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RESUMEN

Rhipicephalus microplus es un ectoparasito del ganado bovino, el cual causa pérdidas
econémicas debido al dafio directo del hospedero, los costos de tratamiento y la
transmision de patégenos. El uso de compuestos quimicos contra estos ectoparasitos
posee desventajas, ya que contaminan al medio ambiente, asi como la carne y la leche
de los bovinos infestados. Actualmente solo existe una vacuna contra R. microplus que
no protege adecuadamente contra aislados de diferentes regiones geograficas por lo
que el estudio de proteinas de garrapata es esencial para el desarrollo de una nueva
vacuna. La proteina VDAC (BmVDAC) de R. microplus fue identificada anteriormente
y probada como candidato vacunal con resultados satisfactorios. Adicionalmente, se
demostr6 que BmVDAC interacttia con las fases sexuales de Babesia bigemina, y los
niveles de la proteina aumentan en las garrapatas infectadas, por lo que fue de nuestro
interés profundizar en los estudios sobre la posible funcién de esta proteina. En la
presente investigacion se determiné a través de un ensayo de ligando en membrana,
que BmVDAC interacttia con el plasminégeno humano; en ensayos de unién en placa
se demostré que esta interaccion es especifica y dependiente de la dosis. Por otra parte,
esta unién disminuye significativamente en presencia de 10mM y 40mM del 4cido e-
aminocaproico (eACA), un anédlogo de la lisina, cuya presencia se ha reportado como
esencial en la interaccién de proteinas con el plasminégeno. Asimismo, BmVDAC
incrementa significativamente la activacion del plasminégeno. Debido a que la
comercializacién del plasminégeno bovino esta prohibida en México, para demostrar
esta interaccién con el plasminégeno bovino se obtuvieron los péptidos recombinantes
correspondientes a los dominios kringle 4-5 y kringle 5 del plasminégeno bovino. Los
resultados mostraron una interaccion dosis dependiente entre los péptidos
recombinantes y BmVDAC, de igual forma la interaccién disminuy® significativamente
en presencia de eACA (10, 20 y 40 mM). En este trabajo se demostr6 que BmVDAC
interactia especificamente con el dominio kringle 5 del plasminégeno bovino, lo que
sugiere que BmVDAC puede encontrarse en la membrana de las células del intestino,
realizando funciones diferentes a las que realiza en la mitocondria. Este es el primer
estudio en el que se reporta la activaciéon del plasmindégeno mediante su interacciéon
con VDAC de un organismo no mamifero (BmVDAC).
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I. INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos obligados, los cuales, transmiten
enfermedades a humanos y animales durante su alimentacién. Estos artrépodos se
consideran uno de los vectores de patégenos mds importantes, siendo superados
Unicamente por los mosquitos (Parola and Raoult, 2001). A nivel mundial se han
reportado alrededor de 900 especies de garrapatas en tres familias: Ixodidae (garrapatas
duras), Argasidae (garrapatas blandas), y Nuttalliellidae (Rodriguez-Vivas et al., 2016),
de las cuales aproximadamente el 10% son vectores de enfermedades como la
anaplasmosis, babesiosis, ehrlichiosis, enfermedad de Lyme y fiebre de las montafias

rocosas en animales domésticos, silvestres y en humanos (NJ Health, 2022).

La distribucion de las garrapatas a nivel mundial muestra una concentraciéon en paises
con clima templado y subtropicales del hemisferio norte, principalmente en 3 regiones:
Asia (China, Pakistan, India, Turquia, Japén, Myanmar y Vietnam), América del norte
(Estados Unidos, México, una parte de Canadd y Cuba) y Europa occidental (Francia,
Espafia, Rusia, Ucrania, Alemania, Italia, Polonia, Rumania y Reino Unido). Los
factores climéticos afectan directamente la distribucién de las garrapatas, como la
humedad, los rangos de temperatura, la biodiversidad y las précticas agricolas (Cao et

al., 2025).

En México se han encontrado 100 especies de garrapatas principalmente de las familias
Ixodidae y Argasidae (Rodriguez-Vivas et al., 2016), las cuales afectan al ganado bovino
en regiones tropicales, subtropicales y templadas del pais, siendo las de mayor
importancia econémica y sanitaria para la ganaderia bovina, Rhipicephalus microplus,

Rhipicephalus annulatus y Amblyomma mixtum (Miguel Alonso and Fernandez, 2022).

1. Generalidades de la garrapata Rhipicephalus spp.

a) Distribucién geografica

Actualmente, el 30.60% del territorio mexicano, equivalente a 599,367.84 km? se
encuentra libre de Rhipicephalus spp., correspondiente a los estados de Sonora, Tlaxcala,

Aguascalientes, Baja California, norte de Baja California Sur y Chihuahua (excepto por

12



los municipios de Guadalupe, Calvo y Morelos) y el Norte de Baja California Sur

(SENASICA, 2025).

Los municipios que se encuentran en fase de erradicacién son 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, los municipios de Cuatro Ciénegas, Ocampo y Sierra Mojada en

Coahuila, que en conjunto corresponde al 3.44% del territorio nacional, equivalente a

67,472.76 km?.

El resto del territorio nacional correspondiente a un 65.96% se encuentran regiones en
fase de control y zonas libres naturales de garrapata Rhipicephalus, equivalente a

1,292,407.02 km cuadrados (Figura 1) (SENASICA, 2025).

J

" /AGRICULTURA | §” SENASICA

ACUERDO POR EL QUE SE ESTABLECE LA CAMPANA
NACIONAL PARA EL CONTROL DE LA

D Erradicacién
Control
[ control

Figura 1. Mapa de la situacién zoosanitaria de la campana contra la garrapata del

género Rhipicephalus en el territorio mexicano (SENASICA, 2025).
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Anteriormente se conocia a la garrapata comtn del ganado como Boophilus microplus,
sin embargo, a partir de andlisis moleculares y del genoma se reclasificé el género

Boophilus como un subgénero del género Rhipicephalus (Barker and Murrell, 2004).
b) Taxonomia
La clasificacién taxonémica de R. microplus se detalla a continuacion:

e Reino: Animalia

o Filo: Arthropoda

o Clase: Arachnida

e Orden: Ixodida

e Familia: Ixodidae

e Género: Rhipicephalus

e Especie: Rhipicephalus microplus

c) Ciclo biolégico de R. microplus

El ciclo biolégico de R. microplus se desarrolla en un solo hospedero (bovinos) y se

realiza de la siguiente manera:
1. Fase de vida libre

También conocida como fase no parasitaria, se lleva a cabo en la tierra o hierba en
donde las garrapatas suben al bovino para alimentarse y posteriormente se desprenden
del bovino post replecién, dando como resultado la aparicion de larvas en los pastos

(Sonenshine, 1991), durante esta fase ocurren 5 etapas distintas (Figura 2):

a) Pre-ovoposicién: Después de desprenderse del bovino, las garrapatas buscan un
ambiente protegido de los rayos UV con condiciones favorables de humedad
(80-90%), asi como una temperatura de 28-30°C; esta fase dura de 2-4 dias.

b) Oviposicion: La garrapata inicia la postura de los huevos, los cuales pueden ser
entre 1500 a 5000; esta etapa dura entre 4 a 60 dias dependiendo de las

condiciones ambientales.
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c) Post-oviposicion: Después de colocar el tltimo huevo, la garrapata muere en un
periodo de 2 a 15 dias.

d) Incubacion: Es la etapa que inicia con el fin de la ovoposicién y termina en la
eclosion larvaria.

e) Eclosion: Las larvas emergen del huevo con un porcentaje de eclosion superior
al 80% en condiciones ambientales favorables.

2. Fase de encuentro

Las larvas eclosionadas suben a las plantas a esperar la llegada del bovino y asi subir a
él, estas larvas de vida libre pueden sobrevivir varios dias dependiendo de las

condiciones ambientales.
3. Fase de vida parasitaria

Las larvas se adhieren a la piel del bovino alimentdndose de sangre durante las
primeras 24 horas hasta saciarse, posteriormente se desarrolla la primera muda meta-
larva para convertirse en ninfa, la cual continta alimentdndose de sangre y realiza la

segunda muda a meta-ninfa y asi da origen a machos y hembras adultas jovenes.

Las garrapatas hembras comienzan a secretar feromonas que indican al macho el
momento del apareamiento, posteriormente las hembras se alimentan de sangre hasta
repletarse y se desprenden del bovino para comenzar nuevamente el ciclo, mientras
que los machos no se repletan de sangre, ya que tiene la funcién de comer y aparearse,
asi entonces busca nuevas hembras para continuar con la reproduccion hasta su muerte

(M Alonso and Fernandez, 2022).
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Ninfas ———— Adultas jovenes alimentandose,

macho y hembra

Larvas infestando

Fase de encuentro

Teledginas desprendiendose

Fase de vida libre

P Oviposicion
Eclosion

Figura 2. Ciclo biolégico de Rhipicephalus microplus. Representacion de las diferentes
tases del ciclo biol6gico de la garrapata en su hospedero bovino. Imagen tomada de M

Alonso and Fernandez, 2022.
d) Caracteristicas del genoma de R. microplus

En 2012 se realiz6 la notacién del genoma de R. microplus, el cual actualmente se
encuentra obsoleto debido a que solamente se logré secuenciar 145 Mbp (Bellgard et
al., 2012), posteriormente en 2017 se estimé que el genoma de R. microplus era de 7.1
Gbp y el 70% era DNA repetitivo, por lo tanto, se realizé un ensamblaje utilizando
195,084 scaffolds, con 51.46% de ensamblaje repetitivo, las muestras fueron colecciones
agrupadas de 6vulos de las generaciones 7, f10, f11 y {12 del aislado (Barrero et al.,
2017); mas adelante en China se realiz6é un ensamblaje a nivel cromosémico con buena
contigtiidad (N50), el cual es recomendado para analisis estructurales s6lidos debido a
sus anotaciones robustas (Jia et al., 2020), y finalmente en 2023 Clinglobal realiz6é una
secuenciacion por la técnica Oxford Nanopore MinlON, en donde la fuente de
aislamiento fueron huevos de garrapatas y el tipo de ensamblaje fue a través de contigs

con alta longitud pero sin scaffolding (Clinglobal, 2023) (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas del genoma de R. microplus. Diferentes tipos de técnicas de

ensamblajes a lo largo de los afios para el genoma de R. microplus.

Genoma de Rhipicephalus microplus

2012 2017 2020 2023
Tamafo del genoma 144.7 Mb 2 Gb 2.5Gb 2.7 Gb
Cromosomas 0 0 12 0
Secuencia del genoma 175,208 195,084 7,048 11,348
Contenido de GC 41.5 45 46 45.5
No. De Scaffolds 175,208 195,084 7,048 NA
Scaffold N50 (pb) 827 60,268 183,350,851 NA
No. De secuencia Conting 175,211 280,296 8,624 11,348
Conting N50 = = 1,791,079 1,889,595
Genes = 38,827 28,973 59,923
Genes codificantes de _ 24,758 18,598 59,834

proteinas

e) Impacto econémico

Las garrapatas provocan pérdidas econémicas directas al sector ganadero debido al
dafio causado en la piel del bovino por las picaduras del ectoparéasito, desnutriciéon,
abortos, baja produccién de leche, deterioro de la salud del bovino y la muerte del

ganado (Rodriguez-Vivas, Ojeda and Rosado, 2011).

Las pérdidas econémicas indirectas estan relacionadas con el costo del tratamiento
clinico para el bovino, el costo de los garrapaticidas, baja reproduccién de los bovinos
y decomiso de los productos ganaderos por residuos de garrapaticidas (Dominguez,
Torres and Rosario, 2016). En México se estima una pérdida de $573.6 millones de
délares derivadas de la merma de leche y carne (Rodriguez-Vivas et al., 2017), y el clima
tropical propicia el desarrollo 6ptimo de las garrapatas asegurando su ciclo de vida,
por lo que se calcula que mas de 24 millones de cabezas de ganado estadn en riesgo de
infestacion (De la Fuente et al., 2007). Adicionalmente las garrapatas pueden transmitir

enfermedades de gran impacto econémico para la ganaderia.
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f) Transmision de enfermedades

R. microplus transmite principalmente 3 patégenos al ganado bovino: Babesia bovis,
Babesia bigemina (protozoarios) y Anaplasma marginale (bacteria intracelular obligada),
causantes de la babesiosis y anaplasmosis bovina, respectivamente (Jongejan and

Uilenberg, 2004).

La tasa de transmision de B. bovis y B. bigemina es alta, por lo tanto, hay una mayor
prevalencia en las &dreas donde la garrapata es endémica (Bock et al., 2004).
Consecuentemente, la babesiosis bovina representa un problema econdémico de
aproximadamente 500 millones de ddlares al afio (De la Fuente, Estrada-Pefia and

Venzal, 2008).
2. Caracteristicas generales de la babesiosis bovina

La babesiosis, también conocida como “fiebre de garrapatas”, es una enfermedad
transmitida por garrapatas cuyo agente causal es Babesia spp. el cual es un hemoparésito
intracelular del Filum Apicomplexa, orden Piroplasmorida y familia Babesiidae (Montes-
Farah et al., 2020). Existen 6 especies de Babesia, que pueden transmitir la babesiosis: B.
bovis, B. bigemina (ambas transmitidas por R. microplus), B. divergens (transmitida por
Ixodes ricinus), B. major, B. ovata y B. jakimovi; sin embargo, las de mayor importancia

son B. bovis y B. bigemina (Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), 2021).

El ganado infectado por Babesia spp. tiene un periodo de incubacién de 6-12 dias, siendo
la fiebre el primer signo de la enfermedad y como consecuentes la hemoglobinuria,
ictericia, anemia, pérdida de peso, deshidratacién, temblor muscular, debilidad,
constipacién (Benavides and Sacco, 2007). En el caso de las terneras prefiadas, puede
causar el aborto (Bock et al., 2004); ademas de una notoria falta de apetito, reduciendo
su ingesta de alimento a 4.37kg en comparacién con el ganado no infectado el cual
consume un promedio de 5.66kg de alimento diario (Rodriguez-Vivas et al., 2006), en
casos graves o sin tratar puede conducir a la muerte del bovino. Adicionalmente, el

ganado infectado también presenta agrandamiento del higado y del bazo, distenciéon
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de la vesicula biliar, edema pulmonar, congestiéon de los rifiones y decoloracién rosa

de la materia gris del cerebro (Bock et al., 2004).

