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Prediccion integral de epitopes T del parasito intracelular Babesia bovis mediante
herramientas inmunoinformaticas e inmunoprotedmicas

La Babesiosis bovina es una infeccidon causada por los parasitos protozoarios Babesia bovis y B.
bigemina. Ambas especies son transmitidas por garrapatas que habitan en el NOA y NEA y ocasionan
importantes pérdidas econdmicas al sector ganadero. La infeccién por Babesia sp. puede
controlarse a través de la vacunacion con cepas atenuadas. Sin embargo, estas vacunas poseen una
serie de desventajas en su produccidn y uso. Como el parasito desarrolla su ciclo vital estrictamente
dentro de los eritrocitos, las células presentadoras de antigeno como los macroéfagos del bazo
fagocitan los eritrocitos parasitados, por lo que sus péptidos son presentados pincipalmente por las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il bovino (codificado principalmente por
el gen BoLA-DRB3). Por estas razones, la identificacion racional de epitopes By de epitopes T
presentados por las células del hospedador bovino resulta fundamental para su inclusiéon futura en
vacunas de disefo racional como alternativas superadoras a la vacuna viva atenuada. Con este
objetivo, en esta tesis se realizd la identificacidon de epitopes T de B. bovis mediante herramientas
bioinformaticas y protedmicas. En primer lugar, se realizé una caracterizacion genética de la
diversidad el gen BoLA-DRB3 en las razas bovinas mas utilizadas en el norte argentino. Utilizando
esta informacion y la proveniente de la secuenciacion del genoma de una cepa virulenta argentina
de B. bovis, se realizaron predicciones bioinformaticas de epitopes T con su posterior validacion
experimental, identificando asi 7 péptidos T provenientes de 6 proteinas del parasito. Ademas,
ideamos y pusimos a punto un modelo de interaccién parasito-célula hospedadora bovina para la
identificacion de péptidos T de B. bovis, que permitid la identificacion de 28 péptidos consenso
novedosos por una estrategia de inmunopeptidémica. En resumen, este trabajo aporté primer
reporte de diversidad del gen BoLA-DRB3 en razas puras y mixtas cebuinas en Argentina, lo cual
contribuye no sélo a los esfuerzos continuos de categorizar las frecuencias alélicas del complejo
mayor de histocompatibilidad por raza y localidad, sino también al disefio de vacunas a base de
péptidos. Ademas, aporté el disefio novedoso de un flujo de trabajo para realizar predicciones de
epitopes T para esta especie. Por Ultimo, en este trabajo se desarrollé un modelo experimental

original para identificar con éxito péptidos T presentados naturalmente por el bovino.
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Integral prediction of T cell epitopes of the intracellular parasite Babesia bovis using
immunoinformatic and immunoproteomic strategies

Abstract

Bovine Babesiosis is an infection caused by the protozoan parasites Babesia bovis and B. bigemina.
Both species are transmitted by ticks that inhabit the Argentine northeast and northwest, and they
cause important economic losses to the livestock sector. Infection by Babesia sp. can be controlled
through vaccination with attenuated strains. However, these vaccines have several disadvantages
in their production and use. As the parasite develops its life cycle strictly within erythrocytes,
antigen presenting cells such as spleen macrophages phagocytose parasitized erythrocytes, so their
peptides are presented mainly by bovine class Il major histocompatibility complex molecules
(encoded mainly by the BoLA-DRB3 gene). For these reasons, the rational identification of B-cell
epitopes and T- cell epitopes presented by bovine host cells is essential for their future inclusion in
rationally designed vaccines as superior alternatives to the live attenuated vaccine. With this
objective, in this thesis the identification of B. bovis T epitopes were carried out using bioinformatics
and proteomic tools. First, a genetic characterization of the diversity of the BoLA-DRB3 gene was
carried out in the most widely used bovine breeds in northern Argentina. Using this information and
the information obtained from the sequencing of the genome of a virulent argentinian strain of B.
bovis, bioinformatic predictions of T epitopes were made with their subsequent experimental
validation, thus identifying 7 T- cell peptides from 6 parasite proteins. In addition, we desiged and
developed a bovine host-cell parasite interaction model for the identification of B. bovis T-peptides,
which aided in the identification of 28 novel consensus peptides by animmunopeptidomics strategy.
In summary, this work provided the first report on the diversity of the BoLA-DRB3 gene in purebred
and mixed Zebu breeds in Argentina, which contributes not only to the ongoing efforts to categorize
the allele frequencies of the major histocompatibility complex by breed and locality, but also to the
design of peptide-based vaccines. In addition, this work provided the novel design of a workflow to
perform T epitope predictions for this species. Finally, we presented an original experimental model

to successfully identify the T peptides naturally presented by the bovines.

Keywords: Babesia bovis, vaccines, T cell epitopes, immunoinformatics, immunoproteomics.
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ABREVIATURAS

Ac: anticuerpo
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INTRODUCCION

1-La babesiosis

La babesiosis, también conocida como babesiasis, piroplasmosis o fiebre hematurica, es una
enfermedad causada por un protozoario intraeritrocitario pardsito del género Babesia que infecta
una amplia gama de animales domésticos y salvajes, como los bovinos, equinos, ovinos, caprinos,
caninos, felinos ocasionalmente incluso existen especies que infectan al ser humano. Estd
distribuida a nivel mundial y es transmitida Unicamente por garrapatas.

Esta enfermedad fue reportada por primera vez en 1888 por Viktor Babes en Rumania (Babes, 1888),
quien identificd al parasito tras analizar muestras sanguineas de bovinos con signos de anemia
hemolitica y hemoglobinuria. Babes observd al microscopio pardsitos intraeritrociticos en sangre de
ovinos y bovinos. Posteriormente en 1891, Smith y Killoorne sefialaron a Babesia sp. como causante
de una enfermedad bovina denominada fiebre de Texas. Estos mismos autores demostraron el
papel transmisor de las garrapatas (Smith y col., 1893).

Todas las babesias que se han estudiado hasta la actualidad son transmitidas por garrapatas de la
familia Ixodidae (Kuttler, 1988). En este sentido, la distribucion de la babesiosis esta relacionada
estrictamente con la presencia del vector, la cual estd relacionada con condiciones ecoldgicas y
ambientales que favorece su persistencia.

El mayor impacto econémico de la babesiosis estd en la industria ganadera (Bock y col., 2004)
aunque en salud humana comienza a cobrar mayor importancia debido al aumento poblacional, la
construccion de viviendas cerca de dreas boscosas donde abundan las garrapatas, y el aumento de
la distribucién de las mismas debido al cambio climatico (Kumary col., 2021). Principalmente afecta
a individuos inmunocomprometidos y a aquellos pacientes que adquieren la infeccion por
transfusiones sanguineas, de los cuales 1 de cada 5 casos resultan fatales (Krause, 2018).

Las distintas especies del género Babesia pertenecen al phylum Apicomplexa, clase Sporozoasida,
orden Eucoccidiorida, suborden Piroplasmorina and familia Babesiidae. El phylum Apicomplexa
agrupa a los organismos protozoarios que poseen el denominado Complejo Apical, un conjunto de
organelas que se encuentra en la regidn anterior del protozoario, y que en su conjunto participan
activamente del proceso de invasion del eritrocito. En el género Babesia, el Complejo Apical se
encuentra formado por las roptrias, micronemas y cuerpos esféricos (Figura 1) los cuales contienen

una serie de proteinas involucradas en el proceso de invasién. Otra de las organelas caracteristicas
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de los integrantes del phylum Apicomplexa es el apicoplasto, que tiene una presencia ancestral
dentro del mismo. Esta organela multimembranas es homdloga a los cloroplastos de las plantas y
como tal posee una cierta autonomia por contener su propio genoma circular y su propia
magquinaria de expresion. Si bien se comprobd que esta organela es esencial para la supervivencia
del pardsito, su rol exacto no se conoce completamente, pero se cree que estd involucrada en la

sintesis de lipidos e isoprenoides (Ross y Fadden, 2005).

Anillos polares

Micronemas

Roptrias

Cuerpos esféricos
Microtubulos subpeliculares

Complejo de membrana interna

Mitocondrion
Apicoplasto
Nucleo

Reticulo endoplasmatico
Membrana plasmatica

Figura 1: Esquema de la estructura de un parasito representativo del phylum Apicomplexa Los granulos densos
son llamados cuerpos esféricos en Babesia (http://parasitologiajmv-hilda.blogspot.com.ar).

2- La babesiosis bovina

La babesiosis bovina es una infeccién causada principalmente por los parasitos B. divergens, B. bovis
y B. bigemina, siendo estas Ultimas dos especies las Unicas que se encuentran presentes en nuestro
pais y en el resto de América. También existen otras especies del género Babesia que pueden
infectar al ganado bovino. Entre ellas se incluyen B. major, B. ovata, B. occultans y B. jakimovi. Estas
especies no remarcan importancia a nivel econdmico o estan restringidas a otros paises (World

Organisation of Animal Health, 2021, https://www.woah.org/en/disease/bovine-babesiosis/).
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3- Etiologia: Babesia bovis y Babesia bigemina

Los parasitos B. bovis y B. bigemina, junto con la infeccién provocada por la rickettsia Anaplasma
marginale causan el sindrome conocido en Argentina como el Complejo Tristeza Bovina (CTB). En
nuestro pais , estos tres patdgenos son transmitidos exclusivamente por la garrapata Riphicephalus
(antes Boophilus) microplus, en la cual cumplen parte de su ciclo de vida. B. bovis es transmitida
exclusivamente por las larvas de Rhipicephalus microplus, mientras que B. bigemina es transmitida
por las ninfas y los adultos y posiblemente por machos de R. microplus (Bock y col., 2004).

La otra parte de su ciclo de vida ocurre en el bovino, donde B. bovis y B. bigemina son parasitos
intraeritrocitarios obligados (Figura 2). B. bovis en general es mas patdgena que B. bigemina, su
mayor virulencia resulta del secuestro de los eritrocitos parasitados al endotelio microcapilar de
drganos vitales, generando anemia hemolitica, dafios neuroldgicos y renales, shock respiratorio y
altas tasas de mortalidad en animales adultos. De acuerdo con su morfologia, estos pardsitos se
agrupan como babesias pequefias, como B. bovis (los merozoitos miden alrededor de 2 x 1,5 um) y
babesias grandes, como B. bigemina que puede abarcar el diametro total del eritrocito (los

merozoitos miden alrededor de 4,5 x 2 um) (Figura 3).

)

Figura 2: Representacion esquematica de los distintos estadios de Babesia sp. en el huésped bovino. Se
observan merozoitos libres (flecha verde), trofozoitos (flecha negra) y formas pares (flecha roja). Imagen
tomada de la pagina: Genome Annotation Research and Development. The Broad Institute. Cambridge Center.
http://www.broadinstitute.org/
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72
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Figura 3: Microfotografias de eritrocitos bovinos infectados con B. bovis (izquierda) y con B. bigemina
(derecha) (Valeria Montenegro, tesis doctoral).

4- Proceso de invasion y egreso

El proceso de invasién al eritrocito por Babesia spp. es similar al de otros parasitos del phylum
Apicomplexa y se caracteriza por cuatro etapas: adhesién, reorientacién, unidn estrecha e invasién.
La etapa de adhesidn consiste en el anclaje de los pardsitos al eritrocito del hospedador. Luego se
produce una reorientacidn, para ubicar la zona del complejo apical cerca de la interfase de anclaje.
Posteriormente ocurre una unién estrecha o unién en movimiento, en donde se une la membrana
del pardsito con la del eritrocito. Finalmente, ocurre la invasidon propiamente dicha, en la cual se
propicia la penetracién de la membrana del eritrocito a través de varias interacciones moleculares
de los ligandos del protozoario con los receptores blanco de la superficie celular del hospedero
(residuos de acido sialico, glicosaminoglicanos sulfatados y proteinas sensibles a tripsina o a -
quimotripsina), concluyendo este proceso con la internalizacién del parasito en el eritrocito
(Dubremetz y col., 1998; Soldati y col., 2001; Yokoyama y col., 2006) (Figura 4).

Desde el primer anclaje hasta la internalizacion completa, los parasitos de este phylum liberan
proteinas de sus organelas apicales (roptrias, micronemas y los cuerpos esféricos) las cuales son
translocadas hacia la membrana del merozoito donde pueden funcionar como factores de
reconocimiento del hospedero. Estas proteinas pueden ser secretadas en el medio fuera del
pardsito o dirigidas al punto de la invaginacion de la membrana con el fin de hacer uniones estrechas
con los eritrocitos del hospedero y lograr su penetracion e internalizacién en el eritrocito (Sam-
Yellowe, 1996; Preiser y col., 2000; Yokoyama y col., 2006). Algunas de estas proteinas han sido
ampliamente caracterizadas: las proteinas 1, 2 y 3 del cuerpo esférico (SBP1, 2 y 3), la proteina 1
asociada a las roptrias (RAP-1), el antigeno 1 de la membrana apical (AMA-1), y la proteina anénima
relacionada con la trombospondina (TRAP) (Ruefy col., 2000; Suarez y col., 1994, 2000; Gaffary col.,
2004; Salama y col., 2013; Montenegro y col., 2020).
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Estd reportado que el proceso de invasién in vitro de B. bovis a los eritrocitos también es
dependiente de Ca%* (Mossaad y col., 2015) y requiere de la presencia de un motor basado en actina-
miosina (Asada y col., 2012), siguiendo asi el patrén de invasidn de otros apicomplejos relacionados

como Plasmodium y Toxoplasma.

Secrecion de
micronemas

Complejo interno de
membrana

Miosina
Actina

e f(attte
’Ill(~‘-~q\v 4

Membrana parasitaria

TRAP/MIC2
Ligando Membrana del huesped
huesped ‘w-cvcmn e -

Movimiento hacia atras de las adhesinas

Movimiento hacia adelante del parasito

Figura 4: Representacion esquematica del mecanismo de motilidad por deslizamiento en el phylum
Apicomplexa. La exocitosis del contenido de los micronemas (naranjas) ocurre en el polo apical del parasito.
Durante este proceso las adhesinas que estan incrustadas en la membrana del micronema se insertan en la
membrana plasmatica del parasito, donde interactian con los receptores extracelulares en la célula huésped
(negros). La motilidad de deslizamiento resulta de la translocacidn hacia atras de estos complejos de adhesina-
receptor, que funciona con los motores de miosina (azul) a lo largo de los filamentos de actina (amarillo) en
el espacio entre el complejo interno de membrana y la membrana plasmatica del parasito y la membrana
plasmatica de la célula huésped (Frénal y col., 2017).

Los parasitos del género Babesia invaden a los eritrocitos en pocos segundos y de forma activa para
lo cual emplean la motilidad por deslizamiento o “gliding motility” que les permite migrar, ingresar
y egresar de la célula huésped sin la necesidad de cilios, flagelos, pseuddépodos y sin modificar su
forma. Este mecanismo permite el avance por traccién mediante polimerizacién y despolimerizacion

unidireccional de la actina, el impulso de motores de miosina e interacciones ligando-receptor que

generan una fuerza locomotora que propulsa el parasito sobre el sustrato (Figura 5).
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Adhesion Reorientacion Invasion

Figura 5: Fases principales del proceso de invasién de los merozoitos al eritrocito.

5-Ciclo biolégico

El ciclo de vida de los parasitos del género Babesia es un proceso complejo formado por tres
elementos: el vector, el parasito y el huésped mamifero. En B. bovis y B. bigemina, el ciclo consta de
una etapa sexual compleja en la garrapata R. microplus y de una etapa asexual en los eritrocitos del
bovino. Durante la etapa asexual, los parasitos del género Babesia no parasitan otras células de
vertebrados que no sean eritrocitos maduros (Bock y col., 2004).

Cuando una larva de garrapata infectada con Babesia se alimenta de un bovino a través del
hipostoma, inocula esporozoitos que, transportados por la saliva, ingresan directamente al torrente
sanguineo (Hodgson, 1992) (Figura 6 A). Cada esporozoito coloniza un eritrocito a través de un
mecanismo que incluye la seleccidn del eritrocito, adherencia, reorientacién e invasién. Como se
mencioné anteriormente, esto depende de la integridad del complejo apical para la secrecidon de
adhesinas y otras proteinas que permiten al parasito la adherencia al eritrocito y la rapida invasién.
Una vez dentro y ya secretadas las proteinas por el complejo apical, se puede observar al
microscopio el trofozoito como forma de anillo en una tincién con Giemsa (Figura 6 B). Inicialmente
el trofozoito esta rodeado por una vacuola parasitdfora que se desintegra antes de iniciar la etapa
de multiplicacidn llamada merogonia. Esta divisidn celular asexual finaliza con la formacién de dos
nuevas formas invasivas denominadas merozoitos (Figura 6 C). Los merozoitos coexisten dentro del
eritrocito, y pueden ocupar una gran parte de la célula (B. bigemina) o una porcién menor (B. bovis)
(Figura 6 D). Al alcanzar la madurez, los merozoitos se separan y lisan la célula alcanzando el espacio
extracelular (Figura 6 E). Alli algunos invadiran otros eritrocitos, evitando colonizar los ya infectados
(Scudiero y col., 2018) y repitiendo el ciclo asexual (Figura 6 F).

La etapa sexual del ciclo de vida se inicia en el intestino de las hembras de R. microplus después de
la ingestidn de eritrocitos bovinos infectados con Babesia, donde ocurre la segunda etapa de

multiplicacidn llamada gametogonia, que consiste en una divisién celular por meiosis. Los gamontes
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resultantes emergen de los glébulos rojos, pero aun fuera de él contindan multiplicandose (Figura
6 G) por lo que, en consecuencia, se forman agregados de cuerpos radiados multinucleados. Estos
cuerpos se fragmentan posteriormente en unidades haploides llamados cuerpos radiados de un solo
nucleo haploide, los cuales se definen como gametas que emergen de los agregados y se fusionan

de a pares (singamia) para formar una célula esférica denominada cigoto (Figura 6 H). Este cigoto se

convierte en un estadio infectivo y penetra las células intestinales del artrépodo (Figura 6 |I) donde
se forman cuerpos de fusidn (Figura 6 J) desde donde se desarrollan kinetos méviles (Figura 6K).
Estos kinetos destruyen las células intestinales, escapan a la hemolinfa e invaden diferentes tejidos
y tipos celulares, incluyendo los ovarios (Figura 6 L).

La colonizacién de los ovarios es una etapa critica en la transmisién de Babesia ya que permite la
transmision del parasito a la proxima generacion de garrapatas (Bock y col., 2004) (Figura 6 M). Por
este motivo, la oviposicion de la garrapata conteniendo los kinetos generard huevos que dardn lugar
a larvas de vida libre ya infectadas que permanecerdn en el ambiente durante meses adheridas a la
pastura (de acuerdo con condiciones ambientales favorables) y a la espera de un bovino susceptible
para su alimentacion posterior.

En la segunda generacién de garrapatas, los kinetos de Babesia también migran a las glandulas
salivales de la larva, donde ocurre la tercera etapa de multiplicacién llamada esporogonia,
caracterizada por la formacién de un esporoblasto (Figura 6 N) del cual emergen miles de
esporozoitos (Figura 6 O). Estos esporozoitos maduran en las glandulas salivales de R. microplus
(Figura 6 P) y serdn el estadio infectivo para el hospedador bovino. Una vez que la larva se prende
al bovino se necesitan aproximadamente 2-3 dias (B. bovis) y 9 dias (B. bigemina) para que se
inoculen los esporozoitos infectivos al bovino (Riek, 1966).

En resumen, en el bovino el género Babesia, presentados formas invasivas denominadas
esporozoitos y merozoitos (Bock y col., 2004). La multiplicacién alterna ciclos de invasion/lisis de
eritrocitos que ocurren de forma asincrénica, permitiendo observar simultaneamente diferentes

estadios del parasito en el torrente sanguineo (Chauvin y col., 2009).
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6-Genoma
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Figura 6: Ciclo bioldgico de Babesia sp. en el hospedero bovino y en su vector (Mosqueda y col., 2012).

El primer genoma de B. bovis secuenciado fue el de la cepa de Texas T2B (Brayton y col., 2007) por
el método de secuenciacion aleaoria del genom completo. Con un tamafo de 8,2 Mpb, el genoma
de B. bovis es similar en tamafio al de otros hemoparasitos bovinos transmitidos por garrapata como

T. parva (8.3 Mpb) (Gardner MJy col., 2005) y T. annulata (8.35 Mpb) (Painy col., 2005), los genomas

B. bovis posee 4 cromosomas de 2.62, 2.59, 1.73, y 1.25 Mpb de largo, respectivamente. Cada

cromosoma contiene una region rica en A-T de aproximadamente 3 Kpb de longitud que seria el
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centrémero, basado en caracteristicas similares a las descritas para el centromero putativo en el
cromosoma 3 de P. falciparum (Bowman y col., 1999). Tres de los cromosomas son acrocéntricos,
mientras que el cromosoma 4 es submetacéntrico. A partir de los datos de secuenciacion se puede
predecir que el genoma contiene un total de 3.887 genes codificantes de proteinas nucleares.
Ademas del genoma nuclear, el parasito contiene dos genomas extracromosémicos ricos en A-T: el
genoma del apicoplasto, circular, de 33 Kpb y el genoma mitocondrial, lineal, de 6 kpb.

Ademas de los datos gendmicos disponibles, se realizaron también estudios de transcriptomica
diferencial en merozoitos (bovino) y kinetos (garrapata) del parasito (Ueti y col., 2020). En este
trabajo ademas repitieron la secuenciacidn del genoma por la técnica PacBio y se determind que
un total de 3.973 genes se transcriben en estadios sanguineos o kinetos de B. bovis.
Aproximadamente la mitad de los genes no mostraron una transcripcién diferencial entre los 2
estadios, mientras que aproximadamente un 30% de los genes tienen aumentada su transcripcion
en la etapa sanguinea o en kinetos.

En el caso de B. bigemina, el genoma fue secuenciado en el afio 2021 (Sachman-Ruiz, 2021) a partir
de una cepa virulenta aislada de un caso clinico en México y su version atenuada a través de pasajes
por cultivo in vitro. Los tamafios de los genomas obtenidos fueron de 9,1 Mpb para la cepa virulenta
y de 11.8 Mpb para la cepa atenuada. Se encontraron diferencias entre los genes presentes en
ambas cepas, que fueron relacionados con la virulencia y el conjunto de estos genes fue

denominado viruloma. Aln no se encuentran publicados datos de transcriptomica.

7- Vector transmisor

B. bovis y B. bigemina son parasitos obligados que sélo pueden ser transmitidos entre los bovinos a
través de la garrapata R. microplus. Este vector, conocido como la garrapata comun del bovino, es
un ectopardsito hematdéfago asociado principalmente a los bovinos, aunque también se la puede
encontrar en caballos, cabras, ovejas, asnos, perros, cerdos y algunos mamiferos silvestres y
pertenece al phylum Arthropoda, clase Arachnida, subclase Acari, orden Ixodida, familia Ixodidae,
género Rhipicephalus, subgénero Boophilus, especie microplus.

R. microplus se caracteriza por ser un ectoparasito obligado de un solo hospedador, donde los tres
estadios parasitarios, larvas, ninfas y adultos (machos y hembras), se alimentan, mudan y copulan
sobre el mismo individuo.

El ciclo de R. microplus se divide en dos fases: una parasitaria, en la cual la garrapata se desarrolla

sobre el bovino, y otra no parasitaria o de vida libre, que se cumple fuera del hospedador, en las
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pasturas. La fase no parasitaria comienza cuando las hembras ingurgitadas (teleoginas) se
desprenden del bovino y caen al suelo para poner sus huevos. La postura se produce en sitios
protegidos de las radiaciones solares directas y da lugar a entre 2.000 y 3.000 huevos. Entre 25y 45
dias luego de la oviposicidn nacen las larvas. Las mismas son pequefias, de color marrdn, provistas
de 3 pares de patas con un pequeiio escudo en la parte dorsal del cuerpo. Cuando las larvas que se
encuentran en la vegetacién acceden a un bovino, comienza la fase parasitaria del ciclo biolégico,
que, a diferencia de la fase no parasitaria, es escasamente influida por las condiciones ambientales.
Esta fase se desarrolla integramente sobre el hospedador, y tiene una duracién normal de 23 dias.
Una vez sobre el bovino, las larvas comienzan a alimentarse para mudar al estado siguiente de ninfa.
Estas tienen 4 pares de patas, son de color marrén claro, y hacia el dia 12 aproximadamente, se
ingurgitan completamente con sangre (metaninfa). Las ninfas mudan sobre el hospedador dando
lugar a adultos (machos y hembras), estos copulan, las hembras se ingurgitan con sangre
(teleoginas) y finalmente caen al suelo para desovar.

La duracidn relativamente constante de |a fase parasitaria de R. microplus le confiere capacidad para
realizar mas de un ciclo anual (Figura 7). El ndmero y la duracién de ciclos anuales van a estar
determinados por la duracién de la fase no parasitaria, la cual es influenciada por factores abiéticos
como la temperatura y la humedad del ambiente. En zonas tropicales, la garrapata comun del
bovino puede desarrollar hasta 5 ciclos anuales, pero en dreas mas meridionales, como el norte de
Santa Fe, sélo tiene capacidad para completar entre 2 y 3 ciclos anuales (Nufez y col., 1982; Spath

y col., 1994; Nava y col., 2003).

Figura 7: Ciclo bioldgico de la garrapata R. microplus. A- Fase parasitaria; B- fase no parasitaria (Nava y col.,
2003).

La utilizacién de acaricidas quimicos es la principal herramienta disponible en la actualidad para el

control de la garrapata comun del bovino. La técnica de aplicacion mas comun es el bafio de
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inmersién que, en ausencia de resistencia a los productos utilizados, constituye un método eficaz y
de bajo costo. El manejo incorrecto de los bafios (instalaciones deficientes, errores en la preparacién
del pie de bafio y en la reposicidn, acumulacidn de costras y sedimentos por mala limpieza, ausencias
de controles periédicos del nivel del bafio, animales incorrectamente sumergidos) actia en
detrimento de la eficacia de esta herramienta de control. Otros métodos que pueden ser utilizados
son los bafos de aspersion, la via topica (“pour on”) y el empleo de inyectables.

Las principales limitantes del empleo de acaricidas quimicos son la aparicién de resistencia, la
contaminacién ambiental y las restricciones para el consumo de la carne o leche que imponen los
periodos de carencia de determinados principios activos. Existen dos vacunas contra la garrapata
comun del bovino, una producida en Australia (TickGARD) y la otra en Cuba (GAVAC) (Rodriguez-
Mallén, 2016). El enfoque de ambas vacunas ha sido apuntar al antigeno Bm86, un “antigeno oculto"
asociado con el intestino del vector, el que generalmente no es reconocido por el hospedador
durante la infestacion natural; sin embargo, cuando se usa como antigeno vacunal, los anticuerpos
del hospedador atacan el intestino de la garrapata, interrumpiendo el ciclo de vida. Ninguna de las
dos vacunas se utiliza comercialmente en Argentina, y en el caso de GAVAC, su uso quedo
restringido al pais de origen, principalmente porque se necesitan de 3 a 4 aplicaciones anuales y
porque se encontrd que la respuesta protectiva disminuye notablemente en varios paises como
Meéxico, Estados Unidos, Brasil y Argentina en comparacion al pais de origen (De la Fuente y col.,
1999).

La distribucién de la babesiosis esta dada por la distribucidon del vector y esta relacionada con
condiciones ecolégicas y ambientales, habitando regiones tropicales y subtropicales del mundo. A
nivel mundial, segun cifras estimativas, unos 400 millones de cabezas de ganado habitan en las
zonas de distribucién de R. microplus (Figura 8; Echaide y col., 2008). Estudios mds recientes
sugieren que el cambio climdtico que afecta el planeta podria incluso aumentar las zonas de
distribucidn del vector en los préximos afos, afectando nuevas zonas de alta produccion ganadera

(Marques y col., 2020).
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Figura 8: Distribucion a nivel mundial de R. microplus.

8- Prevalencia e importancia econdémica

La prevalencia de la enfermedad a nivel mundial ha sido calculada mediante un meta-analisis
serolégico en un estudio reciente (Figura 9) (Jacob y col., 2020) donde se observaron valores
variables entre 64 y 22 % segun la zona continental. Se estima que causa pérdidas econdmicas

anuales de aproximadamente 2,5 billones de ddlares en el mundo.
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Figura 9: Estimados de prevalencia de babesiosis bovina a nivel mundial. La prevalencia de infecciones activas
y seroprevalencia estan indicadas en paréntesis (Jacob y col., 2020).

De acuerdo con los valores encontrados para cada regiéon, el mayor porcentaje de prevalencia se

encontré en América del Sur (64%). Este valor esta relacionado con que la mayoria de la poblacidn
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bovina en este continente se encuentra en areas infestadas de garrapatas con estabilidad enzoética
establecida en la mayoria de las regiones. Sin embargo, la prevalencia mas alta en América del Sur
también puede a las condiciones agroclimdticas favorables a la presencia del vector y que
prevalecen en esta region.

En Argentina, la garrapata comun del bovino se distribuye principalmente en zonas tropicales y
subtropicales del noreste (NEA) y noroeste (NOA) ubicadas al norte de los paralelos 302-312 S, con
excepcion de la regidn andina. R. microplus se encuentra en las provincias de Salta, Tucuman, Jujuy,
Santiago del Estero, Santa Fe (al norte del paralelo 302 S), Cordoba, Catamarca, Formosa, Misiones,
Corrientes y Chaco. La distribucion de la garrapata en Argentina, y por lo tanto de la babesiosis, estd
relacionada a dos factores ambientales, el déficit hidrico y las temperaturas. En este sentido, la
presencia de la garrapata requiere de inviernos benignos (mayoria de los meses con temperaturas
superiores a 14,5 °C) y déficit hidrico bajo (climas relativamente hiumedos). La aptitud ecoldgica de
cada regién para R. microplus se puede clasificar en funcidn de estas dos variables:

1)Area intermedia: Déficit hidrico anual < 200 mm y 3-4 meses del afio con temperaturas < 14,5 2C
2) Area intermedia: Déficit hidrico anual < 200-500 mm y < 3 meses del afio con temperatura < 14,5
oC,

3) Area favorable: Déficit hidrico anual < 200 mm y y < 1 mes del afio con temperatura < 14,5 2C

4) Area erradicada por la campafia de lucha contra la garrapata;

5) Area naturalmente libre.

La aptitud ecoldgica de las distintas regiones de Argentina para la garrapata comun del bovino se

muestra en la Figura 10.
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Figura 10: Areas de aptitud ecoldgica de Rhipicephalus (Boophilus) microplus en Argentina.1)- Area
intermedia: Déficit hidrico anual < 200 mm y 3-4 meses del afio con temperaturas < 14,5 C. 2)- Area
intermedia: Déficit hidrico anual < 200-500 mm y < 3 meses del afio con temperatura < 14,5 2C. 3)- Area
favorable: Déficit hidrico anual < 200 mm y y < 1 mes del afio con temperatura < 14,5 2C. 4)- Area erradicada
por la campafia de lucha contra la garrapata. 5)- Area naturalmente libre. En azul se indican las zonas de
anegamiento. El presente mapa fue realizado en el afio 1992 (Anzianiy col., 1993).

En nuestro pais, en las zonas tropicales y subtropicales del NEA y NOA que se encuentran al norte
de los paralelos 302-312 S, la presencia de garrapatas ocasiona fuertes limitaciones al desarrollo de
la ganaderia de carne y leche. El nUmero de bovinos infectados alcanzaba en 1992 los 9.900.000
animales, lo que en ese afio constituia aproximadamente el 19% de la poblacién bovina total del
pais (Anziani y col., 2011). Las pérdidas econdmicas no son sélo directas por pérdida de peso,
mortalidad, dafios en los cueros y menor produccion lactea, si no también indirectas por los costos
para el tratamiento (garrapaticidas, mano de obra, infraestructura de bafiaderos) y la prevencion
de estas enfermedades mediante vacunas vivas contra los hemoparasitos. Las pérdidas econdmicas
asociadas a la garrapata R. microplus superan los 250 millones de ddlares anuales en la Argentina
(siendo el 79% ocasionadas por las garrapatas y un 21% por la babesiosis), por lo que es considerada
una enfermedad relevante para la industria ganadera y lechera del pais (Lozina y col., 2015). Las
pérdidas especificas por babesiosis se habian estimado en 38,9 millones de ddlares en el afio 1994
(Spath y col., 1994).

El control de R. microplus en nuestro pais estd reglamentado por el SENASA y este es el organismo

rector que a través de la “ley de lucha obligatoria contra la garrapata” (Ley N°12566) indica los
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procedimientos que productores y veterinarios deben seguir en las distintas areas del pais. Esta ley,
promulgada en Buenos Aires en 1988, en su articulo primero establece:

ARTICULO 19. - Declarase obligatoria en todo el pais, la lucha sistematica y ofensiva contra las
diferentes especies de garrapata del ganado y de los animales domésticos, en la forma, zonas y
tiempo que determine el Poder Ejecutivo.

En el contexto de esta ley, a través de la resolucién 382-E del mes de junio del afio 2017, se aprueba
el Plan Nacional de Control y/o Erradicacion de la Garrapata del bovino, R. microplus en la
REPUBLICA ARGENTINA. Esta medida indirecta de control de la babesiosis implica atacar la garrapata
mediante el uso de acaricidas, teniendo en cuenta que se han desarrollado productos garrapaticidas
de aplicacién diferente a los banos de inmersidn con éptimos niveles de eficacia y efecto residual,
gue permiten un mejor control de este pardsito en las zonas con garrapatas. Aunque esta medida
resulta efectiva, con el uso de estos compuestos segun pasan los afos, se han ido seleccionando las
poblaciones de garrapatas que desarrollaron resistencia por estar expuestas a estos quimicos que
se comercializan, productos principalmente derivados de la amidina como el Amitraz o piretroides
como el caso de la Cipermectrina y la Flumetrina (Cutullé y col, 2013; Lovis y col., 2013).

En la actualidad, el articulo 3° de la resolucidén 382-E/2017 de la ley 12566 establece el marco legal
para la zonificacién del pais en relacion con el plan de lucha contra la garrapata comun del bovino.
Dichas zonas (Figura 11) se definen de la siguiente manera:

a) Zona de control (con garrapatas): toda regiéon con presencia del parasito en la cual el
Rhipicephalus microplus posee condiciones ecoldgicas aptas para la evolucién de su ciclo bioldgico.
b) Zona de erradicacién (bajo plan): territorio dentro de la zona con garrapatas, en donde se adopte
una estrategia de limpieza y eliminacidn progresiva del parasito hasta alcanzar su supresion total
del ambiente.

c) Zona indemne (libre de garrapatas): toda regién del pais donde ecolégicamente no es apta para
el desarrollo del parasito o aquella apta para la evolucién del ciclo biolégico del R. microplus, donde
se haya ejecutado y comprobado su erradicaciéon en todos los establecimientos y/o exista un
porcentaje menor al uno por ciento (1 %) de establecimientos infestados, fiscalizados por el servicio

nacional de sanidad y calidad agroalimentaria.
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Figura 11: Zonificacién del pais segun la Ley N° 12566 (Plan de lucha contra la garrapata), actualizado por
SENASA (2017). El paralelo 33 2 S marca la divisidén entre la region endémica y la region libre de la enfermedad.

8.1 Razas bovinas utilizadas para la produccion ganadera en la zona enzoética de la enfermedad.

Debido a intensos procesos de seleccién, actualmente en el mundo la mayoria de las razas bovinas
pertenecen a la subespecie Bos primigenius taurus (razas taurinas) o Bos primigenius indicus (razas
cebuinas). Las razas taurinas son muy eficientes para la produccién de alimento en comparacién
con otras razas; sin embargo, no estan bien adaptadas a los ambientes tropicales y no pueden
maximizar su potencial de produccién en los trépicos. El problema principal con el ganado taurino
en estas zonas es la muy baja tolerancia al estrés por calor.

Aunque los niveles de produccion del ganado cebuino no son tan buenos como los de taurinos, el
ganado cebuino se utiliza ampliamente en los trépicos, especialmente en Brasil, debido a su
termotolerancia y resistencia a parasitos y artropodos, entre ellos R. microplus, vector de B. bovis,
B. bigemina y A. marginale. Para superar o minimizar los problemas relacionados con la disminucién
de la produccién de ganado taurino de raza pura en regiones tropicales, una estrategia ha sido
producir cruces de Bos primigenius taurus X Bos primigenius indicus (Sartori y col., 2010). Los
mestizos incorporan la adaptacion al medio ambiente del ganado cebuino y la mayor produccidn
del ganado taurino (Favero y col., 2019) asi como el beneficio del vigor hibrido.

En el noreste y noroeste de nuestro pais, donde el clima es subtropical y la garrapata R. microplus,
como vector de la enfermedad, encuentra las condiciones ecoldgicas aptas para su ciclo vital, las

razas principalmente utilizadas para la produccién de carne son Nelore, Brahman, Braford y Brangus
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(Barbera y col., 2018). Las razas Nelore y Brahman pertenecen a la subespecie Bos primigenius
indicus, aunque tienen origenes histdricos y geograficos muy diferentes. Mientras que la raza Nelore
tiene su origen en la India, Brahman se cred en los Estados Unidos a partir de cruces seleccionados
y dirigidos entre razas cebu (Guzerat, Nelore, Gyr, Krishna Valley y Sindhi Red). Brangus y Braford
son el resultado de los cruces entre Brahman con Angus o Hereford, respectivamente, por los que
las consideramos razas mixtas. Por su parte, el bovino criollo es descendiente de animales traidos
por los conquistadores a América, instalados en el Caribe y luego esparcidos por todo el continente.
Esta raza estuvo principalmente bajo seleccion natural durante al menos cuatro siglos y es del tipo

Bos primigenius taurus (Livio Sala, tesis doctoral,2009; Figura 12).

A B C

Figura 12: Razas bovinas frecuentemente utilizadas en el noreste argentino. Referencias: A Criollo (Bos
primigenius taurus), B Braford (mixta) C Brangus (mixta) D Nelore (Bos primigenius indicus) E Brahman (Bos
primigenius indicus).

