del parásito al eritrocito 

(Mosqueda y col., 2002). Estas observaciones sugieren que las proteínas RAP-1 poseen un 

importante rol funcional en la invasión del parásito siendo blanco de la respuesta inmune 

protectiva. 

Otras proteínas menos caracterizadas son p200 y Hsp20. La proteína de 200 kDa se 

localiza en el citoplasma y en los cuerpos esféricos del merozoíto. Asimismo, esta proteína posee 

epitopes B. Por lo tanto, un fragmento correspondiente a este gen se ha expresado de manera 

recombinante para su utilización en el desarrollo de pruebas de diagnóstico serológico de 

animales infectados por B. bigemina utilizando la técnica de ELISA (Tebele y col., 2000; 

Altangerel y col., 2009). Además, se determinó que parte de la secuencia del gen que codifica 

para esta proteína se encuentra en el aislamiento S2P de Argentina y en otros de Kenia, Australia,  

Sudáfrica, Brasil, lo que sugiere su conservación entre aislamientos de distintas regiones 

geográficas (Tebele y col., 2000). 

Otro antígeno de B. bigemina reportado en la literatura es la proteína de shock térmico de 

20 kDa: Hsp20. Esta es homóloga a la proteína de superficie de 20 KDa de B. bovis y se 

encuentra conservada en distintas especies de apicomplejos. Se ha confirmando la presencia  de 

epitopes B y T conservados en distintos aislamientos de estos parásitos (Brown y col., 2.005). 

Como se puede observar en la literatura, pocas proteínas de B. bigemina han sido 

caracterizadas. Teniendo en cuenta los datos resultantes de la anotación del genoma de B. bovis y 
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las secuencias ensambladas del genoma de B. bigemina, la búsqueda, anotación y caracterización 

de nuevas proteínas resulta inminente. 

 

3. 8. Mecanismos de invasión en Babesia 

 

La invasión a  la célula hospedadora de los parásitos del phylum Apicomplexa involucra 

sucesivos pasos de exocitosis de tres organelas secretorias diferentes: micronemas, roptrias y 

gránulos densos (cuerpos esféricos en Babesia spp) (Figura 6) Los hallazgos obtenidos en 

estudios recientes han extendido la homología estructural de este grupo de organelas entre la 

mayoría de los miembros de este phylum, sugiriendo que en estos organismos estás organelas 

cumplen la misma función (Dubremetz y col., 1998). 

 La entrada a la célula se inicia por el contacto entre el complejo apical del parásito y la 

superficie de la célula hospedadora y continúa con la internalización progresiva del sitio de 

contacto del complejo apical. Esta entrada se produce en la dirección antero-posterior y 

eventualmente detrás del parásito se va formando y cerrando la vacuola parasitófora presente en 

algunos organismos del phylum Apicomplexa tales como P. falciparum. Una vez adentro de la 

célula, el parásito queda inmóvil. La observación por microscopio electrónico demuestra que la 

internalización ocurre en una vacuola que es una continuación de la membrana plasmática de la 

célula hospedadora, aunque se separa de ella en el sitio de entrada (Aikawa y col., 1981) 

El rol de las organelas del complejo apical resulta fundamental en este proceso. La 

exocitosis de las roptrias ocurre durante la invasión. Se han encontrados proteínas de las roptrias 

en la membrana de la vacuola parasitófora temprana durante el proceso (Saffer y col., 1992). Los 

gránulos densos también son exocitados en la vacuola minutos después de que esta se cierra y su 

contenido se asocia con el contenido vacuolar y la membrana. (Cesbron-Delaw, 1994). Debido a 

que la invasión está impulsada exclusivamente por el parásito, depende completamente de la 

motilidad por deslizamiento (gliding motility) del parásito. Esta movilidad es dependiente de las 

proteínas actina y miosina, pero los mecanismos de deslizamiento dependen de otras proteínas. 

Numerosos datos sugieren que las proteínas contenidas en 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 la invasión del merozoíto de Plasmodium al 

eritrocito. 1. El proceso comienza con la adhesión del parásito a la superficie del eritrocito por 

deslizamiento, una señal de la superficie de la célula es transducida al complejo apical del parásito; 2. La 

señal induce la reorientación del parásito, la exocitosis de los micronemas, la unión de la zona apical del 

parásito a la membrana de la célula y la formación de la unión entre las dos membranas; 3. Las roptrias 

son exocitadas mientras el parásito se desliza hacia el interior de la célula y la vacuola parasitófora 

comienza a expandirse, se descarga el contenido de las roptrias y los mircronemas; 4. La vacuola continúa 

su expansión hasta que la unión alcanza el extremo posterior y el parásito queda inmóvil dentro de la 

vacuola que se sella al igual que la membrana del eritrocito. Se produce la exocitosis de los gránulos 

densos (en Babesia se llaman cuerpos esféricos) al espacio vacuolar. 5. Maduración morfogénica a la 

forma de anillo (trofozoíto). B. Micrografía de transmisión electrónica de un merozoíto (MZ) de P. 

falciparum penetrando por el extremo apical en un eritrocito (RBC). M: micronemas y R: roptrias (foto de 

orígen desconocido obtenida del sitio del Nacional Institute of Allergy and Infectious Diseases 

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

 
 
 
 

El modo de invasión de los eritrocitos utilizado por Babesia spp. es similar al de muchos 

de los parásitos del phylum incluyendo a Plasmodium spp. y Toxoplasma gondii cuyos 

mecanismos de invasión fueron descriptos en el punto anterior. . En Babesia existe una diferencia 

notable. Una vez adentro del eritrocito, el parásito se escapa de la vacuola parasitófora  que se ha 
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formado por invaginación de la membrana del eritrocito durante la invasión (Rudinska y col., 

1976). Actualmente no se conocen los mecanismos que producen este evento, pero las imágenes 

obtenidas por microscopía electrónica han demostrado que durante todo su ciclo intracelular, B. 

bovis se encuentra libre en el citoplasma del eritrocito (Dowling y col., 1996).  

Las interacciones moleculares entre los merozoítos de Babesia spp. y los eritrocitos del 

hospedador y su rol biológico aun no se han dilucidado. Por lo tanto, se requiere conocer 

profundamente los mecanismos básicos de la fase asexual del ciclo de vida, en particular el 

proceso que involucra la invasión del merozoíto al eritrocito, para el desarrollo de herramientas 

eficientes que ayuden a prevenir la babesiosis y como consecuencia las grandes pérdidas 

económicas ocasionadas por esta enfermedad. 

 

 

3. 8. 1. Proteínas involucradas en la invasión: de Plasmodium a Babesia. 

 

Como se mencionó anteriormente, el proceso de invasión de los parásitos del phylum 

Apicomplexa está mediado por la secreción de numerosas proteínas de la superficie del parásito y 

de las organelas secretorias del complejo apical y debido a que este proceso se ha conservado a lo 

largo de la evolución es probable que las proteínas que están involucradas en este procesa 

también se conserven. En tal sentido, Gaffar y colaboradores en el año 2004 identificaron en B. 

bovis dos proteínas que se localizan en los micronemas de merozoítos que fueron identificadas 

previamente en Plasmodium. Una de ellas es la ortóloga al Antígeno de Membrana Apical 1 

(AMA-1) y la otra es la ortóloga a la Proteína Anónima Relacionada a Trombospondina (TRAP). 

En Plasmodium AMA-1 se localiza en micronemas y es secretada hacia la superficie de los 

merozoítos (Howell y col., 2003).  En B. bovis esta proteína ha sido localizada en el extremo 

apical del merozoíto utilizando anticuerpos específicos en una inmunofluorescencia indirecta y la 

pre-incubación de los merozoítos libres con sueros específicos contra AMA-1 reduce la invasión 

al eritrocito. (Gaffar y col., 2004a). Por otro lado, la proteína TRAP de los esporozoítos de 

Plasmodium posee varios dominios conservados en proteínas de micronemas de otros 

apicomplejos y funcionan como ligandos en la interacción con las células del hospedador (Sultan 

y col., 1997). Al igual que en Plasmodium, la proteína TRAP de B. bovis fue identificada como 

una proteína transmembrana de tipo 1 que contiene los dominios von Willebrand A (vWFA) y 

trombospondina tipo 1 (TSP-1) (Gaffar y col., 2004b). Los análisis inmunológicos con 

anticuerpos específicos contra esta proteína en B. bovis inhiben la invasión del merozoíto al 

eritrocito. 
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Además de TRAP y AMA-1, en B. bovis se han reportado otras proteínas exclusivas de 

este parásito involucradas en los mecanismos de invasión al eritrocito. Entre ellas se encuentra el 

Antígeno de la Superficie del Merozoíto (MSA-1) cuya función está relacionada con la unión 

inicial del merozoíto al eritrocito del hospedador (Goff y col., 1988; Mosqueda y col., 2002). Otra 

proteína relacionada es la MSA-2 que también se encuentra en la membrana del merozoíto 

facilitando la invasión del eritrocito (Goff y col., 1988; Jasmer y col., 1992). La Proteína 

Asociada a las Roptrias 1 (RAP-1) que ha sido localizada en las roptrias del complejo apical de 

merozoítos está involucrada en la unión al eritrocito para su posterior invasión (Dalrymple y col., 

1993; Suarez y col., 1991; Yokoyama y col., 2002; Mosqueda y col., 2002). Finalmente, las 

proteínas de los cuerpos esféricos SBP-1, BP-2 y SBP-3 participan en la internalización del 

parásito dentro del eritrocito jugando un rol en la penetración del parásito y luego en el 

crecimiento y la viabilidad del parásito en el citoplasma del eritrocito (Hines y col., 1995; Jasmer 

y col. 1992; Dowling y col., 1996; Ruef y col., 2000). 

El eritrocito también cumple con un rol fundamental en la invasión, se ha reportado en 

estudios previos que residuos de ácido siálico en la membrana funcionarían como receptores del 

parásito en el proceso de invasión (Kania y col.,  1995; Zintl y col., 2002; Gaffar y col.., 2003). 

Por otra parte, el heparán sulfato (una forma menos sulfatada que la heparina) localizado en la 

superficie del eritrocito (Trybala y col., 1993; Xiao y col., 1996) es reconocido por las proteínas 

de la superficie de los merozoítos. 

En la Figura 10 se esquematiza el proceso de invasión de B. bovis con las proteínas cumplen un 

rol de importancia. 
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Figura 10. Esquema del proceso de invasión de B. bovis al eritrocito con las proteínas involucradas tanto 

del parásito como del eritrocito bovino (Yokoyama y col., 2006) 

 

  

En B. bigemina no se han encontrado homólogos a las  proteínas MSA así como tampoco 

para las SBPs. Es posible que otras proteínas aún no identificadas cumplan un rol similar en la 

invasión 

 

3. 8. 2. Proteínas del tipo Perforinas 

 

Las perforinas, son un componente ancestral del arsenal  de proteínas involucradas en la 

íntima relación patógeno-hospedador.  

Las proteínas formadoras de poro fueron inicialmente caracterizadas en mamíferos como 

componentes fundamentales en mecanismos involucrados en la respuesta inmune. Las proteínas 

del complemento C6 a C9 son homólogas y poseen un dominio central de ataque a membrana: 

Membrane Attack Complex/Perforin (MACPF) (Morgan, 1999) al igual que las perforinas de los 

gránulos secretadas por los linfocitos T citotóxicos y las células natural killer NK (Liu y col., 

1995; Polekhina y col., 2005). Hadders y colaboradores (2007) han expresado y cristalizado el 

dominio MACPF de la subunidad alfa de la proteína del complemento humano C8 (C8α-

MACPF). La estructura tridimensional se compone de una hoja plegada de cuatro cadenas beta, 

rodeada por alfa hélices que forman dos segmentos estructurales (d1 y d3) (Figura 11). 

 

 

Figura 11.  Estructura del C8α-MACPF humano (Hadders y col., 2007). 

 

El dominio MACPF se encuentra en proteínas de diversos tipos celulares y organismos. 

Una proteína con dominio MACPF fue identificada y caracterizada en la bacteria Gram-negativa 

intracelular obligada y patógena de humanos, Chlamydia trachomatis (Ponting, 1999; Taylor y 
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col., 2010). Además, este dominio se ha identificado en una proteína de la gamma-proteobacteria 

Photorhabdus luminiscens (Plu-MACPF). Esta bacteria es una enterobacteria Gram-negativa 

simbionte de nematodes del suelo y es altamente patógena en insectos infectados por nematodes. 

Posee un complejo ciclo de vida, incluyendo un estadio simbionte caracterizado por la 

colonización del intestino superior del nematode, y un estadio patogénico, caracterizado por la 

liberación de esta bacteria del nematode al hemocele de la larva del insecto que está infectando. 

Esto provoca la muerte del insecto a causa de las toxinas bacterianas. Rosado y col. (2007) 

lograron cristalizar el dominio MACPF de la proteína de esta bacteria. Al igual que en la 

estructura cristalizada de C8α-MACPF,  este es una molécula plana con forma de caja, que posee 

una hoja de cuatro láminas beta antiparalelas  (Figura 12). 

 

 

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

 

 

Los reportes sobre el dominio MACPF en diversos organismos demuestran que su 

estructura tridimensional y por lo tanto su función está conservada evolutivamente. Todas las 

secuencias aminoacídicas correspondientes a este dominio poseen un motivo característico 

(Y/W)-X6-(F/Y)GTH(F/Y)-X6-GG, donde X podría ser cualquier aminoácido (Ponting, 1999) 

(Figura 13). 
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Figura 13. Alineamiento múltiple del dominio MACPF de proteínas de diversos tipos celulares y 

organismos. En negro se resaltan los aminoácidos del motivo característico del dominio. Debajo del 

alineamiento se encuentra la predicción de la estructura secundaria del dominio (e/E: hebra extendida o  

lámina beta, h/H: alfa hélices) (Ponting, 1999). 

 

La formación del poro a través de proteínas con dominio MACPF es un proceso que 

involucra múltiples pasos que se inician con la secreción de monómeros que se unen a un 

receptor de la membrana blanco (Rosado y col., 2008). Subsiguientemente, se produce la 

oligomerización para formar un pre-poro circular por interacción lateral de los monómeros 

seguido por el cambio conformacional del dominio MACPF, resultando en la inserción de un 

gran poro en forma de barril-β (Figura 14). La funciones de estos poros incluyen: la destrucción 

de las células blanco por disrupción de la membrana externa (bacterias y proteínas del 

complemento) (Rosado y col., 2002); la liberación de otras proteínas efectoras a través de este 

poro (liberación de granzimas por perforinas) (Pipkin y col., 2007); o la facilitación del recorrido 

del patógeno a través de la membrana (Schnupf  y Portnoy; 2007). 
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Figura 14. Mecanismo de inserción del dominio MACPF en la membrana. En rojo se observan las dos 

hélices alfa (TMH1 y TMH2) que se despliegan en cuatro lámina beta antipáticas que atraviesan la 

membrana En celeste el grupo de láminas beta (Rosado y col., 2007) 

 

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

 

El primer reporte de esta familia en apicomplejos fue realizado por Kaiser y col. en el año 

2004. Estos autores han identificado en el genoma del parásito de roedores Plasmodium yoelii, 

una familia de cinco genes que codifican para cinco proteínas de membrana del tipo perforina con 

dominio MACPF (PLP) (Figura 15). Además, cada una de estas cinco proteínas se encuentra 

conservada en distintas especies de Plasmodium, manteniendo una mayor identidad entre los 

genes ortólogos más que entre los parálogos de cada especie (Figura 16). 

 

 

Figura 15. Estructura de los cinco genes de la familia PLP de Plasmodium yoelii. En rojo el péptido señal 

y en azul el dominio MACPF. 
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Figura 16. Alineamiento entre las proteínas PLP1 de P. falciparum y de P. yoelii. En gris oscuro están 

marcados los residuos altamente conservados (Kaiser y col., 2004) 

 

 

Un estudio reciente, reportó la existencia de dos proteínas del tipo Perforina de 

Toxoplasma gondii (TgPLP) (Kafsack y col., 2009). El dominio MACPF de la proteína TgPLP1 

posee los elementos de la secuencia núcleo importantes para la formación del poro y 

principalmente la conservación del motivo característico del dominio MACPF. Además, existe 

homología estructural con los dominios MACPF cristalizados de C8α y de la proteína de P. 

luminiscens (Figura 17). 
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Figura 17.  Modelo de estructura tridimensional de TgPLP1 por homología a Plu-MACPF. Láminas beta 

en celeste y dos dominios de alfa hélices en rojo CH1/CH2 (Kafscack y col., 2009). 

 

Los grupos de hélices CH1/CH2 (TMH1/TMH2) alternan residuos hidrofóbicos e 

hidrofílicos, en consonancia con la capacidad de convertirse en láminas beta antipáticas que 

atraviesan la membrana durante la inserción del poro (Shatursky y col., 2009; Tilley y Saibil, 

2006). Los dominios ricos en láminas beta del extremo C-terminal jugarían un papel crítico en la 

unión a la membrana (Li y col., 1991). 

Recientemente, Kafsack y Carruthers (2010) realizaron una revisión de las proteínas del 

tipo perforinas anotadas de apicomplejos. El número de dominios MACPF varía entre ninguno en 

Cryptosporidium, de dos a tres en Coccidiae (Toxoplasma gondii, Neospora caninum y Eimeria), 

cinco en Haemosporididae (Plasmodium) y ocho en Piroplasmida (B. bovis y T. annulata) 

 

 

3. 8. 3. 1. Expresión de los genes plp en Apicomplexa 

 

Hasta el momento, existen evidencias de expresión de los genes plp en varios estadios de 

los parásitos apicomplejos. En la Tabla 2 se especifican estos datos. 
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Género Gen Estadio Evidencia 

Toxoplasma TgPLP1 Taquizoítos 

Bradizoítos 

Proteína (Kafsack y col., 2009) 

EST (Gajria y col., 2008) 

Neospora NcPLP1 

NcPLP2 

NcPLP3 

Taquizoítos 

Taquizoítos 

Taquizoítos 

EST (Gajria y col., 2008) 

EST (Gajria y col., 2008) 

EST (Gajria y col., 2008) 

Eimeria EtPLP1 

EtPLP2 

Esporozoítos 

Esporozoítos 

EST (www.ncbi.nlm.nih.gov/est?term=(txid5802[orgn]). 
EST (www.ncbi.nlm.nih.gov/est?term=(txid5802[orgn]). 

Plasmodium PPLP1 

PPLP2 

PPLP3 

PPLP4 

PPLP5 

Esporozoítos/intraeritroc. 

Intraeritrocitario 

Ookineto 

Ookineto 

Ookineto/esporozoíto/ 

gametocito 

Protein/Proteómica (Ishino y col., 2005/Lasonder y col., 2002) 

Proteómica (Florens y col, 2002) 

Proteína (Kadota y col., 2004) 

Proteómica/EST (Hall y col. 2005/Raibaud y col, 2006) 

Proteína/Proteómica/Proteómica (Ecker y col., 2007/Lasonder y 

col., 2002) 

Theileria Tplpb 

TaPLPe 

Taplpf 

Piroplasma 

Esquizonte 

Macroesquizonte 

EST (Gardner y col., 2005) 

EST (Pain y col., 2005) 

EST (Pain y col., 2005) 

Babesia BbPLPb Intraeritrocítico EST (De Vries y col., 2006) 

 

Tabla 2. Evidencias de expresión estadio-específica de los genes plp en Apicomplexa (Kafsack y col., 

2010) 

 

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

 

Los estudios de microscopia de fluorescencia con anticuerpos específicos contra la PLP1 

de P. yoelii, demostraron que al igual que la proteína TRAP, esta se localiza en los micronemas 

de los esporozoítos, indicando que estas proteínas están involucradas en la movilidad por 

deslizamiento (gliding motility) característica de los parásitos de este phylum. Por lo tanto, las 

PLPs cumplirían un rol importante en la interacción del parásito con el vector y la transmisión al 

hospedador (Kaiser y col., 2004) (Figura 18). 
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Figura 18. Localización subcelular de la PLP1 en esporozoítos de las glándulas salivales de Plasmodium 

yoelii por inmunofluorescencia indirecta. A. Anticuerpo específico anti-PLP1; B. Anticuerpo específico 

anti-TRAP y C. Superposición de ambas imágenes fluorescentes. (Kaiser y col., 2004) 

 

El primer reporte que demostró la importancia el rol de las proteínas con dominio 

MACPF en la invasión de la célula del hospedador fue en la PLP1 de Plasmodium (SPECT1) 

(Ishino y col., 2005). Esta proteína juega un rol importante en la invasión del esporozoíto al 

hígado, por ruptura de la barrera entre el sistema circulatorio y los hepatocitos. La lámina  

sinusoidal del hígado es una barrera que los esporozoítos deben romper para establecer la 

invasión de los hepatocitos. La ruptura de la membrana de las células de Kupffer es esencial para 

que el esporozoíto entre a la célula. La abolición de la actividad de  ruptura de la PLP1 por 

interrupción del gen, produce una falla en los pasos iniciales de la invasión del parásito a la 

célula.  

Otros reportes han demostrado la importancia de estas proteínas en la invasión de 

Plasmodium por ruptura en la membrana de la célula del hospedador. La  interrupción en 

ookinetos del gen que codifica para la PLP3 (MAOP) impide la invasión del epitelio del intestino 

medio del mosquito vector. El análisis detallado por microscopia electrónica ha demostrado que 

los ookinetos pueden adherirse a la superficie celular del epitelio pero no puede ingresar al 

citoplasma. Por lo tanto, esta proteína es esencial para la ruptura de las células del epitelio previa 

a la invasión del intestino del mosquito (Kadota y col., 2004). De la misma forma, Ecker y col. 

(2007) han demostrado que, la proteína de P. berghei PLP5 es esencial para la invasión del 

intestino medio del mosquito. El análisis funcional de distintas mutantes de este gen en ookinetos 

evita la invasión de las células del epitelio. 

En estudios recientes, se ha demostrado la localización de la proteína PLP1 de T. gondii 

en micronemas (TgPLP1) (Figura 19). Estas organelas son importantes para el movimiento por 

deslizamiento y la invasión. Al igual que otras proteínas de micronemas, TgPLP1 se secreta de 
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manera calcio-dependiente. No ha sido demostrada la expresión y localización de la TgPLP2 

(Kafsack y col., 2009). 

 

 

Figura 19. Expresión de TgPLP1 en micronemas (fluorescencia roja) y el marcador de micronemas MIC2 

(Verde). Imágenes superpuestas por colocalización de ambas proteínas, en amarillo. 

 

 

Como se detalló anteriormente, el recorrido celular por los esporozoítos tiene como 

característica lesionar la membrana plasmática. En contraste, no se han observado lesiones por 

taquizoítos de Toxoplasma por lo que se estima que TgPLP1 cumple un rol diferente al de las 

PLPs caracterizadas en Plasmodium. 

La supresión del gen plp1 de T. gondii por recombinación homóloga, que resulta en la 

pérdida de expresión de este gen, provoca un defecto en el egreso del parásito de la célula 

infectada. Los parásitos quedan secuestrados entre la vacuola parasitófora y la membrana 

plasmática de la célula. Se propone que la formación de poros en la membrana de la vacuola 

parasitófora permite escapar a los parásitos y/o actúa como conducto para secretar las proteínas 

efectoras que ayudan a la salida del parásito de la célula huésped. 

En Piroplasmida poco se sabe de esta familia de proteínas. En T. parva, T. annulata y B. 

bovis algunas de ellas están anotadas en el banco de genes mientras que, en B. bigemina no hay 

reporte alguno. Asimismo, los mecanismos de invasión y egreso de Babesia no han sido 

dilucidados. En consecuencia, la identificación y caracterización de esta familia del tipo 

perforinas aportará herramientas útiles para el posible control de estos parásitos. 
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Objetivos 
 
Objetivo general 

 

Contribuir al estudio de la babesiosis bovina a través de la aplicación de herramientas de 

genómica y proteómica para la identificación de genes candidatos para el desarrollo racional de 

vacunas y  el mejoramiento del diagnóstico de la enfermedad.  

 

Objetivos específicos 

 

1. Desarrollo de un método de detección molecular de B. bigemina sensible y reproducible a 

partir de la información genómica disponible.   

 

2. Identificación de antígenos de B. bigemina 

 

2. 1. Proteómica: separación en dos dimensiones de extractos proteicos del estadio 

intraeritrocitario de B. bigemina para la detección de antígenos inmunoreactivos utilizando sueros 

de bovinos infectados. 

 

2. 2.  Genómica: Identificación y caracterización de genes potencialmente involucrados en los 

mecanismos de interacción patógeno-hospedador específicos para el phylum Apicomplexa. 
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Materiales y métodos 
 
 
1. Parásitos 

 
 
1. 1. Cepas de referencia 

En este trabajo, contamos con las siguientes cepas de referencia (Tabla 1). 

 

Especie Nombre Fenotipo 1 Origen Alias País In vitro 

BboS2P patógena Salta 178 Argentina si 

BboS1P patógena Salta   Argentina no 

BboS1A ND Salta   Argentina si 

BboR1A atenuada Rafaela 44 Argentina si 

BboM1A atenuada Salta   Argentina no 

BboM2P patógena Mercedes Cinquini Argentina si 

BboM3P patógena Mercedes Virasoro Argentina si 

BboUy1A atenuada ND 167 Uruguay no 

BboUy2P ND ND 24-41 Uruguay no 

BboUy1P patógena ND 41(3758) Uruguay si 

BboBr1P patógena ND   Brasil no 

BboBr1A atenuada ND 3757 Brasil si 

BboMx1P patógena ND   Méjico si 

BboMx1c ND ND Mo7 Méjico si 

Babesia Bovis 

            

BbiS1A atenuada Salta 209 Argentina si 

BbiS2P patógena Salta 233 Argentina si 

BbiS2A atenuada Salta 187 Argentina si 

BbiS3P patógena Salta 386 Argentina si 

BbiM1A atenuada Mercedes AlenCué Argentina no 

BbiM1P patógena Mercedes AlenCué Argentina no 

BbiM2P patógena Mercedes Chavarría Argentina no 

BbiM3P patógena Mercedes Iberá Argentina no 

BbiUy1A atenuada ND 148 Uruguay no 

BbiUy1P patógena ND 70 Uruguay no 

BbiUy2P ND ND 103-70 Uruguay no 

BbiBr1P patógena ND   Brasil no 

BbiBrA atenuada ND 3808 Brasil no 

BbiMx1P patógena ND   Méjico si 

Babesia bigemina 

BbiMx1c ND ND JG29 Méjico si 

 

Tabla 1. Cepas de referencia disponibles para este trabajo de tesis. ND= no determinado 
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Las cepas BbiS1A, BbiS2P, BboS2P y BboR1A fueron amplificados a través del cultivo 

de eritrocitos bovinos infectados. Por otro lado, las cepas BbiM1A, BbiM2P, BbiBr1P, BboM2P, 

BboCorrientes y AmVirasoro y Ac (cepa vacunal) fueron amplificados en terneros 

esplenectomizados en el INTA Castelar y la Estación Experimental Agropecuaria del INTA 

Mercedes (Corrientes). 

 

1. 2. Cultivo de Babesia spp. en eritrocitos bovinos 

 

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron multiplicadas en cultivo in vitro de eritrocitos 

bovinos utilizando un método de fase estacionaria microaerófilo (Vega y col. 1985). Este trabajo 

fue realizado por el Dr. Ignacio Echaide y la Med. Vet. Beatriz Valentini del laboratorio de 

Inmunología de  la Estación Experimental Agropecuaria del INTA Rafaela (Santa Fe). 

Los eritrocitos bovinos infectados con los parásitos fueron cultivados en medio de cultivo 

base M199 (Gibco) utilizando 5 mM de HEPES (Sigma) como tampón, 0,5 mM de bicarbonato 

de sodio (Sigma) y enriquecido con 40% de suero bovino. El medio completo fue logrado 

después de la adición de 5-10% (V/V) de eritrocitos de un bovino normal. Los cultivos fueron 

incubados  en estufa a 37°C con una atmósfera de 5% de CO2. El medio base M199 fue 

reemplazado cada 24 h y una proporción variable del cultivo completo fue reemplazada por 

medio completo nuevo luego de 48-72 h (subcultivo) para evitar el estrés de los parásitos. 

 

2. Extracción de ADN 

 

2. 1. Extracción a partir de muestras de sangre infectada con Babesia spp. 

 

2. 1. 1. Extracción de ADN con Fenol-Cloroformo 

 

Se llevó a cabo la extracción de ADN genómico a partir de sangre infectada con distintas 

cepas de Babesia bigemina (Bbi), Babesia bovis (Bbo), Anaplasma marginale (Am) y Anaplasma 

centrale (Ac). 

La sangre entera anticoagulada fue lavada siete veces con PBS 1X centrifugando a 27000 

xg durante 30 min a 4°C eliminando en cada paso la capa de glóbulos blancos (buffy coat). Al 

finalizar los lavados, el sedimento fue resuspendido en 20 ml de solución de lisis (TrisHCl 100 

mM, 1% SDS, 300 mM NaCl, 25 mM EDTA) y se incubó a 37ºC durante 1 h. Se agregó 

proteinasa K a una concentración final de 200 �g/ml al lisado, e incubó a TA durante 16 horas. 
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Luego de dicha incubación se volvió a agregar proteinasa K y se incubó 1 hora a 65°C. Se 

realizaron tres extracciones con fenol-cloroformo centrifugando cada vez a 9.000 xg durante 1 

minuto. Se llevó a cabo la extracción de la fase acuosa con cloroformo y luego con éter etílico. La 

fase acuosa obtenida al finalizar la secuencia de extracciones fue incubada a TA a fin de evaporar 

el remanente de éter etílico. El ADN presente en la fase acuosa fue precipitado mediante el 

agregado de medio volumen de Acetato de Amonio 4 M y 2 volúmenes de etanol 100% 

recuperando dicho precipitado en forma de ovillo utilizando una varilla de vidrio. Se realizó un 

lavado final con etanol 70% y se resuspendió en agua libre de nucleasas incubando a 65ºC 

durante una hora para hidratar y solubilizar el ADN. El ADN obtenido se mantuvo a –20ºC hasta 

su utilización en los ensayos de PCR. 

 

2. 1. 2. Extracción con Detergentes 

 

Este método se aplicó en muestras  de sangre de bovinos procedentes del muestreo de 

rodeos del NOA y NEA enmarcado en un proyecto  de la Agencia Nacional de Promoción 

Científica y tecnológica e INTA (PICTO 08-12920). De este muestro se seleccionaron muestras 

de sangre de animales cuyo frotis fue positivo para B. bigemina. La sangre obtenida del muestreo, 

fue procesada según la metodología descripta por Higuchi (1989). Brevemente, 400 �l de sangre 

entera fueron homogenizados con 800 �l de buffer de lisis (Sacarosa 0,32 M, TrisHCl 10 mM pH 

7,5, MgCl2 5 mM, Triton X-100 1% v/v). Se obtuvo la fracción conteniendo el ADN (sedimento) 

por centrifugación a 15.000xg por 30 s. A dicha fracción se le realizaron dos a tres lavados con 

buffer lisis hasta obtener un sobrenadante translúcido para minimizar la contaminación con 

hemoglobina. El sedimento obtenido luego de la última centrifugación fue resuspendido en 100 

�l de buffer PBND (KCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM pH: 8,3, MgCl2 2,5 mM, gelatina 0,1 mg/ml, 

Nonidet P40 0,45% v/v, Tween 20 0,45% v/v) e incubado por 16 horas con 200 �g/ml de 

Proteinasa K. Finalmente, las muestras fueron hervidas durante 10 min y conservadas a -20°C 

hasta su posterior utilización. 
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3.  Extracción de ARN  

 

3. 1. Extracción de ARN con Trizol LS  a partir de cultivo de Babesia spp. 

 

Cuando el cultivo alcanzó una parasitemia mayor al 8% de EP se centrifugó a 3000xg 

durante 20 min a 4°C. Se descartó el medio para seguir trabajando con el paquete de glóbulos 

rojos infectados con Babesia spp. El paquete se resuspendió en Trizol LS (Invitrogen) siguiendo 

la relación 0,75 ml de Trizol LS por cada 0,25 ml de paquete de glóbulos rojos. La mezcla se 

homogeneizó y se incubó 5 min a TA para lisar las células. Luego, se le agregó 0,2 ml de 

cloroformo por cada 0,75 ml de de Trizol LS, se agitó vigorosamente durante 15 s y se incubó 

durante 10 min a TA. A continuación se centrifugó a 12000xg durante 15 min a 4°C. Se formaron 

3 fases, la fase de arriba (fase acuosa) que contenía el ARN fue transferida a un tubo Corex de 

vidrio y precipitada con 0.5 ml de isopropanol por cada 0,75 ml de Trizol LS y se incubó durante 

10 min a TA (TA). Se centrifugó en centrífuga Sorvall RC5C (Dupont) a 9000 rpm durante 20 

min a 4°C. Se obtuvo un sedimento transparente correspondiente al ARN que fue lavado con 

Etanol 75% (1 ml de Etanol por cada 0,75ml de Trizol LS). Se mezcló en vortex y centrifugó a 

7500 xg durante 5 min a 4°C. Fue descartado en sobrenadante y se dejó evaporar el resto del 

Etanol durante 10 min a TA. Luego se resuspendió el sedimento de ARN en 50 o 100 µl de agua 

libre de ARNasas y finalmente se incubó la solución a 55°C para disolver el ARN. La calidad del 

ARN fue observada en un gel de agarosa al 1% y la cantidad fue medida en el Nanodrop. Las 

soluciones con ARN fueron guardadas a -80°C hasta su uso. 

 

3. 2. Eliminación de contaminación con ADN 

 

La calidad de los ARNs purificados en este trabajo fue optimizada eliminando el ADN 

presente como contaminante en algunas de las muestras utilizadas. Para eliminar esta 

contaminación se procedió a precipitar el ARN con Cloruro de Litio (Ambion) con la mitad del 

volumen total de la muestra. Luego, fue incubado a -20°C durante 30 min y centrifugado a 12000 

xg durante 20 min a 4°C. El precipitado resultante fue lavado 2 veces con Etanol 75% y 

centrifugado a 7500xg durante 5 min a 4°C. Se dejó evaporar el Etanol remanente 10 min a 

temperatura ambiente (TA) y se resuspendió el ARN en 30 µl de agua libre de ARNasas. Para 

disolver mejor el ARN se incubó 10 min a 55°C. Se verificó la calidad y la cantidad de ARN en 

la muestra y se guardó a -80°C hasta su posterior uso.  
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4.  Método de detección del parásito 

 

4. 1. Búsqueda de secuencias del gen rap-1a  

 

Las secuencias correspondientes a tres de las cuatro variantes del gen rap1a reportado en 

la literatura por Suarez y colaboradores en el año 2003 fueron  extraídas de la base de proteínas 

no curadas del National Center for Biotechnology Information (NCBI: 

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

 

4. 1. 1. Diseño de oligonucleótidos  

 

Las secuencias obtenidas de los genes parálogos fueron alineadas utilizando la 

herramienta de alineamiento múltiple Clustal W2.0.9 (Larkin y col., 2007)  

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) del servidor ExPASy Proteomics Server 

(http://www.expasy.ch/). A partir de la región conservada entre estas secuencias se diseñaron 

oligonucleótidos específicos que fueron analizados con la herramienta Oligo Analyzer 3.1 de IDT 

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Los oligonucleótidos fueron 

sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT) 

 

4. 1. 2. Determinación de la temperatura óptima de hibridación de los oligonucleótidos con 

el templado 

 

Se realizó la amplificación de rap-1a con los oligonucleótidos específicos a distintas 

temperaturas de hibridación por medio de una PCR de gradiente de temperaturas. Las 

temperaturas analizadas fueron 55°C, 57°C, 58°C  y  60°C. Los templados utilizados en esta 

optimización fueron BbiM1P y BboM2P como control de especificidad. 

La reacción de PCR para amplificar los 412 pb del gen rap-1a se llevó a cabo en una 

cabina especial para preparar las mezclas de reacción libres de contaminantes por la aplicación de 

luz UV luego de cada uso (UV PCR Workstation, UVP). Los templados correspondientes a ADN 

genómico extraídos de las muestras de sangre de los distintos aislamientos, fueron incorporados a 

la mezcla de PCR en una mesada aislada. Los componentes de la mezcla de reacción se detallan 

en la tabla 2. 
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Componentes 

 

 

Concentración Final 

 

10X Buffer DNA Pol (Invitrogen) 1X 

 

MgCl2 50 mM (Invitrogen) 

 

1,5 mM 

 

dNTPs 2,5 mM c/u (Promega) 

 

200 μM c/u 

 

Taq 5U/ul (Invitrogen) 

 

0,025 U/μl 

 

Oligonucleótidos 100 ng/ul (IDT) 

 

2 ng/ μl 

 

ADN templado 2 ng/μl 

 

Volumen final de reacción: 50 μl 

 

Tabla 2.  Reactivos utilizados en la reacción de PCR. 

 

Además, se realizó un control negativo remplazando el ADN por agua, para descartar 

posibles contaminaciones en los reactivos. La amplificación del fragmento de interés se llevó a 

cabo en un termociclador Mastecycler epgradient S  (Eppendorf) utilizando el programa que se 

detalla en la tabla 3. 

Temperatura Tiempo 

94°C 3 min 

94°C 30 s 

58°C 30 s 

72°C 40 s 

30 ciclos 

72°C 10 min 

 

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

 

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2%, 

teñidos con bromuro de etidio y visualizados con luz ultravioleta en transiluminador. Se 

obtuvieron fotografías de los geles con el Gel Doc XR (BIO- RAD). 
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4. 1. 3. Límite de detección de la PCR  

 

Para calcular el límite de detección de los oligonucleótidos específicos que amplifican el  

gen rap1-a, se realizaron diluciones seriadas al décimo de una muestra de sangre infectada con la 

cepa BbiS3P cuya parasitemia fue del 2% de eritrocitos parasitados (EP). Se utilizó como 

diluyente sangre de un ternero negativo para los hemoparásitos bovinos. El hematocrito de la 

sangre del ternero negativo fue llevado con PBS 1X al hematocrito de la sangre del bovino. De 

esta manera las diluciones seriadas al décimo diluyeron el paquete de eritrocitos y en 

consecuencia la parasitemia en cada caso. Las diluciones resultantes en el  rango de 2% a 2x10-

9% de EP fueron procesadas para su posterior extracción de ADN genómico por el método de 

detergentes descripto anteriormente (Higuchi, 1989). 

 

 

5. Detección y cuantificación de los transcriptos correspondientes a los genes plp de B. bovis 

y B. bigemina   

 

5. 1. Northern Blot 

 

5. 1. 1. Corrida electroforética 

 

En primer lugar se preparó un gel de 1,2% de agarosa libre de ARNasas en 100 ml de 

Buffer ME 1X (Tabla 4) preparado con agua DEPC. Una vez que el gel solidificó se procedió a 

preparar el buffer de siembra (Tabla 5).  

 

Componente Cantidad para 1L Concentración 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  Concentración final  

Formamida desionizada 100% 200 µl 60,6% 

ME 10X 40 µl  1,2X 

37% Formamida 76 µl 8,5% 

0,25% azul bromofenol/0,25% xylene cyanol 7µl /7µl 0,011% 

           

Tabla 5. Componentes del buffer de siembra. 

 

 

Se tomaron 3 µg de ARN extraído de cultivo de eritrocitos infectados con BbiS2P y 

BboS2P  (el volumen sembrado se encontraba  en el rango  1,5-5 µl) y se mezclaron con 15 µl de 

colocaron en hielo. Al marcador de peso molecular RNA ladder (Promega) se le aplicó el mismo 

tratamiento. Se procedió a la siembra del gel con las muestras y se realizó la corrida 

electroforética a 70 V durante 4-5 h aproximadamente en frío. La presencia e integridad el ARN 

luego de la electroforesis se examinó y se fotografió con el Gel Doc.  

 

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

 

Inmediatamente, se procedió a transferir el ARN del gel a una membrana de nylon 

Hybond N (GE) por capilaridad. Se utilizó como Buffer de transferencia el SSC10X y se dejó 

transfiriendo toda la noche a TA. Luego, el ARN se fijó a la membrana mediante la técnica gene-

linker con 0,012 j/cm2 de luz Ultravioleta (BioRad G.S. Gene Linker UV Chamber). 

