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RESUMEN:

La anaplasmosis bovina es una enfermedad hemolitica del ganado transmitida por
artropodos y causada por la rickettsia Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae). Por
muchos afios en México ha sido una enfermedad que produce pérdidas millonarias al pais (OIE
1990) y dicho problema se ve acentuado por la ausencia de vacunas comerciales. El objetivo de
esta investigacion fué generar recursos bioldgicos utiles en la producciéon de una vacuna. Se utilizd
una biblioteca de expresion de despliegue en la superfice de bacteriéfagos filamentosos
construida mediante la clonacién de fragmentos de DNA de 700-1000 pb obtenidos por digestién
parcial del DNA gendémico de A. marginale con las enzimas Rsal, Alul y Haelll, insertados en el
sitio EcoRV del fagémido 3.2.

La biblioteca primaria se amplifico en la bacteria XL1-BLUE MRF’ obteniendo un titulo de
2.03 X10° ufc. Esta biblioteca se movilizé a particulas infecciosas mediante la superinfeccién con
el bacteriéfago ayudador M13K07 el titulo de células infectadas fue de 5.5X10° ufp. Ademas, se
determing el titulo de fagémidos recombinantes: 2.4X10° ufc con 91.07% de clonas recombinantes
para el fagémido 3.2, determinadas mediante PCR con iniciadores especificos para el vector. Una
vez que se obtuvieron los titulos de la biblioteca de expresion y se caracterizaron los sueros y
anticuerpos 1gG2 mediante ensayos de ELISA con el antigeno purificado a partir de eritrocitos
infectados de animales experimentales, se procedié al tamizado de las clonas recombinantes con
las inmunoglobulinas tipo 2 para la obtencibn de una biblioteca enriquecida con clonas
reconocidas por las 1gG2. Finalmente y posterior a la amplificacion, purificacion y obtencién del
titulo de la biblioteca de expresiéon enriquecida, se procedié a la secuenciacion de los insertos
contenidos en dichos bacteriéfagos recombinantes mediante la reaccibn de secuenciacion
utilizando el iniciador F’ del bacteri6fago M13 y con las condiciones sugeridas por el fabricante del
kit de secuenciacion Big Dye v.3. Dichas secuencias fueron comparadas en cuanto al tamafio del
inserto, a que parte del genoma de la rickettsia corresponde, y para qué proteina codifica
obteniendo seis grupos de clonas expresando fragmentos de proteinas reconocidas por las 1gG2.
Estas proteinas se caracterizan por pertenecer a un grupo en el cual se encargan de las funciones
basicas para la sobrevivencia de los organismos, que no han sido caracterizadas como
inmundgenos. Asi que éstas pueden ser utilizadas en ensayos de caracterizacion inmunoldégica in
vivo para probar su importancia en la participacibn en métodos de diagnéstico y/o para fines
vacunales.
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1. INTRODUCCION:

La anaplasmosis bovina es una enfermedad hemolitica causada por la rickettsia
intraeritrocitica Anaplasma marginale cuyos signos incluyen anemia progresiva, ictericia, fiebre,
aborto y muerte entre otros. En México la ganaderia reporta grandes pérdidas econdmicas por
esta enfermedad; sin mencionar el obstaculo que representa en los programas de mejoramiento
genético: “Ganado Mejor” (Rodriguez y col., 1999). Ademas, dicho problema se agrava por la
ausencia de vacunas comerciales.

Actualmente las medidas que se aplican en programas de control de la enfermedad en
zonas enzooticas incluyen: control de poblaciones de vectores, preinmunizacion de animales
susceptibles con sangre de animales portadores y el uso de antibioticos para prevenir o tratar la
enfermedad, pero el riesgo que se corre es considerable y no existe una garantia de que los
animales estaran protegidos.

