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OH-: lon hidroxilo

P. falciparum: Plasmodium

falciparum
PBS: Amortiguador de fosfatos salino

PBS-T: Amortiguador de fosfatos

salinos-Tween

PCR: Reaccion en cadena de la

polimerasa
pH: Potencial de hidrégeno

R. annulatus: Rhipicephalus

annulatus

R. microplus: Rhipicephalus

microplus

RAP-1: Proteina asociada a roptria-1
rev: Revoluciones

RNA: Acido ribonucleico

RNAi: RNA interferente

RNAm: RNA mensajero

rpm: Revoluciones por minuto

RT-PCR: Reacciéon en cadena de la

polimerasa con transcriptasa inversa
SDS: Dodecilsulfato de sodio

PBS-T: Amortiguador Tris-NaCl-

Tween

t-PA: Activador tisular del

plasmindégeno

Tris-HCI: Clorhidrato de (hidroximetil)

aminometano
TSPO2: Proteina translocadora 2

u-PA: Activador del plasminégeno

tipo uroquinidasa

VDAC: Canal anidénico dependiente

de voltaje

VgR: Receptor de vitelogenina
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Resumen

La babesiosis bovina es una enfermedad de alto impacto econémico. Esta enfermedad es
causada por parasitos del género Babesia que son transmitidos por garrapatas
principalmente Rhiphicephalus microplus en México. Babesia bigemina desarrolla un
complejo ciclo de vida con una fase de reproduccion asexual en el hospedero bovino y
sexual en la garrapata vector. El intestino de la garrapata es la primera barrera que tiene
que cruzar el parasito para establecer la infeccion, por lo que el estudio de las proteinas
involucradas en la interaccion parasito/vector en esta etapa de la infeccion, resulta de gran
interés para comprender mejor los mecanismos de invasion del parasito al intestino y para
la identificacion de posibles candidatos vacunales. En nuestro grupo de trabajo se identifico
una proteina mitoncondrial, Canal de Aniones Dependiente de Voltage (VDAC), de los
intestinos de R. microplus que interacciona con fases sexuales de B. bigemina y que se
sobre expresa a las 24 h post replecion en garrapatas infectadas, sin embargo se
desconoce la funcion que juega esta proteina. Una estrategia experimental que se utiliza
actualmente para comprender la funcién de las proteinas, es el estudio de la interacciéon de
la proteina sujeta de estudio con otras proteinas, por lo que el objetivo de la presente
investigacion fue determinar la interaccion de la proteina BmVDAC con proteinas en el
intestino del vector R. microplus durante el proceso de infeccién con B. bigemina. Para
cumplir con lo anterior se infesté con larvas de R. microplus dos bovinos, uno infectado con
B. bigeminay otro son infectar, a los 21 dias se colectaron las garrapatas adultas repletas;
los intestinos de las garrapatas fueron disectados a 0, 24, 48 y 72 h post replecion. Las
proteinas de membrana de los intestinos fueron extraidas, cuantificadas y sometidas a
tratamiento con el entrecruzador DSP, posteriormente se realizé la inmunoprecipitacion. El
extracto de intestinos de cada condicion experimental se incubd con 4 uL de suero bovino
preinmune o inmune anti-BmVDAC durante 16 h a 4°C en agitacién, posteriormente los
complejos se incubaron con 100 pL de proteina G agarosa durante 2 h a4°C. Los complejos
resultantes se corrieron en geles SDS/PAGE al 10%. Las bandas proteicas diferenciales de
Peso Molecular aproximado de 50 kDa y las de la region de 90 a 140 kDa, se mandaron a
analizar por espectrometria de masas. El anadlisis semicuantitativo evidencid una
abundancia estadisticamente superior de estas bandas a las 72 h post replecién. Los
péptidos identificados por espectrometria de masas correspondieron fundamentelmente a
cuatro proteinas de Bos taurus: Inhibidor de la alfa-tripsina cadena pesada H4,
Plasminégeno, Factor de complemento H y Fosfatidilinositol-glucano-fosfolipasa D,
finalmente se verificd la interaccion de BmVDAC con el plasminégeno por ensayos de
binding blot. La interaccion de BmVDAC con el plasmindgeno bovino sugiere una de las
funciones de BmVDAC, ya que esta interaccion podria activar el plasmindgeno a plasmina
y esta degradar componentes de la matriz extracelular lo que facilitaria la invasion del
parasito al intestino. Este es el primer reporte de proteinas que interaccionan con BmVDAC
durante la infeccién de R. microplus con B. bigemina.
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Abstract

Bovine babesiosis is a disease of high economic impact. This disease is caused by parasites
of the genus Babesia that are transmitted by ticks mainly Rhiphicephalus microplus in
Mexico. Babesia bigemina develops a complex life cycle with an asexual reproduction phase
in the bovine and sexual in the vector tick. The midgut tick is the first barrier that the parasite
has to cross to establish the infection, therefore the study of the proteins involved in the
parasite / vector interaction at this stage of the infection, is of great interest to better
understand the mechanisms of invasion of the parasite to the midgut and to identify of
possible vaccine candidates. In our working group, a mitochondrial protein, Voltage
Dependent Anion Channel (VDAC), was identified from the R. microplus midgut that
interacts with B. bigemina sexual stages and it is over expressed at 24 h post repletion in
infected ticks, however the role of this protein is unknown. An experimental strategy that is
currently used to understand the function of proteins is the study of the interaction of the
protein under study with other proteins, therefore the main goal of the present research was
to determine the interaction of BmVDAC with other proteins in R. microplus midgut during
the infection process with B. bigemina. Two bovines were infested with R. microplus larvae,
one of them was infected with B. bigemina and the other one was uninfected. 21 days later
adult ticks were collected. The tick midguts were dissected at 0, 24, 48 and 72 h post
repletion. The midgut membrane proteins were extracted, quantified and subjected to
treatment with the DSP crosslinker, subsequently immunoprecipitation was performed. 100
ug of protein extract of each experimental condition was incubated with 4 uL of pre-immune
or immune bovine serum anti-BmVDAC for 16 h at 4 ° C, the complexes were then incubated
with 100 pL of G agarose protein for 2 h at 4 ° C. The resulting complexes were run on 10%
SDS / PAGE gels. Differential protein bands of Molecular Weight of approximately 50 kDa
and those in the region of 90 to 140 kDa were sent to be analyzed by mass spectrometry.
The semi-quantitative analysis showed a statistically superior abundance of these bands in
samples from infected ticks at 72 h post repletion. The peptides identified by mass
spectrometry corresponded mainly to four Bos taurus proteins: H4 heavy chain alpha-trypsin
inhibitor, Plasminogen, Complement factor H and Phosphatidylinositol-glucan-
phospholipase D; finally the interaction of BmVDAC with the plasminogen was verified by
binding blot assays. The interaction of BmVDAC with bovine plasminogen suggests one of
the functions of BmVDAC, since this interaction could activate plasminogen to plasmin that
degrades components of the extracellular matrix, which could facilitate the invasion of the
parasite into the midgut. This is the first report of proteins that interact with BmVDAC during
the infection of R. microplus with B. bigemina.
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l. INTRODUCCION

A. Babesiosis bovina

La babesiosis bovina es una enfermedad transmitida por artrépodos y causada por
un protozoario Apicomplexa del género Babesia, los signos clinicos en el bovino
son; fiebre, anemia hemolitica, hemoglobinuria, anorexia y en ocasiones la muerte
(Rojas-Martinez et al., 2018).

Victor Babes en 1888 fue el primero en describir la enfermedad después de analizar
eritrocitos de bovinos con signos de anemia en Rumania y lo asocié con
hemoglobinuria bovina que también es conocida como fiebre de las aguas rojas, en

honor a Babes esta enfermedad es conocida como babesiosis (Uilenberg 2006).

Posteriormente en 1893 Theobald Smith y Frederick Kilborne que estudiaban la
fiebre de Texas en el ganado (la cual era producida por un parasito intraeritrocitico),
demostraron que la garrapata del género Rhipicephalus (antes conocida como
Boophilus) era el vector responsable de transmitir la babesiosis a los bovinos
(Assadian y Stanek, 2002).

Estos parasitos descritos por Babes y Smith-Kilborne fueron posteriormente
llamados Babesia bovis y Babesia bigemina respectivamente y desde su
descubrimiento se han descrito mas de 100 especies del género Babesia (Schnittger
et al., 2002).

La babesiosis bovina es la enfermedad mas importante transmitida del artrépodo al
ganado y su importancia economica se relaciona con la mortalidad, abortos,

disminucién de produccion de leche y carne, asi como en ocasiones la muerte.

En E.U.A se estimaron pérdidas economicas en la industria ganadera de mas de
$130 millones de ddlares a principios del siglo XIX, lo que llevo a que se realizara
un programa de erradicacion de la garrapata con el objetivo de terminar con la
enfermedad la cual finalizé en 1943 (Guerrero et al., 2010).
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En México la babesiosis bovina es causada principalmente por B. bovis y B.
bigemina que pueden ser trasmitidas por la garrapata; R. microplus y R. annulatus
que se distribuyen en el 75% del territorio nacional, por lo tanto, se estima que el
numero de bovinos en riesgo de infestarse con la garrapata es de 24,973,983 y las
pérdidas economicas en la ganaderia bovina para el 2013 se calcularon en
573,608,076 ddlares (Alvarez et al., 2004; Rodriguez-Vivas et al., 2017).

B. Caracteristicas de B. bigemina

B. bigemina es un parasito que infecta al ganado bovino y se distribuye en regiones
tropicales y subtropicales a nivel mundial, que es donde se localiza su vector (R.
microplus y R. annulatus) e incluyen: el Norte y Sur de América, al Sur de Europa,

Asia, Africa y Australia (Homer et al., 2000).

B. bigemina es un parasito intraeritrocitico que tiene forma de pera y forma parejas
en angulo agudo, mide 2.5 x 5 ym de diametro y puede ocupar hasta el 75% del
eritrocito (Fig. 1). El periodo de incubacién en el hospedero es de 3 a 4 dias y la
enfermedad se manifiesta entre la segunda y la tercera semana después de la
picadura del vector infectado, el primer sintoma es la fiebre, seguido de anemia,
hemoglobinuria y hemoglobinemia como consecuencia de la lisis de eritrocitos

sanguineos (Munoz 2016).
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Figura 1. Frotis sanguineo teiiido con Giemsa de eritrocitos bovinos infectados con B. bigemina. Se observaron con
objetivo de inmersion a 100x. Tomado de Mosqueda et al., 2012.
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C. Taxonomia de B. bigemina

B. bigemina pertenece al phylum Apicomplexa que incluye a mas de 6,000 especies

las cuales son protozoarios intracelulares obligados (Suarez et al., 2017).

Los merozoitos miden de 2-5 ym y tienen organelos como; aparato de Golgi, nucleo,
un apicomplasto, reticulo endoplasmico y una mitocondria. Ademas, el merozoito
posee una estructura llamada alveolar que es una pelicula que consta de la
membrana celular, alveoli o alveolos y microtubulos, que ayudan al movimiento del
parasito y también posee una estructura llamada complejo apical que incluyen: anillo
polar, micronemas, roptrias y cuerpos esféricos, estos ultimos son organos
especializados que le ayudan a la invasion (Fig. 2) (Adl et al., 2007; Ganzinelli et al.,

2018).

Anillo polar
Micronema

Roptria [~ Complejo
apical
Cuerpo esférico

Membrana
— celular

Alveoli

— Estructura
) ) alveolar
Microtubulos
Aparato
de Golgi
Ntcleo
Apicomplasto
y |— Organelos
Reticulo celulares

endoplasmico
Mitocondria

Figura 2. Estructura de un merozoito de B. Bigemina. Se muestran sus organelos con membrana como en otros
eucariotas como el ntcleo, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y la mitocondria. También se muestran érganos
especializados para la invasion conocido como complejo apical los cuales constan de un anillo polar, micronemas,
roptrias y cuerpos esféricos. Tomado y modificado de Ganzinelli et al., 2018.

19



La clasificacion taxondmica propuesta para B. bigemina es:
Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Apicomplexa

Clase: Sporozoasida

Orden: Eucoccidiorida

Suborden: Piroplasmida

Familia: Babesiidae

Género: Babesia

Especie: bigemina

(Levine 1982; Vial et al., 2006; Homer et al., 2000)

D. Genoma de Babesia

La secuenciacion del genoma de B. bovis de la cepa virulenta de Texas (T2Bo) se
realizé por el método secuenciacion masiva conocida como shotgun, el cual mostré
que el parasito tiene 4 cromosomas que tienen un tamano de 2.62, 2.59, 1.73 y
~1.25 Mbp respectivamente, con un tamanio total de 8.2 Mbp. Tres de los cuatro
cromosomas son acrocéntricos y el cuarto cromosoma es submetacéntrico. Cada
cromosoma de B. bovis contiene una regién rica en A-T la cual podria ser el

centromero (Brayton et al., 2007).

Ademas, se calculé que hay 3,671 genes nucleares que codifican para proteinas y
que el porcentaje de genes que contienen intrones es del 61.5%. El contenido de
G-C del genoma es del 37% para las regiones intergénicas, 44% para los exones y

35.9% para los intrones (Brayton et al., 2007).
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Adicionalmente al genoma nuclear, B. bovis contiene dos genomas
extracromosomales ricos en A-T: un genoma circular de 33 kbp que corresponde al
apicomplasto y uno lineal de ~6 kbp que corresponde al genoma mitocondrial
(Brayton et al., 2007).

Para el genoma de B. bigemina solo se conoce que, en una cepa virulenta obtenida
en Australia, el genoma nuclear tiene un tamafio aproximado de 10Mb distribuido
en 4 cromosomas (Sanger 2019).

E. Distribucidn geografica de la babesiosis en México

En nuestro pais el clima se divide en cuatro areas geograficas que son; zona arida,
zona semiarida, zona humeda y zona tropical lo que significa que se pueden
encontrar varias especies de garrapatas incluyendo las que producen babesiosis
(Peel et al., 2010).

El género Rhipicephalus comprende alrededor de 70 especies y R. microplus es el
principal vector causante de la babesiosis en nuestro pais, se distribuye en el 75%
del territorio nacional que abarca zonas aridas y templadas (Fig. 3) (Jongejan et al.,
1994; Rosario-Cruz et al., 2009).

En México los factores ambientales como; topografia, temperatura, lluvia y humedad
relativa, asi como tipo y cantidad de vegetacion ayuda al desarrollo de R. microplus
(Estrada-Pena et al., 2006; Jonsson 1997).

Otros factores que intervienen en su distribucion son la altitud, presencia y

abundancia de hospederos como Bos taurus y Bos indicus (Cen-Aguilar et al., 1998)

La situacidn actual respecto a la distribucion de la garrapata en nuestro pais
comprende que los estados de Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California y
Chihuahua (con excepcion de los municipios de Morelos y Guadalupe y Calvo) y el
Norte de Baja California Sur estan reconocidos oficialmente como libres del
ectoparasito.

21



En fase de erradicacion se encuentran los Municipios de Los Cabos y la parte sur
de La Paz en Baja California Sur; los municipios de Ahome, El Fuerte y Choix en el
norte de Sinaloa, en su margen derecha del rio El Fuerte; asi como los municipios
de la zona Desierto del estado de Coahuila: Cuatrociénegas, Ocampo y Sierra
Mojada.

El resto del pais comparte regiones en control y zonas libres naturales de garrapata
Rhipicephalus spp (SENASICA 2019).

LIBRE

Bl ERRADICACION

CONTROL

Figura 3. Distribucion geografica del control de R. microplus en el territorio nacional. Tomado de SAGARPA 2015.

F. Ciclo de vida de R. microplus

Esta garrapata pertenece a la familia Ixodidae (garrapatas duras) y se distribuye en
regiones tropicales y subtropicales, causando pérdidas econdmicas debido a que
puede transmitir gran variedad de enfermedades entre ellas la babesiosis que
disminuye la produccién de carne, leche y la picadura de la garrapata en su
hospedero bovino afecta la produccion de pieles (Li-Li et al., 2019).