9- Signos clinicos

El cuadro clinico de un animal infectado con Babesia sp. varia seguin la edad del animal, su estado
nutricional, inmunoldgico y la patogenicidad de la cepa del parasito. Los bovinos menores a 9 meses
generalmente no presentan sintomas, ya que presentan una resistencia natural posiblemente
asociada a una alta proporcion de Linfocitos Ty & (Hein y Mackay, 1991) que va disminuyendo con
la edad, por lo que la mayoria de los casos clinicos de babesiosis se observan en animales adultos.
La babesiosis aguda se asocia con un estado de anemia causada por una lisis eritrocitica extensiva
(con la destruccién del 75% o mas de los eritrocitos, en pocos dias), caracterizada por un cuadro
febril que coincide con niveles detectables de parasitos en sangre. El primer signo de la enfermedad
es generalmente la hipertermia (> 40 °C) pudiendo superar los 41 °C, seguida de anorexia, depresién,

decaimiento y reticencia al movimiento. Se produce ictericia, hipoxia y en algunos casos anoxia
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tisular debido a la adhesién de los eritrocitos infectados al endotelio de los capilares. La infeccion
también puede inducir el aborto natural en hembras prefiadas o la reduccién temporaria de la
fertilidad en toros.

El periodo de incubacién es de 8 a 15 dias. La morbilidad puede llegar a ser del 40% llegando a un
90% en los brotes. La mortalidad es mas frecuente en animales estresados y procedentes de lugares
donde no existe la enfermedad y que se infectaron luego de su traslado, o bien en animales
inmunodeficientes por quimioterapia, cirugia previa reciente, escasez de calidad y cantidad de
alimentos o afecciones concomitantes. El factor primario en los casos fatales se ha relacionado con
la magnitud del cuadro anémico y la consecuente anoxia. Sin embargo, existen estudios que seialan
a ciertas enzimas proteoliticas de origen parasitario como las responsables de la activacién de
mecanismos fisiolégicos que conllevan a los signos clinicos y las alteraciones tisulares produciendo
inflamacidn generalizada, shock y muerte del animal (Boero, 1976; Luciani, 2005).

La infeccion puede tener un curso benigno con recuperacion espontanea, gradual o bien progresar
a una segunda fase y producir una condicién debilitante que finaliza con la muerte del animal. Los
animales que sobreviven a la fase aguda desarrollan una fase crénica que puede durar varias
semanas con elevaciones intermitentes de la temperatura, leve hemoglobinuria, acompanado de
anorexia y caquexia, pero finalmente los animales se recuperan, mejorando luego la condicién fisica
y productiva.

Los terneros pueden infectarse en el Utero, aunque, la infeccidon transplacentaria parece ser
accidental y poco frecuente. Trabajos previos realizados en Israel, Australia y Argentina mencionan
casos clinicos de babesiosis en individuos perinatales infiriendo una transmision transplacentaria
(Trueman, 1986; Yeruham y col., 2003; Alcaraz y col., 2004).

La infeccién ocasionada por B. bovis se asemejan en muchos aspectos a la producida por B.
bigemina, pero existen algunas diferencias. B. bovis es mas virulenta que B. bigemina, pudiéndose
presentar signos mas severos de shock nervioso y respiratorio como consecuencia del secuestro de
glébulos rojos infectados que presentan cambios morfoldgicos en su membrana plasmatica y
guedan retenidos en los capilares pulmonares y cerebrales (Uilenberg, 1995; Brown and Palmer,
1999). Los casos en los que se presenta la sintomatologia nerviosa terminan con la muerte del
animal. La sintomatologia nerviosa frecuentemente estd dada por la incoordinacién, ataxia,

hiperextensién de la cabeza, movimientos involuntarios de los miembros y finalmente la muerte.
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10-Patogenia y lesiones

Los mecanismos patogénicos en la babesiosis bovina estan muy caracterizados en B. bovis mientras
gue estos procesos en B. bigemina se encuentran poco estudiados. La alteracion de la estructura 'y
funcionalidad de los eritrocitos por parte de B. bovis pareceria ser critico para su supervivenciay a
su vez explicaria la patogénesis de los casos fatales producidos por este agente.

Los eritrocitos bovinos infectados con B. bovis resultan ser mas rigidos que los eritrocitos normales,
debido a una modificacién de los componentes del citoesqueleto eritrocitario por proteinas
derivadas del pardsito. Este cambio altera la capacidad de deformacidn de los glébulos rojos para
adaptarse rapidamente a los capilares sanguineos. Adicionalmente, aumenta la capacidad de
adhesién de los eritrocitos a células endoteliales y entre eritrocitos, generando un transito capilar
mas lento. Estos cambios predisponen al secuestro de eritrocitos infectados en la microvasculatura,
evitando la destruccidn de pardsitos por parte de las células fagociticas del bazo, el cual cumple un
rol critico en la inmunidad contra B. bovis (Gohil y col., 2010). Por este motivo, la babesiosis causada
por B. bovis esta tipicamente asociada con niveles bajos de parasitemia periférica y acumulacién de
glébulos rojos parasitados en la circulacion capilar de diversos drganos (Gohil y col., 2010). Las
lesiones mas graves asociadas a este mecanismo patogénico se hallan en el encéfalo y los pulmones,
generando trastornos neurolégicos, distrés respiratorio y posteriormente falla multiorganica (Gohil
y col., 2013). La patogénesis asociada a B. bigemina esta casi completamente vinculada a una
hemodlisis intravascular rdpida y masiva. Si bien la recuperacién de los casos no fatales suele ser
rapida y de manera completa en algunos casos, la enfermedad puede evolucionar de manera
abrupta cursando con un cuadro de anemia e ictericia severas y culminando con la muerte del

animal (Bock y col., 2004).

11- Diagnéstico

El diagndstico de babesiosis bovina es una herramienta importante para controlar y prevenir la
diseminacion de la enfermedad.

Durante la etapa aguda de la enfermedad el nimero de pardsitos dentro de los eritrocitos
(parasitemia maxima 1% para B. bovis y 10% en el caso de B. bigemina) aumenta de tal manera que
se pueden detectar microscdpicamente. Para el diagndstico directo se obtiene una muestra de
sangre tomada de la punta de la cola u oreja del bovino y se realiza un extendido o frotis. El frotis
fino o grueso con tincidon de Giemsa es el método tradicional de diagndstico directo y permite la

deteccion de pardsitos en infecciones agudas. El frotis fino permite también la diferenciacion de
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especies mientras que el frotis grueso se caracteriza por poseer mayor sensibilidad pudiéndose
detectar un parasito cada 10° — 10°eritrocitos (Mosqueda y col., 2012). Sin embargo, en animales
cronicamente infectados donde un ocurre una forma subclinica de la enfermedad, este método es
inutil y deben emplearse otros métodos indirectos mas sofisticados.

La técnica de PCR es un método enzimatico que permite la amplificacién exponencial de secuencias
especificas de ADN in vitro. La técnica de PCR resulta ser mds sensible ya que permite detectar hasta
1 parésito cada 1 x 10° eritrocitos (Mosqueda y col., 2012). Existen PCRs diagndsticas de referencia
para B. bovis y B. bigemina descriptas en el manual de la OIE (Figueroa y col., 1992, 1993, 1994; De
la Fourniere y col, 2021) A su vez, existen otras técnicas moleculares para el diagndstico, pero su
uso es restringido al campo de la investigacién, como la PCR en tiempo real y LAMP (Buling y col.,
2007; Criado-Fornelio y col., 2009; Liu y col., 2012).

Cuando el numero de pardsitos de Babesia en la sangre es demasiado bajo para detectarse, buscar
anticuerpos contra las proteinas de la etapa sanguinea del pardsito ha demostrado ser una
herramienta confiable para identificar portadores infectados o animales previamente expuestos, ya
sea a infecciones naturales o a la vacuna con cepas atenuadas.

La inmunofluorescencia es un método de diagndstico indirecto que requiere un antigeno de buena
calidad, que es dificil de obtener ya que implica el cultivo in vitro del pardsito o mantener animales
experimentalmente infectados. Ademas, requiere de un microscopista experimentado en
microscopia de fluorescencia y por lo tanto posee cierta subjetividad. La técnica puede discriminar
entre especies de Babesia, aunque se han informado algunos problemas de reaccidn cruzada.
Cuando se requiere procesar una gran cantidad de muestras, la inmunofluorescencia se vuelve dificil
de aplicar porque lleva mucho tiempo al tener que analizar una muestra a la vez. En estos casos, la
técnica de Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) permite automatizar el
diagndstico. El ELISA tiene la ventaja de su objetividad, la capacidad de automatizacién y presenta
mayor especificidad que la IF. Existen varias versiones de ELISA para la deteccién de distintas
especies de Babesia. El método de ELISA indirecto se desarrolld inicialmente usando antigeno crudo
obtenido de sangre infectada, pero la reactividad cruzada con proteinas séricas fue muy alta
(Morzaria y col., 1992).

En Argentina, la EEA INTA — Rafaela ha desarrollado dos técnicas de ELISA indirecto para uso como
diagndstico de rutina para B. bovis y B. bigemina. Ambas pruebas utilizan como antigeno de pegado
a la placa un lisado de merozoitos purificado por gradiente de Percoll. Si bien ambas pruebas poseen

una alta especificidad y sensibilidad con valores del 97% y 98% respectivamente, la forma de
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obtener los parasitos es relativamente cara y ademas muy laboriosa porque requiere del cultivo in
vitro de eritrocitos bovinos, los cuales son luego infectados para amplificar al parasito (Florin-
Christenseny col., 2014). En virtud de superar esta dificultad, es que se han buscado alternativas a
este método entre ellas el uso de antigenos recombinantes y anticuerpos monoclonales, lo que
aumenta la especificidad y disminuye la unién y seiial inespecifica. La biotecnologia moderna
permite la expresidn de proteinas patdgenas antigénicas, que pueden unirse a la placa de ELISA 'y se
utiliza para evaluar la presencia de anticuerpos anti-babesia utilizando un anti-IgG conjugado con
una enzima, generalmente peroxidasa. Algunos antigenos de B. bovis y B. bigemina como RAP-1,
MSA-2c y AMA-1 han sido clonados, expresados y evaluados a través del método de ELISA (Boonchit
y col., 2002, Dominguez y col., 2012; Torina y col., 2016; Jaramillo Ortiz y col., 2018). Sin embargo,
actualmente el Laboratorio de Parasitologia de la EEA — INTA Rafaela es por el momento el Unico
laboratorio de Argentina que ofrece el servicio de diagndstico serolédgico por ELISA indirecto a todos

los productores ganaderos.

12- Tratamiento

El control de la babesiosis bovina puede ser mediante el manejo de garrapatas, inmunizacién contra los
pardsitos, farmacos parasiticidas o por una combinaciéon de todos estos enfoques. El éxito del
tratamiento depende del diagndstico precoz y la pronta administracion de los medicamentos. Para el
tratamiento especifico se dispone en nuestro pais de dos compuestos: 1) El Diminazene (Ganaseg) que
se administra a la dosis de 3,5 mg/kg via intramuscular. Esta droga actia sobre ambas Babesias y tiene
un amplio margen terapéutico. 2) El Imidocarbo ha demostrado ser muy efectivo como agente
terapéutico y también se lo ha utilizado como profilactico, ya que se va eliminando y metabolizando
lentamente durante 4 a 6 semanas. La dosis recomendada es 1,2 mg/kg via subcutanea o intramuscular,
en el caso de la esterilizacion de portadores se requiere una dosis de 2 mg/kg peso vivo. Ademas del
tratamiento con un compuesto babesicida puede considerarse la posibilidad de administrar un
tratamiento de apoyo, incluyendo cardiotdnicos, antihistaminicos, soluciones parenterales, vitaminicos
y minerales, para ayudar a la recuperacién del animal. Si el tratamiento especifico es administrado en la
fase inicial de la enfermedad, como regla general la mayoria de los animales se recuperan. Sin embargo,
la manipulacién de los bovinos enfermos debe hacerse cautelosamente para evitar muertes subitas.

Es importante resaltar que el uso indiscriminado de estas drogas a dosis subletales para los pardsitos
puede producir la seleccidn de poblaciones resistentes a los medicamentos con la consecuente ineficacia

de estas.
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13-Inmunologia

13.1 Respuesta immune innata

La inmunidad contra la infeccidon por Babesia require la intervencién de tanto la respuesta inmune
innata como la adaptativa (Brown y Palmer, 1996).

Esta reportado que los terneros jovenes, menores a 6 meses, son relativamente resistentes al
desarrollo de la forma grave de la enfermedad tipicamente observado en adultos susceptibles tras
la infeccion inicial con B. bovis (Trueman y Blight, 1978; Goff y col., 2002). Se ha demostrado que la
respuesta de los terneros jévenes a la infeccion por B. bovis involucra la produccién temprana de
Interleuquina-12 (IL-12) e IFN- y y 6xido nitrico (ON), por parte del bazo (Goff y col., 2002). Esta
resistencia relacionada con la edad es un tanto contraintuitiva, ya que en general, el sistema
inmunitario innato de los neonatos es menos desarrollado que el de los adultos (Goff y col., 2001).
La resistencia relacionada con la edad no se debe Unicamente a los efectos protectores de los
anticuerpos maternos, ya que los terneros nacidos en regiones libres de la enfermedad, y que fueron
infectados artificialmente, también son resistentes (Goff y col., 2001).

La importancia del bazo en el control de la infeccion fue demostrada, al observar que la
esplenectomia resulta en agravamiento de la parasitemia y enfermedad clinica en animales
persistentemente infectados (Wright y col., Goodger, 1988). En este drgano linfoide secundario se
encuentra una importante actividad macrofagocitica, productora de IFN-y y ON (Mahoney vy col.,
1972). Ademas, en él se expresan y sintetizan citoquinas y otros mediadores inmunoldgicos claves
en la respuesta inmune a Babesia sp. (Bock y col., 2004).

Una vez dentro del eritrocito, las células Natural Killer (NK), los monocitos activados y los
macroégafos intervienen en la defensa contra el pardsito. Las células NK, activadas por la IL-12,
producen altos niveles de IFN- y activa sus funciones efectoras. La produccion de ON por parte de
los macréfagos es activada por el FNT-a.. Experimentos in vitro sugieren que el 6xido nitrico reduce

la viabilidad de B. bovis (Schneider y col., 2011).

13.2 Respuesta inmune adaptativa

Los parasitos del género Babesia son Unicos entre los apicomplejos porque la mayoria de las
especies invade y replica Unicamente dentro de los eritrocitos, mientras que los pardsitos

relacionados del género Plasmodium y Theileria adicionalmente afectan células nucleadas. Por lo
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tanto, la respuesta inmune adaptativa contra la infeccidon depende de la presentacién de antigenos
del parasito a linfocitos T CD4+, que serdn presentados solamente por el complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (Brown, 2001).

Como se menciond anteriormente, el control de la infeccién a nivel celular estd mediado por la
destruccién de eritrocitos infectados por macréfagos esplénicos activados (Brown y Palmer, 1999;
Brown, 2001) y a nivel humoral por anticuerpos neutralizantes dirigidos contra merozoitos
extracelulares y los antigenos variables de superficie del merozoito, definidos como VESA1 (Allred y
col., 1993). Ambos mecanismos inmunitarios dependen de las células T CD4+.

Cuando los merozoitos se encuentran libres en el torrente sanguineo, las inmunoglobulinas de tipo
IgG juegan un rol fundamental en esta etapa temprana de la infeccién. Ademads de activar los
macrdéfagos para la eliminacién de eritrocitos infectados, el IFN-y aumenta la produccién de los
anticuerpos IgG2 neutralizantes (Estes y Brown, 2006). Ademas, los anticuerpos cumplen la funcién
de opsoninas al actuar como marcadores para la fagocitosis. Como consecuencia de la infeccién con
B. bovis, se forman complejos inmunes con antigenos del parasito, inmunoglobulinas (Ig) y la
proteina C3 del sistema del complemento bovino. Las inmunoglobulinas principales de los
complejos pertenecen al tipo IgM y a los isotipos IgGl e IgG2, estos ultimos en bajas
concentraciones. Los isotipos bovinos IgG1 e IgG2 son capaces de fijar el complemento y el isotipo
IgG2 tiene ademas mayor capacidad opsonizante (McGuirey col., 1979).

Comprender los mecanismos de resistencia a la infeccién aguda por B. bovis en animales jévenes
(inmunidad innata) y de controlar la parasitemia en el ganado adulto que sobrevive a la infeccion
(inmunidad adaptativa), es de vital importancia para el disefio de estrategias para inducir una
respuesta inmune protectora por vacunacion.

Varias revisiones bibliograficas han descrito el modelo de mecanismos inmunes protectores para B.
bovis (Goff y col., 1998; Brown y Palmer, 1999). Segun estos modelos, la resolucién de un cuadro
agudo infeccién en animales inmunoldgicamente naive infectados con B. bovis depende de una
respuesta inmunitaria innata inicial en el bazo, lo suficientemente fuerte para llevar a la activacion
de macrdfagos a través de la secrecion de IFN-y lo que resulta en la muerte de los organismos por
fagocitosis y produccién de metabolitos téxicos como el ON. En animales persistentemente
infectados que tienen parasitemia controlada, o en animales inmunizados, las células T
colaboradoras especificas son fundamentales para la respuesta inmune adaptativa a través de la
produccién de IFN-y, y proporcionan ayuda para la generacion de anticuerpos protectores (Figura

13).
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A- Respuesta inmune innata B- Respuesta inmune adaptativa
(B1)Infeccion aguda (B2) Infeccidén cronica o persistente
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Figura 13: Mecanismos de respuesta inmune innata (A) y adaptativa (B) frente a Babesia sp. (Gallego-Lopez y
col.,2019). Infeccién aguda (B1). Infeccidon crénica o persistente (B2).

14-Vacunacion

Los animales que se recuperan de una infeccidn natural por Babesia sp. permanecen
persistentemente infectados y son resistentes al desarrollo de sintomatologia clinica frente a
infecciones posteriores. Esto indica que son capaces de lograr un estado de inmunidad protectiva a
través de la vacunacion, aun utilizando cepas distintas a las encontradas en las infecciones naturales.
Actualmente existen vacunas atenuadas que son producidas para ambas especies de Babesia en
cultivo in vitro o a través de 6 a 8 pasajes sucesivos en terneros esplenectomizados ya que se ha
comprobado que el pasaje rdpido por terneros con estas caracteristicas induce un proceso de
seleccién de subpoblaciones atenuadas en el parasito (Callow, 1979). Estas vacunas atenuadas son
altamente efectivas porque una sola dosis provee proteccién durante la vida util del bovino (Ristic
y col., 1998).

Los mecanismos de atenuacion del parasito fueron estudiados en la cepa B. bovis S2P y en la cepa
atenuada R1A (obtenidas en Salta y Santa Fe, Argentina, respectivamente) (Baravalle y col., 2011).

En este trabajo se postulé como mecanismo de atenuacidn la seleccién de subpoblaciones menos
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virulentas que permanecen en la circulacidn y que son la fuente de infeccion del siguiente pasaje. A
lo largo de los distintos pasajes, las subpoblaciones atenuadas aumentan su proporcién en la
poblacién general de pardsitos ya que las subpoblaciones mas virulentas presentan una adherencia
aumentada a los capilares sanguineos. Esta adhesidn selectiva al endotelio de los capilares de las
subpoblaciones virulentas parece ser mediada por los antigenos VESA1, que estdn expresados en la
superficie del glébulo rojo. Probablemente estas moléculas se encuentren formando parte de las
estructuras similares a crestas que se generan en la superficie del glébulo rojo infectado y que
resultan en la adhesion y acumulacion de los eritrocitos infectados en la miscrovasculatra (Suarez y
col., 2019).

Otros estudios comparativos realizados en las cepas de B. bovis T2B (Texas, EE. UU), E61 (North
Queensland, Australia) y L17 (Salta, Argentina) en sus versiones virulentas y atenuadas por pasajes
(Lauy col., 2011), no se encontrados factores de comunes a nivel genético entre los 3 pares de cepas
analizadas. Sin embargo, el pool génico de las poblaciones virulentas era significativamente mas
diverso que en sus contrapartes atenuadas. Los autores de este trabajo postulan que la diversidad
global de los genes es un resultado tanto de la diversidad en una familia de genes variantes de
multicopias (Ej. vesl), asi como de genes mdultiples de una sola copia. Asi, mientras no se
encontraron genes comunes consistentemente asociados con la atenuacién o virulencia en estos
pares de cepas relacionadas, los autores postularon que el fenotipo similar de los 3 derivados
atenuados en animales infectados podria ser el resultado de la contraccion de genes asociados a la
virulencia durante el pasaje de parasitos en el hospedero natural. Otra hipdtesis de los mismos
autores plantea que los mecanismos de virulencia también pueden estar asociados con diferencias
en el nivel transcripcional o proteico, incluido el repertorio ves (genes para la evasion de la respuesta
inmune) o variaciones en regiones intergénicas o intrdnicas.

En nuestro pais, las vacunas contra la babesiosis bovina se producen en las - EEA - del INTA de
Mercedes (Corrientes) y de Rafaela (Santa Fe). Estas vacunas — aprobadas por el SENASA — resultan
en un formulado de eritrocitos infectados con cepas atenuadas de B. bovis, B. bigemina (10’
eritrocitos infectados) al que se le suma 107 eritrocitos infectados con A. centrale (subespecie que
confiere inmunidad cruzada contra A. marginale) y solucidn salina balanceada en cantidad suficiente
para 3 mL, administrdndose 3 mL/animal en forma subcutdnea o intramuscular. Este formulado,
conocido como vacuna trivalente contra la Tristeza, contiene entonces la dosis necesaria para la
proteccion contra la anaplasmosis y babesiosis bovina. En el INTA de Rafaela, las cepas atenuadas

de Babesia se propagan en forma in vitro a través de cultivo de eritrocitos de bovino, en el INTA de
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Mercedes, la propagacion ocurre por pasajes in vivo en terneros esplenectomizados. La otra vacuna
disponible, que utiliza los mismos microorganismos atenuados de la vacuna de INTA Rafaela, es
producida por la empresa privada “Litoral Bioldgicos S.R.L” bajo la marca comercial “BioJaJa”. Dicha
empresa tomé la vacuna trivalente producida por el INTA y la formulé de manera tal que pudo ser
congelada en pajuelas y almacenada en termos de nitrégeno liquido. La produccidn de esta vacuna
en forma ultracongelada permite extender los plazos de vencimiento del antigeno, acumular stock
y facilitar su distribucidn y conservacion en zonas remotas.

Al igual que lo que frecuentemente ocurre con otras vacunas basadas en organismos vivos, la
multiplicacién parasitaria de Babesia sp. produce en los bovinos jévenes una reaccion post vacunal
leve que generalmente cursa sin manifestaciones clinicas. La vacuna viva estd indicada para uso
exclusivo en bovinos de 4 a 10 meses de edad clinicamente sanos y en buen estado nutricional, ya
gue en animales adultos pueden llegar a producirse reacciones post-vacunacién graves e incluso la
muerte si no se controlan adecuadamente (Anziani y col., 2003). La vacunacion con cepas vivas
atenuadas es altamente efectiva para inducir una respuesta inmune que confiera proteccion al
bovino durante toda su vida atil (Bock y col., 2004). La vacunacion le propicia al animal una
inmunidad contra la babesiosis que perdura como minimo 4 afios (maximo periodo evaluado) y
contra la anaplasmosis, toda la vida. Sin embargo, se presentan una serie de dificultades y
desventajas que limitan su uso. Un inconveniente serio es el riesgo de que estas vacunas transmitan
otros microorganismos patdgenos originados en los bovinos dadores (Bock y col., 1992; de Vos y
col., 1995). También existe el riesgo de reversion de las cepas atenuadas a cepas patégenas (Timms
y col., 1990) aunque en Argentina no se han reportado hasta la fecha estos eventos. Otra limitacién
no menor es la necesidad de mantener la cadena de frio y, aun asi, la vacuna debe administrarse en
un lapso no menor a 7 dias desde la fecha de formulacién. En el caso de la vacuna Biolala, si bien se
logra extender los plazos de vida media, sigue siendo fundamental el mantenimiento de una cadena
de frio y su consecuente logistica. Otra desventaja que se suma a esta produccion es la necesidad
de formular estas vacunas con el triple de eritrocitos infectados, dado que el congelado y
descongelado de las pajuelas provoca la disminucion de la viabilidad de los parasitos.

Por estas razones, existe la necesidad de producir nuevas vacunas efectivas capaces de inducir una
respuesta protectora de igual o mejor nivel que la obtenida con parasitos vivos, pero sin sus

inconvenientes.
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15-Busqueda de nuevos candidatos vacunales

El cultivo in vitro de Babesia sp. y las herramientas de biologia molecular e ingenieria genética han
facilitado considerablemente el estudio de las interacciones hospedero - pardsito y permitido la
caracterizacién de tales antigenos.

Hasta la fecha, se han caracterizado varios antigenos del pardsito. En particular, cuatro grupos de
antigenos del género Babesia se han caracterizado y probado su potencial inmunoprotector: 1) los
presentes en la superficie de eritrocitos infectados; 2) los presentes en la superficie de los
merozoitos; 3) los presentes en las organelas del complejo apical; y 4) los excretados-secretados en
el sobrenadante de cultivo in vitro.

En otros apicomplejos transmitidos por garrapatas como Theileria parva y B. divergens, se ha
obtenido cierto grado de proteccion utilizando vacunas recombinantes. En el caso de T. parva la
misma estuvo basada en la proteina de superficie del esporozoito p67, obteniendo una proteccién
del 47 al 52% en bovinos (Musoke y col., 2005, Hadj-Kaddoury col., 2007). Sin embargo, se han
obtenido resultados infructuosos con vacunaciones utilizando solamente proteinas recombinantes
para B. bovis (Hope y col., 2005; Norimine y col., 2003).

Nuestro grupo de trabajo sentd antecedentes sobre el primer reporte sobre vacunas virales de
nueva generacion, basadas en vectores virales no replicativos como el Vaccinia Ankara Modificado
(MVA), aplicados al control de la babesiosis bovina causada por B. bovis (Jaramillo Ortiz y col., 2014,
2016, 2019). En este ensayo se evalud una vacuna a subunidad y un vector MVA, ambos conteniendo
un multiantigeno de 3 proteinas (MSA-2C, RAP-1 y HSP20) utilizando en un esquema prime- boost.
A pesar de haber obtenido una respuesta inmune adecuada tanto celular CD4+ IFN-y+ como
humoral en bovinos, con alto titulos de anticuerpos, ésta no resultd protectiva. La ausencia de
anticuerpos neutralizantes fue el Unico correlato diferencial entre los individuos protegidos por la
vacuna viva y los no protegidos del esquema recombinante.

En base a la experiencia de nuestro grupo y de otros con vacunas basadas en proteinas
recombinantes que no resultaron protectoras, y que en general los vectores virales utilizados por
nosotros tienen una capacidad mdaxima de inserto a incorporar, consideramos que una estrategia
racional para incorporar mas de un antigeno o epitope parasitario seria utilizar una vacuna que
contenga a varios de ellos, sean inmunodominantes o no pero expresados en sistemas capaces de
inducir una respuesta efectora y de memoria de tipo By T ya que se ha demostrado que ambos tipos

de respuestas son necesarias para conferir proteccién en los bovinos (Brown y col., 1999).
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15.1- Prediccidon de epitopes

A pesar de que se reportan frecuentemente numerosos trabajos acerca de la identificacion de
nuevos antigenos candidatos para vacunas en Babesia, la caracterizacion detallada de sus epitopes
es un paso indispensable para el disefio de vacunas conteniendo estos fragmentos antigénicos.

En el caso de los epitopes B, su prediccion no requiere tener en cuenta las caracteristicas del
hospedador y pueden utilizarse estrategias bioinformaticas que tienen en cuenta variables
fisicoquimicas de la estructura molecular de las proteinas antigénicas y la informacion recopilada en
las bases de datos sobre antigenos relacionados. Estas predicciones necesitan luego ser validadas
de manera experimental utilizando un modelo biolégico adecuado, pero no requieren tener en
cuenta la variacion individual del huésped y por ello son mas sencillas de realizar. Existen distintos
programas  disponibles via web donde se pueden realizar estos analisis
(http://tools.iedb.org/main/bcell/).

En el caso de la respuesta tipo T, dado que Babesia sp. es un parasito estrictamente intracelular que
infecta eritrocitos carentes de antigenos de histocompatibilidad, los antigenos parasitarios son
presentados en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) bovino de tipo |
cuando los eritrocitos infectados son reconocidos por células presentadoras de antigeno (CPA).
Como mencionamos anteriormente, el perfil de la respuesta T generada en los bovinos infectados
con Babesia es de tipo Thl con produccion de IFN-y y factor de necrosis tumoral (FNT-a) como
citoquinas principales. Estas citoquinas median el control de la infeccién favoreciendo la destruccidn
de los eritrocitos infectados por parte de los macréfagos esplénicos activados, y por anticuerpos
neutralizantesde tipo IgG2 dirigidos contra los merozoitos y contra antigenos de superficie variable
del eritrocito, definidos como VESA1 (Brown y col., 2006).

Muchos complejos péptido T-CMH estan expuestos en la superficie de las células presentadoras de
antigeno, pero Unicamente los péptidos reconocidos por los receptores de células T
desencadenaran una respuesta inmune y son referidos como verdaderos epitopes de dichas células.
La coleccidn de todos estos péptidos se define como inmunopeptidoma y su conocimiento es de
gran importancia para la ciencia basica y translacional. Para la ciencia basica, el inmunopeptidoma
es un componente critico para entender los mecanismos de procesamiento de antigenos por parte
de la maquinaria intracelular, la estructura y diversidad de los CMH vy los procesos de sefializacién
con los linfocitos T. Para la ciencia translacional, es de gran interés por un gran nimero de razones

practicas, incluyendo el conocimiento de la etiologia de enfermedades, el monitoreo inmune, el
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desarrollo de ensayos de diagndstico, inmunoterapias y disefio de vacunas de nueva generacion

basadas en epitopes sobre todo para enfermedades infecciosas y neoplasicas.

16-Complejo mayor de histocompatibilidad

El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) esta codificado por una familia de genes que tiene
un papel esencial en el sistema inmune adaptativo y comprende las glicoproteinas de la superficie
celular requeridas por los linfocitos T para detectar péptidos antigénicos en la superficie de las
células presentadoras de antigenos (Bohérquez y col., 2020).

Como regla general, las moléculas de clase | presentan péptidos de proteinas producidas por la
propia célula, mientras que las moléculas de clase Il presentan péptidos de proteinas que estdn
presentes en el entorno extracelular y que son endocitadas por la célula (Figura 14). Las moléculas
de CMH de clase | se expresan de forma ubicua, mientras que las moléculas de CMH de clase Il se
expresan solamente en células presentadoras de antigeno (CPA) especializadas, como células

dendriticas, células B y macréfagos (Jongsmay col., 2019).
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Figura 14. Principales mecanismos celulares involucrados en el procesamiento de antigenos A. Mecanismo de
presentacion del CMH clase I. B: Mecanismo de presentacion del CMH clase Il (Andreatta y Nielsen, 2018).

El papel de las moléculas CMH en la inmunidad adaptativa ha sido ampliamente estudiado desde su
descubrimiento en 1936 (Klein, 1994). El CMH presenta péptidos a las células T que conducen al
inicio de una respuesta inmune adaptativa en muchas condiciones patoldgicas, como
autoinmunidad, cancer y durante infecciones. Las moléculas CMH de clase | presentan péptidos para
ser reconocidos por el receptor de células T de las células T citotdxicas, por su parte, las moléculas

CMH de clase Il muestran péptidos a las células T CD4+ (Neefjes y col., 2011).
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Debido a que la estructura del CMH clase | y Il son muy distintas, las propiedades y el tamafio de los
péptidos que se pueden unir a las mismas son también diferentes. El bolsillo de uniéon del CMH clase
| es cerrado en ambos extremos y puede acomodar solo péptidos entre 8 y 11 aminoacidos. En
cambio, el bolsillo de unién del CMH clase Il esta abierto en los extremos, por lo que el largo de los
péptidos a unirse no es una limitacién, y tipicamente puede unirse a péptidos de 11 a 20
aminodcidos de longitud. Otros factores que determinan la afinidad de unién al CMH incluyen

estabilidad de unién, procesamiento del péptido y abundancia de la proteina (Figura 15; Andreatta

y Nielsen, 2018).

Figura 15: Estructura de las moléculas del CMH (azul) unidos a su péptido (rojo). A: CMH clase | B: - CMH clase
Il (Andreatta y Nielsen, 2018).

16.1- Complejo mayor de histocompatibilidad bovino (BoLA)

El CMH bovino, llamado antigeno leucocitario bovino (BoLA), esta codificado en el cromosoma 23y
consta de tres clases de genes, |, Il y lll. Existen mas de 3 loci polimérficos clase | (Ellis y col., 1999,
2011).

En bovinos, los genes BoLA de clase Il se distribuyen en dos regiones distintas, lla y llb. Los genes
DRA, DRB, DQA y DQB se encuentran en la regién lla, mientras que los genes DOB, DYA, DYBy DIB
se encuentran en la regién llb (Davies y col., 1994). Las moléculas DRy DQ constituyen los principales
elementos de restriccién de clase Il ya que codifican proteinas que presentaran los péptidos a las
células T CD4+ (Glass y col., 2000). Entre los genes codificantes para las moléculas DRB, el Unico gen
conocido como funcional es el gen BoLA-DRB3 (Behl y col., 2012; Bohdrquez y col., 2020) y es el

locus de clase Il mas polimérfico (Figura 16).
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En el bovino, se identificaron hasta la fecha 365 alelos BoLA-DRB3 en distintas razas de origen
diverso y estdn catalogados en la base de datos de polimorfismo inmunolégico (IPD) — CMH
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/CMH/allele/list/grupo=BolLA). Aunque resulta aparentemente alto,
este numero de alelos abarca solo 12 de mas de las 800 razas de ganado identificadas a nivel mundial
(Takeshima y col., 2018). En gran medida, las razas estudiadas incluyen razas taurinas de Europa y

Asia, criollas americanas y razas originadas por cruzas (Takeshimay col., 2018).
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Figura 16: Complejo mayor de histocompatibilidad clase Il bovino. A- Estructura 3D de la proteina B- Mapa de
ligamiento genético de la region del BoLA (Behl y col., 2012).

Diversos estudios han encontrado que las variaciones en la resistencia o susceptibilidad a diferentes
enfermedades (por ejemplo, dermatofilosis y mastitis bovina), rasgos de produccion (por ejemplo,
produccién de leche) y respuestas a las vacunas (por ejemplo, fiebre aftosa e infeccidn por Theileria
parva) (Dietz y col., 1997; Baxter y col., 2008; Takeshima y col., 2008; Maccari y col., 2018) se
asociaron con polimorfismos BoLA-DRB3. Existe evidencia de que en los mamiferos el polimorfismo
CMH se mantiene por alguna forma de sobredominancia o seleccion equilibrada (Hedrick, 1998;
Duangjinda y col., 2013). El polimorfismo de los genes BoLA-DRB3 ocurre predominantemente en
los residuos dentro de una regién denominada surco de unidn al péptido o “peptide binding regién”
(PBR) (Figura 17) (Brown y col., 1993). Este surco de union al péptido estd formado a su vez por 5

bolsillos de unién a aminoacidos.
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Figura 17: Detalle de la conformacion espacial del surco de union del péptido. a Secuencia del CMH-DRB3 de
un alelo humano, coloreando las posiciones correspondientes al PBR: en fuccia, azul, ocre, gris y verde los
bolsillos 1, 4, 6, 7 y 9, respectivamente (Suarez y col., 2006) b Representacion esquematica del PBR. Los
numeros representan las posiciones de los aminoacidos que conforman el CMH. Los colores representan los
diferentes bolsillos (van Deutekom y col., 2015).

17- El estudio del inmunopeptidoma de Babesia bovis asociado al BoLAll

Como mencionamos anteriormente, para el caso de Babesia es especialmente relevante estudiar el
inmunopeptidoma asociado al BoLA-Il, ya que estos péptidos son los que permitiran la activacién
de los linfocitos colaboradores con su consecuente respuesta efectora. Los péptidos identificados
podran ser utilizados en formulaciones de vacunas multiepitdpicas.

Este estudio del inmunopeptidoma puede realizarse mediante estrategias inmunoinformaticas e
inmunoprotedmicas. Para el primer caso, el analisis se realiza estimando la afinidad de unién del
péptido antigénico al bolsillo del CMH clase Il. Esta afinidad se determina teniendo en cuenta la
secuencia de aminodcidos del llamado “core” del péptido y de sus regiones flanqueantes.

Existen varios factores que dificultan la prediccidn de afinidad “in silico” de unién de péptidos a las
moléculas de CMH-II, incluyendo la naturaleza polimérfica de estas moléculas, la variacién en el
largo de los péptidos, la influencia de regiones flanqueantes al péptido y la identificacién del motivo
exacto de unién a péptido. Sin embargo, se han desarrollado algoritmos que facilitan esta tarea,

como es el servidor NetBoLAllpan (Fisch y col., 2020).
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Otra estrategia es realizar directamente el andlisis del péptido naturalmente asociado a la infeccién
por B. bovis a través de herramientas protedmicas. La informacién obtenida sobre estos péptidos T
naturalmente presentados por las CPA infectadas puede sertambién ser utilizada para entrenar los
algoritmos inmunoinformdticos de prediccién de epitopes T para mejorar sustancialmente su
desempeno. Para ambas estrategias, la validacién experimental de la capacidad de los péptidos T
predichos o identificados de despertar una respuesta inmune especifica, es un paso necesario para

su confirmacién como verdaderos epitopes T.