Recientemente se ha evaluado la inmunizacion con proteinas purificadas de la membrana
externa de Anaplasma marginale en un desafio homélogo, cuyos resultados revelan que de los
animales inmunizados, algunos fueron protegidos completamente ante la confronta con el
inmundégeno y esos animales desarrollaron bajos titulos de IgG1, altos titulos de 1gG2 y alta
produccion de INF-y mientras que los protegidos parcialmente desarrollaron cantidades menores
de IgG2 e INF-y. Esto sugiere que una gran respuesta de las células Thl cooperadora (CD4+)
caracterizada por la produccion de INF-y en asociacion con la produccion del isotipo del anticuerpo
opsonizante 1gG2 lo cual se ha demostrado que es importante para la proteccion inmunitaria
(Barigye y col. 2004).

La construccion de una biblioteca de expresion; la cuél nos permite determinar la expresion
de ciertos epitopes antigénicos de alguna proteina de interés y a su vez caracterizarlos para
determinar su participacion dentro de la proteccion contra la anaplasmosis mediante el contacto
con anticuerpos especificos del tipo 1gG2, ha sido el punto de partida para el andlisis de las
secuencias obtenidas por un tamizado (biopanning) que finalmente sera Gtil para la tipificacion de
las mismas para una posterior utilizacion en el campo de la vacunacion.

El objetivo de éste trabajo fue generar recursos biolégicos para la obtencién de genes y
antigenos relevantes de este microorganismo.



2. MARCO TEORICO

El control de las enfermedades de los animales y la promocion y proteccion de su salud son
componentes esenciales de cualquier programa eficaz de mejora y produccién animal. A pesar de
los notables adelantos técnicos para el diagnostico, la prevencion y el control de enfermedades
animales, la situacién generalmente mala de la sanidad animal en los paises en desarrollo causa
pérdidas economicas sustanciales y sigue siendo un obstaculo importante para el incremento de la
productividad ganadera.

En los paises en desarrollo los servicios zoosanitarios fueron establecidos con el objetivo
primordial de controlar las principales enfermedades contagiosas e infecciosas, como la fiebre
aftosa, la peste bovina, la pleuroneumonia contagiosa, o enfermedades parasitarias como la
tripanosomiasis o las enfermedades transmitidas por garrapatas. Esta fue obviamente la prioridad,
puesto que el control de las enfermedades es un requisito previo para el éxito de cualquier
programa de desarrollo ganadero.

2.1 Anaplasmosis bovina.
2.1.1 Definiciéon de la enfermedad

La anaplasmosis es una enfermedad transmitida por garrapatas o0 moscas mordedoras
causada por la rickettsia Anaplasma marginale, la cual es endémica en areas tropicales y
subtropicales del mundo. Esta enfermedad causa un pérdida econémica tanto en ganado de
ordefla como en ganado de carne en industrias a todo lo ancho del mundo (Kocan y col., 2003), y
es caracterizada por fiebre, anemia, debilidad generalizada, mucosas palidas, pérdida de peso
(Ajayi y col.. 1978), abortos, decremento en la produccion de leche, y una alta mortalidad durante
la fase aguda de infeccidon (Palmer y col.. 1986). La enfermedad clinica es mas notable en ganado,
pero otros rumiantes incluyendo el bufalo, bison, antilopes Africanos, y el venado pueden
infectarse persistentemente con A. marginale (Kuttler, K. L. 1984). Theiler fue el primero en
describir la infeccion de A. marginale en eritrocitos de ganado Africano como “puntos marginales”
(Theiler, A. 1910). Un reporte similar fue publicado en Estados Unidos por Salmén y Smith en
1896, el cual describia la presencia un patégeno parecido a un punto en preparaciones
sanguineas de ganado como “un cuerpo redondo muy diminuto que se tifie de azul para poder ser
visto. El cuerpo como regla se encuentra situado en el extremo del corpusculo” (Salmon y col..
1896).