R. microplus presenta cuatro estadios para que se desarrolle y complete su ciclo de
vida. Estos estadios son: huevo que se localiza en el suelo, larva, ninfa y adultos
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que se desarrollan en el hospedero bovino, los adultos se diferencian en hembras y
machos en el bovino sobre el cual se aparean y posteriormente se desprenden del

bovino y caen al suelo donde ovipositan las garrapatas repletas (Riek 1964).

Para que la garrapata logre desarrollarse debe pasar a través de tres fases que son

las siguientes:

1. Fase no parasitica: Es llamada también vida libre y comprende desde que la
garrapata hembra repleta se desprende de su hospedero, hasta la aparicion
de las larvas en la vegetacion.

2. Fase de encuentro: Se define como el proceso de transferencia de las larvas
desde la vegetacion hasta llegar al hospedero y esta influenciada por
variables como tipo de vegetacion y presencia de bovinos.

3. Fase parasitica: Es el periodo que completa el ciclo bioldgico de la garrapata
desarrollandose una serie de eventos patoldgicos sobre el hospedero.

En general el ciclo bioldgico de R. microplus dura aproximadamente de 19 a 21 dias
en condiciones Optimas una hembra repleta de R. microplus pone de 2,500-3,500
huevos (Ortiz-Benavides et al., 2016) (Fig. 4).

& & B

(3]
o D = D=—> S
{ Estadios de: larva,
De los huevos ninfa y adulto,
eclosionan larvas. sobre el bovino. o

Las garrapatas se
desprenden de su
hospedero.

La hembra pone sus
huevos en el suelo.

Figura 4. Ciclo de Vida de R. microplus. La hembra repleta cae al suelo y pone sus huevos en el suelo o vegetacion (1).
De los huevos eclosionan larvas que tienen tres pares de patas (2). Las larvas suben a su hospedero bovino y se
desarrolla de larva a ninfa y posteriormente a adulto (3a, 3b y 3c). Finalmente, las garrapatas caen al suelo y las hembras
colocan sus huevos y el ciclo inicia de nuevo (4). Tomado y modificado del Centers for Disease Control and Prevention,
2019.
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G. Genoma de R. microplus

Actualmente el genoma de R. microplus no se encuentra secuenciado totalmente
sin embargo se sabe que su genoma tiene un tamafio de 7.1 Gbp repartido en 22
cromosomas Yy tiene aproximadamente 70% de DNA repetitivo, ademas se reportan
38,872 genes que codifican para un total de 24,758 proteinas (Barrero et al., 2017;
Newton et al., 1972).

El conocimiento de la secuencia del genoma de este vector es de suma importancia
debido a que podria contribuir a identificar mecanismos que ayuden a controlar la

infestacion en el ganado bovino.

H. Ciclo de vida de B. bigemina

El género Babesia comprende alrededor de 100 especies de protozoarios
patdogenos que son capaces de infectar eritrocitos de una gran variedad de

hospederos vertebrados (Lobo et al., 2012).

B. bigemina tiene un ciclo de vida complejo, requiere de una reproduccion asexual
en los eritrocitos de su hospedero bovino y una reproduccién sexual en su vector
invertebrado siendo R. microplus su principal vector (Mosqueda et al., 2004;
Bohaliga et al., 2019).

El ciclo de vida inicia con la picadura de una garrapata infectada con B. bigemina,
esta le inyecta esporozoitos que migran hacia el torrente sanguineo ahi penetran la
membrana celular de los eritrocitos con ayuda del complejo apical el cual consta de
roptrias, micronemas y cuerpos esféricos. Una vez dentro de los eritrocitos, los
esporozoitos se dividen por fision binaria en dos o cuatro merozoitos los que tienen
forma de pera y también poseen un complejo apical. Algunos merozoitos detienen
su division y se diferencian en pregametocitos; cuando la garrapata se alimenta de
un bovino infectado con Babesia los pregametocitos se diferencian en el intestino
del vector en gametos haploides, que son conocidos también como cuerpos rayados
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y se fusionan para formar un zigoto diploide que infecta a células epiteliales del
intestino de la garrapata, posteriormente sufren meiosis para dar lugar a un quineto
que es movil, este se multiplica y forma esporogonias que son capaces de migrar a
la hemolinfa e invadir varios 6rganos de la garrapata incluyendo las glandulas
salivales, donde finalmente se transforman en esporozoitos que pueden infectar al
huésped vertebrado y asi continuar su ciclo (Mehlhorn 1984; Uilenberg 2006;
Schnittger et al., 2012; Bock et al., 2004) (Fig.5).

5. Transmision
.
.

4., Esporozoitos

.
.

1. Eritrocito infectado

- ﬁ"}\ Trofozoito

Merozoito

2. Garrapata infectada
Fases sexuales
Quinetos

Figura 5. Ciclo de Vida de B. bigemina. 1) Los merozoitos penetran a eritrocitos bovinos, dentro se diferencian en
trofozoitos y sufren division por fision binaria, se diferencian a merozoitos y lisan eritrocitos, algunos invaden eritrocitos
no infectados y otros se diferencian en pregametocitos .2) En la garrapata se diferencian a gametocitos y se fusionan
para formar cigotos, los que migran hacia el epitelio intestinal donde lo invaden y se transforman en quinetos.3) Una
vez en la hemolinfa los quinetos son capaces de invadir ovarios y glandulas salivales de la garrapata. Tomado y
modificado de Bock et al., 2004.
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l. Patogénesis de la enfermedad

La patogénesis de la enfermedad varia dependiendo del tipo de Babesia que infecte
ademas de la raza, la edad y la susceptibilidad del hospedero. Por ejemplo, la
infeccion causada por B. bigemina generalmente produce fiebre, anemia e ictericia
y en infecciones cronicas la division binaria del parasito trae como consecuencia la
disminucion del paquete celular en la sangre a mas del 50% y se asocia con
hemoglobinuria severa. El ganado con buena salud usualmente sobrevive a la
infeccidn, pero con una pérdida pronunciada de peso ademas produce la perdida
de leche y puede causar abortos espontaneos (Brown et al., 1999).

Para el caso de B. bovis que es mas virulenta el bovino presenta fiebre alta,
anorexia, afeccion del sistema nervioso, anemia y hemoglobinuria. Estos sintomas
tan severos no se relacionan con una alta parasitemia como lo es para el caso de
B. bigemina ya que B. bovis tiene la capacidad de adherirse al endotelio resultando
en babesiosis cerebral y dificultad respiratoria. También puede observarse una falta
de coordinacién, asi como depresion, puede producir convulsiones y el animal

puede morir en un periodo de 3 a 6 dias (Wagner et al., 2002).

J. Control de la enfermedad

En general, las medidas de control de la babesiosis estan encaminadas a combatir
tanto al parasito como a su vector transmisor R. microplus. Aunque se han
desarrollado diferentes preparados vacunales dirigidos contra el parasito, no existe

ninguno a nivel comercial.

Por otra parte, las medidas de control de la garrapata vector tampoco han resultado
exitosas. En cuanto a los quimioprofilactos para combatir a las garrapatas han
generado resistencia a estos, por lo tanto, es dificil tratar esta enfermedad.

K. Vacunas contra el parasito.

Para la obtencién de vacunas vivas atenuadas se utilizan cepas virulentas, para

obtener vacunas contra B. bovis se hace realizando pases sucesivos (de 20 a 30
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pases) en bovinos esplenectomizados. Y para la produccion de vacunas vivas
atenuadas para B. bigemina no es necesario esplenectomizar al bovino (Zintl et al.,
2003).

Las vacunas vivas atenuadas se obtienen también a partir de pases sucesivos en
cultivos in vitro, estas vacunas son utilizadas generalmente cuando los bovinos
provenientes de zonas libres de garrapatas, son llevados a zonas con presencia del
vector para generar una infeccion controlada en el bovino, lo que resulta en una
respuesta inmune y consecuentemente en proteccion contra la babesiosis
(Domingos et al., 2013).

Estas vacunas vivas atenuadas tienen un tiempo de vida muy corto debido a que
deben utilizarse de entre 4 y 7 dias cuando se conservan de 2 a 8°C, cuando estan
congeladas en nitrogeno liquido pueden mantenerse por mas tiempo, pero una vez
reconstituidas deben utilizarse en un tiempo no mayor a 8 h (Florin-Christensen et
al., 2014).

Otra de las desventajas de este tipo de vacunas es el riesgo de contaminacion con
otros organismos patdogenos y ademas de que necesitan un transporte de cadena

fria.

Por otra parte, algunas vacunas utilizan como crio-conservante el dimetilsulféxido
(DMSO) el cual resulta toxico a los animales en muchas ocasiones. En general estas
vacunas no confieren proteccion total contra la enfermedad y producen una

infeccion persistente en el bovino (Zintl et al., 2003) (Fig. 6).
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Produccion de vacuna viva Bovino inmunizado y presencia
atenuada en bovino de infeccion persistente
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Figura 6. Desventajas del uso de vacunas vivas atenuadas. Infeccidon persistente con B. bigemina en un bovino
inmunizado con cepa viva atenuada de B. bigemina hecha en pases sucesivos en bovino. Tomado y modificado de Brown
y Palmer 1999.

L. Control del vector transmisor.

El control de las garrapatas se realiza principalmente mediante el uso de bafos
garrapaticidas con compuestos quimicos.

1. Quimioprofilaxis

En nuestro pais se combate a R. microplus y Babesia con los siguientes
quimioprofilacticos;

a) Piretroides: que causan una despolarizacién de la membrana en la garrapata
debido a que causan una apertura de los canales de Na?* en los nervios y musculos
principalmente, un ejemplo de estos es la cipermetrina (MacDonald 1995).

b) Formamidinas: como el Amitraz, que actua como agonista del receptor de
octopamina del ectoparasito resultando en una hiperexicitibilidad neuronal y muerte
(Evans y Gee 1980).

c) Diamidinas: que inhiben la sintesis de DNA de Babesia. En México se utiliza
Imidicarb que también se relaciona con una disminucidn en la glucdlisis del
hospedero bovino trayendo como consecuencia la muerte del ectoparasito (Erlitzki
et al., 2017).
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Estos tratamientos quimioprofilacticos son utilizados en bafios de inmersion, bafios
de aspersion y aplicacion topica (Pour on), para tratar de controlar al vector de
Babesia (NORM 019).

Por otra parte, los métodos quimicos reducen la infestacion del ectoparasito, pero
traen como consecuencia la seleccion de garrapatas resistentes. Estos métodos
ademas de contaminar el medio ambiente, han provocado que se hayan encontrado
residuos de estos productos quimicos en la leche y en los productos carnicos (De
la Fuente y Contreras 2015).

2. Resistencia de R. microplus a acaricidas

En nuestro pais y en el mundo R. microplus ha desarrollado resistencia a toda clase
de acaricidas debido a que por décadas se ha hecho un uso indiscriminado de estos
(Rodiguez-Vivas et al., 2014).

Para el caso de organofosforados y piretroides, las garrapatas han desarrollado
resistencia debido a la rapida destoxificacion de estos y por mutaciones que causan
una seleccion de garrapatas resistentes (Miller et al., 1999). A R. microplus se les
atribuyen mutaciones en los genes que codifican para las enzimas como citocromo

P450, esterasas y glutation S transferasa (Aguilar et al., 2018).

Ademas, dentro de estos mecanismos de resistencia se han encontrado mutaciones
en los genes que codifican para los transportadores ABC los que funcionan
transportando metabolitos hacia afuera y hacia dentro de la célula y sirven para
reducir la concentracion de componentes toxicos (Pohl et al., 2011).

3. Vacunas contra el vector transmisor

Otra de las formas de controlar la enfermedad en las que se ha incursionado, es la
busqueda de proteinas del vector transmisor que participen en la interfase vector-
parasito y su estudio como candidatos vacunales, que sean eficientes no solo en
controlar la transmision del parasito sino ademas que sean capaces de interrumpir
el ciclo de vida y desarrollo de las garrapatas y por lo tanto disminuyan la infestacion

y oviposicion de las garrapatas.
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En Australia en 1990 se descubri6é un antigeno que protege contra la garrapata esta
es una glicoproteina del intestino de R. microplus llamada Bm86, posteriormente se
produjo una vacuna que produce una proteccién inmunoldgica en el bovino contra

la infestacién de la garrapata (Domingos et al., 2013).

Entre 1993 y 1997 dos proteinas recombinantes de Bm86 fueron registrados en
Latino América (GAVAC) y en Australia (TickGARD). Son las unicas vacunas

comerciales para el control del ectoparasito (De la Fuente et al., 2015).

Estas vacunas basadas en la glicoproteina Bm86 producen una reduccion en el
numero, peso y capacidad reproductiva de garrapatas hembras. La vacuna reduce
un 50% la infestacion de las larvas sobre el bovino, sin embargo la vacuna no es

capaz de erradicar a las garrapatas (De la Fuente y Contreras 2015).

La proteina Bm95 es una proteina homodloga de Bm86 aislada de una cepa
Argentina de R. microplus. Sugumary colaboradores en el 2011 probaron la eficacia
de la proteina recombinante Bm95 contra la garrapata R. haemaphysaloides como
potencial vacuna antigarrapata, una vez que fue vacunado B. indicus con Bm95
recombinante, se infestd al bovino con el ectoparasito y se obtuvo una disminucion
del 98.7% de larvas, un 84.6% de ninfas y un 78.9% de garrapatas adultas, respecto

al control (Sugumar et al., 2011).

Los resultados obtenidos demuestran el posible uso de Bm95 recombinante en el
control de la infestacion de R. haemaphysaloides aun que debe ser probado en otras

garrapatas (Sugumar et al., 2011).

Otra proteina recombinante probada como vacuna contra garrapatas fue Bm91 de
R. microplus, para ello Lambertz y colaboradores en el 2012 inmunizaron con esta
proteina recombinante a bovinos B. indicus y demostraron que es altamente
inmunogénica ya que los bovinos expresaron titulos altos de anticuerpos anti-Bm91,
ademas obtuvieron una eficiencia reproductiva del 6% y una viabilidad de los huevos
del 8%, respecto al control. Sin embargo los autores concluyeron que el efecto en
la reproduccion de la garrapata no era suficiente para un control eficaz de la
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garrapata y que probablemente se podria potenciar sus resultados al combinarse

con otra proteina.

La Subolesina es otro antigeno de R. microplus probado como candidato vacunal,
la proteina recombinante Subolesina fue inmunizada en bovinos B. taurus y B.
indicus, posteriormente los bovinos fueron infestados con larvas de R. microplus 'y
la inmunizacién dio como resultado una disminucion del 16.3% de garrapatas
hembras, un 8.0% en la disminucion de peso, 9.4% en la disminucion de
ovoposicion y un 26.1% en la disminucion de la fertilizacién de huevos, comparado
con los controles. La eficacia de la vacuna fue calculada en 44%. Estos resultados
mostraron un posible uso de este antigeno recombinante en el control de la

infestacion de garrapatas en el ganado bovino (Shakya et al., 2014).

Ademas se ha estudiado el papel de las acuaporinas como vacunas contra R.
microplus, estas son una familia de proteinas transmembranales que forman poros
y transportan agua y pequefos solutos a través de la membrana celular y su
principal funcidn es la osmorregulacion (Borgnia et al., 1999).

Especificamente la acuaporina 2 esta implicada en la osmorregulacion que ocurre
durante la alimentacién de la garrapata en su hospedero. Hussen y colaboradores
en el 2015 encontraron que esta proteina solo se expresa en glandulas salivales y
al silenciar la proteina con RNA de interferencia, di6 como resultado la muerte de
las larvas de R. microplus.