 

5. 1. 3. Síntesis y marcación de sondas 

 

Las sondas utilizadas en el Northern Blot fueron obtenidas a partir del producto de la 

amplificación de un fragmento de entre 100 y 200 pb con los oligonucleótidos específicos para 

cada gen plp diseñados para RT-PCR utilizando como templado ADN genómico de la cepa 

BbiS2P.  Los productos de PCR fueron purificados de la mezcla de reacción utilizando el kit de 

purificación de productos de PCR (QIAquick PCR purification kit, QIAGEN). El fragmento de 

ADN fue eluído con 30 µl de agua libre de nucleasas. Se midió la concentración de cada producto 

con el Nanodrop. 
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La marcación de las sondas se realizó 1 hora antes de finalizada la prehibridación de la 

membrana con el kit Prime-a-Gene® Labeling System (Promega). En primer lugar se 

desnaturalizaron los fragmentos de ADN  a 100°C por 2 min e inmediatamente se colocaron los 

templados en hielo. Luego, se realizó la mezcla de reacción detallada en la tabla 6. Y se incubó 1 

h a 37°C en recipiente de acrílico que actúa como pantalla para la radioactividad. 

 

Componente Cantidad Concentración final 

H2O libre de Nucleasas 

hasta alcanzar el Volumen final de 50 µl 

_ µl  

5X Buffer de marcación 10 µl 1X 

Mezcla de nucleótidos sin marcar  

(A, T y G) 

2 µl 20 µM cada uno 

ADN desnaturalizado 

(templado) 

25 ng 500 ng/µl 

BSA libre de Nucleasas 2 µl 400 µg/ml 

[α
 
-

32
P] dCTP, 50µCi, 3000Ci/mmol 2 133,2nM 

ADN Polimerasa I fragmento grande (Klenow) 5 U 100U/ml 

Volumen Final       50µµµµl 

 

Tabla 6. Componentes de la reacción de marcación de las sondas. 

 

Luego de la incubación las sondas fueron purificadas con el kit de remoción de 

nucleótidos QIAquick Nucleotide Removal Kit (QIAGEN) siguiendo el protocolo sugerido por el 

fabricante. Las sondas marcadas fueron eluídas con 30 µl de buffer de elución (EB). A esta 

solución se le agregó 18 µl de NaOH 0,5M. 

 

5. 1. 4. Prehibridación e hibridación  

 

La membrana se prehibridó con 10 ml del Buffer ULTRAhyb® Ultrasensitive 

Hybridization (Ambion) a 42°C durante 4 horas como mínimo en tubos de vidrio en rotor de 

agitación. Luego de la prehibridación y sin cambiar el buffer, se le agregó los 48 µl de la sonda 

marcada y purificada y se incubó toda la noche en horno con agitación a 42°C. 

La sonda fue guardada en un tubo de 50 ml adentro de un frasco de acrílico a -20°C para 

continuar con su uso. 
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Las membranas se lavaron en un recipiente de plástico con distintas condiciones de 

astringencia de acuerdo a la intensidad de la marca inespecífica medida por el contador de 

radioactividad (Geiger). Se partió de una solución SSC2X/0,1% SDS a TA y luego se elevó la 

temperatura a 42°C. Cuando el contador indicó mucha radioactividad se disminuyó la 

concentración de SSC a 0,2X y se fue elevando la temperatura hasta 52°C. Las membranas 

fueron expuestas a una pantalla radiográfica en un casete protector. Se expusieron de 4 h a 3 días 

de acuerdo a la intensidad de la marca radioactiva. Las pantallas se revelaron en el Thyphoon 

Trio Scanner (GE). 

Las membranas con las sondas marcadas hibridadas fueron lavadas para su eliminación 

con 0,1 % de SDS a 100 °C. De esta manera las membranas pudieron utilizarse con otras sondas. 

 

5. 2. RT-PCR de punto final 

 

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

 

En primer lugar las muestras con ARN fueron tratadas con ADNasa  para eliminar 

posibles contaminaciones con ADN. Para ello, se incubaron 2 µg de ARN a TA durante 30 min 

con 2 µl de DNAasa (Deoxiribonuclease I Amplification grade, Invitrogen), 2µl de DNAasa I 

Reaction Buffer 10 X (Invitrogen) y el volumen de agua hasta completar los 20µl. En el caso de 

las muestras que presentaron contaminación por ADN aún luego del tratamiento con Cloruro de 

Litio descripto en el punto 3. 2, se le agregó a la reacción 1 µl de ADNAsa y se incubó a TA por 

20 min adicionales. Luego de esta incubación, se le agregó 1 µl de EDTA 25mM (Invitrogen) por 

cada 1 µl de DNAasa para inactivar la enzima incubando a 65°C durante 10 min. Ulteriormente, 

se procedió a realizar la retrotranscripción para la síntesis de ADNc a partir del ARN. 

Consecuentemente, a la solución con la DNAsa inactivada se le adicionó 2 µl de Random primers 

(Invitrogen) y 2 µl de DNTPs 10mM (Promega). Esta se incubó a 65°C durante 5 min y se 

mantuvo en hielo durante 5 min adicionales. Luego, Se le agregó 4 µl de First Strand Buffer 5X 

(Invitrogen), 1 µl de DTT 0.1M (Invitrogen) y 1 µl de la enzima Superscript III RT (Invitrogen). 

Se llevó a 20 µl con el agregado de agua estéril. Se realizó un control sin enzima para asurarnos 

de que no hubiera contaminación con ADN. 

La eficiencia de la síntesis de los ADNc obtenidos fue verificada a través de la  PCR para detectar 

B. bigemina desarrollada en este trabajo de tesis que amplifica el gen rap-1a que está probado 

que se transcribe en el estadio intraeritrocitario (Suarez y col., 2004) (en el caso de los ARN de B. 
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bigemina). Por otra parte, para verificar la síntesis del ADNc de B. bovis utilizamos 

oligonucleótidos específicos para amplificar el gen hp20. 

 

5. 2. 2. Diseño de los oligonucleótidos específicos 

 

Se diseñaron los oligonucleótidos específicos para amplificar un fragmento de entre 100 y 

200 pb del dominio MACPF. Utilizamos el programa Primer Express® (Applied Biosystems) 

estableciendo como parámetros 100-200 pb de tamaño del amplicón, temperatura de hibridación 

(TH) entre 58°C y 60°C, 50% GC y entre 20 y 22 pb. Los oligonucleótidos fueron sintetizados 

por Integrated DNA Technologies (IDT) 

 El fragmento a amplificar en la mayoría de los genes no poseía intrones a excepción de 

los genes Bboplpc, d y e. En el caso del gen Bboplpe que posee tres dominios MACPF se 

diseñaron oligonucleótidos específicos para amplificar un fragmento de cada dominio MACPF.   

Los oligonucleótidos utilizados se detallan en la tabla 7. Los reactivos de la mezcla y las 

condiciones de ciclado se muestran en las tablas 8A y B. 

 

A 

Nombre Secuencia TH (°°°°C) 
BbiplpaRTF 5´-TGGGTATTGATGTGAAGGCCGA-3´ 58,5 

BbiplpaRTR 5´- TTCTTGCCGAGAAAGTTGGCGA-3´ 59,5 

BbiplpbRTF 5´-ACATCAAGGCAAACTCGGGCAT-3´ 59,7 

BbiplpbRTR 5´-ATGGGCATCGGCTTTCGGTAAA-3´ 59,4 

BbiplpcRTF 5´-TTTGAGGTTCAGCGTGCTTGGA-3´ 59,4 

BbiplpcRTR 5´-ATTGTGCTGCTGAACGACCCA-3´ 59,7 

BbiplpdRTF 5´-TGTCGACGCCTTACAACCACTA-3´ 58,1 

BbiplpdRTR 5´-ATGCTCTCGGCTGACATTCCAA-3´ 58,9 

BbiplpeRTF 5´-ACGGCAGTCAAGTTTCGGAGTT-3´ 59,1 

BbiplpeRTR 5´-TATGTCGATGGGCATGGCGTT-3´ 59,3 

BbiplphRTF 5´-AAAGTGTTGCGGCAGGTTCAGT-3´ 59,9 

BbiplphRTR 5´-TCCATCGCGTCGTCATATGCTT-3´ 58,8 

BbiplpgRTF 5´-CATTCGCGCGATGACGAAGAAA-3´ 58,3 

Bbiplp5gRTR 5´-ATACCGCAGCGCCTCCTTAAAT-3´ 58,4 

BbiplpfRTF 5´-ATCAGGTGGTGTCTACGGCAAT-3´ 58,4 

BbiplpfRTR 5´-TAGGTCGCTGGCTTAAGCTTCT-3´ 58,1 

 

        B 

 

Nombre Secuencia TH (°°°°C) 
BboplpaRTF 5´AAGCCGCATTGAAAGGTTTG 3´ 54,5 

BboplpaRTR 5´ TTTGCACGCCTGAGAACGT 3´ 57,7 

BboplpbRTF 5´GTTGACCCAGGATACAGGCATC3´ 57,6 

BboplpbRTR 5´GATCCATCCACCCTTAGGCTCT 3´ 58,2 



 - 46 -                                                                                                       

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. Oligonucleótidos utilizados para amplificar los transcriptos de los genes plp de A. B. bigemina y 

B. B. bovis. 

A                                                                                                                       B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 8. Componentes de la reacción de PCR con ADNc y oligonucleótidos específicos de cada plp. A. 

Reactivos para la PCR, B. Programa de ciclado. * TH: temperatura de hibridación óptima de cada par de 

oligonucleótidos. 

 

Los productos de PCR fueron observados en un gel de agarosa al 2% teñido con Bromuro de 

Etidio. 

 

5. 2. 3. RT-PCR para verificar la anotación del gen Bbiplpc 

 

Los oligonucleótidos utilizados en la verificación de la anotación del gen plpc de B. 

bigemina se detallan en la Tabla 9. 

 

 

Componentes 

 

 

Concentración Final 

 

5X Green Gotaq Buffer (Promega) 

 

1X 

(1,5mMClMg2) 

dNTPs 2,5 mM c/u (Promega) 

 

200 μM c/u 

 

Go taq ADN  Pol 5U/ul (Promega) 

 

0,025 U/μl 

 

Oligonucleótidos 100 ng/ul (IDT) 

 

2 ng/ μl 

 

ADNc templado 5 μl 

 

Volumen final de reacción: 50 μl 

Programa 

94°C 3 min 

 

94°C 30 s 

TH * 30 s 

72°C 40 s 

35 ciclos 

72°C 10 min 

15°C ∞ 
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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. Oligonucleótidos utilizados para verificar la anotación del gen plp de B. bigemina. 

 

5. 3.  RT-PCR cuantitativa 

 

En la PCR en tiempo real, las reacciones son analizadas en la fase inicial en lugar de en la 

fase exponencial como ocurre en la PCR punto final. Mediante el uso de SYBR Green (un 

colorante fluorescente que se intercala en las bases del ADN) en la mezcla de PCR, es posible 

detectar la formación de producto de PCR de doble cadena después de cada ciclo. Para cada tubo 

de reacción, la señal de fluorescencia del colorante reportero (SYBR) se divide por la señal de 

fluorescencia del colorante de referencia pasivo (ROX) para obtener una razón definida como 

reportero de la señal normalizada (Rn). Cuanto mayor sea la cantidad inicial del producto de PCR 

específico, más pronto aparecerá un aumento significativo en la fluorescencia que se observa. El 

parámetro de ciclo umbral (Ct) se define como el número de ciclo en el cual la fluorescencia 

cruza un umbral fijado por encima de la línea de base. La cantidad de producto específico en  una 

muestra desconocida se calcula trazando el valor Ct en la curva estándar. 

 

 

5. 3. 1. Determinación de la concentración óptima de los oligonucleótidos 

 

Previo a la cuantificación de los transcriptos plps, se optimizó la concentración de los 

oligonucleótidos descriptos en la tabla 7A. 

La mezcla de reacción se realizó con el sistema QuantiTect SYBR Green PCR Kit, para 

Real Time (QIAGEN). Las concentraciones de oligonucleótidos analizadas fueron: 200, 300 y 

400 nM y los componentes de la mezcla se detallan en la tabla 10. 
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Reactivo Vol/tubo200nM Mix 
200 
(x3) 

Vol/tubo300nM Mix 
300 

Vol/tubo400nM Mix 
400 

2X Quanti 
Tec SYBR 
Green PCR 
master mix 

12,5 ul 37,5 ul 12,5 ul 37,5 ul 12,5 ul 37,5 ul 

Primer F 
10mM 

 

0,5 ul 1.5 ul 0,75 ul 2,25 ul 1 ul 3 ul 

Primer R 
10mM 

 

0,5 ul 1.5 ul 0,75 ul 2,25 ul 1 ul 3 ul 

RNasa- 
free water 

10,5 ul 31.5 ul 10 ul 30 ul 9,5 ul 28,5 ul 

Vfinal 24 ul 72 ul 24 ul 72 ul 24 ul 72 ul 
ADN 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 
Vtotal 25 ul  25 ul  25 ul  

 

Tabla 10. Mezcla de reacción para la PCR Real Time con el sistema QuantiTect SYBR Green 

(QIAGEN) 

 

La mezcla para cada dilución de oligonucleótidos se distribuyó en una placa de 96 

pocillos PCR 96- FLT-C (Axygen) por duplicado y se agregó el templado que en este caso fue 

ADN de BbiS2P.. Las placas se taparon con tapas aptas para la medición del equipo de Real 

Time (PCR-2CP-RT-C, Axygen) y se centrifugaron brevemente. Luego, la PCR cuantitativa se 

llevó a cabo en el equipo de PCR- Real Time 7500 (Applied Biosystems) con el programa 

especificado en la tabla 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 11. Programa para el ciclado. TH X= temperatura de hibridación óptima para cada par de 

oligonucleótidos. * En este paso se realizó la curva de disociación que detecta la fluorescencia a esta 

temperatura. 

 

Programa 

Activación inicial a 95°C 10min 

 

94°C 15 s 

TH X 30 s 

72°C* 40 s 

40 ciclos 
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Se analizó para cada reacción con las distintas concentraciones de oligonucleótidos la 

curva normalizada con la línea de base ∆Rn versus ciclo y la Curva de disociación. Se seleccionó 

en cada caso la concentración a la cual no se formaron dímeros de los oligonucleótidos y en la 

cual el producto de PCR aparece antes en la curva. 

 

5. 3. 2. Eficiencia de la amplificación de los genes 

 

Se realizó una curva estándar para calcular la eficiencia de los pares de oligonucleótidos. 

Para ello se realizaron cuatro diluciones seriadas al décimo a partir de 1/10 hasta 1/10000 del 

ADN de concentración inicial de 182,5 ng/µl. Teniendo en cuenta que se utilizó 1 µl de esta 

solución por pocillo para cada una de las diluciones, se calculó el número de moléculas 

representadas en la masa de ADN teniendo en cuenta que el tamaño del genoma de B. bigemina 

es 107 pb/molécula (Ray y col., 2002; Suarez y col., 2004). De acuerdo a la tabla de conversión 

disponible en el sitio  http://www.ambion.com/techlib/append/na.mw.tables.html, 1g de una 

secuencia de ADN doble cadena es equivalente a 5,5x1011 moléculas y 1 ng de ADN de B. 

bigemina debería contener aproximadamente 105 moléculas de ADN. Teniendo en cuenta que los 

genes estudiados en este trabajo son de copia única 1ng de cada fragmento contendrán 105 

moléculas.  Con estos valores del número de moléculas se construyó una curva de Ct en función 

del logaritmo del número de moléculas de las cuatro diluciones para cada par de oligonucleótidos 

que poseen una relación lineal. Se estimó la pendienente de la curva por medio de la regresión 

lineal de los datos obtenidos para cada producto específico amplificado y esta se utilizó para el 

cálculo de la eficiencia de la amplificación para cada gen analizado utilizando la siguiente 

fórmula: 

Eficiencia= 10-1/pendiente -1 

 

La eficiencia de 1 (100%) indica que en cada ciclo de amplificación el producto aumenta 

la misma cantidad obteniéndose luego del primer ciclo el doble en el segundo y así 

sucesivamente. Esta es la eficiencia óptima de amplificación de un gen de interés. 

 

5. 3. 3. Transcripción de los genes plp 

 

Para cuantificar la transcripción de los genes plp se utilizó el protocolo detallado anteriormente 

en las tablas 10 y 11  teniendo en cuenta la concentración óptima de cada par de oligonucleótidos. 

La reacción para cada oligonucleótido  específico se realizó por duplicado y se utilizó como 
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templado 2 µl de una dilución al medio (1/2)  del ADN copia sintetizado a partir de ARN 

purificado a partir del cultivo in vitro de la cepa la cepa de B. bigemina BbiS2P y BboS2P de B.  

bovis. 

Se programó el equipo de PCR en Tiempo Real para realizar la cuantificación absoluta de 

la placa (Standard Curve, Absolute Quantitation) y se realizó el ciclado y la curva de disociación 

como se indicó anteriormente para la optimización de la concentración de los oligonucleótidos.  

Los resultados arrojados por el programa se analizaron con el programa del termociclador 

modificando manualmente la línea de base y el umbral de fluorescencia para calcular el Ct. 

Los resultados fueron guardados y exportados en formato texto y luego se abrió en Excel. 

Los valores de Ct fueron extrapolados en cada caso en las curvas estándar a partir de la fórmula 

de la recta para obtener el logaritmo del número de moléculas y luego el número de moléculas.  

Los valores de Ct para cada uno de los transcriptos fueron relativizados al gen de 

referencia fructosa 1-6 bifosfato aldolasa anotado de la base de datos de genes de referencia de B. 

bovis (RefSeq) del NCBI (locus tag BBOV_IV000790).  

  A partir de la secuencia extraída del NCBI se realizó la búsqueda del ortólogo en el 

genoma de B. bigemina  utilizando el algoritmo TBLASTN. A partir de la secuencia obtenida se 

diseñaron oligonucleótidos específicos con el programa Primer Express® (Applied Biosystems) 

utilizando los parámetros detallados en el punto 5. 2. 2. La secuencia de los oligonucleótidos se 

detalla en la tabla 12. 

Nombre Secuencia TH (°°°°C) 
BbifructaldoRTF 5-´ GCTAAGGAGTTGGCGGAGAAT - 3´ 59 

BbifructaldoRTR 5´- CGCCTACATTGTCAAAACGCT -3´ 59 

 

Tabla 12. Oligonucleótidos específicos para amplificar un fragmento de 109 pb del gen fructosa aldolasa. 

 

A cada valor de número de moléculas del gen de interés se lo dividió por el número de 

moléculas del gen de referencia: 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

Número de moléculas plpx 
Número de moléculas fructo 1-6 bifosfato 

aldolasa 
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5. 3. 4. Análisis estadístico  

 

El análisis de resultados de la transcripción de los genes plp se realizó con R versión 2.12. 

Los datos de logaritmo del número de moles y el número de moles para cada ADNc 

correspondiente a cada ARN se cargaron a partir de un rchivo de texto preparado con los datos de 

la planilla Excel. 

Los datos de los dos aislamientos de ARN se analizaron por separado. El primer nálisis 

correspondió a las muestras etiquetadas “ARN1”.En primer lugar se realizó un análisis gráfico 

(boxplot) para observar las distribuciones de los datos sin transformar y transformados a 

logaritmos.  

El siguiente paso fue el análisis de la varianza de los datos logarítmicos de abundancia en 

función del gen analizado y del lote de ADNc. Estos resultados se graficaron en boxplots 

separados para cada ADNc. 

Para determinar los contrastes entre genes se realizó un test de Tukey (Tukey, 1953), que 

permite incluir la interacción del modelo (Tukey multiple comparisons of means 95% family-wise 

confidence level). 

Para complementar los análisis anteriores se realizaron contrastes del tipo “todos contra 

uno” usando el test de Dunnett (Dunnett, 1980) comparando todos los genes contra plpe. 

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

 

El análisis estadístico de los datos fue realizado por el Dr. Marcelo Soria del El Instituto 

de Investigaciones en Biociencias Agrícolas y Ambientales – INBA de la Facultad de Agronomía 

de la UBA. 

 

 

6. Expresión de la proteína recombinante PLPA de B. bigemina 

 

6. 1. Clonado del gen  Bbiplpa 

  

Se amplificó la región un fragmento de 1140 pb que codifica para la región carboxilo 

terminal de la BbiPLPA que contiene el dominio MACPF (Figura 1) Los oligonucleótidos 

diseñados se especifican en la tabla 13. A cada oligonucleótido se le agregó el sitio de corte de la 

enzima de restricción BamHI para que el producto de PCR sea  clonado en ese mismo sitio en el 

vector pRSET A (Invitrogen). 
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Figura 1.  Fragmento de la secuencia del gen Bbiplpa que contiene las repeticiones (marcada en violeta) y 

el dominio MACPF (marcado en verde). Las secuencia marcadas en rojo corresponden a los 

oligonucleótidos específicos con los cuales se amplificó el fragmento de 1140 pb para ser clonado. 

 

Nombre Secuencia 5´ -  3´ TM 

(°°°°C) 

 

%GC Hairp TM 

s/s 

largo largo 

s/s 

Perfbamfor GGG GAT CC G ACG TGT CCA ATG CAA CTG CT 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. Oligonucleótidos específicos para amplificar la región carboxilo terminal del gen Bbiplpa.  

ATGGCGGAAGGGCTAGAGAATAACGGCGCTAATGAGAACGAAGCGAATGGTGATCCTGAATTAGTA
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
TGATGACGAAAGTGATGACGTCACAGATGTGGCGGATTACATACGTGAACAAAATGTGGATGTCTT
ACGAACTCCTCCTGGATTGGAGTATTTAGGTTCAGGTTATGACATGGTGAAAGGCAATCCACTGGGT
GACACCATAACCTTGTTGGACCCAGGCTACCGGGCCAATATAATCCAAATGCACTGGCGTAAAGATT
TTGAAGGTGTTAGCAACAGTTTACTATATATGCAACCAAAAGGTGCCTGGGTGAGGTCTTACGTGTC
ATGTCATAAGAGCGACACGGTCTCCGAGGTGGGAAAATCAAAGTCATTGAAGAACGCCCTATCTGT
TGACGCTTCCGTGTCTGCTGAAGTTCCGGGTGATTCTCTAAAGTTTGCAGCTTCTGCAAGCTACAACA
ATGTGAAGAATTCAGAAAGTCAGAAAGGACTAAAGAAATATGTTAGCAGGT CCTACTGTTTAAATT
ATGTCGCTGGTATTCCCAGCTCTATTCCTTGGGATTACACCACCGCCTTCACAATCGCTCTGAAACAG
TTACCTACGAAATTTGAACATGAAAGAGACGGAGTCATATGCTCGCCTAGTATTTATCGC GATA
ACCCTACAAGCAAGGCTTGCTTGGATCTTGGTGTGCGCCCCTGGATGCGAT TTTTCACTATTTT
TGGCACCCATGTTACTACTAAGATATATCTAGGCGGTAAAATGGTCACTCT CATCGAAACTAA
GGCCAGCCAGGAAGCGAAACTTAAAAAACTGGGTATTGATGTGAAGGCCGA AATCAGTGTTCA
AGCGCAAGTGGCCACAGCCAACGGCGCCGTGGGTGTCGGCGTTTCGAAACT AAAGGATAGTA
AAAATGAATCCCTAGATTCGAAAAAGTCAACATTGGCTCTAGGTGGTGACA TCTACGGTAAAG
GCAAAAACCTTTCTTTCAATGACTGGGCTGAGACAGTGTCTAGCTTCTCCA TGCCCGTCAAAG
CCGAGTATACTCCAATCGCCAACTTTCTCGGCAAGAATTTCGTGGATGCAT ACAACGACGCTT
ACGTGTTTTACGGCAAG GTCCTAGTCGGCGAAAATGTC  
 
1140 pb 
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El programa de ciclado para amplificar el gen Bbiplpa se detalla en la tabla 14. Este se 

llevó a cabo en el termociclador Trio Thermoblock (BIOMETRA). 

 

Programa 

94°C 3 min 

 

94°C 30 s 

53°C 30 s 

72°C 1 min 

10 ciclos 

94°C 30 s 

63°C 30 s 

72°C 1 min 

25 ciclos 

72°C 10 min 

 

Tabla 14. Programa de ciclado para amplificar Bbiplpa 

 

 

El producto de PCR obtenido fue chequeado en un gel de agarosa 1% con Bromuro de 

Etidio y luego se clonó en el vector PCR TOPO 2.1 y se procedió a transformar bacterias E. coli 

DH5α con el fragmento ligado a TOPO 2.1. Los plásmidos positivos fueron digeridos con la 

enzima BamHI (Promega) y ligados con T4 DNA Ligasa en el vector de expresión pRSET A 

previamente digerido con BamHI y desfosforilado sus extremos 5´ fosfato. La solución de 

ligación fue utilizada para transformar DH5α. Se seleccionaron clones a los cuales se les extrajo 

el ADN plasmídico. Se examinó la orientación del inserto en el vector digiriendo con la enzima 

de restricción EcoRI (Promega). Los plásmidos que liberaron un fragmento de 759 pb fueron 

seleccionados para transformar E. coli BL21pLys para proceder a la expresión de las proteínas. 

 

6. 2. Expresión y purificación de la proteína en condiciones desnaturalizantes 

 

La expresión de la proteína se llevó a cabo mediante la inducción de 250 ml de cultivo de 

células BL21-pLys transformadas con el plásmido Bbiplpa- pRSETA en medio LB (Luria Broth) 

a una DO600 de 0,4 utilizando IPTG a una concentración final de 1 mM durante 3 horas. Luego de 

transcurrido el tiempo de inducción, se centrifugaron las células a 10000 xg por 20 min a 4ºC y se 
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resuspendieron en 5 ml de buffer de lisis nativo pH: 7.8 (K2HPO4 50 mM, NaCl 400 mM, KCl 

100 mM, Glicerol 10%, Tritón X-100 0.5%,  Imidazol 10 MM, PMSF 2mM) con el agregado de 

1 mg/ml de Lisozima (Sigma), en presencia de imidazol 5 mM para disminuir las interacciones 

inespecíficas. La muestra se incubó 1 h a 4 °C en agitación y se completó la lisis de las bacterias 

y la disrupción de los ácidos nucleicos por sonicación, con 6 pulsos de 10 s en un sonicador 

Branson 250 (VWR Scientific), con intervalos de incubación de 10 s en hielo entre cada pulso. 

Posteriormente, luego de la lisis las bacterias se centrifugaron a 5000 xg por 25 min y se 

examinaron el sobrenadante y el sedimento resultante por SDS-PAGE para determinar la 

solubilidad de la proteína recombinante. La proteína recombinante resultó ser insoluble 

permaneciendo en cuerpos de inclusión del sedimento. Por lo tanto, se tomó el sedimento y se lo 

resuspendió en 2 ml de Buffer Urea 8M con 0,3 M de NaCl. Luego se agitó a 37 °C  durante 1 

hora y se sonicó una vez durante 15 s y se centrifugó a 15000xg durante 30 min a 20 °C. Luego, 

se purificó utilizando la resina Ni-NTA ProBond (Invitrogen). La secuencia His-Tag presente en 

el extremo amino-terminal de la proteína recombinante une los cationes Ni inmobilizados a la 

resina, que emplea el ácido nitriloacético (NTA) como quelante, ya que tiene 4 sitios disponibles 

para la interacción con iones metálicos. Para la purificación de la proteína recombinante se utilizó 

0,5 ml de resina luego de ser activada con 8 volúmenes (4 ml) del buffer de unión Urea 8M con 

0,3 M de NaCl  (equilibrado de la resina). A la resina ya equilibrada se le agregó al sobrenadante 

proveniente de la centrifugación luego de la lisis del sedimento y se incubó a TA durante 1 hora 

en un agitador orbital. Luego, se equilibró una columna cromatográfica de vidrio de 20 cm de 

longitud, se reguló el flujo óptimo de salida y posteriormente se eluyó el sobrenadante 

(Percolado). Inmediatamente,  se procedió a realizar 2 lavados de la resina con 15 ml del buffer 

de lavado Urea 8M con 0,5 M de NaCl y 30 mM de Imidazol (Sigma) La elución de la proteína 

se realizó por desplazamiento competitivo con imidazol. Como buffer de elución se utilizó el 

buffer de lavado con concentraciones crecientes de imidazol (125 mM a 1M). 

La proteína purificada fue sometida a una corrida electroforética en gel de poliacrilamida. 

El rendimiento de la purificación fue evaluado por tinción con una solución de azul de 

Coomassie. 

Se juntaron 4 fracciones que tenían mayor cantidad de proteína (1,5 ml) y se separó por 

electroforesis en gel preparativo mediano de poliacrilamida al 10% con el sistema SE 600 

RUBY™ (GE). La corrida se llevó a cabo 90-100V durante 1 h y luego a 200V durante 3 horas. 

El gel fue teñido con KCl 100mM frío y la banda correspondiente a la proteína de interés fue 

cortada del gel y colocada dentro de una membrana de diálisis de punto de corte 3 KDa  (Pierce). 

Luego se  la sometió a una electro-elución en Buffer Laemmli 1X don 0,05% de SDS a 200 V 
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durante 2 horas en frío. Luego de este tiempo se extrajo el contenido líquido y se colocó en una 

nueva bolsa de diálisis para concentrar la proteína en Sacarosa a 4°C durante  30 min. 

Finalmente, la muestra fue dializada en 1 L de PBS 1X a 4 °C en agitación durante 4 horas, luego 

se cambió el buffer y se lo dejó toda la noche en agitación a  4 °C. Esto se realizó para eliminar la 

Urea presente en la muestra. 

La concentración de proteínas fue medida con el kit BCA Protein Assay (Pierce) 

siguiendo las especificaciones del fabricante. 

 

Electroforesis SDS-PAGE 

 

La proteína recombinante fue separada por su peso molecular por electroforesis SDS-

PAGE en un gel de poliacrilamida  al 12% de acuerdo al método descrito por Laemmli en 1970. 

Para un volumen de 5 ml de gel separador al 10% se utilizaron 2 ml de de solución de acrilamida 

al 30% (acrilamida 29,2 % y N,N’-metil bisacrilamida 0,8 %, BioRad), 1,3 ml de buffer TrisHCl 

1.5 M, pH 8.8, 0.05 ml SDS 10%, 1.7 ml de agua milliQ, 0.05 ml de persulfato de amonio al 10% 

y 2 �l de TEMED (N, N,N`N`-tetra-metiletilendiamin.a, BioRad). Para 1 ml de gel concentrador 

se utilizaron 0.68 ml de agua desionizada, 0.17 ml de solución de acrilamida al 30%, 0.13 ml de 

buffer TrisHCl 1M pH 6.8, 0.01 ml de SDS 10%, 0.01 ml de persulfato de amonio 10% y 1 �l de 

TEMED. Los geles fueron armados en el sistema MiniProtean III (BioRad), y las muestras 

corridas en buffer Laemmli (Tris-HCl 25 mM pH 8.8, glicina 250 mM, SDS 0.1%) a un amperaje 

constante (35 mA) por un tiempo aproximado de 1 hora. Se utilizó el marcador de peso molecular 

Broad Range Molecular Marker (Fermentas). 

 

Luego de la separación electroforética de las proteínas, se realizó la transferencia de las 

mismas a una membrana de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham Biosciences) en buffer de 

transferencia (glicina 39 mM, Tris base 48 mM, SDS 0,037%, metanol 20%). La transferencia se 

realizó aplicando un amperaje constante de 100 mA por 16 horas ó de 200 mA por 1 hora a 4°C. 

Se verificó la transferencia de las proteínas por medio de la tinción reversible de la membrana de 

nitrocelulosa con solución de rojo Ponceau (rojo Ponceau 0,1%, Sigma, ácido acético glacial 

5%). 
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6. 3. Producción de sueros de ratón  

 

6. 3. 1. Ratones 

 

Se utilizaron ratones hembras de 4 meses de edad de la cepa BALB/cAnN cuyos 

progenitores fueron procedentes del National Institute of Health (USA). Los animales nacieron en 

el Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad y posteriormente, fueron 

mantenidos durante 4 meses en el Bioterio del CICVyA del INTA Castelar. 

 

6. 3. 2. Preparación del inóculo 

 

 Se tomaron 500 �l de la proteína recombinante disuelta en PBS1X y se le agregó 10 �l de 

Tween 40 (1%). Luego, se cargaron con jeringa de tuberculina, 500 �l de adyuvante completo de 

Freund (Sigma) y se le agregó a la mezcla anterior de a gotas y agitando con vortex para que se 

formara la emulsión homogénea de color blanco. 

Se realizaron dos preparaciones. 

 

6. 3. 3. Inoculación de los ratones  

 

Previo a la inoculación se le extrajo sangre de la cola a cada ratón para obtener sueros pre-

inmunes 

Se inocularon dos grupos de 3  ratones. Cada ratón fue inoculado vía intraperitoneal con 200 �l 

de emulsión de proteína que contenía 17 �g de proteína. 

Se realizaron sangrados por la cola de cada ratón a los 7 y 14 días post- inoculación. A los 21 días 

se tomó otra muestra de sangre y se inoculó vía intraperitoneal cada ratón (primer estímulo) con 

23 �g de proteína en una emulsión de 200 �l que contenía 100 �l de solución de proteína con 1% 

de Tween 40 y 100 �l de adyuvante incompleto de Freund (Sigma). Se extrajo sangre de la cola 

para suero a los 7 y 14 días del primer estímulo con la proteína. Luego se inoculó cada ratón vía 

intraperitoneal con  20 �g de proteína (segundo estímulo) de la misma manera que se aplicó el 

primer estímulo. Se les extrajo sangre a los ratones a los 7, 14 días y los ratones se sangraron a 

blanco a los 21 días del segundo estímulo. 
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6. 3. 4. Western Blot con sueros de ratón  

Luego de lavar la membrana con agua destilada, se incubó por toda la noche en leche 

descremada al 5% en buffer TBS. Se realizaron distintas diluciones de los sueros de ratón a partir 

de 1/20 hasta 1/200 para su titulación. Se incubo con el suero 2 h. Se realizaron dos lavados de 10 

min y se incubó por 1 hora con el anticuerpo secundario anti-IgG anti-ratón conjugado a fosfatasa 

alcalina (Sigma, dilución 1:30.000). 

Todas las incubaciones fueron realizadas a TA y en agitación, empleando un agitador 

orbital. 

Para la detección de las proteínas recombinantes, se empleó el anticuerpo anti-histidina 

(Amersham) diluido 1/3000 en TBS-5% leche descremada. Luego de dos lavados finales y de una 

incubación de 10 min en el buffer de fosfatasa alcalina (Tris-HCl 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, 

MgCl2 5 mM), se agregó el sustrato 5-bromo-4-cloro-3 indolil fosfato (BCIP) en combinación 

con nitro blue tetrazolium (NBT) (Promega). Se incubó con solución de revelado (33 �l de 50 

mg/ml NBT 16,5 de 50 mg/ml BCIP en 5 ml del buffer para fosfatasa alcalina). 

 

6. 4. Inmunodetección de BbiPLPA recombinante con sueros bovinos  

 

Se utilizaron sueros de bovinos provenientes del NEA (zona donde la babesiosis es una 

enfermedad enzoótica) que se siguió a lo largo del tiempo. Los sueros fueron diluídos para su uso 

en TBS-5% Leche (dilución 1/25) y se prosiguió el protocolo de Western Blot como se detalló en 

el punto anterior. 

 

6.5. Inmunofluorescencia indirecta con sueros de ratón 

 

Para el estudio de la localización subcelular en el parásito de las proteínas PLPs se 

optimizó la técnica de inmunofluorescencia indirecta sobre frotis de eritrocitos infectados con B. 

bigemina (cultivo in vitro de la cepa BbiS2P) e incubados con los sueros inmunoreactivos de 

ratón contra la proteína BbiPLPA recombinante. Se utilizaron como controles, un anticuerpo 

monoclonal de ratón contra la IgM de la membrana de los eritrocitos infectados, la IgM del suero 

bovino se une a través de la fracción cristalizada de la inmunoglobulina (Echaide y col., 1998) 

(control positivo de la técnica) y el suero de ratón previo a la inmunización con la proteína 

recombinante (control negativo). Brevemente, se descongelaron los extendidos de sangre de un 

bovino infectado con B. bigemina a 37 ºC  durante 30 min. Luego, los sueros fueron diluídos con 

PBS 1X (dilución 1/100), se aplicaron sobre el extendido y se incubaron en cámara húmeda a 
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37ºC durante 40 min. Luego de la incubación los extendidos fueron lavados dos veces con 

PBS1X durante 10 min y una vez con agua destilada. Posteriormente, se le agregó una dilución 

1/100 del suero monoclonal anti-ratón conjugado a FITC (SIGMA) y se incubó a 37 ºC en 

cámara húmeda durante 40 min. Luego, los extendidos se lavaron como se detalló anteriormente. 

Finalmente, se le agregó solución de montaje, se cubrió con portaobjetos y se observó 

inmediatamente en un microscopio de fluorescencia El Micro es un Nikon Eclipse 80i utilizando 

un filtro en la longitud de onda del UV con un aumento de 1000x. 

Esta técnica fue realizada en el laboratorio de Inmunología de la Estación Experimental 

del INTA Rafaela y las fotos obtenidas fueron gentileza del Doctor Ignacio Echaide. 

 

 

7. Análisis proteómico 

 

7. 1. Extracción de proteínas solubles del estadio intraeritrocitario de B. bigemina 

 

7. 1. 1. Lisis de eritrocitos parasitados por Babesia bigemina 
 
 

Se partió de sangre de un ternero Hereford infectado con la cepa de referencia BbiS2P en 

la Estación Experimental Agropecuaria del INTA Rafaela (Santa Fe). Se concentró el paquete de 

eritrocitos parasitados (PEP) por centrifugación a 1000xg a  4° C durante 20 min. Por cada 11 ml 

de PEP agregaron 350 ml de buffer Veronal (para preparar 2 ml de solución 5X: 85 g de NaCl, 

3,75 g de Barbital Na, 5,75 g de Acido Barbitúrico) que incluyó 7 ml de Hemolisina (1:50). Se 

incubó a 37° C durante 30 min. Luego, se agregaron 11 ml de complemento de cobayo y se 

incubó la suspensión a 37° C durante 30 min., agitando a los 15 min, durante algunos segundos. 

Se homogeneizó la mezcla en agitador con movimiento suave durante 30 min. Se centrifugó a 

3000xg durante 25 min a 4°C y se eliminó el sobrenadante. Se mezcló el sedimento suavemente y 

se mantuvo en Vym a 4°C hasta su utilización. 

Se aplicó el mismo protocolo de lisis para eritrocitos sin infectar utilizados como control 

de contaminación de proteínas del parásito proteínas del eritrocito que podrían interferir. 

 

7. 1. 2. Purificación de merozoítos de Babesia bigemina 

 

Se preparó una solución 1:10 con PBS 10x  (1 PBS: 9 Percoll GE). A continuación se 

diluyó la solución anterior al 50% con PBS 1X y se distribuyó en tubos de microcentrífuga (10-
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12 ml). Se agregó el sedimento mencionado en el punto anterior arriba. Luego se centrifugó a 

26000 xg durante 30 min a 5°C. Se formó un gradiente que nos permitió aislar la banda grumosa 

del tercio inferior de la columna de Percoll correspondiente a los merozoítos de B. bigemina. Se 

realizó un lavado con 100 ml PBS 1X para eliminar el Percoll. El sedimento se resuspendió en 

PBS 1X con inhibidores de proteasas (PMSF de Sigma, TCLK, E-64, Complete EDTA-Free 

Roche), Se verificó la presencia de merozoítos en la muestra mediante tinción con Giemsa y 

observación al Microscopio óptico (A= 100X con aceite de inmersión) 

Del mismo modo se purificó el sedimento de la lisis de los eritrocitos sin infectar por un 

gradiente de percoll y se aisló la banda superior del gradiente correspondiente a restos de 

membrana y otras proteínas del eritrocito. 

 

7. 1. 3. Preparación de muestra para Isoelectroenfoque 

 

Partimos de merozoítos de Babesia bigemin.a previamente aislados con el gradiente de 

percoll. 

A estas muestras les aplicamos los siguientes protocolos con algunas modificaciones para 

comparar entre métodos de extracción: 

 

Protocolo 1 (Shin y col.,  2005)  

 

En primer lugar, se concentró muestra de 5 ml de merozoítos en PBS 1X con sacarosa, 

llevando la muestra a 2 ml. Luego, se realizó una diálisis en 1L de  Tris-base 40mM a 4ºC  en 

agitación durante 2horas y luego se le agregó buffer fresco para seguir dializando por 1 hora 

adicional. La muestra dializada fue conservada  a -80 ºC. 

Posteriormente se produjo la lisis de los parásitos con 2 ciclos de congelado con nitrógeno 

y descongelado a 30 ºC. El lisado fue sonicado a 1 ciclo de 20 s. En este punto se tomó una 

alícuota para medir concentración de proteínas utilizando el kit BCA Protein Assay (Pierce).   