Los animales infectados por Babesia spp. permanecen infectados incluso después del
tratamiento y de haber sobrevivido a la infeccion, por lo tanto, son reservorios del
parasito que infectan a las garrapatas que se alimenten del bovino, asegurando su

permanencia en el medio ambiente (Mahoney, Wright and Mirre, 1973).

3. Generalidades de Babesia bigemina

a) Taxonomia
La clasificacion taxonémica del agente etiologico de la babesiosis (Levine, 1971) es:

e Reino: Protozoa

e Phylum: Apicomplexa

e Clase: Sporozoea

e Subclase: Piroplasmea

e Superfamilia: Babesioidea
e Familia: Babesidae

e Género: Babesia

Las babesias se dividen en 2 grupos: babesias pequefias con un tamafio de entre 1,0-2,5
pm y babesias grandes de 2,5-5,0 pm; B. bigemina se encuentra dentro del grupo de
babesias “grandes” mientras que B. bovis se encuentra dentro del grupo de las babesias
“pequenas” (Petrigh, 2010). B. bigemina se puede observar morfol6gicamente como un
par de corptsculos en forma de pera unidos en un angulo agudo con un tamafio de
entre 4 y 5 micras dentro del eritrocito, aunque también se puede encontrar en forma
redonda con un tamafio de entre 2 y 3 micras, al igual que pueden encontrarse de forma

ovalada o incluso irregular (Gasque, 2008). Hay diferentes formas parasitarias dentro
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del eritrocito, como lo es el trofozoito (Figura 3. Panel A y B) (Benavides et al., 2012) o
en merozoito (Mosqueda et al., 2004) (Figura 3. Panel C).

Figura 3. Frotis sanguineos de diferentes formas parasitarias de B. bigemina. Panel

A. A= Trofozoito anular, Panel B: P= Trofozoito piriforme doble. Fotografia tomada
por E. Benavides y O. Vizcaino. Panel C. Merozoito de Babesia, fotografia tomada por

J. Mosqueda.
b) Ciclo biolégico

El ciclo biolégico tanto de B. bigemina como de B. bovis consta de una etapa sexual en la
garrapata y una etapa asexual en el bovino (Figura 4); la etapa asexual comienza
cuando una larva infectada por Babesia se alimenta de un bovino, y a través de la saliva
libera a los paréasitos en forma de esporozoitos que son el estado infectante de Babesia,
los cuales migran de las glandulas salivales de la garrapata hacia el torrente sanguineo
del bovino, en donde invaden a los eritrocitos (Figura 4-A) y posteriormente maduran
a trofozoitos, los cuales tienen apariencia de anillo ya que pierden sus 6rganos
especializados (Figura 4-B). Los trofozoitos estan en contacto directo con el citoplasma
de los glébulos rojos y se dividen mediante fision binaria (Figura 4-C) dando lugar a 2
merozoitos haploides por cada uno, al principio estos merozoitos se encuentran unidos
por la porcién anterior (Figura 4-D) y al madurar se separan por completo, causando
una lisis celular para salir de la célula e invadir un nuevo eritrocito, continuando con
la reproduccién asexual indefinidamente hasta que el bovino muere o el parasito se

elimina (Figura 4-E y F) (J. Mosqueda et al., 2012) (Corona, 2021) (Luna, 2019).

La etapa sexual inicia cuando una garrapata se alimenta de la sangre de un bovino

infectado e ingiere los parésitos en forma de merozoitos. En el proceso de digestiéon
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dentro del intestino de la garrapata muere un gran porcentaje de los parasitos debido
al medio en el que se encuentran, y los que sobreviven se convierten en gametocitos
extracelulares (Figura 4-G) que al liberarse de los eritrocitos infectados, se diferencian
en gametos masculinos y femeninos en las primeras 24 horas post-replecién; los
gametocitos se reproducen de forma sexual (singamia) para formar un cigoto diploide
(Figura 4-H), el cual madura a una etapa infectiva a las 48 horas post-replecion
diferencidandose a un oocito que invade las células intestinales de la garrapata y luego
se multiplica en las células basoéfilas. A través de meiosis del oocito se generan las
formas moviles llamados quinetos, los cuales destruyen las células intestinales para
salir a otros tejidos (Figura 4-I, ] y K); posteriormente migran a través de la hemolinfa
a las 72 horas post- repleciéon y se dividen de forma similar que en el intestino,
ocasionando una infeccién transovarica (Figura 4-L) al penetrar las células
embrionarias, para que cuando la hembra ovoposite, los embriones estén infectados
por los quinetos (Figura 4-M). Cuando las larvas eclosionan de huevecillos infectados
con quinetocitos, estos migran a las glandulas salivales y se diferencian en
esporoblastos (Figura 4-N), y cuando la larva se adhiera a un nuevo bovino para
alimentarse, cada esporoblasto dara lugar a miles de esporozoitos (Figura 4-O), los
cuales vuelven a ser depositados en el torrente sanguineo del bovino para continuar

con el ciclo de vida (Figura 4-P) (Luna, 2019) (J. Mosqueda et al., 2012).
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Figura 4. Ciclo biolégico de Babesia spp esquematizado. El ciclo asexual dentro del
hospedero (bovino) estd marcado en amarillo y el ciclo sexual dentro de la garrapata

en color verde. Imagen tomada de J. Mosqueda et al., 2012.
c¢) Métodos de diagnéstico

El diagnostico de la babesiosis bovina se puede realizar de diferentes maneras, una de
ellas a través de un examen microscopico de frotis sanguineos tefiidos con Giemsa
(Mallick et al., 1987), sin embargo, requiere de mucha practica y conocimiento de la
patologia; otra forma de detectarlo es utilizando un Ensayo Inmunoenzimético Ligado
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a Enzimas (ELISA), la cual nos brinda la ventaja de poder identificar animales
portadores asintométicos (Alvarez and Cant6, 1991); de igual manera se puede realizar
una inmunofluorescencia indirecta (IFI) la cual tiene alta sensibilidad y especificidad;
sin embargo, se puede ver afectada por la persona que realice la interpretacion, ya que
se requiere mucha experiencia ademas de ser una técnica donde se pueden analizar un
nimero pequefio de muestras, contrario a un ELISA. La técnica mas utilizada
actualmente para detectar la enfermedad es la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR), la cual brinda resultados con alta sensibilidad y especificidad (Bal et al., 2016).
d) Medidas de control para combatir la babesiosis bovina

El método mas antiguo para proteger a los animales es la imunicién, la cual consiste en
inocular al bovino con una pequefia cantidad de sangre infectada por Babesia spp. o bien
colocar larvas de garrapatas infectadas sobre el animal, posteriormente en un periodo
de incubacién variado, el bovino puede presentar sintomas y una vez recuperado
puede ser introducido a una entidad enzoética en la cual es prevalente de la Babesia
spp. a la que fue expuesto; este método es costoso y hay un 5% de riesgo de perder a
los animales expuestos, ademads del riesgo de introducir otros patégenos al bovino. En
general la técnica tiene buenos resultados si se tienen buenas condiciones zoonéticas y

la higiene adecuada.

La utilizacién de farmacos babesicidas ha sido el segundo método mas empleado, sin
embargo, han tenido un impacto contraproducente en los bovinos y en el medio
ambiente; el azul tripano fue el primer farmaco utilizado contra la babesiosis bovina
dando resultados positivos para infecciones por B. bigemina, sin embargo, no tenia
ningtn efecto sobre B. bovis, ademdas de producir una decoloracién en la carne del
bovino (J. Mosqueda et al., 2012). En Europa se utilizaban el sulfato de quinuronio y la
amicarbilida, no obstante, tuvieron problemas de seguridad en su fabricacion, por lo

que fueron retirados del mercado.

Los farmacos mas comunes son el imidocarb y el aceturato de diminazeno, los cuales
permanecen cierto tiempo activos en los animales tratados. El imidocarb inhibe la

produccién de poliaminas y previene que el inositol entre en los eritrocitos infectados
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conteniendo al paréasito, a un principio parecia prometedor ya que es efectivo hasta un
mes después de aplicado (Kuttler, 1988); sin embargo, en la actualidad no se
recomienda puesto que tiene alta toxicidad y se han identificado residuos del f&rmaco
en la carne y la leche. El aceturato de diminazeno es un antiparasitario que inhibe la
glucolisis aerébica y la sintesis de DNA, su comercializacién continda, aunque se han

reportado resistencia en algunos parasitos (da Silva Oliveira and de Freitas, 2015).

Entre los nuevos farmacos antibabesiol6gicos se encuentran el triclosan, nerolidol,

artesunato, epoxomicina, gosipol y atovacuona (J. Mosqueda et al., 2012).
4. Métodos de control para las garrapatas y sus mecanismos de resistencia

El control de R. microplus se realiza principalmente con métodos quimicos como lo son
los acaricidas de las familias de los organofosforados, piretroides, amidinas,
endectocidas, lactonas macrociclicas, fenilpirazolonas e inhibidores del crecimiento
(Rodriguez-Vivas, Jonsson and Bhushan, 2018) (Tabla 2), los cuales han sido de gran
utilidad, pero el uso indiscriminado de los mismos han propiciado resistencia en las
garrapatas, asi como una mala aplicacién del acaricida en el ganado, asegura la

supervivencia del ectoparasito (Rodrigues et al., 2015).

La poblaciéon de garrapatas que no ha estado expuesta a acaricidas tendra pocos
individuos con alelos de resistencia, por lo que la dosis del acaricida seria letal para la
mayoria de los individuos; sin embargo, cuando esa poblacién se expone al
garrapaticida los individuos con alelos de resistencia tienen ventaja selectiva y
sobreviven a la exposicion del quimico, se reproducen y la siguiente generacion hereda
dicha resistencia, incrementando el porcentaje de garrapatas que sobreviven después

de exponerse a una dosis estandar del acaricida (Roush, 1993).

24



Tabla 2. Acaricidas empleados como método de control de R. microplus en México.

Familia Quimica Moléculas quimicas Mecanismo de accién

.. Alteran el sistema nervioso central (SNC)
Coumafos, Clorpirifos,

Organofosforados .. afectando la transmisién muscular y produce
Diazinon y Carbaryl . .
toxicidad.
Piretroides Cipermetrina, Deltametrina, Bloguean la transmision del impulso
Flumetrina nervioso inhibiendo la alimentacion.
. . Actla sobre el receptor de la octopamina de
Amidinas Amitraz
las garrapatas.
. lvermectina, Moxidectina, Provocan hiperpolarizacion y muerte por
Lactonas macrociclicas . : . e Ee s
Doramectina, Milbemicina paralisis flacida.

Fenilpirazolonas Fipronil

Inhibidores de desarrollo Fluazuron

a)

1)

Actua sobre los canales de cloro provocando
la muerte por hiperexitacion.

Inhibe la sintesis de quitina, por lo que se
trunca el desarrollo del parasito.

Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia de R. microplus son principalmente 4:
Detoxificacion metabdlica: causada por la elevada actividad de enzimas como
las oxidasas, esterasas, citocromo P450, glutation S-transferasa y las
carboxilesterasas, ya que tienen la capacidad de degradar y/o secuestrar las
moléculas téxicas de los acaricidas como piretroides y organofosforados (Miller
et al., 2008).

Modificacién del sitio de accién de las moléculas quimicas: causada por la
mutacion en el sitio blanco, evadiendo el efecto toxico del ingrediente activo del
garrapaticida al no completar la unién del quimico con los receptores del
parasito (Rosario-Cruz, 2009).

Disminucién de la absorcién del acaricida: consiste en el desarrollo de barreras
en la cuticula externa de la garrapata que evitan la entrada del quimico.
Mecanismos conductuales de la garrapata: Las garrapatas pueden evadir el
contacto con el quimico, sobre todo cuando no se aplica la cantidad adecuada
de acaricida o bien, no se aplica en las zonas de fijaciéon de las garrapatas al

bovino (M. Alonso and Fernandez, 2022).
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En México, desde la década de 1980 se reportaron casos de resistencia de ciertas
poblaciones de garrapatas a los distintos acaricidas empleados (Tabla 3). En
Veracruz se tuvieron fallas en la campafia de control (Aguirre et al., 1986) y
posteriormente se describieron diferentes focos de resistencia y de multiresistencia,
es decir, las garrapatas toleran la aplicaciéon de diferentes familias de acaricidas

(Rosario-Cruz, 2009).

Tabla 3. Cronologia de la resistencia de R. microplus a los acaricidas en México.

Quimico empleado Afio de reporte Lugar Referencia
Organofosforados 1981 Tuxpan, Veracruz Aguirre, 1986
Piretroides sintéticos 1993 Zona de‘l {.30|f0 de Ortiz, 1995
Meéxico
Amitraz 2002 Tabasco Soberanes, 2002
lvermectina 2010 Yucatan Pérez-Cogollo, 2010
Fipronil 2013 Morte de México Miller, 2013

b) Método inmunolégico de control para R. microplus: Vacunas

Las vacunas contra las garrapatas son una alternativa no quimica para su control, son
sustancias fabricadas a partir de microorganismos patoégenos o parte de ellos, las cuales

al ser administradas al bovino producen inmunidad contra dicho patégeno.

Uno de los antigenos seleccionado para el desarrollo de una vacuna, fue la proteina
Bm86, la cual es una glicoproteina localizada en la membrana de las células epiteliales
del intestino medio de la garrapata R. microplus, que pudiera estar involucrada en la
endocitosis de la sangre o de algin componente especifico ingerido por las garrapatas
(Rodriguez-Vivas et al., 2016), el gen Bm86 se expresa en diferentes estadios de la
garrapata como lo son huevos, larvas, ninfas y se encuentra tanto en machos y hembras
adultos (Nijhof et al., 2010). Las vacunas basadas en el antigeno Bm86 son seguras, no
causan un impacto ambiental desfavorable, y son econémicamente accesibles. En

México se comercializaban las vacunas Gavac® (Cuba) y TickGard® (Australia), sin
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embargo, se detecté que habia variabilidad en la eficacia alrededor del pais (Coate et
al., 2023). Posteriormente se desarrollaron las vacunas Go-Tick® (Colombia) y
Bovimune Ixovac® (México) basadas en el mismo antigeno (Bm86); mostrando en el
caso de la vacuna mexicana una efectividad del 86% en la reduccién de la fertilidad de
las garrapatas hembra (Guerra, 2016), y un rango de 64%-96% de reduccién de la carga
parasitaria con respecto a la vacuna colombiana (Betancour, 2019), la cual es empleada
en el estado de Guerrero donde se han registrado poblaciones de garrapatas
multiresistentes, algunas de ellas mueren sobre el bovino mientras que otras mueren
en el suelo durante la oviposicién; dando como resultado una reduccién en el nimero
de garrapatas hembras repletas (adultas), asi como su peso y su capacidad
reproductiva, sin embargo atn no hay reportes de la efectividad de la vacuna en otros

estados de México (LAPISA, sin fecha).
5. Proteinas involucradas en la relacion parasito- vector.