El esfuerzo por encontrar una vacuna que controle la infestacion de los bovinos por
garrapatas, se manifiesta en todas las proteinas recombinantes a partir de proteinas
de garrapatas, discutidas anteriormente, desafortunadamente hasta el momento no
se ha encontrado una proteina que sea capaz de inducir una respuesta inmune en
el vector vertebrado que logre erradicar a la garrapata, por lo que muchos autores
sugieren que el uso combinado de antigenos que causen una proteccion eficiente

contra el ectoparasito, aunado a un programa de control integral.
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I. ANTECENDENTES PARTICULARES

Estudios realizados en la R. microplus que es el vector de Babesia y qué tratan de
entender la interaccién Vector-Parasito-Hospedero, han reportado varias moléculas
que dan una aproximacion para el tratamiento de la babesiosis, asi como el
entendimiento de su ciclo de vida. Estas moléculas se basan principalmente en los
siguientes tejidos del vector; intestino, ovarios y glandulas salivales de la garrapata
(Antunes et al., 2017).

A. Moléculas asociadas a Babesia en el intestino del vector

El intestino es la primera barrera que debe traspasar el parasito para poder
establecer la infeccidon en la garrapata y continuar su ciclo de vida en su vector. Por
lo que es el principal objeto de estudio para diferentes grupos de investigacion los
cuales estan enfocados en la interface vector-parasito de diferentes especies de
garrapatas que transmiten virus, bacterias y protozoarios de importancia médica y
veterinaria (Sonenshine y Hynes, 2008).

El receptor de la superficie de la proteina A (TROSPA) de garrapata fue encontrada
en el intestino de Ixodes scapularis y funciona como receptor para Borrelia
burgdorferi, en R. annulatus se descubrio un gen ortdlogo de trospa sobre
expresado durante la infeccion con B. bigemina y al ser apagado mediante RNAi se
redujo significativamente los niveles de la infeccién de 70 y 83% para R. microplus
y R. annulatus respectivamente (Urbanowicz et al., 2016).

Otra molécula asociada a la interaccidn vector/parasito en la invasion al intestino de
la garrapata, es una glicoproteina que se localiza en las células epiteliales del
intestino de R. microplus, esta es conocida como Bm86, la que ya referimos
anteriormente pues a partir de ella se desarroll6 la primera vacuna comercial contra

garrapatas. Estudios realizados con RNAi para Bm86 en R. microplus mostroé una
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reduccion significativa en el numero de garrapatas, pero no afecto la eficacia de la

transmision transovarica de B. bovis (Bastos et al., 2010).

En el 2012 Rodriguez-Hernandez y colaboradores, realizaron estudios protedmicos
de interaccion por medio de ensayos de overlay en los cuales se identificé por
espectrometria de masas a la proteina mitocondrial llamada canal selectivo de
aniones dependiente de voltaje (BmVDAC) de R. microplus la que interactua con

las fases sexuales de B. bigemina inducidas in vitro y marcadas con Biotina (Tabla
1).

Tabla 1. Proteinas de intestinos de R. microplus que interaccionan con fases sexuales de B. bigemina

Protein Accessionno.  Spot#  MASCOTscore lonscore  Peptide sequences % coverage?
Electron transfer flavoprotein, gi241680571 1 50 20 VIDYAVK 28%
beta subunit, putative 61 TGVVT DGVKHSLNPF DEIAVEEAVR

26 TALAM GADKAIHVEV EGK

57 IEIVSVEDPP TR

49 VES VDELLAK
Voltage-dependent gi241061134 2 242 42 APPCYADLG K 33%
anion-selective channel, 24 DLFNKN
putative 42 YHFGVVK

56 TTTKTGVEFNVSGTSLNDTGKVNASLETK

15 S GALK

72 VNNSG QVGLGFTHRLRPGISLTLST

MLDGKNFNQG GHK

Se comparé contra el genoma de 1. scapulris. Tomado de Rodriguez-Hernandez et al., 2012.

Posteriormente Rodriguez-Hernandez y colaboradores en el 2015 investigaron los
niveles de expresion de BmVDAC a nivel de mRNA y de proteina en lisados de
intestinos de garrapatas a tiempos a 0, 12, 24 y 72 h pos treplecion, asi como la
relocalizacion de esta proteina en células intestinales de R. microplus. En ensayos
de RT-PCR de mRNA obtenido de intestinos infectados y no infectados con B.
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bigemina a diferentes tiempos post replecion observaron una mayor sobreexpresion
de BmVDAC a las 24 h post replecion (Fig. 7).

Post-repletion times (h)

vdac

esterase

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 7. Expresion de BmVDAC en intestinos de R. microplus infectados (I) y no infectados (N.I) con B. bigemina a
diferentes horas post replecion (0, 12, 24 y 72 h). Ensayos de RT-PCR en donde se utilizé el gen de la esterasa como
control de carga y a RT- como control negativo. Tomado de Rodriguez-Hernandez et al., 2015.

El nivel de expresion de la proteina BmVDAC también presento un incremento a las
24 h post replecion en intestinos de garrapatas infectadas, lo anterior se estudio
mediante western blot a los mismos tiempos post replecidn de intestinos de R.
microplus de intestinos infectados y no infectados con B. bigemina (Fig. 8).

Post-repletion times (h)

0 12 24 72
N | N | N | N |
VDAC il e < 31 kDa
a-Tubulin e . pa— - - ~ 4 55kDa
Pl serum
1 2 3 4 5 6 r 8

Figura 8. Expresion de la proteina BmVDAC de intestinos de R. microplus infectados(l) y no infectados (NI) con B.
bigemina a diferentes horas post replecion (0, 12, 24 y 72 h). En el panel superior se observa VDAC, cuando se us6 el
suero inmune, panel intermedio muestra control de carga con un anticuerpo anti-tubulina y el inferior el control con
suero preinmune. Tomado de Rodriguez-Hernandez et al., 2015.
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En este trabajo se observé ademas una redistribucion significativa de BmVDAC en
un cultivo primario de células epiteliales del intestino de R. microplus infectado con
B. bigemina a las 24 y 72 h post replecién, respecto a su control no infectado (Fig.
9).

Post-repletion times (h)

12 24

Uninfected

Infected

Figura 9. Inmunolocalizacion de BmVDAC a diferentes horas post replecion (0, 12, 24 y 72 h). Cultivo primario de células
intestinales de R. microplus infectadas y no infectadas con B. bigemina a diferentes tiempos post replecion (0, 12, 24 y
72 h). En color azul se observa el nticleo tefiido con DAPI y en color verde BmVDAC. Tomado y modificado de Rodriguez-
Hernandez et al., 2015.

Este hallazgo es importante porque se ha reportado que a las 24 h post replecion
sucede la invasion de los cigotos de B. bigemina a las células intestinales de la
garrapata. Los resultados obtenidos por Rodriguez-Hernandez sugieren que
BmVDAC podria participar en la invasién de B. bigemina a las células intestinales
de R. microplus. Ademas de que en el mosquito vector de Plasmodium spp, VDAC
juega un papel importante durante la invasion al intestino de este ya que se reporté
que es capaz de unirse a un activador de tejido tipo plasminégeno (Gosh et al.,
2011).
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B. Moléculas asociadas a Babesia en ovarios de garrapata

Una vez que Babesia atraviesa el epitelio intestinal de su vector los cigotos sufren
meiosis y se diferencian en quinetos que es la fase movil en la hemolinfa lo que es
importante para que la transmision transovarica suceda. Estudios protedmicos
realizados por Rachinsky y colaboradores en el 2007, en tejido ovarico de R.
microplus infectados con B. bovis, encontraron inmunofilinas sobre expresadas y al
apagar su expresion mediante RNAi se observd un aumento de la infeccion en
larvas, lo que sugiere que esta molécula podria mediar la invasién de Babesia en

los ovarios y subsecuentemente a su progenie.

Otra molécula involucrada en la transmision transovarica es el receptor de
vitelogenina (VgR) encontrado en Haemaphysalis longicornis infectado con B.
gibsoni, su silenciamiento resulté en la ausencia de B. gibsoni en los ovarios y en el

desarrollo anormal de los huevos de esta garrapata (Wang y Heitman, 2005).

Estos resultados sugieren que Babesia podria tener un ligando para el receptor VgR
lo que traeria como consecuencia la invasion de los ovocitos (Boldbaatar et al.,
2008).

Las proteinas asociadas a la transmision transovarica podrian ayudar a reducir la
reproduccion de la garrapata y disminuir la transmision de la babesiosis, o que
posiblemente ayudaria a desarrollar candidatos vacunales.

C. Moléculas asociadas a Babesia en glandulas salivales

Finalmente, cuando Babesia atraviesa el epitelio intestinal y migra a la hemolinfa
llega a las glandulas salivales de la garrapata. Ahi se multiplica nuevamente para
producir esporozoitos que es el estado infectivo a su hospedero vertebrado. Por
tanto, las glandulas salivales es la ultima barrera que el parasito cruza en su vector
(Chauvin et al., 2009).

En un estudio transcriptomico de las glandulas salivales de la garrapata

Ornithodoros parkeri, se descubrié una proteina putativa homologa a la proteina de
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suero amiloide A, su funcion en vertebrados esta relacionado con la fase aguda de
la respuesta inflamatoria, en dicho estudio se encontré que la expresion del gen que
codifica para la proteina de suero amiloide A esta incrementado en respuesta a la
infeccion de B. bigemina en R. annulatus y cuando este gen fue apagado resulté en
una reduccién del 66 y del 86% en los niveles de parasitemia en R. microplus 'y R.
annulatus, respectivamente (Antunes et al., 2012).

El trabajo en conjunto de varios investigadores, para entender la biologia de la
interaccion Babesia-Vector-Hospedero, ha llevado a que diferentes blancos
terapéuticos se hayan probado en experimentos en condiciones controladas.

El analisis de las interacciones de BmVDAC en el vector R. microplus durante la
infeccion con B. bigemina en las fases sexuales, nos ayudara a elucidar la biologia
del parasito con su vector ya que solo se sabe que esta proteina aumenta su
expresion durante la infeccion, pero no se sabe qué funcién esta cumpliendo, ni con
que otras proteinas del mismo vector, del parasito o del hospedero este

interaccionando.

D. Caracteristicas generales de la proteina canal selectivo de aniones
dependiente de voltaje (VDAC)

La proteina protagonista del presente trabajo es BmVDAC identificada por nuestro
grupo de investigacidn como se describiéo anteriormente, esta proteina es de

localizacidon mitocondrial.

La mitocondria se origind por un evento endosimbiotico hace dos billones de arios,
un ancestro eucariota incorporé a una célula procariota aerobia tipo Ricketssia (a-
protobacteria). En el curso de la evolucion esta fue integrada a la célula eucariota y
actualmente la mitocondria cumple una funcién esencial para la viabilidad celular,
como lo es la produccion de energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), ademas

participa en diversas vias de biosintesis (Becker y Wagner, 2018).

Varias vias bioquimicas convergen en la mitocondria tal como; la fosforilacion

oxidativa, oxidacion de acidos grasos, ciclo de Krebs, ciclo de la urea, biosintesis
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del grupo hemo asi como biosintesis de lipidos, aminoacidos y formacion de centros
de Hierro-Azufre (Scheffler 2008).

Para que la mitocondria cumpla su funcién los sustratos, productos e intermediarios
deben ser transportados a través de las membranas mitocondriales, hasta ahora se
conocen de 30 a 50 proteinas que median el intercambio de moléculas a través de
la mitocondria (Palmieri y Pierri, 2010).

De todas las proteinas mencionadas, el canal anionico dependiente de voltaje
(VDAC) es la proteina mas abundante en la membrana externa mitocondrial. En
levaduras existen dos isoformas, la mas abundante es Por1 y la menos abundante
es Por2 (Kmita et al., 2003).

En mamiferos existen tres isoformas y son llamadas VDAC1, VDAC2 y VDACS,
siendo la mas abundante VDAC1, 10 veces menor VDAC2 y 100 veces menor
VDACS3. Los tamanos de esta proteina van desde los 29 kDa hasta los 37 kDa.
VDAC1 y VDAC3 son codificadas por 9 exones y VDAC2 por 10 exones, todas las
isoformas cuentan con un promotor de caja TATA que es caracteristico de genes
constitutivos (Young et al., 2008; Sampson et al., 1997; Jitobaom et al., 2016;
Sorgato et al., 2018).

La proteina VDAC se caracteriza por tener de 12 a 19 laminas 3 antiparalelas
conectadas por asas de diferentes tamafos, en el extremo N-terminal posee una o-
hélice (que sirve como sensor de entrada), esta proteina tiene una estructura de

barril que atraviesa la membrana externa mitocondrial (Fig. 10) (Tewari et al., 2015).
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Figura 10. Esquema de la proteina VDAC en la membrana externa mitocondrial (en azul se muestra la proteina en forma
de barril, con sus hojas B-plegadas y en el centro de barril la a-hélice). Tomado de Paschen et al., 2005.
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VDAC es la proteina mas abundante en la membrana externa mitocondrial y la
principal puerta de entrada entre la mitocondria y el citoplasma, que permite el
intercambio de pequefos iones como Ca*, Na*, K*, ClI, OH-, H.O y de algunos
metabolitos con alto peso molecular como ATP, ADP, piruvato, succinato y fosfato
inorganico (Noskov et al., 2015; Pastorino et al., 2008).

El tamano del poro de VDAC se ha estimado de 2.5 a 3 nm y este se mantiene en
estado cerrado a voltajes mayores a 100mV y abierto a voltajes igual o menor a
60mV y se puede encontrar en forma monomeérica, dimérica, trimérica y tetramerica
(Zalk et al., 2005; Mazure 2017).

Asi como la mitocondria esta conectada a otros compartimentos celulares como lo
es el reticulo endoplasmico, ribosomas y citoplasma por tanto VDAC puede
interactuar con distintos tipos de proteinas (Fig. 11) (Morgenstern et al., 2017).

Endoplasmic

Ribosom é eiéi Precursor
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Metabolites ‘/l
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Figura 11. Interaccion de la mitocondria con otros compartimientos celulares. La imagen representa el transporte
masivo que sucede entre la membrana externa e interna mitocondrial, la cual es llevada a cabo proteinas que forman
poros garantizando asi el intercambio de iones y metabolitos. Ademas, también se translocan varias proteinas al
interior mitocondrial y su interaccion con el reticulo endoplasmico es importante para el intercambio de lipidos.
Tomado de Becker y Wagner, 2018.

E. Interacciones importantes de VDAC

La mitocondria es esencial para la sobrevivencia celular y exhibe una gran variedad
de proteinas y lipidos dependiendo del tejido celular donde se encuentre. VDAC
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regula varios procesos celulares como apoptosis, glucdlisis, homeostasis e impacta
en algunas enfermedades como el cancer (Mazure 2017).

1. VDAC y tubulina.

La membrana externa mitocondrial funciona como un punto de chequeo entre el
flujo de metabolitos y energia, ademas VDAC constituye la principal via de
intercambio entre ATP y ADP. Sheldon y colaboradores en el 2011 demostraron que
la interaccion de tubulina, que es un heterodimero compuesto de dos subunidades
una a-tubulina y una B-tubulina, con VDAC disminuye dramaticamente la respiracion
celular, esta interaccidon se da gracias a las cargas negativas del extremo C-terminal
de la tubulina y a las cargas positivas del barril de VDAC. Ademas, se observé que
la translocacion del ATP hacia el citoplasma disminuye enormemente, bloqueando
la interaccion de VDAC vy el translocador de nucleétidos de adenina (Fig. 12)

(Rostovtseva y Bezrukov, 2012).

La fosforilacion de VDAC en residuos de serina/treonina realizado por cinasas
citosdlicas como GSK3f, hace que haya una mejor interaccidon entre la tubulina y
VDAC (Das et al., 2008).
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Figura 12. Modelo que muestra el bloqueo de VDAC por tubulina. Un tallo del extremo C-terminal de la tubulina tiene
una carga parcial negativa y puede interactuar con la carga parcial positiva de la pared del canal VDAC, trayendo como
consecuencia el bloqueo del paso de ATP. Tomado de Rostovtseva y Bezrukov, 2012.
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2. VDAC y el translocador de nucledtidos de adenina (ANT)

VDAC1 bajo condiciones normales interacciona con el translocador de nucledtidos
de adenina (ANT) y con creatinin cinasa (mCK), formando un complejo
VDAC1/ANT1/mCK para regular la translocacion del ATP/ADP entre la mitocondria
y el citosol (Camara et al., 2017) (Fig. 13).
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Figura 13. VDAC1 interaccionando con ANT1 y mCK. Esta interaccion es importante para translocar eficientemente al
ATP/ADP entre el citosol y la mitocondria. Tomado de Camara et al., 2017.