17.1- Inmunoinformatica

17.1.1- Historia esencial del campo

A fines de la década de 1980, varios grupos desarrollaron enfoques que trataban de dilucidar
patrones peptidicos quimicos para predecir qué péptidos podrian ser epitopes T. Aunque estos
enfoques no eran aplicables para grandes bases de datos, abrieron el campo para el desarrollo de
nuevos enfoques estas predicciones. En retrospectiva, la idea que faltaba era que no se debia
desarrollar un unico predictor para el CMH clase | y Il, si no que debian ser predictores
independientes; y que tener en cuenta las variantes alélicas del CMH era fundamental, ya que cada
alelo estd asociado con una especificidad de unidn diferente. Esto se hizo cada vez mds claro a través
de estudios que mostraron que cada variante del CMH tiene una capacidad de unidn a epitopes
diferente, y que la especificidad de unidn de péptidos esta determinada por la presencia de patrones
de aminoacidos especificos.

Los estudios sistematicos experimentales revelaron que mientras ciertas posiciones en el péptido
podrian sustituirse con casi cualquier aminodcido, otras posiciones solo tolerarian sustituciones
limitadas con aminoacidos estrechamente relacionados. Estas posiciones se denominaron residuos
de anclaje principal de los epitopes. Por evidencia experimental se demostré ademds que estos
residuos de anclaje se encontraron con una separacion similar en diferentes epitopes restringidos
por el mismo CMH. Por lo tanto, estos residuos se denominaron posiciones de anclaje, y la suma de
la separacion y la especificidad de las posiciones de anclaje se denominé motivo de ligando al CMH.
Las bases fisicas de los motivos del ligando del CMH se sugirieron por primera vez en 1983 (Benoist
y col.,, 1983) y se confirmé en 1987 cuando Wiley y sus asociados resolvieron las estructuras
cristalinas de CMH humano A2 primero (Bjorkman y col., 1987) y DR1 poco después (Brown y col.,
1993). Se encontrd que las moléculas del CMH en estas estructuras tenian bolsillos caracteristicos

que explicaban el espaciado y la especificidad de los residuos de los motivos del ligando del CMH.
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La definicién y el refinamiento de los aminodcidos que componen los motivos CMH recibieron un
impulso significativo a través de la llegada de técnicas experimentales que utilizaban acidos para
eluir ligandos del CMH presentados y procesados de forma natural. El grupo de Rammensee (Falk y
col., 1991) llevd esta observacién un paso mas alld, mediante la secuenciacidn por degradacién de
Edman de ligandos de clase |, demonstrando que los péptidos eran notablemente homogéneos en
tamafio y que ciertas posiciones de anclaje principales se conservaban y asociaban con una
diversidad quimica limitada.

Por su parte, la elucién de ligandos naturales de clase | proporcionéd un método poderoso para
definir motivos de estos que fue simple y técnicamente poderoso. Esta metodologia demostré ser
efectiva para CMH de clase |, pero menos para moléculas de clase I, que tienen un surco de unién
de péptidos que estd abierto en ambos lados, lo que hace que la secuenciacién de los ligandos
agrupados sea mas dificil de interpretar. Para superar estas limitaciones, a comienzos de los afios
‘90, los péptidos eluidos se separaron mediante cromatografia y los ligandos individuales se
identificaron mediante enfoques de espectrometria de masas (Hunt y col., 1992; Henderson y col.,
1993), lo que dio como resultado la identificacién directa de los ligandos peptidicos presentes en las
células, una técnica que se ha seguido mejorando en rendimiento y sensibilidad hasta el dia de hoy,

proporcionando conocimientos importantes sobre los ligandos naturales de las moléculas CMH.

17.1.2 Predicciones de unién al CMH

La era de las predicciones computacionales de epitopes de células T fue iniciada en 1989 por Sette
y colegas (Sette y col., 1989), quienes describieron un programa de computadora que usaba motivos
especificos conocidos de alelos CMH humanos para identificar posibles ligandos en una secuencia
de proteinas. A partir de esto se desarrollaron varios enfoques destinados a producir una
puntuacion cuantitativa, relacionada con la afinidad de unidn predicha o con la probabilidad de
unién. Esencialmente, estos métodos se basaban en una matriz que asignaba a cada posicién un
valor numeérico heuristico seguin los aminoacidos del péptido y luego los valores para cada posicion
se combinaban para dar un puntaje final.

Impulsado por el éxito de las predicciones heuristicas, otros grupos propusieron enfoques para el
aprendizaje automatico. Dichos enfoques consisten en entrenar un algoritmo con datos conocidos,
como conjuntos de péptidos con afinidades de unién medidas, para generar una funciéon que
reproduce los datos de entrada y genere predicciones en datos no conocidos a priori. El rendimiento
de los algoritmos de aprendizaje automatico aumenta con la cantidad de datos disponibles para

entrenarlos, lo que hace que tener una base de datos de epitopes sea un paso esencial en el

44



Introduccion

desarrollo de herramientas. Para esto se crearon bases de datos, como la base de datos IEDB
(https://www.iedb.org/), que compilan registros de publicaciones y otras fuentes de datos en un
formato consistente para hacer esta tarea mucho mas facil.

A pesar de la utilidad de los métodos heuristicos, estos métodos estaban disponibles para moléculas
del CMH ya caracterizadas o de las que se posea alguna informacién experimental. Como alternativa
surgieron los métodos de prediccidon llamados “pan-specific” en donde se puede predecir la union
de péptidos a moléculas del CMH auln no caracterizadas. El primer método en lograr este objetivo
fue el TEPITOPEpan (Zhang y col., 2012) que puede predecir la union de péptidos a 51 alelos del
CHM humano clase I, seguido por el programa NetMHCpan (Nielsen y col., 2008) para alelos de

clase |, aunque con resultados inexactos.

17.1.2 Combinacidn de métodos predictivos con datos experimentales

La elucién de los ligandos del CMH procesados y presentados de forma natural por las células
presentadoras de antigenos y su identificacion por espectrometria de masas ha avanzado
rapidamente en los ultimos afios y gracias a la mayor sensibilidad y sofisticacién de los equipos

actuales es posible generar conjuntos de datos de forma rutinaria con miles de ligandos del CMH.

17.1.3 El impacto del polimorfismo del CMH: Qué alelos considerar

Dado que diferentes alelos del CMH pueden tener especificidades de unién muy diferentes, es
necesario definir qué alelos se tienen en cuenta al realizar predicciones de epitopes de células T. Es
importante destacar que la respuesta a esta pregunta dependera en gran medida de la aplicacidn.
Si un estudio esta probando epitopes candidatos que pretenden cubrir una poblacién mas amplia,
es necesario cubrir una cantidad suficiente de alelos expresados por la mayoria de los individuos de
esa poblacidon. Esto se puede lograr, en humanos, evaluando los péptidos por su capacidad para
cubrir un panel de alelos que representan todas las moléculas CMH expresadas en una frecuencia
significativa en todo el mundo. Por el contrario, si el objetivo de un estudio es definir epitopes para
un individuo humano especifico, los alelos CMH expresados por ese huésped deben ser el foco. Aqui
es donde el valor de los enfoques de prediccién “pan- specific” que pueden hacer predicciones para
todos los alelos del CMH (incluidos los poco estudiados) ha mejorado enormemente la capacidad
de realizar tales predicciones personalizadas. Esto es de particular importancia en el cancer para el
descubrimiento y evaluacién de neoepitopes, que son inherentemente personales para un

hospedadorespecifico (Peters y col., 2020).
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17.1.5 Limitaciones

Si bien se ha avanzado mucho en el desarrollo de predicciones de epitopes de células T, aln quedan
varios desafios. Es necesario reevaluar el rendimiento de todos los algoritmos para determinar la
capacidad de identificar epitopes de células T en conjuntos de datos a gran escala. Esto permitird

recomendaciones claras sobre qué métodos y umbrales usar para las predicciones en la practica.

17.1.6 Programas de prediccion para BoLA

Hasta el afio 2020, los programas para estas predicciones estaban entrenados con informacién de
humanos (Zhang y col., 2012, Nielsen y col., 2008), por lo que su aplicacién en bovinos no era lo
suficientemente exacta para utilizarlos. En diciembre del 2020, se publicé el primer programa para
predecir péptidos asociados al CMH-II bovino, el NetBolLAllpan, basado en el uso de datos
experimentales combinados con los métodos “pan- specific” (Fisch y col., 2020). Si bien
tedricamente se pueden predecir péptidos para todos los alelos bovinos DRB3 (predicciones “pan-

specific”) las predicciones sélo estan validadas experimentalmente para 7 alelos.

17.2 Inmunopeptidédmica

17.2.1- Historia esencial del campo

El estudio de las caracteristicas quimicas de los ligandos peptidicos presentados por las moléculas
del CMH, sus fuentes y su generacién, comenzd principios de la de 1980, cuando Nathenson y sus
colegas idearon formas de escindir las moléculas CMH-I de las superficies celulares y adaptaron un
método radioquimico que, junto con la degradacion de Edman, permitid revelar la primera
estructura primaria de una molécula CMH humana (Nathenson y col., 1981). A partir de ese
momento aumentd el interés en los conocimientos en el campo, logrando dilucidar la estructura
tridimensional de una molécula CMH-I humana (Fremont., 1992). Esto permitié revelar que el CMH
era un receptor para péptidos procesados con un sitio de unién Unico (Matsumura y col.1992). A
partir de este descubrimiento surgid la pregunta de qué tipo de péptidos se unen a este sitio de
unién identificado. Utilizando el espectrdmetro de masas se logré la determinacién directa de la
secuencia de aminodcidos de péptidos individuales eluidos del CMH (Sette y col., 1992; Hunt y col.,
1992). Desde entonces y con los sucesivos avances en las tecnologias y plataformas de
espectrometros de masas y protedmica, se logré dilucidar directamente las secuencias de
aminodcidos de los péptidos antigénicos (Gilchuk y col., 2013; McMurtrey y col., 2016; Kubiniok y

col., 2020). Lo que mejord es la instrumentacién y sensibilidad de las mediciones, las cuales
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permitieron el anadlisis de miles de péptidos utilizando esta técnica. A partir del conjunto de datos
obtenido, surgieron conocimientos profundos sobre los mecanismos fundamentales de
presentacién de antigenos y cémo esto puede ser modificado por diversos agentes ambientales o
infecciosos. La maduracién de la inmunopeptidémica también facilitd la identificacion de epitopes
de células T en una variedad de enfermedades que incluyen autoinmunidad (Wan y col., 2020),
cancer (Khodadoust y col, 2017; Alspach y col., 2019) y enfermedades infecciosas (Bettencourt y
col., 2020). Ademas, perimitié la enumeracidon de epitopes especificos con gran precision y
exactitud. No obstante, la naturaleza de los antigenos peptidicos procesados naturalmente vy
derivados de numerosos patdgenos reemergentes y emergentes, por ejemplo, Dengue, Marburg,
Ebola, Mycobacterium tuberculosis, Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum, ain permanece
desconocida. Este conocimiento es un requisito previo poder inducir la inmunidad protectora

mediada por células T en ensayos de vacunas (Joyce y Ternette, 2021).

17.2.2- Diferencia de la inmunopeptiddmica con la protedmica tradicional

A diferencia de los flujos de trabajo protedmicos estdndar, en los que los péptidos se identifican
mediante espectrometria de masas a partir de la digestion de proteinas por enzimas, los estudios
de inmunopeptidémica son considerablemente mas desafiantes por varias razones.

En primer lugar, el mecanismo proteolitico preciso para generar el complejo péptido-CMH maduro

es desconocido y muy complejo ya que muchas proteasas y peptidasas podrian participar en la

liberacion del mismo. En segundo lugar, los péptidos que se unen a las moléculas CMH son mas
similares entre si en términos de longitud y conservacidn de la secuencia que el material
proveniente de una proteina digerida con enzimas. Finalmente, la abundancia relativamente baja
de péptidos unidos al CMH dificulta su deteccidn, en comparacién con una proteina. Por estos
motivos, histéricamente la identificacidon de péptidos unidos a CMH ha sido desarrollada sélo en
pocos laboratorios especializados. Sin embargo, en los tltimos 10 afios se han desarrollado mejoras
en la eficiencia del aislamiento de péptidos asociados al CMH y, como fue mencionado en la seccién
anterior, ha habido rapidos desarrollos tecnoldgicos en instrumentacidn, trayendo mayor
sensibilidad, mayor poder de resolucién y ciclos de adquisicidon y trabajo mucho mas rapidos,
ademas de que se introdujo una mejora significativa de la velocidad computacional y en la precisién
de los algoritmos para procesar la informacién proveniente del espectrometro de masas. Sin
embargo, sigue siendo recomendado enfaticamente, a diferencia de la proteédmica convencional,

gue un profesional experimentado en inmunopeptidémica se involucre en las primeras etapas del

disefio experimental. Muchas instalaciones centrales no estan equipadas para hacer un analisis
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personalizado y, usualmente, al ser las mediciones de la inmunopeptiddmicatan sensibles, se
dificultan por la contaminacién con otras muestras protedémicas mas tipicas como los digeridos
tripticos, en los cudles los péptidos pueden estar presentes en concentraciones varios miles de veces
mas altas. Por lo tanto, se debe tener mucho cuidado para asegurarse de que los componentes de
la HPLC y del espectrometro de masas estén libres de cualquier arrastre de material residual y que

el instrumento esta funcionando a su maxima sensibilidad absoluta.

17.2.3- Limitaciones

El analisis bioquimico directo de los péptidos unidos a CMH, si bien proporciona una mediciéon
imparcial de la naturaleza de la carga peptidica de estas moléculas, todavia tiene limitaciones. En
primer lugar, la profundidad de la cobertura estd restringida por la cantidad de material disponible
para el andlisis. Es necesario como minimo 1x10% células para realizar un anélisis, lo cual,
dependiendo del material a utilizar, no siempre es factible. Ademas, se han observado limitaciones
en la deteccion debido a propiedades quimicas del péptido. Finalmente, los anticuerpos adecuados
no siempre estan disponibles para algunos alelos del CHM o de diferentes especies a la humana o

murina.

17.2.4- Desarrollo del protocolo

Existen varios enfoques para aislar péptidos unidos a CMH de lineas celulares y tejidos. El enfoque
mas simple, pero menos especifico, consiste en utilizar un tampdn acido directamente sobre las
superficies de las células en cultivo para eluir los péptidos unidos al CMH directamente. Esto da
como resultado niveles muy altos de contaminacién que pueden impedir el andlisis del
inmunopeptidoma en profundidad. Otro enfoque implica modificar las células mediante ingenieria
para que secreten una molécula del CMH soluble de interés. Este enfoque tiene como ventaja que
puede producir grandes cantidades de complejos CMH-péptido que se pueden purificar facilmente
del medio para su posterior analisis. Como desventaja, requiere la manipulaciéon de la linea celular
y la seleccién de transfectantes estables que expresan la molécula CMH soluble de interés. Ademas,
este enfoque no es factible de utilizar para analizar péptidos de muestras clinicas o tejidos. Otro
enfoque consiste en purificar complejos de CMH-péptido aislados de lisados de lineas celulares o
tejidos. El mismo implica la inmunoprecipitacion de complejos CMH- péptido y la posterior
disociacion del péptido unido utilizando un filtro de separacion por peso molecular (MWCO). Esta
separacion por filtro conlleva inevitablemente la pérdida de péptidos y puede conducir a la

contaminacidn con polimeros. Este enfoque fue mejorado recientemente en el laboratorio de la
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Dra. Ternette (Universidad de Oxford; Purcell y col, 2019), eliminando el paso de separacién por

filtro de MWCO y reemplazandolo por el uso de HPLC de fase inversa para separar los péptidos del

CHM al que estan unidos. Esta mejora de la técnica aumenta el rendimiento de identificacién de

péptidos hasta diez veces (Figura 18).
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Figura 18: Flujo de trabajo para purificacién de péptidos T asociados al CMH, identificacion y validacién.

Adaptado de Purcell y col, 2019.

En este trabajo se decidié utilizar este ultimo enfoque, ya que consideramos que el flujo de trabajo

es factible de realizar en nuestro laboratorio, y que es el método disponible mas sensible para

identificar péptidos que permite obtener la menor contaminacion posible.
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Objetivo general

Identificar de manera racional los epitopes T de Babesia bovis mediante andlisis inmunoinformaticos

e inmunoprotedmicos para su inclusién en candidatos vacunales multiepitdpicos.

Objetivos especificos

1- Identificar los alelos del gen DRB3.2 mas frecuentemente representados en las razas de bovinos
de una zona con alta prevalencia de babesiosis.

2-Predecir e identificar los epitopes T de Babesia bovis mediante andlisis inmunoprotedmicos e
inmunoinformaticos utilizando la informacidn obtenida en el O.E. 1.

3- Validar experimentalmente los péptidos predichos por ambas estrategias utilizando células de

bovinos naturalmente infectados con Babesia bovis.
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1- Bovinos

Se utilizaron bovinos hembra menores a un afio del campo experimental de INTA Castelar de las
razas Hereford x Aberdeen Angus y Aberdeen Angus. Todos los procedimientos fueron aprobados
por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Experimentacién del Instituto Nacional

de Tecnologia Agropecuaria (CICUAE-INTA; protocolo nimero 35/2021).

2- Electroforesis en geles de agarosa

Para visualizar los productos de amplificacién por PCR, se utilizaron geles de agarosa en
concentracion 1-1.5%. Las electroforesis se realizaron en buffer TAE 1X (Tris-acetato 10 mM, EDTA
1 mM) a temperatura ambiente y a un voltaje de 5 — 8 V/cm. Para visualizar las bandas de ADN, se
adiciond una solucién de 0,5 ug/mL de Bromuro de Etidio para la tincidn de los geles. Para sembrar
las muestras, se utilizo el buffer de siembra en concentracion 10X (glicerol 50%, TAE 5X, azul de
bromofenol 1%). Los fragmentos amplificados se visualizaron utilizando un transiluminador de luz
ultravioleta y se digitalizaron y fotografiaron utilizando el equipo GelDoc (BioRad) y el software

QuantityOne 1-D Analysis Software (versidn 4.6.3) provisto por el fabricante.

3- Tipificacion de BoLA-DRB3.2

3.1Extraccion de ADN gendmico bovino

Se obtuvo sangre total por venopuncién usando EDTA 1% (1mg/mL sangre) como anticoagulante. El
ADN gendmico se extrajo utilizando el kit comercial ADN Puriprep S kit (Inbio Highway) de acuerdo
con el protocolo proporcionado por el fabricante. En todos los casos, la cantidad y calidad del ADN
se determiné midiendo su absorciéon UV a 260 nm utilizando un espectrofotémetro NanoDrop™
1000 (ThermoScientific). La calidad de la purificacion se determiné midiendo las relaciones de

absorbancia 260/280 y 260/230. EI ADN purificado se almacend en alicuotas a -20°C hasta su uso.

3.2 Reacciones de PCR

Se utilizaron los primers HLO30 y HLO32 detallados en la Tabla 1.
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Tabla 1: Oligonucledtidos utilizados para tipificar el gen BoLA- DRB3.2

Tamaiio
Nombre Secuencia (5'- 3') Tm del Referencia
amplicén
HLO30 ATCCTCTCTCTGCAGCAATTTCC
60°C 247 pb Miltiadou et al., 2003
HLO32 TCGCCGCTGCCCAGTGAAACTCTC
La mezcla utilizada y las condiciones de ciclado fueron:
ADN gendmico |6ng
Primer F 0,3 mM Desnaturalizacidn inicial 942eC 3 min
Primer R 0,3 mM Desnaturalizacién 942C 20 seg .
dNTPs 0,2 mM Hibridiz?cién 602C 20 seg 35 ciclos
Taq Pol. 0,75 U Extensién 72°C 1 min
Buffer 5X 0,03 X Extension final 72°C 5 min
Agua ddcsp 15 ul

Los fragmentos amplificados de 247 pb. correspondientes al exdn 2 del gen BoLA-DRB3 fueron

visualizados en un gel de agarosa al 1.5%.

3.3 Secuenciacion capilar

Los fragmentos se secuenciaron mediante electroforesis capilar utilizando un secuenciador
ABI3130xI (Applied Biosystems) utilizando la quimica BigDye® siguiendo el protocolo del fabricante.
Las reacciones de secuenciacion se realizaron en ambas cadenas en una mezcla de reaccién de 10uL
gue contenia una dilucién 1:10 del producto de PCR como molde, 0,1 mM de cada uno de los
cebadores correspondientes (los mismos que se usan en las reacciones de PCR), la mezcla de

amplificacion y buffer 5X del kit BigDye® Terminator.

3.4 Analisis de secuencias y determinacién de haplotipos

Los andlisis de secuencias obtenidas por secuenciacién y la determinacién de genotipos se realizaron
con el software Haplofinder (www.bioinfortmatics.roslin.ac.uk/haplofinder/haplofinder.py; Baxter

y col., 2008). Este programa es un script de Python sencillo que identifica posibles haplotipos cuando
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se presentan secuencias ambiguas derivadas de organismos diploides. Utiliza una base de datos con
todos los alelos DRB3 conocidos para crear una lista de todas las combinaciones heterocigéticas
posibles, utilizando los cddigos de ambigliedad de la Unién Internacional de Quimica Puray Aplicada
(IUPAC), y luego compara la secuencia obtenida experimentalmente con la lista de todas las

combinaciones posibles, identificando el haplotipo del individuo.

4- Cultivos de B. bovis cepa S2P

Los cultivos fueron provistos por Beatriz Valentini, de la Estacidon Experimental Agropecuaria de
Rafaela (EEA INTA Rafaela). La cepa S2P es una cepa patdgenay es proveniente de Salta, Argentina.
Los pardsitos se multiplicaron in vitro utilizando un método de cultivo en fase estacionaria
microaeroéfila (Levy y Ristic, 1980). Brevemente, el medio bdsico consiste en M199 (Gibco®)
suplementado con 0,1 g/| de penicilina, 0,16 g/l de estreptomicina, 2,2 g/l de NaHCO3 y 4,25 g/l de
HEPES y enriquecido con suero bovino autdlogo al 40% (v/v). El medio completo incluye 5-10 %
(v/v) de eritrocitos bovinos normales. Los cultivos se mantienen a 37 2C con 5 % de CO,.El medio
basico se reemplazé cada 24 horas (Baravalle y col., 2012).

Para realizar las expansiones de los cultivos y llegar a un porcentaje de parasitemia del 40-50%, se
partié de un cultivo in vitro de B. bovis con 48 horas de desarrollo y un porcentaje de parasitemia
del 8%, en una botella de cultivo de 225 cm2 (JetBiofil). En primer lugar, se cambié el medio de la
misma y se dividid su contenido en 2 botellas (10 ml a cada una). Se afadid por botella 10 ml de
medio basico. El procedimiento se repitié a las 24, 48 y 72 hs. A las 72 h de iniciada la expansion,
por cada botella de cultivo inicial, se obtuvieron 8 botellas con un porcentaje de eritrocitos

parasitados >50%. El proceso completo desde que se inicia una expansion insume 5 dias.

5- Cultivo de macroéfagos derivados de monocitos sanguineos

Al no existir lineas celulares de macréfagos bovinos, pusimos a punto la obtencién de cultivos
primarios de macréfagos derivados de monocitos sanguineos. Para obtener la cantidad adecuada
de células para los anélisis de espectrometria de masa (1x10® células/condicién) se realizaron
extracciones quincenales de 450 ml de sangre yugular de un bovino sano (nimero de caravana 383)
del campo experimental de INTA Castelar. El haplotipo de histocompatibilidad clase Il de este bovino
fue previamente tipificado realizando una PCR seguida de secuenciacion para el exén 2 del gen

BoLA- DRB3 con los primers descriptos en la seccién 3.2.
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Las células mononucleares de sangre periférica o “peripheral blood mononuclear cells” (PBMC) se
purificaron mediante un gradiente de Ficoll (GE Healthcare). Brevemente, tubos con Ficoll y sangre
diluida 1:3 en buffer fosfato (PBS) se centrifugaron a 400 x g por 30 min a temperatura ambiente. Al
finalizar la centrifugacion, se tomd la fase intermedia de leucocitos y se transfirié a un nuevo tubo
conteniendo 30 ml de buffer PBS. Las células se lavaron por centrifugaciéon 3 veces con 40 ml de
buffer PBS. Luego de un recuento al microscopio éptico con azul de tripan 0.4% (Sigma) utilizando
la cdmara de Neubauer (Marienfeld), se sembraron a razén de 1x10° células/ml en diferentes placas
de cultivo. Se evalud la viabilidad y adhesion de las células en distintos formatos de placas multiwell
(24, 12 y 6 wells, JetBiofil y Corning), resultando en un mayor rendimiento las placas “low binding”
de 6 wells (ultra Corning® Costar® Ultra-Low Attachment 6 Well Plate). Las mismas permiten que los
monocitos queden adheridos a la placa, mientras que el resto de los PBMC quedan en solucién y
pueden ser removidos al cambiar el medio. El medio utilizado fue RPMI (Gibco), el cual fue probado
con diferentes suplementos y la composicion final incluyd antibidtico-antimicético (10.000 pug/ml de
estreptomicina, 25 pg/ml de anfotericina B, 10.000 unidades/ml de penicilina) 10mM (Gibco),
piruvato de sodio 10mM (Gibco), soluciéon de aminoacidos no esenciales MEM10mM (Gibco).

Las células se incubaron a 37°C y 5% CO, durante 4hs. Pasado este tiempo se retiré el medio
conteniendo las células no adheridas y se cambié por el mismo medio con el agregado de suero fetal
bovinoal 5% inactivado por calor a 56°C durante 30 minutos (Internegocios S.A). Este cultivo se
mantuvo durante 6 dias para inducir la diferenciacién de los monocitos a macréfagos, reemplazando
el medio de cultivo por medio fresco completo cada 48 hs. Al séptimo dia, las células se levantaron
de la placa utilizando una solucidn de EDTA 2mM, y se realizd el recuento al microscopio dptico en
camara de Neubauer (Marienfeld) de las células tefiidas con azul de Trypan Blue 0,4% (GIBCO)
determinando el porcentaje de viabilidad. Los macréfagos se sembraron en placas de 6 wells
(JetBiofil)a razén de 2x108 células por well. Las células se incubaron 18 hs u “over night “(ON) a 37°C

y 5% CO, para que las células se adhieran a la placa (Figura 19 A).

6- Ensayos de fagocitosis

Una vez obtenido el cultivo celular de macréfagos bovinos, las células se lavaron con PBS para
eliminar restos y se co-cultivaron con un cultivo de merozoitos de B. bovis, cepa virulenta S2P, a
diferentes multiplicidades de infeccion (MOI) (2:1, 5:1, 10:1, 20:1, 30:1) durante 2 horas (Paul y col,
2013). El porcentaje de fagocitosis se evalud por conteo directo de extendidos tefidos utilizando un

microscopio éptico. Luego detranscurrido este tiempo, se adicionaron 500 ul por well de PBS para
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realizar un primer lavado y se lisaron por shock hiposmético los glébulos rojos (GR) que no fueron
fagocitados utilizando agua destilada estéril durante 20 segundos. Posteriormente se realizaron dos
lavados con PBS para eliminar los restos de agua que puedan lisar a los macréfagos en caso de
permanecer mas tiempo, y se adiciond el mismo medio de cultivo utilizado para cultivar los
macrofagos. Las células se incubaron a 37°C, 5% COy durante 16 hs para permitir el procesamiento
de antigenos y su correspondiente presentacién en el BoLAll. Al dia siguiente se cosecharon los
macréfagos en el medio de cultivo levantandolos de la placa utilizando el émbolo de una jeringa
estéril, se transfirieron a un tubo de baja adherencia a proteinas (Eppendorf protein Lo-Bind,
Eppendorf) y se centrifugd a 400g por 10 minutos para obtener el pellet celular. El co- cultivo se
realizé también con globulos rojos normales, siguiendo el mismo procedimiento, a modo de control,

para identificar los péptidos propios del bovino (Figura 19).

Figura 19: Microfotografias de ensayos de fagocitosis de eritrocitos infectados con B. bovis. Referencias: A-
cultivo de macroéfagos a partir de monocitos sanguineos B- Extendido de cultivo de Babesia bovis tefiido con
Giemsa. C- Co-cultivo de macréfagos con eritrocitos infectados- D-Detalle de macréfago fagocitando un
eritrocito (flecha). Aumento 40X. (Imagen propia).
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7-Obtencion de lisados de merozoitos de Babesia bovis

Se partié de cultivo de B. bovis cepa S2P con un porcentaje de eritrocitos infectados del 40%. Se

concentré el paquete de eritrocitos por centrifugacion a 2500 x g durante 15 min a 4 °C. El paquete

de eritrocitos se lavd dos veces con20 ml de PBS 1X (Gibco), se resuspendio al 10% de su volumen

en PBSy se determind el peso himedo del pellet en una balanza analitica. Posteriormente se agregé

1,13 ml de H,0 apirégena (Jayor) fria por gramo de peso humedo del pellet para lisar los eritrocitos,

se agitd suavemente y se dejd esta suspensidon 1 min en hielo. Luego se agregé 0,11 volumenes de

PBS 10X y el pellet se lavd dos veces por centrifugaciéncomo al inicio. Las proteinas presentes en el

lisado de merozoitos se cuantificaron utilizando el kit Micro BCA Protein Assay Reagent (Pierce),

siguiendo las especificaciones del fabricante. La suspension se esterilizé utilizando un filtro de 0.22

um (Merk Millipore) y se conservé en alicuotas a -20 °C hasta su utilizacion.

8- Infeccion de bovinos con Babesia bovis

8.1 Reacciones de PCR

Para confirmar o descartar la infeccidn por B. bovis en la sangre de los bovinos utilizados en esta

tesis se realizaron reacciones de PCR. Estas reacciones se llevaron a cabo con los oligonucledtidos

Bbo_vla_Fwy Bbo_vla_Rv detallados en la Tabla 2, dirigidos a amplificar el gen multicopia ves- 1«

(de la Fourniere y col., 2021).

Tabla 2: Oligonucledtidos utilizados para el diagndstico de B. bovis.

T A |
Nombre Secuencia (5'- 3') Tm aman'o ’de Referencia
amplicén
Bbo_vla_Fw AGGTGGTACACTACATTAGGGC de la Fourniere y
562C 157 pb
Bbo_vila_Rv TCACACCCCAGGCACATCCAGCT col., 2021

La reaccidn se realizd en 25 ul finales utilizando la siguiente mezcla y ciclado:

ADN gendémico |6ng
Primer F 0,3 mM
Primer R 0,3 mM
dNTPs 0,2 mM
Taq Pol. 0,75U
Buffer 5X 0,03 X
Agua ddcsp 15 ul

94°C 3 min

95°C 30 seg

56°C 30seg 35 ciclos
72°C 30seg

72°C 10 min
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Los fragmentos amplificados de 157 pb. correspondientes al ves- 1« fueron visualizados en un gel

de agarosa al 1%.

8.2 Determinaciéon del hematocrito

Se obtuvo sangre heparinizada de la vena yugular y con ella se cargaron tubos capilares de
microhematocrito heparinizados. Estos tubos se centrifugaron a 10 000 g durante cinco minutos en
una centrifuga ad hoc (Rolco). La posterior lectura de los valores se realizé utilizando la tabla de

referencia provista por el mismo equipo.

8.3 Infecciones con Babesia bovis

Se inocularon 5 bovinos con una dosis de 5 x 10’eritrocitos parasitados con la cepa S2Ppor bovino,
inyectados en un volumen de 3 ml por via subcutanea. A partir de la infeccion, los bovinos fueron
monitoreados semanalmente como indica el esquema de la Figura 20, midiendo su temperatura
rectal y hematocrito del dia 1 al 7, y diariamente del dia 7 al 14, dado que el pico de la enfermedad
es esperado al dia 10. Los criterios de punto final para el comienzo del tratamiento antiparasitario
se determinaron si se cumplia 1 de los siguientes criterios: disminucidn del hematocrito al 30% o
hipertemia mayor a 41 2 C durante 3 dias seguidos. Cuando fue necesario, el tratamiento se realizd
con Diminazene Aceturato 3,5%, Antipirina 18,75% en una, dos, o tres dosis, hasta que los animales
alcanzaron la temperatura y nivel de hematocrito previo a la infeccién. El procedimiento fue
aprobado (protocolo nimero 35/2021) por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de

Experimentacion del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (CICUAE-INTA).

1 vez Cada 24 hs Cada 7 dios Extraccion

DO D7 D10 D14 D21 D30

Pre inoculacion
PCR ?
5x107 tratcmiento

Figura 20: Esquema del ensayo de infeccién de bovinos.
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9- Medicion de variabilidad genética
9.1 Alineamientos de secuencias
Los alineamientos, tanto de nucledtidos como de aminoéacidos, se construyeron utilizando el

programa T-Coffee (Notredame y col., 2000), al cual puede accederse on line desde el sitio

https://tcoffee.crg.eu/.

9.2 Variabilidad genotipica

Las frecuencias alélicas y el nimero de alelos (Na) se determinaron por el método de conteo directo.
El nimero de alelos efectivo (Ne) y observado (No), asi como la heterocigosidad imparcial observada
(Ho) y esperada (He) se calcularon segun lo informado por Nei (1978) usando Genalex (Peakall y

Smouse, 2006). La riqueza alélica se estimo utilizando FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 1995).

9.3 Mediciones de coeficientes de endogamia

Las posibles desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se evaluaron para cada raza
utilizando los estadisticos FIS (Weir&Cockerham, 1984) y la prueba exacta disponible en el software

GENEPOP (Rousset, 2008).

9.4 Variabilidad nucleotidica

El nimero de sitios de segregacion (S), el nimero total de mutaciones (Eta), el nimero de haplotipos
(h), la diversidad de haplotipos (Hd), la diversidad de nucleétidos () y el nimero promedio de
diferencias de nucledtidos (k) se calcularon utilizando el programa DnaSP 5.00.02 (Librado & Rozas,

2009) disponible para descargar en http://www.ub.edu/dnasp/.

9.5 Evaluacion de desviaciones de la neutralidad

Se utilizé la prueba D de Tajima (Tajima, 1989) para testear las desviaciones de la neutralidad
(Kimura, 1983). La significacién estadistica de la D de Tajima se calculé mediante una prueba de dos

colas y las simulaciones coalescentes, implementadas en DnaSP 5.00.02 (Librado & Rozas, 2009).

9.6 Calculos de tasas de sustitucion de bases
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El nimero medio de sustituciones de nucleétidos no sindnimos (dN) y sindnimos (dS) por sitio se
calculé utilizando la férmula de Jukes-Cantor informada por Nei y Gojobori (1986) utilizando el
programa DnaSP 5.00.02. La prueba Z se utilizd para evaluar la importancia de la relacion dN/dS
utilizando el software MEGA X (Kumary col.,, 2018) disponible para descargar en

https://www.megasoftware.net/.

9.7 Analisis de distribucion de alelos

La distribucidon de alelos entre los tres grupos principales de razas se representé mediante un
diagrama de Venn aplicando el paquete R 'VennDiagram’ (R_Core_Team, 2020). Para este analisis,
se construyé una base de datos, utilizando los datos generados aqui, asi como informacién de
informes de otras razas sudamericanas (Da Mota y col., 2002; Kelly y col., 2003; Giovambattista y
col., 2013; Takeshima y col., 2018) (Tabla 5). En el caso del conjunto de datos de Kelly et al., 2002,
solo se utilizaron los alelos cuyo patron PCR-RFLP coincidia con un solo alelo en la nomenclatura

actual (Davies y col., 1997).

9.8 Anadlisis funcional del PBR

9.8.1 Calculo de porcentajes de identidad y similitud

Los porcentajes de identidad y similitud de aminodacidos se calcularon con Geneious Prime 2020.2.4
(https://www.geneious.com) utilizando una matriz de sustitucion BLOSUMG62. Los calculos se
realizaron con base en la secuencia de aminodcidos de las 31 posiciones que putativamente
constituyen el MHC-DRB PBR humano pero cuyas posiciones clave se mantienen también para los

bovinos (Suarez y col., 2006).

9.8.2 Diseiio y andlisis de logos.

Se cred un grafico de logos con la informacion de los aminoacidos presentes en las posiciones que
constituyen el PBR para cada poblacién utilizando el software WebLogo (Crooks y col., 2004). La
altura de los simbolos dentro de la pila indica la frecuencia relativa de cada aminoacido en esa
posicién para cada poblacién. Solo se consideraron en el analisis los alelos que tenian frecuencias

superiores al 5%.
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9.8.3 Calculo de coeficiente de correlacidon de Pearson y escalado métrico multidimensional.
Se utilizo el paquete R 4.0.2 (R_Core_Team, 2020) para calcular los coeficientes de correlacién de
Pearson (PCC) entre razas y realizar un escalado métrico multidimensional (MDS) sobre la matriz de

correlacion obtenida.

9.9 Andlisis AMOVA

La particién de la variacidon genética entre razas se realizd con un andlisis de varianza molecular
(AMOVA) (Excoffier y col., 1992) considerando las secuencias o los estados alélicos discretos de los
genotipos BoLA-DRB3.2. Las evaluaciones de los andlisis de secuencias se realizaron sobre la base
de diferencias por pares utilizando Arlequin 3.11 (Excoffiery col., 2005). Para estados alélicos
discretos, las distancias genéticas de Nei se utilizaron como matriz inicial para AMOVA. La
significacidn estadistica de cada componente de varianza se evalud en base a 999 permutaciones

de los datos.

9.10 Medidas de diferenciacién entre razas

9.10.1 Estructura genética

La estructura genética y la diferenciacidn entre razas se analizaron con el estadistico F de Wright
segln el método de Weir y Cockerham (Weir y Cockerham, 1984). Estos parametros y su significado

se evaluaron con FSTAT 2.9.3.2.

9.10.2 Distancia genética de Nei

La distancia genética de Nei se calculd a partir de frecuencias alélicas con GENALEX (Peakall y

Smouse, 2006).

9.10.3 Agrupamiento de razas

El analisis de agrupamiento se realizé utilizando el algoritmo UPGMA implementado en Phylip
(Felsenstein, 1989). Los arboles generados se visualizaron con Figtree (Rambaut, 2010). Para
completar el andlisis de relaciones entre razas se utilizaron las distancias genéticas de Nei para

realizar un analisis MDS utilizando R (R_Core_Team, 2020).