Se le adicionó a la muestra  Tiourea 2,2 M (GE)  y  Urea 7,7M (GE) (ambos agentes 

caotrópicos que eliminan las interacciones proteína- proteína), CHAPS(GE) 4%m/v (detergente 

iónico que contribuye a la solubilización de proteínas de membrana), Tritón X-100 0,5%v/v, 1 

(detergente), DTT (GE) % m/v (agente reductor de puentes disulfuro), 0,5%v/v IPG buffer pH 3-

10 (GE) (aporta los anfolitos), 0.002%m/v azul de bromofenol (Sigma). La muestra se incubó 1 h 

a 0ºC. Se tomó una alícuota para medir concentración de proteínas. No pudimos calcular la 



 - 60 -                                                                                                       

concentración de proteínas en esta muestra debido a la gran interferencia de los componentes de 

la misma. 

Tomamos una alícuota para sembrar en un SDS-PAGE 12% y guardamos la muestra a -

80ºC para separar sus proteínas por isoelectroenfoque. 

 

Protocolo 2 (Gelhaus y col., 2005) 

 

Se concentraron con sacarosa 3 ml de muestra de merozoítos en PBS 1X, obteniendo un 

volumen final de 1 ml. Se dializó contra 1L de H20 durante 1h  luego se agregó 1L de H20 fresca 

para seguir dializando por 2 horas. Se tomó una alícuota para medir concentración de proteínas. 

Posteriormente, la muestra fue sonicada (1 ciclo de 20s) y se le agregaron los siguientes 

reactivos: 2M Tiourea 8M Urea,  4%m/v CHAPS 0.5%v/v Tritón-X100, 40 mM DTT  0.5%v/v, 

IPG Buffer pH 3-10. Luego, se sonicó la muestra en baño (Branson Ultrasonic) a 18ºC durante 15 

min. Transcurrido este tiempo, se centrifugó a 2000xg durante 15 min a 20ºC. El Sobrenadante 

con proteínas solubles se guardó a -20ºC.  

 

Protocolo 3 (protocolo de extracción de proteínas de Mycobacterium smegmatis)  

 

Este protocolo fue gentileza de la Microbióloga Gabriela Echeverría y la Licenciada 

Wendy Xolalpa (Instituto de Biotecnología del INTA Castelar y el Departamento de Biología 

Celular, Facultad de Ciencias de La Universidad Nacional Autónoma de México (comunicación 

personal) 

 

En este caso la fase purificada con percoll fue lavada y el sedimento fue guardado seco a -

80°C. Luego, se determinó el peso húmedo del sedimento  y se le agregó 3 ml de Tris Base 

40mM con inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, Cocktail complete EDTA –free de Roche, 

TLCK 0.18 mg/ml, E64 25 µM). La lisis de los parásitos se realizó con 2 ciclos de congelado con 

N2 líquido y descongelado (30ºC) y luego se sonicó  durante 20s (1 vez). Se tomó una alícuota 

para medir concentración de proteínas y luego se tomaron 10 �g para sembrar en un SDS-PAGE 

10%. Se siguió con el protocolo o se conservó a -80ºC. 

Las proteínas fueron precipitadas de la muestra con TCA- DOC. Se tomó un volumen 

para 110 �g de proteínas (100 �g  + 10% error)  para sembrar posteriormente en tira de 

isoelectroenfoque de 7 cm. Se agregó al volumen de muestra DOC hasta llegar a una 

concentración final del 0.02% (stock 2%). Se mezcló con vortex e incubó 15 min a TA. Luego, se 
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agregó TCA 100% hasta llegar al 10% de concentración final. Se mezcló con vortex. E incubó 1h 

a TA. La muestra se centrifugó durante 10 min. a 13500rpm 4 ºC y se descartó el sobrenadante 

por decantación absorbiendo con papel hasta secar. La muestra se lavó con 200 �l de Acetona 

enfriada previamente a -20 ºC se mezcló con vortex y se incubó en hielo por 15 min. Se 

centrifugó 10 min a 13.500rpm 4 ºC. El sobrenadante fue descartado y el sedimento se dejó secar 

5 min. Se resuspendió en 130 �l de Buffer de Rehidratación (2,2M Tiourea, 7,7M Urea, 4%m/v 

CHAPS, 0.5% v/v Tritón X-100, 0,002% m/v azul bromofenol). Se guardó la muestra a -80ºC 

cuando no se usó en el momento, mientras que cuando se usó directamente se le agregó en el 

momento 1%m/v DTT y 0.5%v/v de IPG buffer. Las proteínas en el buffer de rehidratación 

fueron incubadas 10 min. a TA. La muestra se centrifugó 5 min a 13.500 rpm (o 10.000rpm) a 

TA. (Para precipitar los complejos insolubles). 

El mismo protocolo de extracción fue utilizado para extraer proteínas de eritrocitos sin 

infectar. 

 

7. 2. Electroforesis en dos dimensiones 

 

Esta técnica separa  las proteínas por su punto isoeléctrico (Isoelectroenfoque, primera 

dimensión) y luego de acuerdo a su peso molecular (SDS-PAGE, segunda dimensión). Como 

resultado se logra una mayor separación de proteínas del mismo peso molecular pero con 

distintas características físico-químicas. 

 

7. 2. 1. Separación de proteínas en la primera dimensión: Isoelectroenfoque (IEF) 

 

Se utilizó el sistema de Ettan IPGphor de GE Healthcare 

 

Se rehidrató una tira de 7 cm con 125 �l de muestra. Se colocó la muestra en el recipiente 

de rehidratación, luego se ubicó la tira con el  gel hacia y se cubrió con 1 ml de (GE). Se incubó 

16 horas a TA. 

Para realizar el IEF se preparó  el equipo a 20ºC. El colector se recubrió de 110 ml de 

Immobiline™ DryStrip Cover Fluid. Luego, se humedecieron las almohadillas con 150 �l de 

agua desionizada.  

Una vez rehidratadas las tiras se colocaron en el colector cuidando la orientación de la 

tira, el lado ácido (+) hacia el ánodo. 
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Se colocan las almohadillas hidratadas sobre cada extremo de la tira tocando 

aproximadamente 0.5 cm de gel. 

Los electrodos se colocaron sobre las almohadillas de manera que se asurase el contacto 

entre ellos y con la plataforma de corriente. 

El IEF se llevó a cabo con el siguiente programa:  

Por pasos           100V                 150v/h (para eliminar sales, se puede dejar mas tiempo a 200v/h) 

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 superó los 50 �A por tira.  Una vez focalizadas las proteínas por 

diferencias en su punto isoeléctrico se guardaron las tiras a -80ºC o se usaron inmediatamente en 

la segunda dimensión. 

 

7. 2. 2. Separación de las proteínas en la segunda dimensión: SDS-PAGE 

 

Las tiras del IEF fueron equilibradas en Buffer de equilibrado SDS (solución madre: 50 

mM Tris-HCl, pH 8,8; 6M Urea; 30% v/v glicerol; 2%m/v SDS; 0,002 m/v azul  de bromofenol). 

Se realizó un primer equilibrado agregando a 10 ml de Buffer de equilibrado SDS con 100 

mg de DTT (GE) a un tubo de 15 ml. Las tiras fueron colocadas en tubos individuales e 

incubadas por 15 min en agitación suave a TA. 

Posteriormente, se realizó un segundo equilibrado agregando a 10 ml de Buffer de 

equilibrado SDS con 250 mg de Iodoacetamida (GE). Los tubos con las tiras fueron incubados 

por 15 min en agitación suave a TA. 

Se procedió a preparar el gel 10% (MiniProteanIII de BioRad), el hacer el separador al 

10% y el concentrador con un peine preparativo 

Las tiras equilibradas fueron recortadas de acuerdo al tamaño del peine utilizado. Se 

procuró que el extremo positivo del gel quedara intacto ya que la mayor parte de las proteínas 

migran hacia este. Por lo tanto, el extremo negativo se recortó de acuerdo al tamaño necesario.   

Las tiras fueron colocadas en el pocillo del gel concentrador, ubicando el extremo positivo 

cercano al marcador de peso molecular de proteína Page Ruler (Fermentas). El programa de 

corrida fue de 10 mA/gel cuando el frente de corrida llegó al gel separador se subió la corriente a 

20 mA/gel hasta el final de la corrida. . Los geles se corrieron poniendo la cuba en hielo.  
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7. 2. 3. Tinción con Coomassie Coloidal (Giavalisco y col., 2005) 

 

Los geles se fijaron en 50% Etanol, 2% de ácido fosfórico y se incubaron toda la noche en 

agitación a TA. Luego, se lavó con agua fría 2 veces de 30 min cada una. 

Se transfirieron a una solución de 34% metanol, 15% sulfato de amonio y 2% de ácido 

fosfórico y se incubaron durante 1hora a TA. Se les agregó 0.250g/250 ml de powdered CBB G-

250 (Sigma) y se incubaron en agitación suave a TA por 3 días. Finalmente se destiñeron con 

agua. 

  

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

 

La membrana fue activada previamente con Metanol durante unos pocos min y luego se 

colocaron la membrana y el gel en la sandwichera y se realizó la transferencia durante 45 min a 

60V 

Tinción de las membranas: 

Luego de la transferencia, las membranas se secaron al aire y en un recipiente limpio se 

colocó la solución de Coomassie R-250 (Sigma) (Coomassie R-250 0.1%, Metanol 50% y Acido 

acético 7%), las membranas se colocaron encima de la solución.  Cuando se comenzaron a 

observar los primeros puntos se sumergieron y se incubaron durante 2 min, en agitación 

esporádica. Se retiró el colorante y se procedió a desteñir la membrana con la solución 

decolorante de membranas (Metanol 50% y Acido acético 7%).  Se cambió la solución 

periódicamente hasta observar claramente las proteínas. 

Se dejó secar al aire entre acetatos y se escanearon en Image Scanner (GE) entre acetatos.  

Se marcó la zona teñida, la orientación  y el marcador de peso molecular fue cortado. 

Finalmente se decoloró totalmente con la solución decolorante de Background (Metanol 

90% y Acido acético 10%) 

La membrana  fue secada al aire y almacenada entre hojas de papel Whatman hasta su 

posterior uso en Western Blot. 

 

7. 2. 5. Western Blot 

 

Se llevó a cabo el  protocolo detallado anteriormente con sueros bovino positivos para la 

enfermedad. Uno de ellos fue el suero de la Red de Latinoamérica y el Caribe- FAO (dilución 

1/600), proveniente de una infección experimental con un extracto de antígenos solubles de una 
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cepa venezolana y eritrocitos infectados provenientes del cultivo de una cepa mexicana de B. 

bigemina (Guglielmone y col, 1997), el segundo fue un suero de referencia proveniente de la 

inoculación de un ternero con antígeno soluble de B. bigemina + adyuvante Quil-A (Echaide y 

col., 1993) (dilución 1/400) y por último se utilizó un suero de un bobino naturalmente infectado 

en la fase crónica de la enfermedad (Elisa Indirecto positivo para B. bigemina) proveniente del 

NEA (zona donde la enfermedad es enzoótica ) (dilución 1/250). Se utilizo como control negativo 

un suero de un bovino negativo para la babesiosis (dilución 1/100). El revelado se realizó por 

quimioluminiscencia con el Kit ECL (Pierce) 

 

7. 3. Predicción del punto isoeléctrico y geles virtuales en dos dimensiones 

 

Se predijo la distribución de las proteínas de B. bovis anotadas en el NCBI en un gel de 

dos dimensiones utilizando el programa JVirGel versión 2.0: http://www.jvirgel.de/ (Hiller y col., 

2006).  Los puntos isoeléctricos se calcularon con el programa pepstats del servidor EMBOSS 

(http://emboss.sourceforge.net/apps/release/5.0/emboss/apps/pepstats.html). Los gráficos de 

distribución de frecuencias de proteínas según su punto isoeléctrico y los cálculos estadísticos se 

realizaron con el programa Matlab (desarrollado por MathWorks: http://www.mathworks.es/)  

 
  
8. Análisis Bioinformático 

 

8. 1. Búsqueda de secuencias  

 

Se identificaron los genes anotados de B. bovis con dominio MACPF anotados con 

dominio MACPF en la base de datos de genes de referencia (Refseq) del Nacional Center for 

Biotechnology Informartion (NCBI). Las proteínas anotadas de B. bovis se utilizaron para 

seleccionar aquellos contigs del proyecto genoma de B. bigemina 

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_bigemina/) que presentaban similitud de secuencia con el 

dominio MACPF, para lo cual se utilizó el algoritmo de búsqueda de secuencias homólogas 

TBLASTN (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/b_bigemina) seleccionando en 

opciones avanzadas la matriz Blosum 62 y un valor de E esperado de 0.0001 
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8. 2. Anotación de los genes  

 

Las secuencias homólogas de los contigs de B. bigemina fueron extraídas del archivo 

“contig260608.fasta” ubicado en el sitio ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Babesia/bigemina/.  

Sobre los contigs de B. bigemina fueron predichos modelos génicos (intrones, exones, señal de 

TATA, señal de Poly A) y sus secuencias codificantes con dos herramientas que utilizan modelos 

ocultos de Markov: fgenesh (http://linux1.softberry.com/berry.phtml)  entrenado con P. 

falciparum y Glimmer HMM (Shmatkov y col., 1999) entrenado con los genes anotados 

manualmente de B. bovis. Además, sobre las secuencias codificantes, se predijo el péptido señal 

utilizando el algoritmo SignalP 3.0:http://www.cbs.dtu.dk/ services /SignalP/ (Bendtsen y col., 

2004). Asimismo se buscó el dominio MACPF a través de SMART: http://smart.embl-

heidelberg.de/ (Shultz y col., 1998 y Letunic y col., 2009) 

A partir de la predicción arrojada por fgenesh y Glimmer HMM, teniendo en cuenta la 

presencia del péptido señal predicho por Signal P y de la secuencia del dominio MACPF entera, 

se realizó un consenso de la estructura de cada gen  y se lo anotó utilizando la herramienta 

Artemis (Rutherford y col., 2000). 

Asimismo, la herramienta de genómica comparativa Artemis Comparisson Tools (ACT) 

(Carver y col., 2008), fue utilizada para incorporar y refinar los modelos génicos en B. bigemina, 

según sus homólogos anotados en el genoma de B bovis.  

El trabajo de anotación fue realizado en colaboración con la Lic. Natalia Rego y el Dr. 

Hugo Naya de la Unidad de Bioinformática del Instituto Pasteur de Montevideo, Uruguay. 

 

8. 3.  Alineamientos de secuencias 

 

Los alineamientos utilizados para demostrar homología entre los dominios MACPF se 

realizaron con la herramienta de alineamiento múltiple Clustal W2.0.9 (Larkin y col., 2007)  

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) del servidor ExPASy Proteomics Server 

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

 

8. 4. Predicción de estructura secundaria y terciaria de las proteínas 

 

La estructura secundaria de las secuencias de las proteínas con dominio MACPF fue 

predicha con el programa Jpred 3 (http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/) desarrollado 

por Cole y colaboradores (2008). 
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Los residuos aminoacídicos conservados por sus propiedades fisicoquímicas fueron 

extraídos del resultado del alineamiento por ClustaW2.0.9 observado en el modo Jalview. 

Para modelar la estructura terciaria de la BbiPLPA y BbiPLPB por homología a una 

estructura cristalizada se realizó una búsqueda del dominio MACPF con el servidor ProDom: 

http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/home.php (Bru y col., 2005).  

Para la identificación de los posibles templados de estructura conocida se realizó una 

búsqueda utilizando el algoritmo Psi- BLAST (Position-Specific I terated BLAST ) utilizando 

como entrada la secuencia de los dominios MACPF identificados por ProDom con un valor 

esperado umbral E de 0,0001. Por otro lado, se realizó una búsqueda de posibles templados 

servidor FFAS03: http://ffas.ljcrf.edu/ffas-cgi/cgi/ffas.pl (Jaroszewski y col., 2005) estableciendo 

como valor significativo de la predicción aquellos valores menores – 9.5).  

Se le asignó un plegamiento a los dominios MACPF de B. bigemina utilizando el servidor 

PHYRE (Protein Homology/analogY Recognition Engine): http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/ 

(Kelley y col., 2.009). 

Utilizando el templado hallado en el punto anterior (Código de acceso de PDB: 2QQH) se 

extrajo la estructura tridimensional y secuencia depositada en la RCSB PDB (Protein Data Bank) 

Con el archivo correspondiente a la estructura tridimensional y el alineamiento secuencial entre el 

templados y los dominios MACPF de B. bigemina realizamos el modelado por homología de la 

estructura tridimensional de los dominios MACPF de BbiPLPA y BbiPLPB utilizando el servidor 

TITO: http://bioserv.cbs.cnrs.fr/HTML_BIO/frame_tito.htm y el programa MODELLER 

(copyright © 1989-2010 Andrej Sali, UCSF). La visualización de las estructuras terciarias 

predichas fue realizada con el programa PyMOL (Molecular Graphics System, Version 1.3, 

Schrödinger, LLC). 

La validación de los modelos de estructura tridimensional obtenidos se realizó por medio 

de un análisis de superposición espacial de residuos entre 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/options.html (Sumathi y col., 2006). Para medir la 

similitud entre las dos estructuras rígidas superpuestas se utilizó la función residual RMSD (raíz 

cuadrada de la media de la desviación al cuadrado) (Figura 2). 
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Figura 2.  Ecuación para el cálculo del RMSD y esquematización de la distancia entre átomos iguales de 

las estructuras tridimensionales superpuestas. 

 

 

8. 5. Identificación y caracterización molecular de secuencias repetitivas 

 

Las repeticiones en las secuencias de los genes de plps de B. bigemina  y B. bovis fueros 

halladas utilizando el programa Tandem repeat Finder: http://tandem.bu.edu/trf/trf.html (Benson, 

1999) y XSTREAM: http://jimcooperlab.mcdb.ucsb.edu/xstream/ (Newman y col., 2007) 

Se diseñaron oligonucleótidos específicos para amplificar las regiones repetitivas de cada 

uno de los genes: Bbiplpa y Bboplpa (Tabla 15). 

 

Nombre Secuencia 

 

Tama

ño 

TM 

(°°°°C) 

%G

C 

Horquilla 

(Hairpin) 

Tamaño de 

producto 

esperado 
PerfBig_for 5´- GGGCTAGAGAATAACGGCGC - 3´ 20 pb 58,2  60 % TM= 18,6°°°°C 

 

PerfBig_Rev 5´- CGGTAGGACTACTGCTTTCAGC- 3´ 22pb 57,3 54.5 

% 

TM= 38,1°°°°C 

 

1012pb 

Bboplp1rpt_Fnew 5´- AGAAAGGTCACACTCCGATGCT - 3´ 22pb 58,3  50 % TM= 22,1°°°°C 

 

Bboplp2rpt_Rnew 5´-CGACACTTGCTCTATAACCCGG - 3´ 22pb 57.4 50 % TM= 5,4°°°°C 

 

1167pb 

 

Tabla 15. Secuencia y características de los oligonucleótidos para amplificar las regiones repetitivas de 

Bbiplpa y Bboplpa. 

 

La reacción se llevó a cabo según fue descripto anteriormente. Los templados utilizados 

fueron ADN genómico las cepas  BbiS2P, BbiS1A, BbiM1P, BbiM1A, BbiM2P, BbiMx, 

BbiBr1P, BboM1A, BboM2P, BboBr1P, BboUy1P, BboR1A. Asimismo se utilizó DNA 

genómico de muestras de sangre de bovinos de campo del NOA y NEA para analizar la secuencia 
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repetitiva en B. bigemina.  Los controles negativos de cada PCR fueron realizados agregando 

agua a la mezcla de reacción. Las condiciones de ciclado se detallan en la tabla 16. 

 

Temperatura Tiempo 

94°C 3 min 

94°C 30 s 

57°C/59°C 

Bbiplpa/Bboplpa 

30 s 

72°C 1 min 

40 ciclos 

72°C 10 min 

 

Tabla 16. Programa de ciclos para amplificar las regiones repetitivas de los genes Bbiplpa y Bboplpa. 

 

 

Los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1,5 % y teñidos con 

Bromuro de Etidio para su visualización. Además, cada producto fue purificado de la reacción de 

PCR utilizando el kit de extracción QIAquick (QIAGEN) y eluídos de las columnas con 30 ul de 

agua libre de enzimas que degradan el ADN. Los eluatos fueron sembrados en gel de agarosa 

para verificar su calidad y se midieron las muestras en el NanoDrop®  (ND- 1000 

Spectrophotometer) para determinar la concentración de los fragmentos. 

Los fragmentos fueron secuenciados en la Unidad  de Genómica del Instituto de 

Biotecnología del INTA Castelar. 

Las secuencias resultantes y los cromatogramas fueron analizados utilizando el programa 

BioEdit (copyright © 1997- 2005, Tomm Hall). Las secuencias de nucleótidos fueron traducidas 

a aminoácidos mediante la herramienta de traducción del Expasy Proteomics Server 

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

 

8. 6. Análisis filogenético 

 

Para realizar el análisis evolutivo de la familia de las perforinas en Apicomplexa, las 

secuencias de aminoácidos de Plasmodium falciparum y  Plasmodium yoelii fueron buscadas en 

la base de datos de genomas anotados de patógenos eucariotas: Eupath DB 

(http://eupathdb.org/eupathdb/) teniendo en cuenta los números de acceso publicados en el 
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trabajo de Kaisser y colaboradores en el 2004. Por otro lado, en el caso de las secuencias de 

Toxoplasma gondii y Neospora caninum fueron extraídas del banco de genes del NCBI. 

Asimismo, las secuencias con dominio MACPF de Theileria annulata y T. parva fueron 

identificadas por medio de una búsqueda de homólogos a las PLPs de B. bovis y B. bigemina 

utilizando el algoritmo BLASTP del NCBI. 

Se identificaron 42 proteínas del tipo perforina en los apicomplejos estudiados y cuatro en 

T. gondii y N. caninum, que fueron usadas como grupo externo. Dado el nivel de divergencia en 

estas secuencias proteicas, solo los dominios MACPF fueron alineados. En extremo divergente 

fue la perforina Ncplp3 de N. caninum, por lo que fue eliminada del grupo externo  

 Estas secuencias fueron alineadas con el programa DIALING: http://bibiserv.techfak.uni-

bielefeld.de/dialign/ (Subramanian y col., 2008) utilizando los parámetros por defecto, resultando 

en un alineamiento de 429 posiciones Para filtrar los gaps  se utilizó el TrimAl: 

http://trimal.cgenomics.org (Capella-Gutierrez y col., 2009) con la opción automated1, que 

resulto en un alineamiento final de 184 posiciones por cada una de las 46 secuencias. 

Utilizando el programa Modelgenerator: http://bioinf.may.ie/software/modelgenerator/ (Keane y 

col., 2006)  se ajusto un modelo de evolución según el criterio de AIC2: WAG+I+G (con 4 

categorías en la distribución gamma) y el árbol se construyó con PhyML 3.0 (Guindon y Gascuel, 

2003) utilizando el modelo de evolución WAG+I+G con una búsqueda exhaustiva: lo mejor de 

SPR y NNI, partiendo de 5 árboles aleatorios. Durante la búsqueda se optimizó la topología y el 

largo de las ramas. Como medida de apoyo a los nodos se utilizo el método SH-LRT. 

 

El análisis filogenético fue realizado en colaboración con la Lic. Natalia Rego y el Dr. Héctor 

Romero (Sección de Biomatemática, Facultad de Ciencias, Universidad de la República, 

Montevideo, Uruguay) 
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Resultados 

 

 

Objetivo 1. Desarrollo de un método de detección molecular de B. bigemina sensible y 

reproducible a partir de la información genómica disponible.   

 

 

1. 1. Identificación del gen rap-1a  de B. bigemina 

 

La familia de genes rap-1 codifica para proteínas que se localizan en las roptrias de 

Babesia bigemina. Estas proteínas han sido ampliamente estudiadas principalmente como 

candidatas para el desarrollo de vacunas contra la babesiosis bovina (Brown y col., 1998; Brown 

y col., 1999). La organización de los genes rap-1a ha sido reportada previamente en la cepa 

clonada JG-29 de B. bigemina (Hötzel y col., 1997). Existen cuatro variantes de genes rap-1a 

distribuidas en cinco copias en tándem en el locus rap-1. Las cuatro variantes del gen: rap-1a-α1, 

rap-1a-β1, rap-1a-β2 y rap-1a-β3 poseen una región central conservada (Suarez y col., 2004). 

Con el objetivo de establecer la localización de la región conservada en el gen rap-1a fueron 

analizadas todas las secuencias anotadas de las variantes del mismo en la base de datos del 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) Esta base de datos es redundante y no 

está curada debido a que la anotación del genoma aún no se ha finalizado. En consecuencia, se 

hallaron 28 secuencias de las variantes de rap-1a correspondientes a rap-1a-α1, rap-1a-β2 y rap-

1a-β3 pero no a rap-1a-β1 y se seleccionaron secuencias teniendo en cuenta aquellas que poseían 

un mayor tamaño pertenecientes a la misma cepa de referencia de B. bigemina (Tabla 1).  

 

Número de acceso al 

NCBI 

Descripción Tamaño 

(pb) 

AF017295.1 

 

Babesia bigemina strain CGA RAP1 beta-3 (RAP-1 beta-3) 

gene, partial cds 

1016 

AF017293.1 Babesia bigemina strain CGA RAP1 beta-2 (RAP-1 beta-2) 

gene, partial cds. 

 

1085 

AF017284.1 Babesia bigemina strain CGA RAP-1 alpha-1 (RAP-1 alpha-1) 

gene, partial cds. 

 

1051 

 

Tabla 1.  Secuencias de nucleótidos correspondientes a tres de las tres variantes del gen rap-1a: rap-1a-

α1, rap-1a-β2 y rap-1a-β3 seleccionadas para su análisis. 
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Las secuencias correspondientes a tres de las variantes del gen fueron alineadas con el  

algoritmo ClustalW (EMBL-EBI, Expasy proteomics Server). El alineamiento múltiple permitió 

identificar la presencia de una región conservada en su totalidad que se extiende desde el inicio 

del marco abierto de lectura  hasta la posición 618  (Figura 1A).  
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gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 TTCGCATCGCAGTACTTCTACATGACTACGTTGTACTACAAGACTTACCT 50
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 TTCGCATCGCAGTACTTCTACATGACTACGTTGTACTACAAGACTTACCT 50
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 TTCGCATCGCAGTACTTCTACATGACTACGTTGTACTACAAGACTTACCT 50

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 GACCGTTGACTTTACGGCGGCTAAGTTCTTCAACAAGCTTGCTTTCACAA 100
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 GACCGTTGACTTTACGGCGGCTAAGTTCTTCAACAAGCTTGCTTTCACAA 100
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 GACCGTTGACTTTACGGCGGCTAAGTTCTTCAACAAGCTTGCTTTCACAA 100

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 CTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTTTGGTTAGG 150
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 CTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTTTGGTTAGG 150
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 CTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATCCAGAAGGCGTTGAAGCGTTTGGTTAGG 150

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 AGCAACCTTCCCGTTGACCTTGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGA 200
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 AGCAACCTTCCCGTTGACCTTGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGA 200
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 AGCAACCTTCCCGTTGACCTTGGAACCCACCCTGAGGCCACCATCCGCGA 200

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 AATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCTGCGATGA 250
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 AATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCTGCGATGA 250
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 AATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCTGCGATGA 250

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 CCTCGTTCGCTGAGCGTTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTT300
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 CCTCGTTCGCTGAGCGTTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTT300
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 CCTCGTTCGCTGAGCGTTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTT300

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 ACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAA 350
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 ACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAA 350
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 ACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAA 350

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 GTTCAAGGAGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTA 400
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 GTTCAAGGAGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTA 400
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 GTTCAAGGAGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTA 400

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 TGAAGCACGTCTCTCAGCCTGTAAAGACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCT450
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 TGAAGCACGTCTCTCAGCCTGTAAAGACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCC450
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 TGAAGCACGTCTCTCAGCCTGTAAAGACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCC450

*************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGTCGTCGGTCAAAGCACCAAGCA 500
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGTCGTCGGTCAAAGCACCAAGCA 500
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 GAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGTCGTCGGTCAAAGCACCAAGCA 500

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 TATTGCCAACGGTGTACGTGATTTGGCAAGGATGATTAAGGAGCCTAGCC 550
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 TATTGCCAACGGTGTACGTGATTTGGCAAGGATGATTAAGGAGCCTAGCC 550
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 TATTGCCAACGGTGTACGTGATTTGGCAAGGATGATTAAGGAGCCTAGCC 550

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 AACAAATAATTCGTGAGAAGCTGCCTCACTACCTTTCTAAGGCAAAGGGA 600
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 AACAAATAATTCGTGAGAAGCTGCCTCACTACCTTTCTAAGGCAAAGGGA 600
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 AACAAATAATTCGTGAGAAGCTGCCTCACTACCTTTCTAAGGCAAAGGGA 600

**************************************************
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01 GCCGTTGAGCACGTTGTTGACAAGGTTAAATCAAAAACTTTAAAGAAGCG650
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01 GCCGTTGAGCACGTTGTTGACAAGGTTAAATCAAAAACTTTAAAGAAGCG650
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01 GCCGTTGAGCACGTTGTTAAGAAGGTTAAATCCGTTGTGCCGATAAAGCA 650

****************** * ***********          *  ****
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Figura 1.A. Alineamiento múltiple de las tres variantes del gen rap1-a (rap-1a- α1; rap-1a- β2 y rap-1a-

β3). Se indica la posición de los oligonucleótidos específicos Bbi400F (flecha hacia la derecha) y Bbi400R 

(flecha hacia la izquierda); B. Esquema de las tres variantes del gen rap-1a utilizadas en este trabajo: α1, 

β1, β2 y β3. En rojo: región conservada en las tres variantes del gen. Las flechas representan los 

oligonucleótidos específicos para la amplificación de un producto de PCR idéntico de 412 pb de la región 

conservada. 

 

 

gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01      TGCTGGTGAATCATCGGAAGAATCATACAGCGATTCCGAAGAAGAAATTC 700 
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01      TGCTGGTGAATCATCGGAAGAATCATACAGCGATTCCGAAGAAGAAATTC 700 
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01      AAAGGGCGACCAACCATCCGAA---- GCAGCTGTAGAGGAAACCGTTCCG 696 
                                        **  **    *  *     ***      ****   *    *  *  *          
 
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01      TCAAGGAATCACAATACAATTCAGATCGCGAAAATGATGAGGACTCATCC 750 
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01      TCAAGGAATCACAATACAACCCAGCA--- AAGAGTGTTGCGGAGTCAGCT 747 
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01      TCTGGCGATTCCGCGGAAACTGAATT-- TGAGGTCCCTGAAGAACAATAC 744 
                                    **   *   **   *      **    *        *       **   **    *     
 
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01      GACGAGTCAGCATATGAAACTGCTCCGGAATCACTAGACTAATCGGTTAA 800 
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01      GATAAGGATGAATAT---- CTG------------ TACGCAGATTGG---- 777 
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01      GTCGATGCTGTTACT--- ACTG---------- AGGGGGTTAACAGC-- GA 779 
                                    *    *     *     *     ***                    *   *       
 
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01      AAAAGGCCATGCATGATCGCATTGTATGCAATTGAATGTTAAGCAAAAGG 850 
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01      - AAAG--- ATGCA----- GCTCTTTAT----------------- AAAAAG 801 
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01      GAAGGTTGATGCC---- GACGATGCGGGTA-------------- ATGCCG 811 
                                     **  *    ****        *   *                      *     *  
 
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01      TATTACAACAGTTTACATAACTCTACCGATATAATGAACAATAAGACTAA 900 
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01      TAT--- AACTGGGTAGATGGTGTGGGCTACGAAATAAAGGAC-- GACGAA 846 
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01      AAACCCAGCAGCTTCCA- GATGCAGAAAATGAAGTGCGCGCT-- GATGAC 858 
                                     *     *  *  *   *   *            *    *  *          **   *   
 
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01      TGCTGACAAATAACACGTTGATACAACAACATTTTGTACGTAAATAGTTA 950 
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01      TA----- AAATAACAAAGCATCGCATCATTATGCTGAAAAATTGTAGTT- 890 
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01      CCC-- AAAAATGAAGATTCTTCAAGTTCTTCAGATGATTCAGATGCGTAA 906 
                                           ****  *                      **           **    
 
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01      CGACTGCATCA- TACAAAATTCAACGCTGCTACTGTGAAATAATCGCCAT 999 
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01      --- CTACTTAA- TCAAAAATGCACCAATGCCTTCTTTATA--- TCGCAAG 933 
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01      CAGCAATTTAGCTGTACATTTCGATAGTGTTGCTGTCAAATAATCGCCAT 956 
                                       *     *    *   *  *  *  *      **       *  *  *    ****  *   
 
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01      ATAACAATTTTGAATGCCTAATCCCCATCGTTTTTTACTTTTATGTTGGT 1049 
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01      TTCGCA--- TTATATATCTAATCTCCATCGTTTTTTACTTTTATGTTGGT 980 
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01      ATAACAATTTCGAATGCCTAATCTCCATCGTTTTTTACTTTTATGTTGGT 1006 
                                     *   **    *    **   ******  **************************  
 
gi|10197519|gb|AF017295.1|AF01      CAGGTGTTCATATTTGCCAAGGCAC----------- 1074 
gi|10197515|gb|AF017293.1|AF01      CAGGTGTTCATATTTGCCAAGGCACCGTGGTGAGAT 1016 
gi|10197497|gb|AF017284.1|AF01      CAGGTGTTCATATTTGCCAAGGCACCGTGGTGAGAT 1042 
                                    *************************             
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1. 2. Desarrollo de PCR en un solo paso para la detección de B. bigemina 

 

Utilizando la secuencia conservada en los tres genes mencionados en el punto anterior se 

diseñaron oligonucleótidos específicos para amplificar un fragmento de 412 pb. El análisis con la 

herramienta Oligo Analyzer 3.1 del servidor IDT (Integrated DNA Technologies) demostraron la 

baja capacidad de los oligonucleótidos de formar horquillas, lo cual dificultaría la disponibilidad 

para la reacción deseada (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Características de los oligonucleótidos utilizados para amplificar la zona conservada de las 

cuatro variantes del gen rap-1a. 

 

 

A continuación, se optimizó la temperatura de hibridación (TA) de los oligonucleótidos 

realizando la amplificación del fragmento específico en un rango de temperatura de hibridación 

entre 55 °C y  60°C. La temperatura para la cual se observó un producto específico del tamaño 

esperado y con mayor cantidad de producto fue 58°C (Figura 2). En consecuencia, esta 

temperatura se seleccionó como temperatura óptima de hibridación. 

 

 

 

Nombre Secuencia 

 

Tamaño TM %GC Hairpin 

Bbig400f 

 

5- AGCTTGCTTTCACAACTCGCCT- 3´ 22 pb 59.7 °°°°C 50 % ∆∆∆∆G= 0.28Kcal. 

mole
-1 

TM= 19.5°°°°C 

∆∆∆∆H= -15.9 Kcal. 

mole
-1

 

∆∆∆∆S= -54.3cal.K
-1

 

mole
-1

 

Bbig400r 5´- TTGGTGCTTTGACCGACGACAT- 3´ 22pb 59.4°°°°C 50 % ∆∆∆∆G= -0.33Kcal. 

mole
-1 

TM= 28.5°°°°C 

∆∆∆∆H= -26 Kcal. mole
-

1
 

∆∆∆∆S= -86.2cal.K
-1

 

mole
-1
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Figura 2. Optimización de la temperatura de hibridación de los oligonucleótidos. TA 55°C= 1: 

BbiM1P; 2: BboM2P (oligonucleótidos rap1a); 3: BboM2P (oligonucleótidos control Bbo); 

4:BbiM1P (oligonucleótidos control Bbo); 5: control negativo (oligonucleótidos rap1a); 6: control 

negativo (oligonucleótidos control Bbo). TA 57°C=  7: BbiM1P; 8: BboM2P (oligonucleótidos 

rap1a); 9: BboM2P (oligonucleótidos control Bbo); 10: BboM2P BbiM1P (oligonucleótidos control 

Bbo); 11: Marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen). TA 58°C= 12: BbiM1P; 13: BboM2P 

(oligonucleótidos rap1a); 14: BboM2P (oligonucleótidos control Bbo); 15: BbiM1P (oligonucleótidos 

control Bbo). TA 60°C= 16: BbiM1P; 17: BboM2P (oligonucleótidos rap1a); 18: BboM2P 

(oligonucleótidos control Bbo); 19: BbiM1P (oligonucleótidos control Bbo). 

 

 
 

Con el fin de demostrar la especificidad de los oligonucleótidos para la detección de B. 

bigemina se realizó un ensayo de PCR utilizando como templado ADN de seis cepas de 

referencia de B. bigemina en paralelo con ADN de muestras de Babesia bovis, Anaplasma 

marginale, Anaplasma centrale, y de sangre periférica de bovino (Bos taurus). Esta última fue 

incluida debido a que la muestra de ADN templado incluye ADN del hospedador, en este caso 

el bovino. La región constante del gen rap-1a pudo ser amplificada en todos los aislamientos 

de B. bigemina (Figura 3A), mientras que no se observó producto en aislamientos de B. bovis,  

A. marginale y A. centrale, demostrando la especificidad de los oligonucleótidos en la 

detección de este gen específico de B. bigemina.  

 

Por otro lado, se evaluó el límite de detección de los oligonuclótidos en la reacción de 

PCR a partir de  ADN extraído de muestras correspondientes a una curva de diluciones 

seriadas al décimo de sangre infectada con B. bigemina de parasitemia conocida (2% de 

Glóbulos rojos infectados) pudiendo detectar hasta 0,00002% de eritrocitos infectados (Figura 

3B). Este porcentaje de parasitemia resulta indetectable al microscopio óptico y pesar de que 

otros métodos de detección molecular de B. bigemina detectan dos órdenes menos de 

412 pb 
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eritrocitos infectados estos involucran más de un paso de amplificación y/o detección del 

producto específico mediante la hibridización con sondas marcadas con radioisótopos. De esta 

manera, el diseño de la estrategia de PCR propuesta en el presente  trabajo permite la 

detección del parásito con una mayor sensibilidad a la detección directa mediante observación 

de frotis de sangre infectada en microscopio óptico (método de referencia hasta el presente). 

La detección del parásito  utilizando una PCR en un solo paso disminuye los tiempos y costos 

de detección lo cual resulta conveniente para su aplicación en el diagnóstico de rutina de la 

babesiosis causada por B. bigemina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 3. A. Especificidad de la PCR para distintos aislamientos de Babesia bigemina (Bbi), B. bovis 

(Bbo), Anaplasma marginale (Am) y A. centrale (Ac). B. Límite de detección de la técnica utilizando 

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

 

 
 

Esta técnica resultó ser una herramienta útil y efectiva para detectar la presencia de B. 

bigemina en muestras de distinto origen tales como sangre de bovinos infectados natural o 

experimentalmente y garrapatas en los diferentes estadios de su ciclo evolutivo.  

Para validar y establecer la robustez de este método de detección de B. bigemina,  se 

realizó una comparación entre los resultados obtenidos en nuestro laboratorio y el  laboratorio 
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de la Estación Experimental del INTA Rafaela (Santa Fe). Con este propósito, fueron 

evaluadas 34 muestras de sangre de animales de rodeos del Noroeste argentino (NOA) (Figura 

4). Se detectaron 19 muestras positivas para B. bigemina y 14 negativas. Una de de las 34 

muestras de campo fue detectada solo en nuestro laboratorio obteniéndose un 97% de 

correlación en los resultados (Tabla 3). Asimismo, el análisis de los datos obtenidos en ambos 

laboratorios arrojó una “muy buena” concordancia de los resultados con un valor de índice 

kappa de 0,94 (Figura 5). El resultado de esta validación demostró que este método de 

detección del parásito es robusto  independientemente de las variables inherentes al manejo de 

cada laboratorio. Esto permite plantear su potencial uso como método de diagnóstico de la 

presencia del parásito en una determinada muestra. 

A 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Resultado de la amplificación de rap-1a en 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. Comparación de resultados de los dos laboratorios. En rojo el único resultado discordante. Las 

muestras de sangre periférica fueron obtenidas de bovinos de 18 meses de establecimientos del Noroeste 

Argentino (protocolo 05-0151). N: Negativo; P: Positivo. 
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Figura 5. Análisis de concordancia (cálculo del índice kappa) entre los resultados de la PCR realizada en 

Castelar  y en Rafaela. 

 

 

 

La optimización de esta técnica y la aplicación en la detección de B. bigemina en 

muestras de animales crónicos con parasitemias indetectables al microscopio óptico, 

representa una valiosa herramienta para estudiar las tasas de infección por estos parásitos en 

áreas enzoóticas. Adicionalmente, la sencillez del método permite que este pueda ser utilizado 

ampliamente en laboratorios de diagnóstico veterinario. Asimismo, este método fue un 

complemento fundamental para detectar la presencia de B. bigemina en todas las muestras 

utilizadas en el presente trabajo de tesis. 