Theiler subsecuentemente describié algunas subespecies de A. marginale, A. centrale, los

cuales parecian ser menos patogénicas y para los cuales las inclusiones de Anaplasma se
encontraban mas a menudo en el centro de los eritrocitos en lugar de una localizacion marginal
(Theiler, A. 1911).
Los eritrocitos son el unico sitio conocido de infeccion de A. marginale en ganado (Fig 1A). Dentro
de estas células las inclusiones unidas a la membrana (también llamados cuerpos iniciales)
contienen de cuatro a ocho rickettsias (Fig. 1B), y el 70% o mas de los eritrocitos pueden llegar a
infectarse durante una infeccion aguda (Richey, 1981).



Figura 1. Eritrocitos infectados con A. marginale. (A) Cuerpos de inclusion (cabezas de flecha) se encuentran
localizadas en la periferia del eritrocito en un frotis de sangre tefida. (B) Micrografia electrénica de un cuerpo de

inclusion de A. marginale que contiene tres organismos. Barra 10 um (A) y 0.5 um (B). (Tomado de Kocan, y col.,
2003)

2.1.2 Taxonomia
2.1.2.1 Clasificacion y relaciones filogenéticas

Los organismos en el orden Rickettsiales fueron recientemente reclasificados basandose en
sus caracteristicas bioldgicas y analisis genéticos de los genes del RNAr 16S, groESL, y los genes
de las proteinas de superficie (Dumler, y col., 2001). Este analisis filogenético propone la
formacion de cuatro géneros distintos dentro de la familia Anaplasmataceae: 1) Anaplasma, con
96.1% de similitud minima; 2) Ehrlichia, con una similitud del 97.7%; 3) Wolbachia, con una
similitud del 95.6%; y 4) Neorickettsia, con una similitud del 94.9% (Dumler, y col., 2001). Los
organismos clasificados dentro de la familia Rickettsiaceae son bacterias intracelulares obligadas
que crecen libremente dentro del citoplasma de células eucaridticas. Mientras los organismos que
pertenecen a la familia Anaplasmataceae también son organismos intracelulares obligados, y se
encuentran exclusivamente dentro de vacuolas unidas a la membrana en el citoplasma de la
célula hospedera. Ademas, la mayoria de los organismos de la familia Anaplasmataceae se
multiplican tanto en vertebrados como en invertebrados (principalmente garrapatas y trematodos).

El género Anaplasma incluye tres especies que infectan los rumiantes: A. marginale, A.
centrale y A. ovis. La anaplasmosis bovina es causada principalmente por A. marginale. Mientras
que A. centrale es menos patdgena para el ganado y ha sido utilizada como vacuna viva en Israel,
Australia, Africa, y Sur América, la infeccion con este organismo puede, ocasionalmente, causar
una enfermedad clinica. A. ovis es un patégeno de las ovejas y no presenta una infeccion
persistente en ganado.

El género Anaplasma también incluye A. phagocytophilum (agente de la ehrlichiosis
granulocitica humana), A. bovis, y A. platys.

2.1.2.2 Genoma de A. marginale y los genes de las proteinas de superficie

El pequefio genoma de A. marginale es circular, su tamafo estimado es de 1.2 a 1.6 Mb
(Alleman, y col.; 1993). Las investigaciones realizadas durante los ultimos 20 afos se han
enfocado a la identificacion de las proteinas principales de superficie (MSPs). Se han encontrado



seis MSPs, MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 y MSP5, identificadas a partir de organismos de
eritrocitos infectados, y la informacion acerca de la secuencia de sus genes, proteinas
recombinantes, anticuerpos monoclonales monoespecificos, variabilidad entre cepas, y vacunas
ya se encuentra disponible. MSP1a, MSP4, y MSP5 se encuentran codificadas por genes unicos,
mientras que MSP1b, MSP2 y MSP3 por familias multigénicas.