3. VDAC y Hexocinasa (HK)

VDAC media la sobrevivencia y la muerte de la célula ya que es capaz de mediar el
balance entre familias de proteinas proapoptéticas como Bcl y familias de proteinas
antiapoptoéticas como Hexocinasa (HK) | y I, por tanto, las interacciones entre estas

proteinas promueven o previenen la apoptosis (Shimizu et al., 2001).

La HK es una enzima que participa en la glucdlisis y se encarga de catalizar la
conversion de glucosa a glucosa-6-fosfato. Diferentes estudios han mostrado que
la porcion citosolica de VDAC1 puede servir como receptor de HK. Ensayos
realizados de docking molecular demuestran que el extremo N-terminal de VDAC1
es esencial para la interaccion con HK (Zaid et al., 2015).

En algunos tipos de cancer se ha reportado la sobreexpresion de la HKI y HKII

unidos a VDAC1, esta interaccidn le confiere proteccion contra la apoptosis a las
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células del cancer ya que evita la union de VDAC1 con Bax que es una proteina
proapoptotica impidiendo asi la posterior oligomerizacion de VDAC1 y liberacién de
citocromo c (Fig.14) (Da silva et al., 2004; Shoshan-Barmatz et al., 2009).
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Figura 14. Interaccion de creatinin cinasa, el translocador de nucleétidos de adenina, VDAC y hexocinasa
(CK/ANT/VDAC/HK). En la imagen se observa que la interaccion VDAC/HK inhibe la liberacién de citocromo c evitando
asi la apoptosis. Tomado de Shoshan-Barmatz et al., 2010.

4, VDAC y Bax

La familia de proteinas Bcl comprenden proteinas proapoptéticas y antiapoptoéticas
que se encargan de regular la apoptosis alterando la permeabilidad mitocondrial.
Las proteinas proapoptoticas como Bax alteran la permeabilidad mitocondrial
causando la liberacion de citocromo ¢ que a su vez activa a las caspasas

desencadenando finalmente la apoptosis (Fig. 15) (Tsujimoto et al., 2010).

La interaccion entre Bak/VDAC causa una apertura del poro cuatro veces mayor a
su tamafio normal ademas Voehringer y colaboradores en el 2000 demostraron que
al irradiar una linea celular de linfoma de células B murinas con luz ultravioleta (UV)
hubo una sobreexpresion de la proteina VDAC y consecuentemente apoptosis en
la célula (Shimizu et al., 2010).

42



Células vivas

. 8
@ I
® D Estimulos apoptéticos

© >
[ 00 @ Estrés, UV, Quimioterapia 00
" e i .
VYDAC 2 *.
®
cytc @

Figura 15. Interaccién de VDAC/Bax promoviendo la liberacién de citocromo c. La interaccién entre Bax y VDAC se
da gracias a estimulos apoptoticos como; estrés luz UV y quimioterapia. Tomado y modificado de Tsujimoto et al.,
2010.

VDAC es una proteina multifuncional ya que participa en diversos procesos
celulares, ademas de la localizacion de VDAC en la membrana mitocondrial, se ha
reportado que esta proteina puede localizarse también en la superficie celular
(Ghost et al., 2011; Gonzalez-Gronow et al., 2013).

F. Localizacién de VDAC en la membrana plasmatica.

La localizacién extra mitocondrial de VDAC fue descrita por primera vez por Thinnes
y colaboradores en 1989 en la superficie de linfocitos B humanos. Esto fue
corroborado posteriormente por varios investigadores ya que VDAC no presenta
una senal de localizacion celular, los trabajos realizados incluyen; células
epiteliales, astroscistos, fracciones celulares de cerebro y neuronas (Moon et al.,
1999; Lisanti et al., 1994).

Inicialmente se penso6 que la localizacion extra mitocondrial de VDAC se debia a
una redistribucidon de los compartimientos celulares por el uso de detergentes, sin
embargo, posteriormente se demostrd que no era debido a la contaminacion (Yu et
al., 1995).
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Para demostrar que VDAC1 se puede localizar tanto en la mitocondria como en la
membrana plasmatica, primero se marco con Biotina a VDAC1 de linfocitos B con
la membrana celular intacta, la cual corresponde a VDAC1 de membrana
plasmatica. Después se solubiliz6 la membrana celular y posteriormente se
realizaron dos meétodos cromatograficos para separar a VDAC1 de ambos
compartimientos; primero se separé en una columna de Hidroxiapatita/Celita a
VDAC1 mitocondrial. Posteriormente para separar a VDAC1 de la membrana
plasmatica marcada con Biotina, se realizd una cromatografia de afinidad con
agarosa estreptavidina. De esta manera se pudo demostrar que VDAC1 se localiza

en la membrana plasmatica (Fig. 16) (De pinto et al., 2010).
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Figura 16. Proceso de purificacion de VDAC1 de la membrana plasmatica. Los linfocitos fueron incubados con biotina,
después la membrana fue desnaturalizada y la caveola fue aislada. Después de la solubilizacién de la membrana celular
con Tritén-100x y centrifugacion, se purifico por cromatografia de HTP/Celita seguido de cromatografia por afinidad
con estreptavidina agarosa. Tomado de De pinto et al., 2010.

La funcion de VDAC en la membrana plasmatica no se conoce sin embrago Baker
y colaboradores en el 2004 descubrieron que VDAC1 puede funcionar como una
enzima redox capaz de reducir el ferrocianuro extracelular en presencia de NADH,

esto se soporta con base a lo siguiente:
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1. VDAC es un polipéptido que asume diferentes conformaciones, dependiendo de

su localizacion.

2. VDAC esta controlado por efectores que puedan controlar la actividad de la
proteina.

(Holden y Colombini, 1993)

Otra funcién importante de VDAC en la membrana plasmatica es que puede
funcionar como receptor de plasmindgeno en su region kringle5, como parte de un
complejo relacionado a la invasion Patdégeno-Hospedero (Ghost et al, 2011;
Gonzalez-Gronow et al., 2013).

G.  VDAC como receptor de plasmindgeno

El plasmindgeno es un zimégeno que se encuentra en el plasma de los vertebrados
se produce de manera constitutiva en el higado y se encarga de degradar al
fibrinobgeno ademas participa en procesos celulares como; migracion celular,

formacion de tejido, angiogénesis y embriogénesis (Celkan 2016).

El plasmindégeno es convertido en plasmina, que es una serin proteasa, por
activadores como; activador de plasmindgeno tipo tejido (t-PA) y el activador de
plasmindgeno tipo uroquinasa (u-PA) que lo rompe entre la Arginina561 y Valina562
(Raum et al., 1980).

Gonzales-Gronow y colaboradores en el 2003 demostraron que existe homologia
entre el activador de plasmindgeno llamado estreptoquinasa y VDAC. La
estreptoquinasa se une a la region kringle5 del plasminégeno entre los residuos
Tirosina252-Lisina283, que es homologa a los residuos de Tirosina224 y Lisina255
que se encuentran en la region N-terminal de la proteina VDAC.

Liy colaboradores en el 2014 estudiaron la interaccion de VDAC1 y el plasmindgeno
en células epiteliales, encontrando que la regién kringle5 del plasminégeno
interacciona con VDAC1 y que este a su vez es fosforilado via AKT-GSK3[ en
residuos de serina y treonina lo que evita que VDAC1 sea degradado y se acumule

en la célula, trayendo como consecuencia la translocacion de VDAC1 a la
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membrana plasmatica, al mismo tiempo el exceso de VDAC1 desencadena la
liberacion de citocromo ¢ causando apoptosis (Fig. 17).
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Figura 17. Esquema de la interaccion de hVDAC1/plasminégeno (K5) que induce apoptosis en células epiteliales. Esta
union induce la sobreexpresion de hVDAC1 asi como su fosforilacion por GSK3B y su posterior relocalizacion a la
membrana plasmatica asi como la induccién de apoptosis de la célula epitelial. Tomado de Li et al., 2014.

Con los antecedentes anteriores se sugiere que VDAC sirve como receptor para el
plasminégeno en la membrana celular, esto es importante ya que patégenos como
bacterias, hongos, protozoarios y helmintos, utilizan al sistema fibrinolitico
especialmente al plasmindgeno para la invasion y migracion en su hospedero
(Ayon-Nufiez et al., 2018).

H. Plasminégeno en Apicomplexas

Gosh y colaboradores en el 2011 estudiaron la invasion de los quinetos de
Plasmodium berghei y Plasmodium falciparum, al epitelio intestinal del mosquito,
encontraron que la enolasa que se localiza en la superficie de los quinetos puede
actuar como receptor del plasmindgeno, este ultimo proviene de la sangre de su
hospedero vertebrado y una vez activado a plasmina, los parasitos lo utilizan para
invadir el epitelio intestinal de su vector (Fig. 18).
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Figura 18. Modelo hipotético del papel del plasminégeno durante la invasion del quineto de Plasmodium spp al
intestino de su vector. Los quinetos de Plasmodium expresan enolasa en su superficie esta es capaz de interactuar con
el plasminégeno y una vez activado a plasmina ayuda al parasito a atravesar el epitelio intestinal de su vector. Tomado
y modificado de Gosh et al., 2011.

1. Interaccion de VDAC con proteinas de diversos patdgenos

Por millones de afios agentes patdogenos se han adaptado a la biologia celular y
molecular de su hospedero. Por tanto, algunos patdégenos intracelulares invaden,
proliferan y eventualmente salen de su hospedero induciendo apoptosis (Muller et
al., 2002).

Ademas, se puede considerar a la apoptosis como medio de propagacion para
patdgenos, haciendo que proteinas como VDAC que se encarga de regular dicho
proceso, sea un blanco para esta funcién (Boya et al., 2001).

1. Neiseria gonorrhoeae

Durante la infeccidn, algunos patégenos manipulan a su hospedero induciendo
apoptosis, para esto utilizan factores de virulencia tal es el caso de N. gonorrhoeae
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esta bacteria gram negativa libera una proteina llamada PorB que se inserta en la
membrana externa mitocondrial formando un barril de laminas 3 que al interaccionar
con VDAC forman un poro que promueve la liberacidon de citocromo c y finalmente
causa apoptosis (Muller et al., 2002).

2. Dengue

Durante la infeccién con virus del Dengue algunas proteinas del virus interactuan
con proteinas de la célula hospedera para facilitar la produccion de virus. Este virus
tiene tres proteinas que conforman la capside las cuales son; capside (C), envoltura
(E) y membrana (M). Este virus es un virus envuelto en lipidos y su material genético
es una cadena sencilla de RNA de polaridad positiva de aproximadamente 11 kb
(Rodenhuis-Zybert et al., 2010).

El virus se internaliza por endocitosis mediado por clatrina seguido de la fusion y
liberacion de la nucleocapside dentro del citoplasma. El genoma viral es traducido
a proteinas estructurales y no estructurales del virus que median la replicacion viral
del genoma, asi como el ensamble y liberacion de la progenie (Mukhopadhyay et
al., 2005).

Durante la replicacion del virus los procesos celulares del hospedero son
manipulados para crear un ambiente favorable para el ensamblaje viral. Esto se
logra a traveés de la interaccion directa de proteinas virales con proteinas de la célula
hospedera, esto significa que las proteinas virales cumplen mas de una funcion, tal
es el caso de la proteina E que sirve como ligando para el receptor de las células
que infecta y ademas interactua con proteinas como la proteina GRPS, la cual es
una chaperona localizada en el reticulo endoplasmico y que también se ha
localizado en la membrana plasmatica, la interaccion GRP8/Proteina E dentro de la
célula hospedera esta asociado directamente a la replicacion del virus (Jitoboam et
al., 2016).

Otra proteina con la que GRP8 es capaz de interactuar es VDAC, que se encuentra
en la membrana externa mitocondrial ademas también se ha encontrado en la

membrana plasmatica (Fongsaran et al., 2014).
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La interaccion de la proteina E con GRP8 y VDAC no juega un papel importante en
la internalizacion del virus, sin embargo se encontr6 que VDAC sufre una
relocalizacion en células infectadas con el virus y se sugiere que la funcion de VDAC
es aportar nucleétidos y metabolitos en sitios cercanos a la replicacién del virus,
ademas de estar asociada a la apoptosis inducida por el virus para poder salir de la
célula hospedera (Jitoboam et al., 2016).

3. Plasmodium falciparum

P. falciparum es un parasito intraeritrocitico que pertenece al phylum Apicomplexa,
una vez que Plasmodium invade a los eritrocitos es capaz de causar modificaciones
a su beneficio en la membrana plasmatica de su hospedero, en esta via esta
envuelta la proteina transportadora (TSPO), antes conocida como receptor de
benzodiacepinas periférico que se encuentra en la membrana mitocondrial
formando complejos con proteinas como VDAC y el ANT, ademas de participar en
la esteredoigénesis (Cooke et al., 2014).

En humanos existen dos isoformas de TSPO, la primera isoforma es la proteina
TSPO1 que se localiza en la membrana externa mitocondrial y la segunda isoforma
conocida como TSPO2 tiene localizacion nuclear, también puede encontrarse en la
membrana plasmatica y en el reticulo endoplasmico de eritrocitos, la funcion

especifica de esta segunda isoforma es aun desconocida (Fan et al., 2009).

Estudios previos demuestran que TSPO y VDAC estan presentes en la membrana
de eritrocitos tanto sanos como infectados con Plasmodium y 1o que se sabe es que
en los eritrocitos infectados con P. falciparum ocurre un incremento en la

conductancia del eritrocito a través de canales tipo VDAC (Bouyer et al., 2011).

Marginedas-Freixa y colaboradores en el 2016 demostraron que al utilizar un
analogo del grupo hemo, este se transloco a través de la membrana plasmatica por
el complejo TSPO2/VDAC al interior de eritrocitos infectados con P. falciparum
causando un incremento en las especies reactivas de oxigeno (ROS), que a su vez
causo la muerte del parasito.
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J. Caracteristicas de BmVDAC

El acronimo BmVDAC significa canal anionico dependiente de voltaje y Bm significa
que esta proteina pertenece a Rhipichephalus (antes conocida como Boophilus)

microplus el cual es el principal vector de B. bigemina en México.

Esta proteina fue descrita por Rodriguez-Hernandez y colaboradores en el 2012 se
descubrid en intestinos de R. microplus infectados con B. bigemina, es una proteina
que se encuentra en la membrana externa mitocondrial y tiene un porcentaje de
identidad con VDAC1 humano del 70%, tiene 273 aminoacidos que forman un barril
de 16 laminas B antiparalelas y en su extremo N-terminal tiene una a hélice que le
sirve como sensor ademas tiene un peso molecular de 31 kDa y un punto

isoeléctrico de 8.7 (Fig.19).

Figura 19. Imagen realizada in silico de BmVDAC. Esta formado por 16 laminas beta antiparalelas y en el extremo N-
terminal tiene una alfa hélice. Tomada de Rodriguez- Hernandez et al., 2012.

Debido a que en nuestro grupo de trabajo se describio por primera vez BmVDAC y

como se sabe que VDAC es capaz de interaccionar con una amplia gama de
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proteinas celulares y de diferentes patdgenos, es de nuestro interés investigar con
cuales proteinas interacciona BmVDAC durante la infeccion de B. bigemina en los
intestinos de su vector R. microplus. Esto podria proporcionar nuevos conocimientos
sobre los mecanismos moleculares de la infeccion, asi como la funcidon que juega

BmVDAC en este proceso.
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.  HIPOTESIS

BmVDAC interacciona con proteinas de forma diferencial durante la infeccion de R.

microplus con B. bigemina.