9.11 Analisis filogenético de alelos BoLA-DRB3

Los arboles de Maxima Verosimilitud (ML) se construyeron a partir de los alineamientos de las

secuencias de nucleétidos de BoLA-DRB3.2 como fue descripto en el punto 10.1. Antes de realizar
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los analisis de ML, se utilizé el software informatico ModelTest 2.1.9 (Posada &Crandall, 1998) para
determinar el modelo mas adecuado de evolucién molecular basado en el criterio de informacion
de Akaike. Luego de este analisis, las secuencias se analizaron bajo un modelo Jukes-Cantor con
heterogeneidad de tasa gamma y sitios invariantes. El software PAUP 4.0 (Swofford, 2003) se utilizd
para realizar el arbol de ML. Se utilizaron 1000 célculos de seudoréplicase para probar la robustez

de cada nodo.

10- Secuenciacion, ensamblado y anotacion del genoma de Babesia bovis

10.1 Extraccion y purificacion de ADN gendmico de Babesia bovis

La extraccidon de ADN se realizé a partir de 1 ml de cultivo de B. bovis cepa S2P de un 40%
deparasitemia, mediante el método de fenol- cloroformo descripto en el libro “Molecular Cloning”,
capitulo 1 (Sambrook y Rusell, 1982). En primer lugar, alicuotas de 500 ul de cultivo parasitario se
resuspendieronen 1 volumen de buffer de extraccién de ADN (Tris-Hcl 100mM pH7.5, SDS 1%, NaCl
30mM, EDTA 25mM). Se adicioné ademas proteinasa K (InbioHighway) a una concentracion final de
0,2 mg/ml y se incubd 16 hs a 56°C. Seguidamente se adiciond 1 volumen de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (en proporcion 25:24:1) y se mezcld por inversion 5 veces. Se centrifugd 5 minutos
a 14125 g en una microcentrifuga (Sigma) y se recuperd la fase acuosa. Este procedimiento se repitio
nuevamente pero sélo con cloroformo. A partir de la fase acuosa obtenida, se precipitd el ADN con
2 volimenes de etanol absoluto frio. Se centrifugd 30 minutos en las mismas condiciones, pero a
4°C. Se descarté el sobrenadante seguido de dos lavados con etanol 70%. Se dejé secar el pellet a
60°C 5 minutos y finalmente se resuspendié el ADN en 100ul de buffer TrisHCI 10mM pH 8,
incubandolo a 65°C durante 10 minutos.

El ADN extraido fue tratado con RNAsa A (Sigma) a una concentracién final de 10ug/ul a 37°C
durante 10 minutos. Se corrobord la presencia de ADN mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%. Luego el mismo fue purificado mediante el kit ADN Puriprep-S (InbioHighway)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron corridas en el equipo Fragment
Analyzer (Agilent) para corroborar su calidad y cuantificadas utilizando los equipos Nano Drop™y

Qubit Fluorometre (Thermo Fisher Scientific).

10.2 Preparacion de bibliotecas y secuenciacion
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Las bibliotecas gendmicas se construyeron utilizando el kit Nextera XT DNA Library Preparation Kit
(Hlumina) a partir de 2,5 ng del ADN gendémico puro, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, el protocolo consistié en etiquetar el ADN, es decir afiadir los adaptadores, seguido de
la amplificaciéon de las bibliotecas gendmicas por PCR. Al finalizar, las mismas debieron ser
purificadas utilizando las beads AMPure XP (Illumina). Finalmente se analizé la calidad de las lecturas
a través del equipo 2100 Bioanalyzer (Agilent) y se cuantificé utilizando Qubit Fluorometre (Thermo
Fisher Scientific).

La secuenciacion se realizd utilizando la tecnologia IlluminaMiSeq (lllumina) en la Unidad de

Gendmica del IABIMO, INTA Castelar, generando lecturas pareadas de 150pb.

10.3 Andlisis de calidad de lecturas y filtrado

El andlisis de calidad de las lecturas se realiz6 mediante el software FastQC (Andrews, 2010). Se
prosiguid con un pre-procesamiento de las mismas donde se eliminaron aquellas bases de menor
calidad fijando un umbral de calidad de Phred> 20, ademas de remover los adaptadores. Para el

filtrado de las lecturas se utilizé el programa Trimmomatic (Bolger et al., 2014).

10.4 Ensamblado

El genoma fue ensamblado de novo mediante el programa SPADES (Prjibelski et al., 2020) basados
en graficos de Bruijn. Los contigs obtenidos para cada uno de los genomas fueron alineados,
ordenados y orientados utilizando el programa ABACAS (algorithm-
basedautomaticcontiguationofassembledsequences) (Assefa et al., 2009) contra el genoma de
referencia de B. bovis cepa T2B (accesion AAXT02 del NCBI; disponible en
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/GCF_000165395.2/).

10.5 Anotacién funcional

Las pseudomoléculas obtenidas fueron procesadas utilizando el programa Companion (Steinbiss y
col.,, 2016) y con los parametros establecidos por defecto. El programa incluye funciones de
anotacién de genes estructurales y funcionales, asi como también los analisis comparativos y
visualizacidn de los resultados obtenidos. Tanto el ensamblado como la anotacién funcional del

genoma fueron hechos en colaboracion de la Dra. Natalia Pin Viso (INTA Castelar).
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11- Predicciones de péptidos T mediante bioinformatica

11.1 Analisis funcional de los alelos BoLA-DRB3

Para agrupar los alelos individualmente en cuanto a la funcionalidad del PBR, se utilizé el programa
MHC Cluster (Thomsen y col., 2013), el cual agrupa las moléculas del CMH basado en su afinidad de
unién predicha. El programa grafica estos datos en forma de arbol funcional y mapa de calor o

heatmap.

11.2 Seleccién de genes candidato para las predicciones

La seleccidn de genes se realizd a partir del genoma de B. bovis cepa S2P secuenciado en este
trabajo, con la colaboracidn del Dr. Morten Nielsen (Universidad Técnica de Dinamarca). Se partio
del total de 2794 genes anotados para esta cepa. Dado que no existe ninguna estrategia
previamente definida para seleccionar genes para predecir epitopes Ty a fin de acotar el nimero
de genes candidato sobre los cuales realizar las predicciones, disefiamos un modelo propio de
seleccidn de genes sobre los cuales se realizaron los analisis, adaptado de Gohil y col, 2013. El primer
criterio fue seleccionar genes que se expresen exclusivamente en el estadio sanguineo del parasito
y no en el estadio presente en el vector.

Teniendo en cuenta los datos de transcriptémica recientemente disponibles para la cepa T2Bo (Ueti
y col, 2020), se identificaron los genes sobreexpresados al menos 20 veces en el estadio de
merozoito. El segundo criterio fue seleccionar aquellos genes codificantes para proteinas
parasitarias con sefal de secrecidn, ya que es probable que estas proteinas se transporten al citosol
o la membrana de los glébulos rojos, desempefando papeles importantes en la mediacidn de la
patogenia de la babesiosis (Gohil y col., 2013). Para esto, se evalud la presencia de péptido sefial
mediante el software SignalP 5.0 (DTU HealthTech; Bendtsen y col., 2004) y se eligieron los genes
con el péptido sefial presente. Luego se eligieron los genes que no tuvieran dominio transmembrana
mediante el programa TMHMM 2.0 (DTU HealthTech; Krogh y col., 2004) ya que es poco probable
que las proteinas con este dominio sean transportadas mas alld de la membrana del parasito.
Finalmente, se descartaron los genes que presenten homologia con el genoma de B. taurus
utilizando BLAST (NIH; Altschul y col.,, 1990) para elegir genes especificos del parasito.
Adicionalmente, se incluyeron 3 genes que, si bien no se encontraron sobreexpresados en el estadio

sanguineo, esta reportado que se expresan en la membrana del eritrocito durante la infeccién (Gohil
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y col., 2013). El diagrama que representa los distintos criterios se encuentra resumido en la Figura

21.
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Figura 21:Esquema de seleccion de genes sobre los cuales se realizo la prediccidn de epitopes T.

11.3 Prediccidén de péptidos T a partir de los genes seleccionados

A partir de estos genes, se realizd la traduccién de la secuencia para conocer la secuencia
aminoacidica utilizando el recurso online Expasy (https://web.expasy.org/translate/) y finalmente
se realizaron predicciones de epitopes T para el alelo DRB3*001:01 mediante el servidor
NetBoLAllpan (www.cbs.dtu.dk/services/NetBolLAllpan) (Fisch y col., 2020). Se eligi6 este alelo ya
gue se encontrd en alta frecuencia en el rodeo de animales presente en el campo experimental de
INTA que luego iban a ser utilizados para la validacién. Se eligieron los péptidos con un Rank< 1% vy
se priorizaron aquellos péptidos que se unan a dos o mas alelos de los 7 alelos disponibles en este
software a partir de informacién experimental. En el caso de los péptidos que se solapan, se eligié
el de mayor puntaje de prediccidn de unidn al alelo. Los péptidos seleccionados fueron enviados a

sintetizar a la empresa Genscript.
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12- Obtencion de péptidos T por inmunopeptidémica

12.1 Estrategia general

La estrategia general consistid en obtener células presentadoras de antigeno profesionales, en el
caso de este trabajo caso macrdéfagos derivados de monocitos sanguineos, co-cultivarlas con
eritrocitos infectados con B. bovis para luego purificar los complejos MHC-péptido utilizando la
técnica de inmunoprecipitacion. El paso que siguid fue separar los péptidos de su CMH mediante
HPLC y analizarlos por espectrometria de masas. Con los espectros de masas resultantes y
comparando contra las bases de datos correspondientes, el Ultimo paso fue determinar la identidad

de los péptidos y analizarlos (Figura 22).
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Figura 22: Estrategia general de los experimentos de inmunopeptidomica realizados. A partir de macréfagos
incubados con B. bovis, se purificaron los complejos MHC- péptido por inmunoafinidad, seguido de la
separacion de los péptidos por HPLC y su identificacién por espectrometria de masas.

Para obtener las cantidades de macréfagos requeridas, es decir de al menos 1x10® macréfagos, el
procedimiento de obtencién de cultivos primarios descritos en la seccién 6 y los ensayos de
fagocitosis detallados en la seccion 7 se repitieron entre 6 y 8 veces para cada condicion (eritrocitos

infectados y eritrocitos normales).

12.2 Confirmacion de la expresidn de BoLAll

Para confirmar que los macrofagos derivados de monocitos bovinos utilizados en esta tesis expresen
el BoLAll se realizé una marcacion con un anticuerpo (Ac) especifico y analisis por citometria de
flujo. El andlisis se realizé en tres condiciones por duplicado: macréfagos solos, macréfagos
incubados con gldbulos rojos infectados con B. bovis y macréfagos + glébulos rojos sin infectar.
Como controles se incluyeron, para cada condicién, células sin marcar como control de
autofluorescencia, y células incubadas con el anticuerpo conjugado sin anticuerpo primario como

control de especificidad. El anticuerpo primario utilizado fue el anticuerpo monoclonal ILA-21 (anti
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BoLA clase Il) sin marcar hecho en ratén, gentileza del Dr. Timothy Conneley, Universidad de
Edimburgo. El anticuerpo secundario utilizado fue anti Fc de ratdn conjugado con Alexa Fldor 488
(BioRad). Las diluciones de los anticuerpos se realizaron en Buffer Staining (BS) (PBS, SFB 2%, 0,05%
azida sédica) a una concentracion final de 1Img/ml.

Para la marcacion, los macréfagos cultivados fueron levantados suavemente de su placa como se
describié en la seccién 6 y transferidos a tubos eppendorf de 1.5 ml, previamente incubados ON con
1.5 ml de SFB 1 % para mayor rendimiento, a razén de 1 x 10° células por condicién. Para ayudar a
hacer un sedimento mas compacto y deshacerse de algunas células muertas y restos celulares se
agregaron 50 ul de SFB por well. Se recogieron las células por centrifugacion a 400 g y se descartd
el sobrenadante. Se bloqued con buffer correspondiente (PBS, 10% SFB) 15 minutos a 4°C. El
sedimento celular luego se resuspendié en 25 ul de una dilucidn 1/200 de Ac. primario en BS para
cada tubo. Se incubd 15 min a 4°C. Luego de tres lavados con BS, el mismo procedimiento se realizd
con el anticuerpo secundario. Las células se lavaron nuevamente con BS y se fijaron con
formaldehido 0,2%. Posteriormente fueron analizadas en el citometro de flujo
(BectonDickinsonFACSCalibur) utilizando el software Cell Quest (BD) en colaboracién con la Dra.
Maria Jose Gravisaco, investigadora del IABIMO-INTA-CONICET. Se analizaron un total de hasta
80000 células/pocillo de las cuales solo se incluyeron las células viables para su anélisis

correspondiente. Se incluyeron controles de autofluorescencia.

12.3 Experimentos de inmunoprecipitaciéon

Para estos experimentos es especialmente relevante utilizar reactivos con alto grado de pureza, asi

como plasticos descartables de baja unién a proteinas.

12.3.1 Preparacién de las columnas para la inmunoprecipitacion

Este trabajo fue hecho en colaboracién con la Dra. Nicola Ternette y el Dr. Robert Parker en la
Universidad de Oxford, Reino Unido. Se utilizaron columnas de vidrio de 2 cm de didmetro. A 2ml
de resina proteina G Sepharosa (Cytiva) se le unid una solucién de 5 mg/ml de anticuerpo ILA-88
(anticuerpo anti-BoLAl provisto por el Dr. Tim Conneley, Universidad de Edimburgo), disuelto en
PBS. Aunque el analisis de los péptidos unidos a esta molécula no estuvo dentro de los objetivos de
esta tesis, en el laboratorio de la Dra. Ternette contaban con este anticuerpo y consideraron que

podria ser de utilidad para ensayos futuros.
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El pegado del anticuerpo ILA-88 a la resina se realizd6 mediante incubacién en movimiento durante
60 min a 49C. Por otra parte, una columna de cromatografia de vidrio y vacia se pre-lavé con acido
acético 10% para remover sustancias poliméricas. A esta columna, se empacé la soluciéon de
proteina G Sepharosa unida al anticuerpo y seguidamente se lavé con buffer borato (0.1 M acido
bdrico, 0.1 M KCl) para remover las aminas libres en la columna. Se equilibré la misma con
trietanolamina 0.2M, pH 8.2 para remover las aminas y equilibrar la columna. Se agregaron 10
volimenes de columna (VC) de solucion crosslink (40 mM Dimethylpimelimidato en 0.2 M
Triethanolamina) y se incubd 60 min a temperatura ambiente. Se agregaron 10 VC de solucion de
Tris 0.2 M, pH8 y luego 10 VCde buffer citrato 0.1 M, pH3.0 para eluir los restos de anticuerpo que
no hayan quedado unidos. Luego se neutralizé la columna agregando 10 VC de PBS pH 8 . El mismo

procedimiento se realizd en otra columna, en este caso con el anticuerpo ILA-21 (anti BoLAll).

12.3.2 Inmunoprecipitacion del complejo BoLA-péptido

Se utilizaron 5 ml de buffer de lisis (1% IGEPAL, 300 mMNaCl, 100 mM Tris pH 8.0, agua ultrapura,
complete Mini InhibitorCocktail (Roche), 1 tableta cada 10 ml de buffer de lisis) por cada 1x10%
células, se homogeneizd y se ajustd el volumen a 10 ml con PBS. Se incubd lentamente durante 45
min en rotacién y en frio. Luego el lisado se centrifugd 10 minutos a 500g a 4°C. El sobrenadante se
transfirid a tubos eppendorf protein low binding y se centrifugd a >15000xg at 4°C durante 45 min.
Posteriormente, el lisado se pasd por la columna a un flujo maximo de 1.5 ml/min. Luego se
realizaron 4 lavados para remover el material no unido. Para esto se lavo la columna 4 veces con 10
VC de cada buffer de lavado 1 a 4 (Buffer de lavado: 1 0.005% IGEPAL, 50 mM Tris pH 8.0, 150
mMNacCl, 5 mM EDTA; buffer de lavado 2: 50 mMTris, 150 mMNaCl; buffer de lavado 3: 50 mMTris,
450 mMNacCl; buffer de lavado 4: 50 mMTris). Los complejos BoLA-péptido se eluyeron con 5 VC de
acido acético 10% en tubos eppendorf low binding. Posteriormente, este eluido se pasé por la otra
columna de inmunoprecipitacion unida al anticuerpo ILA- 21 para purificar los complejos CMH-
péptido clase Il. Se realizé el mismo procedimiento descrito anteriormente y una vez eluidos los
complejos BoLA-péptido, se procedié a separar los péptidos mediante HPLC de fase reversa,
utilizando los tips C18 spin tips (Agilent) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los péptidos
obtenidos se secaron en una centrifuga de vacio. Los pellets se guardaron a -80°C hasta su analisis

en el espectrometro de masas.
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12.3.3 Purificacion de los péptidos por HPLCy analisis por espectrometria de masas

Las muestras fueron resuspendidas en 20ul de acido férmico al 0.1% y analizadas en el equipo
Ultimate 3000 nano UPLC system (Lumos) unido a dos espectrémetros de masas: el equipo
OrbitrapFusion™ Lumos™ Tribrid™ MassSpectrometer (Lumos) (ThermoScientific) y el equipo
TimsTof SCP (Bruker). Una vez cargadas las muestras, se ejecutd un gradiente optimizado como se

describe en el manual de cada equipo.

12.3.4 Identificacion de péptidos

Los analisis de los espectros obtenidos se realizaron utilizando el software Peaks Studio 10.0
(Bioinformatics Solutions Inc.) contra la base de datos de proteinas de Bos taurus (NUmero de
acceso: GCF_002263795.2), la de B. Bovis cepa T2B y una lista de contaminantes estandar. La tasa
de descubrimientos falsos (false Discovery rate o FDR) se establecid a 1%. El andlisis posterior y las
visualizaciones de datos de las identificaciones de Peaks Studio se realizaron en R utilizando

paquetes asociados.

12.3.5 Generacién de motivos de unidn de los alelos BoLAll

A partir del listado de péptidos totales obtenido en el analisis anterior (ambas condiciones) y
analizando que aminoacidos y con qué frecuencia aparecen, se generaron dos motivos de unién
diferentes correspondientes a los dos alelos del BoLA a partir del cual se generaron los cultivos de
macréfagos. Este analisis lo realizd el Dr. Morten Nielsen utilizando el programa GibbsCluster

(Andreatta y col., 2017).

12.3.6 Identificacién de péptidos T especificos de Babesia bovis

Para la identificacion de péptidos exclusivos de B. bovis, se procedié a realizar un filtrado utilizando
un paquete especifico de R. Se tuvo especial cuidado en eliminarlos péptidos también encontrados
en la condicién control (péptidos propios bovinos), péptidos con mutaciones Isoleucina/Leucina
comparado con el proteoma bovino (estos aminoacidos pueden ser intercambiados por error al
hacer el andlisis de los espectros) y eliminando los péptidos con un largo menor a 12 aa. El préximo
paso que se realizd con estos péptidos obtenidos luego del filtrado fue predecir
bioinformaticamente su unidn a los dos motivos de unién del BoLAll descriptos en la seccion 13.1.6.
A cada péptido se le asignd un score maximo de unidn los dos motivos de unién. Los péptidos con
alto score de unién son identificados como epitopes T de B. bovis, porque esto indica que fueron

verdaderamente presentados por el BoLAll, y no son contaminantes inespecificos.
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Los péptidos identificados como provenientes de B. bovis que se solapan fueron agrupados con la
herramienta disponible en la pdgina web del I|EDB Epitople Clustering Results
(http://tools.iedb.org/cluster/) version 2.0 seleccionado un 100% de cutoff, con el objetivo de
generar péptidos consenso. Esto es porque se conoce que los péptidos que son parte de un cluster
tienen una mayor probabilidad de ser verdaderos ligandos del CMH. El esquema de todo el proceso

se resume en la Figura 23.
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Figura 23:Esquema que resume el procedimiento realizado para identificar los epitopes T de Babesia bovis.

12.3.7 Analisis de las proteinas identificadas

Se realizé un analisis informatico y bibliografico de las proteinas cuyos péptidos fueron encontrados
durante los andlisis por espectrometria de masas. Se realizé una busqueda bibliografica de cada
proteina en Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). Las proteinas fueron asociadas a
Términos GO (Ontologia Genética) utilizando el programa online Gene Ontology Resource
(http://geneontology.org). En la Ontologia Genética, los genes se asignan a un conjunto de
contenedores predefinidos seglin sus caracteristicas funcionales, ya sean componentes celulares,
procesos bioldgicos o segun su funcién molecular. Los resultados fueron visualizados utilizando la
herramienta online REVIGO (http://http://revigo.irb.hr), el cual reduce y analiza los resultados de

los términos GO.
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13-Validacion experimental de péptidos T

Dado que la babesiosis no se encuentra presente en la regién (Buenos Aires) al no ser un ambiente
propicio para el vector, y que es necesario contar con bovinos infectados para poder realizar la
validacién, resultd necesario infectar con B. bovis 5 bovinos del campo experimental de INTA. El
procedimiento utilizado para esta infeccién se detalla en la seccién 8.3. Los péptidos sintetizados
fueron resuspendidos a 10 mg/ml en agua o dimetilsulféxido (DMSO) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

13.1 ELISA

La secrecion de IFN-y por parte de células PBMC presentes en sangre entera heparinizada fue
estudiada por ELISA utilizando el kit comercial BOVIGAM, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se utilizaron 5 bovinos previamente infectados con B. bovis y un bovino no infectado a modo de
control. Para realizar el ELISA se partid de la incubacion de 250 ul de sangre con 35 ul de estimulo
correspodiente. Se incubd ON a 37 °C, 5%CO,. Al dia siguiente, las placas fueron centrifugadas a 500
g durante 30 min., y el plasma fue separado y guardado a -20 °C hasta su uso. Los controles utilizados
fueron RPMI y un péptido no relacionado (10 ug/ml) como controles negativos, concanavalina A
(con A) como control positivo inespecifico (5 ug/ml) y lisado de merozoitos (10ug/ml) de B. bovis
como control positivo especifico. Los estimulos utilizados fueron pooles de péptidos generados al
azar de 10 péptidos cada uno (1.5 ug/ml c/u; 15 ug/ml finales), o péptidos individuales (15 ug/ml).
Una vez finalizado el ensayo se leyd la absorbancia a 620 y 450 nm en un espectrofotémetro
(Multiskan, Labsystems). Las absorbancias fueron restadas como indica el kit para obtener el valor

final considerado como el resultado del ensayo.

13.2 Citometria de flujo

Para la determinacién de linfocitos CD4+ productores de IFN-y en presencia de los péptidos
sintetizados, se purificaron PBMCs a partir de los bovinos infectados previamente con B. bovis
siguiendo el protocolo mencionado en la seccidn 5. Los mismos se incubaron, junto con los estimulos
o controles, a razén de 5 x 10° células/pocillo en placas de 96 pocillos fondo en “U” durante 96 hs
en medio RPMI (Gibco) suplementado con antibidtico-antimicético (Estreptomicina, anfotericina B,
penicilina) (Gibco) y 10% de suero fetal bovino (Gibco) 10mM. Los estimulos consistieron en pooles

de 10 péptidos a una concentracion de 1.5 ug/ul cada uno, o péptidos individuales a una
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concentracién de 15 ug/ul. Se utilizé concanavalina A a una concentracion final de 5 ug/ml como
control positivo inespecifico, lisado de merozoitos de B. bovis 10 ug/ul como control positivo
especifico y medio RPMI como control negativo. Durante las ultimas 4 horas de incubacién se
adiciond 5 uM del reactivo Monensina (Sigma) a cada pocillo. La Monensina bloquea el transporte
del reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi, frenando el transito de proteinas de secrecion lo
cual facilita la acumulacidn intracitoplasmatica de las citoquinas. A continuacion, se centrifugo la
placaa 163 x g durante 5 min a 4 °C, se descarté el sobrenadante y se unificaron las células juntando
12 pocillos por cada condicién, para partir de un total de 6x10° células por condicidn. Estas células
se resuspndieron en 180 ul de buffer staining (BS: PBS 1X, SFB 5% y NaNs 0,1%). Posteriormente se
realizé otra centrifugacién vy el pellet se resuspendié en 50 pl de BS con las diluciones de anticuerpo
anti-raton CD4FITC™ (clon CC8) dirigido a la molécula CD4 ubicada en la superficie celular, a
diferentes concentraciones, seleccionando luego de la puesta a punto una concentracién de 0,12
ug/pocillo. Luego de incubar 30 min a 4 °C en oscuridad, se lavaron las células por centrifugacién
dos veces con BS y se permeabilizaron con formaldehido 1% durante 20 min a 4 °C. Las células se
lavaron luego dos veces con 180 pl de BS. Posteriormente, se resuspendieron en 180 ul de buffer
de permeabilizacion (BP: BS y saponina 0,5% preparado en el momento) y se incubd durante 15 min
a4 °Cen oscuridad. Luego se realizd un lavado con BP, las células se resuspendieron en 50 ul de la
dilucion de anticuerpo anti-bovinolFNy-Alexafluor 647 (clon CC302) a una concentracion de 0,12
ug/pocillo en BP y se incubd 30 min a 4 °C en oscuridad. Finalmente, se lavaron las células dos veces,
el primer lavado en BS y el segundo con BP. Se repitieron los pasos de fijacidn, pero esta vez con
formaldehido 0,1%. Al dia siguiente las células se resuspendieron en 180 ul de PBS 1Xy fueron
transferidas a tubos para citometria de flujo (Corning) para finalmente ser analizadas en el citdmetro
FACSCalibur usando el software CellQuest (BD). Se analizaron un total de hasta 100.000
células/pocillo de las cuales solo se incluyeron las células viables para su analisis correspondiente.

Se incluyeron controles de autofluorescencia.
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RESULTADOS

1- Identificacidn y caracterizacion los alelos del gen DRB3.2 de alta frecuencia en las razas
de bovinos presentes en el NOA y NEA

1.1-Distribucion de alelos BoLA-DRB3.2 entre razas

En un patdgeno dado, la identificacion racional de epitopes T para ser incluidos en vacunas de nueva
generacion requiere tener en cuenta las caracteristicas genéticas del hospedador, ya que, en el caso
del hospedador bovino, diferentes alelos del BoLA presentardn diferentes péptidos a los linfocitos
T CD4+. En este sentido, el primer paso para poder predecir epitopes T de Babesia bovis por
bioinformatica y también para identificar este tipo de epitopes por inmunoprotedmica, es estudiar
la diversidad del gen BoLA-DRB3.2 en una muestra determinada que resulte de interés al estudio en
cuestidon. Como esta diversidad es muy amplia, en este trabajo acotamos el estudio a las razas de
bovinos de origen indico (cebuinos) o cruzas mas utilizadas en la actividad ganadera del NOA y NEA,
zona donde la babesiosis bovina es enzodtica y donde este tipo bovino es elegido por su adaptacion
al clima calido de la regidn, asi como por su resistencia natural a ciertas enfermedades y artrépodos.
Ademas, incluimos en el estudio a la raza Criollo como outgroup, ya que al ser del tipo europeo

(taurino) se espera que sus caracteristicas genéticas difieran notablemente.

Con este propdsito se realizd el analisis de la secuencia de ADN del gen BolA-DRB3.2 de 264
muestras previamente genotipadas segun lo descripto en la seccién 9.4 de M y M. A partir del
analisis de estas secuencias se identificaron 61 alelos los cuales estaban previamente reportados y
depositados en la base de datos EMBL del Instituto Europeo de Bioinformatica
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/) (Tabla suplementaria A), sin encontrarse nuevas variantes
alélicas (Tabla 3). Al desglosar el analisis segln el tipo bovino, de estos 61 alelos, 5 estan presentes
solo en B. taurus, 4 estdn presentes exclusivamente en B. indicus y 22 estdn presentes
exclusivamente en razas mixtas. Solo nueve alelos se comparten entre los tres tipos principales de
bovinos. Mientras tanto, los 21 alelos restantes se comparten entre al menos dos razas (Figura 24

a).
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Tabla 3: Frecuencias del gen BoLA-DRB3.2 en razas indicas y Criollo del norte argentino. Las frecuencias mas
altas (consideradas> al 5%) estan sefialadas en negrita.

AleloDRB3.2 | Criollo (N=59) | Nelore (N=30) | Brahman(N=36) | Braford(N=69) ?‘ﬁ:f(;‘)s Referencia
BoLA-DRB3*001:01 0,203 0.022 0.171 | Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*002:01 0,017 0,014 0,164 | Takeshima y col., 2009
BoLA-DRB3*003:01 0,008 0,007 Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*005:01 0,068 0,014 0,022 0,007 | Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*005:02 0,008 Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*005:04 0,007 Takeshimay col., 2011
BoLA-DRB3*007:01 0,008 0,042 0,014 0,007 | Takeshima y col., 2009
BoLA-DRB3*008:01 0,036 0,029 | Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*009:01 0,021 0,021 | Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*009:02 0,008 0,014 0,014 0,007 | Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*010:01 0,007 | Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*010:02 0,094 0,007 | Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*011:01 0,051 0,007 0,021 | Takeshima y col., 2009
BoLA-DRB3*011:03 0,017 0,007 Maillard y col., 1999
BoLA-DRB3*012:01 0,034 0,017 0,194 0,065 Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*013:01 0,025 0,014 Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*014:01:01 0,014 0,021 | Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*014:02 0,007 | De y Singh, 2006
BoLA-DRB3*015:01 0,017 0,051 0,043 | Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*015:02 0,007 Xu Ay col., 1993
BoLA-DRB3*016:01 0,033 0,051 Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*016:02 0,007 | Mikko y col., 1997
BoLA-DRB3*017:01 0,014 | Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*017:03 0,021 | Maillard y col., 1999
BoLA-DRB3*018:01 0,11 0,017 0,043 0,029 | Takeshima y col., 2009
BoLA-DRB3*019:01 0,014 Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*019:02 0,007 | Takeshima y col., 2011
BolLA-DRB3*020:01:02 0,042 0,042 0,007 Gelhaus y col., 1995
BoLA-DRB3*020:03 0,059 Maillard y col., 1999
BoLA-DRB3*021:01 0,042 Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*022:01 0,083 0,069 0,022 Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*023:01 0,085 Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*024:03 0,007
BoLA-DRB3*026:01 0,008 Mikko y Anderson, 1995
BoLA-DRB3*027:03 0,043 0,007 | Takeshima y col., 2009
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BoLA-DRB3*027:04 0,014 | Gelhaus y col., 1995
BoLA-DRB3*027:05 0,028 Maillard y col.,1999
BoLA-DRB3*027:07 0,022 0,021 | Maillard y col.,1999
BoLA-DRB3*027:10 0,021 | Takeshimay col., 2003
BoLA-DRB3*028:01 0,076 0,1 0,065 Gelhaus y col., 1995
BoLA-DRB3*028:02 0,007 Takeshimay col., 2011
BoLA-DRB3*029:01 0,025 0,017 Gelhaus y col., 1995
BoLA-DRB3*030:01 0,1 0,375 0,087 0,121 | Gelhaus y col., 1995
BoLA-DRB3*030:21 0,017 0,021 | Takeshima y col., 2009
BoLA-DRB3*030:22 0,014 De y Singh, 2006
BoLA-DRB3*031:01 0,042 0,014 0,014 | Takeshima y col., 2009
BoLA-DRB3*032:01 0,017 0,036 0,05 | Takeshimay col., 2001
BoLA-DRB3*032:02 0,116 0,028 0,007 | Takeshimay col., 2011
BoLA-DRB3*032:03 0,007 | Maillard y col., 1999
BoLA-DRB3*033:01 0,022 0,043 | Sitte y col., 1995
BoLA-DRB3*034:01 0,014 0,014 Takeshima y col., 2009
BoLA-DRB3*035:01 0,017 0,183 0,014 0,007 0,007 | Maillard y col., 1999
BoLA-DRB3*036:01 0,034 0,233 0,042 0,065 0,043 | Maillard y col., 1999
BoLA-DRB3*037:01 0,017 Takeshima y col., 2001
BoLA-DRB3*039:01 0,014

BoLA-DRB3*042:01 0,028 0,029 0,007 | Maillard y col., 1999
BoLA-DRB3*043:01 0,007 Maillard y col., 1999
BoLA-DRB3*044:01 0,034 0,014 Maillard y col., 1999
BoLA-DRB3*048:01 0,017 0,007 | De y Singh, 2006
BoLA-DRB3*048:02 0,014 Takeshimay col., 2011
BoLA-DRB3*057:02 0,033 0,014 0,007 | Das y col., 2012

N° de alelos 23 15 18 37 34

N° de alelos

frecuentes 7 6 3 / 4

*NuUmero de alelos totales: 61.

El analisis de los datos muestré que la identidad de los alelos presentes en alta frecuencia

(considerada > al 5%) varia segun la raza. Las razas Criollo y Braford tienen el mayor nimero de

alelos por encima del umbral del 5 % (n=7 cada una), seguidos de Nelore (n=6), Brangus (n=4) y

Brahman (n=3). Por su parte, el alelo*030:01 es el Unico alelo de alta frecuencia que comparten

todas las razas indicas, y las cruzas, en alta frecuencia (Tabla 3). Los alelos *035:01 y *036:01

resultaron los Unicos compartidos por todas las razas. Todas las razas presentaron alelos exclusivos

tal como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4: Alelos exclusivos en las diferentes razas bovinas analizadas.

Raza Alelo Frecuencia

Criollo 005:02 0,008
Criollo 020:03 0,059
Criollo 021:01 0,042
Criollo 023:01 0,085
Criollo 026:01 0,008
Nelore 037:01 0,017
Brahman 019:01 0,014
Brahman 027:05 0,028
Brahman 030:22 0,014
Brahman 039:01 0,014
Braford 005:04 0,007
Braford 015:02 0,007
Braford 024:03 0,007
Braford 028:02 0,007
Braford 043:01 0,007
Braford 048:02 0,014
Brangus 010:01 0,007
Brangus 014:02 0,007
Brangus 016:02 0,007
Brangus 017:01 0,014
Brangus 017:03 0,021
Brangus 019:02 0,007
Brangus 027:04 0,014
Brangus 027:10 0,021
Brangus 032:03 0,007

Con el objetivo de poner en contexto nuestros resultados con los resultados de otros autores que

estudiaron razas similares en Latinoamérica, y asi poder analizar la distribucidn alélica de este gen

de manera mas global, se construyd un diagrama de Venn utilizando un conjunto de datos mas

grande obtenido de la literatura que consta de 70 alelos de diez razas bovinas provenientes de

Sudamérica agrupadas en tres tipos principales (taurino, cebuino y razas mixtas). La informacién

mas detallada sobre estas razas se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5: Informacion sobre las razas sudamericanas incluidas en este estudio.

Raza Tipo Pais de muestreo [ Referencias

Nelore x Brahman mixta Peru Takeshimay col.,2018
Nelore Bos indicus Bolivia Takeshimay col.,2018

Gir Bos indicus Bolivia Takeshimay col.,, 2018
Harton del valle Bos taurus Colombia Giovambatista y col., 2013
Yacumefio Bos taurus Bolivia Giovambatista y col., 2013
Gir Bos indicus Brasil da Mota y col.,2002
Criollo Bos taurus Uruguay Kelly y col.,2002

Nelore Bos indicus Argentina Este trabajo

Brahman Bos indicus Argentina Este trabajo

Criollo Bos taurus Argentina Este trabajo

Braford mixta Argentina Este trabajo

Brangus mixta Argentina Este trabajo

El analisis de distribucion de los 70 alelos totales en las 12 razas de este andlisis ampliado (Figura 24

B) muestrd que 26 alelos (37,1 %) son compartidos por los tres tipos bovinos, mientras que siete

alelos (10 %) estan presentes exclusivamente en tipo taurino, tres (4,3 %) en el tipo indico y siete

(10 %) en el tipo mixto. Este andlisis ampliado muestra que los alelos exclusivos del tipo mixto

disminuyen en comparacién con nuestros propios datos sobre bovinos del norte de Argentina.

Bos taurus

-----
r

tipo mixto

Bos indicus

--------

Bos taurus

e

tipo mixto

Figura 24:Diagramas de Venn que muestran la distribucidn del alelo BoLA-DRB3 entre las razas de ganado
segln su tipo principal: razas taurinas, cebuinas y mixtas. A: datos reportados en este trabajo. B: analisis

ampliado.
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1.2-Diversidad genética del gen BoLA-DRB3

La diversidad genética se puede evaluar utilizando pruebas estadisticas que miden la cantidad de
alelos por poblacién, y relativizado al tamafio de la muestra, la heterocigocidad y coeficientes de
endogamia, entre otros. En nuestro caso esta diversidad se evalué teniendo en cuenta diferentes
pardmetros (Tabla 6) segun lo descripto en la secciéon 9.4 de M y M. Para el nimero de alelos, el Na
vario de 15 en Criollo a 37 en Braford. Cabe destacar que en todas las razas se observé que el Ne es
menor que la riqueza alélica. Para la heterocigosis, los valores de He oscilaron entre 0,806 en
Brahman y 0,953 en Braford, mientras que los valores de Ho oscilaron entre 0,643 en Brangus y
0,855 en Braford. En general, se observd que Braford es la raza mas diversa, demostrado por el

numero de alelos, la heterocigosidad y la riqueza alélica.

Tabla 6: Medidas de variabilidad genética.

N Na Ne Ho He uHe Fis Riqueza alélica
Criollo 59 23 11,488 0,814 0,913 0,921 0,117* 19,113
Nelore 30 15 7,531 0,733 0,867 0,882 0,170* 15,000
Brahman 36 18 5,153 0,694 0,806 0,817 0,152* 16,574
Braford 69 37 21,350 0,855 0,953 0,960 0,110 27,108
Brangus 70 34 11,681 0,643 0,914 0,921 0,303* 22,990

Referencias: numero de individuos (N), nimero de alelos (Na), nimero efectivo de alelos (Ne),
heterocigosidad observada (Ho), esperada (He) y esperada sin sesgo (uHe), equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) medido usando Fis, *valores significativos con P<0,05.

