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RESUMEN

El parasito Apicomplexa, Babesia bovis, es principal agente causal de babesiosis bovina, la
cual es la enfermedad de mayor importancia transmitida por artrépodos en el ganado bovino.
Las vacunas disponibles en la actualidad son basadas en parasitos atenuados, lo cual dificulta
su transporte y conservacion, y a veces casos de reversion de virulencia pueden
presentarse. En el mecanismo de invasioén de parasitos Apicomplexa,
como Toxoplasma y Plasmodium, la Proteina del Cuello de las Roptrias (RON2) se une a la
membrana de la célula diana para ser el receptor del Antigeno de Membrana Apical (AMA-
1), la cual es una interaccién vital para el proceso de invasion del
parasito, dandole asi, propiedad de ser un potencial candidato a vacuna de subunidades.
Dada la importancia de la investigacion en caracterizacion de las interacciones proteina -
célula, este estudio describe por primera vez la interaccion a glébulos rojos bovinos de la
proteina RON2 de B. bovis. Para esto, se clonaron y expresaron en E. coli dos fragmentos
conservados de RON2 (RON2 C y RON2 N), para asi evaluar su porcentaje de union a
glébulos rojos por medio de citometria de flujo. Ambos fragmentos recombinantes se
expresaron y purificaron de manera exitosa a partir del medio heterélogo y presentaron
actividad de union a los glébulos rojos, en mayor medida la porcion carboxi-terminal de
RONZ2. Estos hallazgos sugieren que RON2 de B. bovis interactda con estas células y por

ende posee un importante rol como proteina de invasion.

Palabras Claves: Proteina Recombinante, RON2, Babesia bovis, Babesiosis
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ABSTRACT

The Apicomplexa parasite, Babesia bovis, is the main causal agent of bovine babesiosis,
which is the most important disease transmitted by arthropods in cattle. Currently available
vaccines are based on attenuated parasites, which makes their transport and storage difficult,
and sometimes can cause reversion to virulence. In the invasion mechanism of Apicomplexa
parasites, such as Toxoplasma and Plasmodium, Rhoptry Neck Protein (RONZ2) binds to the
membrane of the target cell to be the receptor for Apical Membrane Antigen (AMA-1), this
is a vital interaction for the invasion process of the parasite, giving it the property of being
a potential candidate for a subunit-based vaccine. Given the importance of research in
characterizing protein-cell interactions, this study describes for the first time the interaction
of RONZ2 protein of B. bovis with bovine red blood cells. For this, two conserved fragments
of RON2 (RON2 C and RON2 N) were cloned and expressed in E. coli, in order to evaluate
their binding percentage to red blood cells by flow cytometry. Both recombinant fragments
were successfully expressed in the heterologous system and showed binding activity to
bovine red blood cells, predominantly the carboxy-terminal portion of RON2. These results
suggested that RON2 from B. bovis interact with this type of cells and has an important role

as an invasion protein.

Keywords: Recombinant Protein, RON2, Babesia bovis, Babesiosis
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1. INTRODUCCION

La babesiosis bovina conocida también como ranillaroja, es una enfermedad hemoparasitaria
causada por protozoarios Apicomplexa del género Babesia, dentro del cual las especies B.
bovis y B. bigemina producen la mayoria de las infecciones en los bovinos. Estos parésitos
son transmitidos principalmente por la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Polanco & Rios, 2016) del tropico suramericano y se replican dentro de los glébulos rojos
bovinos, causando cuadros de anemia, fiebre, pérdida de peso, hemoglobinuria, debilidad y
deshidratacion (Bock et al., 2004). A pesar de que el indice de mortalidad es bajo, la
enfermedad causa un importante impacto econdémico reflejado en la disminucion en la
produccion de leche y carne, la ocurrencia de abortos esporadicos y los costos del tratamiento
(Osrio etal., 2010). Segun cifras estimadas por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA),
las pérdidas economicas de las enfermedades hemoparasitarias alcanzarian cifras
aproximadas de $12.000.000.000 de pesos anuales (Benavides, 2001), posicionandolas asi,

como la enfermedad transmitida por vectores de mayor importancia en la industria ganadera.

En los dltimos afios, la evidente apariciéon de resistencia, tanto del protozoario como del
vector a los diferentes productos farmacologicos, ha conllevado a la bdsqueda de otras
estrategias de control y prevencién de la enfermedad como el desarrollo de vacunas. Esta
estrategia se ha estudiado en otros parasitos Apicomplexa, y ha mostrado tener resultados
prometedores. Sin embargo, los estudios de vacunas contra B. bovis usando parasitos vivos
(atenuados) han mostrado que, a pesar de disminuir virulenciay severidad del cuadro clinico,
éstas generan una pobre inmunogenicidad, son poco eficientes por su variabilidad genética y
tienen un alto costo de fabricacion (de Waal & Combrink, 2006) (Rittipornlertrak et al.,
2017). Teniendo en cuenta lo anterior, para el desarrollo de vacunas eficaces, se han llevado
a cabo otros enfoques, como, por ejemplo, el estudio de moléculas individuales implicadas
en el proceso de adhesion e invasion del protozoario a su célula diana, para asi caracterizar y

evaluar su rol como potenciales candidatos vacunales (Florin Christensen et al., 2014).
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En ese sentido, el Antigeno de Membrana Apical 1 (AMA-1) y las proteinas del cuello de las
roptrias (RONS) son de particular interés dado que son esenciales para la invasion de otros
parasitos Aplicomplexa como Toxoplasma gondii y Plasmodium falciparum a sus células
diana. Se ha demostrado que estas proteinas forman un complejo AMA/RONS, en donde la
proteina 2 del cuello de las roptrias (RONZ2) es secretada por el parasito y posteriormente se
incorpora transmembranalmente en el eritrocito para cumplir el papel como receptor para el
dominio | de la proteina AMA-1, la cual, al ser secretada, se ubica en la superficie de
membrana del parasito (Hossain et al., 2012; Lamarque et al., 2011) formando de esta manera
una unién estrecha entre el parasito y la célula conocida en inglés como “tight
Juction/moving juction” (MJ) (Shen & Sibley, 2012). En el caso de Babesia, se han
identificado y caracterizado genes codificantes de la proteina RON2 en B. microti y B.
divergens (Ord et al., 2016). Lo anterior es soportado, dado que se ha demostrado que el uso
de anticuerpos contra RON2 disminuye la tasa de invasion del parasito a su célula diana, por
consiguiente, caracterizar las interacciones inter e intramoleculares que ocurren con la
proteina RON, seria vital para la identificacion de posibles candidatos vacunales idoneos
contra B. bovis(Besteiro et al., 2009; Collins et al., 2009; Ord et al., 2016).