 

 

 

 

Los resultados presentados en este objetivo fueron publicados en la revista Annals of the 

New York Academy of Sciences (Petrigh y col., 2008). 
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Objetivo 2. Identificación de antígenos de B. bigemina 

 

2. 1. Proteómica: separación en dos dimensiones de extractos proteicos del estadio 

intraeritrocitario de B. bigemina para la detección de antígenos inmunoreactivos utilizando 

sueros de bovinos infectados. 

 

Hasta el momento no existen antecedentes reportados de identificación de antígenos de 

Babesia spp a través de un abordaje proteómico. Si bien la búsqueda de antígenos a través de este 

análisis resulta más laboriosa debido a que implica la optimización de la extracción de proteínas 

del parásito, la separación de las mismas en geles de dos dimensiones y la inmunodetección de 

antígenos utilizando sueros bovinos reactivos a las proteínas del parásito, nos permite disponer 

del proteoma completo del estadio del parásito en estudio y seleccionar al mismo tiempo varios 

antígenos candidatos que en estudios futuros podrán ser evaluados como candidatos vacunales o 

para su uso en métodos de diagnóstico de la babesiosis bovina. 

 

 

2. 1. 1. Optimización  de la purificación de proteínas totales de  merozoítos de la cepa de 

referencia  BbiS2P 

 

La purificación de los parásitos a partir de sangre de un bovino infectado por medio de la 

lisis del eritrocito resulta dificultosa debido a que los merozoítos están fuertemente unidos a la 

membrana del eritrocito, disminuyendo notablemente el rendimiento de las fracciones puras del 

parasito (Bösse y col., 1995). En consecuencia, teniendo en cuenta esta dificultad fue necesaria la 

implementacion de protocolos de extracción de proteínas totales de alto rendimiento. 

En este trabajo se compararon tres protocolos de extracción de proteínas solubles que se 

diferenciaron en cuanto al rendimiento luego de la purificación y a la calidad de la separación de 

las proteínas en dos dimensiones. 

Los protocolos aplicados en este estudio fueron descriptos previamente para la extracción 

de proteínas de otros parásitos del  phylum Apicomplexa: Neospora caninum (Shin y col., 2005) 

(Protocolo 1) y Plasmodium falciparum (Gelhaus y col., 2005) (Protocolo 2). El tercer protocolo 

fue a adaptado a partir del procedimiento puesto a punto para la extracción de proteínas de 

Mycobacterium smegmatis, desarrollado por Gabriela Echeverría y Wendy Xolalpa del Instituto 

de Biotecnología del INTA Castelar y el Departamento de Biología Celular, Facultad de Ciencias 

de La Universidad Nacional Autónoma de México (comunicación personal) 
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Según lo observado en la figura 6, se verificó que el rendimiento del protocolo 

correspondiente a Neospora caninum fue superior en comparación con el de Plasmoidum 

falciparum (4 mg/ml de proteínas totales versus 2,7 mg/ml respectivamente)  

 
 

A                                                              B 
                      pH 10                                  pH 3     pH 10                                     pH 3 

  
 
 
Figura 6. Comparación de protocolos 1 y 2 en  geles 2D. A Protocolo de extracción 1 B. Protocolo de 

extracción 2. pH 3-10. 

 
 

No obstante, las muestras preparadas por los protocolo 1 y 2 no fueron separadas 

eficientemente, además el grupo de proteínas señalado en la figura 8 no fue resuelto totalmente. 

En consecuencia se decidió adaptar el protocolo desarrollado para Mycobacterium 

paratuberculosis, en este caso utilizando un rango de pI de  4-7. La utilización del protocolo 3 

nos permitió  optimizar la extracción de proteínas solubles y la corrida electroforética en dos 

dimensiones pudiendo separar las proteínas de merozoítos de B. bigemina por su punto 

isoeléctrico y masa de una manera más eficiente (Figura 7).   

Los resultados de la comparación entre el gel en el cual se separaron las proteínas totales 

de B. bigemina con el gel en que se separaron las proteínas totales de eritrocitos sin infectar, nos 

permitieron corroborar la inexistencia de contaminación de proteínas del eritrocito en las 

preparaciones de proteínas del parásito demostrando la eficiencia de los protocolos de 

purificación de merozoítos a partir de eritrocitos infectados. 
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                                   A                                                                              B 
      pH 4                                                       pH 7    pH 4                                                      pH 7          

    
 

 

Figura  7. Gel en 2D teñido. IEF: tiras de 7 cm, rango de pH 4-7 y SDS- PAGE 10%, A. Proteínas de 

merozoítos de BbiS2P, B. Proteínas solubles de eritrocitos no infectados 

 

 

2. 1. 2. Detección de antígenos inmunoreactivos a un suero bovino infectado con B. bigemina 

 

Para identificar antígenos del estadio intraeritrocitario de B. bigemina en todo el rango de 

puntos isoeléctricos, se realizó el isoelectroenfoque en un rango de pH de 3 a 10 (Figura 8A) con 

el protocolo 3. Se realizaron dos geles por duplicado uno de  ellos fue utillizado para la 

transferencia a la membrana PVDF (Figura 8B). En la membrana con las proteínas transferidas se 

observaron menos puntos que en el gel teñido con Coomassie coloidal debido a que la tinción de 

la membrana con Coomassie R es menos sensible. 

                                                                      A 

                                 pH 10        8,25           6,5           4,75          pH 3 
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B 

                              pH 10     8,25            6,5            4,5           pH 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  8. A. Gel teñido con Coomassie coloidal. B. Membrana PVDF con proteínas transferidas del gel 

SDS PAGE teñidas con Coomassie R-250. La escala de pI se consederó teniendo en cuenta la linealidad 

del gradiente de pH de las tiras utilizadas. 

                                      
 

 

Los resultados del Western Blot utilizando un suero bovino inoculado con antígenos 

solubles de B. bigemina (Echaide y col., 1993) (Figura 9A) y un suero de un animal infectado 

naturalmente en la fase crónica de la enfermedad (Figura 9B) dieron lugar a la identificación de 

proteínas inmunoreactivas distribuídas mayoritariamente en el rango de pI menores a 6,5. Este 

mismo patrón fue observado con el suero Red positivo de la FAO (Guglielmone y col., 1997) 

proveniente de una infección experimental realizada con antígenos solubles de una cepa 

venezolana y eritrocitos infectados con una cepa mexicana y con el. Por otro lado, el Western 

Blot realizado con un suero de un bovino negativo para la babesiosis reaccionó contra algunas 

proteínas de bajo peso molecular diferentes a la fracción identificada  con los sueros bovinos de 

animales infectados (Figura 9C). 
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A                                                                       B 

                       pH 10                      6,5                     pH 3 pH 10                6,5                        pH 3    
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Figura 9. Western Blot los  sueros bovinos positivos. En este caso solo se muestra el suero  proveniente 

de una inoculación de un ternero con antígenos solubles de B. bigemina (Echaide y col., 1993) (A) y Suero 

de un bovino infectado naturalmente proveniente del área enzoótica (B). Suero bovino negativo (C) 

 

 

La optimización de la técnica de separación de proteínas de merozoítos de  B. bigemina 

utilizando geles de dos dimensiones, permitió detectar con un suero bovino infectado proteínas 

solubles las cuales podrás ser estudiadas como potenciales antígenos. 
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2. 1. 3. Distribución de las proteínas de Babesia spp.  según su punto isoeléctrico 

 

La abundancia de datos genómicos actuales permite responder preguntas acerca de la 

estructura de los proteomas y de su evolución. En tal sentido, una herramienta de análisis útil es 

la posibilidad de calcular la distribución del punto isoeléctrico (pI) in silico de los proteomas 

completos predichos a partir de la anotación genómica. Utilizando el programa Vitual 2D 

(Medjahed y col., 2003) u otros similares,  es posible visualizar una distribución trimodal en 

algunos de los proteomas eucariotas con grupos de proteínas con pI de alrededor de 5, 7 y 9  

(Schwartz y col., 2001). 

Se ha reportado en la literatura que los parásitos intracelulares posen un proteoma con una 

desviación hacia las proteínas básicas (Kiraga y col., 2007). El proteoma de organismos 

relacionados  tales como P. falciparum muestran una distribución trimodal de las proteínas totales 

según su punto isoeléctrico con proteínas de pI de 5, 7 y 10 con mayor cantidad de proteínas 

básicas (Figura 13). Hasta el momento no existen reportes acerca de la distribución del proteoma 

de ninguno de los parásitos del género Babesia según su punto isoeléctrico pero los resultados 

experimentales presentados en este trabajo demuestran que las proteínas solubles del estadio 

intraeritrocitario de B. bigemina se distribuyen principalmente entre el pI  de 4,75 y 8,25 (Figura 

8A)  

                El genoma de B. bigemina no está anotado en la actualidad, pero la base de datos de 

secuencias de proteínas no redundantes de B. bovis está disponible en el NCBI.  Para establecer 

un patrón general sobre la distribución de las proteínas y antígenos de Babesia spp. se predijo la 

distribución en dos dimensiones (2D Virtual) de acuerdo a su punto isoeléctrico y peso 

molecular, de las proteínas anotadas de B. bovis utilizando el programa JVirGel (Figura10)  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10.  Gel  2D Virtual de las proteínas de B. bovis realizado con el programa JVirGe 
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El análisis de la distribución de los puntos isoeléctricos extraídos de los resultados de la 

predicción del programa pepstats del servidor EMBOSS demostraron una distribución trimodal 

de las proteínas totales observando tres grupos de proteínas con el punto isoeléctrico en el rango 

de 4-6 (curva 1),  6-8 (curva 2) el cual tiene mayor cantidad de proteínas y por último en la curva 

3 y con menor frecuencia de distribuyen las proteínas de a 10 (Figura 11). Esta misma 

distribución trimodal se observó cuando se analizaron los puntos isoeléctrico de todas las 

proteínas de Theileria parva aunque la frecuencia de proteínas es similar en los tres grupos 

(Figura 12). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Distribución de frecuencias según su de las proteínas de B. bovis (predicción realizada con el 

pepstats (EMBOSS). La línea continua marca la distribución de los pI que es trimodal. Número de 

proteínas analizadas: 3705. Comando hist (R), Intervalo=0,28=14/50. Opción prob.= TRUE (gráfica de 

densidad de probabilidad de secuencia). Curva de densidad de probabilidad (suavizado). Comando density 

(R) opción bW=0,25 (Ventana gausiana). El gráfico de putos muestra la distribución de las proteínas por 

de  acuerdo logaritmo del peso molecular en función del pI. 
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Figura 12. Distribución de frecuencias de las proteínas de Theileria parva según su punto isoeléctrico 

(predicción realizada con el pepstats (EMBOSS). La línea continua marca la distribución de los pI que es 

trimodal. Número de proteínas analizadas: 2223. Comando hist (R), Intervalo=0,28=14/50. Opción prob.= 

TRUE (gráfica de densidad de probabilidad de secuencia). Curva de densidad de probabilidad (suavizado). 

Comando density (R) opción bw=0,25 (Ventana gausiana). El gráfico de putos muestra la distribución de 

las proteínas por de  acuerdo logaritmo del peso molecular en función del pI. 

 

 

La distribución frecuencia de las proteínas de un determinado punto isoeléctrico resultó 

ser diferente en  P. falciparum y si bien la distribución es trimodal como otros eucariotas (Figura 

14)  presentando de proteínas con pI 5, 7 y 10 se observó una frecuencia alta de proteínas 

básicas(figura 13) lo cual podría deberse a que el genoma es rico en A-T 
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Figura 13. Distribución de frecuencias de las proteínas de P. falciparum según su punto isoeléctrico 

(predicción realizada con el pepstats (EMBOSS). La línea continua marca la distribución de los pI que es 

trimodal. Número de proteínas analizadas: 5265. Comando hist (R), Intervalo=0,28=14/50. Opción prob.= 

TRUE (gráfica de densidad de probabilidad de secuencia). Curva de densidad de probabilidad (suavizado). 

Comando density (R) opción bw=0,25 (Ventana gausiana). El gráfico de putos muestra la distribución de 

las proteínas por de  acuerdo logaritmo del peso molecular en función del pI. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 14. Distribución de Saccharomyces spp. según su punto isoeléctrico (predicción realizada con el 

pepstats (EMBOSS). La línea continua marca la distribución de los pI que es trimodal.. Número de 

proteínas analizadas: 5861. Comando hist (R), Intervalo=0,28=14/50. Opción prob.= TRUE (gráfica de 

densidad de probabilidad de secuencia). Curva de densidad de probabilidad (suavizado). Comando density 
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(R) opción bw=0,25 (Ventana gausiana). El gráfico de putos muestra la distribución de las proteínas por 

de  acuerdo logaritmo del peso molecular en función del pI. 

 
La disponibilidad de los proteomas anotados de organismos apicomplejos tales como B. 

bovis; T. parva y P. falciparum nos permitió analizar de una manera más integral los resultados 

experimentales obtenidos con la electroforesis en dos dimensiones de B. bigemina  
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2. 2.  Genómica: Identificación y caracterización de genes potencialmente involucrados en 

los mecanismos de interacción patógeno-hospedador específicos para el phylum 

Apicomplexa. 

 

En este objetivo específico se propone identificar en Babesia bigemina genes 

potencialmente  involucrados en los mecanismos de invasión y egreso a las células blanco tanto 

del vector (garrapata) como del hospedador mamífero (bovino). La estrategia consistió en la 

búsqueda por homología en el genoma de B. bigemina  de proteínas con funciones  implicadas en 

la interacción patógeno–hospedador, provenientes de organismos relacionados, tales como 

Plasmodium spp., B. bovis y Theileria spp. 

 

2. 2. 1.   Identificación de la familia de genes que codifican para proteínas con dominio 

MACPF (membrana attack-complex/perforin) en Babesia bovis 

 

Las proteínas formadoras de poro son empleadas por varios microorganismos patógenos 

para alcanzar su éxito como colonizador. Varios patógenos intracelulares utilizan proteínas 

formadoras de poro para invadir las células del hospedador, sobrevivir dentro de ella y finalmente 

egresar para infectar nuevas células. 

En Apicomplexa se han reportado proteínas con dominio MACPF en Plasmodium spp 

(Kaisser y col., 2004; Kadota y col., 2004; Ishino y col., 2005; Ecker y col., 2007) y Toxoplasma 

gondii (Kafsack y col., 2009). En Plasmodium spp. se ha reportado que la familia está 

conformada por cinco genes que codifican para 5 proteínas secretorias que poseen el dominio 

MACPF (Kaiser y col, 2004). Este dominio está definido por una secuencia consenso 

característica Y/W- X6- (F/Y)GTH(F/Y)- X6- GG a partir de la cual se define el dominio como tal 

debido a que estos aminoácidos definen la estructura secundaria que determina la estructura 

tridimensional importante para que la proteína cumpla con su rol en la formación de poros en la 

membrana. Se ha observado que en el género Plasmodium existe mayor homología entre las 

secuencias de los dominios MACPF de los genes ortólogos que en los genes parálogos. Por lo 

tanto, es posible identificar los genes que codifican para proteínas del tipo perforinas en el 

genoma de B. bigemina a partir de la búsqueda por similitud con los genes de B. bovis  anotados 

con dominio MACPF en la base de datos de genes de referencia (Refseq) del Nacional Center for 

Biotechnology Informartion (NCBI)  En la colección no redundante de secuencias de ADN, ARN 

y proteínas de B. bovis del Refseq identificamos siete genes con el dominio MACPF anotado.  
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Adicionalmente, confirmamos la anotación de los dominios MACPF en cada proteína 

identificada utilizando el predictor de dominios proteicos SMART (Tabla 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Proteínas de Babesia bovis anotadas en el base de datos de genes (RefSeq) del NCBI con 

dominio MACPF. *No considerada en este trabajo como proteína del tipo perforina por su valor de E 

mayor a e-4. 

Teniendo en cuenta los valores de E obtenidos en la predicción de dominios MACPF en 

cada proteína y considerando significativos los valores mayores o iguales a e-4, definimos seis 

Identificación del  locus 
en el genoma 

(locus tag) 
 

Anotación Cromosoma Dominio MACPF 
(SMART)  

BBOV_II007150 mac/perforin domain containing 
protein [Babesia bovis T2Bo] 

2 MACPF: 
518-744 aa 

(Evalue=1,30e-36) 

BBOV_II002020 mac/perforin domain containing 
protein [Babesia bovis T2Bo] 

2 MACPF: 
422-646 aa 

Evalue=3,70e-51 

BBOV_II001970 mac/perforin domain containing 
membrane protein [Babesia bovis 

T2Bo] 

2 MACPF: 154-354 aa 
(Evalue=3,90e-32) 

BBOV_IV001370 MAC/perforin domain containing 
protein [Babesia bovis T2Bo] 

4 MACPF: 172-371aa 
Evalue (1,40e-24) 

BBOV_III000410 hypothetical protein [Babesia bovis 
T2Bo] 

3 MACPF1: 210-
423aa 

Evalue=4,00e-19 
 

MACPF2: 497-
700aa 

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

1255aa 
(Evalue=9,60e-28) 

BBOV_III000320 hypothetical protein [Babesia bovis 
T2Bo] 

3 MACPF:  87-294aa 
(Evalue=1,40e-16) 

BBOV_II006750* hypothetical protein [Babesia bovis 
T2Bo] 

2 MACPF: 241-401aa 
(Evalue=9,30e-03) 
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proteínas del tipo perforina en B. bovis descartando a la proteína BBOV_II006750 cuyo valor de 

E de la predicción del dominio fue de 9,30e-03. Incluso, el alineamiento de los dominios MACPF 

de las siete candidatas demostró que esta proteína no presenta el motivo característico del 

dominio: (Y/W- X6- (F/Y)GTH(F/Y)- X6- GG  (Figura 15). 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.  Alineamiento múltiple por Clustal W de la región predicha como dominio MACPF de los 

genes depositados en el banco de genes del NCBI. En amarillo se resalta el motivo característico del 

dominio MACPF (Y/W- X6- (F/Y)GTH(F/Y)- X6- GG. Los asteriscos marcan los aminoácidos que están 

conservados en todos los dominios MACPF de distintos organismos. 

De esta forma, se identificaron seis genes que codifican para proteínas del tipo perforina de B. 

bovis, cinco de las cuales poseen un dominio MACPF hacia el extremo carboxilo terminal, 

BBOV_II007150          FKFAASVNYNNI KKAYDSKGVNTYVSRSYCFNFVAGIPMSI KWDTTQAFQAALKGLPKTF 60 
BBOV_II001970          GSGALRAGYTDI SGKTQHI SSKQYTNSYYCFTYAAGMPPYFNWETTSDFDIAL NELPKEV 60 
BBOV_IV001370          FSFSASAGYKNMVRTLATNETKNYIL KTYCLRYVAGI QDFLNI EPTESFVYDVSQLPEKF 60 
BBOV_III000320         -- LSASI NSMADDKPTSKHTVNYRIA KSFCAI RESGIMVPFTGKI SSVFI KEVEALPSI N 58 
BBOV_II002020          VAFSASAKYKNASEKLAHKTERMDTTSSFMEAMKS----------------- LEPLPDTV 43 
BBOV_III000410_d3      AKFALSAEI TVFCWKLRCPSTESSKLEVKQGKRVCS------- AFKKSFQNATKELKPNF 53 
BBOV_III000410_d1      - LVSIL SEDVESFLGIA NFGVNYVMQNKEIA GMEDIV KKHMN-- VTRAFENATKEI ESYP 57 
BBOV_III000410_d2      ---- GSGIF KSNHKTVNTRDDI YNKLKKSRNVLVR-------------- KYRLKECQGDF 42 
BBOV_II006750          --- AALSFNLSI QNTQDVYSSNMETVKN-------------------------------- 25 
                                                                                    
                                                         *       ***       ** 
BBOV_II007150          QEEGNGLVCHPYDYLVHPRS--- QACKELG- VTAWMQFFTVFGTHVTTKVYLGGKMLTII  116 
BBOV_II001970          KS-------- FDQCTVELYK--- KKSKKCGSI SKWVDFFLQFGTHVTTEI QLGGKII RLL 109 
BBOV_IV001370          HDG--------- ECLLEVYRNDPEDEKCASVVRPWMKFFQKYGTHFTTVI HLGGKVTNQI  111 
BBOV_III000320         EDYG-------- PCTPDVFIV DPLKSDCSS- MHQWVKFFKRYGTHMTSHI TI GGQII SI D 109 
BBOV_II002020          KK---------- MCSAHDMIDDMTKSECIP - LKKWIKFFEMFGTHYVHQLLLGGKLI QTL 92 
BBOV_III000410_d3      KKAAT------- ECTTI RYAI NPEYPDCKE- VKPWMQLFEMFGTHFTYNI KI GGRLTKI S 105 
BBOV_III000410_d1      DKE----------- KCDTQEKYLSDAECKNYCELWKKFFMNYGTHVI SRI TMGGKIL QMD 106 
BBOV_III000410_d2      KVA--------- DCPTEKYVENMDDESCSGCI SSWMRFFADYGTHVTRRI SMGGIF RRFS 93 
BBOV_II006750          ------------------------- ETCTSFVAGTTLDKNRFVCNKSGKIII EKKQLDEG 60 
                                                                :  :    : :         
 
BBOV_II007150          ETKSSQ-- EADLKKK-- GI DVKAELSVQAEVAT- VDASVN-- ASTSSLHNRDTESLDTKK 169 
BBOV_II001970          TIP NNA-- MDSFLKS-- GLN-- VDVAVKAVI SG- ALLEVN-- EKLNSEQQKAI KELQDDS 160 
BBOV_IV001370          QI DKKD-- VAKLQKD-- GYNI DVMIKSGSI SPVKVGGGFS-- HEKKEESSSNFSSLQTEK 165 
BBOV_III000320         RMVEGEKI TKMVKTL-- GGGESI YKVTDKFSSVMTGKRES-- HQMLIL GGYYFSGLESND 165 
BBOV_II002020          KI NASKLQALKNDSI -- DVDLVVSSVLGSSSASLLADKVVNKYKLDELGAKSI TVI GGNM 150 
BBOV_III000410_d3      QVNLNKKTNTNMNSVNAGATTQVRNELFGASAGVGLSKGSTKDNTENI SFTYVNVLGGRT 165 
BBOV_III000410_d1      EMENTANENAESNDKKHNI SVNVGVLSGSFNLNNTNEKQQ-- KEKVKKKNGKFFIMGGDT 164 
BBOV_III000410_d2      NVSNRESKRDASKQKTTI KKSSSWFHLVKKKSKKTKSSSSKVSSEGKEHDLVQYTVGPEP 153 
BBOV_II006750          SRTSQS---------- ASGDLKAHIV SPDFQLNAGLDKNNESKSSQNVTSTTMDMFGGEI  110 
                                                                  .            .      
 
BBOV_II007150          SMFVIGGDI YGD- GNTIVF NDWAATVPENSMPIKAEYTPLAMIMG- HEYMKAYNDAYLFY 227 
BBOV_II001970          ------------------ LLKWKSTVPIFPMPIRTI YAPLDMFIH- SSYKEAYRNALNFY 201 
BBOV_IV001370          LVIVI GGDVPTDGTDKTTMLEWTKSLYRKPMPIKVNI ESI KTLI DGHEKKKSFDTALKYY 225 
BBOV_III000320         --------------- SKAFNRWSKSVWERPMPIRANFTSLEHFMG-- DKSKSYQHAVRFY 208 
BBOV_II002020          PN--------- TPI TDAEYAIWGNSVAENPMPIGIV GDSLKNLMD- KNLRDSYSLAI HKY 200 
BBOV_III000410_d3      I G--------- NVEDENEYLEWINSIP EHPMPIRNQLAPLAKLFDSEELKETYDDAMEYY 216 
BBOV_III000410_d1      FIP --------- VDTPEGFRDWVDSI KENSMPINVELTPMSQFMP- I GI RRHYWFALKSY 214 
BBOV_III000410_d2      HN--------- ESMAPDVFEDWVRDVALNPVPIDVEYQPLSEIMMENQAKNLYAKAI EYY 204 
BBOV_II006750          GP--------- DYETQEFNPLWAKSVSYSPMPISMELTPLAKLFESSGYRDHYYEALLHY 161 
                                            *    :   . : **      . :  ::        :  *    *  
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mientras que BBOV_III00410 posee tres dominios dispuestos en tándem cuya secuencia de 

aminoácidos varía entre uno y otro (Figura 15) 

 

2. 2. 2. Identificación y anotación de proteínas con dominio MACPF en Babesia bigemina 

 

Los dominios MACPF de las seis proteínas de B. bovis se utilizaron para identificar los 

genes ortólogos en el genoma de B. bigemina no 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/). Utilizando cada uno de  los dominios MACPF 

de B. bovis realizamos la búsqueda con el algoritmo TBLASTN en los contigs e identificamos 

ocho secuencias ortólogas distribuidas en diferentes contigs del genoma. 

Debido a que la anotación del genoma de B. bigemina aún no ha sido finalizada, 

procedimos a anotar esta familia de genes utilizando herramientas bioinformáticas para predecir 

la estructura de cada uno de los genes. Las predicciones obtenidas por los programas FGNESH 

HMM (entrenado con P. falciparum) y Glimmer HMM entrenado manualmente con el genoma 

anotado de B. bovis nos permitieron generar un consenso de cada secuencia definiendo ocho 

genes cada uno con su secuencia codificante que posteriormente fue corroborada analizando las 

secuencias de aminoácidos con el predictor SMART, logrando definir la secuencia del péptido 

señal y el dominio MACPF características fundamentales para considerar estas proteínas como 

perforinas 

Por otra parte, la comparación utilizando la herramienta del Artemis Comparisson Tools 

(Artemis) de los genes anotados de B. bigemina con los previamente anotados de B. bovis, nos 

permitió curar nuestras anotaciones logrando definir la familia de ocho genes que codifican para 

proteínas del tipo perforina (PLP) nombrándolas de la letra A a la H para diferenciarlas de las 

descriptas en Plasmodium spp. Debido a la ortología entre los genes plp de Babesia spp., la 

denominación de los miembros de la familia fue aplicada a lo genes de B. bovis (Figura 16).  

Los resultados de la anotación y la comparación entre los genes plp de B. bigemina y B. 

bovis mostraron en primer lugar que B. bigemina posee dos genes adicionales que codifican para 

proteínas con dominio MACPF que contienen el motivo característico conservado y además 

según la predicción de Signal P estos presentaron la secuencia del péptido señal lo cual indicaría 

que estos no son pseudogenes. Otra característica importante que surge de la anotación, es que los 

genes plpa y plpb en ambos parásitos no poseen intrones mientras que, el resto de los genes en 

ambos parásitos poseen entre 2 y 15 intrones con un tamaño promedio de 30 pb cada uno.   
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Figura 16. Anotación estructural de los genes con dominio MACPF de B. bigemina (A) genes ortólogos 

en B. bovis (B) 

 

La anotación de las proteínas de B. bigemina comparadas con las de B. bovis demostraron 

algunas similitudes y diferencias destacables (Figura 17). Una de las similitudes más notables es 

la presencia de dos dominios repetitivos en la región central de la proteína PLPA de ambos 

parásitos, la conservación de estos dominios repetitivos en ambas proteínas sugeriría que su 

posible función fue seleccionada a lo largo de la evolución. Más adelante describiremos esta 

región repetitiva en ambas proteínas de B. bigemina y B. bovis. Una diferencia importante es la 

presencia de tres dominios MACPF en la PLPE de B. bovis, mientras que en B. bigemina esta 

proteína posee un solo dominio sin embargo pudimos observar la existencia de  dos proteínas 

adicionales a las de B. bovis cada una con un solo dominio. El análisis de las secuencias de los 

dominios demostró que existe una alta homología entre cada uno de los dominios de la BboPLPE 

y los dominios de la BbiPLPE, BbiPLPG y BbiPLPH respectivamente (Figura 18). Los 

porcentajes de identidad de los alineamientos de a pares entre los dominios con menos homología 

fue de alrededor del 20%.�
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 Figura 17. Anotación estructural de las proteínas MACPF de B. bigemina y B. bovis. Estructuras 

generadas en el servidor SMART. 
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BboPLPE_MACPFd1      -------------------------- KCDTQEKYLSDAECKNYCELWKKFFMNYGTHVI  33 
BbiPLPE_MACPF        MFLSAEWNPTRAFQNASNVLLEYENKGKCSKI DDYRTNGSCAGYYELWKSFFNNYGTHVI  60 
                                                **. . :.* ::..* .* ****.** ******* 
 
BboPLPE_MACPFd1      SRI TMGGKIL QMDEMENTANENAESNDKKHNI SVNVGVLSGSFNLNNTNEKQQKEKVKKK 93 
BbiPLPE_MACPF        FRLTMGGKLLRIV ENLEDNEAKEKSKERQSSFGVQLSII NANLSMSNKKEDGMRKALNDQ 120 
                      *:*****:*:: *  :  : : :*:::: .:.*::.::...:.:.*.:*.  :: ::.: 
 
BboPLPE_MACPFd1      NGKFFIMGGDTFIPV DTPEGFRDWVDSI KENSMPINVELTPMSQFMPIGI RRHYWFALKS 153 
BbiPLPE_MACPF        SSKYFVMGGDNLTSFDSSDSLKKWMESVERNAMPIDI QLTPI SQFIP KEI RSHFWMAFKV 180 
                     ..*:*:****.: ..*:.:.::.*::*::. *:***:::***:***:*  ** *:*:*:*  
 
BboPLPE_MACPFd1      Y--  154 
BbiPLPE_MACPF        YND 183 
                     *   

                                % Identidad: 37% 
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Figura 18. Alineamiento entre los dominios MACPF de la BboPLPE y BbiPLPE, G y H. A. 

BboPLPEMACPFd1/BbiPLPE, B. BboPLPEMACPFd2/BbiPLPG, C. BboPLPEMACPFd3/BbiPLPH. 

Cada alineamiento presenta su porcentaje de identidad. 

 

Teniendo en cuenta que la anotación de la familia de genes plp fue basada en predicciones 

in silico se intentó verificar la anotación de algunos de los genes utilizando herramientas de 

biología molecular. 

 

 

  
 
BboPLPE_MACPFd2      GSGIF KSNHKTVNTRDDI YNKLKKSRNVLVRKYRLKECQGDFKVADCPTEKYVENMDDES 60 
BbiplpG_MACPF        FNGIV K--- RLVDT----------------------- CKGGFKEVECPI DRLKKNI YDEG 34 
                      .**.*   : *:*                       *:*.** .:** ::  :*: **. 
 
BboPLPE_MACPFd2      CSGCI SSWMRFFADYGTHVTRRI SMGGIF RRFSNVSNRESKRDASKQKTTI KKSSSWFHL 120 
BbiplpG_MACPF        CEGCIA SWMRFFADFGTHATQHVTMGGTYRRFNNAMDKQASRKSKKSEVTI TTSSSWFGL 94 
                     *.***:********:***.*::::*** :* **.*. ::::.*.:.*.:.**..***** * 
 
BboPLPE_MACPFd2      VKKKSKKTKSSSSKVSSEGKEHDLVQYTVGPEPHNESMAPDVFEDWVRDVALNPVPIDVE 180 
BbiplpG_MACPF        SNSRQESTKENEFMHSRDDEENDVVQYTVGPEPKDEFMTPDSFEDWVRKVALNPVPIDVE 154 
                      :.:.:.**...   * :.:*:*:****** ***::* *:** ******.*********** 
 
BboPLPE_MACPFd2      YQPLSEIMMENQAKNLYAKAI EYY--  204 
BbiplpG_MACPF        FI SLSELMPDDETRKLFKEALRYYAK 180 
                     : .***:* ::::::*: :*:.**   
         

% Identidad: 48.6% 
 

  
BboPLPE_MACPFd3      AKFALSAEI TVFCWKLRCPSTESSKLEVKQGKRVCSAFKKSFQNATKELKPNFKKAATEC 60 
BbiplpH_             --------------------------------------------------- NFRTSSETC 9 
                                                                        **:.::  * 
 
BboPLPE_MACPFd3      TTI RYAI NPEYPDCKE- VKPWMQLFEMFGTHFTYNI KI GGRLTKI SQVNLNKKTNTNMNS 119 
BbiplpH_             TTI RYSMNPDHPDCVEHVKPWMNLFELFGTHFTYNI KI GGRLTELEQVNASKSGKRSNAQ 69 
                     *****::**::*** * *****:***:*** *************::.*** .*. : .  . 
 
BboPLPE_MACPFd3      VNAGATTQVRNELFGASAGVGLSKGSTKDNTENI SFTYVNVLGGRTI GNVEDENEYLEWI 179 
BbiplpH_             AKARADI QVTKSVAAGSVGVDGTKMSNNSNMTNVSFSYVNVLGGSPI GNADDEDEYLAWI 129 
                     .:* *  ** :.: ..*.**. :* *.:.*   *:**:******* .***.:**:*** ** 
 
BboPLPE_MACPFd3      NSIP EHPMPIRNQLAPLAKLFDSEELKETYDDAMEYY--  216 
BbiplpH_             HSIP NNPMPIRSQLAPLSKLFRSQALKEAYDDAMEFYMA 168 
                     :***::*****.*****:*** *: ***:* *****:*   
         

% Identidad: 59.64% 
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Verificación experimental de la anotación 

 

Bbiplpc 

 

En este caso particular la secuencia codificante anotada utilizando los programas 

bioinformáticas no nos permitió predecir la secuencia del péptido señal, la cual es fundamental 

para definir esta familia de proteínas formadoras de poro y secretorias. Por tal motivo se procedió 

a la verificación de la anotación por métodos experimentales planteando dos modelos posibles de 

gen. Cada uno de estos modelos fue evaluado por RT-PCR. El gen del modelo 1 correspondió a 

una secuencia con un marco de lectura sin la secuencia señal de exportación mientras que el 

modelo 2 fue extendido río arriba hasta una probable secuencia de péptido señal predicha por el 

algoritmo Signal P (Figura 19). La amplificación del fragmento del transcripto correspondiente al 

modelo 1 utilizando el par de oligonucleótidos 1 y 2 mostró un producto con 30 pb menos que el 

producto de la amplificación a partir de ADN genómico. De esta manera verificamos la presencia 

de un intrón de 30 pb predicho en la anotación in silico. Por otro lado, cuando se realizó la 

amplificación del transcripto utilizando un oligonucleótido específico para una región río arriba 

(3) y el oligonucleótido 2, pudimos detectar un producto a partir de ADN copia aunque más 

pequeño que el producto generado por el ADN genómico. En esta amplificación también se pudo 

observar la presencia del intrón de 30 pb que alternativamente apareció en el mensajero, lo cual 

podría ser una evidencia de que este gen experimenta splicing alternativo. Asimismo, la 

obtención de producto utilizando el par de oligonucleótidos 3 y 2 nos permitió inferir que hacia el 

extremo 5´ del gen debía situarse la secuencia del péptido señal, como consecuencia planteamos 

el segundo modelo de gen extendido hacia el 5´ y logramos predecir un péptido señal que no 

iniciaba en un ATG y que además poseía un codón stop en el tercer exón. Los resultados de la 

RT-PCR utilizando los pares de oligonucleótidos 4/6 y 5/6 resultaron negativos mientras que la 

amplificación de esta secuencia en el ADN genómico mostró un resultado positivo. Por ende, el 

gen del modelo 2 fue descartado debido a que no pudimos comprobar la presencia del péptido 

señal en el ARN mensajero. 
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Figura 19.  Modelos posibles para verificar la anotación del gen Bbiplpc y evaluación por RT-PCR. Las 

flechas corresponden a los oligonucleótidos utilizados: 1, 2, 3, 4, 5 y 6. 

 
 

 
El hecho de que no hallamos podido encontrar con el abordaje in silico el péptido señal de 

esta secuencia, puede deberse por un lado, a errores en la secuenciación del genoma y por el otro 

a las limitaciones de los programas de predicción tales como el SignalP3.0 entrenado con una 

restringida diversidad de eucariotas. Por otro parte, esta proteína podría ser secretada por otros 

mecanismos desconocidos o tal vez podría representar una proteína no funcional. 
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2. 2. 3. Estudio estructural del dominio MACPF en Babesia spp.  

 

2. 2. 3. 1.  Predicción de la estructura secundaria 

 

Como se describió anteriormente, el dominio MACPF se encuentra conservado en 

organismos eucariotas y procariotas y específicamente existe un motivo de aminoácidos consenso 

entre todos los dominios MACPF conocido (Y/W)-X6-(F/Y)GTH(F/Y)-X6-GG (Pointing, 1999). 

Con el fin de estudiar la conservación de esta secuencia consenso realizamos un alineamiento 

múltiple entre secuencias del dominio MACPF de Homo sapiens (C9 del complemento y 

perforina), de Photorhabdus luminescens  y las secuencias del dominio de las proteínas reportadas 

de apicomplejos (Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii y B. bovis) y B. bigemina. 

Pudimos demostrar que tanto en B. bovis como en B. bigemina se conservó esta secuencia de 

aminoácidos consenso (Figura 20, asteriscos azules). Por otra parte, la conservación de estos 

residuos en todas las perforinas implica además, la conservación de la estructura secundaria y 

terciaria que es fundamental para que estas proteínas cumplan con la función de formar poros en 

la membrana. En este trabajo demostramos que las proteínas del tipo perforinas predichas en B. 

bigemina y sus ortólogos en B. bovis conservan la estructura secundaria del dominio MACPF 

presentando dos grupos de hélices α, CH1 y CH2 (Figura 9, CH1=1 y CH2=2) que se ha 

reportado que  alternan residuos hidrofóbicos e hidrofílicos que tienen la habilidad de convertirse 

en las horquillas beta anfipáticas que atraviesen la membrana durante la inserción del poro 

(Peitsch y col., 1990). 

Otro grupo de residuos conservados en la PLPs de Babesia spp. incluyen cuatro residuos 

G (marcadas en la Figura 21 en azul) que están conservados en el 95 % de todas las proteínas con 

dominio MACPF. Estos residuos conforman la curva cerrada de la lámina β que funcionaría 

como una bisagra que permite enderezar la lámina durante la perforación de la membrana. 
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Figura 20. Alineamiento múltiple con secuencias proteicas del dominio MACPF de diversos orígenes: 

Babesia bovis (BboplpB), Babesia bigemina (BbiPLPB), Plasmodium falciparum (PfPLP1), Toxoplasma 

gondii (Tgplp1), Homo sapiens (proteína del complemento C9 y perforina), Photorhabdus luminescens 

(Plu). Residuos conservados resaltados como cargados (celeste), polares (verde), alifáticos (fucsia), 

aromáticos (rojo) y aminoácidos muy propensos a formar α- hélices (amarillo). Los asteriscos azules 

marcan el motivo característico del dominio MACPF. Consenso de la de estructura secundaria conservada 

del dominio MACPF. Los barriles en rojo representan l hélices α y las flechas en verde las láminas β. 