Los métodos de control antes mencionados no son totalmente eficaces y el tratamiento
es limitado, por lo que es importante estudiar y analizar las moléculas implicadas en la
interaccion Babesia-garrapata y su participacion en la transmisién y adquisicion de

dicho patégeno, para asi evaluar su potencial como blanco terapéutico.
a) Proteinas de la hemolinfa y ovario de la garrapata.

Las garrapatas infectadas con Babesia spp. producen un mayor namero de hemocitos
circulantes para destruir al patégeno mediante fagocitosis (Villar et al., 2015). B.
bigemina muestra motilidad al llegar a la hemolinfa y se adhiere a los hemocitos de la
garrapata (de Rezende et al., 2015), algunas de las proteinas que acttan directamente
sobre el patoégeno son las lisozimas, proteasas, inhibidores de proteasas y lectinas

(Kotsyfakis et al., 2015).

En 2007 se realiz6 el primer perfil proteémico ovérico de R. microplus infectada por B.
bovis, en el cual se identificaron proteinas como la calreticulina, la glutamina sintetasa,
una familia de inhibidores de serina proteasa de tipo Kunitz y la inmunofilina; los

genes de estos ultimos dos mencionados se regulan positivamente cuando hay
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infeccion en los ovarios de garrapatas por Babesia spp. Las proteinas ovaricas pueden
disminuir la ovogénesis y la embriogénesis, por lo que se reduce la tasa de
reproduccién y de transmisién de las garrapatas, por esto son blancos para el desarrollo

de vacunas (Rachinsky, Guerrero and Scoles, 2007).
b) Proteinas de las glandulas salivales de la garrapata.

Las células de glandulas salivales son infectadas por quinetos de B. bigemina (Chauvin
et al.,, 2009), por los que se han realizado estudios de transcriptomas llamados
“sialomas”. En la garrapata blanda Ornithodoros parkeri se encontr6 la proteina sérica
amiloide A, la cual tiene un ortélogo codificado en el genoma de Ixodes scapularis
(Francischetti et al., 2008), 1a expresion del gen de dicha proteina aumenté en respuesta
a la infeccién por B. bigemina y R. annulatus, y al momento de eliminar el gen dio como
resultado una reduccién del 66% y del 86% de los niveles de infeccién, en R. microplus

y R.annulatus, respectivamente (Antunes et al., 2012).

La calreticulina también se identificé en glandulas salivales ademas de en los ovarios,
en donde el gen que codifica para esta proteina se encontraba sobreexpresado en R.
annulatus infectada con B. bigemina. La reduccion de la calreticulina no tuvo un efecto
significativo en R. annulatus, pero si fue significativo en la infeccién por patégenos en
R. microplus al afectar el peso corporal de la garrapata (Antunes et al., 2012). La
calreticulina acttia durante la alimentacion de sangre y puede alterar el metabolismo

del calcio durante la infecciéon por Babesia (Ferreira et al., 2002).
c) Proteinas del intestino medio de la garrapata.

La glicoproteina Bm86 fue de las primeras proteinas del intestino medio en identificarse
en R. microplus, la cual ha sido utilizada como vacuna, como se mencioné anteriormente

(Gough and Kemp, 1993).

El receptor de garrapatas de la proteina de superficie externa A (TROSPA) fue
identificada en I. scapularis como un receptor de B. burgdorferi (Pal et al., 2004),
posteriormente se identificé un ortélogo en R. annulatus durante la infeccién por B.

bigemina, al eliminar el gen los niveles de infeccién disminuyeron en un 70% en R.
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microplus (Antunes et al., 2012), posteriormente al ganado infectado por B. bigemina se
le administré una vacuna con TROSPA disminuyendo la transmisién del patégeno a

las garrapatas en cerca de un 80% (Merino et al., 2013).

Algunas otras proteinas identificadas en el intestino medio de la garrapata son la
subolesina la cual tuvo resultados variables entre especies de garrapatas en los ensayos
vacunales (Merino et al., 2013), la longicina tiene un efecto babesicida ya que al silenciar
el gen aumenta la parasitemia de B. gibsoni en varios tejidos de las garrapatas (Fogaca
et al., 2004); la microplusina es una proteina miembro de la familia de péptidos
antimicrobianos (AMP) ricos en cisteina y se encontré sobreexpresada en respuesta a

la infeccién por B. bigemina (Antunes et al., 2012).

La proteina de Canal Aniénico Dependiente del Voltaje (VDAC) fue identificada a
través de un andlisis proteémico, en el intestino medio de R. microplus. Esta proteina se
encontré unida a fases sexuales de B. bigemina inducidas in vitro (Rodriguez-Hernandez
et al., 2012), lo que la convierte en una proteina de interés para el desarrollo de una

vacuna.
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II. ANTECEDENTES PARTICULARES

1. La proteina VDAC

La proteina VDAC (Voltage Dependent Anion Channel) se encuentra en la membrana
externa de la mitocondria, la cual permite el intercambio de iones (Ca?*, Na*, K*, CI,,
OH-) y H2O hacia el espacio intermembranal, permitiendo la comunicacién entre la
mitocondria y el resto de la célula; también esta involucrada en el proceso de apoptosis
y en la regulacion del metabolismo (Roman et al., 2006). VDAC desempefia un papel
importante en el transporte de metabolitos de alto peso molecular, como ATP, ADP,
piruvato, succinato y fésforo inorganico (Shoshan-Barmatz and Gincel, 2003)
(Pastorino and Hoek, 2008). Esta proteina fue identificada por primera vez en 1976 a
partir de mitocondrias de Paramecium tetraureliai (Schein, Colombini and Finkelstein,

1976).
a) Generalidades de la proteina VDAC

VDAC forma un canal y el tamafio del poro se estima entre 2.5 a 3 nm, se puede
encontrar en forma monomérica, dimérica y tetramérica. Adicionalmente VDAC tiene
2 estados: abierto y cerrado, en el estado abierto es principalmente permeable a aniones
y metabolitos, en donde el poro se encuentra abierto a voltajes de 60 mV o menos
(Mazure, 2017), el estado cerrado ocurre a potenciales de membrana mas altos y es mas
permeable a cationes e impermeable a ATP, en este estado el poro se cierra a un voltaje

mayor a 100 mV (Rostovtseva and Colombini, 1996).

VDAC esta presente en diferentes organismos como mamiferos, plantas, hongos,
bacterias y protozoos, en alguna de sus 3 isoformas, (VDAC-1, VDAC-2 y VDAC-3) las
2 primeras son las mas comunes en eucariotas superiores, y la tercera isoforma es la
mas antigua con 300 millones de afios (Saccone et al., 2003). En los humanos las 3
isoformas se expresan en gran medida en el corazon, rifién, musculo esquelético y en

el cerebro (Naghdi and Hajn6czky, 2016).
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VDAC-1 es pro-apoptética y especifica para sefiales de Ca?* de baja amplitud, VDAC-
2 tiene un amino terminal mds largo, sin embargo, tiene funciones muy similares de
VDAC-1, con la diferencia de que es considerada anti-apoptética y VDAC-3 a pesar de
ser la menos conocida, se ha reportado que tiene una actividad baja en la formacién de
poros; VDAC-1y VDAC-3 son codificadas por 9 exones y VDAC-2 por 10 exones, todas
las isoformas cuentan con un promotor de caja TATA, caracteristico de los genes

constitutivos (Messina et al., 2012).
b) Isoformas de VDAC

Las isoformas tienen un peso de entre 30-35 kDa y se encuentran altamente
conservadas a pesar de las diferencias en la secuencias, la estructura de VDAC-1
humana fue obtenida por cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear,
demostrando un barril de 19 laminas [ antiparalelas, excepto por la 1y la 19 que son
paralelas, el barril B tiene un diametro de ~30 A y estd conformada por una alfa hélice
en el extremo N-terminal (Figura 5), esta conformaciéon permite separar un medio
apolar de uno polar (Bayrhuber et al., 2008), debido a que hay residuos hidrofébicos
que se orientan hacia la membrana y los residuos hidrofilicos positivos miran hacia el
lumen del barril B generando la fuerza impulsora de su selectividad aniénica en el
estado abierto (Hiller et al., 2008). Adicionalmente, se cree que las 3 isoformas
comparten las mismas caracteristicas estructurales, sin embargo, no se han reportado
cristalografias de VDAC-2 ni de VDAC-3 (De Pinto, Guarino, et al., 2010) (Hiller et al.,
2010) (Varughese, Buchanan and Pitt, 2021)
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2K4T

Figura 5. Estructura VDAC-1 en humanos. En el panel A se muestra la vista lateral de
VDAC-1 identificando el lado superior e inferior, en el panel B se muestra la vista
superior, ambas resueltas por RMN (PDB ID: 2K4T). Imagen tomada y modificada de
Varughese, Buchanan and Pitt, 2021.

c¢) VDAC como candidato vacunal

Como resultado de un ensayo overlay realizado con el objetivo de identificar proteinas
del intestino de la garrapata que podrian estar jugando una funcién en el proceso de la
invasion de B. bigemina, se identific6 a la proteina a la proteina de Canal Aniénico
Dependiente de Voltaje (VDAC) de R. microplus (BnVDAC) (Figura 6) (Rodriguez-
Hernandez et al., 2012).
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Figura 6. Ensayo de overlay de proteinas de intestino de garrapata con fases sexuales
de Babesia spp. En el panel A. Carril 1 se muestran las proteinas del intestino de
garrapatas, en el carril 2 el overlay de proteinas intestinales interaccionadas con fases
sexuales de Babesia spp y en el carril 3 se muestran las mismas proteinas intestinales sin
las fases sexuales de Babesia spp. En el panel B se muestra el ensayo de overlay en 2
dimensiones, donde se observa la interaccion entre las proteinas del intestino de la
garrapata y las fases sexuales biotiniladas de Babesia. En el panel C se muestra un gel
2-D gemelo del panel B el cual se tifi6 con Azul de Coomassie. Los spots 1y 2 fueron
analizados mediante espectrometria de masas. Imagen tomada de Rodriguez-

Hernandez et al., 2012.

En estudios posteriores (Figura 7) se demostr6 que la expresion del gen Bmudac (Fig. 7-
A) y la abundancia de la proteina aumentaban en el intestino medio de la garrapata
durante el periodo de la infeccién por babesia (Fig. 7-B), alcanzando los valores méas
altos a las 24 horas post-replecién. Adicionalmente, se demostré mediante una
inmunolocalizacién que BmVDAC se redistribuia en las células del intestino medio de

las garrapatas infectadas en comparacién con las no infectadas, lo cual fue més evidente
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a las 24 horas post-replecién en las garrapatas infectadas (Fig. 7-C) (Rodriguez-

Hernandez et al., 2015).

Post-repletion times (h) Post-repletion times (h)
24

C

Uninfected
0 12 24 72
N | N | N | N |
VDAC e, el P <« 31kDa Infected
a-Tubulin e > g« T _—- «= 4 55kDa
Pl serum
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 7. Expresion del gen vdac y abundancia de la proteina VDAC en el intestino
de la garrapata durante el periodo de infeccién e inmunolocalizacién de BmVDAC.
A) Ensayo de RT-PCR para demostrar la expresion de BmVDAC en intestinos de R.
microplus infectados (I) y no infectados (N) con B. bigemina a diferentes tiempos de post-
replecion (0, 12, 24 y 72 hrs). B) Expresion de la proteina BmVDAC en intestinos de R.
microplus infectados (I) y no infectados (IN) con B. bigemina a diferentes tiempos post-
replecién (0, 12, 24 y 72 hrs), comparando la expresion utilizando el suero inmune,
control anti-tubulina y control suero preinmune. C) Inmunolocalizacién de BrnVDAC

a las 24 horas post-replecion, el ntucleo se puede observar en color azul (DAPI) y en
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color verde a BmVDAC. Imagen tomada y modificada de Rodriguez-Hernandez et al.,

2015.

Por otra parte, los ensayos de vacunaciéon con la proteina rBmVDAC, mostraron
resultados favorables debido a que el ganado inmunizado con la proteina rBmVDAC
generaba anticuerpos especificos que reconocian a la proteina nativa; y el nimero y
peso de las garrapatas que se alimentaron del ganado inmunizado disminuyeron
significativamente en comparacion con las garrapatas alimentadas de animales
inmunizados solo con el adyuvante y los eno inmunizados. La eficacia de la vacuna fue
de mas del 82% en el ganado no infectado con B. bigemina y del 34% en el ganado
infectado, por lo tanto, se concluyé que BmVDAC es un candidato vacunal con
potencial para reducir la poblacién de garrapatas R. microplus y de las enfermedades

que transmiten (Ortega-Sanchez et al., 2020).
d) VDAC en la membrana plasmatica

Aunque VDAC originalmente se reporté como una proteina mitocondrial, se ha
descrito que también puede encontrarse en la membrana plasmatica, reportada por
primera vez en la superficie de los linfocitos B humanos (Blachly-Dyson et al., 1993) y
subsecuentemente reportada en linfocitos cultivados in wvitro, células epiteliales,
astrocitos y en fracciones celulares de cerebro (Puchelle et al., 1993) (Dermietzel et al.,
1994)(Moon et al., 1999). Posteriormente, se confirmé la presencia de VDAC en la
membrana plasmatica de células humanas mediante estudios proteémicos (Ning et al.,
2007), ensayos de inmunofluorescencia, pruebas de fraccionamiento subcelular y

microscopia electrénica (De Pinto, Messina, et al., 2010a).

Como se menciond anteriormente, diferentes estudios han demostrado que VDAC
también se localiza en la membrana celular, puede funcionar como una enzima redox
capaz de reducir ferrocianuro extracelular en presencia de NADH (Baker et al., 2004).
Por otra parte, se ha demostrado que VDAC se une a la region kringle 5 del
plasmindgeno en las células endoteliales humanas induciendo una disminucién del pH

intracelular y la hiperpolarizacién de la membrana mitocondrial (Gronow, 2003).
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e) VDAC como receptor del plasminégeno

El plasminégeno es un zimégeno el cual es parte del sistema fibrinolitico y se encuentra
en el plasma de los vertebrados. Esta proteina se sintetiza en el higado de manera
constitutiva y circula en el plasma a concentraciones de 1-5 pmol/L. La plasmina
producto de la activacion del plasminégeno, tiene la funcién de degradar el fibrin6geno
y participa en la migracion celular, la embriogénesis, la formacién del tejido y la
angiogénesis (Celkan, 2017). La estructura del plasminégeno se caracteriza por tener 7
dominios estructurales: un péptido pre-activador, cinco zonas homélogas llamadas
kringle: dela1ala 5y el dominio proteinasa (Duboscq, 2017). El plasminégeno tiene 3
conformaciones distintas: alfa, es una conformacién cerrada y predominante cuando el
plasminégeno circula; beta, es una conformacion semiabierta cuando el plasminégeno
se une a la fibrina a través de un residuo de lisina carboxiterminal; y gamma la cual es
una conformacién totalmente abierta que se presenta cuando el plasminégeno esta

unido a 2 residuos de lisina carboxiterminales (Rijken and Lijnen, 2009).