Basado en lo anterior y teniendo en cuenta la importancia de la proteina RON2 en la
formacion de la union estrecha entre los parasitos Apicomplexa y su célula diana, asi como
la falta de informacion cientifica de la misma en B. bovis, este trabajo tiene como propdsito
determinar el rol de union a eritrocitos bovinos de dos fragmentos de RON2 de B. bovis
obtenidos de forma recombinante en un medio procariota. Los resultados obtenidos
permitiran contribuir con el conocimiento relacionado al rol de las proteinas de invasion del
hemoparasito y de esta manera contribuir a futuro en el desarrollo de métodos de control

basado en vacunas de subunidades.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la interaccion de la proteina del cuello de las roptrias 2 (RON2) de B. bovis a

eritrocitos bovinos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Producir de forma recombinante la proteina RON2 de B. bovis en un medio procariota
(E. coli).
2) Determinar la union de proteina RON2 a los eritrocitos bovinos.

13



3. MARCO TEORICO

3.1. Etiologiay ciclo biologico

La babesiosis bovina, es una enfermedad hemoparasitaria causada por protozoarios del
phylum Apicomplexa, género Babesia, dentro del cual, las especias B. bovis y B. bigemina
son las causantes de la mayoria de las infecciones en los bovinos. La transmision de estos
parésitos se produce a través de la picadura de garrapatas infectadas, donde la especie
Rhipicephalus (Boophilus) microplus es el principal vector del microorganismo en el trépico
suramericano (Jalovecka et al., 2019; OIE, 2013). Babesia bovis es una especie pequefia y
pleomorfica, tipicamente identificada en el frotis sanguineo como un Unico cuerpo
intraeritrocitario, ya sea como un par unido en forma de pera o uno solo pequefio y redondo,
estas miden de 1,5 por 2,4 um o 1 a 1,5 pum respectivamente (Jalovecka et al., 2019; Taylor
etal., 2015).

El ciclo de vida de B. bovis comprende dos fases: la fase sexual, realizada en un hospedero
invertebrado (garrapata como hospedero definitivo) y una fase asexual, realizada en un
hospedero vertebrado (bovino como hospedero intermediario) [Figura 1]. El bovino es
infectado con el hemoparasito durante la alimentacion de la garrapata. Los esporozoitos
procedentes de la glandula salival del ectoparasito entran al torrente sanguineo e invaden los
glébulos rojos del hospedero, donde se convierten en trofozoitos. Los trofozoitos se dividen
en merozoitos mediante fision binaria, posteriormente destruyen la célula e infectan a otros
eritrocitos del hospedero. El ciclo continta cuando algunos merozoitos diferenciados en
gametogonias son ingeridos por una garrapata durante su alimentacion. Ya en el lumen

intestinal del artrépodo, los gametocitos se fusionan y crean un cigoto moévil denominado
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ooquineto, este invade las células intestinales de la garrapata, donde comienza la division

meidtica, resultando en la produccion de quinetos los cuales se diseminan a través de la

Salivary Sporozoites

Trophozoite

R,
Amoebold form
<

Merozoites
(Pre-gametocytes)

hemolinfa teniendo como resultado una transmision transovarica (al invadir el tejido ovarico)
o transestadial (al invadir las glandulas salivales); en este Gltimo, los quinetos se convierten
en esporoblastos, los cuales permanecen inactivos hasta que la garrapata se alimenta de otro
hospedero, en donde el esporoblasto se activa y libera multiples esporozoitos infecciosos

hacia la los vasos sanguineos del hospedero (Jalovecka et al., 2019; Yabsley & Shock, 2013).

Figura 1. Ciclo de vida de Babesia bovis. Modificado de: (Marcelino et al., 2012)

3.2.  Patogénesis y fisiopatologia

La replicacion del hemoparasito dentro de los glébulos rojos bovinos implica una serie de
cambios muy atipicos en la arquitectura celular de los mismos. Se ha demostrado que en
infecciones por B. bovis, los globulos rojos tienden a presentar malformaciones estructurales
en forma de crestas en su superficie (Gohil et al., 2010), haciendo que estos se adhieran y
acumulen en el endotelio vascular, evitando asi la destruccion de los mismos por el bazo;
esto sumado a la liberacion de citoquinas proinflamatorias por la presencia del parasito en la
sangre lo que conlleva a desérdenes coagulativos, dafio endotelial, aumento de la

permeabilidad capilar y estasis circulatoria. Como resultado de los trastornos hemodinamicos
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y de la destruccion de globulos rojos por parte el paréasito, pueden presentarse signos de
distrés respiratorio por la falta de oxigeno y fiebre persistente en respuesta a la infeccion
(Boes & Durham, 2017; Suarez et al., 2019). Los casos agudos suelen estar acompariados de
signos como ictericia, hematuria y esplenomegalia. Los signos neuroldgicos y pulmonares
causados por secuestro de los globulos rojos parasitados en la microvasculatura son bastante
caracteristicos de B. bovis en sus etapas mas graves. Se cree que esta presentacion grave de
la enfermedad estaria parcialmente medida a la respuesta inmunitaria del individuo, debido
a una sobreproduccion de mediadores como interferon y (INF-y), factor de necrosis tumoral
o (TNF-0) y Oxido Nitrico (NO), asi como liberacion de 1L-10, IL-12 e IL-18, dando a lugar
un a aumento de repuesta inflamatoria y dafio tisular en los tejidos que contienen los glébulos

rojos secuestrados (Bock et al., 2004; Suarez et al., 2019).