La diversidad de BoLA-DRB3.2 también se examiné a nivel de nucleétidos usando siete indices que
determinan el grado de polimorfismo dentro de una poblacién (Tabla 7). El valor de rt varié de 0,074
en Nelore y Criollo a 0,082 en Braford. Los valores de Ho fueron menores que los de la He, indicando
menos variabilidad que la esperada. El nimero S de sitios segregantes varié de 56 en Nelore y
Brahman a 65 en Braford, mientras que el nimero de mutaciones Eta varié de 67 en Nelore a 82 en
Braford. Todas las razas presentan mas mutaciones que sitios segregantes; lo que demuestra que
hay posiciones nucleotidicas que no se ajustan al modelo de sitio infinito, indicando que no todos
los alelos provienen de un descendiente en comun. Por su parte, el nUmero promedio de diferencias

de nucledtidos (k) es menor en razas puras que en razas mixtas, como era de esperar debido a su
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naturaleza mixta. La prueba D de Tajima no mostrd desviaciones de las expectativas neutrales, lo
que indica que las secuencias de ADN evolucionaron aleatoriamente.

Ademas, se calculd el nimero de variaciones no sindnimas (dN) y sindnimas (dS) para cada raza
(Tabla 7). Los valores de dN van desde 0,096 en Nelore y Brahman hasta 0,104 en Braford, mientras
que los valores de dS van desde 0,024 en Nelore hasta 0,037 en Brahman. En todas las poblaciones
se encontrd una relacién dN/dS significativa (>1) indicando que la seleccién natural favorecié la
fijacion de cambios aminoacidicos. Como es esperable, la relacién entre dN y dS fue mas

pronunciada cuando solo se consideraron los codones del PBR.

Tabla 7: Diversidad genética a nivel nucledtidos.

N S Eta h Hd n k D de Tajima Total PBR

dN ds dN ds
Criollo 59 58 74 10 0,786 0,074 | 17,419 1,114 0,100 0,036*|0,217 |0,082*
Nelore 30 56 67 15 0,882 0,074 | 17,356 0,701] 0,096| 0,024*(0,197 |0,051*
Brahman 36 56 68 10 0,817 0,076 | 17,924 0,930| 0,096| 0,037*|0,198 |0,072*
Braford 69 65 82 37 0,960 0,082 | 19,184 0,908 | 0,104 0,035*|0,228 |0,071*
Brangus 70 62 76 33 0,918 0,078 | 18,108 0,989| 0,097| 0,035*(0,196 |0,071*

Referencias: numero de individuos (N), nimero de sitios segregantes (S), nUmero de mutaciones (Eta),
numero de haplotipos (h), diversidad de haplotipos (Hd), diversidad de nucledtidos (m), nimero medio de
diferencias por pares (k), prueba de neutralidad D de Tajima, numero medio de sustituciones de nucledtidos
no sinénimos (dN) y sindnimos (dS) por sitio en la secuencia completa de BoLA (total) y en el sitio de unién del
péptido (PBR). Los asteriscos indican una relacion estadisticamente significativa diferente de 1 dN/dS.

1.3-Analisis de similitud de PBR

Ademas de la diversidad genética, es importante evaluar el impacto de esta a nivel aminodcidos. Las
posiciones de los mismos que forman el PBR son cruciales para definir el contexto estructural en el
cual un péptido podra ser presentado o no por un determinado BolLA. Para evaluar la diversidad
aminoacidica entre razas, en primer lugar, evaluamos la identidad y similitud de los aminoacidos
correspondientes a las posiciones del PBR para todos los alelos identificados (Tabla 8). Como
resultado de los andlisis de identidad observamos que mayoria de los alelos (59/61) poseen una
secuencia de aminodcidos Unica para su PBR. En cuanto a la similitud entre ellos, Brahman y Brangus

tuvieron los porcentajes mas altos (80,8%), lo que indica una baja diversidad en estas razas mixtas.
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Por el contrario, Braford tuvo el porcentaje de similitud de aminoacidos mas bajo (74,7 %) y es la
raza mas diversa a nivel de PBR. Este hallazgo es consistente con los resultados de diversidad de

nucledtidos descripto en la seccién 2.

Tabla 8: Analisis de identidad y similitud en la secuencia de aminoacidos de BoLA- DRB3.2 completo y en el
PBR para cada raza

Raza Total PBR
identidad (%) similitud (%) identidad (%) similitud (%)

Criollo 85,1 86,8 68,8 77
Nelore 85,7 86,3 71,6 78,8
Brahman 86 86 72,5 80,8
Braford 83,5 87,3 66,5 74,7
Brangus 85 87,7 72,5 80,8

Otra forma de evaluar la diversidad del PBR a nivel funcional es mediante el andlisis de correlacién
de Pearson (PCC) y su posterior grafico MDS comparando entre razas. Los resultados de ambos
analisis indican que todas razas tuvieron una diversidad funcional similar, excepto Braford, la cual
es la raza mas diversa a nivel de PBR en comparacidn con todas las razas analizadas (Tabla 9 y Figura
25). Estos resultados son consistentes con los analisis de identidad y similitud previos que

mostraban que Braford es la raza con mayor diversidad.

Tabla 9: Correlacidn de Pearson entre razas.

Criollo Nelore Brahman Braford Brangus
Criollo 0,000 0,076 0,117 0,036 0,034
Nelore 1,505 0,000 0,091 0,040 0,070
Brahman |2,355 0,854 0,000 0,058 0,081
Braford 0,887 0,596 0,483 0,000 0,029
Brangus 0,566 1,305 0,897 0,631 0,000
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Figura 25: MDS basado en la variabilidad del PBR entre razas.

Para una mejor visualizacién de la variabilidad de aminoacidos en cada posicidon que conforma el
PBR, se pueden utilizar gréficos de logo, donde se puede observar en la posicidon de cada aminoacido
presente en el bolsillo cudles son los aminoacidos presentes y su frecuencia. El analisis realizado con
los alelos mas frecuentes en cada raza mostrd que los logos son notablemente parecidos entre las
5 razas (Figura 26). Las posiciones mas conservadas fueron la 82 y 83 del bolsillo 1, las 14, 15, 26.,
28,40, 72 y 73 del bolsillo 4, la 29 del bolsillo 6, la 64 del bolsillo 7 y las 38 y 61 del bolsillo 9. Por su
parte, las posiciones mads variables fueron la 11, 13, 37, 70, 71 y 74. En las posiciones 81 y 85 del
bolsillo 1, 78 del bolsillo 4, 12 y 30 del bolsillo 6, y 47 y 9 del bolsillo 9 (Figura 26) podemos encontrar
2 aminodcidos posibles para cada posicion, en todos casos estos aminoacidos son similares en
cuanto a sus caracteristicas quimicas. Los 2 aminodacidos probables en la posicidn 81 son aromaticos,
los de la posicidn 85 son pequefios, en la posicién 78 son no polares, los de las posiciones 9y 12 son

polares y en las posiciones 30 y 47 son aromaticos.
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Figura 26:Logos del PBR. Referencias: * posiciones con 2 aminodcidos posibles.

Para estudiar la diversidad funcional de los alelos a nivel individual, utilizamos como set de datos
aquellos alelos mas frecuentes (> 5%) en el NOA y NEA, y analizamos su especificidad de unién a
péptidos predicha por el algoritmo MHC Cluster (Thomsem y col., 2013). Este algoritmo estima la
similitud entre las moléculas del MHC a partir de la afinidad de unidn de cada una de ellas a un set
de péptidos predefinidos. Como resultado arroja un arbol funcional donde se muestran grupos de
alelos que podrian unir péptidos similares en cuanto a su composicién aminoacidica y un heatmap
que grafica la similitud entre cada una de las moléculas del MHC individualmente.

Como resultado (Figura 27 A, centro), encontramos que en el arbol funcional se pueden distinguir 3
grandes grupos con diferente similitud de unidn a péptidos (las tres ramas que se distinguen desde
el centro del arbol). Otra manera de visualizar en mas en detalle la similitud funcional entre los
diferentes alelos es el uso de mapas de calor o heatmaps (Figura 27 B), en el cual el color rojo indica

mayor similitud funcional mientras que el amarillo, menor.
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Figura 27:Andlisis de funcionalidad de alelos BoLA- DRB3 mds prevalentes en el NOA y NEA. A: arbol funcional.

B: heatmap.
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El analisis de heatmap, ademds de mostrar la similitud entre las moléculas a nivel individual, nos
permitié determinar la existencia de 3 grupos funcionales de la misma manera que lo hace que el
arbol funcional, lo que se puede observar en los 3 cuadrantes bien diferenciados (cuadrantes 1, 2 y
3 (el cuadrante 1y 4 son iguales) (Figura 27 B).

Si bien el andlisis de la secuencia de aminodcidos del PBR de la seccién 5 de resultados mostré que
estos son similares entre razas, los analisis de funcionalidad resultan mas informativos a la hora de

distinguir grupos funcionales con similitud de afinidades de unién a péptidos.

1.4-Frecuencias genotipicas de los alelos BoLA-DRB3 y estructuracién poblacional

El analisis del equilibrio de HWE permite determinar si una poblacién evoluciona, o si por el
contrario sus frecuencias alélicas permanecen contantes. En nuestro caso realizamos un analisis de
posibles desviaciones de HWE mediante el calculo de indices Fis para cada raza. Las razas Criollo,
Nelore, Brahman y Brangus exhibieron un exceso significativo de homocigotas, mientras que,
aunque el Fis para Braford también es mayor que cero, el mismo no resulté significativo (Tabla 6).
Para evaluar el grado de diferenciacion genética entre las cinco razas estudiadas se utilizé el indice
Fst. Este indice revela diferencias significativas entre todas las razas de ganado (Fst=0,052, P<0,001).
Ademas, también se observan valores significativos de diferenciaciéon entre razas para todas las
comparaciones por pares (P<0,001) con valores desde 0,029 entre Braford y Brangus hasta 0,117
entre Brahman y Criollo (Figura 28 A). Estos resultados demuestran que, aunque relativamente baja
en la mayoria de los casos, existe una diferenciacién genética significativa entre todas las razas.
Otra manera de determinar los niveles de diferenciacion genética entre razas es mediante AMOVA,
el cual mide la varianza molecular y permite compararla en diferentes grupos. Los resultados
revelaron que el porcentaje de variacion entre razas fue del 5,60 % cuando los alelos se codificaron
como estados discretos y del 4,50 % cuando se incluyd la divergencia de secuencia en el analisis

(P<0,001).

1.5-Relaciones poblacionales basadas en frecuencias de alelos BoLA-DRB3.2

La relacidn genética entre las razas se determind mediante el estudio de las distancias genéticas
entre razas utilizando coeficientes de Wright (F<) y las distancias genéticas de Nei (Figura 28), los
cuales miden el grado de diferenciacion genética entre razas. Los valores de Fientre razas y el arbol

UPGMA, el cual agrupa las razas de acuerdo con las distancias de Nei, mostraron que, de acuerdo
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con lo esperado, la distancia genética entre el tipo taurino y cebuino es amplia (Figura 28 Ay B).
Esto coincide con sus origenes histéricos y geograficos. Otra forma de simplificar las variantes y
visualizar las distancias es el MDS (Figura 28 C). Las dos primeras coordenadas explican
acumulativamente el 98,07 % de la variabilidad de los datos. La primera coordenada explica el
77,30% de la varianza total y mostrd un patrdn bien claro de diferenciacién entre la raza criollo (tipo
Bos taurus) y las demas razas. Por su parte, la raza Brahman (tipo Bos indicus) se encuentrd en el
extremo opuesto de esta coordenada, indicando que son tipos completamente diferenciados. Por
su parte, la segunda coordenada solo explica el 20,77% de la variacion total y diferencié Unicamente
a la raza Nelore (tipo Bos indicus) de las demds razas. La tercera coordenada (no mostrada en la
Figura) explica el 1,93% de la varianza y no aporté informacion sustancial sobre la diferenciacion
genética de las razas. Estos resultados estan acordes con el arbol de UPGMA, debido a que ambos
tipos de analisis coinciden en diferenciarlas razas taurinas y cebuinas y agrupan de manera similara

las razas mixtas.
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A
Criollo Nelore| Brahman Braford Brangus
Criollo 0.000 0.076 0.117 0.036 0.034
Nelore 1.505 0.000 0.091 0.040 0.070
Brahman 2.335 0.854 0.000 0.058 0.081
Braford 0.887 0.056 0.483 0.000 0.029
Brangus 0.566 1.305 0.897 0.631 0.000
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Figura 28:Estructuracion y relaciones de las poblacidnes. A Distancia genética entre pares de razas estimada
por los estadistics F de Wright (Fs) (arriba) y la distancia DA de Nei (abajo). B Arbol de distancia de Nei. Analisis
de escalamiento multidimensional métrico (MDS) de genotipos BoLA-DRB3.2 en cinco razas de ganado.

1.6-Analisis filogenético

El andlisis filogenético se realizé mediante la construccidn de arboles de Maxima Verosimilitud (ML)
a partir de secuencias de nucledtidos de BoLA-DRB3.2 (Figura 29). El arbol resultante no mostré

agrupaciones significativas entre linajes de alelos y razas. Como era de esperar, la mayoria de los
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grupos se formaron de acuerdo con su respectiva nomenclatura de alelos, que se basa en la
secuencia de nucledtidos (Davies y col., 1997; Maccari y col., 2018) y, por lo tanto, confirma la

asignacion correcta de los alelos realizada en este y los otros estudios.
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Figura 29: Analisis filogenético entre alelos BoLA-DRB3. Los alelos privados estan resaltados

remuestreo menores a 50 no estan mostrados.
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En sintesis, con todos estos andlisis realizamos una caracterizacion genética exhaustiva y totalmente
novedosa de las cinco razas bovinas criadas bajo uso extensivo en el norte de Argentina y otras
regiones subtropicales de América del Sur. Los andlisis mostraron que, de acuerdo con el tipo de
manejo productivo, todas estas razas estan bien diferenciadas genéticamente. Por el contrario, el
analisis de secuencias de PBR a nivel de aminodcidos no muestra diferencias en la funcionalidad del
BoLA-DRB3.2 entre poblaciones, excepto para Braford. A partir de estos resultados pudimos realizar
los siguientes analisis de esta tesis, teniendo en cuenta que esta restriccion funcional en el PBR es
clave para la prediccién bioinformatica de los epitopes T y la correcta asignacion de los péptidos

obtenidos por inmunoprotedmica.

2- Prediccion e identificacion de epitopes T de Babesia bovis mediante andlisis
inmunoinformaticos

2.1- Analisis inmunoinformaticos

La inmunoinformatica es una disciplina con gran potencial para acelerar el descubrimiento de
nuevos antigenos y contribuir al desarrollo vacunas mds seguras y eficaces. En este trabajo,
utilizamos la misma para predecir epitopes T de una cepa virulenta de B. bovis utilizando el
algoritmo NetBoLAllpan (Fisch y col., 2021) especificamente entrenado para este fin.

Teniendo en cuenta la informacién recabada en el O.E.1 sobre los alelos BoLA-DRB3.2 presentes en
mayor frecuencia en el NEA y NOA, se realizd la prediccidon inmunoinformatica de los epitopes T de
B. bovis. Para realizar estas predicciones, utilizamos la cepa S2P de Argentina debido a que la misma
es una cepa virulenta muy caracterizada a nivel fenotipico y se mantiene en cultivo lo que resulta
muy Util para los posteriores experimentos protedmicos. Dado que el genoma de S2P no estaba
disponible, fue necesario secuenciar el mismo. El mismo se secuencié utilizando tecnologia Illumina
a partir de ADN gendmico de un cultivo de eritrocitos infectados con esta cepa, obteniendo un total
de 16.510.667 secuencias de una longitud promedio de 150pb. Se evalué la calidad de estas, siendo
el promedio del puntaje Phred de 36 (Figura 30) lo que indica alta calidad de las secuencias (maximo
36). Se encontraron secuencias duplicadas con un nivel >10, lo que resulta consistente con las
secuencias repetitivas que se conoce que posee el genoma de B. bovis (Brayton y col., 2007). La

cobertura del genoma de S2P fue de 309X.
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Figura 30:Puntajes de calidad a lo largo de la secuencia obtenida, utilizando FastQC. Referencias: a.
secuenciacion Forward, b. secuenciacion Reverse.

Luego de confirmar que las secuencias resultantes eran de muy buena calidad, se prosiguié con un
pre-procesamiento de las secuencias donde se removieron los adaptadores y también se eliminaron
puntualmente aquellas bases de menor calidad fijando un umbral de calidad Phred> 20.

El genoma de S2P fue ensamblado de novo con el programa SPAdes reconstruyendo 59 contigs con
un Nso=172148. El contenido de GC fue calculado en un 42%. Los contigs obtenidos fueron alineados,
ordenados y orientados contra el genoma de referencia de la cepa estadounidense T2B (accesion
AAXTO02 del NCBI). A partir de esto, se obtuvieron las pseudomoléculas correspondientes a los cuatro
cromosomas del parasito y dos genomas extranucleares correspondientes a la mitocondria y el
apicoplasto. El tamafo del genoma resultd de 8.016.032 pb y de un tamafio similar a los genomas
de las otras cepas de B. bovis ya reportadas (Brayton y col., 2007). Para continuar con la anotacion
de genes estructurales y funcionales las pseudomoléculas obtenidas fueron procesadas y se
realizaron también los andlisis comparativos y la visualizacion de los resultados obtenidos. Como
resultado de este analisis, se anotaron 2794 genes en total correspondientes a 373, 586, 875 y 923
genes para los cromosomas 1, 2 ,3 y 4, respectivamente, 36 para el apicoplasto y 1 para la
mitocondria.

Debido al gran nimero de genes de B. bovis, la dificultad técnica de manejar la gran cantidad de
datos y la imposibilidad econémica de sintetizar cientos de péptidos T para su posterior validacion
in vitro, fue necesario seleccionar un subset de genes sobre los cuales realizar las predicciones

bioinformaticas de epitopesT. Asi, una vez completada la secuenciacion y anotacién del genoma de
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S2P se continud conla seleccién de genes sobre los cuales realizar dichas predicciones. A partir de
datos publicados sobre estudios transcriptdmicos comparativos entre el estadio merozoito presente
en el bovino y el estadio esporozoito presente en el vector (Ueti y col, 2020) decidimos seleccionar
en un primer paso aquellos genes cuya expresién estuviera incrementada al menos 20 veces en el
estadio de merozoito. Este criterio de seleccién fue disefiado por nosotros para seleccionar genes
especificos de este estadio presente en el bovino y con mayor nivel de expresion. Para ello se partié
de un total de los 2794 genes nucleares anotados de la cepa S2P utilizada en esta tesis.

Un total de 165 genes cumplian esta condicidn de sobreexpresiéon en merozoitos. A partir de este
subset de 165 genes, se evalud la presencia de péptido seial y se eligieron 58 genes. De este
subgrupo de genes, se seleccionaron 39 genes que no tuvieran dominio transmembrana. Estos dos
criterios de seleccion fueron adoptados para seleccionar proteinas secretadas, ya que se conoce
gue tienen mayor probabilidad de estar expuestas a la membrana del parasito o del glébulo rojo y
asi ser detectadas por el sistema inmune y eliminar proteinas que pudieran quedar ancladas a la
membrana. El subset de estos 39 genes fue traducido para conocer su secuencia aminoacidica, y
posteriormente verificamos en cada uno de ellos que no presenten homologia significativa con el
proteoma de B. taurus. Como resultadose descartd 1 solo gen (BBOV_IV010360, codificante para
una proteasa aspartica) que si presentd regiones similares entre el genoma de B. bovis y B. taurus.
Adicionalmente, se incluyeron 3 genes que, si bien no se encontraron sobreexpresados en el estadio
sanguineo de acuerdo a los datos transcriptémicos, el grupo de Gohil y col., reportd que se expresan
en la membrana del eritrocito durante la infeccién. Con el agregado de estos ultimos 3 genes, el
total de candidatos para la prediccién fueron 41 genes (Tabla 10). Los diferentes criterios utilizados

se resumen en la Figura 31y la lista de los 41 genes en la Tabla 10.
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Figura 31:Esquema para ilustrar la secuencia de analisis utilizada para la prediccién de péptidos T de B. bovis.

Tabla 10: Genes seleccionados para la prediccidn de péptidos T.

Incremento en | Cantidad de péptidos
Gen Nombre veces T predichos
BBOV_I003060 MSA-1 170,4330918 1
BBOV_1003010 MSA-2al 161,6336152 0
BBOV_I003000 MSA-2a2 139,6117534 0
BBOV_1002990 MSA-2b 133,0867042 0
BBOV_1002880 Proteina hipotética 132,0409008 1
BBOV_IV005390 SBP4 129,3389084 1
BBOV_IV005120 Proteina de membrana putativa 125,2164288 1
BBOV_11002580 Proteina de membrana putativa 113,2752503 0
BBOV_1V000780 Proteina hipotética 111,4519042 1
BBOV_1001680 Proteina hipotética 111,1249125 1
BBOV_IV011430 Proteina de membrana putativa 107,4206191 10
BBOV_1003130 Proteina hipotética 101,5588586 1
BBOV_IV009870 RAP-1 94,23662238 1
BBOV_IvV004810 Proteina de membrana putativa 93,59866215 1
BBOV_1003020 MSA2c 85,392288 1
BBOV_11002570 Proteina de membrana putativa 84,09372511 1
BBOV_IV001030 Proteina hipotética 78,82300495 1
BBOV_11002820 Proteina de membrana putativa 69,94925498 1
BBOV_111003710 Proteina hipotética 69,69897685 0
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BBOV_IV005950 Proteina de membrana putativa 63,56083557 1
BBOV_IV001370 Proteina con dominio MAC/perforina 62,09673241 4
BBOV_IV008970 Proteina de membrana putativa 49,01569895 2
BBOV_11001760 Proteina hipotética 42,389266 0
BBOV_IV009860 RAP-1 35,66288688 1
BBOV_IV001040 Proteina hipotética 35,42389848 0
BBOV_11007850 Proteina de membrana putativa 34,01189139 0
BBOV_IV009170 Proteina de membrana putativa 29,98591078 0
BBOV_IV012010 Proteina hipotética 29,87265539 0
BBOV_1001020 Proteina hipotética 29,83599016 0
BBOV_IV008150 antigeno12D3 29,37183049 1
BBOV_IV000670 Proteina hipotética 27,35516337 0
BBOV_I11001600 Proteina hipotética 27,04520644 0
BBOV_111003290 Proteina hipotética 24,20701717 1
BBOV_I1V000770 Proteina hipotética 22,78922868 1
BBOV_I11006500 SBP2 21,89915163 0
BBOV_I111006480 SBP2 20,81901711 3
BBOV_IV001070 Proteina putativa disulfuro isomerasa 20,81558597 2
Antigeno asociado a la membrana del

BBOV_11007340 eritrocito 2,346893149*

BBOV_11004730 Proteina hipotética 1,989097461*

BBOV_1V009240 Proteina hipotética 0,831147586*

Referencias: * Genes que no estan sobreexpresados en merozoitos, pero que esta reportado que se
expresan en la membrana del eritrocito durante la infeccion.

Al analizar esta lista de 41 genes, encontramos que los genes seleccionados resultaron ser
principalmente genes que codifican para proteinas de membrana putativas, proteinas hipotéticas,
proteinas de superficie del merozoito (MSA), proteinas asociadas a la membrana del eritrocito y
proteinas secretadas por el complejo apical tipico de los apicomplejos, como son RAP (proteinas
asociadas a las roptrias) y SBP (proteinas del cuerpo esférico). A partir de la secuencia de proteinas
correspondientes a estos 41 genes, obtenidas mediante la traduccion in silico, se realizaron
entonces las predicciones de epitopes T. Para ello se selecciond el alelo bovino DRB3*001:01 que
fue uno de los que se encontro en alta frecuencia en los alelos presentes en el norte argentino (razas
criollo y Brangus) y ademas se encontraba presente en el rodeo de animales presentes en el campo
experimental de INTA, los cuales luego iban a ser utilizados para la validacidn experimental con los
péptidos sintéticos. Debido a la alta cantidad de péptidos que el programa predice a partir de una

proteina (aproximadamente 100), debimos acotar las predicciones a un solo alelo. Los analisis se
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realizaron de manera individual para cada secuencia de aminodcidos utilizando el servidor
NetBolLAllpan. Este programa permite, a partir de una secuencia aminoacidica, predecir qué
péptidos de esta serdn capaces de asociarse a un determinado alelo del BoLA clase Il asignando un
puntaje de afinidad de unidn (Fisch y col., 2020).

Aguellos péptidos con alto puntaje de afinidad de unidn al alelo *001:01 fueron seleccionados. De
las 41 proteinas analizadas, en 36 de ellas se obtuvieron uno o mas péptidos T capaces de unirse al
alelo DRB3*00101. Por el contrario, en 5 proteinas correspondientes a los genes BBOV 1001020,
BBOV_111001600, BBOV_IVV000670, BBOV_IV009170 y BBOV_IV012010 el programa no predijo
ningun péptido (Tabla suplementaria B). En particular, el péptido correspondiente a la proteina
EDO05384.1 (MSA-2c) se superpone parcialmente con un péptido HDALKAVKQLIKTDAPFNTSDFDT
reportado previamente, el cudl demostré ser inductor de la produccidn de anticuerpos e IFN-y en

ensayos de ELISA y citometria de flujo (Hidalgo Ruiz y col., 2022) (Figura 32).

MVSEFNIITVAFCSILENYAVASPOQEEAVPTEQVNGSHLLFDDMKMLYDVMESIDE SMLKSILERKNE
EAVGMEATSATRKTHDALKAVEQLIKTDAPFNTSDFDTLDLEY LSGQSNEELLELLIEAIYGMEIIT
ERXTNSEVGESAKHSDELDTDLRQYYWDNIYDDQSEYNKDKLSNLYKAFITDSGALRIASEELIKFE
TRKAQKDDYRFINPSSTSEAETPSPSSGENTAAQPPKPAETPEPTGSSETYGGLTVATLCYFVLSA

F

Figura 32:Secuencia de aminodcidos de la proteina MSA-2c (n2 de acceso: XP_001608952.1). Referencias:
subrayado celeste: péptidos predichos mediante herramientas bioinformaticas en este trabajo; subrayado
rosa: péptido identificado en Hidalgo y col., 2022; violeta: péptido identificado mediante inmunoinformatica
en este trabajo.

Finalmente, los 40 péptidos resultantes fueron sintetizados comercialmente (tabla 11), para su
posterior validacién por ELISA o citometria de flujo. Adicionalmente se sintetizé 1 péptido no
relacionado del mismo tamafo y proveniente de Mycobacterium bovis, para utilizar como control

negativo.

Tabla 11: Péptidos seleccionados por analisis inmunoinformaticos.

Numero Péptido Gen
1| KEMLISYVKNLLKAG BBOV_1001680
2| VKPIKPTSPRSKRNR BBOV _1002880
3| THDALKAVKQLIKTD BBOV _1003020
4| YDDFVTAKKLARVNT BBOV _1003060
5| AKWLEDSGIVKKEEG BBOV_1003130
6| KKGDVDLSVLKERIS BBOV _11002570
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7| KKGEVDLSMLKKRIS | BBOV 11002820

8| DTDTANTAIKVSKTK | BBOV 111003290

9| DDQPIKSKISAKKTR

10| HDPAAVAIVNSRGKs | o0 Y-/11006450

11| RNKQLEKTRNNVKEY | BBOV V000770

12| TRYITEAILSLKNFP | BBOV V000780

13| VERIVNHEPKKKWQD | BBOV_1v001030

14| KSTISSHAIKRREVD | BBOV V001070

15| NDLVHYAYKMHRLSE | BBOV_1v001070

16| MDNVFKSLLGRKSKK

17| NPPVTIASMQSKTGP

18| EKPVNPGARKNKPDD | 00 V-/V001370

19| KSKLKKAAKSKLKKG

20| SVSDINIGEVWNKDS | BBOV V004810

21| FRELIKADMAQKVDD | BBOV V005120

22| APAILHADLQNKFID | BBOV V005390

23| RSAVKIHVGDRRKRA | BBOV_1v005950

24| DSVMKYSPTGAKEHP | BBOV_1v008150

25| DKIAVLSVAPKKGHK

26| KDKIDEVLIRLKsDs | 0V-/V008970

27| RERNLNKSRIQVKRT

28| YRPMIVARIGRIRND | -0 —//009240_1
BBOV_IV009860

,o| AKNFISAAHEGTKQF 330\7_/v009870y

20| PYQUDAAFRLFKESA B:;OV\;_I ‘1/8355865 Oy

31| WQVELKEVYVGKRKV | BBOV V010360

32 | AMPVRKNVVVKKGKK

33 | VAQINKAMLQTKDMN

34 | SKQMKVADVVGKNVR

35| TLVAQINKAMLQTKD

36| YDSAIMFSELAHRYH |BBOV [V011430_1

37| KPDLYAHKVKKPKKM

38| PDLYAHKVKKPKKMT

39| RKNVVVKKGKKAKAD

40| ESPIVSNTTEEKPTE

41| VVRFQEAANKQKQEL Control
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Los 41 péptidos seleccionados fueron utilizados en ensayos in vitro de medicidn de IFN-y liberado
por PBMCs bovinos obtenidos de 6 animales con sus alelos BoLAll tipificados tal como se describira

en la seccion 2.3.

2.2- Validacion experimental de los péptidos predichos

Una vez realizadas las predicciones bioinformaticas, los péptidos candidatos obtenidos deben ser
validados para confirmar que sean verdaderos epitopes T. Es decir, evaluar si son capaces de
efectivamente unirse al BoLAll, para de esta manera ser presentados a los linfocitos T, y que estos
respondan produciendo citoquinas de perfil Th1l como el IFN-y. Para ello utilizamos una técnica que
permita medir esta citoquina, como el ELISA:

Para realizar estos experimentos debiamos contar con bovinos previamente infectados con B. bovis,
para que sus linfocitos T, en caso de reconocer nuevamente un epitope T inmunogénico, desarrollen
la respuesta inmune especifica. Como la provincia de Buenos Aires es una zona naturalmente libre
de babesiosis decidimos infectar experimentalmente 5 animales (bovinos 473, 475, 483, 486 y 492)
de la raza Hereford con la cepa patdgena S2P de B. bovis. Los 5 bovinos mas un bovino no infectado,
para utilizar a modo de control, fueron tipificados para el alelo BoLA- DRB3.2 (Tabla 13) para luego
poder evaluar qué péptidos pueden ser presentados por los diferentes alelos del BoLA. Todos los
bovinos resultaron ser heterocigotas. El alelo *026:01 fue encontrado en 4 de los 6 animales,
representando una frecuencia de 0,66.

En primer lugar, se confirmé por PCR para el gen vesa la ausencia del parasito antes de la infeccion
experimental (Figura 33 A). Los animales fueron inoculados con una dosis alta de la cepa S2P para
asegurar la infeccidn patente. Los mismos comenzaron a mostrar un leve decaimiento a partir del
dia 7 post-infeccién, cuando se confirmd por PCR la presencia del pardsito (Figura 32 B). Los
animales fueron tratados con 1, 2 o 3 dosis del farmaco antiparasitario seglin fue necesario, cuando
su hematocrito disminuyé un 30% durante 3 dias seguidos (Tabla 12). Los bovinos continuaron
siendo monitoreados mediante la toma de temperatura rectal y medicién del hematocrito hasta su

recuperacion en términos de temperatura, hematocrito y signos clinicos.
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Tabla 12: Monitoreo de animales infectados experimentalmente con B. bovis.

| dia0| dia5| dia6| dia7| dia8| dia9] dia10| dia11] dia12] dia14| dia 26
Bovino 473
T(°C) 385| 39.3| 394 39.1 39.2 41 41 38.2( 38.2| 385 38.5
Hto (%) 38 38 38 32.5 25 25 25 20 20 20 35
Bovino 475
T(°C) 38.5| 38.7| 39.8 38.5 39.8| 40.5 40 38.5| 38.2| 385 38.5
Hto (%) 35 36 29 30 25 25 25 17 20 20 35
Bovino 483
T(°C) 38.5| 383 39 39.2 39.8 41 41 41| 38.7| 38.3 38.5
Hto (%) 35 35 38 35 25 25 25 17 15 15 32.5
Bovino 486
T(°C) 38.5| 38.6 38 40 40.2| 38.5 38.5 38.2| 37.8| 383 38.5
Hto (%) 35| 325 26 30 20 25 25 25 25 25 32.5
Bovino 492
T(°C) 38.5| 38.6| 39.9 40.6 41 41 41 37.8| 37.6| 383 38.5
Hto (%) 35 31| 345 30 25 20 20 19| 17.5 20 32.5

El sombreado indica los dias en que los animales recibieron las dosis de tratamiento.

Tabla 13: Tipificacion de los bovinos utilizados para el gen BoLA-DRB3.

Bovino Alelos
473 |001:01y 018:01
475 |002:01y 016:01
483 |001:01y 026:01
486 | 015:01y 026:01
492 | 009:02 y 026:01
494 | 001:01y 026:01

M 1 2 3 4 5 6 - + M 3% = 94 % 3 & 5

Figura 33:PCR para verificar la presencia de B. bovis. A- PCR pre infeccién B- PCR dia 10 post infeccion.
Referencias: M: Marcador; -: control negativo; +: Control positivo; 1,2,3,4,5,6: animales 473, 475, 483, 486,
492, 494, respectivamente.
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Una vez que contamos con los bovinos previamente infectados con B. bovis, se dividieron al azar los
40 péptidos predichos por bioinformatica en 4 grupos o pooles de péptidos, numerados de acuerdo

con la Tabla 11:

Pool 1: péptidos 1, 4, 5, 12, 17, 20,21, 22, 30, 35, 36.
Pool 2: péptidos 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14.

Pool 3: péptidos 15, 16, 18, 19, 23, 24, 25, 26, 27, 28.

Pool 4: péptidos 29, 31, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40.

La determinacién de la produccidn de IFN-y se realizé con el kit comercial BOVIGAM (Thermo Fisher)
el cual esta basado en la deteccidon de la produccidn de esta citoquina mediante un inmunoensayo
enzimatico tipo sdandwich basado en anticuerpos monoclonales especificos.

Para este ensayo, 6 meses después de la infeccidn de los 5 bovinos, la sangre entera heparinizada
de los mismos y del bovino control (494) fue incubada durante 24 hs con los péptidos diluidos en
medio RPMI sin aditivos o con sus controles resuspendidos en el mismo medio. Al finalizar la
incubacién se obtuvo el plasma por centrifugacion, el cual se utiliz6 para realizar el ELISA.
Finalmente, la absorbancia fue medida a 450 con un filtro de referencia a 620 nm., tal como indica

el protocolo del kit. Los resultados se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14: Valores de absorbancia obtenidos en ensayos de ELISA para validar pooles de péptidos.

P1 P2 P3 P4 - + Mz
473 0,18 0,546 0,049 0,045 0,044 2,982 0,522
475 0,277 0,269 0,032 0,238 0,039 2,816 0,58
483 0,073 0,067 0,066 0,284 0,073 2,692 0,434
486 0,059 0,052 0,069 0,167 0,049 2,807 0,103
492 0,08 0,049 0,05 0,096 0,057 3,015 0,372
494 (C) 0,052 0,051 0,054 0,136 0,063 1,888 0,086

Referencias: P1-P4: pooles de péptidos, -: control negativo, + control positivo, Mz: lisado de merozoitos de B.
bovis, (C) bovino no infectado. En rojo se muestran los valores que superan el punto de corte.

Como se puede apreciar, no se observé produccién de IFN-y al estimular las células sanguineas del
bovino control (494), ya sea con pooles de péptidos o con el lisado de merozoitos, confirmando que
la respuesta obtenida por estas preparaciones en el resto de los bovinos es especifica. La sangre del
bovino 492 no reacciond a ninguno de los pooles. La sangre del bovino 473 resultd positiva para la

estimulacién con los pooles 1y 2, la del bovino 475 para los pooles 1,2 y 4, y la del bovino 483 y 486
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para el pool 4. En base a estos resultados, los péptidos correspondientes al pool 3 fueron eliminados

del estudio.

Para determinar cudl de los péptidos presentes en cada pool estd estimulando la produccion de IFN-

v, los pooles que resultaron positivos para cada bovino fueron abiertos y los péptidos se incubaron

individualmente con cada muestra de sangre entera. Lamentablemente, el bovino 486 fallecié

durante la experiencia por causas ajenas al protocolo experimental por lo que no se pudo continuar

el estudio con este animal. Los resultados del analisis individual de cada péptido con cada bovino se

muestran en la Tabla 15.

Tabla 15: Valores de absorbancia obtenidos en ensayos de ELISA para validar péptidos individualmente.

Controles 473 475 483
- 0,051 0,035 0,081
+ 3,006 2,618 2,648
Mz 0,1 0,285 0,481
Péptidos 473 475 483
1 0,032 0,038
4 0,037 0,033
12 0,07 0,048
17 0,055 0,064
22 0,05 0,042
30 0,057 0,039
35 0,057 0,045
36 0,058 0,04
5 0,346 0,042
2 0,134 0,035
3 0,057 0,03
6 0,065 0,036
7 0,113 0,04
8 0,058 0,042
9 0,055 0,043
10 0,1 0,029
11 0,066 0,028
13 0,058 0,035
14 0,048 0,082
29 0,03 0,168
31 0,029 0,097
32 0,033 0,055
33 0,033 0,043
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34 0,039 0,055
37 0,037 0,051
38 0,037 0,127
39 0,038 0,052
40 0,043 0,254

Referencias: P: pool, -: control negativo, + control positivo, Mz: lisado de merozoitos de B. bovis. En rojo se
muestran los valores positivos.

En el caso del bovino 475, a pesar de que los pooles de péptidos estimularon la produccién de IFN-
Y, los péptidos individuales no pudieron generar esta respuesta. Por el contrario, en el bovino 473,
4 péptidos generaron respuesta de esta citoquina y en el bovino 483 fueron 3 los péptidos
estimuladores. Los péptidos que fueron capaces de inducir la produccidn de IFN-y de se detallan en

la Tabla 16.

Tabla 16: Listado de péptidos T inductores de liberacion de IFN-y.