El plasminégeno es activado a plasmina por el corte entre los residuos de arginina-
valina en la posicion 560-561 por el activador del plasminégeno tipo tejido (tPA) y el
activador de plasminégeno tipo uroquinasa (uPA), los cuales son activadores
tisiol6gicos del plasmindgeno; el tPA solamente activa al plasminégeno en presencia
de fibrina en su forma insoluble o soluble, enlazdndose a los residuos de lisina en la

superficie de la fibrina, completando la conversién (Chapin and Hajjar, 2015).

El activador tisular de plasminégeno (tPA) es una proteasa sérica la cual tiene 5
dominios estructurales, un factor de crecimiento simil epidérmico, dedo similar a
fibronectina, 2 dominios kringles y un dominio de proteasa sérica (Hoylaerts et al.,
1982), esta molécula es sintetizada y secretada por células endoteliales, se encuentra en
circulaciéon aproximadamente 5 minutos como vida media, adicionalmente activa al
plasminégeno para disolver coagulos de fibrina y para mantener la homeostasis

vascular (Zamarron, Lijnen and Collen, 1984).

El activador de plasminégeno tipo uroquinasa (uPA) es sintetizado en el pulmén y en

el rifién, aunque también se ha reportado la sintesis de la proteina en células
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endoteliales, queratinocitos e incluso en células tumorales; se encuentra conformado
por una sola cadena multidominio de glicoproteinas, las cuales incluyen un factor de

crecimiento epidermal y 3 serin proteasas cataliticas (Schaller and Gerber, 2011).

La plasmina es el producto final del sistema fibrinolitico y ejerce una funcién
proteolitica sobre los coagulos de fibrina y en algunos componentes de la matriz

extracelular (Chapin and Hajjar, 2015).
2. Sistema fibrinolitico

El sistema fibrinolitico también denominado sistema plasminégeno-plasmina es
crucial para regular el depésito y la eliminacién intravascular de la fibrina por acciéon
dela plasmina, ademas de mantener la hemostasia y facilitar la cicatrizacién de heridas,
evitando una trombosis (Ismail, Shaker and Bajou, 2021). También se ha reportado su
participacion en procesos como la remodelacion tisular, la angiogénesis, el desarrollo
neuronal, la inflamacién y la invasién del trofoblasto (Stepanova et al., 2016) (Brodsky

et al., 2001) (Friedman and Seeds, 1994).
a) Sistema fibrinolitico en las garrapatas

En las garrapatas y otros hematofagos, el sistema fibrinolitico es esencial debido a que
necesitan evadir el sistema hemostatico del hospedero para una eficaz alimentacion,
incluyendo la coagulacién y fibrindlisis (Assumpcdo et al., 2016), la cual es iniciada por
activadores del plasminégeno (tPA y/o uPA) que convierten al plasminégeno en
plasmina, y esta a su vez degrada a la fibrina, propiciando el desarrollo de
componentes anticoagulantes, antiplaquetarios, vasodilatadores, antiinflamatorios e
inmunomoduladores, generalmente en cantidades excesivas para combatir la pérdida
de sangre (hemostasia), las reacciones inflamatorias en el sitio de alimentacién
(Andersen et al., 2003) y para evitar la formacién de codgulos en el intestino del

ectoparasito durante la ingestion de la sangre (Assumpcdo et al., 2016).

El sistema de activacion del plasminégeno también estd involucrado en la
remodelaciéon de la matriz extracelular, la migracién, la quimiotaxis, la adhesién

celular, la mitogénesis y la transduccion de sefiales (Cesarman-Maus and Hajjar, 2005).
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Los basofilos se infiltran en el sitio de la picadura de la garrapata, impidiendo una
alimentacion eficiente (Brown and Askenase, 1985); adicionalmente, la IL-16 también
activa el sistema fibrinolitico promoviendo la migracién de la matriz extracelular de

eosinoéfilos al sitio de alimentacién (Ferland et al., 2004).
b) Regulacién del sistema fibrinolitico

El sistema fibrinolitico esta regulado a dos niveles: PAI-1 (inhibidor del plasminégeno
1) bloquea al tPA mediante su interaccién con vitronectina, un cofactor que ayuda a
estabilizar las moléculas de PAI-1 (Figura 8) (Dellas and Loskutoff, 2005). Otro
modulador de la fibrindlisis es el inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina
(TAFI), el cual es una carboxipeptidasa que separa las lisinas del carboxilo terminal de
la fibrina, la activacion de TAFI da como resultado la inhibicién del ataque fibrinolitico.
Por altimo, existen dos inhibidores de la plasmina los cuales modulan la fibrinélisis,

llamados a2-antiplasmina y en menor medida el a2-macroglobulina (Mosnier, 2006).

Mecanismos pro- y anti- fibrinoliticos

Activadores del plasmindgeno
(tPA y uPA)

PAIl—'|

Plasmindgeno Plasmina

+«—— Antiplasmina a2

Degradacion de la fibrina

Figura 8. Mecanismo pro y anti-fibrinolitico. El plasminégeno se convierte en
plasmina mediante los activadores tPA o uPA, los cuales pueden ser inhibidos por PAI-
1, mientras que la plasmina es inhibida por a-antiplasmina y en menor medida por o2-

macroglobulina.
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La activacion del sistema fibrinolitico a través de la activacion del plasminégeno juega
un papel fundamental en los procesos de infeccién por patégenos, los cuales necesitan
eliminar varias barreras de la matriz extracelular y la fibrina para invadir y establecerse
en las células del hospedero, evadiendo el sistema inmune innato (Whyte, 2023). El
reclutamiento del plasminégeno por las proteinas receptoras del parasito ayuda a
inmovilizarlo, facilitando su conversién a plasmina por sus activadores, lo que resulta
en un aumento significativo de la actividad de la plasmina. La mayoria de los
receptores de plasminégeno en bacterias y parasitos muestran patrones similares de
unidn a través de residuos de lisina (Figuera et al., 2013), un ejemplo de una proteina
receptora es la enolasa, la cual esté localizada en la superficie celular e interacciona con
el plasminégeno, promoviendo la diseminaciéon de microorganismos en la célula

hospedera desencadenando la fibrinélisis (Avilan et al., 2011).
3. Plasminégeno y BmVDAC

En estudios preliminares se encontré que el plasminégeno bovino interaccionaba con
BmVDAC, y para demostrarlo se utiliz6 un ensayo de binding blot (Figura 9) en el cual
a partir de plasmindgeno fijado a una membrana de nitrocelulosa (Figura 9-A) se
incub¢ a diferentes concentraciones de BmVDAC, utilizando como control positivo a
la proteina enolasa y como control negativo BSA, demostrando que existia la unién

BmVDAC-plasminégeno humano (Figura 9-B) (Herndndez-Aparicio, 2020).
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Figura 9. Interaccion BnmVDAC-HPIg. A) Membrana de nitrocelulosa tefiida con rojo
ponceau. B) carril 1: interacciéon del plasminégeno-BSA, carril 2: interaccion del
plasminégeno-enolasa, carril 3: Interaccion del plasminégeno con 20 pg de BmVDAC
y carril 4: Interaccion plasminégeno con 10 ng de BmVDAC. Imagen tomada de la tesis

Hernéndez-Aparicio, 2020.
a) Dominios kringle del plasminégeno

El plasminégeno humano y bovino contienen 5 dominios kringle (1-5). En el
plasminégeno humano los dominios kringle 1 y kringle 4 muestran sitios de alta y baja
afinidad por residuos lisina carboxiterminales, respectivamente (Christen et al., 2010) y
el dominio kringle 5 tiene un peso aproximado de 8 kDa el cual se encuentra
estabilizado por 3 enlaces disulfuro y 2 ldminas B antiparalelas. Estos 3 dominios son
los mas importantes en las interacciones con ligandos (inhibidores, receptores,
activadores) y en la regulaciéon del plasminégeno (Castellino and McCance, 2007).
También se ha reportado que el dominio kringle 5 interactta con la cadena ligera del
plasminégeno en su estado no activado, contribuyendo asi a la estabilidad

conformacional de la molécula completa.

En el plasminégeno bovino los dominios kringle se encuentran en las siguientes

posiciones:

e Kringle 1: Posicién 101-188 aa
e Kingle 2: Posiciéon 192-269 aa

e Kringle 3: Posiciéon 282-359 aa
e Kringle 4: Posicion 384-461 aa
e Kringle 5: Posicién 485-564 aa

Dados los antecedentes presentados, en este estudio se evalué si la unioén entre el
plasminégeno y BmVDAC es especifica, ademds de estudiar si los residuos de lisina de
BmVDAC participan en la interacciéon con el plasminégeno y si dicha unién es

especifica con el dominio kringle 5 del plasminégeno.
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I1I. HIPOTESIS

La proteina BmVDAC se une y aumenta la activaciéon del plasminégeno y se une

especificamente al dominio kringle 5 del plasmindgeno.

IV. JUSTIFICACION

Las garrapatas son uno de los vectores de patégenos mas importantes en el mundo,
siendo superadas tinicamente por los mosquitos y tienen un gran impacto en el &mbito

clinico y veterinario, provocando problemas de salud graves a humanos y animales.

En el ganado bovino, las garrapatas transmiten enfermedades como la babesiosis
bovina y la anaplasmosis. Las infecciones causadas por estos ectoparasitos causan
pérdidas econdémicas sustanciales en el ambito ganadero debido a la pérdida de
producciéon de leche, la piel lacerada por las picaduras que no se puede vender, la carne
contaminada que no se puede consumir, ademas de que las hembras infectadas pueden
abortar. El costo de los garrapaticidas, las vacunas y el tratamiento veterinario del
ganado infectado es elevado, lo que llega a causar pérdidas de hasta 500 millones de
dolares al afio, ademads del impacto ambiental que representa el uso indiscriminado de

los garrapaticidas.

Debido a que las garrapatas han desarrollado multiresistencia a los acaricidas
empleados como medida de control, se desarrollé una vacuna basada en la proteina
Bm86, la cual tiene la principal desventaja de presentar variabilidad en la eficacia en el

pais, por lo que se propuso como candidato vacunal a otra proteina llamada VDAC.

BmVDAC fue identificada previamente en el intestino medio de R. microplus durante
la infeccién con babesia y se ha demostrado su potencial como vacuna, por lo tanto, es

importante continuar con el estudio de BmVDAC.
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V. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la union de BmVDAC al plasminégeno.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

. Demostrar la uniéon de BmVDAC al plasmindégeno en membranas de
nitrocelulosa.

. Determinar si la uniéon de BmVDAC al plasmindégeno es especifica y
dependiente de residuos de lisina.

. Estudiar la actividad del plasminégeno en presencia de rBmVDAC.

. Demostrar que la proteina BmVDAC se une especificamente al dominio kringle

5 del plasminégeno bovino.
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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VIIL MATERIALES Y METODOS

1. Material biologico
Cepas de Escherichia coli para mantenimiento del gen:

» DHb5a fue obtenida de forma casera y es utilizada para la clonacién debido a
que tiene una mutacién rec Al, la cual ayuda a la estabilidad del inserto,
también brinda alto rendimiento y calidad del DNA debido a que tiene una
mutacion en el extremo A, ademéas de tener una alta eficiencia de
transformacion.

> Las células competentes caseras TOP10 fueron utilizadas para obtener una
alta eficiencia de transformacién, se utilizan para clonacion de DNA
superenrollado (metilado) y permiten la replicacién estable de plasmidos

con un alto ntmero de copias.
Cepas de E. coli para la propagacion:

> BL21 (DE3) casera, fue utilizada para expresion de proteinas recombinantes,
derivada de la cepa B de E.coli, tiene ausencia de actividad proteolitica lo
cual ayuda a prevenir la degradacién de la proteina de interés y contiene un
gen de la ARN polimerasa T7 controlado por el promotor lac UV5, lo que
permite la expresion de proteinas bajo el promotor T7.

> Rosetta 2 es una cepa derivada de E. coli BL21 disefiada para favorecer la
expresion de proteinas eucariotas que contengan codones raramente usados

en E.coli. También fueron obtenidas de forma casera.

2. Obtencioén de la proteina recombinante BmVDAC (rBmVDAC)

Se utiliz6 la construccion pColdll/ BmVDAC desarrollada por Rodriguez-Hérnandez a
través de un vial de DNA [180 ng/pl] y se realizé una transformacién tomando 1 pl
de DNA y 50 pl de células competentes E.coli BL-21 (DE3), se mezcl6 en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml, se incub6 durante 20 minutos en hielo y se le dio un choque

térmico a 42 °C durante 30 segundos e inmediatamente se coloc6 en hielo durante 15
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minutos. Posteriormente se adicionaron 250 pl de medio Luria Bertani (LB) sin
ampicilina y se incub6 a 37 °C durante 1 hora con agitacién de 180 rpm. La siembra
de las células transformadas se realiz6 en 2 cajas de LB-Agar con Ampicilina [100
pg/pl], una caja con 50 pl de la transformacion y otra con 100 pl de esta; las cajas se

dejaron crecer a 37 °C en una incubadora durante 16 horas.

A partir de las colonias que crecieron en las cajas, se seleccioné una que estuviera
aislada y se conservo en una caja de LB-agar con ampicilina, simultdneamente la misma
colonia se dejo crecer en un preinéculo de 20 ml de LB-Ampicilina a 37 °C durante 16
horas con agitacion de 200 rpm. En un matraz de 500 ml de LB-Ampicilina se
adicionaron los 20 ml del preinéculo y se incub6 a 37 °C con agitacion de 200 rpm,
monitoreando la densidad 6ptica (OD) cada hora hasta alcanzar un valor entre 0.4-0.6,
llegando a este valor se tomaron 5 ml como control no inducido, y al resto del volumen
del matraz se le adicion6 IPTG [1 mM], el cultivo se dejo creciendo a 16 °C con agitacion

de 200 rpm durante 16 horas.