3.3. Diagnostico

Los métodos diagndsticos laboratoriales para este hemoparéasito suelen dividirse en directos
(evidencia de la presencia del parasito) o indirectos (anticuerpos generados por el individuo).
El diagndstico microscopico se basa en la tincion de frotis sanguineos con Giemsa, para asi
observar al parasito dentro de los globulos rojos. A pesar de ser econémica y de rapida
ejecucion, suele estar limitada a individuos en fase aguda de la enfermedad y con una alta
parasitemia. Por ende, en animales con baja parasitemia o en estado cronico de la
enfermedad, se recomienda utilizar otros métodos més sofisticados para llegar a un
diagnostico definitivo (J. Mosqueda et al., 2012; Spickler, 2018).

Las pruebas serologicas incluyen: (1) Los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) utilizando
antigenos recombinantes del parasito, detectan la presencia de anticuerpos ante el parasito y
llegan a ser muy utiles al momento de procesar grandes nimeros de muestras. Se ha
observado que, segun el antigeno utilizado, pueden presentarse reacciones cruzadas con B.
bigemina. En ese sentido, investigaciones recientes en el uso de ELISA competitivas llegaria
a mejorar este problema. (2) La inmunofluorescencia Indirecta detecta principalmente 1gG

bovina mediante el uso de un anticuerpo secundario policlonal, lo cual aumenta a
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especificidad y sensibilidad, pero estan limitadas a la calidad del antigeno que se utilice,
experiencia del operador y a las posibles reacciones cruzadas con otras especies de Babesia
(J. Alvarez et al., 2019; Boonchit et al., 2004; J. Mosqueda et al., 2012).

El diagndstico molecular por PCR es reportado como el mas sensible y especifico aln en
casos de baja parasitemia (hasta 1000 veces més sensible que el diagnostico por frotis
sanguineo) y ademas pueden discriminar entre especies de Babesia (OIE, 2013). La
amplificacion isotérmica mediada por bucles (LAMP) se ha considerado como una opcién
mas economica y rapida para el diagnostico molecular de la babesiosis. A pesar de no poseer
la misma sensibilidad y especificidad que la PCR, como ventaja frente a esta tiene el no
requerir equipamiento sofisticado, por lo que es una alternativa al diagnostico molecular en

campo Y en laboratorios poco especializados (J. Mosqueda et al., 2012; Spickler, 2018).

3.4. Epidemiologia

De acuerdo con la Organizacion Internacional para la Sanidad Animal (OIE), la babesiosis
bovina es una enfermedad de reporte obligatorio debido al impacto econdémico y sanitario
que causa a nivel internacional. Para el afio 2019, la babesiosis bovina se encontraba en
situacion de enfermedad clinica demostrada en todo el territorio en 62 paises y limitada para
cierta(s) zona(s) en 8 paises (OIE, 2019). Segun el ultimo reporte anual entregado por el ICA,
hubo 9528 predios afectados por enfermedades infecciosas en el pais, de los cuales el 6,87

% correspondieron a enfermedades causadas por hemoparasitos (ICA, 2016).

Los pocos estudios epidemioldgicos realizados en el pais se han concentrado principalmente
en las zonas Norte Andina y Caribe. Se han reportado prevalencias para B. bovis de 14,4%
en Turbo, Antioguia (Gonzalez et al., 2018), seroprevalencias del 75% en Puerto Berrio,
Antioquia (Osorio et al., 2010) y 73,4% en Cordoba (Zips, 1989), asi como presencia del
hemoparasito en garrapatas colectadas de hatos bovinos del norte del pais (Gonzalez Obando
etal., 2020; Lopez et al., 2012). Sumado a esto, en la ultima década se ha registrado presencia

de Rhipicephalus (Boophilus) microplus a mayores altitudes de lo usual, tal como el altiplano
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cundiboyacense, lo cual pone en evidencia cambios en la ecologia del vector y por ende, el

riesgo de una alta transmision del hemoparésito (Cortés, 2011; Cortes et al., 2010).

3.5.  Control y prevencion

El tratamiento exitoso de la babesiosis depende del diagndstico temprano y la pronta
administracion de los farmacos escogidos. El diaceturato de diminazene (3-5 mg/kg) y
dipropionato de imidocarb (1-3 mg/kg) se reportan como los farmacos de eficacia contra esta
parasito (Taylor et al., 2015). Sin embargo, el control de las garrapatas y el manejo del
entorno de los animales, son factores inherentes para el 6ptimo manejo de la babesiosis.
Algunas estrategias de control y prevencidn son la rotacion de potreros, la determinacion
relativa de la poblacion de garrapatas a lo largo del afio para implementar estrategias de
aplicacion de acaricidas, asi como la rotacién de estos productos; el manejo de las pasturas y
la implementacion de otros tipos de forraje en la produccion (Rodriguez Vivas et al., 2018).
Estudios in vitro en estrategias de control bioldgico de las garrapatas por medio de hogos
entomopatdgenos, se han reportado como prometedores, sin embargo, pocos son los estudios
que arrojan resultados iguales o superiores al implementarse en campo (Rodriguez Vivas et
al., 2018; Tofifio Rivera et al., 2018).