 
 
BboplpBmacpf          FSFSASAGYKNMVRTLATNETKNYILKTY CLRYVAGIQDFLNIEPTESFVYDVSQLPEKF 60 
BbiplpB               ----------TFVKTLSTNTTKNYILKTY CLRYVAGIQDFKSVQPMPSFKNDVEELPEKF 50 
PfPLP1dom             ASFSASTGYSSFLHEVTKRSKKTFLVKSN CVKYTIGLPPYIPWDKTTAYKNAVNELPAVF 60 
Tgplp1dommacpf        ----------------------------- -------QSNHFKWNVTLAFAAGVSQLPDVF 24 
Hs_perforinMACPF      --------------------QYSFSTDTV ECRFYS-FHVVHTPPLHPDFKRALGDLPHHF 39 
HsC9MACPF             ----------------------MFLHVKG EIHLGRFVMRNRDVVLTTTFVDDIKALPTTY 38 
Plu                   ----------------FSASLKVDFDTDS LTDFENAFSRIQYTYDLYILKSSAEALKEFL 44 
                                                                             *  
 
                                                                         
                                                    *      *****      ** 
BboplpBmacpf          H----DGECLLEVYRNDPEDEKCASV-VR PWMKFFQKYGTHFTTVIHLGGKVTNQIQIDK 115 
BbiplpB               D----SESCTMEIYRNDEDDKKCVDS-VH PWIKFFKKYGTHYTTVIHLGGKVTNQIQMKK 105 
PfPLP1dom             TGLDKESECPSDVYEENKTKSNCEN--VS LWMKFFDIYGTHIIYESQLGGKITKIINVST 118 
Tgplp1dommacpf        DAHNPECACSAEQWRQDQNAEACTKTNVP IWISFIEQFGTHFLVRLFAGGKMTYQVTAKR 84 
Hs_perforinMACPF      N-----------------------ASTQP AYLRLISNYGTHFIRAVELGGRISALTALRT 76 
HsC9MACPF             E--------------------------KG EYFAFLETYGTHYSSSGSLGGLYELIYVLDK 72 
Plu                   K--------------ESVKTALDKADTEE DMNDLFNTWGSHFLSGVVMGGCAQYSSSTNK 90 
                                                       ::. :*:*       **  
          
 
 
BboplpBmacpf          KDVAKLQKDG------YNIDVMIKSGS-I SPVKVGGG-FSHEKK---EESSSNFSSLQTE 164 
BbiplpB               TDVAAIQKHG------YNIDSYIKANSGI PFLNLGQASFNSAGD---MSSDSKKNSFKTE 156 
PfPLP1dom             SSIEQMKKNG------VSVKAKIQAQFGF GSA---GGSTDVNSS---NSSANDEQSYDMN 166 
Tgplp1dommacpf        SEVEKMRNMG------IDVKTQLKMQLGG VSG---GAGQGTSSK---KNQSSSEYQMNVQ 132 
Hs_perforinMACPF      CELALEGLTDNEVEDCLTVEAQVNIGIHG SISAEAKACEEKKKK---HKMTASFHQTYRE 133 
HsC9MACPF             ASMKRKGVELKDIKRCLGYHLDVSLAFSE ISVGAEFNKDDCVKRGEGRAVNITSENLIDD 132 
Plu                   YTSNLTNSFD-------VVAAASFAGFIG LSARTGNSFMEDIKKFRSASNIKTHAIGGDL 143 
                                                                                   
 
BboplpBmacpf          KLVIVIGGDVPTD-----------GTDKT TMLEWTKSLYRKPMPIKVN-IESIK----TL 208 
BbiplpB               RSIIVIGGDVPTD-----------GTDKV SMQEWTRSLYRKPMPIKVN-LDSIK----TL 200 
PfPLP1dom             EQLIVIGGNPIKD-----------VTKEE NLFEWSKTVTNHPMPINIK-LTPIS----DS 210 
Tgplp1dommacpf        KETLVIGGRPPGN-----------VSDPA ALAAWADTVEELPMPVKFE-VQPLY----HL 176 
Hs_perforinMACPF      RHSEVVGGHHTSINDL----LFGIQAGPE QYSAWVNSLPGSPGLVDYT-LEPLH----VL 184 
HsC9MACPF             VVSLIRGGTRKYAFELKEKLLRGTVIDVT DFVNWASSINDAPVLISQK-LSPIYNLVPVK 191 
Plu                   SRFDPFGGATSADQPS----AEEIAAAKK AFEDWKASVPNAPELVNFADSNPLTG--IWE 197 
                            **                         *  ::   *  :.     .:        
 
 
 
 
 
 
 
BboplpBmacpf          IDGHEKKK-SFDTALKYY------ 225 
BbiplpB               IEDKEKRA-TFDVALKYYSE---- 219 
PfPLP1dom             FDSDDLKE-SYDKAIIYY------ 227 
Tgplp1dommacpf        LP-VEKQE-AFKQAVTFYSK---- 194 
Hs_perforinMACPF      LDSQDPRREALRRALSQYLT---- 204 
HsC9MACPF             MKNAHLKKQNLERAIEDYIN---- 211 
Plu                   LCSDRTQKAKLKKHFETVWAPAES 221 
                      :     :       .          
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BbiplpB         IELED-DGTINAG--LAAAIRYLGSGYDIVFGNPL GDPVIMVDPGYRDPVLKLDWTEDYH 519 
BboPLPB         TDVTDAEGRLNPG--LAAAMRYLGSGYDIIYGNPL GDPVIMVDPGYRHPVLRLDWSEKYY 368 
TgPLP1          RAAAPLSAVYTKATKTVPAINYLGAGYDHVRGNPV GDPSSMGDPGIRPPVLRFTYAQNED 506 
C9              ----------------VASLIYETKGEKNFRTEHY EEQIEAFKS---------------- 225 
                                ..:: *   * . .  :   :     ..                 
 
BbiplpB         NH-DGANLKEPRGGWIRPELSCRQAETVDHVNTIE DYKKELSVDAKISADIPFYFG-FSA 577 
BboPLPB         NN-DGANMKEPKGGWIRPELSCRQSESVDHINTMDDYKKELSVDAKMSADMPLYFS-FSA 426 
TgPLP1          GVSNDLTVLQPLGGYVRQYVACRQSETISELSNLS DYQNELSVDASLQGGDPIGLNSFSA 566 
C9              -------IIQEKTSNFNAAISLKFTP--TETNKAE QCCEETASSISLHGKGSFRFS-YSK 275 
                       : :   . ..  :: : :    . .. . :  :* : . .: .  .: :. :*  
 
BbiplpB         SGGYKTFVKTLSTNTTKNYILKTYCLRYVAGIQDF KSVQP--MPSFKNDVEELPEKFDSE 635 
BboPLPB         SAGYKNMVRTLATNETKNYILKTYCLRYVAGIQDF LNIEP--TESFVYDVSQLPEKFHDG 484 
TgPLP1          STGYRDFAKEVSKKDTRTYMLKNYCMRYEAGVAQS NHFKWNVTLAFAAGVSQLPDVFDAH 626 
C9              NETYQLFLSYSSKKEKMFLHVKGEIHLGRFVMRNR DVLTT----TFVDDIKALPTTYEKG 331 
                .  *: :    :.: .    :*         : :   .      :*  .:. **  :.   
 
BbiplpB         ----SCTMEIYRNDEDDKKCVDS-VHP WIKFFKKYGTHYTTVIHLGGKVTNQIQMKKTDV 690 
BboPLPB         ----ECLLEVYRNDPEDEKCASV-VRP WMKFFQKYGTHFTTVIHLGGKVTNQIQIDKKDV 539 
TgPLP1          NPECACSAEQWRQDQNAEACTKTNVPI WISFIEQ FGTHFLVRLFAGGKMTYQVTAKRSEV 686 
C9              --------------------------E YFAFLETYGTHYSSSGSLGGLYELIYVLDKASM 365 
                                           :: *:: :***:      **        .: .: 
 
BbiplpB         AAIQKHGYNIDSYIKANSGIPFLNLGQASFNSAGD MSSDSKKNSFKTERSIIVIGGDVPT 750 
BboPLPB         AKLQKDGYNIDVMIKSGS-ISPVKVGGG-FSHEKK EESSSNFSSLQTEKLVIVIGGDVPT 597 
TgPLP1          EKMRNMGIDVKTQLKMQLGGVSGGAGQG---TSSK KNQSSSEYQMNVQKETLVIGGRPPG 743 
C9              KRKGVELKDIKRCLG-------------------- -----YHLDVSLAFSEISVGAEFNK 400 
                        ::.  :                             ...     : :*.     
 
BbiplpB         DGTDKVSMQEWTRSLYRKPMPIKVNLDSIKTLIED KEKRATFDVALKYYSELYGISPDEI 810 
BboPLPB         DGTDKTTMLEWTKSLYRKPMPIKVNIESIKTLIDG HEKKKSFDTALKYYSEAYGISPEEL 657 
TgPLP1          NVSDPAALAAWADTVEELPMPVKFEVQPLYHLLP- VEKQEAFKQAVTFYSKAVGLTPQDL 802 
C9              DDCVKRGEGRAVN------IPSENLIDDVVSLIRG GTRKYAFELKEKLLR---------- 444 
                :          .       :* :  :: :  *:    :: :*.   .              
 
BbiplpB         YAANGVKNGIATMAMGGQVVTYEGYTAGSAVCPDN NVIMMGFALTVTRKRKLVFNDSYFV 870 
BboPLPB         YRREGRKMGIAGLARHGTPVTYYGTTGGSAVCPNGKVIMMGFSVVISSSRATVFSKPQYT 717 
TgPLP1          SALTGVTRNLPKQLTQATQVAWSGPPPGFAKCPGG QVVILGFAMHLNFKEPGTDN----- 857 
C9              ----GTVIDVTDFVNWASSIN-------------- ------------------------- 461 
                    *   .:.     .  :                                         
 
BbiplpB         TSIAPCPVGKEKCIASG--SDPNSEVRVWILCGKE PIPLLIQETAVSSNATAV----ASC 924 
BboPLPB         ISMTPCPIGQEKCMVS---VPPGAEGRVWILCGSE SIPLLIQETNVANNEAAT----AQC 770 
TgPLP1          FRIISCPPGREKCDGVGTASSETDEGRIYILCGEE PINEIQQVVAESPAHAGASVLEASC 917 
C9              ------------------------DAPVLISQKLS PIYNLVPVKMKNAHLKKQ------- 490 
                                        :  : *    . .*  :                     
 
BbiplpB         PADYTIAFGFGISIPKG-LRITNADSYACRSGQSS CTHTSSN-KSYNAVWIACVEKNAPE 982 
BboPLPB         PDEYAIAFGFGLSIPDG-AKLTPVDCYACRAGQQS CTQASPK-SPYNAVWIACVEKNAPE 828 
TgPLP1          PDETVVVGGFGISVRGGSDGLDSFSIESCTTGQTI CTKAPTRGSEKNFLWMMCVDKQYPG 977 
C9              --------NLERAIEDYINEFSVRKCHTCQNGGTV ILMDGKC--------LCACPFKFEG 534 
                        .:  ::      :   .  :*  *                  : .   :   

 

Figura 21. Alineamiento múltiple de perforinas de B. bovis, T. gondii y la proteína C9 del complemento 

humano. La estructura secundaria representada en el alineamiento corresponde a los resultados de la 

predicción del jpred 3 para la proteína BbiPLPB. En rojo se representan las hélices α y en verde las 

láminas β. 
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Finalmente, demostramos que en todos los dominios MACPF de las perforinas de B. 

bigemina y B. bovis se  conservan los residuos amonoacídicos característicos manteniendo la 

estructura secundaria que define la conformación de la estructura tridimensional de este dominio 

acorde a su función de proteína formadora de poros en la membrana (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
BbiplpEMACPF       -------------------------------- ----MFLSAEWNPTRAFQNASNVLLE-- 22 
1BboplpEMACPF      ---LVSILSEDVESFLGIANFGVNYVMQNKEI AGMEDIVKKHMNVTRAFENATKEIES-- 55 
BbiplpDMACPF       --------------------IPLNIP------ ----------WETTGEFKEAVDALQP-- 22 
BboplpDMACPF       --------------------VAFSASAKYKNA SEKLAHKTERMDTTSSFMEAMKSLEP-- 38 
BbiplpHMACPF       -------------------------------- ---------------------------- 
3BboplpEMACPF      -------AKFALSAEITVFCWKLRCPSTESSK LEVKQGKRVCSAFKKSFQNATKELKP-- 51 
BbiplpCMACPF       -------------------------------- -----PPYLNWNTTEEFQAELEELPATV 23 
BboplpCMACPF       GSGALRAGYTDISGKTQHISSKQYTNSYYCFT YAAGMPPYFNWETTSDFDIALNELPKEV 60 
BbiplpAMACPF       -------------------------------- --------------------------KF 2 
BboplpAMACPF       FKFAASVNYNNIKKAYDSKGVNTYVSRSYCFNFVAGIPMSIKWDTTQAFQAALKGLPKTF 60 
BbiplpFMACPF       --LEANLRYAIGDSEPKEKSGKYTIAKSFCAT KEGGIILPFKGNLSPLFVKDVGNLP--- 55 
BboplpFMACPF       --LSASINSMADDKPTSKHTVNYRIAKSFCAI RESGIMVPFTGKISSVFIKEVEALP--- 55 
BbiplpBMACPF       ----------TFVKTLSTNTTKNYILKTYCLR YVAGIQDFKSVQPMPSFKNDVEELP--- 47 
BboplpBMACPF       FSFSASAGYKNMVRTLATNETKNYILKTYCLR YVAGIQDFLNIEPTESFVYDVSQLP--- 57 
BbiplpGMACPF       ---------------------FNGIVK---RL VDT------------------------C 12 
2BboplpEMACPF      ---------------------GSGIFKSNHKT VNTRDDIYNKLKKSRNVLVRKYRLKE-C 38 
                                                                                
                                                 *      **** 
BbiplpEMACPF       --YENKGKCSKIDDYRTN---GSCAGYYELWK SFFNNYGTHVIFRLTM------------ 65 
1BboplpEMACPF      --YPDKEKCDTQEKYLSD---AECKNYCELWK KFFMNYGTHVISRITM------------ 98 
BbiplpDMACPF       LDNAVKYLCSINDIRENA-TKEDCAA-LKRWI NFFQIFGTHYVHQLLL------------ 68 
BboplpDMACPF       LPDTVKKMCSAHDMIDDM-TKSECIP-LKKWI KFFEMFGTHYVHQLLL------------ 84 
BbiplpHMACPF       NFRTSSETCTTIRYSMNP-DHPDCVEHVKPWM NLFELFGTHFTYNIKI------------ 47 
3BboplpEMACPF      NFKKAATECTTIRYAINP-EYPDCKE-VKPWM QLFEMFGTHFTYNIKI------------ 97 
BbiplpCMACPF       KEFEN---CTVKLFK----NKAKVCEGMSKWV EFFSLFGTHVTTEIHLGMFAVVNSIICR 76 
BboplpCMACPF       KSFDQ---CTVELYK----KKSKKCGSISKWV DFFLQFGTHVTTEIQL------------ 101 
BbiplpAMACPF       EHERDGVICSPSIYRDNPTSKACLDLGVRPWM RFFTIFGTHVTTKIYL------------ 50 
BboplpAMACPF       QEEGNGLVCHPYDYLVHPRSQACKELGVTAWMQFFTVFGTHVTTKVYL------------ 108 
BbiplpFMACPF       NELTGIKTCTPDVYVVEP-SNKDCE-AINKWV QFFRRYGTHITSHIVV------------ 101 
BboplpFMACPF       SINEDYGPCTPDVFIVDP-LKSDCS-SMHQWV KFFKRYGTHMTSHITI------------ 101 
BbiplpBMACPF       EKFDS-ESCTMEIYRNDE-DDKKCVDSVHPWI KFFKKYGTHYTTVIHL------------ 93 
BboplpBMACPF       EKFHD-GECLLEVYRNDP-EDEKCASVVRPWMKFFQKYGTHFTTVIHL------------ 103 
BbiplpGMACPF       KGGFKEVECPIDRLKKNI-YDEGCEGCIASWM RFFADFGTHATQHVTM------------ 59 
2BboplpEMACPF      QGDFKVADCPTEKYVENM-DDESCSGCISSWMRFFADYGTHVTRRISM------------ 85 
                           *                     *  :*  :***    : :             
                    ** 
BbiplpEMACPF       -GGKLLRIVENLEDNEAKEKSKERQSSFGVQ- ------LSIINANLSMSNKKEDGMRKAL 117 
1BboplpEMACPF      -GGKILQMDEMENTANENAESNDKKHNISVN- ------VGVLSGSFNLNNTNEKQQKEKV 150 
BbiplpDMACPF       -GGKLVQTLKFDASALENLK--SSGIDVNLAI AS-----SIGSVNASVEGRRAAETAKID 120 
BboplpDMACPF       -GGKLIQTLKINASKLQALK--NDSIDVDLVV SS-----VLGSSSASLLADKVVNKYKLD 136 
BbiplpHMACPF       -GGRLTELEQVNASKSGKRSNAQAKARADIQV TK-----SVAAGSVGVDGTKMSNNSNMT 101 
3BboplpEMACPF      -GGRLTKISQVNLNKKTNTNMNSVNAGATTQVRN-----ELFGASAGVGLSKGSTKDNTE 151 
BbiplpCMACPF       SGGKITRILTAPSDAVESFSKSGLDVNAAVG- -------AIISGALVDAKAGLKSSEQDA 128 
BboplpCMACPF       -GGKIIRLLTIPNNAMDSFLKSGLNVDVAVK- -------AVISGALLEVNEKLNSEQQKA 152 
BbiplpAMACPF       -GGKMVTLIETKASQEAKLKKLGIDVKAEIS- -------VQAQVATANGAVGVGVSKLKD 101 
BboplpAMACPF       -GGKMLTIIETKSSQEADLKKKGIDVKAELS- -------VQAEVATVDASVNASTSSLHN 159 
BbiplpFMACPF       -GGQIIFIDRAVNQVVSTAIG----------- ------CDKVASPKNVSIYHGFKSVMKG 143 
BboplpFMACPF       -GGQIISIDRMVEGEKITKMV----------- ------KTLGGGESIYKVTDKFSSVMTG 143 
BbiplpBMACPF       -GGKVTNQIQMKKTDVAAIQKHGYNIDSYIKA NSGIPFLNLGQASFNSAGDMSSDSKKNS 152 
BboplpBMACPF       -GGKVTNQIQIDKKDVAKLQKDGYNIDVMIKS GS-ISPVKVGGG-FSHEKKEESSSNFSS 160 
BbiplpGMACPF       -GGTYRRFNNAMDKQASRKSKKSEVTITTSSS -----WFGLSNSRQESTKENEFMHSRDD 113 
2BboplpEMACPF      -GGIFRRFSNVSNRESKRDASKQKTTIKKSSS -----WFHLVKKKSKKTKSSSSKVSSEG 139 
                    **                                                           
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Figura 22.  Alineamiento múltiple de dominios MACPF de B. bovis y B. bigemina.  Residuos 

conservados resaltados como cargados (celeste), polares (verde), alifáticos (fucsia), aromáticos  (rojo) y 

aminoácidos muy propensos a formar α- hélices (amarillo). Los asteriscos azules marcan el motivo 

característico del dominio MACPF. La estructura secundaria consenso se representa debajo del 

alineamiento. 

 

 
2. 2. 3. 2.  Predicción de la estructura tridimensional del dominio MACPF  

 

Método: Modelado por homología a proteína de estructura conocida 

 

Hasta el momento se ha cristalizado el dominio MACPF de dos proteínas: la subunidad 

alfa de la proteína del complemento humano C8 (Hadders y col., 2007) y la proteína con dominio 

MACPF/Perforin-like de la gamma-proteobacteria Photorhabdus luminesens (Rosado y col., 

2007). Utilizando como molde las estructuras tridimensionales de estos dominios que se 

 
 
BbiplpEMACPF       NDQSSKYFVMGGDNLTS-----FDSSDSLKKW MESVERNAMPIDIQLTPISQFIPKEIRS 172 
1BboplpEMACPF      KKKNGKFFIMGGDTFIP-----VDTPEGFRDW VDSIKENSMPINVELTPMSQFMPIGIRR 205 
BbiplpDMACPF       ELGSKTITVIGGQMPNL-----PITDEEYATW GNSVAENPMPIGMSAESIKRLLKTE-LK 174 
BboplpDMACPF       ELGAKSITVIGGNMPNT-----PITDAEYAIW GNSVAENPMPIGIVGDSLKNLMDKN-LR 190 
BbiplpHMACPF       NVSFSYVNVLGGSPIGN-----ADDEDEYLAW IHSIPNNPMPIRSQLAPLSKLFRSQALK 156 
3BboplpEMACPF      NISFTYVNVLGGRTIGN-----VEDENEYLEW INSIPEHPMPIRNQLAPLAKLFDSEELK 206 
BbiplpCMACPF       LQEFSDSCDLRFSVLGGIHVSKNVTPQSLLKW RATVPLFPMPIRIVVTPIDTFIKKKYKN 188 
BboplpCMACPF       IKELQD--------------------DSLLKW KSTVPIFPMPIRTIYAPLDMFIHSSYKE 192 
BbiplpAMACPF       SKNESLDSKKSTLALGG-DIYGKGKNLSFNDW AETVSSFSMPVKAEYTPIANFLGKNFVD 160 
BboplpAMACPF       RDTESLDTKKSMFVIGG-DIYGDGNTIVFNDW AATVPENSMPIKAEYTPLAMIMGHEYMK 218 
BbiplpFMACPF       RRESRQMWVIGGFYVKG---LESNDLRALKLW ARSLSQRPMPIRATFTSLDHFLGDKAK- 199 
BboplpFMACPF       KRESHQMLILGGYYFSG---LESNDSKAFNRW SKSVWERPMPIRANFTSLEHFMGDKSK- 199 
BbiplpBMACPF       FKTERSIIVIGGDVPT-----DGTDKVSMQEW TRSLYRKPMPIKVNLDSIKTLIEDKEKR 207 
BboplpBMACPF       LQTEKLVIVIGGDVPT-----DGTDKTTMLEW TKSLYRKPMPIKVNIESIKTLIDGHEKK 215 
BbiplpGMACPF       EENDVVQYTVGPEPKDE-----FMTPDSFEDW VRKVALNPVPIDVEFISLSELMPDDETR 168 
2BboplpEMACPF      KEHDLVQYTVGPEPHNE-----SMAPDVFEDW VRDVALNPVPIDVEYQPLSEIMMENQAK 194 
                                                  *    :   .:*:     .:  ::       
 
BbiplpEMACPF       -HFWMAFKVYND 183 
1BboplpEMACPF      -HYWFALKSY-- 214 
BbiplpDMACPF       DSYTLALNKYAE 186 
BboplpDMACPF       DSYSLAIHKY-- 200 
BbiplpHMACPF       EAYDDAMEFYMA 168 
3BboplpEMACPF      ETYDDAMEYY-- 216 
BbiplpCMACPF       -AYREAFNFYVE 199 
BboplpCMACPF       -AYRNALNFY-- 201 
BbiplpAMACPF       -AYNDAYVFYGK 171 
BboplpAMACPF       -AYNDAYLFY-- 227 
BbiplpFMACPF       -TYHEAMQFY-- 208 
BboplpFMACPF       -SYQHAVRFY-- 208 
BbiplpBMACPF       ATFDVALKYYSE 219 
BboplpBMACPF       KSFDTALKYY-- 225 
BbiplpGMACPF       KLFKEALRYYAK 180 
2BboplpEMACPF      NLYAKAIEYY-- 204 
                     :  *   *   
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encuentran depositadas en la PDB (Protein Data Bank) realizamos un modelado de la estructura 

terciaria de los dominios MACPF de la BbiPLPA y BbiPLPB. Los dominios predichos por 

SMART para ambas proteínas no fueron útiles para establecer la homología estructural con los 

dominios cristalizados. La búsqueda del dominio MACPF a través del servidor PRODOM nos 

permitió definir un dominio más grande para cada una. (Tabla 5) 

Tabla 5. Búsqueda de homólogos con estructura conocida a partir de los dominios obtenidos con 

PRODOM.  

 

Identificación de posibles templados para modelar el dominio MACPF de las perforinas de 

B. bigemina 

Las búsquedas para hallar una secuencia de estructura conocida se realizaron por métodos 

perfil-secuencia (PsiBlast) y perfil-perfil (FFAS03). El algoritmo Psi-Blast busca  homólogos en 

organismos muy lejanos filogenéticamente mientras que el servidor FFAS03 (Jaroszewski y col., 

2005) búsquedas a partir de alineamientos perfil-perfil y un algoritmo de reconocimiento de 

plegado y asignación de función. Los algoritmos perfil-perfil usan información presente en 

proteínas homólogas  para amplificar los patrones que definen una familia. Como resultado, 

permiten la detección de homologías remotas. Los resultados obtenidos por los métodos 

anteriores se comparan en la Tabla 6.  

 

Proteína Dominio 

PRODOM 

Descripción Score E 

value 

BbiPLPA PD863442 DOMAIN MAC/PERFORIN PFD0430C PF08_0050 PF08_0052 

PFI1145W SPOROZOITE-EXPRESSED S13 

 

386 6e-37 

BbiPLPB PD863442 DOMAIN MAC/PERFORIN PFD0430C PF08_0050 PF08_0052 

PFI1145W SPOROZOITE-EXPRESSED S13 

 

384 1e-36 
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Tabla 6.  Templados identificados por el algoritmo de búsqueda Psi- BLAST y el FFAS 03 

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, fueron descartados los templados predichos 

por el FFAS03 por su alta puntuación (score) y además porque ninguno de estos templados 

resultaron homólogos al dominio de interés. Por el contrario los resultados de las 7 iteraciones del 

Psi-Blast presentaron homología con la cadena A de la proteína C8 del complemento humano con 

un valor de E significativo.  

Asignación de plegamiento mediante Threading 

Se le asignó el plegamiento al dominio MACPF de B. bigemina a través de métodos de 

threading. Estos métodos se basan en el alineamiento de la secuencia incógnita a una secuencia 

con estructura conocida (o alineamientos entre perfiles), renombrando los residuos del templado a 

los de la secuencia de interés y modelando alternativamente las inserciones. El servidor utilizado 

fue el PHYRE el cual implementa un  algoritmo de búsqueda perfil-perfil  junto a la evaluación 

 FFAS 03 

 (significativo menor a -9.5) 

 

Psi Blast  

   (punto de corte 1e-4) 

BbiPLPA Templado  A mol:protein 
length:231 ACID 
PHOSPHATASE 

Pdb      1d2t 

Score     -6.480 

Valor E  ND 

Templado  Chain A, 
structure of C8 a 
(complement)-MACPF 
Homo sapiens 

Pdb      2QQH 

Score     55.3 

Valor E 2x10-6 

 

BbiPLPB Templado     A mol:protein 
length:207 Hypothetical 
protein Atu0120 

Pdb              2i6h 

Score          -5.750 

Valor E        ND 

Templado  Chain A, 
structure of C8 a 
(complement)-MACPF 
Homo sapiens 

Pdb      2QQH 

Score     55.3 

Valor E 2x10 
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de similitud de la estructura secundaria predicha. Los resultados estimaron con una predicción del 

100% y con valores de E significativos (menores a 1e-4) que el mejor templado para modelar el 

dominio MACPF de BbiplpA y B era la cadena alfa de la proteína C8 del complemento humano. 

(Figura 23). 

A 

B 

Figura 23.  Asignación del plegamiento del dominio MACPF para A. BbiPLPA y B. BbiplpB utilizando 

el servidor PHYRE 

 

 View Model E-value Estimated  
Precision BioText Fold/PDB 

descriptor Superfamily Family 

 

 

  

2.4e-22 100 % n/a 

PDB 
header: im
mune 
system, 
membrane 
protein 

Chain: A: PDB 
Molecule: complement component 
c8 alpha chain; 

PDBTitle:  
structure of 
c8a-macpf 
reveals 
mechanism of 
membrane 
attack2 in 
complement 
immune 
defense  

 
 

    

7.3e-11 100 % n/a 

PDB 
header: unk
nown 
function 

Chain: A: PDB Molecule: unknown 
protein; 

PDBTitle:  
structure of a 
macpf/perforin-
like protein  

 

 

Fold Recognition 

de View Model E-value Estimated  
Precision BioText  Fold/PDB 

descriptor Superfamily Family 

 

    

4.8e-07 100 % n/a 

PDB 
header: immune 
system, 
membrane 
protein 

Chain: A: PDB 
Molecule: complement 
component c8 alpha 
chain; 

PDBTitle:  
structure of 
c8a-macpf 
reveals 
mechanism of 
membrane 
attack2 in 
complement 
immune 
defense  

 

    

0.0001 95 % n/a 
PDB 
header: unknown 
function 

Chain: A: PDB 
Molecule: unknown 
protein; 

PDBTitle:  
structure of a 
macpf/perforin-
like protein  
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Construcción del modelo del dominio MACPF por homología  

 

La estructura tridimensional del dominio MACPF de las proteínas de B. bigemina fue 

modelada utilizando como templado la cadena alfa de la proteína C8 del complemento humano. 

Para ello se empleo el servidor TITO, el cual analizó la estructura del templado seleccionado y el 

alineamiento de la secuencias a modelar con la secuencia del templado (Figura 24). Previamente, 

se confirmó que la estructura y la secuencia del templado coincidían en sus residuos. Las 

posiciones sobrantes fueron removidas del alineamiento tanto en la secuencia incógnita como en 

el templado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Alineamiento de la secuencias a modelar (dominio MACPF de BbiPLPA) con la secuencia del 

templado (qqh: cadena alfa de la proteína C8 del complemento humano). Los residuos conservados en 

todos los dominios MACPF se encuentran en colores. 

Los resultados arrojados por el servidor TITO determinaron que entre el templado 2QQH 

y el dominio MACPF de BbiPLPA existe un núcleo en común de 11 fragmentos incluidos los 

residuos del motivo clave de este dominio. 

El alineamiento mejorado permitió modelar con el programa Modeller los dominios 

MACPF de la BbiPLPA (Figura 25B) y BbiPLPB (Figura 25C) demostrando una buena 

homología con el templado de estructura conocida (Figura 25A) y la conservación en la 

estructura del motivo característico del dominio MACPF (Figura 25A, B y C en amarillo). 

 

 

BbiplpAmacpf      -TPPGLEYLGSGYDMVKGN---PLG-------D TITLLDPGYR----ANIIQMHWRKDFE 45 
qqh               GSVRAIDEDCSQYEPIPGSQKAALGYNILTQED AQSVYDASYYGGQCETVYNGEWRELRY 60 
                   :  .::   * *: : *.   .**       * : :: *..*      .: : .**:    
 
BbiplpAmacpf      GVSNSLLYMQPKGAWVRSYVSCHKSDTVSEVGKSKSLKNALSVDASVSAEVPGDSLKFAA 105 
qqh               DSTSERLYYGDDEKYFRKPYNFLKYHFEALADT GISSEFYDNANDLLSKVKKDKSDSFGV 120 
                  . :.. **   .  :.*.  .  * .  : ... . * :   ..:  :*    ..* .*.. 
 
BbiplpAmacpf      SASYNNVKNSESQKGLKKYVSRSYCLNYVAGIP SSIPWDYTTAFTIALKQLPTKFEHERD 165 
qqh               TIGIG-PAGSPLLVGVGVSHSQDTSFLNELNKY NEKKFIFTRIFT---KVQTAHFKMRKD 176 
                  : . .   .*    *:    *:. .:    .  ..  : :*  **   *  .::*: .:* 
 
BbiplpAmacpf      GVICSPSIYRDNPTSKACLDLGVRPWMRFFTIF GTHVTTKIYLGGKMVTLIETKASQEAK 225 
qqh               DIMLDEGMLQSLMELPDQYNYGM--YAKFINDY GTHYITSGSMGGIYEYILVIDKAKMES 234 
                  .:: . .: :.        : *:  : :*:. : ***  *.  :**    ::  . ::  . 
 
BbiplpAmacpf      LKKLGIDVKAEISVQAQVATANGAVSVGVSKLK DSKNESLDSKKSTLALGGDIYGKGKNL 285 
qqh               LGXX-XXXXXXXXXXARKAMAVEDIISRVRGGS SGWSGGLAQNRSTITYR----SWGRSL 289 
                  *              *: * *   :   *   . .. . .* .::**::      . *:.* 
 
BbiplpAmacpf      SFNDWAETVSSFSMPVKAEYTPIANFLGKN-FV DAYNDAYVFYGKVLVG 333 
qqh               KYNPVVIDFEMQPIHEVLRHTSLGPLEAKRQNL RRALDQYLMAAA---- 334 
                  .:*  .  ..  .:    .:*.:. : .*.  :     * *:: .      
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               A                                                        B                                                   C 
 

 
 

Figura 25. Resultados del servidor TITO y el programa Modeller A. Templado = dommacpfC8 H.sapiens, 

B. Modelo =  dommacpfBbiplpA, C. Modelo=dommacpfBbiplpB. Se remarcan en amarillo los residuos 

conservados en todos los dominios MACPF del motivo característico. 

 

 

La representación de las cadenas secundarias en la estructura tridimensional de los 

dominios MACPF del templado y de los modelos de B. bigemina demostraron la conservación de 

las regiones fundamentales para la formación del poro en la membrana de la célula blanco, estas 

comprenden una región central de láminas beta y las hélices alfa (CH1 y CH2 en la Figura 26) 

detalladas anteriormente en el análisis de la estructura secundaria que se vuelven antipáticas y 

atraviesan la membrana para formar el poro. 
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                          A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                          B 
                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         C 
                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26.  Estructura en tres dimensiones con la representación de la estructura secundaria realizada con 

el programa gráfico PyMOL. En rojo se pueden observar las hélices alfa y en amarillo las láminas beta 

características de los dominios MACPF de todos los eucariotas. A. Dominio MACPF de la subunidad alfa 

de la proteína C8 del complemento humano; B. Modelo de la estructura terciaria del dominio MACPF de 

la BbiPLPA y C. Dominio MACPF de la BbiPLPB. 

 

 

 

CH1 y CH2 

CH1 y CH2 

CH1 y CH2 
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Comparación  estructural entre el templado y los modelos  

 

Con el fin de validar los modelos obtenidos se realizó la superposición de la estructura del 

templado y de cada uno de los modelos obtenidos utilizando el servidor 3d-SS (3- Dimensional 

Structural Superposition) 

El análisis de la similitud estructural dada por la medida por el RMSD. Esta medida indica 

la raíz cuadrada de la media del cuadrado de las distancias entre átomos equivalentes. El valor de 

RMSD de las estructuras predichas resultó ser menor que 1 para ambas, indicando que la 

predicción de la estructura del dominio MACPF ajustada al templado resultó tener una baja 

desviación (Figura 27). 

A

 

 

 

B 

Figura 27. Superposición estructural entre el templado y de cada uno de los modelos obtenidos utilizando 

el servidor 3d-SS. A. Modelo del dominio MACPF de la BbiPLPA, B. Modelo del dominio MACPF de la 

BbiPLPB. 

 

 

PDB ID 
Chai
n ID 

Superimpose
s 

Sequenc
e 

identity 
(%)  

Stam
p 

score 
(Max 
10) 

RMS
D (Å) 

Color 
Scheme 
(Display

) 

2QQH A [Fixed 
Molecule] 

100.00 10.00
0 

-    

C2QQHA4179_.MODEL.P
DB 

- 
 

16.79 2.941 0.751    

 

PDB ID  
Chain 

ID Superimposes  
Sequence 

identity 
(%)  

Stamp 
score 
(Max 
10) 

RMSD 
(Å) 

Color 
Scheme  
(Display)  

2QQH A [Fixed 
Molecule] 100.00 10.000 -    

QQHA3838_.MODEL.PDB  - 
 

12.44 7.328 0.600  
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A pesar de la baja identidad secuencial de estos posibles dominios MACPF de Babesia 

bigemina con los dos dominios MACPF de la estructura cristalizada depositada en la PDB, la 

información contenida en la secuencia (a través de las búsquedas perfil- perfil) nos permitió 

encontrar  una cierta homología estructural con un valor de E significativo. La comparación 

espacial entre las estructuras entre ambos templados y los dominios MACPF de BbiPLPA y 

BbiPLPB predichos, validó los resultados del modelado estructural. 

 

2. 2. 3. 3.  Predicción de otros dominios: Repeticiones en tándem 

 

Caracterización molecular de la BbiplpA 

 

A partir del análisis de la anotación de la familia de proteínas con dominio MACPF en B. 

bigemina pudimos observar que la PLPA  presentaba una región de repeticiones en tándem 

(Figura 28A) que fue detectada por el programa Tandem Repeat Finder (Benson, 1999). Los 

resultados de la identificación de repeticiones en el gen Bbiplpa mostraron una región repetitiva 

de 666 pares de bases con un periodo de 33 pb y 20,2 copias (Tabla 7 y Figura 28A). La 

traducción de esta región nos permitió definir bloques repetitivos de 11 aminoácidos (Figura 28B 

y 29B) 

 

Índices 
Tamaño 

del 
periodo  

Número 
de 

copias 

Tamaño 
del 

consenso 

Porcentaje 
de 

nucleótidos 
idénticos 

Porcentaje 
Indels 

Score A C G T Entropía 
(0-2) 

1662--1720 15 3.9 15 88 0 91 59 11 13 15 1.62 
1738--2404 33 20.2 33 97 0 1219 36 11 23 27 1.90 
 

Tabla 7. Resultados arrojados por el programa Tandem Repeat Finder. En rojo: la repetición analizada 
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Figura 28. Predicción de repeticiones de la proteína BbiPLPA utilizando el programa XSTREAM. A. 

ubicación de las repeticiones en la proteína; B. Características de la repetición, secuencia repetitiva y 

consenso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posiciones Periodo 
Número de 

copias 
Error del 
consenso 

580-800 11 20.09 0.03 
 
 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEPKREGI 
DEILEHENEGI 
DEILEPKNEGI 
DDILEPKREGI 
DDILEPKREDI 
D 
===========  
DEILEPKREGI 
 :   ::: :  
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A 

Región repetitiva de Bbiplpa (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  
GATGA CATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA  
GATGA CATTCTTGAACCTAAACGTGAGG ATATA  
GATGA TAATGGCAATGATGATGAA GCTGACGCT 
GAAACTGCAAATGACAATGCAGAAAAAGAGGATG 
GCGAAATGGAGAACGACGTGTCCAATGCAACT 
GCTGAAAGCAGTAGTCCTACCG 

 

>BbiplpA 
MKLIVAYITTIFSLLAFRAQSFSIEMVMNRCVLGPGHGCTPKMTIVTKGDAQPIIEVMKL 
NDGNVPSVEQSHAHYNTDSEADNDGYVSSDVPSPTGFPMVCERCYKDISPRRSSSSFETE 
KNNALGNDSSEGDNDSVKENANDDDQDEEEFVDDDDSTDALDPDEYAMRGYEDSVGN 
GQTSYLEMERCLQYQRMGCPYTLRSQRSTYNPQYYTAFSPRYARTDDGAQLDSSSDD 
NRASGDETESTCPFANRSQQPLYYSYSQPQYRVNYKPTCRRYIRYFSPCRPRPCRQTGYQ 
PSRYGNSFNNEINYALEVVRPIERSEDYESESKGSTFQVNHNDSNEGDENGNFHTRDLIN 
DSENGRDASTTVRVTNGMFNVDVGKSADSVMKHYRDLQTERAATNAGVKDTGNTEK 
TDDIYNMSFIETARQISYANNYASVAPHLRNQPSGGMMSNGQKDPTFYELGSNNNMTPT 
NGITYKKRNRDKSVARLREDDDYAVDFDNFMAEGLENNGANENEANGDPELVGEDYD 
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  
DDNGNDDEADAETANDNAEKEDGEMENDVSNATAESSSPTDDAFPEDSDDESDDVTDVA 
DYIREQNVDVLRTPPGLEYLGSGYDMVKGNPLGDTITLLDPGYRANIIQMHWRKDFEGVSN 
SLLYMQPKGAWVRSYVSCHKSDTVSEVGKSKSLKNALSVDASVSAEVPGDSLKFAASASY 
NNVKNSESQKGLKKYVSRSYCLNYVAGIPSSIPWDYTTAFTIALKQLPTKFEHERDGVICSP 
SIYRDNPTSKACLDLGVRPWMRFFTIFGTHVTTKIYLGGKMVTLIETKASQ EAKLKKLGIDV 
KAEISVQAQVATANGAVGVGVSKLKDSKNESLDSKKSTLALGGDIYGK GKNLSFNDWAET 
VSSFSMPVKAEYTPIANFLGKNFVDAYNDAYVFYGKVLVGENV 
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Figura 29. A. Secuencia codificante del gen Bbiplpa de la cepa del genoma (aislamiento australiano 

virulento). En rojo: los nucleótidos idénticos de la repetición 

(GATGAAATTCTTGAACCTAAACGTGAGGGTATA ) y en azul: los variables.  En violeta: oligonucleótidos 

específicos para amplificar la región repetitiva. B. Repeticiones en tándem (DEILEPKREGI)  en la proteína  

BbiPLPA. En verde: dominio MACPF 

 
 

 

Se estudió el polimorfismo de esta región repetitiva utilizando oligonucleótidos 

específicos. Los productos de la amplificación por PCR resultaron variables en tamaño (Figura 

30).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                         1    2    3   4   5  6    7   8   9 10  11  12 

 
Figura 30 Amplificación de la región repetitiva del gen Bbiplpa en distintos aislamientos de Babesia 

bigemina. 1: BbiS2P, 2: BbiS1A, 3: BbiM1P, 4: BbiM1A, 5: BbiMx (JG29), 6: BbiMx, 7: BbiBr, 8: 

BbiM2P y Babesia bovis  9: BboS2P, 10: control sin ADN, 11: 1 kb Plus (Invitrogen), 12: BbiS3P 

 
A partir de la secuenciación de los productos resultantes observamos que no solo existía 

un polimorfismo en cuanto al tamaño de la región repetitiva sino que el polimorfismo a nivel de 

secuencia fue notable. Este hallazgo nos permitió definir 24 variantes de la repetición. A esta 

repetición la denominamos Perforin- like repeat (PLR) (Tabla 8). 
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Tabla 8. Repeticiones definidas en el análisis secuencial de los productos de cada aislamiento de B. 

bigemina. 