IV. JUSTIFICACION

La babesiosis es una de las enfermedades mas importante del ganado bovino y
cuyo agente causal es transmitido por la garrapata R. microplus. Esta enfermedad
provoca severas peérdidas econdmicas ya que causa mortalidad, abortos,
disminucion en la produccion de carne y leche (Schinttger et al., 2012).

Las pérdidas econdmicas en el ganado debido a babesiosis transmitida por
garrapatas, se estima que puede llegar a los $10 billones de dolares por afio a nivel
mundial (Lew-Tabor et al., 2016).

En México se considera que el 75% de la poblacién bovina se encuentra infestada
con garrapatas, por lo que esta expuesto a la enfermedad (Mosqueda et al., 2012).
En el afio 2017 se calcul6 que, en nuestro pais, las pérdidas econémicas causadas
por la infestacion de R. microplus fueron de cerca de $573.61 millones de dolares
(Rodriguez-Vivaz et al., 2017)

La manera mas adecuada para combatir la babesiosis es haciéndolo de una manera
integral como lo es controlando el vector en zonas endémicas y aplicando

tratamientos quimioprofilactico al hospedero (Waal y Combrink, 2006).

Por tanto, la comprension de las interacciones de BmVDAC que hasta hoy en dia
son desconocidas, con otras proteinas durante la infeccion de Babesia en su vector,
podria proporcionar nuevos conocimientos sobre los mecanismos moleculares
durante la infeccion de B. bigemina a su vector R. microplus y la funcidén que juega
BmVDAC en este proceso.
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V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la interaccion de la proteina BmVDAC con proteinas en el intestino del
vector R. microplus durante el proceso de infeccién con B. bigemina.

VI.  OBIETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la expresion diferencial de las proteinas que interaccionan con
BmVDAC en el intestino de R. microplus durante la infeccion con B. bigemina
a diferentes tiempos post replecion.

2. ldentificar las proteinas expresadas diferencialmente que interaccionan con

BmVDAC mediante espectrometria de masas.

3. Demostrar la interaccion de BmVDAC con una de las proteinas identificadas.
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VII.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Espectrometria de masas >

Péptidos

- Mascot

Identificar las proteinas que puedan
interaccionar con BmVDAC
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

A. Obtencidén de intestinos de R. microplus no infectados e infectados
con B. bigemina a diferentes tiempos post replecidn

Las muestras de garrapata se obtuvieron a partir de la infestacion con 1 g de larvas
de R. microplus a dos bovinos machos del género y especie Bos taurus de la raza
Holstein de aproximadamente 250 Kg (se obtuvieron de un area libre de garrapatas),
de la cepa Media Joya de la cepa Chiapas que fueron obtenidas del Centro Nacional
de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria (CENID PAVET) en
Jiutepec, Morelos, posteriormente uno de los bovinos fue esplenectomizado y se le
inyectd 4 mL de eritrocitos infectados con B. bigemina (1x108 células) que fue donde
se obtuvieron las garrapatas infectadas con Babesia y las garrapatas no infectadas
se colectaron de otro bovino no infectado con el protozoario. Posteriormente las
garrapatas se colectaron a los 23 dias post infestacién, que es cuando cumplen su
ciclo de vida sobre el bovino. Las garrapatas colectadas se colocaron en una
incubadora a 28°C con una humedad relativa superior al 70%, hasta cumplir con los
diferentes tiempos post replecion (0, 24, 48 y 72 h), las Unicas garrapatas que se
disectaron el mismo dia fueron las obtenidas a las 0 h post replecién.

B. Determinaciéon de la parasitemia del bovino infectado con B.
bigemina.

Para el seguimiento de la infeccion de B. bigemina en B. taurus se tomaron
muestras de sangre de la vena coxigea del bovino con anticoagulante EDTA durante
4 dias y se realizaron frotis sanguineos. Estos fueron fijados con metanol y se
dejaron secar, posteriormente se tifieron con Giemsa durante 10 min después se
lavdé con agua destilada y se dejo secar para finalmente ser observadas en un
microscopio 6ptico en un objetivo de inmersion (100x). Para conocer el estado de
parasitemia del bovino se contaron 1000 eritrocitos y se calcul6 el porcentaje de
eritrocitos infectados.
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C. Determinacion del hematocrito y temperatura en el bovino
infectado.

Para medir el porcentaje de hematocrito de B. taurus infectado con B. bigemina, se
utilizé sangre extraida de la vena coxigea del bovino con anticoagulante EDTA,
después se coloco la muestra de sangre en tubos capilares con heparina que
posteriormente fueron sellados se centrifugaron por 5 min a 12,000rev y se calculd

el porcentaje de los elementos formes en la sangre.

La temperatura del bovino durante los dias de colecta de R. microplus se midié con
un termometro digital cuidando de solo tocar las paredes del recto del bovino de B.

taurus.

D. Prueba de hemolinfa en R. microplus infectada con B. bigemina

La infeccion de las garrapatas con B. bigemina fue determinada mediante una
prueba de hemolinfa que se basa en la observaciéon de quinetos en la hemolinfa de
la garrapata infectada con Babesia. Se seleccionaron cinco garrapatas infectadas
con B. bigemina a las cuales se les cortd una coxa de la pata, se realizé un frotis en
un portaobjetos y se dejo secar a temperatura ambiente, posteriormente las
muestras fueron fijadas con metanol al 70%, después se tifid con el colorante
Giemsa durante 7 min. Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio

optico con el objetivo de inmersion (100x).

E. Extraccién y preparacion de proteinas de intestinos de R.

microplus.

Los intestinos de R. microplus se lavaron con PBS pH 8.0 mas inhibidor de
proteasas Complete 1x las veces suficientes para que quedaran limpios. Después
se agrego 500 pL de solucion de lisis (20 mM de Tris-HI, 137 mM de NaCl, 1% de
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NP40 y 2 mM de EDTA) mas inhibidor de proteasas Complete (Roche 12683400)
1x durante 15 min en hielo y se sonicaron por 3 min, 30 pulsos, 30 pausas y a 80%
de amplitud. Posteriormente se realizd crosslink con 500 pyL de DSP a una
concentracion final de 2 mM durante 2 h a 4°C en agitacion suave, la reaccién se
detuvo con 20 mM de Tris-HCI durante 15 min a 4°C en agitacion suave.
Posteriormente se centrifugé 10 min a 10,000xg a 4°C para retirar las células que
no se lisaron bien. Luego se centrifugd a 22,000xg por 1 h a 4°C para obtener
proteinas de membrana. La integridad de las proteinas del lisado se verificd en un
gel de poliacrilamida al 10% tefido con azul de coomassie.

F. Cuantificacion de las proteinas de los intestinos de R. microplus.

Las fracciones de las proteinas obtenidas se cuantificaron con el método de
Bradford. Para esto se realizaron seis diluciones por triplicado de albumina de suero
bovino que fue la proteina estandar a partir de concentraciones que van desde 80,
40, 20, 10, 5 y hasta 2.5 ug/mL. Después se agregd 80 uL de cada muestra por
pocillo en una placa de 96 pozos y se agrego 20 uL de la solucidon de Protein Assay
Dye Reagent Concentrate (BIO-RAD No. De Cat. 500-0006), se mezcld y se incubd
por 5 min a temperatura ambiente y se midio la absorbancia en un lector de ELISA
a una longitud de onda de 595 nm. El mismo procedimiento se realiz6 para las

muestras de intestino.

G. Inmunotransferencia

Para verificar que BmVDAC estaba presente en el lisado de intestinos de R.
microplus se tom619 pg del lisado de intestinos de R. microplus y se prepard con
amortiguador de carga 6x para proteinas (Tris HCI pH 6.8 1 M 5 mL, SDS 10% 8
mL, Glicerol 4 mL, B-mercaptoetanol 2 mL, azul de bromofenol 0.05%, agua
ultrapura 20 mL) y se colocé en ebullicion por 5 min. Estas proteinas se corrieron
con un gel espejo, que se resolvieron en un gel SDS-PAGE al 10% y uno se tifd
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con colorante azul de coomassie el segundo gel se electrotransfirio a una
membrana de nitrocelulosa de 0.45 um, la membrana se bloqued toda la noche con
solucién de TBS-T y con leche al 5% a 4°C en agitacion, posteriormente se lavaron
con TBS-T y se incubaron con el anticuerpo primario anti-bovino BmVDAC (a una
dilucion de 1:1000) en TBS-T con leche al 1% a 4°C en agitacion toda la noche,
después fue lavado con TBS-T y se coloco con el anticuerpo secundario anti-ratén
acoplado a peroxidasa de rabano (a una dilucién 1:1000) (Goat anti-Rabbit HRP
conjugate, Invitrogen) por una hora en agitacion a temperatura ambiente, la
membrana se lavd con TBS-T. Las membranas se revelaron con

quimioluminiscencia en el equipo ChemiDocMP Imaging System (BIO-RAD).

H.  Tincién de geles de poliacrilamida SDS/PAGE con azul de
Coomassie R-250

Una vez finalizada la corrida electroforética del gel de poliacrilamida, se coloco en
un recipiente hermético de plastico y se le anadi6 50 mL de una solucion de
Coomassie R-250 (100 mL de metanol, 0.1 g de azul de Coomassie R-250, 20 mL
de acido acético y 80 mL de agua ultra pura (MiliQ)), se incub6 durante 30-40 min
en agitacion suave a 37°C. Para desteiiir el gel se incub6 con 50 mL de una solucién
destenidora (25 mL de acido acético, 82.5 mL de metanol y 392.5 mL de agua), los
cambios se hicieron cada media hora y se realizaron los suficientes para poder
observar el patron de bandeo.

l. Induccién de la proteina recombinante BmVDAC

La proteina BmVDAC recombinante, se indujo en la cepa E. coli BL21
transformadas con el plasmido pCold | que contenia el inserto correspondiente para
la expresion de BmVDAC. Primero se realizé un preinoculo con 50 mL en medio de

cultivo Luria Bertani (LB) y ampicilina (100 pg/mL) el cual se dej6 en crecimiento a
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37°C en agitaciéon a 200 rpm por 16 h. Posteriormente se inoculé en 500 mL de
medio de cultivo LB/ampicilina que se dej6 crecer a 37°C en agitacion a 200 rpm
hasta alcanzar una densidad optica de entre 0.4 a 0.6 nm. Después se dejo a 15°C
en agitacion a 200 rpm por 30 min y se indujo la proteina recombinante con 1TmM
de IPTG por 24 h a 15°C en agitaciéon a 200 rpm. La expresidn de la proteina
BmVDAC recombinante se analizé en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%
tefido con azul de Coomassie R-250. El mismo procedimiento se realizdé para la

enolasa recombinante de B. bigemina la cual se utiliz6 como control positivo.

J. Purificacion de BmVDAC recombinante

Una vez inducida la proteina recombinante BmVDAC que tiene un tag de 6
histidinas, 250 mL del cultivo inducido se resuspendié en 20 mL de PBS pH 8.0 y
se sonico en alicuotas de 1 mL por 3 min, 30 pulsos, 30 pausas y a 80% de amplitud
en hielo. Se centrifugd a 7,500xg por 35 min, se decantd y el boton se dejé secar,
se coloco a -20°C hasta su utilizacion. Después el boton se resuspendid en solucion
de unién que contenia; 6 M de hidrocloruro de guanidina, 20 mM de Tris-HCI, 0.5 M
de NaCl, 5 mM de imidazol y 1 mM de 2-mercaptoetanol a pH 8.0, se filtr6 con una
membrana de 0.45 ym y se inyecto6 a la cromatografia liquida de proteinas de alta
velocidad (GE Healthcare AKTAprime plus), se programé con el método de
replegamiento de la proteina sobre la columna (on column refolding) usando
columnas de Niquel HitrapTM de 1 mL. Una vez obtenidas las fracciones con la
proteina recombinante purificada, se verifico su integridad en geles de
poliacrilamida de SDS-PAGE al 10%.

K. Dialisis de BmVDAC recombinante

Una vez obtenidas las fracciones purificadas de la proteina recombinante se
procedio a su dialisis. Se cortd6 10 cm de membrana de dialisis Spectra/Por y se
activd la membrana con una solucidn que contenia; 8 g de bicarbonato de sodio,
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0.15 g de EDTA en 400 mL de agua ultra pura (MiliQ), durante 30 min en agitacion,
una vez hecho esto se lavo tres veces con agua ultra pura. Después se procedio a
dializar en pool de tres fracciones con PBS pH 8.0 a 4°C en agitacion suave, se
realizaron cinco cambios en un intervalo de 24 h. Finalmente se cuantifico por el

método de Bradford como se menciond anteriormente.

L. Ensayos de Pull-Down

100 pL de resina de niquel (HisPur Niquel Resin), se lavé con 400 pL de solucion
de lavado (PBS pH 8.0 e imidazol 5 mM) a 1250xg por 1 min, este paso se repitio 3
veces. Después se incub6 20 ug de BmVDACT en la resina de niquel durante toda
la noche a 4°C en agitacion suave, después se lavo 3 veces con 400 pL de solucion
de lavado. Posteriormente BmVDACr unida a la resina de niquel se puso a
interaccionar con 1 mg del extracto total de lisados de intestinos infectados y no
infectados con B. bigemina de los diferentes tiempos post replecion, durante 16 h a
4°C en agitacion suave y se lavo tres veces. Finalmente, se eluyé con 250 pL del
buffer de elucién (290 mM imidazol) durante 10 min a 4°C en agitacién suave y se
centrifugé a 1250xg por 1 min. Se utiliz6 como control el preclarificado de los

intestinos.

M.  Anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunoprecipitacion y de
inmunotransferencia.

En los ensayos de inmunoprecipitacion e inmunotransferencia, se usaron suero
preinmune e inmune de un bovino (bovino 7464) inmunizado con BmVDACTr que se
usO en ensayos de vacunacion previamente publicados (Ortega-Sanchez et al.,
2020)

N. Preclarado del anticuerpo policlonal BmVDAC

Para preclarar los anticuerpos policlonales BmVDAC producidos en bovino, primero
se corrieron muestras de lisados de intestinos infectados con B. bigemina y se

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 um, el peso molecular en el
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que se encuentra BmVDAC fue cortado de la membrana de nitrocelulosa dejando
el resto de las proteinas para que posteriormente se pusieran a interactuar tanto el
suero preinmune como el suero inmune a 4°C en agitacién suave, esto se hizo con

el fin de retirar las interacciones inespecificas de ambos anticuerpos.

0. Inmunoprecipitacion

Para la inmunoprecipitacién primero se realizé un clarificado de los intestinos, para
esto 100 pL de proteina G se lavo tres veces con soluciéon de union (NP-40 al 1%,
20 mM de Tris-HCI, 137 mM de NaCl y 2 mM de EDTA) a pH 8.0 mas inhibidor de
proteasas Complete 1x, posteriormente se incubd con 100 pg de lisado de intestinos
de R. microplus durante 1 h a 4° C en agitacién suave, después se centrifugd a
2600xg durante un minuto a 4°C, la proteina G se lavo tres veces con la solucion
de unién y se realizaron dos elusiones la primera fue a 50°C con 50 uL de solucion
de carga 2x por 10 min sin DTT y la segunda elucion a 95°C con solucion de carga
2x por 5 min con DTT a una concentracion de 100 mM, este se utilizd6 como control.
El clarificado de intestinos que se recupero se incubd con 4 pL de suero preinmune
o inmune durante 16 h a 4°C en agitacién suave, una vez realizado la unién
antigeno/anticuerpo se puso a interaccionar con 100 uL de proteina G agarosa
durante 2 h a 4°C en agitacion suave y finalmente se lavo tres veces con solucion
de union. Finalmente, se eluyé como se menciond anteriormente dos veces y ambos
eluidos se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 10% y se tifieron con azul de

coomassie.