El control basado en vacunacion se ha desarrollado principalmente mediante la produccién e
inoculacion de cepas vivas atenuadas, ya sea a partir de sangre de donantes infectados o
proveniente de cultivos in vitro. Generalmente esta formulacion puede ser Unica para B.
bovis, bivalente (B. bovis y B. bigemina) o trivalente, ofreciendo proteccion contra
Anaplasma spp (OIE, 2010). En Latinoamerica, actualmente Argentina, Brasil, Colombia,
México y Uruguay, son los paises donde se reporta la produccion de vacunas comerciales
vivas atenuadas para la babesiosis bovina por B. bovis (Florin Christensen et al., 2014). Este
tipo de formulacion disminuye la severidad de los signos clinicos del animal, pero ser
reportan multiples limitaciones en su funcionalidad, distribucion y conservacion, dentro de
ellas: vida util corta, susceptibilidad a contaminacion, pérdida de inmunogenicidad por
multiples pasos sanguineos y reversion de la virulencia. Por lo anterior, el estudio de vacunas

de subunidades por medio de proteinas recombinantes o péptidos sintéticos ha tomado mayor
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importancia debido su bajo costo, facilidad de escalabilidad y estandarizacion,
almacenamiento, distribucién y andlisis de seguridad. Las proteinas involucradas en la
invasion de los Apicomplexa a su célula diana, han sido foco estudio como candidatos
vacunales debido a que algunas se han reportado como conservadas en diferentes géneros y
especies, lo cual evitaria problemas de baja eficiencia, asociada a la alta variabilidad genética
de los parasitos (Florin Christensen et al., 2014; Shen & Sibley, 2012). En B. bovis se han
identificado y caracterizado proteinas de invasion conservadas como posibles candidatos
vacunales, entre estas: AMA-1 (Barreda et al., 2020), RON-2(Hidalgo Ruiz et al., 2018),
MSA (Antigeno de superficie del merozoito)(Giménez et al., 2016), RAP-1 (Proteina
asociada de las roptrias) y TRAP (Proteina adherente relacionada a trombospondina)
(Terkawi et al., 2013); en su mayoria se ha realizado ensayos de respuesta inmune celular,

generacioén de anticuerpos e inhibicion de la invasién en modelos in vitro.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Aspectos Eticos

El presente trabajo considero lo estipulado en la Ley de 84 de 1989 y se realiz6 con el aval
del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de

Ciencias Aplicadas y Ambientales (Anexo 1)

4.2. Antecedentes

Disefio del gen sintético

Este trabajo se encuentra enmarcado dentro de un macroproyecto en el cual los investigadores
realizaron el analisis in silico en blsqueda de regiones conservadas del gen de RON2 de B.
bovis por medio del software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)(Stecher et
al., 2020). Teniendo en cuenta la funcionalidad reportada para la molécula en distintos
microorganismos Aplicomplexa., se hizo una seleccion de regiones conservadas del gen,
tomando la secuencia de nucleétidos de referencia Bbov_1001630 de la cepa virulenta T2Bo
de B. bovis (piroplasmadb.org). Una vez establecidas las regiones de los genes conservados
y sus aminoacidos resultantes, se procedié a dividir las regiones de la proteina en las
porciones carboxilo y amino terminal (RON2C y RON2N, respectivamente), para asi poder
ser expresadas eficientemente en un medio procariota debido al tamafio del gen y su proteina
resultante. Posteriormente, se disefid un gen sintético con codones optimizados para E. coli
y se envid a sintetizar en GeneScript USA, Inc., con el fin de realizar la expresion de los
fragmentos de RON2 de manera recombinante usando el vector pET-24b (+).Este vector se
caracteriza por poseer gen de resistencia bacteriana a kanamicina y una secuencia codificante
para una cola de 6 histidinas, la cual es util para identificar la proteina de interés por medio

de un anticuerpo anti-histidinas y facilitar el proceso de purificacion (Figura 2).
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Figura 2. Mapa del vector pET-24b (+).

Esquematizacién del vector pET-24b (+) utilizado para clonacion en bacterias, se ilustra
la region del gen de resistencia a kanamicina, el represor y operador lac, T7 promotor y
terminator, sitio multiple de clonacion (MCU) y etiqueta de polihistidinas (6xHis-tag).
Modificado de: SnapGene software (from Insightful Science; available at snapgene.com)

4.3. Objetivo Especifico 1: Producir de forma recombinante la proteina RON2
de B. bovis en un medio procariota (E. coli)

Amplificacion y clonacién

Los plasmidos sintéticos, con el gen de interés, se utilizaron para transformar células E. coli
JM109 (Promega) para lo cual se siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
tomaron 50uL de células a las cuales se afiadio 2uL del plasmido y se incubaron por 30
minutos a 4°C. Posteriormente, se hizo un choque térmico a 42°C por 1 minuto seguido de 5
minutos a 4°C, luego se adiciond medio S.0.C. (2% triptona, 0.5% extracto de levadura, 10
mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgS04, 20 mM D-glucosa) y se incubo
por 1 hora a 37°C a 240 rpm. El cultivo se plaquedé en medio Luria Bertani (LB) agar (10g
triptona, 5g de extracto de levadura, 2g de NaCl y 15g agar bacteriol6gico) suplementado
con 50 pg/ml de kanamicinay 0,1% de D-Glucosay luego se incubo a 37°C durante 16 horas.
Al dia siguiente se escogieron las unidades formadoras de colonia (UFC) con mejor
morfologia (colonias Unicas, cremosas y redondas) a las cuales se les realizo PCR para

confirmar la presencia del gen completo dentro del vector. En este procedimiento se
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utilizaron cebadores comerciales correspondientes a la region del T7 promotor y terminador
del plasmido. La amplificacion se llevd a cabo utilizando la enzima ADN polimerasa GoTaq
Flexi® (Promega) en una reaccion final de 10 pL, realizdndose de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de 2 min a
95°C, seguido de 35 ciclos de 1 min a 95°C, 30 seg a 56°C y 1 min a 72°C, y finalmente, una
extension de 5 min paso a 72°C. Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa
al 1% para confirmar su tamafio en pares de bases basandose en el marcador de pares de
bases HyperLadderll. Los clones con amplicones de ~1324 y ~946 pb (RON2 N y RON2 N
respectivamente) se consideraron como positivos a la transformacion. Finalmente, el ADN
plasmidico de los clones positivos se extrajo con el kit Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo
Research) y se cuantifico a una longitud de onda de 260 y 280 nm por medio del equipo

Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific™)

Los ADN plasmidicos purificados se utilizaron para transformar células E. coli BL21-DE3
(OneShot® de Invitrogen) para posteriormente seleccionar las colonias transformadas como
se describio anteriormente. De las colonias positivas en la PCR, se procedié a realizar

expresiones piloto de cada proteina.