Bovino | Alelos Péptido | Nombre Secuencia Proteina
2 | BBOV_1002880 VKPIKPTSPRSKRNR | Proteina hipotética
5(BBOV_I003130 AKWLEDSGIVKKEEG | Proteina hipotética
*001:01y 7 | BBOV_11002820 KKGEVDLSMLKKRIS _| Proteina de membrana
473 *018:01 10| BBOV_I11006480_2 | HDPAAVAIVNSRGKS |SBP2
29 | BBOV_IV009860 AKNFISAAHEGTKQF |RAP-1
*001:01y 38 BBOV_IV011430_7 |PDLYAHKVKKPKKMT [ Proteina de membrana
483 *026:01 40| BBOV_IV011430_9 |[ESPIVSNTTEEKPTE Proteina de membrana

Estos resultados muestran que si bien algunos péptidos corresponden a antigenos ya conocidos y
bien caracterizados como RAP-1 y SBP-2 que son antigenos relevantes en la invasién y respuesta
inmune al parasito, este estudio permitié identificar 4 nuevos antigenos, los cudles son proteinas
hipotéticas y de membrana que no han sido descriptas para el parasito y que tendrian un potencial
antigénico que amerita su evaluacidn posterior.

Para confirmar si la subpoblacién de células que producen IFN-y eran los linfocitos T CD4+,
utilizamos la técnica de marcacién intracitoplasmatica de IFN-y seguida de analisis por citometria
de flujo estimulando con los pooles de péptidos y con los 7 péptidos confirmados por ELISA. Para
esto aislamos los PBMCs tal como se describe en la seccion 5 de M y M, y los cultivamos 4 dias en
presencia de los péptidos o sus respectivos controles. Al dia 4, realizamos las marcaciones celulares

con anticuerpos anti CD4 y anti IFN-y conjugados con distintos fluoréforos (Figura 33).
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Figura 34: Evaluacién de la producciéon de IFN-y por parte de los linfocitos T CD4+ en el bovino 473.
Referencias: A- gate de linfocitos, B-H: células incubadas con distintos estimulos: B- Con A, C- RPMI, D- lisado
de merozoitos, E- Pool de péptidos 1, F- Pool 2, G- Pool 3, H- Pool 4.
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Los resultados mostraron que luego del dia 4, la viabilidad obtenida es del 10%, un valor bastante
bajo y que debe ser considerado para las conclusiones posteriores. Para el caso del bovino 473, la
respuesta obtenida a los pooles de péptidos es concordante con el ensayo de ELISA, demostrando
que, aun con la poca cantidad de células viables de este ensayo, los linfocitos T CD4+ son al menos
uno de los tipos celulares responsables de la produccion de IFN-y ante la reestimulacién con
péptidos sintéticos de proteinas de B. Bovis (Figura 34).

Cuando quisimos estudiar por citometria de flujo la respuesta a los 7 péptidos individuales de este
pool, tanto en el bovino 473 como en el bovino 483, no se observd produccidn de IFN-y por parte
de los linfocitos T CD4+ (datos no mostrados). Este resultado nos indica que seria necesario evaluar
la respuesta en cultivos estimulados durante mas tiempo (entre 7 y 10 dias).

Por ultimo, evaluamos de manera bioinformatica si los 7 péptidos que indujeron la produccién de
IFN-y tienen alta afinidad de unién con los alelos encontrados con alta frecuencia en el analisis
realizado en el NOA y NEA, detallado en el punto 1.1 de resultados. Para esto utilizamos los 7 alelos
DRB3.2 presentes en el programa NetBolAllpan, para los cuales, como mencionamos
anteriormente, este programa fue entrenado con informacidn proveniente dediversos analisis
experimentales por espectrometria de masas y por ese motivo el calculo de la afinidad de unién es
muy exacto. Como también determinamos durante este trabajo de tesis dos motivos de unién,
correspondientes a los alelos *018:01 y *026:01 (Tabla 16), a partir de los péptidos de B. bovis
naturalmente presentados por el BoLAll de macréfagos bovinos, sumamos entonces la evaluacion
de la afinidad de unién de estos 7 péptidos a estos dos ultimos alelos.

Como se puede observar en la Tabla 17, los péptidos 29 (RAP-1) y 40 (Proteina de membrana)
tuvieron una probabilidad de unién fuerte no sélo al alelo *001:01 de los bovinos de los cuales
provinieron los datos experimentales de liberacién de IFN-y sino que también el programa predice
una union débil a otros alelos de alta frecuencia en el muestreo realizado en esta tesis sobre las

razas cebuinas utilizadas en el norte argentino.
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Tabla 17: Prediccion de afinidad de unidn de los péptidos T identificads a diferentes alelos del BoLA-DRB3.

Péptido | *001:01 | *010:01 | *011:01 | *012:01 | *015:01 | *016:01 | *018:01 | *020:01 | *026:01
2| UF
5| UF
7 | UF

10 | UF

29 | UF ub ub

38 | UF

40 | UF ub ub
Referencias: UF: unién predicha fuerte (puntaje de afinidad de unién <0.5); UD unién predicha débil (puntaje
de afinidad de unién <5.0). Sombreado rosa: alelos disponibles en el NetBoLAllpan, celeste: motivos de union
a alelos generados en este trabajo.

En resumen, en esta tesis identificamos por primera vez 7 péptidos de B. bovis mediante
herramientas bioinformaticas especificas para alelos clase Il bovinos y realizamos su posterior
validacién experimental con relacidn a su capacidad de inducir una respuesta inmune especifica de

linfocitos con perfil Th1.

3- Identificacidon de epitopes T de Babesia bovis mediante inmunopeptidémica

Como se vid en la seccidn anterior, es posible predecir péptidos T con alta exactitud utilizando
algoritmos bioinformdticos. Sin embargo, el abordaje de identificacion de péptidos T que mas se
asemeja a lo que sucede naturalmente y por lo tanto aporta informacidén mas precisa sobre los
mecanismos naturales de presentaciéon antigénica es la inmunopeptidomica. Ademas, la
informacidon experimental obtenida resulta muy util para a su vez entrenar los algoritmos de
predicciones bioinformaticas de epitopes T para mejorar sustancialmente el desempefio de estos
programas. Por estos motivos, decidimos estudiar el inmunopeptidoma T clase Il de B. bovis

presentado naturalmente por macréfagos bovinos cultivados en presencia del parasito.

3.1 Ensayos de fagocitosis

Para realizar esta identificacién de epitopes T de B. bovis en un contexto de infeccién natural, en
primer lugar, resulta necesario obtener células presentadoras de antigenos (en nuestro caso
macréfagos bovinos) los cuales son co-incubados con eritrocitos parasitados con B. bovis. El objetivo
de estos ensayos es que los macréfagos fagociten eritrocitos parasitados imitando lo que sucede en
condiciones naturales y que los macréfagospresenten sus péptidos en el contexto del BoLAll para

luego poder proceder a la purificacion de los mismos.
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Para estos ensayos de fagocitosis, se utilizd un bovino sano (numero 383) presente en el campo
experimental de INTA, el cual fue genotipado para ambos alelos del gen BolLA-DRB3. Esta
genotipificacidn se realizé mediante secuenciacién del exdn 2 gen BoLA-DRB3 segln descripto en la
seccion 3 de M y M. La secuenciacion determiné que el bovino 383 resulté ser heterocigota para los
alelos BoLA-DRB3*018:01 y BoLA-DRB3*026:01. A partir de este punto se obtuvieron cultivos de
macroéfagos derivados de monocitos sanguineos de dicho animal en cantidad suficiente para los
posteriores analisis protedmicos. Para ello, se puso a punto un sistema de co-cultivos de macréfagos
derivados de monocitos con gldbulos rojos infectados con B. bovis cepa S2P (la misma cepa que fue
secuenciaday utilizada para las predicciones bioinformaticas) o con gldbulos rojos normales a modo
de control. A partir de ensayos previos de co-cultivos en distintas condiciones (datos no mostrados),
estimamos que a una MOI de 20:1 el porcentaje de fagocitosis era del 70%. Esta determinacién se
obtuvo con extendidos de macrdfagos tefiidos con Giemsa (Figura 19). El rendimiento de los cultivos
primarios fue de aproximadamente 16x10° macréfagos cada 450 ml de sangre extraida, la cual se
obtuvo de manera quincenal. Para los andlisis protedmicos se utilizaron 1x108 macréfagos por

condicidn (GR infectados con el parasito y GR control).

3.2 Expresion de BoLAll en macréfagos

Debido a que a partir de los ensayos de fagocitosis era necesario purificar el BoLAIl expresado por
los macréfagos para luego obtener los péptidos T de B. bovis, resulté de relevancia confirmar que
los macrofagos bovinos obtenidos con nuestra metodologia expresen efectivamente el BoLAll. Esto
fue confirmado por citometria de flujo, utilizando un anticuerpo monoclonal especifico para esta
molécula. El analisis se realizé en macréfagos solos, macréfagos incubados con eritrocitos infectados
con B. bovis, y macréfagos incubados con eritrocitos normales. En la Figura 34 se puede observar
qgue en todas las condiciones los macréfagos expresaron las moléculas de BolLAll. Ademas, la
citometria de flujo permite cuantificar la media de expresién de dicha molécula, la cual mostré que,
de acuerdo con lo esperado, los macréfagos incubados con el parasito expresaron niveles mas
elevados de MHC Il que los macréfagos incubados con eritrocitos normales. También el menor valor

de expresion estuvo dado por los macréfagos normales sin ninguin agregado (Figura 35).
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Figura 35: Citometria de flujo para confirmar la expresion del BoLAll.A: Seleccion de gate macrofagos . B:
Gréfico de nimero de eventos en base a la fluorescencia. B1: Macréfagos solos B2: Macréfagos + eritrocitos
infectados con Babesia bovis. B3: Macréfagos + eritrocitos no infectados. C: indicacion de la media en cada
una de las condiciones utilizadas. Referencias: Azul: control de autofluorescencia. Naranja: control conjugado.
Rojo: macréfagos incubados con cada condicidn. En B2 y B3, respectivamente, el color verde y gris refieren a
un duplicado de los macrdfagos incubados con eritrocitos.

3.3 Identificacidn de epitopes T de B. bovis

Luego de la co- incubacion de los macréfagos con los eritrocitos parasitados, las monocapas se
levantaron y luego de una centrifugacion, los pellets celulares obtenidos se guardaron a -802C. Estos
pellets se enviaron como tales a la Universidad de Oxford donde realizaron la inmunoprecipitacion
de los complejos BoLA-péptido descripta en el punto 12.3 de M y M, con la posterior separacion de
los péptidos para su analisis en el espectrémetro de masas. Este equipo como resultado devuelve
espectros de masas, que debieron ser analizados mediante el software Peaks para asignarle a cada
espectro la secuencia de un péptido. Estos analisis se realizaron utilizando el proteoma predicho de
B. bovis y Bos taurus. Se incluyé este ultimo genoma ya que muchos de los péptidos presentados
por los macréfagos seran propios del bovino como parte del proceso de eliminacidn de eritrocitos
envejecidos por parte de los macréfagos esplénicos.

Luego de este analisis, se identificaron un total de 23.036 péptidos totales, los cuales corresponden
a péptidos propios del bovino y a péptidos derivados de B. bovis. Utilizando la informacidén de estos

péptidos se realizé el andlisis descrito mas abajo que permitié identificar los dos motivos consenso
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de unién correspondiente a los dos alelos del BoLAII-DRB3.2 presentes en el bovino 383 utilizado
para obtener los macréfagos del experimento de co-cultivo (Figura 36). Este analisis se realizé de
forma bioinformaticadeterminando cudles aminodacidos aparecen en cada posicién del péptido y
con qué frecuencia aparecen.

Si bien pudimos determinar los dos motivos de unidn en BolLAII-DRB3, el bovino utilizado es
heterocigota, por lo que no podemos determinar cudl motivo de unién corresponde a cada alelo.
Sin embargo, pudimos analizar que los dos motivos de unién a los alelos BoLAIl en este animal
resultaron diferentes en su funcionalidad a los conocidos hasta el momento por informacidn
experimental en infecciones en otras células bovinas (Fisch y col, 2020) y refuerzan la utilidad de

este tipo de abordajes para el descubrimiento de nuevos epitopes T en patégenos bovinos.

Grupo 1/2 Grupo 2/2

S v& é 'g

- 4 -—

"'. 0!' s

.)'

Figura 36: Motivos de unién a los alelos BoLA-DRB3 *018:01 y *026:01 generados a partir de los datos
obtenidos por inmunopeptidémica.

Con el objetivo de identificar los péptidos especificos de B. bovis se realizaron sucesivos filtrados del
listado de péptidos totales original, identificando un total de 134 péptidos especificos asociados al
pardsito. Estos péptidos fueron evaluados en su capacidad de unirse a los dos motivos de unién a
los alelos aprendidos anteriormente asignandoles un puntaje. Aquellos péptidos con un puntaje
menor a 1 fueron eliminados y fue el caso de 3 péptidos: IPIPTYLAYSLAGISD, PATMNYGYKVTVS y
DPATMNYGYKVTVS, lo cual resultdé en un total de 131 péptidos especificos de B. bovis

correspondientes a 43 proteinas (Tabla 18).

Tabla 18: Péptidos especificos de Babesia bovis presentados por el BoLAll.

Péptido Proteina Gen Nombre
KLHKILPTKVDPL
LHKILPTKVDPL
DKFIGFDNAGYPA EDO05231.1 | BBOV_l001470 |familia Adenosina/AMP deaminasa

EDO05142.1 | BBOV_I000480 | proteina de familia del proteasoma 26S
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HRDKFIGFDNAGYPA

HRDKFIGFDNAGYPAD

HRDKFIGFDNAGYPADF

DQEIQMAELHKVPG

GDQEIQMAELHKVPG

EDO05258.1

BBOV_I001740

S-adenosil-L-homocistein hidrolasa

ISNLESTRVLPV

ISNLESTRVLPVV

VISNLESTRVLPV

VISNLESTRVLPVV

ED005290.2

BBOV_1002070

oxoglutaratodehidrogenasa

LFTIALSKVVDL

EDO05293.2

BBOV_1002100

proteina hipotética

DSGALRIASEELIK

SGALRIASEELIK

EDO05384.1

BBOV_I003020

MSA-2c

ETVLRQALGERIR

ETVLRQALGERIRP

ETVLRQALGERIRPV

VNVIIATYNDELMG

EDO05391.1

BBOV_I003090

factor de elongacion 2 (EF-2)

DIFGFEVFKNNSLEQ

NVEIGATSVDGIDDA

EDO05431.1

BBOV_l003490

miosina A

EGGILIFKNPEF

EGGILIFKNPEFN

EGGILIFKNPEFNI

EGGILIFKNPEFNIT

EITEGGILIFKNPEFNIT

FNSFITARDVIM

FNSFITARDVIMD

FNSFITARDVIMDLK

GGILIFKNPEFN

ITEGGILIFKNPEFN

ITEGGILIFKNPEFNIT

ITEGGILIFKNPEFNITD

TEGGILIFKNPEFN

TEGGILIFKNPEFNIT

TEGGILIFKNPEFNITD

EDO05502.1

BBOV_l004210

proteina del cuerpo esférico 3 (SBP3)

DDVLVPTVVESLSGN

LDDVLVPTVVESLSGN

EDO05575.2

BBOV_l004940

regulador de la condensacién de
cromosomas (RCC1)

AIGIAATRVEEMPS

EDO05622.1

BBOV_IV000220

proteina hipotética
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AIGIAATRVEEMPSE

IGIAATRVEEMPS

NSEIANAYISRLNG

TPNDVTSSDATAIDDKK

EDO05627.1

BBOV_IV000270

proteina de unién al ARN

TQETLNSTSISALK

EDO05708.2

BBOV_IV001110

proteina hipotética

DRFEFTGSTVEEL

DRFEFTGSTVEELVE

GNDRFEFTGSTVEELVE

EDO05830.1

BBOV_IV002330

prot. con dominio disulfuro-isomerasa

DAELVHSKLAPL

EDO05839.2

BBOV_IV002420

oxireductasa del reticulo endoplasmatico

ISLALSKVERLPE

VEISLALSKVERLPE

EDO05867.1

BBOV_IV002700

proteina integral de membrana

TQKLSQAALLYIGSK

EDO05917.1

BBOV_IV003210

proteina kinasa 4 dependiente de calcio
(CDPK-4)

IDGTYRVLNDDVM

IDGTYRVLNDDVMN

EDO05918.1

BBOV_IV003220

superfamila hidrolasa HAD

RGAIISAKLSLIPVR

EDO05950.1

BBOV_IV003540

superfamilia de proteina ribosomal S5

DEVFIPAPTNLIS

DEVFIPAPTNLISG

EDO05961.1

BBOV_IV003650

proteina hipotética

FDLSLSKLSELID

LANLQFALAEHLNA

STFDLSLSKLSEL

STFDLSLSKLSELID

TFDLSLSKLSEL

TFDLSLSKLSELID

EDO06103.1

BBOV_11001460

JAB1/Mov34/MPN/PAD-1 ubiquitin
proteasas

DNLEVVAINDPFM

EGLMTTVHATTANQLT

EGLMTTVHATTANQLTVD

GLMTTVHATTANQLT

GLMTTVHATTANQLTVD

GLMTTVHATTANQLTVDG

IVEGLMTTVHATTANQLT

IVSAVKAASEGELK

LMTTVHATTANQLTVDG

MTTVHATTANQL

ED006209.1

BBOV_11002540

GADPH3
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MTTVHATTANQLT

MTTVHATTANQLTVD

MTTVHATTANQLTVDG

TTVHATTANQLT

TVHATTANQLTVD

VEGLMTTVHATTANQLT

VEGLMTTVHATTANQLTVD

VHATTANQLTVD

DQSKFDVFPTGFITN

EDO06400.1

BBOV_11004450

familia con dominio aminopeptidasa

YDTYNIFEDPELR

EDO06693.1

BBOV_11007430

familia de proteinas glutaredoxina

KGSITSVQAVYVPADD

EDO06944.1

BBOV_IV005830

ATP sintetasa F1 cadena beta

SSTFAKFGDEMVH

EDO06985.2

BBOV_IV006260

proteina con dominios GCC2 y GCC3

GTAVVRTYIDQLAQ

TAVVRTYIDQLAQ

EDO07000.1

BBOV_IV006410

antigeno variante de superficie del
eritrocito-1, subunidad alfa (VESA)

GPNDVVATLLNHL

GPNDVVATLLNHLR

EDO07051.1

BBOV_IV006950

familia factor de splicing 3B

DDCAFVLYDTGRY

DDCAFVLYDTGRYV

EDO07205.1

BBOV_IV008510

proteina hipotética

HGDYHYFVTGLLNN

HGDYHYFVTGLLNNN

EDO07341.1

BBOV_IV009870

RAP-1

SKTIVGTSITSFAD

SKTIVGTSITSFADN

EDO07356.1

BBOV_IV010020

ATPasa 4 putativa

YNTIVNAKLDSLR

YNTIVNAKLDSLRK

YNTIVNAKLDSLRKT

EDO07384.1

BBOV_IV010300

proteina integral de membrana

ERGEITQAELDKIAE

ERGEITQAELDKIAER

ERGEITQAELDKIAERT

GEITQAELDKIAE

GEITQAELDKIAER

GEITQAELDKIAERT

IERGEITQAELDKIAE

IERGEITQAELDKIAER

EDO07479.1

BBOV_IV011270

L-lactato dehidrogenasa putativa
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IERGEITQAELDKIAERT
RGEITQAELDKIAE
RGEITQAELDKIAER
RGEITQAELDKIAERT
VHPINTTQLKIIPF
VHPINTTQLKIIPFA
AVIVGTITDDIR
TAVIVGTITDDIR
TAVIVGTITDDIRVT
TTAVIVGTITDDIR
IMETFSVFPSPKVSDT
VSEYQQYQEATIDDD

EDO07765.1 | BBOV_I11001980 | proteina hipotética

EDO08027.1 | BBOV_I11001980 | proteina ribosomal L18 putativa

EDO08048.1 | BBOV_II1004850 | cadena beta de tubulina

ITSRISPYLDVEM iniciacid id
EDO08139.1 | BBOV 111005760 factor'de iniciacion de la traduccidn 3,
- subunidad 6
TSRISPYLDVEM
GNVYTFFQDSQVIK EDO08390.1 | BBOV_III008300 | familia ATPasa tipo B
SDTYIIFGEAKVED EDO08507.1 | BBOV_I11009510 | Proteina con dominio NAC

ANVIRYFPTQAF
ANVIRYFPTQAFN
ANVIRYFPTQAFNFA EDO08562.1 | BBOV_I11010060 | proteina hipotética
MANVIRYFPTQAFN
NVIRYFPTQAFN

IGTIHWFSDAEIKQS EDO08644.1 | BBOV_111010920 | proteina hipotética

YTTLQVTRLSELTNT EDO08708.1 | BBOV_III011560 | proteina con dominio PCI

SPPLVIAYALAGKIN
STDIVLAVTSLLR EDO08731.1 [ BBOV_l11011790 | familia aconitatohidratasa 1
STDIVLAVTSLLRSG

Los péptidos sombreados en violeta son péptidos solapados.

A partir del andlisis de los péptidos obtenidos, observamos que 26 péptidos fueron identificados por
Unica vez y por lo tanto no requirieron procesamientos posteriores. Por su parte, los 105 péptidos
restantes corresponden a péptidos que fueron identificados al menos 2 veces, pero son idénticos,

sino que solo difieren en la presencia de algunos aminoacidos en sus extremos.
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De acuerdo con experiencia previa se sabe que los péptidos presentados naturalmente y que fueron
identificados mds de una vez por el equipo de espectrometria de masas tienen mas probabilidad de
ser verdaderos ligandos presentados por el MHC en estudio. Entonces, dado que varios grupos de
péptidos de B. bovis son muy similares entre si y se solapan, y para reducir el nUmero de péptidos
pensando en su posterior validacion, se generaron 28 péptidos consenso a partir de los 105 péptidos
solapados (Tabla 19). Para esto se utilizé la herramienta Epitope Cluster Analysis del IEDB que
compara las secuencias similares, las alinea y las une generando un péptido consenso Unico a partir
de las mismas. El resultado de este analisis se muestra en la Tabla 20.

Tabla 19: Ejemplo de péptidos T solapados correspondientes a la proteina L- lactato deshidrogenasa. En la

primera linea se describe el péptido consenso obtenido y en las filas 1 a 12 los distintos péptidos identificados
en la muestra.

Numero de péptido | Secuencia

péptido consenso IERGEITQAELDKIAERT
IERGEITQAELDKIAERT
IERGEITQAELDKIAER-
IERGEITQAELDKIAE--
-ERGEITQAELDKIAERT
-ERGEITQAELDKIAER-
-ERGEITQAELDKIAE--
--RGEITQAELDKIAERT
--RGEITQAELDKIAER-
--RGEITQAELDKIAE--
---GEITQAELDKIAERT
---GEITQAELDKIAER-
12| ---GEITQAELDKIAE--

O [0 N ]| | |WIN |-

[EEN
o

=
[EEY

Tabla 20: Péptidos consenso generados.

Numero Consenso
AIGIAATRVEEMPSE
DDCAFVLYDTGRYV
DEVFIPAPTNLISG
DSGALRIASEELIK
EITEGGILIFKNPEFNITD
ETVLRQALGERIRPV
FNSFITARDVIMDLK
GDQEIQMAELHKVPG
GNDRFEFTGSTVEELVE

O [0 |IN|JoOo|u |~ |WIN |-
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10

GPNDVVATLLNHLR

11

GTAVVRTYIDQLAQ

12

HGDYHYFVTGLLNNN

13

HRDKFIGFDNAGYPADF

14

IDGTYRVLNDDVMN

15

IERGEITQAELDKIAERT

16

ITSRISPYLDVEM

17

IVEGLMTTVHATTANQLTVDG

18

KLHKILPTKVDPL

19

LDDVLVPTVVESLSGN

20

MANVIRYFPTQAFNFA

21

SKTIVGTSITSFADN

22

STDIVLAVTSLLRSG

23

STFDLSLSKLSELID

24

TTAVIVGTITDDIRVT

25

VEISLALSKVERLPE

26

VHPINTTQLKIIPFA

27

VISNLESTRVLPVV

28

YNTIVNAKLDSLRKT

Cabe descar que el péptido consenso correspondiente a la proteina RAP-1 hallado en estos

experimentos forma parte de un péptido mas largo que ya fue validado in vitro midiendo la

produccién de IFN-y (Norimine y col., 2002; Norimine y col., 2003) (Figura 37).

MRIISGVVGCLFLVESHHVSAFRHNQRVGSLAPAEVVGDLTSTLETADTLMTLRDHMHN ITKDMEH
VLSNGREQIVNDVCSNAPEDSNCREVVNNYADECEMYGCEFTIDNVKYPLYQEYQPLSLPNPYQLDA
AFRLFKESASNPAKNSVEREWLRFRNGANHGDYHY FVTGLLNNNVVHEEGTTDVE YLVNKVLYMAT
MNYKTYLTVNSMNAKFFNREFSEFTTKIFSRRIRQTLSDIIRWNVPEDFEERSIERITQLTSSYEDYM
LTQIPTLSKFAREYADMVEKVLLGSLT SYVEAPWYKRWIKKFEDFFSENVTQPTEKKF IEDTNEVTK
NYLKANVAEPTKKFMQDTHEKTKGYLKENVAEPTKTFFRKEAPQVTKHEFFDDNTGQPTKEFFREAPQ
ATKHFLDENIGQPTKEFFREAPQVTKHFLDENIAQPTKEFFRDVPQVIEKVITENIAQPTKEFLKE
VPHTTMEVLNENIAQPAKEI IHEFGTGAKNF ISAAHEGTKQFLNETVGQPTRKEFLNGALET TEDAL

HHLGKSSDEANIYDASENTTQSNDSTTSNGEDTAGYL

Figura 37: Secuencia de aminodcidos de la proteina RAP-1. (n2 de acceso: ACM44005.1). Referencias:
subrayado celeste: péptidos predichos mediante herramientas bioinformaticas en este trabajo; subrayado
rosa: péptido identificado en Norimine y col., 2002; violeta: péptido identificado mediante inmunoinformatica

en este trabajo.
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3.4- Andlisis de las proteinas correspondientes a los péptidos T identificados.

De las 43 proteinas correspondientes a los 131 péptidos identificados, las 3 con mayor cobertura (es
decir mayor cantidad de péptidos encontrados en las mismas) fueron: GADPH, SBP3 y L- lactato
deshidrogenasa (Figura 38, A, By C respectivamente), con 18, 15 y 12 péptidos, respectivamente.
La GAPDH y L-lactato deshidrogenasa son dos proteinas intervinientes en el paso 6 y ultimo paso
(glucélisis anaerobia) de la glucdlisis, respectivamente. Por su parte la SBP3 es una proteina ya
descripta localizada en la membrana del eritrocito y en la vacuola parasitéfora y se demostré que
es secretada por el complejo apical del pardsito (Ruef y col., 2000). De las 40 proteinas restantes,

solo se obtuvo entre 1y 2 péptidos para cada una.

A MVVEVGINGE GRIGRLVLEA SLAYDNLEVV ATHDFFMTAD YMAYLLEYDS VHGTLGETVS VTADTLEIGS
—r

RSIELFFERE PSQIFWGQONG VDFVAECTGV FTSSEESQQH IAGGAKLVII SAPPSDSTPI YVYGVNHTEY

EESQRIVSNA SCTTHNCLAPL AEVIHEKFGI VEGLMTTVHA TTANQLTVDG ASHGGEDWEA GRCAGANIIP

Ll

ASTGAAKAVG EVIFELNGKL TGMAFRVETP DVSVVDLTCE LAKPATYDEI VESAVKARSEG ELKGILGWAD

DDLVSTDFVH DERSSIFDVE AGIALTDTEV ELVSWYDNEW GFSNRLLDLG LYICSEQ

ITRERARELA NPNKIGTVEE KIHLKCPDLS QHDLDRLKCT TSLEFDTTID CHYAWLTDSV SEGAMLTREL
CTAMDEYYSF NSFITARDVI MDLKODQYRST QATHYKAVGL ELLGEFNAFDL NTGRCSLQFY LRRENEWIRI

DOAVEYQRIN DVLEFIFLER RQAARNGTDLS DDAVLNDEMA NYVLSAMHTF QHRDIDTDLFE MEHEYDSHTG

GYNVGENLFH DRECSGSTEC HCPCKCECTC NQTAAEENAA LEHISLELHC EQDNRYKIHA VTGRDGSTRI

NFEPSEGYKF AEITEGGILI FKNPEFNITD AIIDISTDGY YFLQVLGFDH KGEQHIYYLY KAKKAHTFTE

MVVEVGINGE GRIGRLVLEA SLAYDNLEVV ATHDPFMTAD YMAYLLEYDS VHGTLGETVS VTADTLEIGS
—_——

ESIKLFFERE PSQIPWGQNG VDFVAECTGV FTSSEESQQH IAGGAKLVII SAPPSDSTPI YVYGVNHTEY

EKSQRIVSNA SCTTNCLAPL AKVIHEKFGI VEGLMTTVHA TTANQLTVDG ASEGGEDWRA GRECAGANIIP

L]l

ASTGAAKAVG KEVIPELNGEL TGMAFRVPTF DVSVVDLTCE LAKPATYDEI VSAVKAASEG ELKGILGWAD

DDLVSTDFVH DERSSIFDVE AGIALTDTFV ELVSWYDNEW GFSNELLDLG LYICSKEQ

Figura 38: Esquema que seiala los péptidos identificados en las 3 proteinas con mayor cobertura. A: GADPH;
B: SBP3; C: L- Lactato deshidrogenasa.
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3.4.1 Andlisis de Ontologia Genética

La Ontologia genética es una representacién formal del conocimiento en la que los conceptos se
describen por su significado y las relaciones que se guardan entre ellos. Es especialmente util para
identificar qué tienen en comun un conjunto de genes identificados. Con este objetivo, las proteinas
de B. bovis cuyos péptidos fueron encontrados como epitopes T durante este analisis, fueron
asociadas a términos de Ontologia Genética (GO) para conocer su funcion y localizacion celular
(Tabla  suplementaria C) mediante la herramienta Gene Ontology Resource
(http://geneontology.org). Del total de 43 proteinas, 39 pudieron ser asociadas a términos GO. Las
4 proteinas que no se encuentran en la Tabla suplementaria C (EDO05708.2, EDO05961.1,
EDO08644.1) no pudieron ser vinculadas a estos términos y son proteinas hipotéticas. Por analisis
de dominios sabemos que la proteina EDO05293.2 posee una arquitectura con dominios incluyendo
un dominio Zinc Finger, es decir de unién a ADN, ARN, proteinas o lipidos.

Para una mejor visualizacién de este andlisis, los términos de este listado se agruparon segun las 3
principales clasificaciones de los términos GO: ubicacion celular, proceso biolégico en el que
participan y su funcién molecular. Con respecto a su ubicacidn celular, la mayoria de las proteinas
(26 de 39 proteinas que pudieron ser asociadas a términos GO) provienen del citoplasma, ribosoma,
mitocondria o membrana (Figura 39). Dos proteinas (SBP3 y RAP-1) se han identificado
experimentalmente como pertenecientes al complejo apical, aunque no existe actualmente un
término GO especifico para asignar proteinas a esta localizacién propia de los parasitos

Apicomplejos.
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Myosin complex small ribosomal subunit

microtubule

actin cyloskeleton ribosome

membrane integral component of membrane

cytoplasm endoplasmic reficulum

proteasome complex eukaryotic translation initiation factor 3 complex
mitochondrial outer membran

nascent polypepbde-associaled complex
prolon-ransporing V—lge ATPase, V0 domain @

Figura 39: Agrupamiento de proteinas por términos GO correspondientes de acuerdo con su localizacion
celular.

En segundo lugar, el agrupamiento de acuerdo con el proceso bioldgico en el cual participan indicé
que varias proteinas (14/39) participan en la glucdlisis, transporte transmembrana y el proceso de

traduccién y procesamiento del ARN (Figura 40).
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carbohydrate metabaolic process

actin filament depolymerization

microtubule-based

tricarboxylic add cyde e

glucose metabolic process RNA processing translation .
spliceosomal complex assembly

protein catabolic process

translational initiation e transport
proton motive force-driven rane port
ATP symthesis

protein metabaolic process
ATP metabolic

protein phosphorylation pracess

carbaxylic acid metabolic . P
e transport

process .
cell redox hom eostasis

proteolysis

Figura 40: Agrupamiento de proteinas por términos GO correspondientes de acuerdo al proceso biolégico del
cual participa.

Finalmente, con respecto a la funcion molecular, las funciones encontradas son variadas (Figura 41),
incluyendo factores de iniciacion de la traduccidn, transporte de electrones, transportadores

transmembrana, entre otros sin que haya un predominio de alguna funcidn sobre otra.
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cytoskeletal motor activity ATP transmembrane
. S transporter activity
mRNA binding nufl:c.n:lde m.u:_I:lc_ adid
binding binding
B Ir;:l oxidoredu....
catalytic activity
proton transmembrane
transporter activity
RNA binding __ o aconitate hydratase activity
GTP binding NADP binding oxidoreductase oxidoreductase
activity, acting on the activity, acting
CH-0OH group of on the aldehyde
donors, NAD or NADP ElECTOn e owo group of
transfer activ S
as acceptor 12 donars,
translation initiation cisulnde a5 hydmmmvlase
factor activity adenosylhomo.. | GTPase activity ZEEHE, a
NAD binding
—~ oxoglutarate
dehydrogenase
{succil:':rrﬁtmnsfemr‘lg‘} oxidoreductase activity, acting on a
activity sulfur group of donors, disulfide as
acceptar

structural constituent of structural constituent of
ribosome Cytoskeleton

ribonuclease |11
activity manganese ion binding

transiation
thiamine intation
Ppyrophos... factor;
binding,

protein kinase activity

protein disulfide
isomerase activity.

metalloexopeptidase activity

. o calcium izn binding.
deaminase activity

Figura 41: Agrupamiento de proteinas por términos GO correspondientes su funcién molecular.

En resumen, a través de tecnologias novedosas como la inmunopeptidédmica y utilizando un modelo
bioldgico de interaccion célula presentadora de antigeno-parasito, identificamos 131 péptidos T
especificos de B. bovis presentados naturalmente en el contexto de MHC clase Il bovino, a partir de
los cuales se generaron 28 péptidos consenso. Estos epitopes T son totalmente novedosos y los
mismos deberdn ser validados a través de experimentos in vitro para evaluar su capacidad de inducir
una respuesta de tipo Th1l con la consiguiente produccién de IFN-y por parte de los linfocitos T CD4+.
Al momento de la escritura de esta tesis y por motivos ajenos a nuestro trabajo, nos fue imposible
contar con los péptidos sintéticos derivados de la inmunopeptidémica para realizar la validacién tal
como la hicimos con los péptidos predichos por inmunoinformatica. Sin embargo, este analisis se
realizard durante el transcurso de este afio y los resultados serdn incorporados al manuscrito que

se enviard a publicar a una revista de la especialidad.
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Actualmente en la Argentina, la vacunacidn con cepas vivas atenuadas de B. bovis y B. bigemina
sigue siendo el método de prevencidon mas eficaz para inducir una respuesta inmune protectora
contra la babesiosis bovina. Si bien una sola dosis es capaz de conferir proteccién durante toda la
vida util del bovino, estas vacunas presentan una serie de dificultades y desventajas que limitan su
uso. Entre ellas se encuentra el uso de bovinos esplenectomizados dadores para el caso de las
vacunas producidas por pasajes en animales y también el uso de sangre y suero autélogo para
suplementar los cultivos in vitro de las cepas vacunales. En estos casos, si bien se realizan testeos
de los animales dadores de sangre o suero, siempre existe el periodo ventana donde un diagnéstico
puede ser falso negativo y por ende causar la contaminacidn con otros patégenos. Estas dificultades
técnicas y riesgos en la elaboracién de este tipo de vacunas sumado al requerimiento de animales
vivos son aspectos relevantes que resaltan la necesidad de generar nuevas vacunas seguras y
efectivas que reemplacen el uso de parasitos atenuados.

El disefio racional de una vacuna esta orientado al desarrollo de inmundégenos que sean capaces de
despertar una respuesta inmune efectora y de memoria, y por lo tanto de conferir proteccién frente
a la exposicion al patdégeno. Este disefio radica principalmente en la eleccion de antigenos
adecuados que sean capaces de despertar la proteccion deseada y que los mismos estén formulados
para optimizar una respuesta inmune protectiva. Debido a la complejidad antigénica que presentan
los pardsitos protozoarios como Babesia y los resultados infructuosos obtenidos con vacunaciones
utilizando una o mas proteinas recombinantes, una estrategia racional seria utilizar una vacuna que
contenga varios antigenos expresados en sistemas capaces de inducir una respuesta efectora y de
memoria de tipo By T ya que se ha demostrado que ambos tipos de respuestas son necesarias para
conferir proteccién en los bovinos (Brown et al., 1999).

Hasta el momento, cuatro grupos de antigenos del género Babesia se han caracterizado y se ha
probado su potencial inmunoprotector: los presentes en la superficie de eritrocitos infectados o de
los merozoitos; los presentes en las organelas del complejo apical y los excretados- secretados en
el sobrenadante de cultivos in vitro. Sin embargo, aun se desconoce si otros antigenos que no
necesariamente estan tan expuestos al sistema inmune podrian despertar una respuesta
protectora. Si bien la identificacion de antigenos de B. bovis con potencial inmunogénico ha

avanzado en los Ultimos afios gracias a la disponibilidad de informacién gendmica (Brayton y col.,
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2007), transcriptomica (Ueti y col., 2020) y protedmica (Hakimi y col., 2020), la caracterizacién
detallada de los epitopes By T de los antigenos candidatos es un paso indispensable para el disefio
de vacunas multiepitépicas. Es el caso de algunos epitopes de antigenos como RAP-1y MSA2-C, que
han sido mapeados por expresion recombinante de fragmentos truncados o directamente
predichos in silico (Norimine y col., 2002; Hidalgo Ruiz y col., 2020), pero hasta la fecha no se habian
utilizado enfoques bioinformaticos asociados con tecnologias de alta procesividad para identificar
los antigenos de Babesia presentados naturalmente por células del sistema inmune bovino. Es por
ello que en este trabajo nos centramos entonces en la identificacién de epitopes T de B. bovis, cuya
prediccidn resulta mucho mas compleja que la de los epitopes B, ya que requiere tener en cuenta
las caracteristicas genéticas del hospedador.