MSP1a y MSP1b forman el complejo MSP1. La subunidad a varia en su peso molecular
entre aislados geograficos debido a los diferentes numeros de repeticiones en tandem de entre
28-29 aminoacidos localizados en la porcion del amino terminal de la proteina (de la Fuente; y col.;
2001 y 2002). Debido a la variacién de la porcién repetida del gen MSP1a, éste ha sido utilizado
como marcador genético para la identificacion de diferentes aislados geograficos (Barbet; y col.;
1999). El gen, mspla, que codifica para MSP1a se encuentra altamente conservado durante la
multiplicacion de la rickettsia en el ganado y en las garrapatas. Se demostro un epitope sensible a
la neutralizacién que pertenece a las repeticiones en tandem de MSP1a (Palmer, y col.; 1987) y
ademas se encontr6 que se encuentra altamente conservada entre diferentes aislados (de la
Fuente; y col.; 2001 y 2002). MSP1a ha demostrado ser una adhesina tanto para los eritrocitos
bovinos como para las células de garrapata de cultivo utilizando Escherichia coli recombinante que
expresa MSP1a en una microtitulacién por hemoaglutinacion (de la Fuente, y col.; 2001 y 2003).
Se encontré que la porcion de MSP1a con las repeticiones en tandem es necesaria y suficiente
para efectuar la adhesion a los eritrocitos de bovino y a las células de garrapata (de la Fuente, y
col.; 2003). Se ha demostrado que MSP1a se encuentra involucrada en la infeccion y transmision
de A. marginale por garrapatas Dermacentor y que contribuye a la inmunidad de contra la
enfermedad en el ganado. MSP1b, codificado por al menos dos genes, msplfl y msplp2, entre
los aislados geograficos se ha comprobado que es polimorfico (Barbet, y col., 1987; Camacho, y
col., 2000). Aunque MSP1b se encuentra codificada por una familia multigénica, unicamente se
observan pequenas variaciones en la secuencia de MSP1b; y MSP1b, durante el ciclo de vida de
la rickettsia tanto en el ganado como en la garrapata (Bradway, y col.; 2001). Dicha proteina, la
cual forma un complejo con MSP1a, es una adhesina para los eritrocitos de bovino. Sin embargo,
se demostréo que MSP1b es también una adhesina pero unicamente para los eritrocitos bovinos;
aunque no se probo que lo sea también para las células de garrapata (de la Fuente, y col., 2001).

MSP2 y MSP3 se encuentran codificados por dos familias multigénicas muy grandes y
polimorficas (Palmer, y col., 1986). La secuencia de MSP2 y su composicion antigénica varian
durante el ciclo de rickettsemia en el ganado y en garrapatas persistentemente infectadas (de la
Fuente, y col.,, 2001). MSP2 se encuentra codificado en un locus policistrénico. EI gen msp2
dentro del sitio de expresion es polimorfico. msp2 codifica para un gran numero de variantes de
secuencias de aminoacidos tanto en los eritrocitos de bovino como en las glandulas salivares de la
garrapata (Meeus, y col., 2001). MSP3 también varia en sus propiedades antigénicas y su
estructura entre aislados geograficos. MSP2 y MSP3 se encuentran relacionados en la induccion
de la respuesta inmunolégica bovina protectiva contra A. marginale (Barbet, y col., 2000; Brayton,
y col., 2001).

MSP4 y MSP5 se encuentran codificadas por genes de una sola copia. Aunque MSP4 se
encuentra altamente conservado, no hay informacién disponible acerca de su funcién (Oberle, y
col.,, 1993). MSP5 también se encuentra altamente conservada y se ha probado su efectividad
como antigeno de diagndstico y es ampliamente utilizada en ELISA competitivo (Torioni de
Echaide, y col., 1998). La funcion de MSP5 también es desconocida. Se han identificado los genes
asociados al operon de msp2 OpAG1, OpAG2 y OpAG3 en A. marginale y pudieran codificar para
proteinas de su superficie (Lohr, y col., 2002).