Expresiones piloto y a escala

Las UFC positivas se homogenizaron en 2,5 ml de medio LB suplementado con 50 pg/ml de
kanamicina y 0,1% de D-Glucosa y luego se incubaron a 37°C por toda la noche a 250 rpm.
Al dia siguiente el cultivo se escal6 a 50 ml con medio LB mas kanamicina y D-Glucosa a
las concentraciones ya mencionadas y se incubaron por tres horas y hasta alcanzar la DOsoo
de 0,5. Posteriormente, se adiciond Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a 1mM para
inducir la expresion. Para evaluar la expresion en el tiempo, se tomaron alicuotas de 1ml del
cultivo cada hora durante 4 horas las cuales se centrifugaron a 13’000 rpm por 5 min a 4°C.
El pellet celular se traté con 100uL de Buffer Urea 8M (Urea8M; NaH2PO4 100mM; Tris
10mM; Imidazol 30 mM) suplementado con inhibidores de proteasas (SIGMAFAST®) y
lisozima (1mg/ml). El sobrenadante que contiene la proteina de interés se obtuvo mediante

centrifugacion a 13’000 rpm por cinco min a 4°C.
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La hora 6ptima de expresion post-induccion de las proteinas se analiz6 mediante Western
Blot (WB). Para esto, se tom0 15uL del sobrenadante que contiene la proteina de interés, los
cuales se homogenizaron con buffer laemmli (0,5M de tris-HCL pH 6,8; 25% de glicerol;
10% de SDS; 0,5% de azul de bromofenol y 0,5% de B-mercaptoetanol) y posteriormente se
sometio la muestra a 95°C por 5 min. Estas muestras se resolvieron en un gel SDS-PAGE al
12% de poliacrilamida, que posteriormente se transfirié a una membrana de nitrocelulosa por
150 minutos a 12 voltios. Las membranas se incubaron con solucién de bloqueo que contiene
5% de leche descremada preparada en PBS (13 mM de NaCl; 0,27mM de KCI; 0,43mM
Na:HPO4.7H20 y 0,14mM de KH2PO4) més detergente tween 0,05% durante 1 hora a
temperatura ambiente (TA). Posteriormente, se incub6 la membrana con anticuerpo
monoclonal anti-histidinas (Invitrogen) acoplado a peroxidasa en una dilucion 1:4500
preparada en solucion de bloqueo durante 1 horaa TA. La interaccion anticuerpo-proteina se

determind mediante el uso del Kit sustrato para peroxidasa (Vector VIP SK-4600®).

Una vez se determind la hora 6ptima de incubacion post-induccion, se realizaron expresiones
a mayor escala para aumentar la obtencién de proteina. En este caso, se sembrd el clon
positivo a expresion en 20 ml de medio LB suplementado con 50 pg/ml de kanamicina y
0,1% de D-Glucosa y luego se incubo por toda la noche a 37°C a 250 rpm. Al dia siguiente,
se escalo el cultivo a 300ml de medio LB mas kanamicina y D-glucosa a las concentraciones
ya mencionadas y se incubd por 3 h y hasta una DOsoo de 0,5. Posteriormente se adiciond
IPTG a 1ImM y se incub6 el tiempo indicado para la expresion éptima de dicho clon.
Posteriormente, el cultivo se centrifugd a 4500 rpm por 30min a 4°C para obtener el pellet

celular.

Evaluacién de Solubilidad

Para evaluar si la proteina de interés se encuentra de forma soluble (bien plegada y libre en
citoplasma) o insoluble (agrupada en cuerpos de inclusion) se realizé la lisis del pellet celular
usando dos buffers: Buffer Urea 8M (para la extraccion denaturante) y Buffer B1 (50 mM

TrisHCI pH 8.0; NaCl 300mM; 30 mM imidazol) [para la extraccion no denaturante], ambos
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suplementados inhibidores de proteasas y 1 mg/ml de lisozima. El pellet celular se
homogenizo6 en 500pl de buffer B1 y se almacen6 a -80°C o Urea 8M 0 a 4°C en rotacion
continua con 4 rpm, respectivamente. La extraccion soluble se realiz6 haciendo un choque
térmico, por medio de un proceso de congelacién en nitrégeno liquido y luego en bafio maria
a 42°C, tres veces. Luego, los cultivos trabajados con ambos tratamientos se centrifugaron a
13.000g por 30 minutos a 4°C y se analizd el sobrenadante por WB con el protocolo antes

mencionado.

Purificacion de la proteina

La purificacion de las proteinas se realizO mediante cromatografia de afinidad con iones
metalicos inmovilizados, usando una columna de resina de acido nitrilotriacético de niquel
(HisTrap FF™) [GE Healthcare] en el equipo AK TA™start (GE Healthcare). La columna se
equilibré con 5 volumenes de columna (CV) del buffer B1 o Urea 8M segun se requiera,
luego se adiciono la muestra a la columna y se guardd la fraccion no retenida. Se lavo la
columna con 15 CV del buffer respectivo suplementado con NaCl 0,3 mM y Triton X100
0,1% para liberar las proteinas no unidas y las interacciones débiles a la resina.
Posteriormente, en caso de tratarse la proteina con tratamiento denaturante, se realizé un
proceso de replegamiento usando gradientes decrecientes de Buffer Urea 8M (75%, 50%,
25% y 0% de urea) complementados con glutatién oxidado y reducido (G-RED/OX) a
concentraciones de 0,1 mM y 1mM respectivamente. Por ultimo, las proteinas unidas a la
resina, se eluyeron en fracciones de 1mL de PBS que tiene imidazol en gradiente (50mM a
500mM). Las fracciones de las proteinas purificadas se separaron por medio de SDS-PAGE
y se verificaron por tincion con azul de Coomassie y WB. Una vez confirmada la pureza de
las fracciones, se agruparon y dializaron abundantemente en PBS y posteriormente se
concentraron con polietilenglicol Mn 20.000. La concentracion de proteina se cuantifico
usando el kit Micro BCA™ Protein Assay Kit (ThermoScientific), siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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4.4. Objetivo especifico 2: Determinar la union de proteina RON2 a la
superficie de eritrocitos bovinos.