 
 

El análisis de las repeticiones en aislamientos de referencia nos permitió definir dos 

patrones de repeticiones diferentes para los aislamientos atenuados (cepas vacunales) y para los 

aislamientos patógenos. Estos resultados podrían sugerir que estas repeticiones estarían asociadas 

a la atenuación o patogenicidad de la cepa, aunque para confirmar esta hipótesis es necesario 

realizar estudios de polimorfismo en otros genes. 

Los resultados del análisis de las secuencias de aislamientos de campo del Noroeste 

Argentino (NOA) y Noreste Argentino (NEA) nos permitieron observar diferencias entre cada 

una de estas regiones. Las tres muestras analizadas del NEA presentaron el patrón de repeticiones 

de las cepas atenuadas lo cual sugeriría que estos animales están infectados con las cepas 

atenuadas consecuencia de la vacunación. Por otro lado, el patrón de repeticiones del NEA 

resulto ser diferente a todos los aislamientos analizados, estableciendo una nueva variante 

genotípica. (Figura 31). 

 

 

 

 

Repetición Secuencia 
1 DE I LE PKNEG I 
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 * D M  
15 * * * * * * * H * A *  
16 * * T * * * * * * * *  
17 * * * * * * * H * D V  
18 * * * * * * * R * * *  
19 * * * * * * * R * S *  
20 * * * * * * * R * D L  
21 * A * * * * *H * D *  
22  * * * * *H E * * * *  
23 * D * * * * * R * * *  
24 * * * * * * * R D* *  
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Figura 31. Caracterización de aislamientos de referencia y aislamientos de campo. 
 
 
 
 
Caracterización molecular de la proteína BboplpA 

 

En B. bovis el gen ortólogo a Bbiplpa  posee también  río arriba del dominio MACPF una 

región de repeticiones en tándem. El análisis de la secuencia codificante del gen anotado en el 

NCBI utilizando los programas Tandem repeat Finder y el XSTREAM determinó que el período 

de la repetición es 2,5 donde el tamaño del bloque entero es 68 aminoácidos mientras que el 

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

 

Índices 
Tamaño 

del 
periodo  

Número 
de 

copias 

Tamaño 
del 

consenso 

Porcentaje 
de 

nucleótidos 
idénticos 

Porcentaje 
Indels 

Score A C G T Entropía 
(0-2) 

619--1121 203 2.5 204 98 0 963 38 12 28 21 1.89 
 
Tabla 9. Resultados arrojados por el Tandem repeat Finder para el gen Bboplpa 
 
 

Aislamientos atenuados de Argentina  

BgS1A: 15 4 12 4 4 4 
BgM1A: 15 4 12 4 4 4  

BgS2A: 15 4 12 4 4 4 

Aislamientos patógenos de Argentina  

BgS2P: 1 5 4 6 3 2 7 
BgS3P: 1 1 2 3 4 3 4 4 

BgM1P: 2 4 8 8 9 10 10 11 4 8 4 4 11 11 4 8 4 4 8 4 4 4 18 

BgM2Pa: 2 4 8 8 9 10 10 11 4 8 4 4 11 11 4 8 4 4 8 4 4 4 18 

BgM2Pb: 13 4 4 2 2 2 2 14 
Aislamientos de México  

México: 16 2 2 2 

Mx Kuttler peq: 16 2 2 2  

Mx Kuttler G: 6 4 6 6 6 3 6 4 
Brasil: 1 1 1 6 17 3 3  

Aislamientos de campo  

NEA:   

Salinas 4: 15 4 4 12 4 4 4  
Mirunga 11: 15 4 4 12 4 4 4  

La Angela 822: 15 4 4 12 4 4 4  

NOA 

139: 4 4 18 15 4 12 4 4 
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               A 
 
 
 
 
 
 
 
       B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Predicción de repeticiones de la proteína BboPLPA utilizando el programa XSTREAM. A. 

ubicación de las repeticiones en la proteína; B. Características de la repetición, secuencia repetitiva y 

consenso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
BboPLPA 

 
Tamaño: 752 aa 

 

 
 

Posiciones Periodo 
Número de 

copias 
Error del 
consenso 

207-374 68 2.47 0.01 
 
 
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDIDKKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD 
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDIDKKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD 
DDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDID 
=================================================== =================  
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDIDKKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD 
                    : 
 
[D,2]PFY[E,3]SEADNEGDKDWVGVNDEDL[D,3]ID[K,2]PSEDNAIRKDEKNADESAHNEQ[G,2]EY
VNPNHNMD 
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A 

>gi|156085646|ref|XM_001610183.1| Babesia bovis mac /perforin domain containing 
protein (BBOV_II007150) mRNA, complete cds 

ATGAACCAAAACCACGAAGACGAAGTGGCTCTGGCTATGCCGCCTCCCGTTCGAGGCTTGCGGAAAGCTATTAATAAT
AACAACAACATCACACCACGGTACGCTACCAGTAGTAGCAACAATAGATCACATCATAGAATCCCAGAACAAACAACA
GAAACAAATTACAATCCTAACATCAATTTCATAGAAAGGTCACACTCCGATGCTAATAAAACAAAGCGCAAACATGCA
AAAAAAGATTATCGACAGGGCACGTTCGATAATAGTGTGTTTAATACATCTTCCACGAACGATGAGGGAAGTGTATTT
GACGGTTTGGATACCTTTGATGAAGAAAACGATTTTGATGATAGCATTGTAGAATCTCCTAAATCAACAAATATAAAG
GGCGAATACATCGATGAAAGTGATTATAAAGATTATATGGATGACATTTTGTATGGTGATGATGTACCTGAAAAGTCA
TTCATGGATGACATAGACGACAGAGGATCTTTAGATCTTCTAGATGACAACGTTAACAAAAACTCACGTAAATATAAG
TTTGATAATCTAGATCCTGAGCAAGAAAGTGAAAATGATCTACTGTTGGCAGGCTATGACGATAACGATGGCGATGAT
CCGTTCTACGAAGAAGAAAGTGAAGCCGATAATGAAGGAGATAAAGATTGGGTTGGTGTAAACGATGAAGATCTCGAC
GATGATATAGATAAGAAGCCTAGTGAGGATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGCCGATGAATCGGCGCACAAT
GAACAGGGTGGGGAATATGTTAATCCAAATCATAACATGGATGATGATCCATTCTACGAAGAAGAAAGTGAAGCCGAT
AATGAAGGGGATAAAGATTGGGTTGGTGTAAACGATGAAGATCTCGACGATGATATAGATAAGAAGCCTAGTGAGGAT
AATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGCCGATGATCGGCGCACAATGAACAGGGTGGGGAATATGTTAATCCAAATC
ATAACATGGATGATGATCCATTCTACGAAGAAGAAAGTGAAGCCGATAATGAAGGGGATAAAGATTGGGTTGATGTAA
ACGATGAAGATCTAGACGATGATATAGATCTCCCCCAACCCACGAATTACCAGAGGATGCATCAATGGATGCAATGAT
GCATTTGGAAGATGAAGATGATGAAGATCATGGTGAAAATGAAGATGCTGATATAAATGAAGAAATAAATGATGTTGA
ATCACCAAGTGGTCTTGAATACTTGGGAGCTGGATATGATCTTTTGAAGGGCAACCCGATGGGTGATACAATTATACT
ATTAGATCCGGGTTATAGAGCAAGTGTCGTACAAATGCATTGGCGTGATGACGCTGAAGGGCTTTCAAACAGTCGCCA
TTTTATTCAACCGAAGGGGGCTTGGGTGCGACCTTATACGTCATGTCACAAGGGTGAAACGATTTCAGAGGTTGCAAA
GACTCAATCTCTGGATAATGTTCTATCTGCTGATGCTTCAGTATCTGCATCTTTACCAGGAGATAAATTTAAGTTTGC
TGCATCAGTCAACTATAACAACATAAAGAAGGCTTATGACTCCAAGGGCGTAAATACATATGTAAGCAGGTCATACTG
TTTCAATTTTGTAGCGGGTATACCGATGTCTATTAAATGGGACACAACTCAAGCTTTCCAAGCCGCATTGAAAGGTTT
GCCAAAAACATTTCAAGAAGAAGGCAATGGGTTGGTTTGCCACCCCTACGACTATCTTGTTCATCCACGTTCTCAGGC
GTGCAAAGAGTTAGGAGTAACCGCATGGATGCAATTTTTCACTGTATTCGGCACGCACGTTACGACTAAAGTTTATCT
TGGAGGGAAGATGCTTACTATCATTGAAACCAAATCATCCCAAGAAGCTGACCTGAAAAAGAAGGGCATTGACGTAAA
AGCTGAACTGAGTGTCCAGGCTGAGGTAGCAACGGTTGATGCATCGGTTAACGCCAGCACGTCCAGCCTTCACAATAG
AGATACAGAATCGTTGGATACTAAAAAGTCGATGTTTGTCATAGGAGGTGATATATACGGGGACGGGAATACTATCGT
CTTCAATGACTGGGCTGCTACCGTTCCAGAAAATTCAATGCCCATAAAAGCTGAGTACACCCCGCTTGCAATGATAAT
GGGCCACGAATACATGAAAGCATACAATGATGCCTATCTGTTTTACGGAAAGGTGTCAGTGGGTGCCGTATAG 

B 
 
>BboplpA 
MNQNHEDEVALAMPPPVRGLRKAINNNNNITPRYATSSSNNRSHHRIPEQTTETNYNPNINFIERSHSDANKTK 
RKHAKKDYRQGTFDNSVFNTSSTNDEGSVFDGLDTFDEENDFDDSIVESPKSTNIKGEYIDESDYKDYMDDILY 
GDDVPEKSFMDDIDDRGSLDLLDDNVNKNSRKYKFDNLDPEQESENDLLLAGYDDNDG 
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD  
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD  
DDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDID SPPTHELPEDASMDAMMHLEDEDDEDHGENEDADIN 
EEINDVESPSGLEYLGAGYDLLKGNPMGDTIILLDPGYRASVVQMHWRDDAEGLSNSRHFIQPKGAWVRPYT 
SCHKGETISEVAKTQSLDNVLSADASVSASLPGDKFKFAASVNYNNIKKAYDSKGVNTYVSRSYCFNFVAG 
IP MSIKWDTTQAFQAALKGLPKTFQEEGNGLVCHPYDYLVHPRSQACKELGVTAWMQFFTVF GTHVT 
TKVYLGGKMLTIIETKSSQEADLKKKGIDVKAELSVQAEVATVDASVNASTSSLHNRDTESLDTKK SMF 
VIGGDIYGDG NTIVFNDWAATVPENSMPIKAEYTPLAMIMGHEYMKAYNDAYLFY GKVSVGAV 
 

 

Figura 33. A. Secuencia codificante del gen Bboplpa. En rojo se observan las repeticiones, en violeta y 

negrita los oligonucleótidos específicos para amplificar un fragmento de 1167 pb que contiene la 
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repetición, BboplpArpt_Fnew y BboplpArpt_Rnew, respectivamente; B.  Repeticiones en la secuencia de 

la proteína (rojo y naranja). En verde el dominio MACPF. 

 

Los fragmentos amplificados a partir de ADN de distintas cepas de B. bovis entre las 

cuales se encontraban cepas argentinas y extranjeras resultaron ser de diferente tamaño, 

demostrando un polimorfismo en esta región repetitiva (Figura 34)  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Amplificación de la región repetitiva de Bboplpa. 1: BboR1A, 2: BboM2P, 3: BboBr1P 4: 

Control sin ADN 5: Marcador de peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen), 6: BboUy1P, 7: BboM1A. 

 

La secuenciación de los productos de PCR nos permitió verificar el polimorfismo de 

secuencia en la región repetitiva de las distintas cepas de B. bovis estudiadas. Asimismo,  el 

análisis de las repeticiones de las cepas argentinas mostró que en las cepas atenuadas el número 

de copias de la repetición fue menor reduciéndose a 1,5  (Figura 35). 

Por otro lado, cuando analizamos el alineamiento múltiple de las secuencias repetitivas de 

todas las cepas analizadas pudimos observar que las diferencias a nivel de aminoácidos en 

algunas posiciones específicas (snips en la secuencia de nucleótidos) generaron dos grupos: el de 

las cepas extranjeras y el de las cepas autóctonas (Figura 36 y Figura 37). 

 

 

        1       2         3       4         5        6     7 

1000 pb 
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Figura 35. Secuencias de aminoácidos de las repeticiones en las distintas cepas analizadas resultado de la 

secuenciación de los productos de PCR. La secuencia repetitiva de la BboT2B fue analizada a partir de la 

secuencia depositada en el NCBI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

>T2BBboPLPArpt 
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD  
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD  
DDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDID 
 
>Brasil1PBboPLPArpt 
DDPFYEEESEADNAGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD  
DDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDID  
 
>Uy1PBboPLPArpt 
DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDID KKPSEDNAIRKDEKNADESAHNEQGGEYVNPNHNMD  
DDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDID  
 
>R1ABboPLPArptF 
DDPFYEEESEAENEGDKDWVDVNDEDLDDDID KTPSEDNAIRKDEKNVDESTHNEPGGEYVNPDHNMD  
DDINNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDID  
 
>M2PBboPLPArpt 
DDPFYEEESEAENEGDKDWVDVNDEDLDDDID KTPSEDNAIRKDEKNVDESTHNEPGGEYVNPDHNMD 
DDINNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDID KTPSEDNAIRKDEKNVDESTHNEPGGEYVNPDHNMD  
DDINNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDID  
 
>M1ABboPLPArpt 
DDPFYEEESEAENEGDKDWVDVNDEDLDDDID KTPSEDNAIRKDEKNVDESTHNEPGGEYVNPDHNMD 
DDINNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDID  
 

M2PBboplpArpt        ------------------------------ ------------------------------ 
M1ABboplpArpt        ------------------------------ ------------------------------ 
R1ABboplpArptF       ------------------------------ ------------------------------ 
T2bBboplpArpt        DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDI DKKPSEDNAI RKDEKNADESAHNEQGGEY 60 
BrasilBboplArpt      ------------------------------ ------------------------------ 
UyBboplpArpt         ------------------------------ ------------------------------ 
                                                                                  
 
M2PBboplpArpt        -------- DDPFYEEESEAENEGDKDWVDVNDEDLDDDI DKTPSEDNAI RKDEKNVDEST 52 
M1ABboplpArpt        -------- DDPFYEEESEAENEGDKDWVDVNDEDLDDDI DKTPSEDNAI RKDEKNVDEST 52 
R1ABboplpArptF       -------- DDPFYEEESEAENEGDKDWVDVNDEDLDDDI DKTPSEDNAI RKDEKNVDEST 52 
T2bBboplpArpt        VNPNHNMDDDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDI DKKPSEDNAI RKDEKNADESA 120 
BrasilBboplArpt      -------- DDPFYEEESEADNAGDKDWVGVNDEDLDDDI DKKPSEDNAI RKDEKNADESA 52 
UyBboplpArpt         -------- DDPFYEEESEADNEGDKDWVGVNDEDLDDDI DKKPSEDNAI RKDEKNADESA 52 
                             *********** : *  ******.********* * **.*************.*** : 
 
M2PBboplpArpt        HNEPGGEYVNPDHNMDDDI NNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDI DKTPSEDNAI RKD 112 
M1ABboplpArpt        HNEPGGEYVNPDHNMDDDI NNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDI D------------ 100 
R1ABboplpArptF       HNEPGGEYVNPDHNMDDDI NNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDI D------------ 100 
T2bBboplpArpt        HNEQGGEYVNPNHNMDDDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDI D------------ 168 
BrasilBboplArpt      HNEQGGEYVNPNHNMDDDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDI D------------ 100 
UyBboplpArpt         HNEQGGEYVNPNHNMDDDPFYEEESEADNEGDKDWVDVNDEDLDDDI D------------ 100 
                     ***  ******* : ******    ** : ... :: *******************              
 
M2PBboplpArpt        EKNVDESTHNEPGGEYVNPDHNMDDDI NNEENESPEDEGDKDWVDVNDEDLDDDI D 168 
M1ABboplpArpt        ------------------------------ -------------------------- 
R1ABboplpArptF       ------------------------------ -------------------------- 
T2bBboplpArpt        ------------------------------ -------------------------- 
BrasilBboplArpt      ------------------------------ -------------------------- 
UyBboplpArpt         ------------------------------ -------------------------- 
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Figura 36.  Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de las repeticiones de las cepas 

estudiadas de B. bovis. Se encuentran resaltadas las variaciones en las secuencias de aminoácidos entre 

aislamientos, en amarillo: variaciones correspondientes a las cepas argentinas y en verde: las variaciones 

correspondientes a las cepas extranjeras. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

BboM2Pplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboM1Aplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboR1Aplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboBr1Pplparpt      --------------------------------------------------- ---------  
BboUyplparpt        --------------------------------------------------- ---------  
T2bplparpt          GATGATCCGTTCTACGAAGAAGAAAGTGAAGCCGATAATGAAGGAGATAAAGATTGGGTT 60 
                                                                                 
 
BboM2Pplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboM1Aplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboR1Aplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboBr1Pplparpt      --------------------------------------------------- ---------  
BboUyplparpt        --------------------------------------------------- ---------  
T2bplparpt          GGTGTAAACGATGAAGATCTCGACGATGATATAGATAAGAAGCCTAGTGAGGATAATGCT 120 
                                                                                 
 
BboM2Pplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboM1Aplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboR1Aplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboBr1Pplparpt      --------------------------------------------------- ---------  
BboUyplparpt        --------------------------------------------------- ---------  
T2bplparpt          ATACGTAAAGATGAGAAGAACGCCGATGAATCGGCGCACAATGAACAGGGTGGGGAATAT 180 
                                                                                 
 
BboM2Pplparpt       --------------------- GGCGATGATCCGTTCTACGAAGAAGAAAGTGAAGCCGAA 39 
BboM1Aplparpt       --------------------- GGCGATGATCCGTTCTACGAAGAAGAAAGTGAAGCCGAA 39 
BboR1Aplparpt       --------------------- GGCGATGATCCGTTCTACGAAGAAGAAAGTGAAGCCGAA 39 
BboBr1Pplparpt      --------------------- GGCGATGATCCGTTCTACGAAGAAGAAAGTGAAGCCGAT 39 
BboUyplparpt        --------------------- GGCGATGATCCGTTCTACGAAGAAGAAAGTGAAGCCGAT 39 
T2bplparpt          GTTAATCCAAATCATAACATGGATGATGATCCATTCTACGAAGAAGAAAGTGAAGCCGAT 240 
                                         *  ******* * **************************  
 
BboM2Pplparpt       AATGAAGGAGATAAAGATTGGGTTGATGTAAACGATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 99 
BboM1Aplparpt       AATGAAGGAGATAAAGATTGGGTTGATGTAAACGATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 99 
BboR1Aplparpt       AATGAAGGAGATAAAGATTGGGTTGATGTAAACGATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 99 
BboBr1Pplparpt      AATGCAGGAGATAAAGATTGGGTTGGTGTAAACGATGAAGATCTCGACGATGATATGGAT 99 
BboUyplparpt        AATGAAGGAGATAAAGATTGGGTTGGTGTAAACGATGAAGATCTCGACGATGATATAGAT 99 
T2bplparpt          AATGAAGGGGATAAAGATTGGGTTGGTGTAAACGATGAAGATCTCGACGATGATATAGAT 300 
                    **** *** **************** ***** ************* *********** *** 
 
BboM2Pplparpt       AAGACGCCTAGTGAGGATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGTCGATGAATCGACG 159 
BboM1Aplparpt       AAGACGCCTAGTGAGGATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGTCGATGAATCGACG 159 
BboR1Aplparpt       AAGACGCCTAGTGAGGATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGTCGATGAATCGACG 159 
BboBr1Pplparpt      AAGAAGCCTAGTGAGGATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGCCGATGAATCGGCG 159 
BboUyplparpt        AAGAAGCCTAGTGAGGATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGCCGATGAATCGGCG 159 
T2bplparpt          AAGAAGCCTAGTGAGGATAATGCTATACGTAAAGATGAGAAGAACGCCGATGA- TCGGCG 359 
                    **** ************************** *************** ****** *** ** 
 
BboM2Pplparpt       CACAATGAACCGGGTGGGGAATATGTTAATCCAGATCATAACATGGATGATGATATAA--  217 
BboM1Aplparpt       CACAATGAACCGGGTGGGGAATATGTTAATCCAGATCATAACATGGATGATGATATAA--  217 
BboR1Aplparpt       CACAATGAACCGGGTGGGGAATATGTTAATCCAGATCATAACATGGATGATGATATAA--  217 
BboBr1Pplparpt      CACAATGAACAGGGTGGGGAATATGTTAATCCAAATCATAACATGGATGATGATCCATTC 219 
BboUyplparpt        CACAATGAACAGGGTGGGGAATATGTTAATCCAAATCATAACATGGATGATGATCCATTC 219 
T2bplparpt          CACAATGAACAGGGTGGGGAATATGTTAATCCAAATCATAACATGGATGATGATCCATTC 419 
                    ********** ******************** ** ********************  *    
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Figura 37.  Alineamiento múltiple de las secuencias de nucleótidos de las repeticiones de las cepas 

estudiadas de B. bovis. En amarillo y verde se marcan los snips que cambian al mismo nucleótido en las 

cepas autóctonas y extranjeras, respectivamente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
 
BboM2Pplparpt       - ATAATGAAGAAAATGAGTCACCTGAAGATGAAGGAGATAAAGATTGGGTTGATGTAAAC 276 
BboM1Aplparpt       - ATAATGAAGAAAATGAGTCACCTGAAGATGAAGGAGATAAAGATTGGGTTGATGTAAAC 276 
BboR1Aplparpt       - ATAATGAAGAAAATGAGTCACCTGAAGATGAAGGAGATAAAGATTGGGTTGATGTAAAC 276 
BboBr1Pplparpt      TACGAAGAAGAAAGTGA--- AGCCGATAATGAAGGGGATAAAGATTGGGTTGATGTAAAC 276 
BboUyplparpt        TACGAAGAAGAAAGTGA--- AGCCGATAATGAAGGGGATAAAGATTGGGTTGATGTAAAC 276 
T2bplparpt          TACGAAGAAGAAAGTGA--- AGCCGATAATGAAGGGGATAAAGATTGGGTTGATGTAAAC 476 
                     *  * ******* ***   * * **  *** **** ************************ 
 
BboM2Pplparpt       GATGAAGATCTAGACGATGATATAGATAAGACGCCTAGTGAGGATAATGCTATACGTAAA 336 
BboM1Aplparpt       GATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT---------------------------------  303 
BboR1Aplparpt       GATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT---------------------------------  303 
BboBr1Pplparpt      GATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT---------------------------------  303 
BboUyplparpt        GATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT---------------------------------  303 
T2bplparpt          GATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT---------------------------------  503 
                    ***************************                                  
 
BboM2Pplparpt       GATGAGAAGAACGTCGATGAATCGACGCACAATGAACCGGGTGGGGAATATGTTAATCCA 396 
BboM1Aplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboR1Aplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboBr1Pplparpt      --------------------------------------------------- ---------  
BboUyplparpt        --------------------------------------------------- ---------  
T2bplparpt          --------------------------------------------------- ---------  
                                                                                 
 
BboM2Pplparpt       GATCATAACATGGATGATGATATAAATAATGAAGAAAATGAGTCACCTGAAGATGAAGGA 456 
BboM1Aplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboR1Aplparpt       --------------------------------------------------- ---------  
BboBr1Pplparpt      --------------------------------------------------- ---------  
BboUyplparpt        --------------------------------------------------- ---------  
T2bplparpt          --------------------------------------------------- ---------  
                                                                                 
 
BboM2Pplparpt       GATAAAGATTGGGTTGATGTAAACGATGAAGATCTAGACGATGATATAGAT 507 
BboM1Aplparpt       ---------------------------------------------------  
BboR1Aplparpt       ---------------------------------------------------  
BboBr1Pplparpt      ---------------------------------------------------  
BboUyplparpt        ---------------------------------------------------  
T2bplparpt          ---------------------------------------------------  
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2. 2. 4. Historia evolutiva de la familia del tipo perforina en el phylum Apicomplexa 

 

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

 

Como fue descripto anteriormente, el dominio MACPF está distribuido en proteínas de un 

amplio rango de eucariotas. En el caso de los eucariotas inferiores y particularmente en el phylum 

Apicomplexa este dominio forma parte de proteínas pertenecientes a una familia cuyos miembros 

cumplen un rol importante en la entrada y salida del parásito de las células del hospedador 

aunque se ha reportado en el género Plasmodium que existe una baja homología entre genes 

parálogos, mientras que la homología entre ortólogos de las distintas especies es mayor (Kaisser 

y col., 2004). Esto sugiere que los parálogos en cada uno de los organismos podrían tener un rol 

diferencial. Con el objeto de comprobar este comportamiento en Babesia spp. analizamos la 

homología entre los dominios MACPF de B. bovis y B. bigemina. El alineamiento entre los 

dominios MACPF de los parálogos en B. bovis y B. bigemina demostró la baja identidad entre 

ellos, con valores de entre 20 y 30 %, observándose solo la conservación de los residuos 

característicos del dominio MACPF (Figura 38).  
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A 
 
BboplpAmacpf       FKFAASVNYNNI KKAYDSKGVNTYVSRSYCFNFVAGIPMSI KWDTTQAFQAALKGLPKTF 60 
BboplpCmacpf       GSGALRAGYTDI SGKTQHI SSKQYTNSYYCFTYAAGMPPYFNWETTSDFDIAL NELPKEV 60 
BboplpBmacpf       FSFSASAGYKNMVRTLATNETKNYIL KTYCLRYVAGI QDFLNI EPTESFVYDVSQLPEKF 60 
BboplpFmacpf       -- LSASI NSMADDKPTSKHTVNYRIA KSFCAI RESGIMVPFTGKI SSVFI KEVEALPSI N 58 
BboplpDmacpf       VAFSASAKYKNASEKLAHKTERMDTTSSFMEAMKS----------------- LEPLPDTV 43 
3BboplpEmacpf      AKFALSAEI TVFCWKLRCPSTESSKLEVKQGKRVCS------- AFKKSFQNATKELKPNF 53 
2BboplpEmacpf      ---- GSGIF KSNHKTVNTRDDI YNKLKKSRNVLVR-------------- KYRLKECQGDF 42 
1BboplpEmacpf      - LVSIL SEDVESFLGIA NFGVNYVMQNKEIA GMEDIV KKHMN-- VTRAFENATKEI ESYP 57 
                                                                        .        
 
BboplpAmacpf       QEEGNGLVCHPYDYLVHPRS--- QACKELG- VTAWMQFFTVFGTHVTTKVYLGGKMLTII  116 
BboplpCmacpf       KS-------- FDQCTVELYK--- KKSKKCGSI SKWVDFFLQFGTHVTTEI QLGGKII RLL 109 
BboplpBmacpf       HDG--------- ECLLEVYRNDPEDEKCASVVRPWMKFFQKYGTHFTTVI HLGGKVTNQI  111 
BboplpFmacpf       EDYG-------- PCTPDVFIV DPLKSDCSS- MHQWVKFFKRYGTHMTSHI TI GGQII SI D 109 
BboplpDmacpf       KK---------- MCSAHDMIDDMTKSECIP - LKKWIKFFEMFGTHYVHQLLLGGKLI QTL 92 
3BboplpEmacpf      KKAAT------- ECTTI RYAI NPEYPDCKE- VKPWMQLFEMFGTHFTYNI KI GGRLTKI S 105 
2BboplpEmacpf      KVA--------- DCPTEKYVENMDDESCSGCI SSWMRFFADYGTHVTRRI SMGGIF RRFS 93 
1BboplpEmacpf      DKE----------- KCDTQEKYLSDAECKNYCELWKKFFMNYGTHVI SRI TMGGKIL QMD 106 
                   .                          .        *  :*  :***    : : ** .      
 
BboplpAmacpf       ETKSSQ-- EADLKKK-- GI DVKAELSVQAEVAT- VDASVN-- ASTSSLHNRDTESLDTKK 169 
BboplpCmacpf       TIP NNA-- MDSFLKS-- GLN-- VDVAVKAVI SG- ALLEVN-- EKLNSEQQKAI KELQDDS 160 
BboplpBmacpf       QI DKKD-- VAKLQKD-- GYNI DVMIKSGSI SPVKVGGGFS-- HEKKEESSSNFSSLQTEK 165 
BboplpFmacpf       RMVEGEKI TKMVKTL-- GGGESI YKVTDKFSSVMTGKRES-- HQMLIL GGYYFSGLESND 165 
BboplpDmacpf       KI NASKLQALKNDSI -- DVDLVVSSVLGSSSASLLADKVVNKYKLDELGAKSI TVI GGNM 150 
3BboplpEmacpf      QVNLNKKTNTNMNSVNAGATTQVRNELFGASAGVGLSKGSTKDNTENI SFTYVNVLGGRT 165 
2BboplpEmacpf      NVSNRESKRDASKQKTTI KKSSSWFHLVKKKSKKTKSSSSKVSSEGKEHDLVQYTVGPEP 153 
1BboplpEmacpf      EMENTANENAESNDK-- KHNI SVNVGVLSGSFNLNNTNEKQQKEKVKKKNGKFFIMGGDT 164 
                                                              .            :     
 
BboplpAmacpf       SMFVIGGDI YGD- GNTIVF NDWAATVPENSMPIKAEYTPLAMIMG- HEYMKAYNDAYLFY 227 
BboplpCmacpf       ------------------ LLKWKSTVPIFPMPIRTI YAPLDMFIH- SSYKEAYRNALNFY 201 
BboplpBmacpf       LVIVI GGDVPTDGTDKTTMLEWTKSLYRKPMPIKVNI ESI KTLI DGHEKKKSFDTALKYY 225 
BboplpFmacpf       --------------- SKAFNRWSKSVWERPMPIRANFTSLEHFMG-- DKSKSYQHAVRFY 208 
BboplpDmacpf       PN--------- TPI TDAEYAIWGNSVAENPMPIGIV GDSLKNLMD- KNLRDSYSLAI HKY 200 
3BboplpEmacpf      I G--------- NVEDENEYLEWINSIP EHPMPIRNQLAPLAKLFDSEELKETYDDAMEYY 216 
2BboplpEmacpf      HN--------- ESMAPDVFEDWVRDVALNPVPIDVEYQPLSEIMMENQAKNLYAKAI EYY 204 
1BboplpEmacpf      FIP --------- VDTPEGFRDWVDSI KENSMPINVELTPMSQFMP- I GI RRHYWFALKSY 214 
                                        *    :   . : **      . :  ::        :  *    * 
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Figura 25.  Alineamiento entre los dominios MACPF de las PLPs A.  B. bovis y B. B. bigemina. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. A. Alineamiento múltiple de los dominios MACPF de B. bovis; B. Alineamiento múltiple de 

los dominios MACPF de B. bigemina. Los asteriscos azules indican la única zona conservada en los 

dominios MACPF de las proteínas parálogas correspondientes al motivo característico del dominio. 

 

Además, se comprobó que al igual que en Plasmodium spp., en Babesia spp. existe mayor  

identidad entre las PLPs ortólogas de las distintas especies. El análisis de a pares entre las 

B 
 
BbiplpA         ----------------------------------- ----------------- KFEHERDG 8 
BbiplpH         ----------------------------------- ------------------- NFRTSS 6 
BbiplpB         -------- TFVKTLSTNTTKNYIL KTYCLRYVAGI QDFKSVQPMPSFKNDVEELPEKFDS 52 
BbiplpD         ---------------------------------- IPL NIPWETTGEFKEAVDALQPLDNA 26 
BbiplpC         ----------------------------------- PPYLNWNTTEEFQAELEELPATVKE 25 
BbiplpE         ---------------------------------- MFLSAEWNPTRAFQNASNVLLEYENK 26 
BbiplpF         LEANLRYAI GDSEPKEKSGKYTIA KSFCATKEGGIILPF KGNLSPLFVKDVGNLPNELTG 60 
BbiplpG         ----------------------------------- ------- FNGIV KRLVDTCKGGFKE 18 
                                                                             
 
BbiplpA         V-- I CSPSI YRDNPTSKACLDLGVRPWMRFFTIF GTHVTTKI YL------------- GGK 53 
BbiplpH         E-- TCTTI RYSMNPDHPDCVEH- VKPWMNLFELFGTHFTYNI KI ------------- GGR 50 
BbiplpB         E-- SCTMEI YRNDEDDKKCVDS- VHPWIKFFKKYGTHYTTVI HL------------- GGK 96 
BbiplpD         VKYLCSI NDI RENATKEDCAAL-- KRWINFFQIF GTHYVHQLLL------------- GGK 71 
BbiplpC         F- ENCTVKLFKNKAKVCEGMSK---- WVEFFSLFGTHVTTEI HLGMFAVVNSII CRSGGK 80 
BbiplpE         G- KCSKI DDYRTNGSCAGYYEL---- WKSFFNNYGTHVIF RLTM------------- GGK 68 
BbiplpF         I - KTCTPDVYVVEPSNKDCEAI N-- KWVQFFRRYGTHI TSHIVV ------------- GGQ 104 
BbiplpG         V-- ECPI DRLKKNI YDEGCEGC- IA SWMRFFADFGTHATQHVTM------------- GGT 62 
                    .        .              *  : *  : ***    : :             **  
 
BbiplpA         MVTLI ETKASQEAKLKKLGI DVKAEI SVQAQVATANG--- AVGVGVSKLKDSKNESLDSK 110 
BbiplpH         LTELEQVNASKSGKRSNAQAKARADI QVTKSVAAG----- SVGVDGTKMSNNSNMTNVSF 105 
BbiplpB         VTNQI QMKKTDVAAIQKHGYNI DSYI KANSGIPFL NLGQASFNSAGDMSSDSKKNSFKTE 156 
BbiplpD         LVQTLKFDASALENLKSSGI DVNLAIA SSI GSVN------- ASVEGRRAAETAKI DELGS 124 
BbiplpC         I TRIL TAPSDAVESFSKSGLDVNAAVGAII SGALVDA--- KAGLKSSEQDALQEFSDSCD 137 
BbiplpE         LLRIV ENLEDNEAKEKSKERQSSFGVQLSII NAN------- LSMSNKKEDGMRKALNDQS 121 
BbiplpF         IIFI DRAVN---------- QVVSTAI GCDKVASP------- KNVSI YHGFKSVMKGRRES 147 
BbiplpG         YRRFNNAMDKQASRKSKKSEVTI TTSSSWFGLSNS----- RQESTKENEFMHSRDDEEND 117 
                                                                             
 
BbiplpA         KSTLALGGDI YG-- KGKNLS- FNDWAETVSSFSMPVKAEYTPIA NFLG- KNFVDAYNDAY 166 
BbiplpH         SYVNVLGGSPI G-- NADDEDEYLAWIHSIP NNPMPIRSQLAPLSKLFRSQALKEAYDDAM 163 
BbiplpB         RSIIVI GGDVPT-- DGTDKVSMQEWTRSLYRKPMPIKVNLDSI KTLI EDKEKRATFDVAL 214 
BbiplpD         KTI TVI GGQMPN-- LPI TDEEYATWGNSVAENPMPIGMSAESI KRLLK- TELKDSYTLAL 181 
BbiplpC         LRFSVLGGI HVS-- KNVTPQSLLKWRATVPLFPMPIRIVV TPI DTFI K- KKYKNAYREAF 194 
BbiplpE         SKYFVMGGDNLT-- SFDSSDSLKKWMESVERNAMPIDI QLTPI SQFIP - KEI RSHFWMAF 178 
BbiplpF         RQMWVIGGFYVKGLESNDLRALKLWARSLSQRPMPIRATFTSLDHFLG-- DKAKTYHEAM 205 
BbiplpG         VVQYTVGPEPKD-- EFMTPDSFEDWVRKVALNPVPIDVEFI SLSELMPDDETRKLFKEAL 175 
                    . : *                  *  . :   . : * :     . :  ::        :  *   
 
BbiplpA         VFYGK 171 
BbiplpH         EFYMA 168 
BbiplpB         KYYSE 219 
BbiplpD         NKYAE 186 
BbiplpC         NFYVE 199 
BbiplpE         KVYND 183 
BbiplpF         QFY-- 208 
BbiplpG         RYYAK 180 
                  *    

 



 - 125 -                                                                                                      

proteínas ortólogas de B. bigemina y B. bovis resultó en porcentajes de identidad que varían entre 

36,6% (BbiPLPE/BboPLPE1)  y  el 63,13% (BbiPLPB/BboPLPB) (Figura 39). 

A 

Par de ortólogos 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 KTYCLRYVAGI QDFKSVQPMPSFKNDVEELPEKF 50 
BboplpBmacpf      FSFSASAGYKNMVRTLATNETKNYIL KTYCLRYVAGI QDFLNI EPTESFVYDVSQLPEKF 60 
                            . : * : ** : **  ********************  . :: *   **   **. : ***** 
 
BbiplpBmacpf      DSESCTMEI YRNDEDDKKCVDSVHPWIKFFKKYGTHYTTVI HLGGKVTNQI QMKKTDVAA 110 
BboplpBmacpf      HDGECLLEVYRNDPEDEKCASVVRPWMKFFQKYGTHFTTVI HLGGKVTNQI QI DKKDVAK 120 
                  ..  .*  : * : ****  : * : **..  * : * *: *** : * ****: ****** ********* : .*.***   
 
BbiplpBmacpf      I QKHGYNI DSYI KANSGIPFL NLGQASFNSAGDMSSDSKKNSFKTERSIIVI GGDVPTDG 170 
BboplpBmacpf      LQKDGYNI DVMIKSGS- I SPVKVGGG- FSHEKKEESSSNFSSLQTEKLVIVI GGDVPTDG 178 
                  : **.*****   ** : .*  *.  ::: *  .  *.    .  .*.* : .* :: ** : : *********** 
 
BbiplpBmacpf      TDKVSMQEWTRSLYRKPMPIKVNLDSI KTLI EDKEKRATFDVALKYYSE 219 
BboplpBmacpf      TDKTTMLEWTKSLYRKPMPIKVNI ESI KTLI DGHEKKKSFDTALKYY-- 225 
                  ***. : *  *** : ************ :: ****** : . : ** : : **.*****    

 

 
BbiplpEmacpf       -------------------------------- - MFLSAEWNPTRAFQNASNVLLEYENKG 27 
1BboplpEmacpf      LVSIL SEDVESFLGIA NFGVNYVMQNKEIA GMEDIV KKHMNVTRAFENATKEI ESYPDKE 60 
                                                     :: .  .  *  **** : ** :: : .*  : *   
 
BbiplpEmacpf       KCSKI DDYRTNGSCAGYYELWKSFFNNYGTHVIF RLTMGGKLLRIV ENLEDNEAKEKSKE 87 
1BboplpEmacpf      KCDTQEKYLSDAECKNYCELWKKFFMNYGTHVI SRI TMGGKIL QMDEMENTANENAESND 120 
                   **..  : .*  :: ..*  .*  ** **.**  * ******  * : ** *** : * :: *   :  : : : * :: 
 
BbiplpEmacpf       RQSSFGVQLSII NANLSMSNKKEDGMRKALNDQSSKYFVMGGDNLTSFDSSDSLKKWMES 147 
1BboplpEmacpf      KKHNI SVNVGVLSGSFNLNNTNEKQQKEKVKKKNGKFFIMGGDTFIPV DTPEGFRDWVDS 180 
                   :: . : .* :: . :: ... : . : .*. : *.   :: :: . : ..* : * : ****. : ..* : . : . :: .* :: * 
 
BbiplpEmacpf       VERNAMPIDI QLTPI SQFIP KEI RSHFWMAFKVYND 183 
1BboplpEmacpf      I KENSMPINVELTPMSQFMPIGI RRHYWFALKSY-- 214 
                   :: .* : *** ::: *** : *** : *   **  * : * : * : *  *    
 

Figura 39. A. Análisis de a pares entre proteínas ortólogas de B. bigemina y B. bovis. B. Alineamientos 

entre BbiplpE/BbiplpE1 y BbiplpB/BboplpB. 
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Para extender el análisis de los genes plp ortólogos a organismos relacionados, realizamos 

una búsqueda a través de BLASTP en los genomas de Theileria annulata y Theileria parva. 

Estos parásitos son causantes de la fiebre de la costa este y la theileriosis tropical en el ganado 

bovino y en los búfalos enfermedades transmitidas por las garrapatas del género Rhipicephalus 

(T. parva) y Hyalomma (T. annulata). Una vez que el vector infectado se adhiere al hospedador 

los esporozoítos infectan linfocitos dentro de los cuales se convierten en esquizontes y luego de 

un proceso de división celular se producen merozoítos que invaden los eritrocitos. Esta es una de 

las  características por las cuales se los incluye en el orden Piroplasmida al igual que B. bovis y B. 

bigemina. 