Anaplasma marginale

St. Maries strain

Figura 2: Mapa genético de A. marginale. El circulo interior representa la proporcién de GC (G-C/G+C). El segundo y
tercer circulo muestran la posicién y la orientacion de los genes RNAr (flechas naranja y RNAt (flechas moradas). El
cuarto y quinto circulo muestran las posiciones de las secuencias codificantes predichas en su orientacion hacia
adelante (rojo) y de reversa (verde). El sexto circulo muestra la posicion de los BACs (Bacterial Artificial Chromosome)
(BACs completos en azul y rosa; parciales en amarillo) y en verde fragmentos de PCR que han sido secuenciados. El
séptimo circulo muestra las posiciones de las superfamilias genéticas mspl (azul) y msp2 (café). (Tomado de Brayton
y col., 2005)

2.1.2.3 Regulacion genética de las familias multigénicas de A. marginale

Al menos dos copias transcripcionalmente activas de msplg han sido identificadas en el
genoma de A. marginale. Sin embargo, aunque se han observado pequeinas variaciones en las
secuencias de MSP1bs y MSP1b,, la recombinaciéon no parece ser un mecanismo importante en la
regulacion de msplb y la expresion de diferentes loci parece jugar el rol mas importante (Bowie, y
col., 2002). Se estima que el gen msp2 tiene 10 o mas copias en el genoma de A. marginale. Sin
embargo, todas menos una de las copias de msp2 son pseudogenes, y el operdn que contiene el
gen msp2 expresado es de copia unica (Bowie, y col., 2002). Los transcriptos de msp2 son
policistronicos y se encuentran unidos al marco de lectura abierto (Barbet, y col., 2000). Los
pseudogenes en el gen msp2 generan secuencias hipervariables y nuevas variantes antigénicas
durante la multiplicacion de la bacteria (Brayton, y col., 2002). Cassettes parciales de
pseudogenes también se encuentran presentes en la familia del gen msp3, y a menudo los
pseudogenes de las dos familias aparecen juntos (Brayton, y col., 2001; Munderloh, y col., 1994).
Existe una gran cantidad de evidencia de que en las especies microbianas patogénicas, hay una
pérdida de la funcion genética durante la adaptacion al hospedero. Los pseudogenes msp2 y
msp3 pueden ser remanentes de genes funcionales a partir de patégenos adaptados a su
hospedero en el proceso de disminucion del contenido de su genoma para obtener un uso mas
eficiente de la informacion genética: proceso de evolucién convergente reductivo causado por una



vida intracelular prolongada. Las dos familias genéticas tienen la misma secuencia en %’, lo que
sugiere que pueden estar utilizando mecanismos similares para regular la combinacién en el sitio
de expresion; dicha especificidad se encuentra garantizada por su respectivo sitio recombinatorio
3’ en la regién codificante de cada gen. El control coordinado de la recombinacion de estos genes
contribuye a la evasion del sistema inmunoldgico del hospedero en respuesta al patdégeno. La
variacion debe darse espontaneamente y frecuentemente existe selecciéon de variantes que
escapan al sistema inmunoldgico (Brayton, y col., 2002). La disminucién o cambio en el genoma 'y
la variacion de la expresion genética ya ha sido reportado para otros patogenos.

2.1.3 Patogenia de la enfermedad

El periodo de incubacion de la infeccion varia con el numero de organismos en la dosis
infectiva y dura entre 7 y 60 dias, con un promedio de 28 dias. Después de que la infeccion es
detectada, el numero de eritrocitos parasitados se incrementa geométricamente. Los eritrocitos
infectados son fagocitados subsecuentemente por las células reticuloendoteliales del bovino,
resultado en el desarrollo de una anemia ligera a severa e ictericia sin hemoglobinemia vy
hemoglobinuria. Los sintomas clinicos pueden incluir fiebre, pérdida de peso, aborto, letargia,
ictericia, y a menudo la muerte en animales mayores a 2 afos. El ganado puede sobrevivir a una
infeccidn aguda desarrollando una infeccidon persistente caracterizada por un ciclo de rickettsemia
bajo (French, 1999) (Figura 3).
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Figura 3. Grafica de infeccidon con Anaplasma marginale. Los niveles mas altos de Anaplasma marginale durante la
rickettsemia aguda (>1O9 mi '1) se pueden observar después del desarrollo de una respuesta inmunolégica primaria,
pero la emergencia de variantes antigénicas resulta en una infeccion persistente. La persistencia es caracterizada por
ciclos rickettsemicos secuenciales, que ocurren en intervalos de aproximadamente 5 semanas, durante el cual nuevas
variantes de MSP2 se replican hasta un pico >10° mL" y posteriormente son controlados por una respuesta
inmunoldgica especifica para dicha variante. Las variantes surgen en tres ciclos rickettsémicos secuenciales los
cuales son designados y se muestran como V1, V2, y V3. (Tomado de French y col., 1999)