P. Tincion de geles de poliacrilamida SDS/PAGE con azul de
Coomassie G-250

Para enviar las muestras a espectrometria de masas el gel de poliacrilamida se lavo
tres veces con 100 mL agua estéril por 10 min en agitacion, se tifid durante toda la
noche en agitacion con 100 mL de azul de Commassie G-250 que contenia; 80 mg
de azul de Commassie G-250, 35 mM de acido clorhidrico en un litro de agua

ultrapura (MiliQ). Después se lavo con una solucion destefidora (40% de metanol,
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10% de acido acético en agua ultra pura (MiliQ)), se realizaron dos cambios de 30
min cada uno. Posteriormente se lavd tres veces con agua estéril por 10 min en
agitacion. Las bandas fueron cortadas y almacenadas en agua de grado protedmico
a -70°C hasta su envi6 a espectrometria de masas.

Q. Espectrometria de masas

Para el analisis de espectrometria de masas de la IP de intestinos infectados 72 h
post replecion con B. bigemina, las muestras se prepararon en un gel de
poliacrilamida al 10% después se fijaron en una solucién que contenia 10% de HCI
y 40% de metanol durante 1 h en agitacion suave a temperatura ambiente y se tif6
con el colorante azul de coomassie G-250 que es compatible con espectrometria de
masas. Las bandas a analizar se enviaron al Laboratorio Nacional Plan TECC del
Cinvestav Irapuato, donde se trataron con tripsina, se alquilaron con lodoacetamida
y se analizaron en un espectrometro de masas de trampa de iones Lineal LTQ Velos
de la companiia Thermo. El software utilizado para el analisis fue Xcalibur.

R. Ensayo de uniéon de BmVDACTr al plasminégeno humano

50 yg de plasmindégeno humano recombinante se corridé en un gel de poliacrilamida
SDS-PAGE al 10% y se transfirid a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 um, que
después fue bloqueada con 5% de leche en una solucién de PBS-T al 0.05% por 1
h a 37°C, después se hicieron cuatro lavados con PBS-T al 0.05%. Posteriormente
se puso a interaccionar con 20 y 10 yg de BmVDAC recombinante durante toda la
noche a 4°C en agitacion suave, pasado el tiempo se realizaron cuatro lavados con
PBS-T y se puso a incubar con anticuerpo policlonal BmVDAC de bovino en una
dilucién 1:1000 en PBS-T con leche al 1% a temperatura ambiente durante 1 h,
después se realizaron cuatro lavados con PBS-T. Finalmente se puso a incubar por
1 h con el anticuerpo secundario anti-lgG de bovino producido en ratén acoplado a
peroxidasa de rabano en una diluciéon 1:1000 en PBS-T con leche al 1% a
temperatura ambiente, después la membrana se lavo cuatro veces con PBS-T. Las
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membranas se revelaron con quimioluminiscencia en el equipo ChemiDocMP
Imaging System (BIO-RAD). Se utiliz6 como control negativo 50 ug de albumina de
suero bovino y como control positivo 50 ug de enolasa recombinante de B. bigemina,

todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

S. Anadlisis semicuantitativo de las bandas diferenciales de los
ensayos de IP de intestinos de R. microplus infectados con B. bigemina y
no infectados a diferentes horas post replecion

El analisis densitométrico de las bandas diferenciales respecto a su control no
infectado, se realiz6 en el programa MYlmageAnalysis de Thermo Scientific,
después se realizo un test de distribucion normal para verificar si los datos tenian
una distribucion normal, al no tener una distribucién normal se realizé una prueba
de Kruskal-Wallis para todas las condiciones de los experimentos de IP, de
intestinos infectados y no infectados a diferentes horas post replecion, asi como t-
student para cada condicion post replecidon. Los datos utilizados fueron triplicados

de dos experimentos independientes.
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IX.  RESULTADOS

A. Determinar la expresiéon diferencial de las proteinas que
interaccionan con BmVDAC en el intestino de R. microplus durante la
infeccién con B. bigemina a diferentes tiempos post replecidn

Para cumplir con el primer objetivo, se procedio a infestar a 2 bovinos con larvas de
R. microplus de la cepa Media Joya y se realiz6 la colecta de garrapatas durante 4
dias del bovino infectado con B. bigemina y del bovino control no infectado a
diferentes tiempos post replecion (Fig. 20).

Colecta de R.

1g de larvas microplus no
de R. microplus infectada con B. Control
i bigemina 0 o

1gde larvas Inyeccu‘?n de. Colecta de R.
de R. microplus , 1"19'\8 eritrocito microplus infectada
Esplenectomia infectados con B. bigemina Problema

onsc o ->

Figura 20. Flujo de trabajo de la infestacion de B. taurus de la raza Holstein con R. microplus e infeccion con B. bigemina.

El seguimiento de la infeccion con Babesia en el bovino se realizé mediante frotis
sanguineos durante los 4 dias de la recolecta de R. microplus (Fig. 21). En los
cuales se analiz6 la presencia de las fases intraeritrociticas del parasito y permitio
calcular el porcentaje de parasitemia del bovino.
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Figura 21. Frotis sanguineo de bovino infectado con B. bigemina. En la imagen se observa un frotis sanguineo de bovino
en un microscopio 6ptico a 100x y tefido con Giemsa; las puntas de flecha indican eritrocitos infectados con el
protozoario intraeritrocitico. Fotografia donada por Ivan Corona.

En la Fig. 22 se observa que en el inicio de la infeccion, la parasitemia fue de 0.37%,
para el segundo dia de 0.62% y para el tercer dia de 1.06% siendo el mayor
porcentaje de parasitemia obtenida en el bovino ya que para el cuarto dia la
parasitemia disminuy6 a 0.95%, esto es debido a que el ciclo de vida del parasito
en su hospedero bovino, el parasito se divide por fision binaria y lisa eritrocitos con
base a esto la parasitemia se ve disminuida al cuarto dia.
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Figura 22. Parasitemia del bovino infectado durante los dias de colecta de R. microplus. El mayor porcentaje de
parasitemia se obtuvo al dia tres.

65



Otro parametro que fue utilizado para dar seguimiento a la infeccién del bovino con
B. bigemina durante los 4 dias de colecta de las garrapatas, fue la determinacion
del hematocrito. EI hematocrito se define como el porcentaje de células en sangre
completa y en bovino tiene valores de referencia que van de 24 a 46%. Para el
bovino infectado el primer dia se obtuvo un hematocrito de 34.5%, el segundo dia
fue de 31.5%, el tercer dia de 23% y para el cuarto dia el hematocrito fue de 16.5%.
La disminucién del hematocrito durante la babesiosis se debe a que el parasito lisa
eritrocitos para continuar con su ciclo de vida (Fig. 23).

Hematocrito
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Figura 23. Valores de hematocrito del bovino infectado con B. bigemina durante cuatro dias. Se tomo sangre del bovino

infectado con Babesia en tubos capilares con heparina que posteriormente fueron centrifugados para después calcular

el porcentaje de elementos formes en sangre.

Otro parametro que se midié fue la temperatura del bovino durante los dias de
colecta de R. microplus. El valor de referencia para la temperatura corporal de un
bovino normal es de 38.5°C, la lectura que obtuvimos para el primer dia de muestreo
fue de 38.7°C, para el segundo de 38.9°C y para el tercer dia fue de 39.3°C que fue
el valor mas alto de temperatura que corresponde al dia con el mayor porcentaje de
parasitemia y para el cuarto dia fue de 37.3°C (Fig. 24).
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Figura 24. Temperatura corporal del bovino infectado con B. bigemina durante los dias de colecta de las garrapatas. Se
realizé con un termémetro digital en el recto del bovino infectado con Babesia. La mayor temperatura obtenida fue al
dia tres.

En conclusién, el bovino infectado con el parasito presento ademas de los
porcentajes altos de parasitemia, disminucion de hematocrito y fiebre, también hubo
presencia de diarrea aguda, debilidad, asi como disminucion del apetito debido a la
babesiosis. Lo cual nos obligé a detener el experimento al cuarto dia debido a que
los porcentajes de hematocrito ponian en riesgo la vida del bovino. Finalmente se
procedio a tratar al bovino con Imidocarb, el cual se aplicé de manera intramuscular,

este medicamento actua inhibiendo la sintesis de DNA del parasito.

Por otro lado, para verificar que las garrapatas de R. microplus estaban infectadas
con B. bigemina se realizé la prueba de la hemolinfa en la cual se observo la
presencia de los quinetos del protozoario intraeritrocitico (Fig. 25).
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Figura 25. Tincidn con Giemsa de la hemolinfa de R. microplus infectada con B. bigemina. Las puntas de flecha indican
la presencia de quinetos en la hemolinfa de la garrapata, esto fue observado en un microscopio éptico en un objetivo
de inmersion (100x). Fotografia donada por Ivan Corona.

Una vez colectados los intestinos de las garrapatas infectadas y no infectadas con
B. bigemina, se procedié en primera instancia a realizar ensayos de Pull-down para
dar cumplimiento al primer objetivo del presente trabajo. Sin embargo para poder
realizar los ensayos de Pull-down y los de inmunoprecipitacion fue necesario inducir,
purificar y dializar suficiente cantidad de rBmVDAC (Fig. 26, Fig. 27 y Fig. 28).
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Figura 26. Lisado de la cepa E. coli BL21 donde se muestran la sobreexpresion de BmVDAC. El primer carril corresponde
al marcador de pesos moleculares (PM), el segundo carril corresponde a BmVDAC no inducido (N.I) y el tercer carril
corresponde a BmVDAC recombinante inducida (I) con 1 mM de IPTG. La punta de flecha indica el PM de BmVDAC
recombinante.
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Las células de E. coli del cultivo inducido fueron lisadas y tratadas como se explico
en materiales y métodos y se procedi6 a purificar a BmVDACTr por cromatografia de
afinidad, el cromatograma de la purificacion donde se puede observar el gradiente
de concentraciones en color verde, la medicion de UV a 290 nm y la elucion de las

fracciones de la proteina recombinante en color rojo, se muestra en la Fig. 27.

Break point 8 / Breskpoint1l  Breskgoint12  Brealipoing
Il |/’ | nnnn TN AN

nitin
i 1 1 TECFTTR (M0 RO B YR 1>
E I R T B S T BT I R " R R =

Figura 27. Cromatograma de BmVDAC purificada con el método replegamiento de la proteina sobre la columna. En color
azul se muestra la mediciéon de luz UV a 290 nm, en color rojo se observan las fracciones eluidas de la proteina
recombinante BmVDAC y en color verde los cambios de concentraciones de las soluciones. El pico de luz UV indica la
elucion de la proteina recombinante de la columna de niquel.

Las fracciones obtenidas fueron analizadas en electroforesis SDS/PAGE al 10%,
para verificar en cuales fracciones estaba presente BmVDACTr, donde se observé
que las fracciones 14, 15 y 16 eran las que contenian a la proteina recombinante
con mayor pureza (Fig. 28).
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Figura 28. Fracciones en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de Coomassie R-250 de BmVDAC

purificadas en el FPLC. El carril uno se observa el marcador de pesos moleculares, en el carril 2, 3 y 4 a las fracciones 14,
15y 16 de la proteina recombinante BmVDAC purificada. La punta de flecha indica el peso molecular de rBmVDAC.
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Ensayos de Pull-down

La proteina recombinante BmVDAC se expresa como proteina de fusion con un tag
de 6 histidinas mediante las cuales se unen a las resinas de cobalto y niquel. En un
inicio se uso la resina de cobalto sin embargo no se obtuvieron resultados
satisfactorios ya que la eficiencia de union de BmVDAC a la resina fue menor que
la que se une a la resina de niquel, por lo que se decidié continuar con la resina de
niquel (Fig. 29).
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Figura 29. Perfil de elucion de BmVDAC recombinante empleando 290 mM de imidazol. En el panel A se observa en el
primer carril a BmVDAC recombinante introducida al sistema y en el segundo carril a BmVDAC eluido con 290 mM de
la resina de niquel. En el panel B se observa en el primer carril a BmVDAC recombinante introducida al sistema y en el
segundo carril a BmVDAC eluido con 290 mM de la resina de cobalto. Las puntas de flecha indican el peso molecular de
BmVDAC recombinante.

Una vez elegida la matriz para unir a la proteina recombinante se procedio a poner
a interaccionar 1 mg del lisados de extractos totales de intestinos de R. microplus
infectados con B. bigemina 48 h post replecion durante toda la noche a 4°C. En este
experimento se observaron dos bandas tenues que se encuentran entre los pesos
moleculares de 50 y 100 kDa los cuales probablemente correspondan a proteinas

gue interaccionan con la proteina BmVDAC, ademas se observé una banda que
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corresponde al peso molecular de la proteina recombinante que es de 26 kDa (Fig.
30).

Este experimento fue repetido tres veces sin embargo los resultados no fueron
reproducidos por lo que se procedio a realizar ensayos de inmunoprecipitacion para
obtener la interaccion de BmVDAC de R. microplus durante la infeccion con B.

bigemina a diferentes tiempos post replecion.
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Figura 30. Pull-down de intestinos de R. microplus infectados con B. Bigemina 48 h post replecion. En el primer carril
se observa el marcador de pesos moleculares, en el segundo carril a BmVDAC recombinante, en el carril tres a los
intestinos infectados con B. bigemina 48 h post replecion previamente clarificados, en el cuarto carril se observa el
control de la resina donde se clarificaron previamente los intestinos y en el carril nimero cinco se observa la eluciéon
del Pull- down las puntas de flecha indican bandas corresponde a BmVDAC recombinate en un peso aproximado de
26 kDa y dos mas las cuales se encuentran en pesos moleculares de entre 50 a 100 kDa.

BmVDAC
Intestinos
Control
Elusién

Ensayos de Inmunoprecipitacion

Inicialmente la IP se realizé con anticuerpos policlonales BmVDAC producidos en
bovino e intestinos de R. microplus infectados y no infectados a 0 y 24 h post

repleciéon con B. bigemina (sin crosslink con DSP de los intestinos).
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En estos primeros ensayos se realizaron dos elusiones como se menciona en

materiales y métodos, identificandose dos bandas diferenciales respecto al control

(suero preinmnune del mismo bovino) que se encuentran aproximadamente en los

pesos moleculares de 30 y 100 kDa, que corresponden a la segunda elucion de

intestinos infectados con B. bigemina 24 h post replecién (Fig
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Figura 31. IP de lisados de intestinos de R. microplus infectados (1) y no infectados (N.l) con B. bigemina sin crosslink a
0y 24 h post replecidn. Las puntas de flecha indican dos bandas diferenciales en la segunda elucién de intestinos
infectados 24 h post replecion. | es suero inmune y P es suero preinmune.

En la Fig. 32, se observan dos bandas diferenciales donde cabe destacar que las

bandas que se encuentran aproximadamente en un rango de peso molecular entre

90 y 130 kDa se mantuvieron constantes en todas las condiciones.
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Figura 32. Bandas de proteinas diferenciales que interaccionan con BmVDAC. Electroforesis SDS/PAGE tefiida con plata
de la segunda elucion a 95°C con DTT de la IP de intestinos de R. microplus no infectadas (N.I) e infectados (I) con B.
bigemina 24 h post repleciéon. En el carril uno se observa el marcador de pesos moleculares (PM). En el carril dos la
segunda elucion de intestinos de R. microplus no infectados y en el tercer carril la segunda elucion de intestinos de R.
microplus infectados. Las llaves indican las bandas diferenciales de la IP de intestinos infectados respecto a su control
no infectado, asi como su peso molecular aproximado.

De los experimentos previos se seleccionaron dos bandas que fueron enviadas para
ser identificadas por espectrometria de masas, estas bandas fueron de la segunda
elucion (95°C con DTT) de la IP de lisado de intestinos de R. microplus infectados
con B. bigemina 24 h post replecion (Fig. 33). Sin embargo sélo se identificaron
algunos péptidos pertenecientes a B. taurus y comunes a los controles.
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Figura 33. IP de lisado de intestinos de R. microplus infectados con B. bigemina 24 h post replecion. Elucién 1 se realizé
sin DTT y se calenté por 10 min a 50°C y Elucién 2 realiz6 con DTT y se calenté 5 min a 95°C. SP= suero preinmune y Sl=
Suero inmune con BmVDAC ambos sueros pertenecen al mismo bovino. La banda 1 y 2 se enviaron a analisis por
espectrometria de masas.