Preparacion de las muestras de sangre bovina

La sangre bovina con anticoagulante, se centrifug6 a 2500 rpm por 10 minutos para separar
el plasma y la capa flogistica, los cuales se retiraron cuidadosamente. Luego, se realizaron
dos lavados de la siguiente manera: se tomaron 500 pl de los glébulos rojos y se
homogenizaron con 600 ul PBS 1X, posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm por 5

minutos. El sobrenadante y remanentes de la capa flogistica se descartaron.

Ensayo de unién

Tomando en cuenta el protocolo descrito por Baquero et al.,, 2017, se utilizd una
concentracion de 1,5 UM de las proteinas purificadas y se incubaron por triplicado con una
solucion de PBS 1X que contiene 5 ul de glébulos rojos bovinos previamente lavados,
durante 16 h, a 4 °C y con agitacion constante de 4 rpm. Al dia siguiente, las muestras se
lavaron 3 veces con PBS 1X y luego se incubaron con anticuerpo anti-histidinas acoplado a
aloficocianina (APC) [R&Dsystems] durante 25 min en oscuridad y a 4 °C. La union de las
proteinas a los eritrocitos bovinos se cuantifico adquiriendo 100 mil eventos en el citometro
FACSCanto Il (BD Bioscience) y los datos obtenidos fueron analizados en el software
FlowJo™ v10.7.

Andlisis Estadistico

Los valores de las medias y desviaciones estandar, se calcularon y graficaron de las
mediciones de tres experimentos independientes. La significancia estadistica se evalub
comparando las medias, usando un nivel de significancia de P <0,05. Para determinar la
existencia o0 no de una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos, se realizd
un comparacién multiple de las medias de los grupos experimentales con el control, para
esto se utilizo la prueba de Tukey's y el analisis de varianza (ANOVA). Para el anélisis
estadistico y la realizacion de las graficas se uso el software GraphPad Prism v8.0.0 (San
Diego, CA).
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5. RESULTADOS

5.1. Transformacion de los genes sintéticos en E. coli

Las UFC seleccionadas fueron sometidas a PCR de colonia y evaluadas en un gel de agarosa
al 1% (Fig. 3), donde se observo la amplificacion de fragmentos de ~946 pb (RON2 C) y
~1324 pb (RON2 N), cubriendo ~ 753pb para el gen de RON2 C, ~ 1131 pb para el gen de

RON2 Ny ~193 pb correspondientes a los primers del vector plasmidico

PM 1 2 3 4 CN
Figura 3. Confirmacion de las colonias transformadas por medio PCR.

Carriles 1y 2 corresponden producto de ~1324 pb (RON2 N). Carriles 3 y 4 producto de
~946 pb (RON2 C). CN: Control Negativo. PM: Patron molecular (HyperLadder I1).

5.2.  Expresion de RON2

Las expresiones pilotos se llevaron a cabo con las colonias positivas a la PCR. Los resultados
en expresion con respecto al tiempo demostraron que para RON2 N con tan solo 1 hora post
induccion, se obtenia una buena cantidad de proteina (Figura 4 A), mientras que RON2 C
requirié como minimo 3 horas de incubacion con el IPTG (Figura 4 B). Posteriormente, las

expresiones a escala con el tratamiento denaturante y no denaturante, se verificaron por SDS-
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PAGE y WB. Como se observa en la Figura 4 C, se obtuvieron proteinas de ~ 42 kDa (RON2
N) y ~ 48 kDa (RON2 C).
A B C
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Figura 4. Analisis de expresion de las proteinas recombinantes por WB.

A. Reconocimiento de la expresion en horas de RON2 N post-induccion. B. Reconocimiento
de la expresion en horas de RON2 C post-induccion. C. Expresion a escala y tratamiento del
pellet celular. Carriles 1 y 2 corresponden al tratamiento no denaturante y denaturante de
RON2 N respectivamente. Carriles 3 y 4 corresponden al tratamiento denaturante y no
denaturante de RON2 C respectivamente. PM: Patron molecular (Opti-Protein XL Marker).

En general, ambos fragmentos recombinantes de RON2 pudieron expresarse exitosamente.
Se observo que ambas proteinas fueron recuperadas de cuerpos de inclusion con el

tratamiento denaturante (Fig C, carril 2'y 3).
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5.3.  Purificacion por cromatografia de afinidad

Los resultados de purificacion evaluados por tincién de azul de Coomassie muestran una
Unica banda a la altura correspondiente para ambas recombinantes (Figura5 Ay B, linea 1),
los cuales evidencia de un eficaz proceso de purificacion libre de contaminantes. En el
andlisis por WB (Figura5 Ay B, linea 2, las diferentes bandas para RON2C y RON2N fueron

reconocidas por el anticuerpo anti-histidinas sin inspecificidades (Figura5 Ay B, linea 2).

A B
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Figura 5. Verificacién de purificacién de las proteinas recombinantes.

A. Purificacion de RON2N bajo condiciones denaturantes, carriles 1y 2 B. Purificacion de
RON2C bajo condiciones denaturantes carriles 1 y 2, proteina purificada identifica con
tincion de Coomassie y por WB respectivamente. PM: Patron molecular (Opti-Protein XL
Marker). NR: Fraccion no retenida.

5.4. Unién de RON2 y glébulos rojos bovinos

Las proteinas purificadas e incubadas con los glébulos rojos bovinos, se analizaron mediante
citometria de flujo para cuantificar la interaccion. A partir de la poblacion excluida de
gldbulos rojos (Figura 6 Ay B), se calculd el porcentaje de union de cada proteina (marcada
con un anticuerpo anti-His acoplado a APC) a los glébulos rojos bovinos (Figura 6 C). Para
ambas proteinas se observé desplazamiento de la poblacién al ser comparada con el control

(Glébulos rojos bovinos no incubados con proteina recombinante)
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Figura 6. Ejemplo de analisis de citometria de flujo en FlowJo™ v10.7.

Los diagramas muestran la estrategia de seleccion de la poblacion de eritrocitos en dot-plot
y el analisis de unién en histogramas. A. Las células se seleccionaron por su complejidad y
tamafio analizando la sefial SSCA-A contra FCS-A. B. En seguida, se excluyeron las dupletas
enfrentando la sefial FSC-H contra FSC-A. C. Por ultimo, el porcentaje de las células unidas
a la proteina se calculé mediante la sefial de APC en comparacion con el control.