El ganado persistentemente infectado o “portador” adquiere una inmunidad para toda su
vida y ademas son resistentes a una enfermedad clinica cuando se desafian. Sin embargo, el
ganado infectado persistentemente sirve como reservorio para A. marginale debido a que provee
una fuente de sangre para infectar tanto por transmisién mecanica como bioldgica. El ganado Bos
taurus (i.e., Holstein, Brown Swiss, o Hereford) son mayormente susceptibles a desarrollar una
anaplasmosis aguda que el ganado Zebu o Creole (Aguirre, 1988). Las crias son menos
susceptibles a una infeccion con A. marginale y, cuando estas se infectan, son menos
susceptibles a la enfermedad clinica. Este fenbmeno no esta comprendido completamente, pero la
remocién del bazo convierte a las crias totalmente susceptibles a la infeccion, y la anaplasmosis
en ganado joven esplenectomizado a menudo es mas severo que el se observa en ganado viejo.



Sin embargo, una vez que las crias se infectan, desarrollan infecciones persistentes y una
inmunidad de por vida a la anaplasmosis.

La transmisiéon de A. marginale pude efectuarse tanto mecanicamente por moscas
mordedoras o por fomites sanguineos contaminados y biolégicamente por garrapatas (Dikmans,
1950). La transmision mecanica frecuentemente ocurre via fomites sanguineos contaminados,
incluyendo agujas, sierras para descorne, pinzas para la nariz, instrumentos para tatuar,
mecanismos para etiquetar, e instrumentos para castracion. EI mecanismo de transmision por
artrépodos ha sido reportado para dipteros chupadoras de sangre o para mosquitos del género
Tabanus, y Stomoxys. Esa forma de transmision mecanica se encuentra considerada como la
principal ruta de diseminacién de A. marginale en areas de Centro y Sur de América y Africa en
donde los vectores (garrapatas) no se encuentran presentes y en donde Boophilus microplus, la
garrapata de ganado de las zonas tropicales, parece no ser el vector biolégico de A. marginale
(Figueroa, 1998).

Ademas de la transmisibn mecanica y biologica, A. marginale puede transmitirse de madre
a cria transplacentariamente durante la gestacién (Zaugg, 1985).

La transmision biologica de A. marginale es llevada a cabo por garrapatas vy
aproximadamente 20 especies de garrapatas han sido incriminadas como vectores alrededor del
mundo. La transmision puede ocurrir de estadio a estadio (transestadio) o dentro de un mismo
estadio (intraestadio), mientras que la transmision transovarica de una generacion de garrapatas a
la siguiente parece no ocurrir (Stitch, y col., 1989). La transmision interestadio de A. marginale ha
sido demostrada por las garrapatas hospederas Boophilus annulatus en México. La transmision
intraestadial de A. marginale es efectuada por las garrapatas del género masculino. Estudios
recientes han desmostrado que los machos Dermacentor pueden jugar un rol muy importante en
la trasmision de A. marginale debido a que son infectadas persistentemente con A. marginale y
pueden transmitirla repetidamente cuanto la transfieren entre el ganado (Kocan, y col., 1992). La
transmision de A. marginale por las garrapatas macho puede ser un mecanismo importante en la
transmision de A. marginale por garrapatas, incluyendo Boophilus spp y D. albipictus. Sin
embargo, se ha demostrado recientemente que la alimentacién simultanea de la garrapata adulta
no parece influenciar la dinamica de transmision de A. marginale. El ciclo de desarrollo de A.
marginale en garrapatas es complejo y coordinado con el ciclo de alimentacion de las garrapatas
(Kocan, y col., 1992) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica del ciclo de desarrollo de A.marginale en ganado y en garrapatas. Los
eritrocitos infectados son ingeridos por las garrapatas. El primer sitio de infeccion de A.marinale en las garrapatas son
las células de la boca. Cuando las garrapatas se alimentan una segunda vez, diferentes tipos de tejidos de la
garrapata se infectan, incluyendo las glandulas salivales, de donde la rickettsia es transmitida de vuelta al ganado. Se
encuentran en células de garrapatas infectadas: en forma reticulada y densa. Las formas reticuladas parecen
aparecer primero y representan el estado vegetativo, en el cual se divide por fisiéon binaria. De la forma reticulada
cambia a la forma densa, la cual es la forma infectiva y puede sobrevivir extracelularmente (Palmer y col., 1999).