Uno de los problemas que se presentd en el desarrollo de la IP, fue el
reconocimiento inespecifico del suero control (suero preinmune), con el fin de
eliminar estas falsas interacciones se prob6 un anticuerpo monoclonal anti VDAC1
humano, sin embargo, este anticuerpo no reconocié a BmVDAC de los intestinos de
R. microplus, para este ensayo se utilizé un lisado de la linea celular HeLa como

control positivo (Fig. 34).
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Figura 34. Estudio del posible reconocimiento de BmVDAC por un anticuerpo monoclonal contra VDAC de humano.
Western blot del lisado de linea celular HeLa y R. microplus con anticuerpo monoclonal VDAC1 humano. Las puntas de
flecha indican el reconocimiento de VDAC1 en su forma monomeérica, dimérica y trimérica, en el lisado de la linea celular
Hela.

Otros cambios realizados para mejorar la IP fue modificar el tiempo de unién del
antigeno/anticuerpo ya que anteriormente se hacia por 6 h a 4°C y posteriormente
se cambio a 2 h a 4°C, esto con el fin de evitar uniones inespecificas a la proteina
G, ademas también se us6 DSP.

Por otra parte, también se decidid trabajar con muestras de intestinos de R.
microplus a 0, 24, 48 y 72 h post replecion infectadas y no infectadas con B.
bigemina, para poder identificar bandas diferénciales en la inmunoprecipitacién.

Para la parte de la técnica de IP donde se realizd la lisis de los intestinos de
garrapata también se probd el uso de los detergentes NP-40 y Triton X-100,
obteniéndose mejor rendimiento con NP-40, ya que anteriormente era utilizado
Tritén X-100.

Una vez estandarizada nuevamente la técnica de IP se procedié a verificar la
integridad de los intestinos de R. microplus infectados y no infectados con B.
bigemina a tiempos de 0, 24, 48 y 72 h post replecion tratados con DSP (Fig. 35).
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Figura 35. Integridad de lisado de intestinos de R. microplus a 0, 24, 48 y 72 h post replecion infectados y no infectados
con B. bigemina y tratados durante 2 h con 2 mM de DSP. I= Lisado de intestinos infectados y N.I= Lisado de intestinos

no infectados.

Después de haber verificado la integridad de las proteinas de los intestinos de R.
microplus se procedié a realizar un clarificado de 100 ug de intestinos de los
diferentes tiempos post replecion, que fue utilizado como control. Donde solamente
se observé que tanto en intestinos infectados y no infectados con B. bigeminaa 0 h
post replecion una banda que se une de manera inespecifica a la agarosa de

proteina G (Fig. 36).
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Figura 36. Preclarado de 100 ug de intestinos de R. microplus a 0, 24, 48 y 72 h post replecion, infectados (I) y no infectados (N.I) con
B. bigemina. La punta de flecha indica la unidn inespecifica de una proteina de intestinos de R. microplus a la proteina G a 0 h post
replecion tanto en intestinos infectados y no infectados. En todos los ensayos se realizaron dos elusiones una por 10 min a 50°C sin
DTT y la segunda por 5 min a 95°C con DTT.

Ademas se probd la unién de los sueros preinmune e inmune a la proteina G
agarosa ya que estos proceden del suero completo del bovino, estos controles nos
sirvieron para descartar falsos positivos durante nuestros ensayos de IP, el patron
de bandeo observados nos ayudo a omitir distintas bandas que se unen de manera
inespecifica a la matriz las cuales se encuentran en los pesos moleculares
aproximados de; 28, 50, 60, 100 y 200 kDa (Fig. 37).

Una vez realizado todos los controles necesarios que tuvieron como finalidad poder
encontrar un patron de bandeo que fuera verdaderamente diferencial respecto a

nuestro control, se procedio a realizar la IP.
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Figura 37. IP de suero preinmune, inmune y BSA. Control de uniéon de 4 pL de suero preinmune (SP), suero inmune (SI)
y albumina de suero bovino (BSA) al 0.1% a la proteina G, en el carril uno se observa el marcador de pesos moleculares
(PM), en el carril dos, tres y cuatro se observa la primera elucion del SP, Sl y BSA. En el carril cinco, seis y siete se
observa la segunda elucién de SP, Sl y BSA.

Ademas, en todas las IP se realizdé un analisis densitométrico de las dos bandas
diferenciales las cuales se enviaron a analizar por espectrometria de masas, la
banda de abajo corresponde a un peso molecular aproximado de 50 kDa y la banda
superior corresponde a una banda que se encuentra entre los 90 a 140 kDa (Fig.
38, Fig. 39, Fig. 40 y Fig. 41), de los ensayos de IP de Oh, 24h, 48 y 72 h post
replecion de las garrapatas alimentadas en el bovino infectado y en el control no

infectado.
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Figura 38. IP de lisado de intestinos de R. microplus infectados (l) y no infectados (N.l) con B. bigemina a 0 h post
replecion. Las llaves sefialan las bandas a las cuales se les realizo analisis densitométrico y corresponden a la segunda
elucién de intestinos infectados. Las estrellas indican que son estadisticamente significativas (p<0.05). A) SDS/PAGE al
10% de las fracciones de los ensayos de IP. B) Analisis densitométrico de la banda inferior y C) Analisis densitométrico

de la banda superior.

El mismo tipo de analisis se realizé para las fracciones proteicas de la IP de las

muestras 24 h post replecién de R. microplus infectadas y no infectadas (Fig. 39)
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Figura 39. IP de lisado de intestinos de R. microplus infectados (l) y no infectados (N.I) con B. bigemina a 24 h post
replecion. Las llaves sefialan las bandas a las cuales se les realizé analisis densitométrico y corresponden a la segunda
elucién de intestinos infectados. Las estrellas indican que son estadisticamente significativas (p<0.05). A) SDS/PAGE al
10% de las fracciones de los ensayos de IP. B) Analisis densitométrico de la banda inferior y C) Analisis densitométrico
de la banda superior.
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La

Fig 40, muestra los resultados del mismo analisis, pero para las muestras de

intestinos infectados y no infectados a 48 h post replecion, inmunoprecipitadas con

el suero inmune y el preinmune.
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Figura 40. IP de lisado de intestinos de R. microplus infectados (I) y no infectados (N.I) con B. bigemina a 48 h post
replecién. A) SDS/PAGE de las elusiones del ensayo IP de las muestras a las 48 h post replecion, las llaves sefialan las
bandas a las cuales se les realizé analisis densitométrico y corresponden a la segunda elucidn. Las estrellas indican que
son estadisticamente significativas (p<0.05). B) Andlisis densitométrico de la banda inferior y C) andlisis densitométrico
de la banda superior.
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Figura 41. IP de lisado de intestinos de R. microplus infectados con B. bigemina y no infectados a 72 h post replecion.
En el panel A se muestran las fracciones resultantes de la IP corridas en un gel SDS/PAGE al 10%. En el panel B, se
muestran las bandas recortadas y enviadas a espectrometria de masas, el color negro fue llamada M1, el color naranja
fue llamada M2 ambos corresponden a la segunda elucién de intestinos infectados (1) y el color azul es el control no
infectado (N.l). La banda M3 corresponde al control. En el panel C y D se muestran los resultados del analisis
densitométrico de la banda inferior y superior. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas p<0.05.

El analisis densitométrico de las bandas sefialadas en las imagenes 38, 39, 40 y 41
demuestra que son estadisticamente significativas respecto a su control, sin
embargo la diferencia en la intensidad de las bandas analizadas, fue mayor a las 72
h post replecién en la elucidon 2 de la IP de las muestras de intestinos infectados
(Fig. 41), de este gel se picaron las bandas para mandar a analizar por

espectrometria de masas.

Para demostrar la presencia de la proteina nativa BmVDAC en las muestras se
realizé otro control donde se corrieron las fracciones de la inmunoprecipitacion de

la segunda elucion (de las mismas muestras de donde se picaron las bandas para
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analizar por espectrometria de masas) y se realizé un Western Blot usando el suero

inmune (Fig. 42).
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Figura 42. Analisis de BmVDAC nativa en las muestras usadas en la IP. Panel A: el panel de la izquierda muestra una
SDS/PAGE del extracto de intestinos de garrapatas infectadas y no infectadas 72 h post replecién y en el panel de la
derecha es un WB con el anticuerpo especifico anti BmVDACr. El panel B muestra el WB de las proteinas
inmunoprecipitadas a las 72 h post replecion con los sueros inmune y preinmune, donde se observa la banda
correspondiente a BmVDAC nativa de 31 kDa.

Ademas de los analisis densitométrico anteriores, los cuales fueron realizados en
cada condicién problema respecto a su control se realizé una prueba de normalidad
solo de la banda superior que se encuentra entre los pesos moleculares de entre 90
y 140 kDa de todos los tiempos post replecion para ver si los datos tenian una
distribucion normal, al no tener una distribucién normal se realizé una prueba de
Kruskal-Wallis para mas de tres grupos de datos que no tienen una distribucion
normal y ver si hay diferencias significativas entre ellos respecto a su control (Fig.
43).
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Figura 43. Analisis semicuantitativo de la cantidad de proteinas de la banda superior (entre 90 y 140 kDa), para todos
los tiempos post replecidon. El andlisis densitométrico corresponde a la segunda elucién de intestinos de R. microplus
no infectados (N.I) e infectados (I) con B. bigemina. Las estrellas indican que hay diferencias estadisticamente
significativas entre todas las condiciones respecto a su control con una confianza de p<0.0001.
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B. Identificar las proteinas expresadas diferencialmente que
interaccionan con BmVDAC mediante espectrometria de masas.

Para el analisis de espectrometria de masas se enviaron tres bandas:

a) Banda M1 que corresponde a la IP de intestinos de R. microplus infectados con

B. bigemina 72 h post replecion y se encuentra en un peso molecular de ~50 kDa.

b) Banda M2 que corresponde a la IP de intestinos de R. microplus infectados con
B. bigemina 72 h post replecion y se encuentra en un peso molecular de entre 90 y
140 kDa.

c) Banda M3 que corresponde a la IP de intestinos de R. microplus no infectados
con B. bigemina 72 h post replecion y se encuentra en un peso molecular de ~50
kDa, el cual corresponde al control del ensayo.

En la Banda M1 se identificaron péptidos que no son diferenciales respecto a la
Banda M3 el cual es el control y en la banda M2 se identificaron péptidos que
corresponden a proteinas que, si son diferenciales, en ambos casos son proteinas
de B. taurus (Tabla 2).

Tabla 2. Proteinas que interaccionan con BmVDAC

Proteina ID Descripcion No. de péptidos = PM | Cobertura
Q3T052 Inhibidor de la alfa-tripsina cadena pesada H4 7 101.4 22.6
P06868 Plasmin6geno 5 91.2 6.4
Q28085 Factor de complemento H 7 140.3 4.77
P80109 Fosfatidilinositol-glucano-fosfolipasa D especifica 3 92.5 3.46

La identificacion de los péptidos se realiz6 por espectrometria de masas y corresponden a B. taurus

Se identificaron cuatro proteinas diferenciales en la Banda M2 respecto al control
no infectado:

1. La proteina inhibidora de la alfa-tripsina cadena pesada H4, es un inhibidor de

endopeptidasas de tipos serina plasmaticas (ltoh et al., 1994).
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2. El plasmindgeno, es un zimégeno que una vez activado a plasmina disuelve la
fibrina de los coagulos sanguineos y actua como un factor proteolitico en una
variedad de procesos que incluyen el desarrollo embrionario, la remodelacién de los
tejidos, la invasién tumoral e inflamacion (Celkan 2016).

3. El factor de complemento H, es una glicoproteina que regula la activacion del
complemento, actua como un inhibidor de la via del complemento alternativa,
degradando a la convertasa C3b y también puede actuar como cofactor del factor
de serin proteasa | (Beek et al., 2018).

4. La proteina fosfatidilinositol-glucano-fosfolipasa D especifica, se encarga de
hidrolizar el enlace de fosfato de inositol en proteinas ancladas por los glicanos de
fosfatidilinositol (ancla GPI) liberando asi estas proteinas de la membrana
plasmatica (Stadelmann et al., 1997).

La interaccion de patdogenos con moléculas de su hospedero puede mediar la
invasion y el establecimiento de la infeccion, por lo que estas moléculas son de

suma importancia para entender la interfase vector/parasito.
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C. Demostrar la interaccion de BmVDAC con una de las proteinas
identificadas.

Para demostrar esta interaccion se realizé un ensayo de binding blot y se utilizd
albumina de suero bovino como control negativo el cual fue obtenido de manera
comercial, asi como el plasminégeno humano, para el caso de las proteinas

recombinantes enolasa y BmVDAC debieron ser inducidas (Fig. 44).
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Figura 44. Analisis de la induccidén de las proteinas recombinantes enolasa y BmVDAC. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE
al 10% tenido con azul de coomassie, donde muestran los lisados de la induccién de las proteinas recombinantes
enolasa y BmVDAC con 1 mM de IPTG. En el primer carril del panel A se observa el marcador de pesos moleculares
(PM), en el segundo carril a enolasa no inducida (N.I) y en el tercer carril a enolasa inducida (1), la punta de flecha indica
el peso molecular de la proteina recombinante. En el primer carril del panel B se observa a BmVDAC no inducido (N.I)
y en el tercer carril a BmVDAC, la punta de flecha indica el peso molecular de la proteina recombinante.

Una vez verificado la induccion de la proteina recombinante el siguiente paso fue
purificarlas en el FPLC con el método de replegamiento de la proteina sobre la

columna (Fig. 45).
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Figura 45. Cromatograma de la purificacion de las proteinas recombinantes enolasa y BmVDAC. En panel A se
observa el cromatograma arrojado por el FPLC de la purificacion de enolasa recombinante. En el panel B se
observa el cromatograma arrojado por el FPLC de la purificacion de BmVDAC recombinante. Para ambos casos el
color verde indica los cambios de concentraciones de las soluciones utilizadas, el color azul indica los cambios de
absorbancia medidas a 290 nm y en color rojo se muestran las fracciones arrojadas por el FPLC.

Después de purificar las proteinas recombinantes se deben dializar, uniendo tres
fracciones, se eligieron las que se veian mas limpias, para enolasa fueron las
fracciones 12,13 y 14, para BmVDAC fueron las fracciones 14, 15y 16 (Fig. 46).
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Figura 46. Purificacion de las proteinas recombinantes enolasa y BmVDAC para los ensayos de unién. Gel de
poliacrilamida SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de coomassie donde se observan las fracciones dializadas de enolasa y
BmVDAC recombinante. En el panel A se observa a enolasa purificada, en el primer carril el marcador de pesos
moleculares en el segundo, tercer y cuarto carril a las fracciones 12, 13 y 14 respectivamente. La punta de flecha indica
el peso molecular de enolasa recombinante. En el panel B se observa a BmVDAC purificada, en el primer carril el
marcador de pesos moleculares, en el segundo, tercer y cuarto carril a las fracciones 14, 15 y 16 respectivamente. La
punta de flecha indica el peso molecular de BmVDAC recombinante.

Antes de realizar el ensayo de unién a plasmindégeno humano se procedio a verificar

la integridad de todas las proteinas utilizadas (Fig. 47).
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Figura 47. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE teiiido con azul de coomassie de la integridad de las proteinas utilizadas en
el ensayo de unidn a plasminégeno. En el panel A se observa a albtiimina de suero bovino (BSA), en el panel B a enolasa
recombinante de B. bigemina, en el panel C a BmVDAC recombinante de R. microplus y en panel D al plasminégeno
humano. En todos los paneles el primer carril corresponde al marcador de pesos moleculares y la punta de flecha indica
el peso molecular de la proteina.