Pasado este tiempo se tomo6 1 ml de cada cultivo inducido y no inducido para medir
los valores de OD, se centrifugd a méxima velocidad durante 15 min a 4 °C, se dej6
secar la pastilla y se resuspendié con PBS para igualar las concentraciones a partir de
los valores de la OD, posteriormente se sonicé durante 3 min con 80% de amplitud

30/30, se afiadi6 buffer de carga de proteinas 2x y se hirvié durante 5 minutos.

Se prepararon 100 pl de cada muestra para analizar en un gel de poliacrilamida al 10%
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), utilizando un marcador de peso
molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standars de Bio-Rad (No. de catélogo
161-0374) y se corri6 a 100 volts. El gel se tifi6 con Azul de Coomassie de Bio-Rad (No.
de catadlogo 161-0786) durante toda la noche en agitaciéon suave a temperatura ambiente

y se lavé con solucién destefiidora por 30 min en agitaciéon suave.

El resto del medio inducido se empastill6 en tubos Falcon de 50 ml a maxima velocidad
durante 15 min a 4 °C, en cada tubo se empastillaron 100 ml de medio, se dejo secar la

pastilla y se guardé a -20 °C hasta su uso.
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La purificacién de rBmVDAC se realizé mediante una cromatografia de afinidad con
el protocolo “On Column Refolding” en condiciones desnaturalizantes usando una
columna His-Trap mediante el equipo AKTA prime Plus FPLC System (GE Healthcare,
SE).

A partir de la pastilla mencionada anteriormente, se resuspendié en 10 ml de PBS y se
sonic6 de 1 ml en 1 ml durante 3 min con 80% de amplitud 30/30, se recolectaron los
10 ml sonicados y se volvieron a centrifugar a maxima velocidad durante 15 min a 4
°C, se descart6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 en 10 ml de buffer de unién
(A1), se filtré con una pirinola de 0.45 pm y la muestra se inyect6 al equipo, se corri6 el

programa y se recolectaron 30 fracciones.

En un gel de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) se corrieron 10 pl de la fraccién 6 en
adelante a 100 volts y se tifid con Azul de Coomassie. Posteriormente se destifié
durante 30 min; las fracciones que contenian la proteina recombinante fueron
dializadas usando 6 litros de PBS durante 2 dias, se recolecté la muestra en tubos de

1.5 ml y se almacené a -20 °C hasta su uso.

Después de la didlisis, la proteina se cuantificé6 por método de Bradford, usando una
curva estandar de BSA con 5 diluciones seriadas partiendo de una concentracién de [80
pg/ml], las siguientes diluciones [40 pg/ml], [20 pg/ml], [10 pg/ml] y [5 pg/ml], como
blanco se utilizé6 PBS y para la muestra se utilizé de forma directa sin diluir. En una
placa de 96 pozos se cargaron las muestras por triplicado, en cada pozo se afiadieron
80 pl de muestra mas 20 pl de Dye Reagent concentrado de Bio-Rad (no. de catalogo
5000006EDU), se mezclo y se ley6 en un espectrofotémetro (SPECTROstar Nano BMG
LABTECH, Ortenberg, Germany) a una absorbancia de 595 nm.

3. Analisis in silico del plasminégeno humano y bovino.

Para comprobar el porcentaje de identidad entre el plasminégeno bovino y humano, se
realizé un alineamiento multiple. La busqueda de la secuencia de aminoacidos del
plasminégeno humano y del plasminégeno bovino se llev6 a cabo en la base de datos

internacional situada en la pagina del National Center for Biotechnology Information
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(NCBI, https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/), y con la secuencia de aminodcidos

se realiz6 un alineamiento multiple en BLAST

(https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSea

rch&LINK _LOC=blasthome) para determinar el porcentaje de identidad entre ambas

proteinas.

4. Clonacion de fragmentos kringle 4-5 y kringle 5 del plasminégeno bovino

a) Disefio de la secuencia a sintetizar k4-5 y k5

La basqueda del gen del plasminégeno bovino se llevé a cabo en GenBank de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), y a través de Ensembl Genome Browser

(https:/ /www.ensembl.org) se realiz6 la biisqueda de exones e intrones. Una vez que

se obtuvo la secuencia codificante, se analiz6 mediante la herramienta ExPASy-

Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/) para encontrar el marco de lectura

abierto (ORF) y se comparé con la secuencia reportada en UniProt

(https:/ /www.uniprot.org/), finalmente se  localizaron las  secuencias

correspondientes a k4-5 y k5.

Se disefaron genes sintéticos de los dominios k4-5 y k5 flanqueados con sitios de
restriccion BamHI (GGATCC) y Xbal (TCTAGA) en el plasmido pColdIl y se solicitaron

a Gene Universal para su fabricacion.
b) Preparacion del vector pColdIl vacio

Se realiz6 una transformacién tomando 1 ul del vial pColdIl y 50 ul de células
competentes E.coli DH5a y se realizé de la misma forma mencionada anteriormente.
La siembra de las células transformadas se realiz6 en 2 cajas con LB-Agar con
Ampicilina [100 pg/pl], una caja con 50 pl de la transformacion y otra con 100 pl de

esta; las cajas se dejaron crecer a 37 °C en una incubadora durante 16 horas.

Se tomo una colonia aislada para inocularse en 5 ml de LB-Ampicilina durante 16 horas
a 37 °Cy 200 rpm, el cultivo se empastillé por centrifugaciéon a 10,000xg durante 5 min,
posteriormente se purifico el DNA con el Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA

Purification System (Promega, No de catdlogo A1330), la pastilla se resuspendi6 en 250
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pl de solucién de resuspension de células, se adicionaron 250 pl de la solucién de lisis
y en cuanto se observé el clarificado se adicionaron 10 pl de proteasa alcalina y se
incub6é durante 5 min a temperatura ambiente, después se adicionaron 350 pl de la
solucién de neutralizaciéon y se centrifugé a maxima velocidad durante 10 min a
temperatura ambiente y en un solo movimiento se decant6 el lisado transparente en
una columna sin dejar pasar liquido blanco y se centrifugé durante 1 min a las mismas
condiciones. La columna se lavé con 750 pl de la solucién de lavado y se centrifugé
durante 1 min mas, se agregaron 250 pl més de la solucion de lavado y se centrifugé
por 2 min. Para eluir el DNA se afiadieron 100 pl de agua libre de nucleasas y se
centrifugé por 1 min. La columna se deseché y el DNA obtenido se cuantificé en un
Nanodrop a través de la medicion de la absorbancia de 260 nm y 280 nm y se determiné
la integridad y pureza de este. Adicionalmente el DNA se visualizé en un gel de
agarosa al 1% con un marcador de 1Kb (Promega, no de catdlogo G5711) y se

almacenaron a -20 °C.

Posteriormente se realiz6 una restriccion con 10 pl del plasmido y 5 pl de Xbal durante
2 horas a 37 °C en un bafo térmico, subsiguientemente a esa misma reaccién se le
afladen 4 pl de BamHI y se dej6 a 37 °C durante 2 horas. Se realiz6 la desfosforilacion
del pldsmido con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP) (Promega, no de

catdlogo M2825) durante 1 hora a 37 °C en bafio térmico, se inactivé por 10 min a 70

°C.

Se corrié un gel de agarosa al 1% a 80 V para observar la banda producto de la
desfosforilacion a través de la luz UV en un transluminador y se corté la banda con
ayuda de un bisturi estéril, se realizé6 una extracciéon del gel de agarosa con el Kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, no de catdlogo A9281) de la
siguiente manera, se coloc6 la banda de agarosa en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se
agregaron 10 pl de la solucién de unién de membrana por cada 10 mg de agarosa y se
incub6 a 65 °C hasta disolverse, en un tubo colector se colocé una columna y se
transfiri6 la mezcla del gel disuelto y se incub6 durante 1 min a temperatura ambiente,

después se centrifugé a 16,000 xg por un min, se descart6 el liquido y se afiadieron 700
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ul de la solucién de lavado de membrana y se centrifugé a 16000 xg durante 5 min. Se
descart6 el liquido nuevamente y se afiadieron 500 pl més de la solucién de lavado y se
centrifugo la columna durante 5 min, se descart6 el liquido y se centrifugé la columna
sola durante 1 min con la tapa de la centrifuga abierta, por ultimo, se pasé la columna
a un tubo nuevo y se afiadieron 50 ul de agua libre de nucleasas, se incub6 por 1 min a
temperatura ambiente y se centrifugé a 16,000 xg por 1 min, se guardé a -20 °C hasta

Su uso.

Adicionalmente se corrié otro gel de agarosa al 1% para verificar la integridad del

plasmido linearizado y desfosforilado.
c) Clonacion de fragmentos que codifican para k4-5 y k5 en pColdll

Se realiz6 una transformacion a partir de los viales recibidos por Gene Universal, se
utilizaron 50 pl de células competentes E.coli Rosetta 2 y 1 pl de las construcciones
respectivamente [210 ng/pl]. Se tomaron las colonias aisladas y se dejaron crecer en 5
ml de LB-Ampicilina durante 16 horas a 37 °C y 200 rpm, posteriormente se purificaron
con el Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, no de
catdlogo A1330). El DNA obtenido se cuantific6 en un Nanodrop y se visualiz6 en un

gel de agarosa al 1% con un marcador de 1Kb.

Posteriormente se realiz6 una restriccion doble para ambos plasmidos, se tomaron 8 pl
del miniprep correspondiente y se adicionaron 1 pl de Xbal y 1 ul de BamH]I, se dejaron
incubar en un bafio térmico durante 3 horas a 37 °C, se corri6 un gel de agarosa al 1%
a 80V y las bandas visualizadas en el gel con ayuda de un transluminador UV se
cortaron con un bisturi estéril y se realiz6 una extracciéon del gel de agarosa con el Kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, no de catdlogo A9281), por
altimo se corrié otro gel de agarosa al 1% para verificar la integridad de las extracciones

y se cuantificaron con ayuda del Nanodrop.

Se prepard una reacciéon de ligaciéon para cada construccion en una relacion 1:3 de
vector: inserto para k4-5 (60 ng: 23 ng) y para k5 (60 ng: 10.45 ng) con 1 pl de enzima T4

ligasa, 2 pl de buffer de ligasa (5X) en un volumen final de 20 pl, como controles se
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prepararon reacciones sin el inserto y otra sin inserto ni T4 ligasa, todas las reacciones
se incubaron toda la noche a 16 °C. Posteriormente se realiz6é una transformacién con
50 ul de células competentes E.coli TOP10 y 10 pl de cada reaccién y controles de
ligacion. La siembra de las células transformadas se realiz6 en 2 cajas con LB-Agar con
Ampicilina [100pg/pl], una caja con 50 pl y otra con 100 pl de cada reaccién; las cajas

se dejaron crecer a 37 °C en una incubadora durante 16 horas.

Se seleccionaron 10 clonas aisladas de la construcciéon pColdll-k4-5 y 10 clonas de
pColdll-k5, se inocularon en una caja de LB-agar ampicilina para su conservacion,
simultdineamente las mismas colonias se dejaron crecer en un preinéculo en 5 ml de
LB-Ampicilina a 37 °C durante 16 horas con agitaciéon de 200 rpm. El DNA se purificé
a través de la técnica de miniprep antes mencionada. Posteriormente se realiz6 una
restriccion doble con BarmHI y Xbal durante 2 horas a 37 °C y se observaron en geles de

agarosa al 1%.
d) Induccién de las proteinas k4-5 y k5

Para expresar la proteina se eligi6 la cepa E.coli BL21, la transformacion se realizé con
50 pl de células competentes y 1 pl de DNAp de una clona positiva de k4-5 en
concentracién [116.6 ng/pl] y una clona positiva de k5 en concentracién [253.6 ng/pl],
las condiciones de transformacién fueron las mismas mencionadas para rBmVDAC. La
siembra de las células transformadas se realiz6 en 2 cajas con Agar LB con Ampicilina
[100 pg/pl], una caja con 50 pl y otra con 100 pl de cada reaccién; las cajas se dejaron

crecer a 37 °C en una incubadora durante 16 horas.

A partir de las clonas que crecieron de la transformacién antes mencionada, se
seleccionaron clonas aisladas y se conservaron en una caja de Agar LB con ampicilina,
simultdneamente las mismas colonias se dejaron crecer en preinéculos de 20 ml de LB-

Ampicilina a 37 °C durante 16 horas con agitaciéon de 200 rpm.

Se realiz6 el mismo procedimiento de induccién que con rBrnVDAC, posteriormente se
prepararon 100 pl de cada muestra para analizar en un gel de poliacrilamida al 15% en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), utilizando un marcador de peso molecular
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Precision Plus Protein™ Dual Color Standars de Bio-Rad (No. de catdlogo 161-0374).
Para determinar si las proteinas son solubles o insolubles se empastill6 1 ml de cultivo
inducido y se resuspendi6 en 1 ml de PBS y se sonicé a 80% Amp 30/30 durante 3 min.
Posteriormente se centrifugé a 7500 rpm por 15 min a 4 °C, para la fraccién soluble se
recuperd el sobrenadante y a 100 pl de la muestra se le agregaron 100 pl de Buffer de
carga 2X y se hirvié durante 5 min; para la fase insoluble se resuspendio el pellet en
100 pl de PBS y se afiadieron 100 pl de Buffer de carga 2X, se hirvié durante 5 min y se
sonic6 nuevamente a 80% de Amp 30/30 por 1 min, ambas muestras se cargaron en un
gel de poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE). El resto del medio inducido se empastill6 en
tubos Falcon de 50 ml a maxima velocidad durante 15 min a 4 °C, en cada tubo se
empastillaron 100 ml de medio, se dej6 secar la pastilla y se guard6 a -20 °C hasta su

uso.
e) Purificacién de los dominios k4-5 y k5

La proteina se localiz6 en la fracciéon insoluble por lo tanto se purific6 por
cromatografia liquida con el protocolo “On Column Refolding” en condiciones
desnaturalizantes utilizando una columna His-Trap mediante el equipo AKTA prime
Plus FPLC System (GE Healthcare, SE). Se utiliz6 el mismo protocolo que con
rBmVDAC.