20



En el analisis de los tres experimentos, se evidencié que el fragmento RON2N se une en un
12,6%+7,96 a los eritrocitos bovinos. En comparacion, el fragmento RON2C se unid en
mayor proporcién, con valores de 23,6%+17,6 (Figura 7). Estos hallazgos son una sélida
evidencia para sugerir que la proteina RON2 (principalmente la region carboxi-terminal) de

B. bovis interactda con los eritrocitos bovinos.
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Figura 7. Porcentaje de union de RON2 a globulos rojos bovinos.

El andlisis de la citometria de flujo muestra el porcentaje de unién de los fragmentos
recombinantes a los globulos rojos bovinos. El porcentaje de unidn se expresé como la media
y la desviacion estandar de los tres experimentos independientes.

**** indica una diferencia estadisticamente significativa con un valor de P <0,0001.
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6. DISCUSION

La babesios bovina es la enfermedad transmitida por vectores de mayor importancia en el
ganado bovino, por ende, la investigacion de nuevas estrategias de control es de suma
importancia para evitar las grandes pérdidas econdmicas que esta enfermedad genera. Se ha
demostrado que los candidatos vacunales de subunidades contra Babesia podrian apuntar a
varias etapas del ciclo de invasion del parasito, en donde las proteinas de superficie de los
merozoitos y las proteinas secretadas por el parasito para internalizarse en los globulos rojos,
se consideran como objetivos clave para el desarrollo de una vacuna eficaz (Rathinasamy et
al., 2019). En este estudio se utilizé la proteina RON2 para evaluar su posible interaccion
con los eritrocitos, ya que esta proteina hace parte del primer complejo proteico que secretan
parasitos como Toxoplasma y Plasmodium para la formacion del MJ y posterior invasion
(Tonkin et al., 2011). En contraste, aparte de RONZ2, la Gnica proteina que hace parte del MJ
de la cual se ha estudiado en Babesia es AMA-1. Esta se ha caracterizado y utilizado en
ensayos de inhibicion de la invasién son resultados positivos en B. bovis (Salama et al., 2013),
B. microti (Moitra et al., 2015), B. bigemina (Torina et al., 2010) y B. orientalis (He et al.,
2015). La proteina TRAP, ademas de estar involucrada en la unidn inicial y movilidad del
parasito en la superficie de la célula diana (Sibley et al., 1998), ha mostrado resultados de
inmunidad proyectiva en P. falciparum (Lu et al., 2020; Tiono et al., 2018); esta se ha
caracterizado en B. bovis y ha presentado inhibicion de la invasion in vitro (Terkawi et al.,
2013), en B. orientalis se ha caracterizado y en B. bigemina también se ha caracterizado y
localizado, sin embargo, pese a que los ensayos de inhibicion de la invasion in vitro con estas
dos especies han dado resultados satisfactorios se ha determinado que esta proteina no es un
antigeno inmunodominante (Montenegro et al., 2020). Anticuerpos obtenidos a partir de
inmunizacion con las proteinas de superficie MSA y RAP han demostrado inhibicion de
invasion in vitro, pero al ser utilizadas como inmundgenos en modelos in vivo, a pesar de
mostrar produccion de anticuerpos, poca es la proteccion que producen al ser sometidos los
bovinos a cepas virulentas(J. A. Alvarez et al., 2010; Giménez et al., 2016; Norimine et al.,

2002). Esto se ha atribuido, a que, al ser proteinas expuestas, la variabilidad antigénica de las
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mismas podria ser mayor y por ende seria un mecanismo utilizado por el parasito para evadir
la respuesta inmunoldgica (J. A. Alvarez et al., 2010). En ese sentido, las moléculas
involucradas en la formacion del complejo MJ en los Apicomplexa son de particular interés,
que ademés de ser conservadas, se han descrito como vitales dentro de este phylum de
protozoarios (Shen & Sibley, 2012; Tonkin et al., 2011). Un estudio realizado con
formulaciones vacunales de AMA1-RON2 de P. falciparum en monos Aotus demostro
produccidn de anticuerpos neutralizantes y proteccion en un 50% de los animales contra la
infeccion(Srinivasan et al., 2017). Lo anterior nos da a entender que la investigacion en
formulaciones vacunales con enfoque funcional, basadas en este complejo proteico, seria el

enfoque més apropiado.

La expresion de los fragmentos recombinantes de la proteina RON2 se realizé por un medio
procariota (E. coli), el cual se reporta como el mas utilizado por sus ventajas metodologicas
y econdmicas. A pesar de lo anterior, un problema comun en este sistema de expresion, es la
acumulacion e interaccion de las proteinas expresadas en el citoplasma, conllevando a la
formacidn de cuerpos de inclusion insolubles (Ferrer Miralles et al., 2015). Este fendmeno

se evidencid en este estudio tras recuperar la proteina Unicamente mediante el tratamiento

denaturante del pellet celular, haciendo necesario la implementacién de un proceso de
replegamiento para obtener una proteina estructuralmente idénea; por consiguiente, durante
la purificacion, se llevo a cabo un proceso de replegamiento de la proteina utilizando G-

RED/OX a medida que se realizaba la dialisis de la urea.

Este proceso se implement6 directamente en la columna de purificacion (previo a la elucion
de la proteina), el cual se ha reportado como un método eficaz para el replegamiento, ya que
al estar las proteinas de interés fijas a una matriz, se disminuyen interacciones entre si o con
otras proteinas de la bacteria durante el proceso de cromatografia (The QlAexpressionist,
2005; Yamaguchi et al., 2013). De la misma manera, el uso de G-RED/OX desencadena un
conjunto de ciclos de reduccién y oxidacion en la proteina, dando como resultado ruptura de
enlaces disulfuro incorrectos y la formacion de enlaces correctos y estables (Yamaguchi et
al., 2013). Estudios realizados con proteinas de invasion como GAMA (Baquero et al., 2017),
AMA | (Arévalo Pinzon et al., 2017) y RON2 (Bermudez et al., 2018) de Plasmodium vivax,
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que fueron sometidas a un proceso de replegamiento, no afectaron los diferentes
experimentos. De la misma manera, estudios con el antigeno apical de membrana (MSA) de
B. microti y la proteina asociada a roptrias (RAP) B. bovis, en los cuales las proteinas se
recuperaron en cuerpos de inclusion y tuvieron que ser replegadas, se obtuvieron proteinas
funcionales para ensayos de interaccione proteina-célula e inhibicion de invasion (Moitra et
al., 2015); asi como una proteina inmunoldgicamente activa (Norimine et al., 2002),

respectivamente.