La búsqueda de proteínas con dominio MACPF en los genomas de Theileria spp. nos 

permitió identificar seis proteínas homólogas con dominio MACPF (ortólogas a las seis proteínas 

de B. bovis) y ocho en T. parva (ortólogas a las ocho proteínas anotadas por nosotros en B. 

bigemina)  (Tabla 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Tabla 10. Comparación de las proteínas con dominio MACPF en Babesia spp. y Theileria spp. 
 
 

Al mismo tiempo, observamos que la mayor similitud entre ortólogos se extiende a nivel 

de orden ya que existen pares de ortólogos de Theileria spp. y Babesia spp.  para cada una de las 

proteínas de la familia de las PLPs. Un hallazgo importante fue que el ortólogo de BboPLPE en 

PLP Bbo Bbi Tp Ta

A

572 aa 1206 aa 812 aa 817 aa

B

972 aa 1079 aa 1183 aa 1113 aa

C

559 aa 573 aa 442 aa 514 aa

D

420 aa 443 aa 498 aa 603 aa

E

1272aa 450 aa 353 aa 1219 aa

F

512 aa 558 aa 349 aa 340 aa

G

629 aa 356aa

H

379aa 353aa

PLP Bbo Bbi Tp Ta

A

572 aa 1206 aa 812 aa 817 aa

B

972 aa 1079 aa 1183 aa 1113 aa

C

559 aa 573 aa 442 aa 514 aa

D

420 aa 443 aa 498 aa 603 aa

E

1272aa 450 aa 353 aa 1219 aa

F

512 aa 558 aa 349 aa 340 aa

G

629 aa 356aa

H

379aa 353aa
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T. annulata posee tres dominios MACPF y el orden de estos dominios se mantiene en ambas 

proteínas observándose mayor similitud entre los dominios ortólogos que entre los dominios de la 

misma proteína de un mismo organismo. En contraste, hallamos en T. parva el ortólogo de la 

PLPE de B. bigemina  y dos proteínas adicionales que mantienen mayor identidad entre los 

ortólogos de la BbiPLPG y BbiPLPH. Además las proteínas PLPE, G y H de B. bigemina y T. 

parva presentaron homología con cada uno de los tres dominios MACPF de las proteínas PLPE 

de B. bovis y T. annulata. 

Asimismo, el análisis de a pares entre las secuencias de aminoácidos de las PLPs de B. 

bovis y las dos especies de Theileria  demostraron que hay una mayor similitud e identidad entre 

la mayoría de las proteínas ortólogas de Theileria spp. (entre 67, 4%  y 81, 7% de similitud y 

60,3% y 73,9% de identidad) mientras que en el caso de la PLPE los valores de similitud e 

identidad resultaron inferiores (25,1% similitud y 23,6% de identidad). Estas diferencias radican 

en la variación en los tamaños de las dos proteínas analizadas y el número dispar de dominios 

presente en cada una de ellas. Este resultado puede ser sustentado por el hecho de que la similitud 

e identidad entre la BboPLPE y TaPLPE son mayores que las arrojadas del análisis de las mismas 

proteínas en T. parva y T. annulata y esto se encuentra directamente relacionado con la presencia 

en ambas proteínas de los tres dominios MACPF (Tabla 11). 

 

 
Tabla 11. Análisis de a pares de secuencias de las PLPs de B. bovis (Bbo), T. parva (Tp) y T. annulata 

(Ta). En azul se encuentran las similitudes e identidades más bajas. 

 

 

 

 

 

PLP 
 

PLPA 
Similitud 
(Identidad) 
% 
 

PLPB 
Similitud 
(Identidad) 
% 

PLPC 
Similitud 
(Identidad) 
% 

PLPD 
Similitud 
(Identidad) 
% 

PLPE 
Similitud 
(Identidad) 
% 

PLPF 
Similitud 
(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) 
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2. 2. 4. 2. Análisis filogenético del dominio MACPF en Haemosporida y Piroplasmida 

 

El phylum Apicomplexa posee varios organismos que infectan un amplio rango de 

animales.  Uno de los géneros más relevantes a nivel de salud pública de este phylum son los 

parásitos del género Plasmodium pertenecientes al orden Haemosporida. Este género presenta un 

amplio rango de hospedadores vertebrados. Entre las especies de mayor importancia se 

encuentran  Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax que infectan humanos, Plasmodium 

yoelii y Plasmodium berghei que infectan roedores. Otros dos parásitos apicomplejos 

pertenecientes a la familia Sarcocystidae considerados de gran importancia en salud pública y 

veterinaria son Toxoplasma gondii, utilizado como modelo de estudio de este phylum y Neospora 

caninum un parásito que afecta a  perros y bovinos. 

En la introducción de este trabajo de tesis se ha descripto que los organismos nombrados 

anteriormente poseen proteínas con dominio MACPF, estas proteínas y las de Piroplasmida 

(Babesia y Theileria) presentan una gran divergencia de secuencia por fuera del dominio lo cual 

dificulta la reconstrucción de la historia evolutiva de esta familia en el phylum. 

Por tal motivo, realizamos un análisis filogenético de los dominios MACPF de cada una 

de las PLPs de B. bigemina, B. bovis, T. annulata, T. parva (orden Piroplasmida) (Tabla 12A) y 

P. falciparum y P. yoelii (Haemosporida) (Tabla 12B). Los dominios MACPF de las proteínas de  

Neospora caninum y Toxoplasma gondii (Tabla 12C) fueron utilizados como grupo externo en la 

reconstrucción filogenética. 

A 

Bbo Bbi Ta Tp PLP 
XP_001610233.1 

(BBOV_II007150) 

BbiPLPA 

 

TA11680 

 

TP02_0166 PLPA 

XP_001609302.1 

(BBOV_IV001370) 

BbiPLPB TA019210  TP01_0164 PLPB 

XP_001609721.1 

(BBOV_II001970) 

BbiPLPC 

 

TA07905 

 

TP04_0335 PLPC 

XP_001609726.1 

(BBOV_II002020) 

BbiPLPD 

 

TA07910 

 

TP04_0337 PLPD 

XP_001611176.1 

(BBOV_III000410) 

BbiPLPE 

 

TA18285  

 

 

TP03_0798 

 

PLPE 

XP_001611167.1 

(BBOV_III000320) 

BbiPLPF 

 

TA18325 

 

TP_0810 PLPF 

 BbiPLPG 

 

 TP03_0799 PLPG 

 BbiPLPH 

 

 TP03_0801  PLPH 
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B 

Pf Py PLP 
PFD0430c 

 

Py00454 

 

PLP1 

PFL0805W 

 

PY00181 PLP2 

PFI1145W 

 

PY05180 

 

PLP3 

PF08_0050 

 

PY03076 

 

PLP4 

PF08_0052 

 

PY03943 

 

PLP5 

 

C 

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 genes de referencia RefSeq del NCBI y anotadas en 

este trabajo de tesis (B. bigemina) a partir de la cuales se extrajeron los dominios MACPF para el análisis 

filogenético A. B. bovis, B. bigemina, T. annulata y T. parva; B. P. falciparum y P. yoelii; C. T. gondii y 

N. caninum. 

 

Aun cuando existe una mayor homología en la región del dominio entre las secuencias 

analizadas, esta no es heterogénea, presentando incluso regiones donde es poco confiable 

establecer hipótesis de homología posicional entre los aminoácidos. Por ello se utilizaron 

programas de alineamiento múltiple que se ajustan a las características de las secuencias de 

estudio. 

En tal sentido, el programa DIALIGN de alineamiento múltiple de secuencias fue de gran 

utilidad debido a que este funciona de manera óptima con secuencias que solo poseen homologías 

locales. El alineamiento de las 42 secuencias del dominio MACPF de Piroplasmida y 

Haemosporida y de 4 secuencias de T. gondii y N. caninum (el dominio de la proteína NcPLP3 no 

se incluyó en el grupo externo debido a su gran divergencia) generó  429 posiciones enriquecidas 

en  gaps. Por lo tanto, el alineamiento fue recortado con el programa TrimAl el cual filtra los 

gaps teniendo en cuenta el contexto filogenético de las secuencias en estudio (Figura 40). 
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                  =========+=========+=========+=== ======+=========+=========+ 
    BbiplpA       GAVG----------------------------- ------VGVSKLK--DSKNESLDS-KK 
    BbiplpB       ASFN----------------------------- ------SAGDMSS--DSKKNSFKTERS 
    BbiplpC       AKAG----------------------------- ------LKSSEQD--ALQEFSDSCDLR 
    BbiplpD       VEGR----------------------------- ------RAAETAK--IDE----LGSKT 
    BbiplpE       ANLS----------------------------- ------MSNKKED--GMRKALNDQSSK 
    BbiplpF       --------------------------------- --------FKSVM--KG----RRESRQ 
    BbiplpG       QEST----------------------------- ------KENEFMH--SRDDEENDVV-- 
    BbiplpH       VGVD----------------------------- ------GTKMSNNSNmt----NVSFSY 
    BboplpA       ASVN----------------------------- ------ASTSSLH--NRDTESLDT-KK 
    BboplpB       GGFS----------------------------- ------HEKKEES--SSNFSSLQTEKL 
    BboplpC       VNEK----------------------------- ------LNSEQQK--AIKELQD----- 
    BboplpD       LLAD----------------------------- ------KVVNKYK--LDE----LGAKS 
    BboplpE_1     GSFN----------------------------- ------LNNTNEK--QQKEKVKKKNGK 
    BboplpE_2     SKKT----------------------------- ------KSSSSKV--SSEGKEHDLV-- 
    BboplpE_3     AGVG----------------------------- ------LSKGSTKDNTE----NISFTY 
    BboplpF       YKVT----------------------------- ------DKFSSVM--TG----KRESHQ 
    TaplpA        SNVE----------------------------- ------VSTIKSK--NSLDHLLDT-KK 
    TaplpB        VGTT----------------------------- ------TNTEKGS--VSLSNNLKYEKQ 
    TaplpC        ISVG----------------------------- ------ASKSDES--EIKQLKKSSKLK 
    TaplpD        LNLD----------------------------- ------MSGSKAR--LDE----IGQKK 
    TaplpE_1      FKTS----------------------------- ------LNSISKD--NIENLDKNEQEK 
    TaplpE_2      SESM----------------------------- ------EEKNSGE--SDKEELEEVY-- 
    TaplpE_3      GNVQ----------------------------- ------LIFGNKKGENK----NLSFKY 
    TaplpF        SQFS----------------------------- ------EIFTRRI--KG----SKIKRH 
    TpplpA        SNVE----------------------------- ------VSTIKSK--NAGDFLLDT-KK 
    TpplpB        GGFA----------------------------- ------STSEKAS--LSQSNNLKYDKQ 
    TpplpC        IAVG----------------------------- ------VSKSEES--EIKQLKKSSKLK 
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    TpplpD        LNLD----------------------------- ------MGGKKSR--LDE----IGQKK 
    TpplpE        FKMS----------------------------- ------LNSNSKD--KLHDLDKNKSEK 
    TpplpF        SEFS----------------------------- ------EIFRRRI--KG----NKIKKH 
    TpplpG        SESL----------------------------- ------NEKKSGE--TNKEELEELY-- 
    TpplpH        GNVK----------------------------- ------FVFGNKRGESK----NLSFKY 
    Pfplp1        GSTD----------------------------- ------VNSSNSS--ANDEQSYDMNEQ 
    Pfplp3        GSTN----------------------------- ------TESNESS--NNESSTSSLEKE 
    Pfplp2        SAFQ----------------------------- ------KEAQKIL--NK----FRISKH 
    Pfplp4        SLFQdlsinvdghkenkKNNSNNNini---DEK KKNDAYIKNDVLI--EQYRDN----IN 
    Pfplp5        SKEK----------------------------- --------------------IIYIRER 
    Pyplp1        GSTS----------------------------- ------VSSDNSS--KNDNSSYDMSEK 
    Pyplp2        VKRN----------------------------- ------KQVQKFI--NK----IHGSKT 
    Pyplp3        ASTS----------------------------- ------TDSKESS--HEESSNSSIEKE 
    Pyplp4        LLLQkilkiekgeyay-RNDSQDNymqdehDEK NDDDLEKKANDIL--NKYEDSNSNKIN 
    Pyplp5        SKKQ----------------------------- ------SSTNKNQ--NNDNMLTYIKEK 
    Tgplp1        ASSQ----------------------------- ------VKTNQDS--ASQLRSLNVEKE 
    Tgplp2        AGQG----------------------------- ------TSSKKNQ--SSSEYQMNVQKE 
    Ncplp1        ASSQ----------------------------- ------TKTNNES--ASQMRNLNIEKE 
    Ncplp2        GNQG----------------------------- ------VATTKNK--SSSNYEMNVQKE 
 
                         310       320       330       340       350       360 
                  =========+=========+=========+=== ======+=========+=========+ 
    BbiplpA       STLALGGD------------------------- -------------------I------- 
    BbiplpB       IIVIGGDV------------------------- -------------------P------- 
    BbiplpC       FSVLGGIH------------------------- -------------------V------- 
    BbiplpD       ITVIGGQM------------------------- -------------------P------- 
    BbiplpE       YFVMGGDN------------------------- -------------------L------- 
    BbiplpF       MWVIGGFYVK----------------------- -------------------G------- 
    BbiplpG       QYTVGPEP------------------------- -------------------K------- 
    BbiplpH       VNVLGGSP------------------------- -------------------I------- 
    BboplpA       SMFVIGGD------------------------- -------------------I------- 
    BboplpB       VIVIGGDV------------------------- -------------------P------- 
    BboplpC       --------------------------------- --------------------------- 
    BboplpD       ITVIGGNM------------------------- -------------------P------- 
    BboplpE_1     FFIMGGDT------------------------- -------------------F------- 
    BboplpE_2     QYTVGPEP------------------------- -------------------H------- 
    BboplpE_3     VNVLGGRT------------------------- -------------------I------- 
    BboplpF       MLILGGYYFS----------------------- -------------------G------- 
    TaplpA        STFVLGGD------------------------- -------------------I------- 
    TaplpB        VLVIGGDG------------------------- -------------------L------- 
    TaplpC        FSVLGGIH------------------------- -------------------P------- 
    TaplpD        MYVIGGKM------------------------- -------------------P------- 
    TaplpE_1      IMIFGGNA------------------------- -------------------ITTNRKRT 
    TaplpE_2      TLTIGPEP------------------------- -------------------P------- 
    TaplpE_3      TNILGGLP------------------------- -------------------V------- 
    TaplpF        LWVIGGSFVN----------------------- -------------------N------- 
    TpplpA        STFVLGGD------------------------- -------------------I------- 
    TpplpB        VLVIGGDG------------------------- -------------------L------- 
    TpplpC        FSVLGGIH------------------------- -------------------P------- 
    TpplpD        MSVLGGKM------------------------- -------------------P------- 
    TpplpE        IIILGGNA------------------------- -------------------MTTDRKTT 
    TpplpF        LWVIGGSFVN----------------------- -------------------N------- 
    TpplpG        TLTIGPEP------------------------- -------------------P------- 
    TpplpH        TNILGGLP------------------------- -------------------V------- 
    Pfplp1        LIVIGGNP------------------------- -------------------I------- 
    Pfplp3        TVIIGGTT------------------------- -------------------I------- 
    Pfplp2        IAILGGNP------------------------- -------------------G------- 
    Pfplp4        LEIRGGNN------------------------- -------------------F------- 
    Pfplp5        NLIMDGGVHINPYNINEvnmenkkkniyvnnve knlydqkkkyrnyynfyelK------- 
    Pyplp1        LVVIGGNP------------------------- -------------------I------- 
    Pyplp2        VSILGGHP------------------------- -------------------G------- 
    Pyplp3        TVIIGGTT------------------------- -------------------I------- 
    Pyplp4        LDIKGGNN------------------------- -------------------L------- 
    Pyplp5        NTIYDGGIDIKEYKDGEgkv------------- --------------------------- 
    Tgplp1        ALVIGGKP------------------------- -------------------P------- 
    Tgplp2        TLVIGGRP------------------------- -------------------P------- 
    Ncplp1        ALVIGGKP------------------------- -------------------P------- 
    Ncplp2        TLVIGGRP------------------------- -------------------P------- 
 
                         370       380       390       400       410       420 
                  =========+=========+=========+=== ======+=========+=========+ 
    BbiplpA       -----YGKGKNLSFNDWAETV-SSFSMPVKAEY TPIANFLGKNFVDAYNDA--------- 
    BbiplpB       -----TDGTDKVSMQEWTRSL-YRKPMPIKVNL DSIKTLIEDKEKRATFDV--------- 
    BbiplpC       -----SKNVTPQSLLKWRATV-PLFPMPIRIVV TPIDTFIKKKYKNAYREA--------- 
    BbiplpD       -----NLPITDEEYATWGNSV-AENPMPIGMSA ESIKRLLKTELKDSYTLA--------- 
    BbiplpE       -----TSFDSSDSLKKWMESV-ERNAMPIDIQL TPISQFIPKEIRSHFWMA--------- 
    BbiplpF       -----LESNDLRALKLWARSL-SQRPMPIRATF TSLDHFLGDKA--KTYHE--------- 
    BbiplpG       -----DEFMTPDSFEDWVRKV-ALNPVPIDVEF ISLSELMPDDETRKLFKE--------- 
    BbiplpH       -----GNADDEDEYLAWIHSI-PNNPMPIRSQL APLSKLFRSQALKEAYDD--------- 
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    BboplpA       -----YGDGNTIVFNDWAATV-PENSMPIKAEY TPLAMIMGHEYMKAYNDA--------- 
    BboplpB       -----TDGTDKTTMLEWTKSL-YRKPMPIKVNI ESIKTLIDGHEKKKSFDT--------- 
    BboplpC       -----------DSLLKWKSTV-PIFPMPIRTIY APLDMFIHSSYKEAYRNA--------- 
    BboplpD       -----NTPITDAEYAIWGNSV-AENPMPIGIVG DSLKNLMDKNLRDSYSLA--------- 
    BboplpE_1     -----IPVDTPEGFRDWVDSI-KENSMPINVEL TPMSQFMPIGIRRHYWFA--------- 
    BboplpE_2     -----NESMAPDVFEDWVRDV-ALNPVPIDVEY QPLSEIMMENQAKNLYAK--------- 
    BboplpE_3     -----GNVEDENEYLEWINSI-PEHPMPIRNQL APLAKLFDSEELKETYDD--------- 
    BboplpF       -----LESNDSKAFNRWSKSV-WERPMPIRANF TSLEHFMGDKS--KSYQH--------- 
    TaplpA        -----YGHGKTIEFGEWARSV-ADHSMPIKAEF TPISHFIDKKLSETYNKA--------- 
    TaplpB        -----VDSKDVNSLNNWAREL-YKRPMPIKIKL ESIKTLLGDKK--DLFDE--------- 
    TaplpC        -----DRQISPSSIRNWKSTV-PRYPMPIKIDV ETISTFLPRSYYNSFKEA--------- 
    TaplpD        -----NFPMDDNEFAHWAETV-AENPMPIGVVS TSLKTLIKPALHPSYDQA--------- 
    TaplpE_1      NNYGEINYVKKLDKQKWIETI-KYNPVPIKFEL TPLSYFIYQNFSSSNPQlnekegnkln 
    TaplpE_2      -----GNVANSNVISDWLEKV-IQNPTPIDFEL VPLIQIIPDKYLKVYENA--------- 
    TaplpE_3      -----SDINKESEYVKWIKSV-YKYPMPIRTQF APISKIFKSKALKDSYDE--------- 
    TaplpF        -----LEQIDPKVFSKWVETI-DKRPMPIKAKF VELSIFFPEKQ--ETYMK--------- 
    TpplpA        -----YGHGKTIEFAEWARSV-ADHAMPIKAEF TPISHFIDKNLRDAYNKA--------- 
    TpplpB        -----VDSKNANSLNNWAKEL-YKRPMPIKIKL ESIKSLLGKKR--ELFDE--------- 
    TpplpC        -----DRNISPTSIRKWKSTV-PRYPMPIKIDV ESISTFLPRSYYNSFKEA--------- 
    TpplpD        -----NFPMDDNEFAHWAETV-AENPMPIGVVS TSLKTLMHPAMHQSYDQA--------- 
    TpplpE        NNNGEINYDKKLDKQKWVETI-KYNPVPIKFEL TPLSYFIYQNFSDENLVN--------- 
    TpplpF        -----LEQIDPKMFSKWVKTI-DKRPMPIKARF SELSMFFPEKH--ETYMK--------- 
    TpplpG        -----GNVSNSKVISDWLEKV-VHNPTPIDLEL VPIKQIIPEKYLKIYENA--------- 
    TpplpH        -----SDISKESEYVKWIKSV-YKYPMPIRTQF APISKIFKSKALKDSYDE--------- 
    Pfplp1        -----KDVTKEENLFEWSKTV-TNHPMPINIKL TPISDSFDSDDLKESYDK--------- 
    Pfplp3        -----FDPNDPNNFEKWAESI-SENPMPIKGEY EPLSRILPTRLSKIYEEA--------- 
    Pfplp2        -----LNVNNTSFFEKWVHSI-NTNSMPIRTKL LPFSFFMDDNDMIQAYKD--------- 
    Pfplp4        -----DEKWRNLTYLVWKNSI-YSNIVPIHLDL YSLNTFMPIEKKESYDMA--------- 
    Pfplp5        -----DDVRKRNYYNSWKDTIEWEQAKPVKLNL VPLSEFINSEEGKSAYYM--------- 
    Pyplp1        -----KDVTKEENLYEWSKTV-SSNPMPIHIKL LPIYKSFDSEELKESYEK--------- 
    Pyplp2        -----LNIDDSSFFEKWIDSI-DKNSMPIRTKL LPFSFFMDDPNMIKAYND--------- 
    Pyplp3        -----YDPNDPSNFEKWADSI-KNNPMPIKGQY EPLSRILPERLNKIYDEA--------- 
    Pyplp4        -----NDDWKQLTYEKWKNSI-YTNIEPIYLDL FSLSSFMHIEKKESYNNA--------- 
    Pyplp5        -------LMTNGIEEEWERTINGKYAKPIKLIL RPFSDFIKTDDGKVAYYK--------- 
    Tgplp1        -----ADVSDPKAIAAWANSV-DALPMPVKLEL LPLQNLLPEDKREAFTHA--------- 
    Tgplp2        -----GNVSDPAALAAWADTV-EELPMPVKFEV QPLYHLLPVEKQEAFKQA--------- 
    Ncplp1        -----ADVSDPKAIASWANSV-EALPMPVKLEL LPLQNLLPEDKREAFKQA--------- 
    Ncplp2        -----ANVSDPGALAVWADTV-EELPMPVKFEV QPLHFLLPLEKQEAFKQA--------- 
 
                         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-- 
    Pfplp1        --AIIYY-- 
    Pfplp3        --LRFY--- 
    Pfplp2        --ALIFY-- 

    Pfplp4        --LL FY--- 
    Pfplp5        --ALEFY-- 
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    Pyplp1        --ALLYY-- 
    Pyplp2        --ALMFY-- 
    Pyplp3        --LSFY--- 
    Pyplp4        --LLYY--- 
    Pyplp5        --ALEYY-- 
    Tgplp1        --VTYYSK- 
    Tgplp2        --VTFYSK- 
    Ncplp1        --VSYYGK- 
    Ncplp2        --VAFYSK- 

    

 

Figura 40. Resultado del alineamiento múltiple con las 46 secuencias del domino MACPF realizado con 

el programa DIALIGN. Las líneas rojas muestran el alineamiento resultante luego del filtrado utilizando el 

programa TrimAl. 

 

Con el programa Modelgenerator se ajusto un modelo de evolución según el criterio de 

AIC2: WAG+I+G. El árbol construído con PhyML 3.0 SH-LRT se muestra en la figura 41. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41.  Árbol filogenético realizado por Máxima Verosimilitud de dominios MACPF de proteínas de  

Piroplasmida y  Haemosporida utilizando como grupo externo a  los dominios de Neospora caninum y 

Toxoplasma  gondii. Las ramas están soportadas por valores de SH-LRT. En rojo se observan los valores 

entre 1 y  0,9 (más confiables), en marrón los valores intermedios entre 0,8 y 0,7 y los soportes más bajos 

se observan en color azul. 
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Figura 42. Árbol filogenético de especie inferido por Máxima Parsimonia usando seis genes conservados  

de B. bigemina, B. bovis, T. annulata (Ta), T. parva (Tp), P. falciparum (Pf), Cryptosporidium  parvum 

(Cp) como grupo externo.(Boostrap 525 réplicas, semilla 64238) 

 

Los resultados de la filogenia molecular revelaron una topología resuelta para la familia 

génica, demostrando que algunos procesos de duplicación ocurrieron antes de la separación 

Piroplasmida-Haemosporida mientras que otros fueron independientes. Por otra parte, las 

diferencias en el largo de ramas del árbol filogenético resultante mostró la gran divergencia entre 

las perforinas (Figura 41). 

A partir de la observación del árbol filogenético se pudo inferir con un buen soporte de 

rama que la agrupación en cada clado se corresponde con el árbol de especie. Se observa que 

cada grupo de ortólogos tanto en  Piroplasmida como en Haemosporida se encuentran en un 

mismo clado mientras que los parálogos se encuentran en clados separados. 

Se observó una correspondencia entre la topología de los dominios MACPF y la topología 

de referencia del árbol de las especies (Figura 42 y Figura 3 de la Introducción de este trabajo). 

Sin embargo, en los nodos más profundos los soportes no fueron elevados y pueden ser 

considerados como no resueltos, colapsándolos en una politomía. 

El clado siguiente con un soporte de 0,84 esta formado por dos clados, uno de ellos 

contiene a los dominios PLPE_3 y PLP H de Piroplasmida que parecerían ser co-ortólogos de la 

PLP1 de Haemosporida. Esta relación filogenética fue soportada por un valor de SH-LRT de 

0,819. Lo mismo se observó con los dominios PLPA y PLPC con un soporte de rama de 0,777. 

Adicionalmente, los dominios PLPA y C habrían surgido a partir de un evento de duplicación en 

Piroplasmida. El otro clado soportado por un valor de SH-LRT de 0,865 lo componen las PLP 2, 

PLP4 y PLP5 de Haemosporida co-ortólogas a la PLPF, PLPE_1/E y PLPE_2/G. 

En cuanto a los tres dominios MACPF de la BboPLPE y TaPLPE es posible deducir que 

los dos primeros dominios de la proteína (E_1 y E_2) se generaron a partir de una duplicación ya 
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que poseen un ancestro común apoyado por SH-LRT de 0,857 (circulo verde en la Figura 41), 

mientras que el tercer dominio (E3) se encuentra en otro clado. Por lo tanto, esos dominios no son 

exclusivos de Piroplasmida aunque aparecen  recientemente formando parte de una única PLP.  

El análisis de  estos resultados con el criterio de parsimonia nos permitió postular dos 

hipótesis evolutivas que podrían explicar el origen de las proteínas con más de un dominio 

MACPF: 

 a) La fusión de dominios MACPF ocurrió en el ancestro de Piroplasmida (evento 1) y se 

observaron dos sucesos independientes de separación (evento 2 en B. bigemina y 3 en T. parva) 

 b) Las PLPs con un solo dominio son más frecuentes en Haemosporidia y Piroplasmida y 

hubo eventos independientes de fusión de dominios MACPF en B. bovis y T. annulata (eventos 1 

y 2).  

Siguiendo un criterio parsimonioso sugerimos que haya ocurrido el camino b. La 

adquisición en forma repetida y paralela de más de un dominio en B. bovis y T. annulata 

implicaría que estas proteínas multidominio cumplirían algún rol específico en estos parásitos.  

 

2. 2. 4. 3. Reconstrucción filogenética de la familia de las PLPs en Haemosporida y 

Piroplasmida  

 

Perforinas ancestrales:  

 

La topología del árbol obtenido en el análisis filogenético de los dominios MACPF dirigió 

la búsqueda del estado ancestral que pudiese explicar la filogenia con el menor número de 

pérdidas y duplicaciones génicas subsiguientes. En la figura simplificada del árbol (Figura 43)  el 

clado rojo y nombrado con el número 1, esta formado por perforinas co-ortólogas entre 

Haemosporida y Piroplasmida  lo que sugiere que este clado podría descender de una única 

perforina en su último ancestro común. A su vez, más recientemente, dentro de Haemosporida y 

Piroplasmida, esta perforina sufrió duplicaciones (un evento dentro de Haemosporida y dos en 

Piroplasmida). 

El clado verde oscuro y nombrado con el número 2, presenta ortólogos en Haemosporida 

y Piroplasmida, por lo cual el ancestro debería ser el común a Piroplasmida y Haemosporida. 

El clado verde claro, nombrado con el número 3, parecería ser una duplicación del 

ancestro del clado número 2, también anterior a la separación de los linajes de Haemosporida y 

Piroplasmida. En este caso, inferimos la perdida de la perforina en la rama de Haemosporida, 

posterior a su separación de Piroplasmida. 
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Los clados representados en diferentes tonos de azules, nombrados con el número 4, no 

fueron resueltos en un único clado en la topología. En consecuencia para estos genes se puede 

postular al menos un único gen ancestral previo a la divergencia Haemosporidia-Piroplasmida, 

condición que nuevamente favorecemos en un contexto de parsimonia. En conclusión, es 

probable que hayan existido al menos cuatro perforinas en el ancestro común de Haemosporida y 

Piroplasmida, habiéndose producido a lo largo de la evolución varios eventos de pérdida y 

duplicación linaje-especificas que dieron orígen a las cinco PLPs de Haemosporida, las seis de B. 

bovis y T. annulata y las ocho de B. bigemina y T. parva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Reconstrucción filogenética de las PLPs ancestrales en los ordenes Haemosporida y 

Piroplasmida. 

 

El estudio evolutivo de las PLPs realizado en este trabajo demostró que estas proteínas ya 

estaban presentes en el ancestro común del phylum y que durante la diversificación del mismo, 

los diferentes linajes fueron adquiriendo nuevas variantes por duplicación o recombinación 

genética (como en el caso de Piroplasmida) al mismo tiempo que perdían otros genes, 

particularmente en Plasmodium.  
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2. 2. 5.  Transcripción de los genes plp 

 

Las evidencias del análisis proteómico y transcriptómico en Plasmodium spp. han demostrado la  

expresión diferencial de los genes plp en cada estadio evolutivo del parásito (Ishino y col., 2005; 

Florens y col, 2002; Lasonder y col., 2002; Hall y col., 2005; Raibaud y col.,  2006; Ecker y col., 

2007). Dependiendo de cada estadio cada uno de los genes plp codifican para proteínas que 

cumplen roles característicos de ese estadio, tales como la migración a través de las células 

hepáticas del esporozoíto, la invasión del ookineto a las células del intestino medio del mosquito 

(Kadota y col., 2004; Ishino y col., 2005; Ecker y col; 2007) y el egreso de los parásitos del 

eritrocito (Ecker y col., 2007).  

Con el fin de aportar más evidencias sobre la transcripción de los genes plp en 

apicomplejos, realizamos un análisis transcripcional de los genes plp en B. bigemina y B. bovis en 

el estadio intraeritrocitario. 

 

2. 2. 5. 1. Transcripción en el estadio intraeritrocitario de B. bigemina  y B. bovis 

 

Durante la fase del ciclo de vida  en el hospedador bovino, los esporozoítos infectivos 

invaden los eritrocitos diferenciándose a trofozoítos  en el lúmen para luego convertirse en dos 

merozoítos por fisión binaria (formas pares) y particularmente en B. bigemina se ha identificado 

un tipo de merozoíto de forma ovoide denominado precursor gamonte (Bock, 2004).  

En este trabajo, se estudió la transcripción de todos los genes de la familia plp en el 

estadio intraeritrocitario de B. bovis y B. bigemina amplificando un fragmento específico de cada 

gen plp correspondiente al dominio MACPF  

A través de un ensayo de RT-PCR de punto final pudimos demostrar la amplificación de 

todos los fragmentos específicos de cada gen plp para todos los transcriptos en ambos parásitos. 

Asimismo, demostramos que los tres dominios MACPF de el gen plpe de B. bovis se transcriben 

(Figura 44). Los fragmentos amplificados de un tamaño entre 100 y 200 pb de la mayoría de los 

genes plp no poseen intrones por lo que el tamaño del producto esperado para el ADN genómico 

y el ADN copia resultó ser el mismo, excepto en el casos de los genes plpc, e y f de B. bovis que 

poseen intrones y por ende en los resultados de la RT-PCR presentaron tamaños diferentes entre 

el ADN genómico y el ADN copia. 

El transcripto plpb  presentó un producto de mayor intensidad en B. bigemina y B. bovis y 

particularmente en B. bigemina el transcripto correspondiente a  plpe también resultó tener una 

intensidad aumentada con respecto a los otros transcriptos. 
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Figura 44. Transcripción de los fragmentos de entre 100 y 200 pb correspondientes al dominio MACPF 

de los genes plp por RT- PCR de punto final,  A. B. bigemina (BbiS2P) y B. B. bovis (BboS2P). En los 

dos casos RT+: síntesis de ADNc a partir de ARN con la enzima transcriptasa reversa, RT-: control sin 

enzima transcriptasa reversa para observar contaminación con ADN, ADN: control positivo de la PCR con 

cada oligonucleótido específico y Neg: control negativo de la PCR. 

 

Los resultados de la RT-PCR de punto final demostraron que en B. bigemina y B. bovis  todos los 

genes plp se transcriben y dado que en este ensayo pudimos visualizar transcripción diferencial, 

se diseño un ensayo de transcripción cuantitativa para validar el resultado observado. 
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2. 2. 5. 2.  Transcripción diferencial de los genes plp en el estadio intraeritrocitario 

 

Construcción de la curva estándar 

 

La determinación del número de copias de ARN mensajero de cada plp en el estadio 

intraeritrocitario de B. bigemina se realizó por RT-PCR cuantitativa. Se seleccionó la 

concentración de los oligonucleótidos específicos analizando la curva de melting en el rango de 

temperatura entre 70ºC y 90°C. Por otra parte, al observarse una única temperatura de melting 

para cada uno de los genes estudiados se comprobó la especificidad de los oligonucleótidos  

Con el fin de calcular la eficiencia de cada par de oligonucleótidos se construyó una curva 

estándar con cuatro diluciones seriadas al décimo con ADN genómico de BbiS2P  de 

concentración conocida y sus mediciones de Ct. Para la construcción de la recta se convirtió el 

valor de concentración a su equivalente en número de moléculas, teniendo en cuenta el tamaño 

del genoma de acuerdo a lo reportado por Ray y col., en el año 1992. El logaritmo de la 

concentración del estándar y el valor de Ct son inversamente proporcionales  respondiendo a una  

línea recta que para cada uno de los pares de oligonucleótidos fue construida por regresión lineal 

(Figura 45). 
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Bbiplpe y = -3,1558x + 50,692
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Figura 45. Curva estándar para cada uno de los genes específicos. En el eje de las abscisas se encuentra el 

logaritmo del número de moléculas de ADN genómico de la cepa BbiS2P y en el eje de las ordenada se 

observa el promedio de los valores de Ct realizados por duplicado. En cada uno de los gráficos se 

representa la ecuación de la recta producto de la regresión lineal de los puntos de la curva. Se indica el 

coeficiente de correlación R2 de la regresión lineal. 

 

 

Eficiencia de amplificación de los transcriptos de interés 

 

La eficiencia de la amplificación de cada uno de los fragmentos de interés se calculó a 

partir de la pendiente de la recta de regresión de la curva estándar realizada para cada par de 

oligonucleótidos. Una pendiente de −3,32 con un coeficiente de correlación R2 mayor a 0,99, 

indica una eficiencia de amplificación de la PCR óptima del 100% (Pfaffl, 2004) Los resultados 

de las pendientes de las curvas estándar con cada par de oligonucleótidos oscilaron entre -2,98 y -

3,9. En consecuencia, las eficiencias calculadas partir de la fórmula E = [10(-1/S)-1] (S es la 

pendiente de la recta)  para cada uno de los genes de  mostró valores entre 0,798 (eficiencia del 

78,8%) para plpa  y 1,163 para plpb. Se consideran eficiencias válidas aquellas que se encuentran 

entre 0,9 y 1,2.La eficiencia de la amplificación del gen  plpa, fue de 0,798 (79,8%) (Tabla 13) y 

además en la curva estándar se observó una baja sensibilidad de estos oligonucleótidos para 

amplificar bajas cantidades de templado (Figura 45). Considerando los resultados obtenidos, el  

gen plpa fue excluido del análisis 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 

Bbiplph -3,3455 0,99 

 

Tabla 13. Pendiente de la curva estándar y eficiencia de la amplificación de los genes de interés.  

 

 

Cuantificación de los transcriptos de los genes plp a partir de ADN copia de B. bigemina 

 

Se analizó la transcripción de los genes plp a paritr de ARN total extraído a partir de dos 

un cultivo iin vitro de la cepa BbiS2P : Se realizaron tres síntesis independientes de ADNc,. La 

eficiencia de la transcripción se verificó a través de la amplificación del gen rap –1a, que su vez 

se utilizó como control para descartar contaminación con ADN (Figura 46). 

 

A 

                                    ADNc1                                                 ADNc2                                               ADNc3                 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Amplificación del transcripto rap-1a para verificar la calidad de los ADNc sintetizados a partir 

de cada una de las muestras de ARN 

 

Para cada uno de los ADNc se realizó una PCR cuantitativa con los oligonucleótidos 

específicos obteniendo los calores de Ct para cada fragmento amplificado en cada ADNc. Los 

valores de Ct fueron extrapolados en cada caso en las curvas estándar a partir de la fórmula de la 
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recta para obtener el logaritmo del número de moléculas y luego el número de moléculas. Para 

evitar las variaciones inherentes a cada ADNc se relativizó la expresión de los genes plp a un gen 

de referencia calculando un índice de expresión relativa de todos los genes en cada ADNc, 

(Número de moléculas del gen de interés/número de moléculas del gen de referencia).  El gen de 

referencia seleccionado en este trabajo codifica para la enzima fructosa-1,6-bifosfato aldolasa, 

enzima clave en el metabolismo de los carbohidratos. En el genoma B. bovis se encuentra en una 

sola copia (locus tag: BBOV_IV000790) y debido a la alta conservación de este tipo de genes a 

lo largo de escala evolutiva  asumimos que en B. bigemina es de copia única por lo cual fue 

seleccionado para este estudio. 

Los resultados de la cuantificación relativa de la transcripción de los genes plp 

demostraron la presencia de  una mayor cantidad de transcripto correspondiente al gen plpe y 

plpb  en todos los ADNc analizados observándose que en la mayoría de los ADNc habría una 

mayor abundancia del transcripto correspondiente al gen plpe  (Figura 47).  
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Figura 47. Transcripción relativa de los genes plp de B. bigemina teniendo en cuenta la transcripción del 

gen de referencia fructosa-1,6-bifosfato aldolasa (índice=Número de moléculas de gen plp/Número de 

moléculas gen de referencia). A., Comparación de los índices de los tres ADNc por separado.  

 

Las diferencias en los índices de transcripción de todos los transcriptos se mantienen en 

todos los ADNc aunque con el ADNc1 encontramos diferencias en la tendencia de que los 

niveles de transcripción de gen plpe son mayores que los del gen plpb. Es probable que estas 

diferencias se deban a un error técnico en el experimento realizado con el ADNc.  

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

Bbi plpb Bbi plpc Bbi plpd Bbi plpe Bbi plp f Bbi plpg Bbi plph

ín
di

ce

ADNc1

ADNc2

ADNc3

 



 - 147 -                                                                                                      

Para validar estadísticamente los resultados analizando la interacción de cada ADNc en la 

variación de los niveles transcripcionales de cada gen plp, en primer lugar se realizó un análisis 

gráfico del  logaritmo del número de moléculas para cada gen y se corroboraron las 

distribuciones simétricas en todos los  ADNc (Figura 48). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 48. Gráfico de cajas (Boxplot) realizado con el programa R versión 2.12 para observar la 

distribución de los valores del logaritmo del número de moléculas de los genes plp obtenidos en el análisis 

de cada ADNc correspondiente al ARN . Se observan la barras de error. 

 

 

Por otro lado, el Análisis de la Varianza de los datos logarítmicos de abundancia en 

función del gen analizado y del lote de ADNc utilizados indicaron la existencia de diferencias 

altamente significativas entre genes y entre ADNc habiendo una fuerte interacción entre ambos, 

lo que indicaría que las respuestas de los genes variaron según la fuente de ADNc aunque los 

perfiles de expresión en cada ADNc resultaron similares (Figura 49). 
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Figura 49. Análisis de la Varianza de los niveles de transcripción de los genes plp en cada ADNc. 