En un gel de poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE) se corrieron 10 pl las fracciones
recolectadas a 100 voltios y se tifi6 con Azul de Coomassie. Posteriormente se destifio
durante 30 min. Para hacer el recambio de buffer, se utiliz6 un filtro de ultracentrifuga
Amicon® (Millipore, no. de catadlogo UFC9100), primero se limpié con 15 ml de PBS y
se centrifugé 15 min a 5000xg, después se agregaron las fracciones de la purificacion
que contenian la proteina y se centrifugé 15 min a 5000 xg, se baj6 el volumen hasta 500
pl y se agregaron 5 ml de PBS con inhibidor de proteasa 1X (Roche, no de catalogo
11836170001) y se centrifugé durante 15 min a 5000 xg, se recuperd el volumen del
casette y se guardé a -20 °C.
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Se cuantificaron ambas proteinas por el método de Bradford, de igual manera que la

cuantificacion de rBmVDAC.

5. Ensayo de unién de plasminégeno humano/rBmVDAC en membrana de
nitrocelulosa.

a) Transferencia

En un gel preparativo de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) se corrieron 20 pg de
plasminégeno humano (HPIg) (Sigma Aldrich no. de catdlogo P7999), Albamina de
suero bovino (BSA) como control negativo y rBmVDAC. El gel se transfirié durante 1
hora a una membrana de nitrocelulosa en condiciones himedas, la membrana se
bloqued con durante toda la noche a 4 °C en agitacion suave con PBS-Tween + leche al

5%. Posteriormente se realizaron lavados con PBS-Tween (0.05%).
b) Ensayo de unién a ligandos

Las tiras de membrana que contenian 1.8 pg de HPlg y BSA, se incubaron con 14 pg de
rBmVDAC purificada, durante toda la noche a 4 °C con agitacion suave.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-T (0.05%) de 15 min cada uno y se
incubaron con anticuerpo anti-rBmVDAC (1:500) durante 1 hora a temperatura
ambiente, después se realizaron 3 lavados con PBS-T (0.05%) de 15 min y se incubaron
con el anticuerpo secundario anti-bovino conjugado con peroxidasa (1:1750) durante 1
hora a temperatura ambiente y nuevamente se realizaron 3 lavados con PBS-T (0.05%)
de 15 min. Para confirmar la especificidad del anticuerpo, adicionalmente se incub6
una tira de HPlg sin rBmVDAC con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-HPIg
(1:5000) y con un anticuerpo secundario anti-ratén conjugado con peroxidasa (1:3500)
y otra tira que contenia solamente rBmVDAC se incub6 con anti rBmVDAC (1:500) y

anticuerpo secundario anti-bovino conjugado con peroxidasa (1:1750).

La deteccion de todas las tiras se realizé mediante quimioluminiscencia con el Kit ECL
Western Blotting Substrate (Promega No. de catalogo W1001) con una solucién de
trabajo 1:1 entre la solucion de peréxido y luminol del kit, se retir6 el exceso de liquido

y se ley6 en el sistema Chemi-Doc en High Resolution.
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6. Ensayo de Binding en placa dosis dependiente e inhibicién con eACA.

a) Ensayo de Binding con HPlg y rBmVDAC

En una placa de 96 pozos se fijaron 4 pg de HPlg por pozo con buffer de carbonatos pH
9.6 y se dej6 incubando la placa toda la noche a 4 °C. Se realizaron 3 lavados con PBS-
T (0.05%) y se bloque6 con BSA 2% durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, se realizaron
3 lavados con PBS-T (0.05%) y se colocaron diferentes concentraciones de rBrnmVDAC
(16, 8,4y 2 pg/ml), en ausencia o presencia de eACA [10 mM] y [40 mM], como control
negativo se utilizé BSA a las mismas concentraciones que rBmVDAC sin eACA y PBS
como blanco, todas por triplicado y se dejé incubando la placa durante 2 horas a

temperatura ambiente.

Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-T (0.05%) y se incubé con anticuerpo
primario anti-rBmVDAC (1:300) durante 1 hora a 37 °C, se realizaron 3 lavados con
PBS-T (0.05%) y se incub6 con el anticuerpo secundario anti-bovino (1:1000) durante 1
hora a 37 °C, se realizaron los tltimos 3 lavados con PBS-T (0.05%) y finalmente se
afiadi6 el sustrato o-Fenilendiamina dihidroclorada (Sigma Aldrich, no. de catalogo
P1526). Las absorbancias de las muestras fueron leidas a 492 nm en un
espectrofotoémetro (SPECTROstar Nano of BMG LABTECH, Ortenberg, Germany). Los

resultados se analizaron a través de Kruskal-Wallis utilizando GraphPad Prism V6.0.

b) Ensayo de unién de ligando de los dominios k4-5, k5 de plasminégeno bovino

y tBmVDAC

En una placa de 96 pozos se fijaron 4 pg de k4-5 y k5 por pozo, respectivamente, con
buffer de carbonatos pH 9.6 y se dejoé incubando toda la noche a 4 °C. Se realizaron 3
lavados con PBS-T (0.05%) y se bloqueé con BSA 2% durante 1 hora a 37 °C, se
realizaron 3 lavados con PBS-T (0.05%) y se colocaron diferentes concentraciones de
rBmVDAC (8, 4, 2 y 1 pg/ml) en ausencia o presencia de eACA 40 mM, como control
se utiliz6 BSA a las mismas concentraciones que rBmVDAC sin eACA y PBS como
blanco, todas por triplicado y se dejé incubando la placa durante 2 horas a temperatura

ambiente. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-T (0.05%) y se incub6 con
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anticuerpo primario anti-rBmVDAC (1:150) durante 1 hora a 37 °C, se realizaron 3
lavados con PBS-T (0.05%) y se incubd con el anticuerpo secundario anti-bovino
(1:1000) durante 1 hora a 37 °C y se realizaron los tltimos 3 lavados con PBS-T (0.05%).
Finalmente se afadi6 el sustrato o-Fenilendiamina dihidroclorada (Sigma Aldrich, No.
de catalogo P1526) y se midi6 la absorbancia a 492 nm en un espectrofotémetro
(SPECTROstar Nano of BMG LABTECH, Ortenberg, Germany). Los resultados se

analizaron a través de Kluskal-Wallis utilizando GraphPad Prism V6.0.

c) Curva de inhibicién de la unién de rBmVDAC con los dominios k4-5 y k5 de

BoPlg con el analogo de la lys eACA

En una placa de 96 pozos se fijaron 4 pg de los péptidos de los dominios k4-5 y de k5,
respectivamente en buffer de carbonatos pH 9.6 y se dejé toda la noche a 4 °C. Al dia
siguiente se realizaron 3 lavados con PBS-Tween (0.05%) y se bloque6 con BSA al 2%
durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-Tween (0.05%)
y se puso a interaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente con rBmVDAC a una
concentracion de 8 pg/ml en ausencia y presencia de ¢éACA a diferentes
concentraciones (10, 20 y 40 mM), como controles se utilizaron BSA a las mismas
concentraciones sin eACA y PBS como blanco, todas por triplicado. Se siguié el

protocolo como en el experimento anterior con los mismos analisis estadisticos.
7. Determinacion de la activacién de la plasmina en presencia de rBmVDAC

En microtubos de 1.5 ml se mezclaron [20 pg/ml] de rBmVDAC y [20 pg/ml] de
plasminégeno humano durante 1 hora a 37 °C. Pasado este tiempo, en una placa de 96
pozos se afiadieron 100 pl/pozo de la mezcla por triplicado y se adicionaron 50 pl de
activador tisular del plasminégeno humano (tPA) (Sigma Aldrich, No de catalogo
T0831) a una concentracién de [500 ng/ml] por pozo y se incubaron durante 15 min a
37 °C. Por dltimo, se afiadieron 50 pl de Chromozyme PL (Roche, no de catalogo
10378461001) a una concentraciéon de [0.3 mM] y se incub6 a 37 °C en condiciones de
oscuridad. Las absorbancias se midieron a 405 nm en un espectrofotémetro

(SPECTROstar Nano of BMG LABTECH, Ortenberg, Germany) cada 2 minutos los
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primeros 10 minutos, posteriormente cada 5 minutos hasta llegar al minuto 40, después
cada 10 minutos hasta los 60 minutos y finalmente cada 15 minutos hasta los 120

minutos.

Como controles se utilizaron mezclas de rBmVDAC- HPlg- sin tPA- sustrato,
rBmVDAC- sin HPIg- tPA- sustrato y PBS- HPlg- tPA- sustrato. Los resultados se

analizaron a través de Kruskal-Wallis utilizando GraphPad Prism V6.0.
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IX. RESULTADOS

Para completar todos los objetivos primero se obtuvo la proteina recombinante
rBmVDAC, ya que se utilizé en cada uno de los ensayos. A partir de la construccion
pColdll/ BmVDAC se realiz6 una transformacion y se procedi6 a la induccién de la
proteina, para verificar la integridad de esta se analiz6é en un gel SDS-PAGE al 10% en
donde se observé una banda enriquecida en el carril que corresponde a la condicién
inducida (I) a la altura de 27 kDa, la cual indica una sobreexpresion de rBnVDAC con

respecto al carril no inducido (NI) (Figura 10).
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Figura 10. Induccién de la proteina rBmVDAC. A partir de una cepa de E.coli BL21 se

observo una sobreexpresion de rBmVDAC, en el primer carril se muestra el marcador
de peso molecular Dual Color (PM), en el segundo carril se muestra a rBmVDAC no
inducido (NI) y el altimo carril corresponde a rBmVDAC inducida (I) con 1mM de
IPTG. La flecha de la derecha sefala a rBmVDAC con un peso de 27 kDa.

Posteriormente se realiz6 la purificacion de la proteina inducida por cromatografia de
afinidad, en el cromatograma se observé un pico entre las fracciones 6 y 7, lo cual indica

la presencia de la proteina rBmVDAC a partir de esa fracciéon (Figura 11).
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Figura 11. Cromatograma de rBmVDAC purificada mediante cromatografia de
afinidad con el protocolo “On Column Refolding”. En color azul se muestra la
medicion de luz UV a 290 nm, la construccién del gradiente se muestra en verde y en

rojo se muestran las fracciones eluidas de la proteina rBmVDAC.

Las fracciones eluidas fueron analizadas a través de un gel SDS-PAGE al 10% para
verificar en cuales estaba presente la proteina rBmVDAC, en este andlisis se observo
una sola banda que corresponde a aproximadamente 27 kDa en las fracciones 13-20 sin

observarse otras proteinas contaminantes (Figura 12).
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Figura 12. Fracciones 13-20 de rBmVDAC purificadas en FPLC. En el carril 1 se

muestra el marcador de peso molecular Dual color (PM), del carril 2-9 se muestran las
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fracciones 13-20 respectivamente, de la proteina rBmVDAC purificada, la flecha indica

el peso molecular de 27 kDa en cada una de las fracciones.
1. Ensayo de union entre rBmVDAC y HPlg en membrana de nitrocelulosa.

Para completar el objetivo 1, se realizé una transferencia del HPlg a una membrana de
nitrocelulosa y se dej6 interaccionar con rBmVDAC durante toda la noche, pasado el
tiempo se revel6 la reaccion y como se muestra en la (Figura 13), se observé que el
anticuerpo anti-VDAC, reconocio especificamente al complejo
rBmVDAC/plasminégeno a la altura de 92 kDa (carril 2) y como control positivo
reconocié a rBmVDAC sola marcada a 27 kDa (carril 5), no reconoci6 al plasminégeno
por si mismo (carril 3) ni a BSA (carril 7), por lo que no se mostr6 reactividad cruzada
con sus respectivos controles, en el carril 4 se observé una banda a la altura del
plasminégeno 92 kDa debido a que se interaccion6 el HPlg directamente con los
anticuerpos anti- plasmindgeno y anti-ratén, en el carril 6 se coloc6 el SDS-PAGE de
rBmVDAC y como controles en los carriles 7, 8 y 9 se fijé6 BSA a la membrana, en el
carril 7 se interaccioné con rBmVDAC y sus debidos anticuerpos, en el carril 8 y 9 se
realizaron las mismas interacciones salvo sin anticuerpo primario o sin anticuerpo
secundario, respectivamente, a 1o que no se observé ninguna banda por reactividad

cruzada.
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Figura 13. rBmVDAC se une al plasmindgeno humano. En el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular Dual Color (PM), del carril 2 a 4 se fij6 HPlg en la
membrana, en el carril 2 la tira de nitrocelulosa fue incubada con rBmVDAC y revelada
con anti rBmVDAGC, carril 3: la tira de NC incubada con PBS en lugar de rBmVDAC y
revelada con anti rBmVDAC (control de unidn), carril 4: se incub6 sin rBmVDAC con
anticuerpo anti-plasminégeno y anti-ratén, carril 5: se fij6é en la membrana rBrmVDAC
y se interacciond con sus respectivos anticuerpos, carril 6: se muestra el SDS-PAGE de
rBmVDAC purificada. En los carriles 7, 8 y 9 se encuentran los controles negativos, se
utilizé BSA en lugar de HPlg para fijar en la membrana de nitrocelulosa, carril 7: se
incub6 con rBmVDAC y se revel6 con sus respectivos anticuerpos, carril 8 y 9: se
interaccion6 con rBmVDAC y se revel6 solamente con anti- rBmVDAC y en otro solo
con anti- bovino, respectivamente, para verificar que no hubiera reaccién cruzada de

alguno de los anticuerpos.

2. Analisis cuantitativo de la interaccion dosis dependiente de rBnmVDAC/HPlg
e inhibiciéon por eACA.

La interacciéon entre rBmVDAC y HPIg se realiz6 en una placa de 96 pozos donde se
tij6 una misma concentraciéon de HPlg y posteriormente se afiadi6 rBmVDAC a
diferentes concentraciones, en presencia o ausencia del analogo de la lisina (eACA)
como inhibidor de la interaccién, lo cual se muestra en la (Figura 14). A mayor
concentraciéon de rBmVDAC aument? la interaccion con el HPlg (barras negras) y, a
mayor concentracion de eACA, disminuy6 la interaccién entre ambas proteinas (barras
verdes y azules). Como control, se interaccioné BSA con HPIg (barras rosas), donde si

se detectd sefial; sin embargo, es la mas débil de todas.