En este sentido, el estudio de la diversidad del BoLA- DRB3.2 toma relevancia ya que es un paso
crucial poder predecir con la mayor exactitud posible, cudles son los alelos mas frecuentes en la
poblacién productiva local y para determinar posteriormente qué epitopes T del parasito podran
ser presentados a los linfocitos CD4+, lo cual es un paso clave para el disefio de estrategias vacunales
con una aproximacion racional.

Las distintas razas bovinas utilizadas en la produccién ganadera poseen un repertorio variado de los
distintos alelos de este gen. Es por ello que se han realizado varios estudios de diversidad del gen
BoLA- DRB3.2 en razas utilizadas en Asia, Africa y Europa (Mikko y col., 1995; De S y col., 2006; Das
y col., 2012, Takeshima y col., 2003 y 2015). En América del Sur, la diversidad de este gen ha sido
caracterizada en razas del tipo taurino: Criollo Uruguayo, Yacumenfo en Bolivia y Harton del Valle,
Morucha y Normande en Colombia (Kelly y col., 2002, Giovambattista y col., 2013, Bohorquez y col.,
2020); y en razas del tipo cebuino (Nelore x Brahman en Peru, Gir en Brasil y Bolivia, y Nelore en
Bolivia (Da motay col. 2002; Takeshimay col., 2018). Sin embargo, la informacién sobre la diversidad
de este gen no se encontraba disponible en estas y otras razas utilizadas frecuentemente en las
regiones NOA y NEA de nuestro pais.

En este trabajo, reportamos por primera vez la diversidad del gen BoLA-DRB3.2 de cinco razas de
ganado de eleccion en el noreste de Argentina pero que también se utilizan en muchas regiones
tropicales y subtropicales de América del Sur (Stonakery col., 1971; Barberay col., 2018). Este grupo
comprende Nelore y Brahman que son razas cebuinas, asi como Braford y Brangus, que son cruzas
entre razas taurinas y cebuinas. La raza Criollo (taurina) se incluyé como un outgroup, una raza no
relacionada que a priori estimamos como diferenciada del resto de los grupos en estudio. Las razas

cebuinas y sus cruzas se caracterizan por la resistencia al calor y a los ectoparasitos, facilidad de

118



Discusion y conclusiones

parto, longevidad, bajo desempefio reproductivo y menor terneza de la carne en comparacién con
las haciendas de origen britanico. El ganado europeo taurino supera a los cebuinos en precocidad
sexual y calidad de carne, pero en regiones con alta temperatura ambiental demuestra intolerancia
al calor, menor vitalidad de los terneros al nacer y debilidad ante los ecto y hemoparasitos. Por estos
motivos se realizan cruzamientos entre razas taurinas y cebuinas, lo que deriva en un producto
sintético que resalta las caracteristicas positivas de ambos tipos y minimiza las negativas. Ademas,
los animales hibridos demuestran un vigor adicional en rasgos productivos como porcentaje de
preinez o de paricidn, peso al destete, produccidn de leche y longevidad productiva de la vaca en el
rodeo (Lopezy col., 2002).

Como mencionamos, uno de los motivos de la adopcidn de las razas cebuinas por los ganaderos
argentinos esta relacionado con su resistencia natural a ciertos artrépodos (Barbera y col., 2018),
entre ellos la garrapata bovina Rhipicephalus microplus, que se encuentra ampliamente distribuida
en la zona y la cual es vector de patégenos como los protozoos B. bovis y B. bigemina y la bacteria
A. marginale (Utech y col., 1978; Bock y col., 2004). En este sentido, algunos reportes han asociado
ciertos alelos BoLA-DRB3.2 de razas utilizadas para la produccion de carne y leche de ambientes
tropicales con susceptibilidad o resistencia a estas enfermedades transmitidas por garrapatas
(Duangjinday col., 2013; Bolafios y col., 2017). Por ejemplo, los alelos *042:01, *011:01 y *020:01:02
se asociaron con la tolerancia a las infecciones por B. bigemina, mientras que los alelos *027:03 y
*013:01 se vincularon con la susceptibilidad a las infecciones por B. bigemina y a A. marginale,
respectivamente. En nuestro estudio, los alelos mencionados se encontraron en frecuencias bajas
en las razas Brangus y Braford. Esta diferencia en las frecuencias alélicas encontradas puede deberse
a que las razas utilizadas para los analisis de asociacién genética con tolerancia o susceptibilidad a
los patdgenos fueron razas lecheras, mientras que en este trabajo estudiamos razas destinadas a la
produccién de carne.

En cuanto a los estudios de distribucidn de los alelos BoLA-DRB3.2, los datos revelaron que las
frecuencias difieren significativamente entre las razas. Todas las razas tienen alelos exclusivos, lo
qgue sugiere que son poblaciones bien diferenciadas con niveles muy bajos de flujo de genes,
relacionado con la cria bovina intensiva. Por esta razén, nuestros datos refuerzan la utilidad de
caracterizar la diversidad de BoLA-DRB3.2 en las distintas razas bovinas de importancia econdmica
como un procedimiento de rutina de los sistemas de produccién animal, ya que constituye
informacidn relevante para el establecimiento de programas de mejora genética que eleven la

productividad de los criadores de la region.
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Por otra parte, nos interesaba poner en contexto nuestros resultados con los resultados de otros
autores que estudiaron razas similares en Latinoamérica, y asi poder analizar la distribucion alélica
de este gen de manera mas global. Para ello, realizamos un andlisis de una matriz de datos ampliada
gue incluye datos de razas taurinas, cebuinas y mixtas de otros paises de América Latina. La misma
mostré que los alelos exclusivos de razas mixtas disminuyen en comparacién con nuestros propios
datos (Figura 24). Esto podria indicar que los individuos de razas cebuinas involucrados en el origen
histérico de los mestizos serian diferentes a los que hoy estdn presentes en la region.

La diversidad genética dentro de las razas se midid por el nimero de alelos, la riqueza alélicay la
heterocigosidad en el gen BoLA-DRB3.2. En todas las razas, el Ne es inferior a la riqueza alélica,
probablemente debido a una distribucion desigual de las frecuencias alélicas. En general, Braford es
la raza con mayor diversidad genética. Aunque el nimero de alelos detectados fue superior a los
estimados para otras razas bovinas sudamericanas (Giovambattista y col., 2013; Takeshima y col.,
2015; Bohorquez y col., 2020), los valores de heterocigosidad obtenidos en este trabajo son
inferiores, lo que indica que existid una contribucion de alelos de baja frecuencia. El analisis de la
diversidad genética a nivel de nucledtidos arrojo resultados similares. En nuestros datos, los valores
de Hd, mty k resultan mas altos en las razas mixtas que en las puras, lo que demuestra que las razas
mixtas capturan mas diversidad genética, como era esperado para este tipo de cruzas.

Para evaluar la estructuracion de la variacion de BolLA-DRB3.2, lo cual permite inferir si la
composicion genética de cada poblacidn permanece en equilibrio, calculamos el coeficiente de
consanguinidad de Wright (Weir y Cockerham, 1984). Aunque el muestreo de ADN al que tuvimos
acceso se realizd considerando que los individuos seleccionados para esta investigacidn no
estuvieran relacionados genéticamente, consideramos que el exceso de homocigotas observado en
la mayoria de las razas analizadas en esta tesis puede ser indicativo de la consanguinidad derivada
de los tamarios efectivos de poblacidn pequefios generalmente asociados con la practica ganadera.
Estudios previos sobre este aspecto informaron desviaciones tanto positivas como negativas de
HWE en diferentes razas (Takeshima y col., 2015).

También realizamos una prueba de neutralidad para BoLA-DRB3.2 dentro de cada poblacidn, en los
gue no detectamos un exceso de alelos en frecuencias intermedias, lo que seria de esperar si
existiera una seleccién balanceadora. Los resultados anteriores de otras razas de ganado tanto para
la produccién lechera como de carne han mostrado resultados variables (Giovambattista y col.,

2013; Takeshima y col., 2015; Takeshima y col., 2018). Esta variabilidad podria indicar que las

120



Discusion y conclusiones

presiones selectivas que actlan sobre las razas desde antes de la domesticacion pueden no dejar
huellas detectables en las poblaciones actuales.

El indice Fst muestra diferencias significativas entre todas las razas de ganado. Esto es similar lo
reportado en estudios anteriores para razas latinoamericanas (Giovambattista y col., 2013;
Takeshima y col.,, 2018). Los niveles de diferenciacién estdn de acuerdo con lo esperado
considerando el origen diverso de las razas. Aunque Nelore y Brahman son las dos razas cebuinas,
tienen un origen histérico y geografico muy diferente ya que una proviene de India y la otra de
Estados Unidos, respectivamente (Livio Sala, tesis doctoral, 2009).

Estudios previos realizados por otros grupos demuestran que las poblaciones que tienen alelos
BolLA-DRB3.2 altamente divergentes tendran un repertorio de unién a péptidos mds amplio que
aquellos que tienen alelos muy similares (Klein y col., 2007; Lenz y col., 2013). En este sentido,
nuestro analisis de AMOVA revela que la diferenciacién entre razas es menor cuando la analizamos
a nivel de secuencia. Esto indica que estas poblaciones tienden a tener alelos funcionalmente mas
similares.

Esta observacién tiene varias implicancias: por un lado, indica que puede disminuir eventualmente
la capacidad de respuesta inmune de la raza contra patdgenos debido a que el repertorio de
péptidos presentados por el BoLA serda menor. Por otro lado, implica que los péptidos presentados
por los diferentes alelos del BoLA serian mas similares entre si, por lo que facilitaria entonces la
seleccidn de epitopes T necesaria para el desarrollo de vacunas.

Las relaciones genéticas entre razas fueron calculadas mediante el cdlculo de las distancias genéticas
de Neiy visualizadas realizando arboles UPGMA y analisis MDS. Los resultados por ambos métodos
son concordantes y muestran, de acuerdo con lo esperado, una fuerte distincién entre las razas
taurinas y cebuinas. En el arbol UPGMA, la menor distancia entre Braford y Brahman, con respecto
a Brangus, podria indicar que el ancestro cebuino utilizado para la creaciéon de Braford era
genéticamente diferente al utilizado para Brangus, ya que en términos de tiempos evolutivos el
periodo de tiempo de creacidn de las razas es demasiado corto para la aparicién de nuevos alelos.
El hallazgo de alelos ausentes de los individuos Brahman en las razas mixtas puede respaldar esta
hipdtesis, pero se requieren mas estudios para confirmarlo.

Las conclusiones sobre los resultados obtenidos en el analisis filogenético realizado mediante la
construccion de arboles de Maxima Verosimilitud a partir de secuencias de nucleétidos de BoLA-
DRB3.2 deben tomarse con cautela porque los valores de remuestreo son bajos, como es de esperar

cuando se estudia la variacion intraespecifica entre razas. No se encontraron clisteres que
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agruparan alelos por razas y los alelos agruparon segln su nomenclatura como se esperaba (Davies
y col., 1997).

La diversidad aminoacidica en las posiciones del PBR determina a qué péptidos puede unirse un
alelo BoLA-DRB3.2 dado y esta informacion es crucial para mejorar las predicciones de epitopes T,
necesario en el disefio de vacunas basadas en péptidos. Por este motivo estudiamos la diversidad
del PBR para las razas estudiadas y en los alelos mas representados en las mismas. A pesar de que
las razas taurinas y cebuinas son tipos bovinos bien diferenciados, nuestro analisis de correlacién
muestra que, segun las secuencias de aminoacidos de PBR, ambos tipos bovinos agrupan juntos.
Ademas, el analisis de secuencias de los aminoacidos en los bolsillos de unidn y los resultados de los
analisis del PCC y el MDS muestran que, a excepcion de Braford, las razas restantes tienden a tener
un repertorio de péptidos similar en el PBR, a pesar de la diferenciacién genética observada a nivel
nucleotidico. Esto estd sostenido por el andlisis de AMOVA y del analisis de dn/ds. Esta conservacion
es particularmente evidente en los aminodacidos ubicados en las posiciones 70, 71 y 74 del bolsillo
4, que ocupan una posicién central dentro del surco de unién del péptido en el BoLA clase Il. Estos
3 aminodcidos jugarian un papel importante en el reconocimiento de los péptidos por parte de los
linfocitos T CD4+ (Ou y col., 1998), pero también se correlacionarian con las respuestas a vacunas y
la susceptibilidad o tolerancia a enfermedades infecciosas en bovinos como fiebre aftosa,
paratuberculosis y leucemia (Garcia-Briones y col., 2000; Baxter y col., 2009; Rastislav y Mangesh,
2012; Carignano y col., 2017).

En conclusidn, caracterizamos genéticamente cinco razas bovinas criadas bajo uso extensivo en el
norte de Argentina y otras regiones subtropicales de América del Sur. Los resultados muestran
diferencias alélicas entre todas las poblaciones de ganado siendo Braford la raza con la mayor
diversidad genética. Sin embargo, el andlisis de secuencias en el PBR a nivel de aminoacidos no
muestra diferencias entre poblaciones, excepto para Braford, indicando, como mencionamos
anteriormente, una ventaja al momento de disefiar vacunas multiepitdpicas ya que podria indicar
gue un mismo epitope podria unirse a mas de un alelo del BoLA.

En conjunto, estos resultados contribuyen en general a aportar informacién basica para catalogar
las frecuencias de los alelos BoLA segln la razay la ubicacidn, en particular en razas de uso extendido
en el norte de Argentina, una importante zona de ganaderia actual debido al creciente proceso de
agriculturizacion. En particular, la identificacidon de los alelos presentes en estas razas resultd un

primer paso en las investigaciones realizadas en esta tesis doctoral para la prediccién bioinformatica
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de epitopes de células T del parasito B. bovis enfocado en el disefio racional de vacunas para este
tipo de enfermedades tropicales bovinas.

En relacién a este Ultimo punto, el paso siguiente consistié en analizar la funcionalidad de los alelos
mas frecuentes en las poblaciones bovinas estudiadas presentes en el NOA y NEA. A pesar de que
observamos una gran similitud en las secuencias de aminodcidos del PBR entre las distintas razas,
los arboles funcionales muestran algo diferente: que existen 3 grupos bien diferenciados de alelos
gue podrian unir péptidos diferentes. Quedaria por confirmar experimentalmente si esto es
efectivamente asi (lo que llevaria a una mayor dificultad al momento seleccionar los epitopes T en
las vacunas multiepitdpicas) o si por el contrario existiria la posibilidad de encontrar epitopes T
promiscuos. En esta clase de epitopes, los péptidos son capaces de unirse a varias moléculas de
histocompatibilidad diferentes, lo que permitiria, a partir de una vacuna conteniendo un nimero
limitado de epitopes T, lograr una alta cobertura de la poblacién bovina (Sanchez-Trincado y col.,
2017).

Para avanzar en los analisis se realizé la prediccién inmunoinformdtica de los epitopes T de B. bovis
en bovinos. La inmunoinformatica es una disciplina comenzé a desarrollarse a fines de la década de
los 90 y hoy se ha transformado en un adrea de investigacion muy activa internacionalmente, con
gran potencial para acelerar el descubrimiento de nuevos antigenos y contribuir al desarrollo de
vacunas mas seguras y eficaces para hacer frente a las numerosas enfermedades infecciosas y
también neopldsicas para las cuales actualmente no existen alternativas en el mercado.

A pesar del amplio avance de la disciplina en el campo de la prediccion de epitopes T en el MHC |y
I humanos (De Groot y col., 2020), hasta el afio 2020 no se habian desarrollado programas para la
prediccidn de epitopes T basados en informacidn experimental proveniente de bovinos. En el afio
2020, los primeros experimentos de identificaciéon de epitopes T naturalmente expresados en
bovinos (Conneley y col., 2022) permitieron mejorar la capacidad predictiva de estos algoritmos
para lograr disefiar el primer programa de alta eficacia en las predicciones de epitopes T bovinos, el
NetBolLAllpan (Fisch y col., 2020). Por esta razén, elegimos este servidor para realizar predicciones
de epitopes T de B. bovis. Sin embargo, esta informacidn experimental que permite que las
predicciones sean altamente exactas y confiables esta disponible sélo en 7 de los 365 alelos
conocidos del BoLA (BoLA-DRB3*001:01; *010:01; *011:01; *012:01; *015:01; * 016:01 y *020:02).
Afortunadamente, 6 de estos 7 alelos se encontraron presentes en alta frecuencia en el set de datos
generado en este trabajo correspondiente a los alelos de este gen presentes en al menos una de las

razas estudiadas. De estos 6 alelos decidimos seleccionar solamente el alelo *001:01 para realizar
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las predicciones. Esta eleccion se basd en que en nuestros analisis encontramos que es uno de los
mas representados en el norte argentino (Tabla 3) y se encontraba representado en uno de los tres
grandes grupos del arbol funcional (Figura 27). Ademads, tuvimos en cuenta que era un alelo
presente en los bovinos disponibles del campo experimental de INTA para realizar los experimentos
de validacién in vitro con los péptidos sintéticos.

Hasta esta instancia analizamos los factores genéticos del hospedador que determinan la capacidad
de presentar epitopes T teniendo en cuenta su diversidad genética. En una segunda etapa decidimos
continuar con la prediccidon de este tipo de epitopes en el parasito aprovechando la informacion
disponible y empleando abordajes inmunoinformaticos e inmunoprotedmicos.

En cualquiera de estos abordajes, para realizar las predicciones bioinformaticas de epitopes T con
la mayor exactitud posible se debe contar con la informacién gendmica del microorganismo en
cuestién. En nuestro caso procedimos a obtener la secuencia completa del genoma de la cepa S2P,
una cepa patégena aislada en Argentina, con fenotipo virulento y ampliamente utilizada en varios
trabajos (Gimenez y col., 2010; Baravalle y col., 2012; Gimenez y col., 2013; Gimenez y col., 2016) y
que se utilizé para los ensayos in vitro e in vivo en esta tesis.

La secuenciacion del genoma de S2P se realizd con la tecnologia llumina que permite generar
secuencias cortas con gran precision en la identificacién de bases. El método para el ensamblado de
las pseudomoléculas fue utilizado en un trabajo previo exitosamente para el ensamblado del
genoma de otro parasito, Leishmania orientalis (Anuntasomboon y col., 2022). Sin embargo, luego
de este ensamblado quedaron muchas zonas de no cobertura, un problema frecuente durante el
ensamblado de genomas de organismos eucariotas que contienen secuencias repetitivas (Liao y col.,
2020). Esta dificultad fue reportada durante el ensamblado del genoma de la cepa norteamericana
de B. bovis T2B (Ueti y col., 2020), problema que fue subsanado al utilizar la tecnologia Oxford
Nanopore. Actualmente se encuentra en proceso la re-secuenciacion del genoma de la cepa S2P en
nuestro laboratorio con dicha tecnologia lo que permitira obtener secuencias mas largas que
permitan optimizar el ensamblado combinando los dos métodos de secuenciacion.

En cuanto a los resultados de secuenciacidon con la tecnologia llumina, los mismos resultaron
similares a los obtenidos para otras cepas de B. bovis de origenes geograficos diversos en cuanto a
cantidad de cromosomas y genes anotados (Brayton y col., 2007; Lau y col., 2011) confirmando lo
que estos autores postularon en su momento en cuanto a una alta conservacion de genomas entre
cepas geograficamente distantes. Por su parte, conocer la secuencia gendmica de diferentes cepas

de esta especie provee una herramienta de gran utilidad para entender en mayor profundidad
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aspectos estructurales y funcionales del parasito, y por lo tanto facilita el descubrimiento de blancos
potenciales para desarrollo de nuevos farmacos y vacunas.

Una vez que contamos con la informacidén detallada de este genoma hicimos una seleccién de genes
sobre los cuales realizar las predicciones con el fin de reducir el numero total de secuencias sobre
las que realizar los analisis y elegir de manera racional aquellos genes cuyas proteinas sean las
mejores candidatas para despertar una respuesta inmune frente al pardsito. Para esto decidimos
seguir un flujo de trabajo adaptado del trabajo de Gohil y col.,, 2013 en B. bovis, pero con
modificaciones propias. A diferencia de estos autores, nuestro analisis consideré incorporar datos
de transcriptémica que fueron publicados por el grupo de Ueti y col., 2020 en el cual se describen
unos 2222 genes con expresidn diferencial en el estadio de merozoito sobre un total de 3857 genes
anotados. Para ello, disefiamos un algoritmo partir de un grupo de genes sobreexpresados al menos
20 veces en merozoitos con el racional de priorizar por un lado aquellos genes cuyos transcriptos
no se encuentren en los kinetos del parasito (estadio presente en el vector), y dentro de ellos
seleccionar aquellos genes codificantes para proteinas que contengan sefales de secrecién, ya que
es probable que desempefien papeles importantes en la interaccion con el hospedador (Goff y col.,
1998; Suarezy col., 1991 ay b; Allred y col., 2000; Brayton y col., 2007; Paoletta y col., 2021).

Los genes seleccionados positivamente a partir del algoritmo disefiado en este trabajo codifican
para proteinas presentes en la membrana del merozoito, proteinas hipotéticas, y, tal como se habia
descripto anteriormente, proteinas presentes en la superficie del merozoito. Entre ellas
encontramos antigenos bien caracterizados como la familia de las MSA (Yavuz y col., 2011),
secretadas por el complejo apical (RAP, SBP) (Brown y col., 1996; Ruef y col., 2000) y el antigeno
12D3 (Harper y col., 1996). Estos resultados coinciden con trabajos previos ya publicados en donde
se comprobd la expresion de estos antigenos en merozoitos. A su vez los mismos fueron
caracterizados a nivel estructural e inmunolégico, y algunos de sus epitopes B o T fueron
identificados (Court y col., 1998; Norimine y col., 2002; Wilkowsky y col., 2003; Hidalgo Ruiz y col.,
2021). En sintesis, el algoritmo predictivo en base al analisis bioinformatico del transcriptoma de
merozoitos de B. bovis nos permitid contar con una lista de 40 genes candidatos para luego realizar
las predicciones de epitopes T por inmunoinformatica.

Una vez que contamos con la secuencia del genoma, y habiendo seleccionado el alelo *001:01
bovino, pasamos a concretar la prediccion de epitopes T utilizando las 40 proteinas de B. bovis
seleccionadas a partir del algoritmo disefiado anteriormente. Como resultado de las predicciones

obtuvimos un total de 41 péptidos que serian capaces de unirse con alta afinidad al alelo elegido.
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Este nimero de péptidos resultd entonces adecuado debido a que es un nimero aceptable para
realizar los ensayos in vitro con los péptidos sintéticos y para su analisis posterior. En particular, el
péptido correspondiente a la proteina EDO05384.1 (MSA-2c) se superpone parcialmente con el
péptido HDALKAVKQLIKTDAPFNTSDFDT reportado previamente, el cual demostré ser inductor de la
produccién de anticuerpos e IFN-y en ensayos de ELISA y citometria de flujo (Hidalgo Ruiz y col.,
2022) (Tabla 18 y Figura 32), confirmando que nuestro abordaje de seleccion de genes y prediccidn
de epitopes resultd exitoso. Este fue el Unico caso en que un péptido de nuestra seleccion coincidio
con péptidos anteriormente descritos por otros grupos, mientras que los otros 40 péptidos
resultaron novedosos.

Para determinar silos péptidos predichos por bioinformatica son verdaderos epitopes T es necesario
realizar la validacion experimental, es decir realizar estudios in vitro que confirmen que los péptidos
puedan ser cargados en la molécula BoLAll correspondiente y ademas ser reconocidos por los
linfocitos T CD4+ que hayan estado previamente en contacto con antigenos de B. bovis. En este caso,
estos se activardn ante el reestimulo especifico (en este caso los péptidos predichos) y produciran
citoquinas de perfil Th1l como IFN-y y FNT-o. ademds de activar linfocitos B.

Para realizar esta validacién experimental es necesario contar con bovinos infectados
experimentalmente con B. bovis, para lo cual tuvimos en cuenta antecedentes propios con la misma
cepa (Jaramillo-Ortiz y col., 2018) que mostraron que una dosis de 5x10° eritrocitos parasitados si
bien resultd suficiente para que los animales desarrollen sintomatologia clinica, los animales no
requirieron tratamiento farmacoldgico ya que resolvieron naturalmente la infeccidon. Por este
motivo, en nuestros experimentos decidimos utilizar una dosis mas alta (que no habia sido evaluada
hasta el momento) para inducir una infeccién aguda.

Este cambio resultd exitoso y todos los animales requirieron tratamiento (incluso mas de una dosis)
indicando por primera vez para esta cepa que una dosis de 1x10’ eritrocitos parasitados es adecuada
para inducir un cuadro clinico agudo en los animales. Esta informacidn resulta muy util para futuros
experimentos que utilicen bovinos adultos con esta cepa ya que se evitan pruebas innecesarias de
distintas dosis de desafio.

La validacion de los 41 péptidos predichos se realizé por ELISA para medir la produccién de IFN-y en
presencia de los péptidos sintéticos como reestimulo. Como resultado de estos analisis,
encontramos 7 péptidos que estimulaban la liberacién de IFN-y en bovinos heterocigotas que tienen
en comun el alelo *001:01: 4 péptidos estimularon células del bovino conteniendo el alelo *018:01

mientras que 3 lo hicieron con el alelo *026:01. Nuestras predicciones en base a los datos obtenidos
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por inmunoprotedmica para los alelos *018:01 y *026:01 (presentes en el bovino de donde se
obtuvieron los macréfagos para los experimentos de inmunopeptiddmica) indicaron que los 7
péptidos se unirian con baja afinidad a estos alelos. Considerando entonces los resultados del ELISA
de IFN-y, podriamos concluir entonces que el alelo capaz de unir estos 7 péptidos con alta afinidad
es el *001:01. Sin embargo, esto no ocurrid asi ya que los 7 péptidos no estimularon las células de
ambos bovinos.

Estos resultados podrian explicarse por 2 motivos: por un lado que la secrecion de IFN-y no provenga
necesariamente de los linfocitos CD4 presentes en la sangre entera donde se realiza la estimulacion
con péptidos en el ELISA o bien que la unién per se del péptido T a un alelo BoLA determinado no
necesariamente implica una respuesta inmunoldgica especifica. Resultados similares a los nuestros
fueron reportados anteriormente en estudios realizados con el virus influenza (Lundegaard y col.,
2008) y demuestran que no siempre que un alelo se expresa en un individuo, el mismo presentara
péptidos capaces de unirse al mismo.

Un caso especial fue el bovino 475 en el que 3 pooles de péptidos indujeron la produccién de IFN-
y. Sin embargo, al realizar la estimulacién cada uno de los péptidos en forma individual, ninguno por
si sélo indujo la produccién de la citoquina. Esto puede indicar o que los péptidos individualmente
generan una liberacién de IFN-y menor al umbral de deteccidn por ELISA, o bien que los péptidos en
pooles generan un efecto de sinergia, potenciando la respuesta generada. Cabe aclarar que este
bovino respondié adecuadamente a los controles positivos del experimento.

En particular, el péptido mencionado anteriormente y que pertenece a la proteina MSA-2c no indujo
produccién de IFN-y, mientras que se ha publicado un trabajo donde un péptido similar al mismo si
lo hizo (Hidalgo Ruiz y col., 2020). Esto puede deberse a que no es exactamente el mismo péptido
dado que ambos varian en 11 aa (el péptido reportado en la bibliografia se superpone en los 15
aminodcidos con el predicho por nosotros y es mas largo). Se conoce que unos pocos aminoacidos
pueden modificar la afinidad de unidn de un péptido al CMH (Andreatta y Nielsen, 2018) (Figura 32).
Por ultimo, cabe destacar que para conformar que esta produccion de IFN-y sea por parte de los
linfocitos T colaboradores, se deben realizar estudios de citometria de flujo con marcadores
especificos para estas células como los CD4. Al realizar pruebas preliminares con esta técnica, PBMC
y pooles de péptidos observamos que, estimulando las células durante 4 dias, los mismos indujeron
la produccion de IFN-y por parte de linfocitos T CD4+, aunque en niveles muy bajos.
Lamentablemente, observamos que al incubar los linfocitos con los péptidos individuales no hubo

estimulacién. Ya que estas mediciones estan limitadas a las células CD4+ IFN-y +, estos resultados
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podrian indicar que las células productoras de IFN-y no son linfocitos T colaboradores, sino otras
células capaces de secretar esta citoquina como las natural killer o linfocitos T citotéxicos. Otra
explicacion posible, respaldada por bibliografia previa (Maggioli y col., 2015) es que, al ser muy
pocos los clones de linfocitos T colaboradores especificos para cada péptido presentes a los 4 dias
de cultivo, se necesiten cultivos mads largos, de 7 a 10 dias, para que estos clones proliferen a niveles
detectables por citometria de flujo. Para mantener los linfocitos en cultivo durante tanto tiempo es
necesario estimular su proliferaciéon con una citoquina como IL-2, la cual no tuvimos disponible en
nuestro laboratorio al momento de escritura de esta tesis, pero estd previsto realizar estos
experimentos una vez que contemos con el reactivo.

En resumen, en este trabajo realizamos la prediccién inmunoinformatica de 40 péptidos entre los
cuales identificamos 7 potenciales epitopes T de B. bovis (17,5 % de los péptidos totales predichos).
El Unico estudio previo de predicciéon e identificacion de epitopes T de un patdgeno intracelular
bovino fue realizado utilizando un modelo que involucra la bacteria M. bovis (Farrel y col., 2016).
Si bien la estrategia de seleccidon de péptidos que utilizaron no fue igual a la nuestra, ya que son
patégenos muy diferentes, lograron predecir 268 péptidos a partir del genoma bacteriano, de los
cuales 11 fueron confirmados como verdaderos epitopes T durante la validacion (4,10%). La
estrategia que utilizaron fue exitosa, aunque fue poco efectiva en cuanto a su rendimiento ya que
so6lo un pequefio porcentaje de los péptidos predichos inicialmente fueron capaces de activar a los
linfocitos T de bovinos infectados. En nuestro caso, el rendimiento en términos de epitopes
potencialmente estimuladores de respuesta T CD4 fue mucho mayor y es esperable que los
programas de prediccion de epitopes T entrenados con informacidon experimental mejoren
sustancialmente dichas predicciones. Experimentos en curso evaluando nuevas condiciones de
cultivo de los PBMC, tiempos de estimulacion y usando marcadores para otros tipos celulares
podran finalmente determinar cual es la subpoblacidn celular involucrada en la respuesta a los
péptidos y cuales de ellos son candidatos para su inclusién en una futura vacuna.

Finalmente, continuamos con la identificacion de péptidos T mediante enfoques
inmunopeptidomicos. Estos analisis representaron un gran desafio metodolédgico debido a que
hasta la fecha no se habia realizado ningun trabajo de identificacidn exhaustiva del
inmunopeptidoma T de parasitos del género Babesia.

En el modelo bovino, sélo un trabajo en el afio 2020 estudié el inmunopeptidoma de los
hemoparasitos Theileria parva y T. anulata (Fisch y col, 2020), aunque el modelo bioldgico que

utilizaron fue diferente debido a que los parasitos del género Babesia infectan y replican inicamente
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dentro de los eritrocitos, mientras que los del género Theileria también infectan linfocitos. Por este
motivo, en primer lugar, disefiamos un modelo biolégico que intentara imitar el proceso de
presentacién de antigenos que sucede naturalmente en el bovino. Para ello utilizamos un modelo
ex vivo de macréfagos derivados de monocitos sanguineos ya que es un sistema que permite
disponer de gran cantidad de células manteniendo vivo al animal. Una vez establecidas las
condiciones dptimas pudimos confirmar que los macréfagos que fagocitaron GR parasitados tienen
una mayor expresion de moléculas BolLA que los macréfagos que no fagocitaron ninguna célula o
gue fagocitaron GR normales. Este resultado coincide con los reportes sobre sistemas similares en
patégenos como T. parva y Brucella abortus, déonde los macréfagos u otras células presentadoras
de antigeno activadas expresan niveles mas altos de MHCII que las células normales (DeMartini y
col., 1993; Murphy y col., 2002). En infecciones con otros patdgenos como micobacterias (Stenger
y col., 1998) y virus (York y col., 1994; Fruh y col., 1995; Becerra-Artiles y col., 2022), se ha observado
el efecto contrario, disminuyendo la expresion de CMH en CPA infectadas, como parte de un sistema
de evasién del sistema inmune desarrollado por el patégeno. En base a estos resultados podemos
concluir que no existe en B. bovis un mecanismo de evasion de la respuesta inmune similar al
reportado en virus o micobacterias que involucre la disminucion de la expresién de BolLA clase IlI.
Esto estaria relacionado con que el macréfago no es la célula definitiva donde reside el parasito,
sino que su presencia alli esta relacionada con la respuesta inmune de las células del bazo o el higado
a la presencia de un glébulo rojo con alteraciones en su membrana (Hakimiy col., 2020).

Luego de realizar el paso de inmunoprecipitacion e identificacion de péptidos por espectrometria
de masas, obtuvimos un set de 131 péptidos de B. bovis expresados en el contexto BoLAll. Cabe
destacar que, de los 23.036 péptidos totales encontrados, ningun péptido especifico de B. bovis fue
presentado en clase I. Este hallazgo confirma que los macréfagos bovinos presentes de manera
abundante en el bazo e higado del animal reconocen y fagocitan eritrocitos infectados con el
pardsito, de esta manera presentando sus antigenos Unicamente en el contexto del BolLA clase I
(Brown y col., 1993).

Como fue reportado en estudios previos (Clement y col., 2016), encontramos sets de péptidos
solapados que difieren en longitud, lo cual es una caracteristica de los peptidomas asociados al MHC
clase Il. Este hallazgo implica necesidad de generar péptidos consenso, lo que fue realizado de forma
bioinformatica. Como paso final, este estudio requiere la validacion experimental utilizada
anteriormente para las predicciones bioinformaticas. Esto esta previsto de realizar en el laboratorio

en el corriente aio.
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A pesar de no haber podido realizar las validaciones in vitro con los péptidos sintéticos derivados de
los encontrados en los macréfagos, podemos hipotetizar que, aunque los péptidos no despierten
por si mismos una respuesta por parte de los linfocitos T CD4+, su formulacidn con un adyuvante
adecuado permitiria despertar una respuesta inmune adecuada, por lo que todos los péptidos
obtenidos mediante ensayos de protedmica podrian ser incluidos como candidatos vacunales para
su analisis experimental in vivo.

Nuestro abordaje inmunoprotedmico permitiéd identificar algunos péptidos provenientes de
antigenos previamente reportados y caracterizados en el parasito, como los de la familia MSA, RAP
y SBP.

La proteina RAP-1, es un antigeno extensamente caracterizado y se encuentra descripto en muchas
especies de babesias: B. bigemina, B. bovis, B. canis, B. ovis, B. caballi y B. divergens (Dalrymple y
col., 1993a; Skucey col., 1996; Kappmeyery col., 1999) y se ha postulado su uso en tests diagndsticos
(Zhouy col., 2007; Rapoporty col., 2014; Niu y col., 2016a; Niu y col., 2016b). En B. bovis, la proteina
RAP-1 es uno de los antigenos mas estudiados ya que es altamente inmunogénica, esta involucrada
en la unidn al eritrocito para su posterior invasién (Yokoyama y col., 2002) y despierta activacién de
las células Ty B (Brown y col., 1998b; Hidalgo Ruiz y col., 2022). En este sentido, se han realizado
ensayos de inmunizacidon y posterior desafio con esta proteina de manera recombinante,
observandose que RAP-1 estimulé la produccion de IFN-y y anticuerpos especificos que resultaron
ser insuficientes para proporcionar inmunidad protectora en bovinos frente el desafio con una cepa
virulenta de B. bovis (Norimine y col., 2003).

Por otra parte, un fragmento de esta proteina fue incluida por nuestro grupo en la formulacién de
un multiantigeno junto con las proteinas MSA-2cy HSP20 (Jaramillo Ortiz y col., 2014). En el modelo
murino la respuesta a este multiantigeno fue caracterizada por altos titulos de anticuerpos IgG
especificos y un alto grado de activaciéon de linfocitos T CD4+ y CD8+ T, los cuales secretaban IFN-y
y TNF-a (Jaramillo Ortiz y col., 2016). En bovinos, este multiantigeno indujo una fuerte respuesta
Th1, aunque no generd proteccion frente al parasito (Jaramillo Ortiz et al., 2019).

Mediante nuestros experimentos de inmunoprotedmica identificamos 2 péptidos de RAP-1 que se
encontraron de manera solapada. El epitope T consenso hallado en este trabajo de tesis forma parte
de un péptido mas largo que ya fue validado in vitro midiendo la produccién de IFN-y (Norimine y
col., 2002; Norimine y col., 2003). A su vez, nuestro péptido difiere de los 2 péptidos de la misma
proteina predichos en los experimentos de bioinformatica de este trabajo de tesis dado que estos

ultimos se encuentran en diferentes regiones de la proteina (Figura 37). Una explicacién posible a
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estas diferencias es no sdlo el abordaje utilizado, sino que el alelo seleccionado para la prediccién
(*001:01) fue diferente a los alelos utilizados en los ensayos experimentales (*018:01 y *026:01).
Por su parte, otra proteina correspondiente a la superficie del merozoito e identificada en nuestros
experimentos es la proteina MSA-2C. La familia de proteinas MSA consiste en al menos 5 proteinas
que se definen por una secuencia hidrofébica N-t, una regién central hidrofilica y una regién
conservada en el extremo C-t que contiene una sefial de anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(Florin-Christensen y col., 2002). Estas proteinas estan involucradas en el proceso de invasién de B.
bovis a la célula del hospedador, el cual comienza con la adhesién, en donde se establecen
interacciones débiles entre la superficie de la célula hospedadora y las proteinas MSA. Entre ellas,
la proteina MSA-2C, es la mas conservada de la familia y diversos estudios (Mosqueda y col., 2002;
Wilkowsky y col.,, 2003) han demostrado que anticuerpos contra esta proteina neutralizan la
invasion en el eritrocito. Adicionalmente, esta proteina ha sido incluida en el multiantigeno
mencionado en el parrafo anterior. Sin embargo, hasta el momento sdlo se ha identificado 1 epitope
T presente en este antigeno durante un estudio reciente (Hidalgo Ruiz y col., 2022), el cual permitio
la identificacion de péptidos B y T conservados entre diferentes cepas de B. bovis que inducen
anticuerpos neutralizantes, secreciéon de IFN-y y generacion de linfocitos T de memoria en bovinos.
En el estudio de inmunopeptiddmica realizado en esta tesis identificamos 2 nuevos péptidos
solapados correspondientes a esta proteina. Ademds, esta proteina también habia sido priorizada
por nuestro algoritmo para los analisis inmunoinformaticos, aunque, como sucedié con los péptidos
identificados de la proteina RAP-1, los péptidos identificados no fueron los mismos, posiblemente
también debido a la diferencia entre los alelos utilizados en los experimentos informaticos y
protedmicos (Figura 32).