En el andlisis de la citometria de flujo se encontr6 que los dos fragmentos recombinantes de
RONZ2 presentaron unién a los eritrocitos bovinos, lo cual permite sugerir que la proteina si
interactua con estas células. Resultados similares se han descrito en P. vivax; en un estudio
realizado por Bermudez et al., 2018, se evidencid que dos regiones conservadas de RON2
expresadas en sistemas procariotas tuvieron la capacidad de interactuar con su célula diana,
en este caso, reticulocitos humanos. Por otro lado, el fragmento carboxilo-terminal de RON2,
fue el que presentdé mayor porcentaje de union a los eritrocitos bovinos en este estudio; esto
es concordante con los resultados de estudios realizados con la proteina RON2 en P.
falciparum (Hossain et al., 2012) en donde se ha descrito que la region carboxi-terminal de
la proteina, es la responsable de la interaccién con la membrana celular globulos rojos. De la
misma manera en T. gondii, las regiones cercanas al carboxi-terminal de RON2, se han
descrito como esenciales para la union a la célula diana y posterior formacion del complejo
MJ (Tyler & Boothroyd, 2011).

Los hallazgos de este estudio soportan que, al igual que en otros Apicomplexa, la proteina
RONZ2 de B. bovis posee regiones que interacttan con los glébulos rojos bovinos, por tanto,
es un avance significativo en el conocimiento acerca de la biologia este hemoparasito. En las
Gltimas décadas la busqueda de candidatos contra la babesiosis bovina ha pasado del uso de
organismos completos a la investigacion de vacunas de subunidades, por esta razon los
estudios actuales y futuros en identificacion y caracterizacion de nuevos antigenos, junto con
la compresion de las interacciones parasito-hospedero, seran piezas claves para el desarrollo
de estrategias de control sostenibles, novedosas y sobre todo efectivas contra este patdgeno

que genera tanto perjuicio en la industria ganadera de nuestro pais.
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7. CONCLUSIONES

En este estudio se logré expresar y purificar exitosamente dos fragmentos
recombinantes derivados de regiones conservadas y funcionales de RON2 de B.
bovis, en un sistema heter6logo procariota: E. coli.

El desarrollo de este trabajo determind por primera vez que la proteina RON2, se
unen a los glébulos rojos bovinos, exhibiendo sus propiedades como proteina de
union durante la invasion de B. bovis.

Similarmente a en otros Apicomplexa, la region carboxi-terminal de RON2C se une
en mayor proporcion a los globulos rojos bovinos. Este hallazgo proporciona una

informacién importante en cuanto a la dinamica que posee esta proteina de invasion.
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8. RECOMENDACIONES

Con la finalidad de entender las diferentes interacciones entre la molécula RONZ2, el glébulo
rojo y las demas proteinas del complejo MJ, asi como su capacidad inmunogénica, se requiere

investigar en los siguientes campos:

e Con respecto a determinar la dependencia de la proteina en el proceso de invasion de B.
bovis, seria de gran utilidad la realizacion ensayos de inhibicion de invasién del paréasito
a globulos rojos mediante el uso de anticuerpos derivados de esta proteina.

e Evaluar la interaccion entre los fragmentos de RON2 con las regiones conservadas
reportadas de AMA-I, la cual se describe como fundamental para la formacion del MJ en
los Apicomplexa.

e Finalmente, para poder demostrar el potencial de RON2 como candidato vacunal, es
necesaria la realizacion de estudios de inmunogenicidad y proteccion en modelos

experimentales in-vivo.
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ANEXOS

Anexo 1: Carta aval del comité de ética
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APLICADAS Y AMBIENTALES

U.D.C. A BEEEEEES———

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
COMITE DE BIOETICA U.D.C.A
2019

Bogota, D.C. Miércoles, 14 de Agosto de 2019

Doctor

MANUEL ALFONSO PATARROYO GUTIERREZ
Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia - FIDIC
UD.CA

Ciudad

Respetado Doctor, reciba un cordial saludo,

En reunidn de sesion del comité de bioética, realizado el pasado 9 de Agosto de
2019, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales, se analizo el Programa “Contribucion al conocimiento
relacionado con la interaccion patdgeno-hospedero de parasitos
Apicomplexa que afectan la salud y produccién animal”, presentado por
usted y Calalina Avendafio Valenzuela, Darwin Andrés Moreno Pérez, Diana Diaz
Arévalo; una vez recibidas las correcciones sugeridas en carta de Agosto 12 de 2019,
se tomo la siguiente decision:

Teniendo en cuenta que en la propuesta de investigacion se han acogido las
definiciones en las normas nacionales e internacionales sobre bienestar animal, este
comité da su aval para el desarrollo de Ia propuesta.

Cabe aclarar que este aval cubre el Programa titulado: “Contribucién al
conocimiento relacionado con Ila interaccion patogeno-hospedero de
pardsitos Apicomplexa que afectan la salud y produccion animal”, e/ cual
esta conformado por tres proyectos cuyos titulos son:

1. Estudio de interacciones proteina-proteina esenciales en la invasion
de Babesia bovis a eritrocitos bovinos.

2. Caracterizacion de proteinas de esporozoitos de Cryptosporidium
parvum implicadas en el proceso de invasion a enterocitos.

3. Evaluacion del efecto sobre la invasion de Toxoplasma gondii a la célula
hospedera con peptidos de proteinas involucradas en la adhesion/invasion del
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