Para realizar el anélisis estadistico se decidi6 elegir la concentracién de [16 pg] con sus
respectivos controles, al ser pocos datos y que no tienen una distribucién normal, se
emple6é una prueba de Kruskal-Wallis (Figura 15), en el grafico se representa la
interaccion rBmVDAC/HPIg con barras negras a diferentes concentraciones de eACA

y en color gris se muestra a BSA /HPlg, la significancia es de (p<0.0001) entre todas las
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barras. Esta interaccion podria potenciar el incremento de la activaciéon del

plasminégeno.
= VDAC
3 ¢ACA 10mM
0.8+ 3 £ACA 40mM
=3 BSA
0.6
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Figura 14. Curva dosis dependiente de la interaccion entre rBrnVDAC/HPIg. En color
negro se muestra la interacciéon entre rBmVDAC/HPIlg sin eACA, en verde se observa
la interaccion rBmVDAC/HPlg con eACA [10mM)], en azul se representa la interaccion
rBmVDAC/HPIg con eACA [40mM] y como control negativo se muestra la interaccién
HPlg/BSA mostrada con color rosa. Cada condicién de las interacciones se realiz6 por
triplicado y el experimento completo se realizé por duplicado para verificar la

reproducibilidad de este.
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Figura 15. Estudio de la interaccion rBmVDAC/HPlg a [16 pg]. En color negro se

muestra la interaccion rBmVDAC/HPIlg a diferentes concentraciones de eACA (0,10 y
40) y en color gris se muestra la interaccién entre BSA /HPIg empleado como un control
negativo. Los asteriscos negros arriba de las barras muestran la significancia estadistica

(p<0.0001), la prueba estadistica se realiz6 en el software GraphPad Prism V6.01.
3. Analisis del incremento de la activacion de la plasmina (tPA + rBmVDAC).

En una placa de 96 pozos se realizé una curva dependiente del tiempo, en la cual se
graficaron las absorbancias obtenidas a diferentes minutos de la interaccion
rBmVDAC/HPlg representada con un circulo como se muestra en la (Figura 16), al
paso del tiempo la interaccion entre las proteinas aumenté en comparacién con la
activacion del plasminégeno por si mismo representado con un rombo, en ambos casos
se observé un aumento en la activaciéon del plasminégeno, sin embargo, se potencializé
en presencia de rBmVDAC; como controles negativos se incub6 rBmVDAC sin
plasminégeno mas tPA (triangulo) y rBmVDAC/HPIg sin el activador (tridngulo
invertido), en ambos casos no se detect6 actividad. Los resultados no mostraron una
distribucién normal, por lo tanto, se emple6 una prueba Kruskal-Wallis, la cual revel6é
que la presencia de rBmVDAC aumenta la cantidad de plasmina de forma significativa

a partir de los 10 minutos de interaccién, con respecto a los controles.
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Figura 16. Ensayo de activacién del plasminégeno. El HPlg se incub6 con rBmVDAC
(circulos) o PBS (rombos) antes de la adicién de tPA. La activacion del plasminégeno
fue medida en base a la OD a 405 nm por interaccién del sustrato tosyl-glycyl-polyl-
lysine-4-nitranidile-acetate. Las condiciones sin plasminégeno (tridngulo) o sin tPA
(triAngulo invertido) fueron utilizadas como controles negativos. Cada condicién fue
realizada por triplicado y el experimento general fue duplicado para verificar la
reproducibilidad de este. Los asteriscos negros mostrados del lado derecho muestran
la significancia estadistica (p<0.001), la prueba estadistica se realiz6 en el software

GraphPad Prism V6.01.

Debido a que la importaciéon del plasminégeno bovino esta prohibida en México, se
realizaron los experimentos anteriores con plasminégeno humano, sin embargo, para
demostrar la interaccion entre rBmVDAC y el plasminégeno bovino especificamente
con el dominio kringle 5, primero se realiz6 un alineamiento entre el BoPlg(ntimero de
acceso: NP_776376.1) y el HPlg (nimero de acceso: NP_000292) con ayuda de blastp

(https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mostrado en la (Figura 17), se determiné un

porcentaje de identidad del 78%. Posteriormente se realiz6 el alineamiento entre los
dominios kringle 5 y kringle 4-5 de ambos plasminégenos, en donde el porcentaje de
identidad fue de 80% y 79%, respectivamente (Figura 18), se decidi6 usar k4 fusionado

con k5, debido a que k5 es una proteina muy pequefa y podria tener problemas de
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plegamiento. =~ En  ambos  alineamientos se  utiliz6  Clustal Omega

(https:/ /www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo) y con BoxShade

(https:/ /junli.netlify.app/apps/boxshade/) se realiz6 el esquema de colores

dependiendo del cambio de aminoéacido, el color negro indica que no hay cambios, el
gris muestra un cambio de un aminoécido por otro parecido y en blanco se observa el

cambio por un aminoacido de caracteristicas completamente distintas.

Bovine plasminogen
Human plasminocgen

A = E T [ERCALK &0
-.;E AEEE
Bovine plasminogen B80T JVEEANER Wt 10 B Eisil il ECKIGHG 120
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Figura 17. Alineamiento de plasminégeno bovino y plasminégeno humano. El
plasmindégeno bovino es de 812 aa y el plasmindégeno humano es de 810 aa. Los
residuos de aminoécidos en color negro son idénticos entre ambas proteinas, los que
se observan en color gris indican un cambio de aminoécido de propiedades similares

y los que se encuentran en color blanco indican un cambio de aminoacido
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completamente distinto. Realizado con ClustalW, los residuos se colorearon con la

herramienta BoxShade.

A Bov. Kringle 5 MG GKSYRGEKRATTVEG , ) S PeEGLERNY CENPDGD! 544
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Bov. Kringle 5 PWCYTRINPREKIFEDYCDVPQC 564
Hum. Kringle 5 PWCYTHNPR DYCDVPQC| 560

B Bov. Kringle 4-5
Hum. Kringle 4-5
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Figura 18. Alineamientos de los dominios kringles del plasminégeno bovino y
humano. Panel A, se muestra el alineamiento del dominio kringle 5 de ambos
plasmindégenos y en el panel B se observa el alineamiento entre los dominios kringle 4
y kringle 5 juntos. Ambos alineamientos siguen el cédigo de colores de la figura
anterior. Realizados con ClustalW, los residuos conservados se colorearon con la

herramienta BoxShade.

Posteriormente se procedié al disefio de los genes sintéticos que codifican para los
dominios kringle 5 y kringle 4-5, los cuales se mandaron a sintetizar con la empresa
Gene Universal, Inc. El plasmido pcoldll fue utilizado como plasmido vector, por lo
tanto, a las secuencias se les agregaron enzimas de restricciéon BamHI y Xbal, las cuales

no cortan en medio de la secuencia, pero si en el vector para liberar el inserto.

Las secuencias de los dominios kringle 5 y kringle 4-5 tienen un tamafio de 255 pb y
558 pb respectivamente, tomando en cuenta los nucleétidos de las enzimas de

restriccién en ambas construcciones.

4. Clonacién y expresion de kringle 4-5 y kringle 5 del plasminégeno bovino en
pColdll.
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Debido a que al probar las construcciones que habia mandado la compafia, se liberaba
un segundo inserto, se procedié a purificar la banda de interés a partir de un gel de
agarosa, y a preparar el vector pColdll vacio para proceder a la ligacién. En un gel de
agarosa al 1% se corrieron los elementos que se ocuparon en la ligacion (Figura 19), en
el carril 2 se muestra a pColdll vacio desfosforilado y linearizado correspondiente a
4,392 pb y las construcciones de k4-5 (558 pb) y k5 (255 pb) purificadas de un gel
anterior mostradas en los carriles 3 y 4, respectivamente, sin contaminantes ni insertos

extras liberados.

1kb pColdll k4-5 k5
pb
5,000
21000 o= = 9 4,392 pb
750
560 558 pb
250-253 255 pb

Figura 19. Vector e insertos purificados. Se muestra el marcador de talla de 1 kb
(Promega), carril pColdll: se encuentra el vector vacio linearizado y desfosforilado, en
el carril k4-5 y k5, respectivamente, se muestran los insertos purificados desde un gel
de agarosa. Las flechas de la derecha muestran la talla en pares de base (pb) de cada

muestra.

Posteriormente se analizaron las clonas que crecieron en la transformacién de la
ligacién, por lo que se realizaron minipreps de 10 clonas distintas de la construccion de

k5 (Figura 20 panel A) y 10 clonas de la construccién k4-5 (Figura 21 panel A).
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Figura 20. Analisis de las clonas resultantes de la transformacion de la ligaciéon con
pColdll/Kringle 5. Panel A, verificacion de los pldsmidos extraidos por minipreps y en
el panel B se muestra la restriccién del DNA plasmidico con las enzimas de restricciéon
BamHI 'y Xbal, los nameros de los carriles en los geles del panel A y B corresponden a
la forma en que se enumeraron cada una de las clonas picadas. El marcador de talla

utilizado fue de 1 kb (Promega).

Subsecuentemente se realizé una restricciéon enzimatica con las enzimas de restriccion
BamHI y Xbal a los minipreps de cada construccion, en la (Figura 20 panel B) se liber6é
un inserto de 255 pb correspondiente a k5 de las 10 clonas analizadas y en la (Figura 21
panel B) se observé un inserto de 558 pb correspondiente a k4-5 en las 10 clonas

analizadas, por lo que se obtuvo un 100% de eficiencia de transformacion de la ligacion.
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Figura 21. Analisis de las clonas resultantes de la transformacion de la ligaciéon con
pColdll/Kringle 4-5. Panel A, verificacién de los plasmidos extraidos por minipreps y
en el panel B se muestra la restriccion del DNA plasmidico con las enzimas de
restriccion BamHI y Xbal, los nameros de los carriles en los geles del panel A y B
corresponden a la forma en que se enumeraron cada una de las clonas picadas. El

marcador de talla utilizado fue de 1 kb (Promega).

Posteriormente se realiz6 la induccién de los péptidos correspondientes a los dominios
k5 y k4-5 del plasminégeno bovino, a partir de una cepa de E.coli BL21 (Figura 22), para
verificar la integridad de ambas proteinas se analiz6 en un SDS-PAGE al 15% en donde
se observo una banda enriquecida correspondiente a la proteina inducida en el carril 3
(I) a la altura de 12 kDa, la cual indica una sobreexpresién de k5 con respecto al no
inducido (NI) en el carril 2, y se observé una segunda banda enriquecida en el carril 5
(I) ala altura de 25 kDa, la cual indica una sobreexpresién de k4-5 con respecto al carril

4 (NI).
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Figura 22. Induccion de las proteinas k5 y k4-5. En el primer carril se muestra el
marcador de peso molecular Dual Color (PM), en el segundo carril se muestra a k5 no
inducida (NI), en el tercer carril se observa a k5 inducida (I) con ImM de IPTG, en el
carril 4 se muestra a k4-5 no inducida (NI) y en el daltimo carril se encuentra k4-5
inducida (I) con ImM de IPTG. La flecha de la derecha sefiala a k5 y k4-5 con un peso
de 12 kDa y de 25 kDa, respectivamente.

También se realiz6 la prueba de solubilidad a ambas proteinas (Figura 23), en un SDS-
PAGE al 15% se corrieron nuevamente las inducciones y las fases solubles e insolubles
de cada proteina, en el cual se observaron bandas sobreexpresadas en el carril 4 fase
insoluble (f. ins) del k4-5 y en el carril 8 fase insoluble (f. ins) del k5, las cuales no se
observan en la fase soluble (f. sol) de ambas proteinas, por lo que se empleé el protocolo
“On Column Refolding” del FPLC para la purificacién de las proteinas debido a que se

encontraron inducidas en la fase insoluble.
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Figura 23. Prueba de solubilidad de las proteinas k5 y k4-5. Carril 1: se encuentra el
marcador de peso molecular dual color (PM), carril 2: k4-5 no inducido (NI), carril 3:
k4-5 inducido (I), carril 4: fase insoluble de k4-5 (f. ins), carril 5: fase soluble de k4-5 (f.
sol), carril 6: k5 no inducido (NI), carril 7: k5 inducido (1), carril 8: fase insoluble de k5
(f. ins), carril 9: fase soluble de k5 (f. sol). Las flechas de la derecha sefialan a k5 y k4-5

con un peso de 12 y 25 kDa, respectivamente.

La purificacién se realizé por cromatografia de afinidad para ambas proteinas. En la
(Figura 24 panel A) se muestra el cromatograma de k5 en el cual se observé un pico
que sigui6 creciendo entre las fracciones 6 y 7, lo cual indica la presencia de la proteina
k5 a partir de esa fraccion y en el panel B se muestra el cromatograma de k4-5, de igual
manera se observé un pico que sigui6 creciendo entre las fracciones 6 y 7 sefialando la

presencia de la proteina k4-5 a partir de esa fraccion.
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Figura 24. Cromatograma de las proteinas k5 y k4-5 purificadas por cromatografia de
afinidad con el protocolo “On Column Refolding”. Panel A. Proteina k5 y el panel B
proteina k4-5. En color azul se muestra la medicién de luz UV a 290 nm, la construcciéon
del gradiente se muestra en verde y enrojo se muestran las fracciones eluidas de ambas

proteinas.

Las fracciones obtenidas se analizaron a través de un SDS-PAGE al 15% como se
muestra en la (Figura 25), en el panel A se muestran las fracciones 12-17 de la
purificacion de k5 en las cuales se observé una banda a la altura de 12 kDa y en el panel
B se muestran las fracciones 15-23 de la purificaciéon de k4-5 en las cuales se mostr6 una
banda a la altura de 25 kDa, sin embargo, en ambos geles se observaron bandas extras

de posible contaminacioén.
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Figura 25. Fracciones de las proteinas k5 y k4-5 purificadas en FPLC. En el panel A,
se muestran las fracciones de k5 purificadas, en el carril 1 se muestra el marcador de
peso molecular Dual color (PM), del carril 2-7 se muestran las fracciones 12-17
respectivamente. En el panel B, se observan las fracciones de k4-5 purificadas, en el
carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular (PM) y del carril 2- 10 se muestran
las fracciones 15-23, respectivamente. La flecha de la derecha indica el peso molecular

de 12 kDa y 25 kDa en cada una de las fracciones.

Las fracciones en las que se observaron la presencia de ambas proteinas fueron
dializadas en un filtro de ultracentrifuga Amicén® respectivamente, se realiz6 el
recambio de buffer y se eliminaron contaminantes de la purificacion (Figura 26), en el
carril 2 se observé una sola banda libre de contaminantes y mds concentrada
correspondiente a k4-5 (25 kDa) producto de juntar las fracciones 12, 13, 14 y 15. En el
carril 3 se observé una banda definida libre de contaminantes la cual indica la presencia
de k5 (12 kDa) producto de juntar las fracciones 15, 16, 17 y 18. A pesar de que se
juntaron la misma cantidad de fracciones, se observé que k5 se concentré menos con

respecto a k4-5.
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Figura 26. Fracciones dializadas y concentradas de las proteinas k5 y k4-5. En el carril

1 se muestra el marcador de peso molecular Dual Color (PM), en el segundo carril se

71



Abs (492nm)

0.4+

e
w
1

e
N
1

=
-
1

0.0~

observa a k4-5 y en el altimo carril se encuentra k5. Las flechas de la derecha muestras

el peso de 25y 12 kDa, respectivamente.