Una vez verificada la integridad de las proteinas a utilizar se realizaron los controles,
primero se verificd que la proteina BSA no fuera reconocida por el anticuerpo anti-
BmVDAC, después se verificd que enolasa recombinante si fuera reconocido por el
anticuerpo anti-enolasa, también se comprobd que la proteina BmVDAC si fuera
reconocida por el anticuerpo anti-BmVDAC y finalmente se comprobd que el
plasmindgeno humano no fuera reconocido por los anticuerpos anti-enolasa ni anti-
BmVDAC, se realizaron todos estos controles con la finalidad de evitar falsos

positivos asi como falsos negativos.
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Figura 48. Especificidad de los anticuerpos utilizados en los ensayos de unién. En el panel A se observa a la proteina BSA
revelado con anticuerpos anti-BmVDAC. En el panel B se observa a enolasa recombinante de B. bigemina revelado con
anticuerpos anti-enolasa. En el panel C se observa a BmVDAC recombinante de R. microplus revelado con anticuerpos
anti-BmVDAC. En el panel D se observa a plasminégeno humano (Plg) revelado con anticuerpos anti-enolasa y en el
panel E se observa al plasminégeno humano revelado con anticuerpos anti-BmVDAC. Las puntas de flechas indican los
pesos moleculares de las proteinas recombinantes.

Una vez verificado la integridad de las proteinas y realizado los controles necesarios

se procedi6 a realizar el ensayo de unidn a plasmindgeno (Fig. 49).
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Figura 49. Interaccion especifica de BmVDAC al plasminégeno humano. En el panel A se observa la membrana de
nitrocelulosa tefida con rojo Ponceau, donde se transfirio el gel preparativo de plasmindgeno. En el panel B en el primer
carril se observa a plasminégeno y su interaccion con BSA (control negativo -), en el segundo carril se observa al
plasmindgeno y su interaccion con enolasa (control positivo +), y en el tercer y cuarto carril se observa al plasminégeno
y su interaccion con 20 y 10pug de BmVDAC. Los ensayos ser realizaron por duplicado. Las puntas de flecha indican el
peso molecular del plasminégeno humano.

Con el ensayo de binding blot se demuestra la interaccién entre BmVDAC vy el

plasmindgeno.
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X. DISCUSION

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos obligados que transmiten mas de
100 patdégenos que incluyen bacterias, virus, protozoarios y helmintos. Estas son el
segundo vector transmisor de enfermedades humanas y el primero transmisor de

patdgenos en animales domésticos y salvajes (De la fuente et al., 2008).

Actualmente se han desarrollado diferentes estrategias para el control de la
infestacion de garrapatas y de la transmision de patégenos (Schorderet-Weber et
al., 2017). El uso de acaricidas que comunmente son utilizados para combatir la
infestacion de este ectoparasito causa una seleccion de garrapatas resistentes a
acaricidas ademas de contaminar el medio ambiente y productos alimenticios
(Abbas et al., 2014).

El uso de vacunas ha mostrado ser uno de los métodos mas eficientes y econdmicos
para el control de la infestacion de garrapatas en bovinos, asi como la manera mas
adecuada para la prevencion de enfermedades transmitidas por este vector
especialmente en regiones con alto riesgo de infeccion o en lugares donde los
bovinos presentan sintomas severos, el uso de vacunas también tiene la

caracteristica de ser amigable con el medio ambiente (Sprong et al., 2018).

Algunas vacunas basadas en proteinas recombinantes de R. microplus como Bm86
o Bm95 han sido comercializadas para el control de la infestacion del vector que
transmite Babesia, sin que funcionen de manera eficiente contra la babesiosis
bovina (Gomes-Solecki, 2014).

En los ultimos afios el uso de tecnologias dmicas han demostrado ser una poderosa
herramienta para la caracterizacion de interacciones moleculares garrapata-
hospedero-patogeno, estudios de interactobmica han proporcionado nuevos
antigenos con capacidad de proteger al ganado de patdégenos o del ectoparasito
haciendo que sean usados como potenciales candidatos vacunales (De la fuente y
Contreras, 2015).
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Por lo tanto, el estudio de las interacciones proteina-proteina nos ayuda a entender
las funciones de diferentes procesos bioldgicos y como es que son regulados.
Actualmente una de las principales aplicaciones de la interactbmica es el
entendimiento de la biologia de las enfermedades (Feng et al., 2015).

En nuestro grupo de trabajo el analisis de la interaccion entre células intestinales de
R. microplus infectadas con B. Bigemina resulto en la identificacion de BmVDAC,
esta porina mitocondrial también se sobreexpresa y se relocaliza durante la

infeccion (Rodriguez-Hernandez et al., 2012; Rodriguez-Hernandez et al., 2015).

BmVDAC recombinante ya fue evaluada como vacuna anti-garrapata en bovinos,
se encontré que es inmunogénica ademas ofrece un 82% de eficacia contra la
infestacion de R. microplus en comparacion con el control. Para el caso de R.
microplus infectado con B. bigemina mostré una eficacia del 34%, que es considera
baja. También se observé una reduccién del 34% en la fertilidad de los huevos en
R. microplus infectados y no infectados con B. bigemina. Estos resultados sugieren
que BmVDAC recombinante puede ser usado como vacuna para el control de la

infestacion con R. microplus (Ortega-Sanchez et al., 2020).

Interesados en conocer con que proteinas del vector-hospedero-parasito pueden
interaccionar con BmVDAC en intestinos de R. microplus infectados con B.
bigemina. Se realizaron ensayos de Pull-down, donde 20 pg de BmVDAC
recombinante inmovilizado en una resina de niquel se puso a interaccionar con 1
mg de extractos totales de intestinos de R. microplus infectados con B. bigemina,
en estos experimentos se observaron tres bandas que se encontraron en un peso

molecular aproximado de entre 26, 50 y 100 kDa.

Estos ensayos no pudieron reproducirse debido a que BmVDAC es una proteina de
membrana y tiende a degradarse muy rapido ademas de que los intestinos de R.
microplus contienen una gran variedad de proteasas (Ali et al., 2015). La mayoria
de las proteinas de membrana funcionan en complejos (Daley, 2008) y las
interacciones dentro de estos complejos pueden ser directas (interacciones
principales) o indirectas (interacciones secundarias). Las interacciones directas

generalmente son de alta afinidad y forman complejos estables (Jura et al., 2011).
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Adicionalmente las interacciones secundarias o transitorias son de baja afinidad y
son necesarias para regular la actividad de los complejos estables (Hunke y Muller,
2012).

La mayoria de los entrecruzadores o “crosslinkers” quimicos permiten detectar las
interacciones proteina-proteina transitorias o no covalentes (Traskselis et al., 2005),
por lo que en nuestro caso usamos DSP, combinado con ensayos de
inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos anti-BmVDAC. El DSP es un
reactivo que sirve para establecer uniones estables entre proteinas que tienen
interacciones débiles, ya que tiene dos extremos éster reactivos los cuales pueden
interaccionar con los extremos N-terminales de las proteinas, también cuenta con
un enlace disulfuro en medio de la molécula el cual puede ser roto en condiciones

desnaturalizantes (Mertz et al., 2012).

Los resultados usando la combinacion de IP con DSP, mostraron que la segunda
elucidén de intestinos infectados 72 h post replecion tenia mayor abundancia de
proteinas. Por tanto, se decidié enviar a analizar dos bandas a espectrometria de
masas que corresponden a la condicion problema (M1 y M2) y una como control
(M3).

Los resultados obtenidos en este analisis dieron como resultados péptidos que
corresponden a cuatro proteinas de B. faurus que interaccionan de manera

diferencial con BmVDAC, estas proteinas son:

1. Inhibidor de la alfa-tripsina cadena pesada H4

2. Plasminogeno

3. Factor de complemento H

4. Fosfatidilinositol-glucano-fosfolipasa D especifica

Las proteinas identificadas de B. taurus demuestran el complejo microambiente del
intestino de R. microplus, donde se presentan proteinas del hospedero bovino del
cual se alimenta la garrapata, proteinas del parasito y del propio vector transmisor.
El hecho de no haber identificado péptidos del parasito, o de R. microplus nos hace
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sugerir que las cantidades de complejo fueron insuficientes para ser detectadas y
en el caso de R. microplus, la ausencia del genoma secuenciado completo, nos
impidio la posible identificacidn de péptidos que podrian estar interactuando con
BmVDAC.

Un resultado interesante de este trabajo, es el haber encontrado y demostrado la
interacciéon de BmVDAC con le plasminégeno, ya que VDAC1 de humano es capaz
de interactuar con el plasminégeno humano (Gosh et al., 2011).

Babesia debe cruzar el epitelio intestinal de su vector invertebrado para continuar
con su ciclo de vida. Lahteenmaki y colaboradores en el 2011 mencionan que
algunos patégenos como bacterias y protozoarios reclutan de su hospedero al
plasmindgeno que es un zimégeno y una vez activado a plasmina (proteasa) es
capaz de ayudar a patdégenos a cruzar barreras, ademas de ayudar a hidrolizar
proteinas tales como proteinas del complemento e inmunoglobulinas y que una vez
activado a plasmina el inhibidor de tripsina alfa no evita su actividad proteolitica.
Cabe recalcar que el sistema fibrinolitico pertenece al hospedero vertebrado y que
el parasito se aprovecha de este.

Ademas, BeeK y colaboradores en el 2018 mencionan que P. falciparum utiliza al
factor del complemento H para evadir al sistema del complemento ya que este lo
regula de manera negativa, esto es de suma importancia ya que Babesia al igual
que Plasmodium son ambos Apicomplexas y nos habla de que probablemente

utilicen mecanismos similares para evadir al sistema inmune del hospedero.

Otro aspecto interesante es que Chung y colaboradores en el 2011 refieren que el
sistema fibrinolitico al que pertenece la plasmina ayuda a escapar a algunas
bacterias de la inmovilizacion de la matriz extracelular. Para el caso de B. bigemina
es bien sabido que parte de su ciclo de vida dentro de su vector (R. microplus) debe

de atravesar barreras fisicas como el epitelio de las células intestinales.

Algunos activadores para el plasmindgeno son el activador tisular del plasminégeno
(t-PA) y uroquinasa (u-PA), Gonzalez-Gronow y colaboradores en el 2013

demostraron que VDAC funciona como receptor de t-PA (activador del
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plasminégeno) en la regién N-terminal de la proteina, y que a su vez convierte al

plasmindgeno a su forma activa (plasmina).

Ghosh y colaboradores en el 2011 demostraron que los oquinetos del Apicomplexa
Plasmodium berguei utilizan la actividad proteolitica de la plasmina que obtienen de
su hospedero para su invasion al intestino del mosquito Anopheles gambiae el cual
es su vector, produciendo la degradacion de la glucocalix y asi permitir al parasito
el reconocimiento de los receptores de las células intestinas del vector y poder

invadirlas.

Por otra parte, Hoener en 1990 describié que la Fosfolipasa D que es especifica
para glicanos de fosfatidil-inositol hidroliza proteinas que se encuentran ancladas
mediante (GPI) a la membrana celular, probablemente la funciéon de esta proteina
sea aprovechada por Babesia ya que liberando receptores celulares que estén
anclados a la superficie del epitelio intestinal quiza tenga acceso a otros receptores
que le ayuden a atravesar el epitelio intestinal de R. microplus.

Hasta ahora se sabe que proteinas como AMA-1 que es de micronemas, RAP-1
que es de roptrias y SBP-1 de cuerpos esféricos participan en la internalizacion del
parasito, sin que ninguna de ellas tenga una actividad de proteasa.

El uso de proteinas con actividad proteolitica es importante ya que para completar
el ciclo de vida de Babesia en su vector debe a travesar el epitelio intestinal de R.
microplus y debe suceder lo siguiente:

a. Primero debe eliminar las microvellosidades que normalmente cubren el epitelio

intestinal.
b. Segundo debe realizarse una interaccion vector-parasito.
c. Tercero el epitelio intestinal debe ser atravesado.

Una vez descrita las funciones generales de las proteinas identificadas en la
espectrometria de masas se eligio demostrar la interaccion entre BmVDAC vy el
plasmindgeno humano mediante un ensayo de binding blot. La razén por la cual el

plasmindgeno fue elegido se debié a que Gonzales-Gronow y colaboradores en el
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2012, demostr6 que hVDAC1 tiene un motivo de lisina/glicina en la region N-terminal
de la porina mitocondrial la cual es capaz interactuar con la regioén kringle 5 del
plasmindgeno humano, este mismo motivo se encuentra conservado en BmVDAC.
Ademas, la regidn k5 entre plasminégeno bovino y humano también se encuentra

conservado.

Al demostrar que esta interaccion sucede nos hace hipotetizar que B. bigemina
utiliza a la plasmina para a travesar el epitelio intestinal de R. microplus (Fig. 50).

T
'.‘:.Q Microbioma (De la fuente et al., 2013)

é? ’ Mitocondria

Nucleo

R

(De pinto et al., 2010:

BmVDAC de R. microplus Rodriguez-Hernédndez et al., 2015)

Matriz peritréfica (Sojka et al., 2013)

- Plasminégeno (Gonzalez-Gronow et al., 2013)
‘ B. bigemina  (Chackravorty et al., 2017)

Matriz extracelular (Sojka et al., 2013)

Inhibidor de tripsinaalfa  (Itoh et al., 1994)

Cee ’ FosfolipasaD (Hoener et al., 1990)
Factor del complementoH (Muleip et al., 2019)

(MAC)

Figura 50. Modelo hipotético de la interaccién BmVDAC/plasmindgeno de B. taurus. La interaccion de estas moléculas
trae como consecuencia la remodelacion de la matriz extracelular del epitelio intestinal de R. microplus. Al mismo
tiempo que sucede esto el microbioma de la garrapata es muy sensible a cambio por tanto el inhibidor de tripsina alfa
puede regular la activacion de plasminégeno a plasmina. Por otra parte, el factor de complemento H podria regular
moléculas del complemento del bovino que atin se encuentran en el intestino de la garrapata para evitar el complejo
de ataque a membrana tanto de las bacterias y protozoarios que podrian ser flora normal de R. microplus. Y la
fosfolipasa D probablemente ayude al parasito a invadir a las células del epitelio intestinal liberando receptores que se
queden anclados a la membrana celular.

Una funcién adicional relacionado con la sobreexpresion de BmVDAC es que
también podria participar en la induccion de la apoptosis causada por la invasion de
Babesia a las células epiteliales del intestino de su vector, ya que actualmente no
se sabe como es que sucede. Esto debido a que Li y colaboradores en el 2014
describieron que al sobre expresarse hVDAC1 es fosforilado haciendo que esta

97



proteina no pueda ser degradada y este sobre expresada causando dos eventos
importantes; primero que VDAC1 se relocalice en la membrana celular y segundo,

que promueva la liberacion de citocromo ¢ promoviendo la apoptosis de la célula.

Finalmente, el conocimiento de las interacciones en la interfase del ciclo del
parasito/vector son de suma importancia ya que podria ayudarnos a encontrar un
antigeno del vector que al ser inmunizado en el hospedero bovino le otorgue
proteccion contra la infeccion con Babesia. Ya que actualmente no se cuenta con
una vacuna que sea efectiva contra este protozoario que causa grandes pérdidas

economicas a nivel mundial.
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XI.

CONCLUSIONES

BmVDAC de R. microplus interactua con proteinas del hospedero bovino
durante el proceso de infeccion.

Las proteinas diferenciales inmunoprecipitadas con los anticuerpos anti-
BmVDAC tienen un rango de PM de 90-140 kDa.

A las 72 h post replecidn se obtuvo una mayor cantidad de las proteinas
inmunoprecipitadas respecto a las 0, 24 y 48 h post replecion.

Las proteinas identificadas que interaccionan con BmVDAC son las proteinas
del suero bovino: Inhibidor inter-alfa de tripsina cadena pesada,
plasmindégeno, factor del complemento H y fosfolipasa D especifica.

La interaccion de BmVDAC con el plasmindgeno se confirmo por ensayos de
binding blot.
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