Como nombramos anteriormente, otra familia de proteinas perteneciente al complejo apical es la
familia SBP, las cuales son proteinas liberadas por los granulos densos después de la invasion al
merozoito e intervienen en la formacién de un entorno parasitario estable (Guo y col, 2018). Los
genes codificantes para estas proteinas fueron utilizados para estudiar la diversidad genética de los
pardsitos y recientemente se han identificado epitopes B de la proteina SBP2 de B. bovis (Mendes y
col., 2019; Srionrod y col., 2022). Hasta la fecha, no han sido descriptos en B. bovis ni en otras
especies de Babesia ningln epitope T en esta familia de proteinas. En este trabajo de tesis se
predijeron dos posibles epitopes T de la proteina SBP2 en los estudios bioinformaticos, de los cuales
uno de estos péptidos sintéticos indujo la produccién de IFN- y en los ensayos de validacién de los

mismos. En nuestros estudios de inmunoprotedmica identificamos 15 epitopes T de la proteina
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SBP3, la cual también pertenece a la familia de SBP y se localiza en la membrana del eritrocito
infectado (Ruefy col., 1998). Esta caracteristica podria explicar la cantidad de péptidos identificados
en nuestro analisis.

Debido a que los antigenos nombrados en los pdrrafos anteriores son inmunodominantes en los
sueros de bovinos infectados, era de esperar que en los analisis protedmicos surgieran péptidos de
estos antigenos. Sin embargo, una de las ventajas de las tecnologias -6micas como la protedmica es
su sensibilidad. Asi, es capaz de identificar antigenos que no necesariamente son
inmunodominantes y que no han resultado de interés para su estudio con mayor profundidad. Es
por ello que la irrupcién de las tecnologias masivas de deteccidn como la protedmica en el
descubrimiento de nuevos antigenos implica la deteccién de otro tipo de moléculas menos
abundantes pero que pueden representar alternativas para futuras aplicaciones vacunales.

En este sentido, introduciremos el concepto de “antigenos ocultos” o “concealed antigens”. En
parasitologia, este término fue utilizado por Willadsen y col. en 1993 en estudios sobre antigenos
candidatos para vacunas contra garrapatas para diferenciarlos de los antigenos 'expuestos'. En el
trabajo de Willadsen y col. realizaron formulaciones vacunales con antigenos ocultos del intestino
de R. microplus, generando que los anticuerpos presentes en el suero de los bovinos infectados
ocasionen la ruptura de estos érganos cuando la garrapata muerde al bovino y asociado a esto, su
muerte (Nuttall y col., 2006). Los antigenos ocultos comprenden cualquier antigeno que no es
presentado habitualmente al hospedador y es considerado un potencial blanco terapéutico si esta
asociado a alguna funcién vital del parasito. En consecuencia, si el mismo es producido de manera
recombinante y administrado junto con un adyuvante adecuado, podria despertar una respuesta
inmune por parte del hospedador, diferente a la inducida por los antigenos expuestos. Con esta
estrategia se obtuvo la primera vacuna contra la garrapata R. microplus que mostré un buen
desempefio, disminuyendo sustancialmente el nimero de animales infectados con patégenos
transmitidos por el artrépodo.

Entre los péptidos que aparecieron abundantemente presentados por moléculas BolAll en
macroéfagos que fagocitaron eritrocitos infectados, encontramos los correspondientes a 2 proteinas
qgue podrian considerarse como antigenos “ocultos” en B. bovis. Las mismas estan asociadas al
metabolismo de glucosa: la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), y la L- lactato
deshidrogenasa (LDH). Estas se encuentran ademas entre las 3 proteinas con mayor cobertura en
nuestro set de datos (18 y 12 péptidos respectivamente), indicando que son proteinas presentes en

abundancia en la célula. Aunque actualmente no se dispone de datos proteémicos de merozoitos
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libres de B. bovis, los datos de transcriptdmica disponibles indican que la transcripcién de estas
proteinas esta incrementada entre 3.6 y 4 veces en el estadio de merozoito respectivamente (Ueti
y col., 2020).

La GADPH una de las enzimas importantes en la glucdlisis y participa en la conversién de
gliceraldehido 3-P en 1,3-bis-fosfoglicerato, sin embargo, se conoce que tiene otras funciones que
podrian explicar su identificacién en este trabajo. En el género Plasmodium, esta molécula
desempena un papel fundamental durante el proceso de invasidn del patdgeno a los hepatocitos. A
su vez se ha demostrado que un anticuerpo dirigido al péptido 39 de esta proteina inhibe la invasién
del pardsito (Cha y col., 2016) sin generar reaccidon cruzada con GADPH humana. Resultados
similares se observaron en el género Eimeria, otro género de pardsitos apicomplejos que infectan
aves. En estos pardsitos, la molécula también esta relacionada con la invasién a los enterocitos
(Lakho y col., 2020), y, ademas, cuando se la utilizé como antigeno vacunal, GADPH recombinante
demostré proteger a los pollos contra E. tenella, E. acervulina, E. maxima, y la infeccién mixta de las
tres especies (Tian y col., 2017; Liu y col., 2020). La GAPDH se considera ademas un blanco atractivo
para los farmacos contra los pardsitos protozoarios, ya que los parasitos carecen de un ciclo de acido
citrico funcional por lo que dependen Unicamente de la glucélisis para satisfacer sus necesidades
energéticas. Por su parte, los fdrmacos que se desarrollen serian seguros ya que su estructura
cristalina es diferente a la del humano (Akinyi y col., 2008).

La LDH es otra proteina interviniente en el proceso de glucdlisis en microbios, plantas, células
tumorales y células animales. Aligual que la GADPH y por los mismos motivos, es considerada como
un candidato potencial para el desarrollo de drogas terapéuticas. En B. bovis, la LDH se expresa tanto
en el citoplasma de los parasitos como en la superficie de la membrana de glébulos rojos infectados
(Bork et al., 2004), lo que también puede explicar la alta cantidad de péptidos identificados a partir
de esta proteina. En E. acervulina, se ha desarrollado una vacuna de ADN que lleva el gen del
antigeno LDH, la cual indujo inmunidad protectora contra la infeccion en ensayos de desafio (Song
y col., 2010). En base a estas experiencias con Eimeria, se podria hipotetizar entonces que, si bien
las proteinas GADPH y LDH no son inmunodominantes, una vacuna que dirija la respuesta hacia
estas enzimas podria ser considerada una alternativa contra otros parasitos apicomplejos,
incluyendo B. bovis.

Por su parte, la proteina EDO07000.1 corresponde a la familia de las proteinas VESA, las cuales estan
involucradas en las alteraciones adhesivas de los eritrocitos infectados con B. bovis (Jackson y col.,

2014). El parasito varia estos antigenos de superficie de forma ilimitada a través de un mecanismo
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de recombinacién segmental, lo que permite que los eritrocitos parasitados se unan a una variedad
de diferentes receptores del hospedador, facilitando el secuestro y la evasidn del sistema inmune
(Al-Khedery y Allred, 2006; Dzikowski y Deitsch, 2006). Al ser tan variables, estas proteinas no serian
de eleccion para candidatos vacunales.

Otras proteinas identificadas en nuestro estudio (EDO05142.1; ED0O05627.1; EDO05391.1;
ED005950.1; EDO07765.1; EDO07051.1) tienen relacion con los ribosomas, procesamiento del ARN,
traduccién y protedlisis. A menudo, estas proteinas suelen identificarse en estudios protedmicos en
alta abundancia (Conneley y col., 2022) y esto suele estar relacionado con la proporcion de éstas en
la célula. En los datos de transcriptémica reportados por Ueti y col., 2020, estas proteinas se
encuentran sobreexpresadas entre 1y 2 veces en el estadio de merozoito, lo que podria explicar la
abundancia de las mismas.

La miosina A fue la Unica proteina identificada en nuestro analisis con actividad motora. Esta
proteina se describid inicialmente en T. gondii (Heintzelman y col, 1999) y posteriormente en P.
falciparum (Bergman y col., 2003). En B. bovis se demostré que es esencial para la motilidad, la
invasién y la salida del eritrocito (Lew y col., 2002). Por su importancia en el ciclo de vida del parasito
podria ser un blanco terapéutico, y resulta de interés su rol como antigeno.

Por otro lado, detectamos un péptido de la proteina CDPK4. La misma fue la Unica identificada con
actividad kinasa en este estudio y se conoce que en T. gondii participa en varios procesos celulares
como en la salida de la célula huésped del parasito, en la motilidad de la membrana externa, en la
invasion, y en la divisidn celular (Foroutan y col., 2021). La familia CDPK es considerada como una
buena opcidn terapéutica contra T. gondii y una opcidn apropiada para el disefio de vacunas. En
este sentido, estudios recientes predijeron bioinformaticamente epitopes T de esta proteina en el
parasito (Foroutan y col.,, 2021). Sin embargo, hasta la fecha, no hay ningin informe sobre la
inmunizacion con CDPK4 en animales de experimentacidn, si bien si existen varios estudios en los
que la vacunacion con CDPK1, CDPK2, CDPK3, CDPK5 y CDPK6 indujo fuertes respuestas humorales
y celulares y han prolongado el tiempo de supervivencia del parasito en modelo de ratén. En
particular, en B. bovis se demostré que esta proteina se encuentra sobreexpresada en etapas
sexuales del parasito inducidas in vitro y durante el desarrollo del parasito dentro del intestino
medio de la garrapata, aunque no hay estudios en estadios sanguineos del parasito (Hussein y col.,
2021). Por lo tanto, resulta interesante estudiar el rol de la misma en estos estadios si se demuestra

su potencial antigénico.
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Por otra parte, la proteina EDO06944.1 esta asociada a la membrana de la mitocondria con funcidn
de transporte transmembrana. Hasta el momento no se han utilizado proteinas mitocondriales
como candidatos vacunales en apicomplejos, por lo que no conocemos su capacidad antigénica,
pero si varias proteinas mitocondriales fueron estudiadas como blancos terapéuticos en
Plasmodium (Koumpoura y col., 2021).

Las proteinas que fueron identificadas durante los estudios inmunoprotedmicos en este trabajo de
tesis y que no se encuentran detalladas en esta discusidn, carecen de evidencia en estudios previos
como su rol como antigenos o candidatos terapéuticos. La informacidn correspondiente a éstas y el
resto de las proteinas mencionadas se encuentra disponible en la Tabla 18 de Resultados.

En conclusidn, en el presente trabajo de tesis se obtuvieron los siguientes logros:

Se analiz6 por primera vez la diversidad genética de razas bovinas indicas y mixtas, que son de
interés productivo para el sector ganadero del NOA y NEA y donde se ha aportado informacién
basica para catalogar de manera detallada a las mismas, asi como también se analizado con un
enfoque aplicado la conservacién de regiones criticas del BoLA-DRB3.2 para la prediccién de
epitopes T en estas razas.

Se ha realizado una prediccién in silico de epitopes T del parasito B. bovis utilizando los datos de los
alelos frecuentes en razas indicas y mixtas, y la informacién del genoma de una cepa argentina
virulenta del patdgeno. Esta prediccidon permitid obtener 7 péptidos que fueron evaluados in vitro
en su capacidad de inducir la secrecidon de una citoquina caracteristica del perfil Th1 de linfocitos
CD4+.

Ideamos y pusimos a punto un modelo de interaccion pardsito-célula hospedadora bovina para la
identificacion de péptidos T de B. bovis, que permitid la identificacion de 28 péptidos consenso
novedosos por una estrategia de inmunopeptiddomica. Este abordaje permitié identificar péptidos T
del pardsito novedosos que no habian sido descritos hasta la fecha y que no podrian haberse
identificado en tiempos razonables mediante las técnicas comunmente utilizadas.

Si bien restan por analizar la capacidad de estos péptidos de generar una respuesta inmunoldgica
asociada a su condicidn, cabe recalcar la importancia de los datos obtenidos mediante estos analisis
ya que podran ser utilizados en distintas plataformas de expresién para su evaluacién como
candidatos vacunales. Ademas, los datos obtenidos por inmunopeptiddémica permitiran en un futuro
entrenar algoritmos informaticos para predicciones futuras que involucren otros agentes
infecciosos que afectan al bovino de distinto origen, lo cual, como demostramos anteriormente,

aumenta sustancialmente la calidad de las predicciones.
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ANEXO

Tabla suplementaria A: Lista de los alelos BoLA- DRB3.2 utilizados en este estudio y su nimero de
acceso a la base de datos IPD-MHC.

IPD accesion
DRB3.2 Allele number
BoLA-DRB3*001:01 BoLA03100
BoLA-DRB3*002:01 BoLA03102
BoLA-DRB3*003:01 BoLA03103
BoLA-DRB3*005:01 BoLA03106
BoLA-DRB3*005:02 BoLA03107
BoLA-DRB3*005:04 BoLA03270
BoLA-DRB3*007:01 BoLAO3110
BoLA-DRB3*008:01 BoLAO3111
BoLA-DRB3*009:01 BoLAO3112
BoLA-DRB3*009:02 BoLA03113
BoLA-DRB3*010:01 BoLA03114
BoLA-DRB3*010:02 BoLA03115
BoLA-DRB3*011:01 BoLAO3116
BoLA-DRB3*011:03 BoLA03273
BoLA-DRB3*012:01 BoLAO3117
BoLA-DRB3*013:01 BoLAO3119
BoLA-DRB3*014:01:01 BoLA03120
BoLA-DRB3*014:02 BoLA03275
BoLA-DRB3*015:01 BoLA03122
BoLA-DRB3*015:02 BoLA03123
BoLA-DRB3*016:01 BoLAO3124
BoLA-DRB3*016:02 BoLA03277
BoLA-DRB3*017:01 BoLA03125
BoLA-DRB3*017:03 BoLA03127
BoLA-DRB3*018:01 BoLA03128
BoLA-DRB3*019:01 BoLA03130
BoLA-DRB3*019:02 BoLA03278
BoLA-DRB3*020:01:02 BoLA03132
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BoLA-DRB3*020:03 BoLA03134
BolLA-DRB3*021:01 BoLA03135
BolLA-DRB3*022:01 BoLAO3136
BolLA-DRB3*023:01 BoLA03138
BoLA-DRB3*024:03 BoLA03284
BoLA-DRB3*026:01 BoLA03142
BoLA-DRB3*027:03 BoLA03145
BolLA-DRB3*027:04 BoLAO03146
BolLA-DRB3*027:05 BoLAO03147
BolLA-DRB3*027:07 BoLA03286
BolLA-DRB3*027:10 BoLA03289
BolLA-DRB3*028:01 BoLA03149
BoLA-DRB3*028:02 BoLA03150
BolLA-DRB3*029:01 BoLA03151
BolLA-DRB3*030:01 BoLA03152
AB610133.1
BoLA-DRB3*030:21 (Genebank)
BoLA-DRB3*030:22 BoLA03268
BolLA-DRB3*031:01 BoLA03154
BolLA-DRB3*032:01 BoLAO3155
BolLA-DRB3*032:02 BoLA03156
BolLA-DRB3*032:03 BoLA03291
BolLA-DRB3*033:01 BoLA03157
BolLA-DRB3*034:01 BoLA03158
BoLA-DRB3*035:01 BoLA03160
BolLA-DRB3*036:01 BoLAO3161
BolLA-DRB3*037:01 BoLA03162
BoLA-DRB3*039:01 BoLA03164
BoLA-DRB3*042:01 BoLA03294
BoLA-DRB3*043:01 BoLA03295
BolLA-DRB3*044:01 BoLA03296
BoLA-DRB3*048:01 BoLA03300
BolLA-DRB3*048:02 BoLA03301
BolLA-DRB3*057:02 BoLA03238
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https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03134
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03135
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03136
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03138
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03284
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03142
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03145
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03146
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03147
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03286
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03289
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03149
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03150
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03151
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03152
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03268
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03154
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03155
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03156
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03291
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03157
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03158
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03160
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03161
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03162
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03164
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03294
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03295
https://www.ebi.ac.uk/Tools/dbfetch/dbfetch?db=ipdmhc;id=BoLA03296
https://www.ebi.ac.uk/Tools/dbfetch/dbfetch?db=ipdmhc;id=BoLA03300
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03301
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/allele/?accession=BoLA03238

Tabla suplementaria B: Predicciones de epitopes T para el alelo 001:01 utilizando el programa
NetBoLAllpan. El sombreado violeta indica los péptidos que fueron seleccionados para la posterior
validacién. El sombreado celeste sefiala los puntajes de unién menores a 1.

Proteina Péptidos Puntaje de union al alelo *001:01
BBOV_1001020 sin predicciones
BBOV_I001680 KEMLISYVKNLLKAG 0,39
MKEMLISYVKNLLKA 0,71
EMLISYVKNLLKAGL 0,71
VKNLLKAGLKHALPH 2,51
YVKNLLKAGLKHALP 3,72
KNLLKAGLKHALPHI 3,01
BBOV_1002880 VKPIKPTSPRSKRNR 0,38
YVKPIKPTSPRSKRN 0,43
PYVKPIKPTSPRSKR 0,66
KPIKPTSPRSKRNRK 0,70
KQPVQYITLSQIKSN 6,45
MKQPVQYITLSQIKS 8,46
BBOV_1002590 LNDILVVLKEEIPFE 17,59
NDILVVLKEEIPFET 19,69
KALNDILVVLKEEIP 16,66
ALNDILVVLKEEIPF 21,18
BBOV_1003000 LKDILVVLKEEIPFE 14,70
KDILVVLKEEIPFET 16,90
KALKDILVVLKEEIP 13,30
ALKDILVVLKEEIPF 19,30
QDQDQIFKSLLERVP 9,44
DQDQIFKSLLERVPL 10,14
BBOV_1003010 LRVPLIKTKLSAFNA 4,98
RLRVPLIKTKLSAFN 6,39
RVPLIKTKLSAFNAF 6,10
BBOV_1003020 HDALKAVKQLIKTDA 0,26
THDALKAVKQLIKTD 0,28
DALKAVKQLIKTDAP 0,49
KTHDALKAVKQLIKT 0,79
SGALRIASEELIKFE 13,42
GMEIIIEKTHSFVGE 5,34
BBOV_1003060 YDDFVTAKKLARVNT 0,19
SYDDFVTAKKLARVN 0,20
DDFVTAKKLARVNTF 0,33
ISYDDFVTAKKLARV 0,40

157



BBOV_[003130

AKWLEDSGIVKKEEG 0,56
IAKWLEDSGIVKKEE 0,82
BBOV_11001760 no hay SB
BBOV_11002570 KKGDVDLSVLKERIS 0,76
KGDVDLSVLKERISV 0,87
FDKIRKHISSSLGRK 6,35
SFDKIRKHISSSLGR 9,50
BBOV_11002580 ASYMRKSLKNKLKFD 4,42
NLASYMRKSLKNKLK 4,23
LASYMRKSLKNKLKF 5,91
BBOV_11002820 KKGEVDLSMLKKRIS 0,71
KGEVDLSMLKKRISL 0,99
YDKVRKHVLSALTRK 3,98
KKYLFWSKKGEVDLS 2,20
ALKKYLFWSKKGEVD 2,39
LKKYLFWSKKGEVDL 2,44
SYDKVRKHVLSALTR 5,51
BBOV_I1004730 VDKRIMNKIKEAYKV 6,90
MNKIKEAYKVLSNPA 3,15
IMNKIKEAYKVLSNP 3,65
SVDKRIMNKIKEAYK 10,44
RLPRVNSATRGQINQ 1,30
SGRVYKSTEVEIKIP 1,39
PAGIKVGSTLKVKGK 2,11
LPRVNSATRGQINQY 1,33
BBOV_11007340 KRDDILWSEKRQVGG 1,79
RDDILWSEKRQVGGI 1,97
AKRDDILWSEKRQVG 2,70
DDILWSEKRQVGGIF 3,18
RVPIKLATNMVVNNS 9,20
ERVPIKLATNMVVNN 10,92
BBOV_11007850 VLGIVVAVIKPTNGG 3,26
LGIVVAVIKPTNGGE 3,74
IVLGIVVAVIKPTNG 4,10
BBOV_I11001600 sin predicciones
BBOV_I11003250 DTDTANTAIKVSKTK 0,99
APVIYLTPPVVLPDE 7,16
EAPVIYLTPPVVLPD 8,68
AIKVSKTKIDNLRHK 4,57
TAIKVSKTKIDNLRH 4,59
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NTAIKVSKTKIDNLR 3,78
BBOV_111003710 VRIIRLAQHYKGQFR 1,71
BBOV_111006480 DDQPIKSKISAKKTR 0,37
DQPIKSKISAKKTRR 0,47
EDDQPIKSKISAKKT 0,58
HDPAAVAIVNSRGKS 0,85
QPIKSKISAKKTRRS 0,98
QDKIREAEMKKMVAK 3,95
BBOV_111006500 DDQPIKSKISAKKTR 0,37
DQPIKSKISAKKTRR 0,47
EDDQPIKSKISAKKT 0,58
HDPAAVAIVNSRGKS 0,85
BBOV_IV000670 sin predicciones
BBOV_IV000770 RNKQLEKTRNNVKEY 0,43
WRNKQLEKTRNNVKE 0,58
NKQLEKTRNNVKEYL 0,61
BBOV_IV000780 TRYITEAILSLKNFP 0,56
MLTRYITEAILSLKN 0,88
LTRYITEAILSLKNF 0,99
BBOV_IV001030 VERIVNHEPKKKWQD 0,46
IVERIVNHEPKKKWQ, 0,68
ERIVNHEPKKKWQDY 0,87
BBOV_IV001040 SIDILWSLSNKIAKQ 1,48
LSIDILWSLSNKIAK 6,67
BBOV_IV001070 KSTISSHAIKRREVD 0,02
KKSTISSHAIKRREV 0,04
CKKSTISSHAIKRRE 0,07
STISSHAIKRREVDQ, 0,09
NDLVHYAYKMHRLSE 0,26
KNDLVHYAYKMHRLS 0,30
NKNDLVHYAYKMHRL 0,40
DLVHYAYKMHRLSEE 0,46
ECKKSTISSHAIKRR 0,48
TISSHAIKRREVDQE 0,54
ANKNDLVHYAYKMHR 0,73
KHQPIQYTGKIVMED 1,18
HQPIQYTGKIVMEDL 1,49
DGKIRHFVKSEMPIP 4,64
RDGKIRHFVKSEMPI 6,25
AKHQPIQYTGKIVME 2,05
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MRDGKIRHFVKSEMP 6,36
QPIQYTGKIVMEDLA 2,36
GKIRHFVKSEMPIPE 9,19
YNMGFMIANKNDLVH 14,50
NMGFMIANKNDLVHY 14,55
GYNMGFMIANKNDLV 17,96
RVKGMESVVVAKFDA 5,94
ALIMAWITKERICDP 18,04
VKGMESVVVAKFDAY 8,21
RRVKGMESVVVAKFD 7,40
GAKHQPIQYTGKIVM 7,93

BBOV_IV001370 MDNVFKSLLGRKSKK 0,09
DMDNVFKSLLGRKSK 0,16
DNVFKSLLGRKSKKS 0,23
NPPVTIASMQSKTGP 0,29
HDMDNVFKSLLGRKS 0,44
ANPPVTIASMQSKTG 0,45
PPVTIASMQSKTGPP 0,65
EKPVNPGARKNKPDD 0,79
KSKLKKAAKSKLKKG 0,87
DANPPVTIASMQSKT 0,89
KEKPVNPGARKNKPD 0,98
FKSKLKKAAKSKLKK 1,12
GFKSKLKKAAKSKLK 1,57
SKLKKAAKSKLKKGA 1,34
DGFKSKLKKAAKSKL 6,07
KLKKAAKSKLKKGAK 2,87

BBOV_IV004810 SVSDINIGEVVNKDS 0,29
VSDINIGEVVNKDSL 0,46
PSVSDINIGEVVNKD 0,55
SDINIGEVVNKDSLN 0,78
GKLFRVTEIGALLDK 3,35
NGKLFRVTEIGALLD 5,31

BBOV_IV005120 FRELIKADMAQKVDD 0,39
RELIKADMAQKVDDL 0,58
KFRELIKADMAQKVD 0,68
HSVNVTTAQVEKFRE 3,75
ENWIADAVKPPVTTP 3,54
SVNVTTAQVEKFREL 4,65
NIKKIVKTAVMAMLK 6,23
NENIKKIVKTAVMAM 6,72
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IKKIVKTAVMAMLKH 4,85
GHSVNVTTAQVEKFR 5,65
VNENIKKIVKTAVMA 5,78
FENWIADAVKPPVTT 4,57
ENIKKIVKTAVMAML 8,99
IFENWIADAVKPPVT 0,144
GVNENIKKIVKTAVM 0,50
KKIVKTAVMAMLKHL 0,75
VNVTTAQVEKFRELI 7,77
YGMLVRPIGKSIFDN 7,73
NWIADAVKPPVTTPT 5,99
BBOV_IV005390 APAILHADLQNKFID 0,56
BBOV_IV005350 RSAVKIHVGDRRKRA 0,55
SAVKIHVGDRRKRAI 0,57
AVKIHVGDRRKRAIE 0,58
TVTVTISKKEIPPTP 1,48
KKTVTVTISKKEIPP 1,63
FYSIVIAAASAYEED 9,97
KTVTVTISKKEIPPT 1,86
BBOV_IV008150 DSVMKYSPTGAKEHP 0,14
IDSVMKYSPTGAKEH 0,20
SVMKYSPTGAKEHPS 0,33
KIDSVMKYSPTGAKE 0,34
ANDIIAFTTTEANPS 7,93
KANDIIAFTTTEANP 11,99
BBOV_IV008970 DKIAVLSVAPKKGHK 0,34
FDKIAVLSVAPKKGH 0,40
SFDKIAVLSVAPKKG 0,54
KDKIDEVLIRLKSDS 0,66
EKDKIDEVLIRLKSD 0,77
FSVDVVSFDKIAVLS 8,60
BBOV_IV009170 no hay SB
BBOV_IV009240 RERNLNKSRIQVKRT 0,07
ERNLNKSRIQVKRTV 0,09
PRERNLNKSRIQVKR 0,11
RNLNKSRIQVKRTVV 0,27
YRPMIYARIGRIRND 0,91
TPRERNLNKSRIQVK 0,94
TPGINSASTTLIKGD 3,36
RYRPMIYARIGRIRN 1,47
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RPMIYARIGRIRNDP 1,15
QRRLVHMVERIRLPH 2,96
KRYRPMIYARIGRIR 2,48
LTPGINSASTTLIKG 4,99
RRLVHMVERIRLPHL 4,09
PQRRLVHMVERIRLP 4,31
PGINSASTTLIKGDR 4,39
TLTPGINSASTTLIK 8,88
QKRYRPMIYARIGRI 8,53

BBOV_IV009860 y

BBOV_IV009870 AKNFISAAHEGTKQF 0,57
GAKNFISAAHEGTKQ 0,80
PYQLDAAFRLFKESA 0,85
NPYQLDAAFRLFKES 0,93

BBOV_IV010360 WQVELKEVYVGKRKV 0,86
LPTIKYTFSNGVEAK 10,35

BBOV_IV012010 sin predicciones

BBOV_IV011430 AMPVRKNVVVKKGKK 0,04
IAMPVRKNVVVKKGK 0,07
MPVRKNVVVKKGKKA 0,10
VAQINKAMLQTKDMN 0,16
SKQMKVADVVGKNVR 0,20
CIAMPVRKNVVVKKG 0,23
LVAQINKAMLQTKDM 0,24
PVRKNVVVKKGKKAK 0,26
TLVAQINKAMLQTKD 0,31
AQINKAMLQTKDMNA 0,33
YDSAIMFSELAHRYH 0,35
LSKQMKVADVVGKNV 0,37
KPDLYAHKVKKPKKM 0,40
KQMKVADVVGKNVRI 0,48
ILSKQMKVADVVGKN 0,50
GKPDLYAHKVKKPKK 0,51
PDLYAHKVKKPKKMT 0,58
SYDSAIMFSELAHRY 0,67
RKNVVVKKGKKAKAD 0,70
VRKNVVVKKGKKAKA 0,74
DSAIMFSELAHRYHC 0,77
DLYAHKVKKPKKMTP 0,84
KNVVVKKGKKAKADS 0,85
ESPIVSNTTEEKPTE 0,87
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LTGSILPAAKKVADS 2,29
TGSILPAAKKVADSV 2,32
GDGRVVYHNKEFIAE 4,17
NRKVNIHLKSEYVDP 1,53
DGRVVYHNKEFIAEV 4,47
PLTGSILPAAKKVAD 3,17
TKRIYYMDKDKKLDE 1,11
VTKRIYYMDKDKKLD 1,38
SNRKVNIHLKSEYVD 1,97
PGDGRVVYHNKEFIA 6,25
ATLVAQINKAMLQTK 2,21

Tabla suplementaria C: Asociacion de proteinas a términos GO.

Gen Ontologia Identificador | Nombre del término GO
BBOV_1003020 |[Componente celular G0:0016020 [ membrana

Funcién molecular G0:0003924 | actividad GTPasa
BBOV_1003090 — »

Funcién molecular G0:0005525 |unién a GTP

BBOV_1003490

Funcién molecular G0:0003774 | actividad motora del citoesqueleto
Funcion molecular G0:0005524 | unidén al ATP
Componente celular G0:0016459 | complejo de miosina

BBOV_1004940

Funcién molecular

G0:0003676

unién a acidos nucleicos

Funcién molecular

G0:0005524

unioén al ATP

BBOV_IV000220

Funcién molecular

G0:0005509

union de iones de calcio

BBOV_IV000270

Funcién molecular

G0:0003676

union a acidos nucleicos

BBOV_IV002420

Funcién molecular

G0:0003756

actividad proteina disulfuroisomerasa

Componente celular

G0:0005783

Reticulo endoplasmatico

Funcién molecular

G0:0016671

Actividadoxidoreductasa

Proceso bioldgico

G0:0055114

proceso de oxidaciéon- reduccion obsoleto

BBOV_IV003210

Funcién molecular

G0:0004672

actividad proteina quinasa

Funcién molecular

G0:0005509

unioén de iones de calcio

Funcién molecular

G0:0005524

unién al ATP

Proceso bioldgico

G0:0006468

fosforilacidn de proteinas

BBOV_IV003220

BBOV_IV005830

Funcién molecular G0:0016791 | actividad fosfatasa
Funcién molecular G0:0005524 |[unidn al ATP
Proceso bioldgico G0:0015986 | sintesis de ATP acoplada al transporte de protones

Componente celular

G0:0045261

complejo de transporte de protones ATP sintetasa

Proceso bioldgico

G0:0046034

proceso metabdlico del ATP
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Funcién molecular

G0:0046933

actividad de transporte de protones del sistema ATP
sintetasa

Proceso bioldgico G0:1902600 |transporte transmembrana de protones
BBOV_IV006260 | Componente celular G0:0016020 [ membrana
BBOV_IV006410 | Componente celular G0:0016020 [ membrana

Funcion molecular G0:0003779 | unidn a actina

BBOV_IV008510

Componente celular

G0:0015629

actina de citoesqueleto

Proceso bioldgico

G0:0030042

depolimetrizacion de filamentos de actina

BBOV_I1V010020

Funcién molecular

G0:0000166

unioén a nucleétidos

Componente celular

G0:0016021

componente integral de membrana

BBOV_111004850

BBOV_I11005760

Funciéon molecular G0:0003924 | actividad GTPasa

Funcién molecular G0:0005200 |[componente estructural del citoesqueleto
Funcion molecular G0:0005525 | unién a GTP

Componente celular G0:0005874 | microtubulo

Proceso bioldgico G0:0007017 | proceso basado en microtubulos

Funcion molecular G0:0003743 | factor de iniciacidn de la traduccion
Funcion molecular G0:0004525 | actividad ribonucleasa lll

Componente celular G0:0005737 |citoplasma

Componente celular

G0:0005852

complejo factor iniciador de la traducciéneucariota 3

Proceso bioldgico

G0:0006396

procesamiento del ARN

BBOV_111008300

Componente celular

G0:0000220

transporte de protones vacuolar tipo V ATPasa

Funcién molecular

G0:0015078

transporte de protones transmembrana

Componente celular

G0:0033179

transporte de protonestipo V ATPasa

Proceso bioldgico

G0:1902600

transporte de protones transmembrana

BBOV_111009510

Componente celular

G0:0005854

nascentpolypeptide-associatedcomplex

BBOV_111011560

BBOV_1000480

Componente celular G0:0000502 | complejo proteasoma
Funcién molecular G0:0005524 |[unidn al ATP
Componente celular G0:0005737 |citoplasma

Funcién molecular G0:0016787 | actividad hidrolasa

Proceso bioldgico

G0:0030163

proceso catabdlico de proteinas

BBOV_1001470

Funcién molecular

G0:0019239

actividad deaminasa

BBOV_1001740

Funcién molecular

G0:0004013

actividad adenosilhomocisteinasa

BBOV_1002070

Funcién molecular

G0:0004591

oxaglutarato deshidrogenasa

Proceso bioldgico

G0:0006099

ciclo de los acidos tricarboxilicos

Funcién molecular

G0:0016624

actividad oxidoreductasa
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http://enzyme.expasy.org/cgi-bin/enzyme/enzyme-search-ec?field1=3&field2=4&field3=25&field4=1

Funcién molecular

G0:0030976

unién a pirofosfato de tiamina

Proceso bioldgico G0:0055114 | proceso de oxidacién- reduccién obsoleto
BBOV_1004210 [Componente celular G0:0005737 | citoplasma
Proceso bioldgico G0:0045454 | homeostasis redox

BBOV_IV002330

Funcién molecular G0:0003756 |actividad proteina disulfuroisomerasa
BBOV_I1V002700 | Componente celular G0:0016020 [ membrana

Funcion molecular G0:0003723 [unidén al ARN

Funciéon molecular G0:0003735 | componente estructural del ribosoma
BBOV_IV003540 | Componente celular G0:0005840 (ribosoma

Proceso bioldgico G0:0006412 |traduccién

Componente celular

G0:0015935

subunidad menor del ribosoma

BBOV_11001460

Funcién molecular

G0:0003743

factor de iniciacion de la traduccion

Funcién molecular

G0:0005515

union a proteinas

Componente celular

G0:0005852

complejo factor iniciador de la traducciéneucariota 3

Proceso bioldgico

G0:0006413

iniciacion de la traduccion

Funcién molecular

G0:0031369

factor de iniciacion de la traduccion

BBOV_11002540

Proceso bioldgico

G0:0006006

proceso metabdlico de la glucosa

Funcién molecular G0:0016620 | actividad oxidoreductasa
Funcién molecular G0:0050661 |union al NADP
Funcién molecular G0:0051287 |union al NAD

Proceso bioldgico

G0:0055114

proceso de oxidaciéon- reduccion obsoleto

BBOV_11004450

Funcién molecular G0:0004177 |actividad aminopeptidasa
Componente celular G0:0005737 | citoplasma

Proceso bioldgico G0:0006508 | proteolisis

Funcién molecular G0:0008235 | actividad metaloexopeptidasa

Proceso bioldgico

G0:0019538

proceso metabdlico de proteinas

Funcién molecular

G0:0030145

unién de iones de manganeso

BBOV_11007430

Funcién molecular

G0:0009055

actividad de transferencia de electrones

Funcién molecular

G0:0015035

actividad proteindisulfuroreductasa

Proceso bioldgico

G0:0045454

homeostasis redox

BBOV_IV006950

Proceso bioldgico

G0:0000245

ensamblado del comlejo del spliceosoma

Funciéon molecular G0:0003729 |unién al ARN
BBOV V009860 | Funcién molecular GO0:0005524 |unién al ATP
y - Componente celular G0:0005737 |citoplasma
BBOV_IVO09870 Componente celular G0:0016020 | membrana
BBOV_I1V010300 | Componente celular G0:0016020 [ membrana
Funciéon molecular G0:0003824 | actividad catalitica

BBOV_IV011270

Proceso bioldgico

G0:0005975

proceso metabdlico de carbohidratos
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Funcién molecular

G0:0016491

actividad oxidoreductasa

Funcién molecular

G0:0016616

actividad oxidoreductasa

Proceso bioldgico

G0:0019752

proceso metabdlico de acidos carboxilicos

Proceso bioldgico

G0:0055114

proceso de oxidacidn- reduccién obsoleto

BBOV_I11001980

Componente celular

G0:0005741

membrana externa de la mitocondria

BBOV_111010060

Funcién molecular

G0:0005347

actividad ATP de transporte transmembrana

Componente celular

G0:0005743

membrana interna de la mitocondria

Funcién molecular

G0:0022857

actividad de transporte transmembrana

Proceso bioldgico

G0:0055085

transporte transmembrana

BBOV_I11011790

Funcién molecular

G0:0003994

actividad aconitatohidratasa

BBOV_111004640

Funcién molecular G0:0003735 [ componente estructural del ribosoma
Componente celular G0:0005840 (ribosoma
Proceso bioldgico G0:0006412 |traduccion
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