Anidlisis cuantitativo de la interaccién dosis dependiente rBinVDAC/k5 y k4-5 e

inhibicién con eACA.

Para analizar la interaccién entre rBmVDAC y ambas proteinas kringles se £ij6 en una
placa de 96 pozos una misma concentracién de k5 y k4-5, respectivamente y se afiadi6é
rBmVDAC a diferentes concentraciones, en presencia o ausencia del andlogo de la
lisina (eACA) a [40mM] como inhibidor de la interaccion entre las proteinas (Figura
27), en el panel A se muestran los resultados de k4-5 a una escala mayor de absorbancia
con respecto al panel B en donde se observan los resultados de k5. En ambos graficos
la interaccién con rBmVDAC esté representada en color negro, donde se muestra que
a mayor concentraciéon de rBmVDAC, aumento la interaccion con los kringles; en color
azul se muestra la interacciéon rBmVDAC/kringle /e ACA y mostré una disminucioén de
la interacciéon en ambos casos, BSA fue empleado como control representado en color
rosa. La disminucién de la escala de absorbancias en k5 puede indicar que no tiene
buena estabilidad debido a su tamafio y al plegamiento de la proteina, por lo que al
juntar k4-5 se obtuvieron mejores resultados, sin embargo, ambas proteinas siguen el

mismo patrén de comportamiento.

A
B
mm VDAC mm VDAC
3 VDAC+eACA 40 mM 0.15+ 3 VDAC+ACA 40 mM
= BSA 3 BSA
—~ 0.10-
£
=
N
2] x
w
e}
I < 0.05-
o Blle B o ﬂ ﬂm 'D&. 1=
8 g 4ug 2ug 1ug 8 ug 4 ug 2 ug 1ug

72



Abs (492nm)

Figura 27. Curva dosis dependiente de la interaccion entre rBimVDAC/kS5 y k4-5. En
el panel A se muestra el gréfico de interacciéon entre rBrnVDAC/k4-5 en el cual la escala
llega hasta 0.4 y en el panel B se muestra el grafico de interacciéon entre rBmVDAC/k5
en el cual la escala llega hasta 0.15. En ambos gréficos el color negro muestra la
interacciéon entre rBmVDAC/k-5 y k4-5 sin eACA, en azul se observa la interaccion
rBmVDAC/k-5 y k4-5 con eACA [40mM], y como control BSA/k-5 y k4-5 mostrado
con color rosa. El experimento se realiz6 por duplicado para verificar la

reproducibilidad de este y cada experimento tenia 3 réplicas.

Para realizar el anélisis estadistico se decidi6 elegir la concentracién de [8 pg] de cada
proteina con sus respectivos controles, al ser pocos datos y que no tienen una
distribucion normal, se emple6 una prueba de Kruskal-Wallis (Figura 28). En el panel
A se representa la interaccion rBmVDAC/k4-5 y en el panel B la interaccion
rBmVDAC/k5 con barras negras, en las cuales se observa que al aumentar la
concentraciéon de eACA, disminuye la interacciéon entre rBmVDAC/k5 y k4-5, y en

color gris se muestra a BSA /kringles, la significancia es de (p<0.01) entre todas las

barras.
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Figura 28. Estudio de la interacciéon rBmVDAC/K5 y k4-5 a [8 pg]. En el panel A se
muestra el grafico de interacciéon entre rBmVDAC/kringle 4-5 y en el panel B se
muestra el gréfico de interacciéon entre rBmVDAC/k5 ambos a partir de la mayor
concentraciéon de la curva anterior [8 pg]. En color negro se muestra la interacciéon
rBmVDAC/K5 y k4-5 a diferentes concentraciones de eACA (0 y 40) y en color gris se
muestra la interaccién entre BSA /k5 y k4-5 empleada como un control negativo. Los
asteriscos negros arriba de las barras muestran la significancia estadistica (p<0.01), la

prueba estadistica se realiz6 en el software GraphPad Prism V6.01.

Finalmente se realiz6 una curva a diferentes concentraciones de eACA [10, 20 y 40 mM]
(verde, morado y azul, respectivamente) con la concentraciéon mas alta de rBmVDAC
[8 pg] (Figura 29) para complementar los experimentos anteriores, debido a que por
falta de proteina no se pudieron realizar todas las concentraciones de rBmVDAC a
todas las concentraciones de eACA. El patron continué de la misma manera, a mayor
concentracién de eACA disminuy6 la interaccion entre ambas proteinas, no hubo
diferencia significativa entre eACA [10 mM] y eACA [20 mM], entre todos los demas
grupos si hubo diferencia significativa (p<0.01) en ambas proteinas, para el analisis
estadistico se emple6 una prueba de Kruskal-Wallis. BSA se empleé como control de

la interaccién mostrado en color rosa.
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Figura 29. Curva de inhibicién de la interaccién rBmVDAC/k4-5 y k5. En ambos casos

se utiliz6 rBmVDAC a [8 pg] a diferentes concentraciones de eACA [0, 10, 20 y 40 mM]

(negro, verde, morado y azul, respectivamente), adicionalmente como control negativo

se interaccion6 BSA / k5 y k4-5 mostrados con color rosa. El experimento se realiz6 por

duplicado para verificar la reproducibilidad de este y cada experimento tenia 3

réplicas. Los asteriscos negros arriba de las barras muestran la significancia estadistica

(p<0.01), la prueba estadistica se realiz6 en el software GraphPad Prism V6.01.
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X. DISCUSION

VDAC es una proteina mitocondrial con diversas funciones, entre ellas destaca su
actividad como un canal aniénico dependiente de voltaje, y el papel que desempefia en
los procesos de apoptosis y de regulacion metabdlica (Colombini, 1989). Por otra parte,
VDAC-1 ha sido localizada en la membrana plasmaética de varios tipos celulares (De
Pinto, Messina, et al., 2010b), donde se ha demostrado que interacctia con el

plasminégeno humano (Ghosh et al., 2011).

En R. microplus, BmVDAC fue identificada inicialmente en el intestino de la garrapata
donde se relocaliza durante la infecciéon por B. bigemina. Por otra parte, la proteina
recombinante rBmVDAC fue evaluada como vacuna anti-garrapata en bovinos,
mostrando resultados favorables, con una eficacia del 84% contra la infestacion de R.
microplus (Ortega-Sanchez et al., 2020) en los bovinos inmunizados. Una de las
caracteristicas que debe tener la proteina para ser considerada un buen candidato
vacunal, es que sea conservada entre diferentes géneros y especies del organismo en
cuestion. La proteina BmVDAC se encuentra conservada en diferentes géneros de
garrapatas, incluyendo garrapatas de importancia en la transmisién de patégenos en
humanos (Rodriguez-Hernandez et al., 2012), por lo que BmVDAC podria ser probada
en un futuro como vacuna contra garrapatas de importancia en la salud humana y
animal, de ahi la necesidad de profundizar en el estudio de esta proteina y sus posibles

funciones.

En estudios preliminares de inmunoprecipitacion, se evidenci6 que BmVDAC
interacciona con el plasminégeno bovino (Hernandez-Aparicio, 2020). EI
plasmindgeno es un zimégeno que forma parte del sistema fibrinolitico y puede ser
activado a plasmina; en algunos patégenos como bacterias y protozoarios esta
activacion del plasminégeno ayuda al parasito a cruzar barreras e hidrolizar proteinas

del complemento e inmunoglobulinas (Ldhteenmiki, Kuusela and Korho, 2001).

Nuestros resultados muestran la interaccion especifica de BmVDAC con el HPIg y

ademas que la presencia de BmVDAC incrementa significativamente la activacion del
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plasmindgeno en presencia de tPA, lo que sugiere que BmVDAC podria tener una
funcién relevante durante la alimentaciéon de R. microplus y de la infecciéon con B.
bigemina en las garrapatas. La sangre debe mantenerse en forma liquida durante la fase
de alimentacién tanto en el tracto digestivo como en la boca de la garrapata. En la
literatura existen reportes de proteinas de saliva de la garrapata con actividad
antitrombotica que se han propuesto como candidatos vacunales (Jablonka et al., 2015)
que ayudan a prevenir la formacién de codgulos durante la alimentacién; entre ellos la
enolasa que tiene un factor antitrombético y activa al plasminégeno dando como

resultado la lisis de los coagulos de fibrina (Xu, Cheng and Yang, 2016).

La boophilina es una de las pocas proteinas reportadas con funciones similares en los
intestinos de R. microplus, esta proteina es un inhibidor de proteasas de tipo Kunitz-2
(Berger et al., 2024) y es importante en mantener el microambiente del intestino de la
garrapata en cuanto a la homeostasis y una baja inflamacién en el 4rea de alimentacion,
interfiriendo con la formacién de codgulos y ayudando a la digestion de la sangre, lo
que confiere a las garrapatas, ventajas adaptativas en el metabolismo y de

supervivencia permitiendo el desarrollo de los huevos (Assumpcgdo et al., 2016).

En humanos se ha reportado que la interaccion de VDAC-1 y el HPIg, ocurre
especificamente con la region del dominio kringle 5 del plasminégeno (Gonzalez-
Gronow et al., 2003). Este es un dominio conservado entre especies y presenta un 80%
de identidad con el dominio k5 del plasminégeno bovino, por lo que, ante la
imposibilidad de realizar todos los ensayos con BoPlg, debido a problemas con su
comercializacién, nos propusimos clonar y expresar el dominio k5 y los dominios k4-5
tusionados con la finalidad de brindarle una mayor oportunidad de plegamiento al
péptido. Los resultados mostraron que la unién de BmVDAC con el dominio k5 es
especifica y depende de los residuos de lisina, sin embargo, es importante resaltar que
los valores obtenidos cuando se us6 el péptido recombinante k4-5 fueron mayores, lo
que corrobora que los dominios juntos posiblemente se pliegan de forma mas

satisfactoria.
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Los estudios de docking molecular entre VDAC-1 y el dominio k5 del HPlg, mostraron
que los residuos de lys12, thr19, ser57, thr188, argl139, asn214, ser240 y lys274 estaban
implicados en la interaccién (Liang and Bian, 2016). Los resultados del docking
molecular entre BmVDAC y el dominio k5 del HPlg sugieren que la interaccién es
espontdnea con una AG de -220.241 kcal/moles y que cinco residuos de aminoacidos
en el carboxilo terminal de BmVDAC estan implicados en la interaccién a través de
puentes de hidrégeno con el dominio k5 del plasminégeno, estos son la ser239, la
gln241, la asn266, la gly270 y la lys273, destacando la lisina 273 la cual se encuentra
conservada en la proteina VDAC de diferentes especies de garrapatas y que
posiblemente estd implicada en la unién con el dominio k5 del plasminégeno
(Castafieda et al., 2025). Para corroborar la importancia de este residuo en la interaccion,
se utilizo eACA el cual es un analogo de la lisina y tiene como funcién ser un
competidor que inhibe la interaccién entre BmVDAC y del plasminégeno, nuestros
resultados demostraron que la interaccion es dosis dependiente y que el uso de eACA,
disminuye la interaccién entre ambas proteinas, por lo que indica que la interaccién es
dependiente de lisina; este resultado se puede comparar con el efecto inhibitorio que
tiene eACA en la interaccion de la enolasa de B. bigemina con el plasminégeno, la cual
también disminuye significativamente en presencia del andlogo de la lisina (Luna et al.,

2025).

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que BmVDAC podria desempefiar una
funciéon similar a las proteinas reportadas que tienen relevancia en el proceso de
alimentacion y digestiéon de R. microplus. Por otra parte, conocemos que existe un
aumento en la abundancia de BmVDAC en el intestino medio de las garrapatas
infectadas con B. bigemina (Rodriguez-Hernandez et al., 2015), por lo que podriamos
sugerir de que la activacién del plasminégeno por BmVDAC facilita la alimentacion y
digestion de R. microplus y a la vez, la invasién y propagacion del parasito en el
intestino medio, como se ha descrito, para Borrelia burgdorferi en garrapatas donde se
ha demostrado que la activaciéon del sistema plasminégeno del vector facilita la

invasion de las células de la garrapata por parte del parésito (Coleman et al., 1997).
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XI. CONCLUSIONES

rBmVDAC se une con el plasminégeno humano e incrementa su activacion.

La interacciéon entre rBmVDAC y HPIg es especifica y promueve la conversion
del plasminoégeno a plasmina activa.

El HPlg y el BoPlg se encuentran conservados al igual que los dominios k5 de
cada proteina.

La unién de rBmVDAC al dominio k5 del plasminégeno bovino es especifica.
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Abstract

Purpose Rhipicephalus microplus is a bovine ectoparasite that causes economic losses due to direct damage to the host, the
cost of treatments, and the transmission of diverse pathogens. We have previously identified the protein VDAC (BmVDAC)
from the midgut of R. microplus. Furthermore, we demonstrated the efficacy of BmVDAC in a bovine vaccination trial.
Additionally, BnVDAC interacts with the sexual stages of Babesia bigemina, and its expression increases in ticks during
infection with the parasite. Hence, we are interested in studying the function of this protein.

Methods Molecular docking was used to predict that BmVDAC binds to the Kringle 5 (K5) domain of plasminogen, ligand
blotting techniques, and inhibition of binding assays with the lysine analog eACA were performed to demonstrate the speci-
ficity of the binding.

Results The docking analysis predicted the binding of the BmVDAC to the K5 domain, with a lysine participating in this
interaction. The ligand blotting and inhibition assays demonstrated the specificity of the binding of the two proteins. Addi-
tionally. the results of a plasminogen activation assay showed that BmVDAC increases plasminogen activation.

Conclusion This is the first report of a VDAC protein from a nonmammalian organism that interacts with and enhances the
activation of plasminogen. The results indicate that the binding of the two proteins is specific. and the binding of BmVDAC
promotes the conversion of plasminogen into active plasmin.

Keywords Rhipicephalus microplus - Mitochondrial porin VDAC - Plasminogen binding

Introduction

Ticks arc obligate hematophagous arthropod parasites found
in tropical and subtropical regions worldwide [1]. They are
the second most common vector after mosquitoes [2], which
Elizabeth J. Castafieda-Ortiz and Mariana Amaro-Tbarra made equal arc major transmitters of pathogens to humans and animals,
contributions. Rhipicephalus microplus mfestations significantly threaten
the livestock industry worldwide, especially in tropical
and subtropical regions [3, 4], distributed in Africa, North
America, South America, and Asia [5]. This ectoparasite
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