 

Para determinar los contrastes entre genes se realizó un test de Tukey, que permite incluir 

la interacción del modelo. Los resultados de este análisis mostraron que el transcripto 

correspondiente al gen plpe resultó ser significativamente más abundante que los otros 

transcriptos, excepto el correspondiente a plpb. En este caso si bien se observó una mayor 

cantidad del transcripto plpe con respecto al plpb las diferencias no fueron significativas (Tabla 

11). 
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Tabla 14.  Resultados obtenidos del análisis de contrastes con el Test de Tukey. En amarillo se observa la 

comparación del gen plpe con el resto de los genes. Los valores p indican la significancia de estas 

diferencias (p ajustado a múltiples comparaciones < 0,05). Lím, inferior y lím. Sup corresponden a los 

límites del intervalo de confianza del 95% 

 

Con el fin de complementar los análisis anteriores y verificar que los genes plpe y plpb se 

transcriben mayoritariamente se realizaron contrastes comparando todos los genes contra uno de 

ellos  usando el test de Dunnet. Se seleccionó para la comparación el gen plpe debido a lo 

observada en los resultados presentados anteriormente que sugieren una mayor transcricpción del 

gen plpe.  La comparación de todos los genes con el gen plpe mostró resultados comparables a 

los del test de Tukey. Por lo tanto, la abundancia del transcripto correspondiente al gen  plpe es 

significativamente mayor que la los otros genes, exceptuando plpb (Tabla 15). 
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Tabla 15.  Resultados obtenidos del análisis de contrastes con el Test de Dunnet, comparación de todso 

los genes contra el gen plpe. En amarillo se muestran las comparaciones significativas (p< 0,05), sin 

resaltar la comparación entre el gen plpe y el gen plpb cuyas diferencias no resultaron significativas 

 

 

Los resultados obtenidos en el análisis del ARN procedente del cultivo in vitro con 

glóbulos rojos infectados con la cepa BbiS2P expandido en un determinado momento, 

demostraron que los parásitos intraeritrocitarios poseen un mayor nivel de transcripción de los 

genes plpe y plpb con respecto al resto de los genes aunque no pudimos demostrar 

estadísticamente que el gen plpe se transcribe más que el gen plpb. 

Considerando que el cultivo de B. bigemina no está sincronizado y por lo tanto la 

proporción de los estadios intraeritrocitario (trofozoítos, formas pares) en cada cultivo es 

variable, realizamos un análisis preliminar de la transcripción de un solo ADNc sintetizado a 

partir de un ARN proveniente de un cultivo de la misma cepa pero expandido en otro momento. 

Los resultados de la PCR cuantitativa resultaron ser similares a los obtenidos con el ARN 1. Los 

genes plpe y plpb se transcriben más que el resto (Figura 50). 
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Figura 50. A. Análisis de los índices de transcripción relativo al gen de referencia fructosa-1,6-bisfosfato 

aldolasa (número de moléculas gen plp/número de moléculas gen de referencia.  B. Análisis de la 

Varianza de los niveles de transcripción de los genes plp en el ADNc. C. Amplificación del transcripto 

rap-1a para verificar la calidad del ADNc. 
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Finalmente, estos resultados fueron validados por Northern Blot con ARN total de B. 

bigemina utilizando sondas específicas para los dominios MACPF de los genes  plpa, plpb, plpc, 

plpg y plph. Se observó la presencia de los transcriptos correspondientes al gen plpb al igual que 

en B. bovis (Figura 51) y plph (Figura 52) en B. bigemina. En los demás casos, no se observaron 

bandas claramente definidas con el peso molecular esperado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. Northern Blot para verificar la transcripción de los genes Bbiplpb y Bboplpb. A. Gel MOPS 

1.2% Agarosa de ARN de BbiS2P y BboS2P y M: marcador RNA ladder (Promega) B. Membrana 

hibridada con la sonda correspondiente a un fragmento de 200 pb del dominio MACPF de Bbiplpb (2) y 

Bboplpb: 1500 pb (3). Sonda control de la transcripción Bbirap1a (1). Todas las sondas fueron marcadas 

con [α -32P] dCTP.  
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Figura 52.  Northern Blot para verificar la transcripción del gen Bbiplph A. Gel MOPS 1.2% Agarosa de 

ARN de BbiS2P y M= marcador RNA ladder (Promega) B. Membrana hibridada con la sonda 

correspondiente a un fragmento de 200 pb del dominio MACPF de Bbiplph. La sonda fue marcada con [α 

-32P] dCTP. 

   

 

Tal como se describió en el punto 2. 3. 2 del objetivo 2 de este trabajo de tesis, existe una 

diferencia en cuanto a la anotación del gen plpe de B. bovis y los genes plpe, g y h de B. 

bigemina. En B. bovis el gen plpe, anotado en la base de datos de genes de referencia Refseq del 

NCBI, posee tres dominios MACPF, mientras que en este trabajo se anotaron en B. bigemina tres 

genes separados cuyos dominios resultaron ser ortólogos a cada dominio del gen Bboplpe  

(Figura 53). 
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Figura 53.  Esquema del contig 00000135 de B. bigemina y del cromosoma I de B. bovis donde están 

representados los genes plpe, g, h y f de B. bigemina y plpe y f de B. bovis. Los colores representan la 

ortología que hay entre los genes de B.bigemina y B. bovis 

 

 

 

Los resultados de los estudios transcripcionales demostraron la transcripción individual de 

los genes plpe, g y h de B. bigemina lo cual confirma la anotación sugiriendo la existencia de un 

fenómeno de separación o fusión de genes en Babesia spp. 
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2. 2. 6. Caracterización de la proteína PLPA de B. bigemina  

 

Las proteínas del tipo perforinas son proteínas secretorias y en apicomplejos existen 

evidencias de que estás se localizan en micronemas (Kaisser y col., 2004; Kafsack y col., 2009). 

Estas organelas secretan proteínas durante la invasión del parásito a la célula hospedadora 

(Preiser y col., 2000), por lo tanto es probable que algunas de las proteínas secretadas por los 

micronemas estén expuestas al sistema inmunológico del hospedador. En este trabajo se 

seleccionó la proteína PLPA que posee la secuencia de exportación de la proteína hacia la 

membrana y además contiene una región altamente repetitiva que resultó variable en distintas 

cepas de B. bigemina. Se ha reportado que estas repeticiones podrían jugar un rol importante en la 

interacción patógeno-hospedador, tales como la adhesión a células del hospedador o la evasión 

del sistema inmune (Depledge y col., 2007; Fankhauser y col., 2007). 

 

 

2. 2. 6. 1. Producción de BbiPLPA recombinante (BbiplpAr) 

 

Debido a que la región amino terminal de esta proteína posee las repeticiones en tándem 

que resultaron polimórficas en distintas cepas de B. bigemina, se clonó  la región conservada que 

contiene el dominio MACPF (Figura 54) en un vector de expresión procariota que permite la 

fusion del gen en estudio a una etiqueta de Histinas para la purificación de la proteína 

recombinante por cromatografia de afinidad.    

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 54.  Esquema del gen Bbiplpa correspondiente a la anotación realizada en este trabajo. La región 

con barras oblícuas corresponde a las repeticiones y el dominio MACPF se encuentra marcado en naranja. 

Las flechas corresponden a  los oligonucleótidos específicos con los cuales se amplificó el fragmento de 

1140 pb para ser clonado. 
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Las bacterias BL21pLys de Escherichia coli  expresaron efectivamente la proteína 

BbiplpAr y luego de la ruptura en condiciones nativas observamos que la proteína resultó 

insoluble quedando en cuerpos de inclusión en el pellet mientras que no se observó la proteína 

recombinante en el sobrenadante (Figura 55A).  

La proteína purificada fue reconocida por el anticuerpo reactiva contra las Histidinas 

observándose en el Western Blot una banda específica del tamaño esperado (Figura 55B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. A. BbiPLPAr expresada en E. coli Las calles corresponden al sobrenadante (1), pellet (2) y 

marcador de peso molecular (Fermentas). B. Western Blot utilizándo anticuerpo anti-histidina.  La flecha 

marca la BbPLPAr con el tamaño predicho de 55 KDa. 

 

 

2. 2. 6. 2. Producción de sueros policlonales específicos contra BbiPLPAr 

 

Se logró producir sueros de ratón policlonales especificos contra la proteína recombinante 

BbiPLPA. Estos anticuerpos fueron detectables a los 14 días de la inoculación del antígeno y 

luego de los 21 días posteriores a la aplicación del segundo estímulo. En la figura 56 se muestra 
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la reacción a la proteína recombinantes de los sueros correspondientes a los 21 días post-estímulo 

de cinco ratones inoculados con la proteína recombinante. 

 

Figura 56. Producción de sueros policlonales de ratón reactivos a la BbiPLP (dil 1/200). R1 a R5 

corresponden a diferentes ratones inoculados con la proteína recombinante (día 21 luego del segundo 

estímulo con la proteína recombinante) RpreI= ratón pre-inmune (control de especificidad del suero de 

ratón inmunoreactivo contra la BbiplpA). Anti-his= anticuerpo anti-histidina. (Control positivo) 

 

 

2. 2. 6. 3. Expresión de la proteína BbiplpA en el estadio intraeritrocitario  

 

Con el objetivo de probar la inmunoreactividad de los sueros de ratón a la proteína PLPA 

nativa del estadio intraeritrocitario de B. bigemina, se realizó una Inmunofluorescencia indirecta 

utilizando extendidos de sangre infectada con B. bigemina. Los resultados demostraron una 

intensidad de fluorescencia alta para el suero del ratón R2 y el R3 de la magnitud del anticuerpo 

utilizado como control positivo, mientras que no hubo emisión de fluorescencia con el suero de 

ratón pre-inmune (Figura 57)  
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Figura 57.  Inmunofluoresencia indirecta. A. Suero de ratón ; B. Suero pre-inmune C. Control positivo de 

la técnica: anticuerpo monoclonal anti-IgM de la superficie del eritrocito infectado con B. bigemina 

(Echaide y col., 1998) 

 

Pudimos comprobar que los sueros de ratón inmunoreactivos a la proteína recombinante 

reconocen la proteína BbiPLPA en su forma nativa. 

 

Por otro lado, estos resultados demostraron que la proteína BbiPLPA se expresa en el 

estadio intraeritrocítico y como se observa en la figura 57A existe expresión de la proteína en el 

estadio de  merozoíto luego de la división celular por fisión binaria que da lugar a las formas 

pares las cuales están listas para egresar del eritrocito e infectar nuevos. Esta evidencia resulta 
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importante teniendo en cuenta el rol que cumplen las proteínas del tipo perforina en otros 

apicomplejos en el egreso del parásito de la célula hospedadora. Esto podría se un indicio de la 

función de la BbiplpA. 

 

 

2. 2. 6. 4. Reconocimiento de la proteína recombinante BbiplpAr por sueros bovinos  

 

Se estudió la reactividad inmunológica de la proteína recombinante frente a sueros de 

bovinos naturalmente infectados (Figura 58). Se observó reconocimiento de la proteína  

recombinante por parte de los sueros bovinos provenientes de zona donde la babesiosis es 

enzoótica (positivos para el ELISA indirecta utilizado como diagnóstico de referencia). No hubo 

reconocimiento con el suero bovino de un bovino no infectado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58.  Western blot con PLP recombinante. Primer anticuerpo= 1 a 3: sueros bovinos de diferentes 

animales de campo; 4: suero bovino negativo; 5: control positivo anticuerpo monoclonal anti-Histidina.  

 

 

 
Los resultados sugieren que esta proteína podría ser un antígeno capaz de despertar una 

respuesta inmune específica en bovinos.  
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Discusión 

 

Los avances en el campo de la biología molecular, permiten desarrollar nuevos métodos 

de identificación de posibles genes y proteínas candidatas para su utilización en el  diagnóstico de 

la babesiosis bovina y el desarrollo de vacunas para evitar la enfermedad en los bovinos que 

habitan en áreas enzoóticas. 

En cuanto al diagnóstico de la babesiosis, en la actualidad existen métodos de detección del 

parásito (detección directa) y métodos de detección de anticuerpos contra el parásito (detección 

indirecta). Estos últimos comprenden pruebas serológicas tales como el ELISA indirecto y la 

Inmunofluoresencia indirecta los cuales solo permiten diferenciar a los animales de acuerdo a su 

estado inmunológico con respecto a la enfermedad, en consecuencia estás pruebas no siempre se 

correlacionan con la presencia del parásito en sangre. Es por eso que el  método ampliamente 

utilizado para la detección directa es la observación por microscopía óptica de extendidos de 

sangre bovina aunque una de las  desventajas de este método es que posee una baja sensibilidad 

pudiendo solo detectar parásitos en sangre proveniente de animales en la etapa aguda de la 

enfermedad (Bösse y col., 1995). 

En este trabajo de tesis, se desarrolló una técnica de detección molecular de B. bigemina basada 

en la amplificación de un fragmento correspondiente a la región conservada de las cinco copias 

del gen rap-1a: α1 (en dos copias), β1, β2 y β3 cuyo locus fue descripto detalladamente por 

Suarez y col. (2003). La amplificación de una región específica de 412 pb de este gen nos 

permitió detectar solo las cepas de Babesia bigemina estudiadas en este trabajo, mientras que las 

cepas de B. bovis y A. marginale no fueron detectadas. La alta especificidad del método para 

detectar B. bigemina sumado a que esta PCR consiste en un solo paso con un bajo límite de 

detección permitiendo detectar muestras de sangre con parasitemia de 0,00002% de eritrocitos 

parasitados, indetectable al microscopio óptico., resultan ser características valiosas para un 

método de detección del parásito  

 Si bien se han reportado varios métodos de detección molecular de B. bigemina altamente 

sensibles, su aplicación resulta laboriosa y económicamente costosa debido a que se basan en una 

PCR en dos pasos (PCR-anidada) y en reacciones de PCR con la subsiguiente hibridación del 

producto con sondas específicas (Oliveira-Sequeira y col., 2005; Figueroa y col., 1992; Gubbels y 

col., 1992). 

Por otro lado, la sensibilidad de este método fue demostrada en la detección del parásito 

en muestras de sangre provenientes de bovinos de un área donde la enfermedad es enzoótica. 

Asimismo, los resultados de la PCR para estas muestras realizadas en dos laboratorios distantes 
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sujetos a variables técnicas características de cada operador y de cada lugar, demostraron una 

concordancia del 97% (índice kappa 0,94) en la detección de B. bigemina en estas muestras 

demostrando la robustez de este método de detección molecular de B. bigemina  

Por lo descripto anteriormente, podemos afirmar que la técnica de detección molecular de 

B. bigemina desarrollada en este trabajo de tesis, resulta ser una herramienta valiosa para el 

estudio epidemiológico de la babesiosis bovina en animales portadores de este hemoparásito 

calculando tasas de infección por B. bigemina en áreas enzoóticas. Además resultó ser una 

herramienta útil para la detección del parásito en todas las muestras utilizadas en este trabajo de 

tesis. 

Otros intereses, para mejorar el diagnóstico y la prevención de la babesiosis, están 

dirigidos  a la búsqueda de nuevos antígenos B. bigemina (Wright y col., 1992; Shompole y col., 

1994; Norimine y col., 2002, entre otros). Está búsqueda se ha focalizado principalmente en las 

proteínas de superficie del merozoíto (Wilkowsky y col., 2003), las roptrias (Wright y col., 1992) 

y antígenos de la membrana de eritrocitos (Shompole y col., 1994) pero a pesar de ello,  pocos 

antígenos han sido reportados. 

 En la actualidad uno de los abordajes más utilizados para la identificación de antígenos 

de manera sensible y específica es el análisis  proteómico utilizando geles en dos dimensiones 

combinado con la técnica de Western Blot con sueros inmunoreactivos (Klade., 2002). En 

apicomplejos varios análisis de geles de dos dimensiones han identificado antígenos nuevos 

(Geibler y col, 1999; Shin y col., 2005; Orlandi-Pradines y col., 2007). En Babesia spp. no 

existen antecedentes en cuanto a la aplicación de estas técnicas para la identificación de 

antígenos. En este trabajo, logramos aplicar técnicas de proteómica  para identificar antígenos 

solubles  de merozoítos de B. bigemina, optimizando la purificación de parásitos, la extracción de 

proteínas y la separación de ellas por electroforesis en dos dimensiones. El protocolo que nos 

permitió obtener la mayor cantidad de proteínas solubles y una separación en el gel de dos 

dimensiones más eficiente fue el utilizado para extraer proteínas solubles de Mycobacterium 

Smegmatis (Echeverría y Xolalpa, comunicación oral).  Con la separación de las proteínas 

solubles de merozoítos de B. bigemina optimizada, el análisis por Western Blot utilizando sueros 

bovinos infectados nos permitió detectar proteínas inmunoreactivas. Cabe destacar que los sueros 

utilizados fueron obtenidos en distintas condiciones de inmunización, uno de ellos proveniente de 

una inoculación experimental inoculando con un extracto de antígenos solubles de una cepa 

venezolana y antígenos vivos de una cepa mexicana (FAO) (Guglielmone y col., 1997), otro 

producto de una inoculación con antígenos solubles y un tercer suero fue extraído de un animal 

infectado naturalmente proveniente de la zona enzoótica para la babesiosis. De esta manera se 
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puede concluir que los antígenos identificados por inmunoproteómica son inmunodominantes en 

el bovino durante la infección. Estudios posteriores deberán dirigirse a la secuenciación por 

MALDI-TOF de estas proteínas aunque la mayoría no se pudo identificar en el gel teñido con 

Coomassie coloidal. En consecuencia otras proteínas no reconocidas por los sueros bovinos 

hiper-inmunes podrían ser candidatos más efectivos para la vacunación. Es probable que estos 

antígenos subdominantes sean esenciales para la supervivencia del parásito explicando el motivo 

por el cual las infecciones con Babesia spp persisten en el bovino a pesar de la fuerte respuesta 

inmune contra el parásito (Brown y col., 2006) 

Por otro lado se observó que las proteínas inmunoreactivas a los sueros bovinos resultaron 

ser ácidas con puntos isoeléctricos (pI) menores a 6,5. Este hallazgo es consistente con los 

reportes de varios autores acerca de la importancia de los residuos polares en el reconocimiento 

antígeno-anticuerpo (Davies, Sheriff y Padlan 1988; Getzoff y col., 1988; Berzofsky y Berkower 

1989; Mian, Bradwell y Olson 1991; Davies y Cohen 1996). 

La observación de la distribución de las proteínas de B. bigemina según su punto 

isoeléctrico mostró una distribución en el rango de 4,75 a 8,25 de la misma manera la predicción 

del pI realizada in silico de las proteínas de B. bovis demostró  que la mayoría se ubicaron en este 

mismo rango mostrando una distribución trimodal. Este tipo de distribuciones se han observado 

en la mayoría de  los proteomas de otros eucariotas (Kiraga y col., 2007) y además fue 

corroborada en este trabajo analizando los proteomas de Theileria parva y Plasmodium 

falciparum. 

A través del desarrollo de técnicas proteómicas en B. bigemina, pudimos obtener más 

información acerca del repertorio de proteínas en un determinado estadio del parásito. Estos 

hallazgos junto con los estudios realizados utilizando el proteoma de organismos relacionados 

resulta ser complementario contribuyendo al conocimiento de la biología y la interacción del 

parásito en estudio con su hospedador. 

Por otra parte, si bien la búsqueda de antígenos a través de un análisis proteómico resulta 

más trabajosa debido a que implica la optimización de la extracción de proteínas del parásito, la 

separación de las mismas en geles de dos dimensiones y la inmunodetección de antígenos 

utilizando sueros reactivos, permite disponer del proteoma completo del estadio del parásito en 

estudio y seleccionar al mismo tiempo varios antígenos. 

Con el advenimiento de la era post-genómica la información aportada por los genomas 

completos de organismos pertenecientes al phylum Apicomplexa tales como Theileria parva, 

Theileria annulata y Plasmodium falciparum (Pain y col., 2005; Gardner y col., 2005; Gardner y 

col., 2002) ha contribuído a la identificación de nuevas proteínas. Asimismo, la secuenciación del 
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genoma completo de B. bovis y la publicación de los ESTs generaron la anotación de un sin 

número de proteínas, pero muchas con función desconocida (hipotéticas) (de Vries y col, 2006  y 

col., Brayton y col., 2007).  

Por otro lado, la comparación de las secuencias de los genomas de B. bovis, T. parva, T. 

annulata y P. falciparum reveló que solo se le puede asignar una función al 30-38% de las 

proteínas predichas, sugiriendo que la mayoría de las proteínas de estos organismos son nuevas y 

características del phylum (Gardner y col., 2002; Gardner y col., 2005) 

En la actualidad existen pocas proteínas anotadas de B. bigemina en el National Center 

for Biotechnology Information  y el ensamblado del genoma está siendo finalizado. Sin embargo, 

la información disponible en la página del proyecto genoma del Wellcome Trust Sanger Institute, 

nos permitió hacer búsquedas de secuencias homólogas en los contigs aún no ensamblados 

utilizando algoritmos bioinformáticos. 

En la búsqueda de nuevos antígenos surge la necesidad de dirigirla a procesos 

fundamentales para el desarrollo del parásito y su relación con su hospedador. El conocimiento 

de estos mecanismos genera información útil para el desarrollo de estrategias de control de la 

babesiosis. 

Uno de los mecanismos fundamentales en el ciclo de vida de Babesia es el de la invasión 

del merozoíto a las células del hospedador mamífero y del vector artópodo En la actualidad aún 

no han sido comprendidos en su totalidad. Asimismo, han sido descriptas pocas proteínas 

involucradas en los mecanismos de invasión de Babesia (Goff y col., 1988; Mosqueda y col., 

2002; Gaffar y col., 2004 a y b). 

En este trabajo de tesis, se identificó en B. bigemina una nueva familia de genes que 

codifican para proteínas con dominio de ataque a membrana (MACPF) del tipo perforinas 

previamente estudiada en Plasmodium y Toxoplasma como una proteína involucrada en los 

mecanismos de invasión y salida del parásito de la célula hospedadora. Con la información de los 

genomas anotados  y la utilización de algoritmos y servidores desarrollados para su análisis y 

anotación de genes  hemos anotado una familia de ocho genes que codifican para proteínas con 

dominio MACPF en B. bigemina ortólogos a los seis genes plp definidos en este. La información 

de la anotación de los genes plp de B. bovis junto con los genes de  P. falciparum nos permitieron 

predecir la estructura génica y la secuencia codificante de cada una de las secuencias extraídas 

del genoma de B. bigemina. Los ocho genes obtenidos con sus secuencias codificantes poseen el 

dominio MACPF y en su mayoría una secuencia de exportación a membrana. El análisis 

comparativo de la estructura de los genes predichos de B. bigemina y los anotados de B. bovis nos 

permitió establecer similitudes y diferencias en esta familia. La estructura del gen plpa y plpb no 
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presentó intrones y además ambos genes ortólogos plpa presentaron una región de repeticiones en 

tándem río arriba del dominio MACPF. Las diferencias son muy importantes, la familia en B. 

bigemina posee dos genes adicionales a los seis que existen en B. bovis, pero la diferencia 

principal es la aparición en B. bovis de una proteína con tres dominios MACPF (BboPLPE). 

Pudimos verificar que cada uno de esos dominios denominados BboPLPE1, BboPLPE2 y 

BboPLPE3 es ortólogo a los dominios únicos de las proteínas BbiPLPE, BbiPLPG y BbiPLPH. 

Esto podría estar indicando un proceso de fusión en B. bovis o separación en B. bigemina con el 

fin de cumplir algún rol importante para los mecanismos de invasión o egreso de estos parásitos. 

Todos los dominios MACPF de Babesia presentaron los elementos fundamentales para la 

formación del poro compartidos, con distinto grado de similitud secuencial, con los dominios 

MACPF de mamíferos, bacterias y otros apicomplejos.  

En este trabajo, demostramos que el motivo característico de todos los dominios MACPF 

(Y/W)-X6-(F/Y)GTH(F/Y)-X6-GG está conservado en todos los dominios de las proteínas del 

tipo perforinas de Babesia spp. En cuanto a la estructura secundaria, tanto en los dominios de B. 

bovis y B. bigemina, están conservadas las alfa hélices que conforman los dos grupos de hélices 

alfa característicos (CH1 y CH2), que alternan residuos hidrofóbicos e hidrofílicos con habilidad 

de convertirse las horquillas beta  anfipáticas que atraviesan la membrana durante la inserción del 

poro (Peitsch y col., 1990). Asimismo, la conservación en los dominios MACPF de Babesia de 

una región rica en láminas beta hacia el carboxilo terminal juega un rol en la unión a la 

membrana (Shatursky y col., 1999). Finalmente, el modelo tridimensional predicho por 

homología a las dominios MACPF de proteínas cristalizadas del complemento humano (C8- 

MACPF) y la bacteria Photorhabdus luminiscens (Plu-MACPF) resultó en una gran conservación 

del plegamiento observándose en esta estructura la disposición espacial conservada de los dos 

grupos de hélices alfa y la región central rica en láminas beta de los dominios de las proteínas 

PLPA y PLPB de B. bigemina. La superposición estructural entre el modelo predicho y los 

templados fue estadísticamente significativa. Esto demostró la importancia de la conservación de 

la estructura a lo largo de la evolución para cumplir con la función característica del dominio 

MACPF.  

Una característica propia que observamos en la familia de perforinas tanto de B. bigemina 

como de B. bovis es la presencia en la PLPA de un dominio de repeticiones en tándem con un 

patrón diferente para cada ortólogo. La evaluación de ambas repeticiones por PCR utilizando 

oligonucleótidos específicos para amplificar esta región en diferentes cepas de referencia 

patógenas y atenuadas para cada parásito, mostró un polimorfismo en los tamaños de los 

productos obtenidos para cada cepa. En el caso de B. bigemina estas diferencias en los tamaños 
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resultó ser más notoria. Además, el análisis de las secuencias de los fragmentos amplificados 

reveló diferencias en el número de unidades repetitivas y algunas variantes en el tipo de 

aminoácidos que componen la repetición. A su vez, generando un patrón numérico con cada 

variante de unidad repetitiva, pudimos asignar un patrón característico de las cepas atenuadas y 

por otro lado distintos patrones para las cepas patógenas. Se ha reportado este mismo fenómeno 

en una familia de genes del tipo BspA de Trichomonas vaginalis  involucrados en la invasión de 

las células de la  mucosa del hospedador. Estas proteínas poseen un dominio repetitivo que 

presenta variaciones en distintos aislamientos clínico. Por lo tanto, las repeticiones de la PLPA en 

B. bigemina podrían ejercer un rol en la interacción patógeno-hospedador bajo la presión del 

sistema inmune del hospedador (Noël  y col., 2010).  

En B. bovis las repeticiones analizadas son muy diferentes a las de B. bigemina, estas no 

presentaron grandes variaciones de tamaño entre cepas aunque si variaron a nivel de secuencia de 

nucleótidos y aminoácidos. Estas variaciones generaron dos grupos de acuerdo al aminoácido 

resultante, en uno de ellos se encuentran las cepas extranjeras y en otro las cepas argentinas. 

Las repeticiones en tándem en proteínas, no son únicas de parásitos eucariotas, pero la 

magnitud del fenómeno en estos organismos sugiere que representan un caso especial. En 

Plasmodium spp. las repeticiones están extendidas entre proteínas de distintos estadios 

evolutivos, con distintos tipos de organización celular y aparentemente funciones divergentes. 

Una de las teorías acerca de la función de las repeticiones en Plasmodium spp., propone que estas 

regiones actúan como ligandos de estructuras del hospedador tales como receptores  de eritrocitos 

y hepatocitos (Nussenzweig y Nussenzweig; 1989). Esta función podría ser la adecuada para 

explicar la presencia de las repeticiones en la perforinas de Babesia spp. debido a que su rol en la 

invasión del parásito al eritrocito bovino  podría depender de la interacción de estas regiones de la 

proteína con un receptor del eritrocito. Otras proteínas polimórficas con repeticiones en tándem 

involucradas en los mecanismos de invasión, apoyan esta hipótesis. En nuestro laboratorio, se 

describió una región repetitiva de la proteína TRAP de  B. bovis. A su vez, al igual que la PLPA 

esta resultó ser polimórfica entre distintas cepas del parásito (Wilkowsky y col., 2009). Otro 

posible rol de estos dominios repetitivos tiene que ver con los mecanismos que poseen estos 

parásitos para evadir el sistema inmune. Se ha demostrado que la proteína del circunsporozoíto 

(CS) de Plasmodium spp posee regiones repetitivas que inducen la producción de anticuerpos que 

no son protectivos (Schofield, 1991). Estos mecanismos, dirigen la respuesta inmune hacia 

mecanismos menos eficientes como la respuesta de tipo T- independiente, modulando de esta 

manera la respuesta inmune al parásito y favoreciendo la invasión del parásito a células nuevas 

(Galinski y col., 1987; di Giovanni y col., 1990). 
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Otra característica de la familia de proteínas del tipo perforinas en Babesia, resulta ser la 

expansión en cuanto al número integrantes de la familia y en cuanto a la cantidad de dominios 

que estas presentaron.  Esto podría ser importante para adaptar las  funciones de estas proteínas a 

su rol en el hospedador mamífero y en el vector artrópodo. 

El número de dominios MACPF presentes en proteínas del Phylum Apicomplexa varía 

desde ninguno en Cryptosporidium, a dos o tres en la familia Coccidiae (Toxoplasma, Neospora, 

Eimeria), cinco en Haemosporida (Plasmodium) y ocho en Piroplasmida (Babesia y Theileria) 

(Kafsack y Carruthers, 2010).  

En este trabajo reportamos una nueva disposicióm de dominios MACPF en el orden 

Piroplasmida, demostrando la presencia en de una proteína de tres dominios en B. bovis y T. 

annulata y dos proteínas adicionales con dominio único en B. bigemina y T. parva. Además, cada 

uno de los dominios de las proteínas separadas es ortólogo a uno de los dominios en la proteína 

multidominio. 

El análisis filogenético de los dominios de las PLPs de Haemosporida y Piroplasmida 

realizado en este trabajo nos permitió profundizar acerca de la historia evolutiva de este dominio 

en Apicomplexa estableciendo que dominios estuvieron presentes en el ancestro común de estos 

dos órdenes relacionados. 

Se pudo demostrar que la evolución de la familia en Apicomplexa fue paralela a la 

evolución de las especies de este phylum ya que el la topología del árbol filogenético de los 

dominios MACPF se corresponde con el árbol de especie. 

La reconstrucción filogenética de los dominios MACPF permitió plantear como hipótesis 

evolutiva la existencia de cuatro proteínas del tipo perforinas en el ancestro común a 

Haemosporida y Piroplasmida habiéndose producido a lo largo de la evolución varios eventos de 

pérdida y duplicación linaje-especificas que dieron origen a las cinco PLPs de Haemosporida, las 

seis de B. bovis y T. annulata y las ocho de B. bigemina y T. parva. 

Un hallazgo importante fue la presencia de los tres dominios en la proteína PLPE en el 

ancestro común a Piroplasmida-Haemosporida, demostrando que estos dominios no son 

exclusivos de Piroplasmida aunque su fusión apareció  recientemente formando parte de una 

única PLP. Por otro lado, las PLPs con un solo dominio MACPF son más frecuentes en 

Haemosporida, lo que señala que hubo dos eventos independientes de fusión de dominios en B. 

bovis y T. annulata. La adquisición de más de un dominio en B. bovis y T. annulata implicaría 

que estas proteínas multidominio cumplirían algún rol específico de estos parásitos. A través de 

la observación del árbol filogenético podemos deducir que existió una duplicación en 

Piroplasmida que dio orígen a los genes plpe/plpe1 y plpg/e2 que poseen un ancestro en común y 
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probablemente estos se fusionaron en B. bovis y en T. annulata. El tercer dominio deriva de otro 

ancestro por lo que podemos inferir que este se fusionó en otro evento independiente. 

Mientras la caracterización funcional de las PLPs en Plasmodium spp. implica un rol en el 

recorrido del ookineto a través del epitelio del intestino medio  del mosquito (PLP3 y PLP5) o en 

el recorrido del esporozoíto (PLP1), posiblemente otras PLPs podrían estar involucradas en el 

egreso del parásito de la célula como ocurre en T. gondii (Kafsack y col., 2009). Estudios 

recientes indican la expresión de la PLP1 y PLP2 de Plasmodium en el estadío intraeritrocítico y 

de la PLP5 en gametocitos (Lasonder y col., 2002; Florens y col., 2002). Ninguno de estos 

estadios necesita atravesar barreras celulares, pero la salida del parásito de la vacuola parasitófora 

y de la célula, es fundamental para el desarrollo del ciclo de vida. En el caso de los organismos 

del orden Piroplasmida, estos se escapan rápidamente de la vacuola parasitófora luego de la 

invasión y replicación.  

A partir de este análisis transcripcional de los genes de la familia plp podemos concluir 

que todos estos genes se transcriben tanto en B. bovis como en B. bigemina, estos resultados 

podrían  complementarse con los resultados del análisis de perfiles de expresión de todos los 

genes durante el ciclo de vida de de P. falciparum y P. berghei que han demostrado que la 

mayoría de los marcos de lectura abiertos (ORFs) se transcriben durante el estadio 

intraeritrocitario (Bozdech y col., 2003; Le Roch y col., 2003).  Sin embargo, se ha descripto la 

acumulación de ARN mensajero de genes relacionados sugiriendo un modelo de control de la 

transcripción de acuerdo a la demanda fisiológica del parásito donde se activan los genes cuya 

función fisiológica se convierte en necesaria para el parásito (Gomez y col., 2010). En tal sentido, 

el análisis cuantitativo de la transcripción de los genes plp en el estadio intraeritrocitario de un 

cultivo de B. bigemina mostró diferentes niveles de transcripción con una abundancia 

estadísticamente significativa de los transcriptos correspondientes a los genes plpe y plpb. 

Además los resultados del Northern Blot demostrarón la alta transcripción del gen plpb apoyadas 

por las evidencias obtenidas en las bases de ESTs de sus genes ortólogos que demuestran la 

transcripción del gen plpb, en Theileria parva. En B. bovis se encuentra representado en los ESTs 

del estadio intraeritrocitario solo el gen plpb. No obstante, el proyecto del Wellcome trust Sanger 

institute de secuenciación de los ESTs de B. bovis aún no ha sido finalizado por lo que la 

cobertura no es total (16%). Esto podría explicar la falta de representación en los ESTs de las 

otras perforinas. 

 Debido a que el cultivo de B. bigemina no está sincronizado y por lo tanto diferentes 

cultivos de  la misma cepa podrían experimentar diferentes niveles de transcripción de los genes 

de acuerdo a la proporción de trofozoítos y formas pares dentro del eritrocito se analizaron los 
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niveles de transcripción de los genes plp en un cultivo expandido en otro momento. Los 

resultados indicaron la misma tendencia en cuanto a la transcripción diferencial de estos genes 

observándose un aumento en la transcrición de los genes plpe y b. Esto indicaría en principio que 

no hay diferencias en cuanto a la proporción de los estadios intraeritrocitarios sugiriendo que los 

genes plpe y b se transcriben en todos los estadios dentro del eritrocito lo cual destaca una 

función importante de las proteínas correspondientes cuando el parásito se encuentra dentro del 

eritrocito. Sin embargo el análisis transcripcional debería extenderse a otros cultivos de B. 

bigemina para demostrar la estabilidad de esta expresión diferencial en el estadio 

intraeritrocitario. 

Por otra parte el análisis transcripcional confirmó la anotación de los genes plpe, plpg y 

plph de B. bigemina como genes individuales con un solo dominio MACPF presentando niveles 

de transcipción diferentes entre si con el transcripto plpe y plph más representados que el plpg. 

Basados en la reconstrucción de la historia evolutiva de las proteínas de Piroplasmida y 

Haemosporida que comparten un ancestro en común y los resultados del análisis transcripcional 

las proteínas PLPB y PLPE  podrían cumplir un rol importante en el egreso rápido del parásito de 

la vacuola parasitófora luego de la invasión o la posterior salida del parásito del eritrocito para 

infectar nuevos.  

Adicionalmente, se observó la expresión de la proteína PLPA en el estadio 

intraeritrocitario de B. bigemina por medio de una Inmunofluorescencia indirecta utilizando 

anticuerpos de ratones inmunizado con la proteína recombinante producida durante este trabajo. 

Estos resultados sumados al reconocimiento de esta proteínas por parte de los sueros bovinos 

provenientes del área enzoótica para la babesiosis, a la presencia del péptido señal en su 

secuencia y a identificación de repeticiones en tándem variables en distintas cepas del parásito 

diferenciándose entre cepas atenuadas y patógenas según el patrón repetitivo, sugieren que esta 

proteína es exportada a la membrana del parásito para formar el poro a través del dominio 

MACPF donde el sistema inmunológico la reconocería. La presencia de repeticiones variables 

entre cepas podría estar derivando la respuesta inmune hacia una respuesta ineficaz T-

independiente evitando la generación de una alta respuesta inmunológica contra el dominio 

conservado MACPF cuya función sería importante para la invasión del parásito a nuevos 

eritrocitos. Esto nos conduce a proponerlo como potencial antígeno aunque estudio posteriores 

serán requeridos para corroborarlo. 

Si bien los mecanismos de formación del poro por proteínas con dominio MACPF han 

sido ampliamente descriptos, el estudio de estas proteínas en Apicomplexa provee nuevos 

conceptos que definen nuevos roles en la interacción del parásito con su hospedador y con el 
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vector transmisor. Los rearreglos inusuales de dominio en B. bovis y T. annulata podrían 

representar un nuevo giro estructural en la utilización del dominio MACPF. De esta manera, los 

resultados generados en este trabajo de tesis son un gran aporte para comprender estas nuevas 

funciones. 

En este trabajo demostramos que la utilización de la información brindada por los 

genomas y las herramientas bioinformáticas permite realizar un estudio integral de nuevas 

proteínas. Estos estudios in silico incluyen la localización y el número de genes parálogos en el 

genoma, la estructura génica de cada uno en cuanto a número de intrones y exones, regiones 

intergénicas y secuencias señales de exportación al exterior o a alguna organela y la predicción de 

la región codificante. Por otro lado, el análisis de las secuencias aminoacídicas de estas proteínas 

aporta información acerca de presencia de dominios y su estructura secundaria y terciaria que 

aportan información válida para la predicción de la función de cada una de las proteínas. Con 

toda la información obtenida es posible realizar un análisis filogenético de las proteínas para 

comprender la historia evolutiva de las proteínas en estudio. 

 

Durante la última década, la comprensión de la biología de los parásitos del Phylum 

Apicomplexa ha aumentado notablemente, particularmente en el caso del parásito causante de la 

malaria. Una gran parte de esa comprensión se debe a la disponibilidad del genoma completo, a 

los perfiles transcriptómicos y proteómicos y al establecimiento de nuevas técnicas de 

transfección in vitro de los estadios asexuales del parásito. A pesar de su  importancia económica 

los parásitos transmisores de la babesiosis bovina, han sido relativamente ignorados. Este trabajo 

de tesis es un aporte para desentrañar los mecanismos moleculares que subyacen en la patogenia 

de la babesiosis y destacan algunas oportunidades y desafíos que quedan por delante. 
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Sitios de Internet utilizados 

 

Base de ESTs de B. bovis: http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_bovis/ 

ClustalW: http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html 

DIALING: http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/ 

Eupath DB: http://eupathdb.org/eupathdb/ 

Expasy Proteomics Server: http://www.expasy.ch/ 

FFAS03: http://ffas.ljcrf.edu/ffas-cgi/cgi/ffas.pl 

fgenesh: http://linux1.softberry.com/berry.phtml  

Genoma de B. bigemina: http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_bigemina/ 

IDT DNA: http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/.  

Jpred 3: http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/ 

Modelgenerator: http://bioinf.may.ie/software/modelgeneratNCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

PHYRE: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/ 

Prodom: http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/home.php 

Signal P:  http://www.cbs.dtu.dk/ services /SignalP/ 
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SMART: http://smart.embl-heidelberg.de/ 

Tandem repeat finder: http://tandem.bu.edu/trf/trf.html 

TITO: http://bioserv.cbs.cnrs.fr/HTML_BIO/frame_tito.html 

TrimAl http://trimal.cgenomics.org disponible para descargar y puede ser usado en línea en el 

servidor Phylemon (http://phylemon2.bioinfo.cipf.es/cgibin/trimAl.cgi ) 

XSTREAM http://jimcooperlab.mcdb.ucsb.edu/xstream/ 

JVirGel: http://www.jvirgel.de/ 
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