Los eritrocitos infectados que son introducidos cuando la garrapata se alimenta proveen
una fuente de infeccion para las células del intestino. Posterior al desarrollo de A. marginale en las
células intestinales, muchos otros tejidos de la garrapata se infectan, incluyendo las glandulas
salivares, de donde las rickettsias son transmitidas hacia los vertebrados durante la alimentacion.

En cada sitio de infecciébn en garrapatas A. marginale se desarrolla dentro de vacuolas
unidas a membranas o colonias. La primera forma de A. marginale observado en la colonia es la
forma reticulada (vegetativa), la cual se divide por fision binaria (Figura 5A), formando grandes
colonias que pueden contener cientos de organismos.




Figura 5. Micrografias electronicas de los estadios de desarrollo de A. marginale dentro de las colonias en las células
de la garrapata. (A) Formas reticuladas dentro de una colonia, dividiéndose por fisiéon binaria (cabeza de flecha). (B)
Formas densas dentro de una colonia en una célula de garrapata infectada. Barras: 1 um. (Tomado de Kocan y col.,
2003)

La forma reticulada entonces cambia a la forma densa (Figura 5B), la cual es la forma
infectiva y ésta puede sobrevivir fuera de la célula hospedera. El ganado llega a infectarse con
A. marginale cuando las formas densas se transmiten durante la alimentacion de la garrapata via
las glandulas salivares.

2.1.3.1 Proteina asociada al apéndice

La movilidad es muy importante en la invasion y replicacion de los patdbgenos bacterianos
intracelulares. Anaplasma marginale a diferencia de muchos patégenos bacterianos, parasita
eritrocitos maduros. Dentro del eritrocito, A. marginale se replica en una vacuola parasitéfora
formada de la invaginacion de la membrana eritrocitica. Durante la replicaciéon dentro de esta
vacuola, una estructura descrita inicialmente como “cola” y posteriormente descrita como un
apéndice de inclusion se identifica en la cara citoplasmatica del eritrocito de la membrana de la
vacuola. Varios estudios han indicado que los apéndices de inclusion contienen un componente
derivado del parasito. Se ha demostrado recientemente que este apéndice de inclusién también
contiene filamentos de actina del hospedero (F-actina). Entonces, a diferencia del patrén clasico
en el cual la actina se ensambla en la superficie bacteriana, el apéndice asociado a A. marginale
es ensamblado en la superficie externa de la vacuola. Cualquier proteina codificada por el parasito
asociada con el apéndice de inclusidn debera ser secretada a lo largo de la membrana bacteriana
y la que rodea a la vacuola parasitofora. La falta de bacterias homdélogas a A. marginale bien
caracterizadas que desarrollen colas de actina durante la infeccion intracelular es consistente con
las observaciones estructurales en las cuales la organizacion de los filamentos de actina en
eritrocitos infectados con A. marginale difiere de otros organismos como L. monocytogenes.
También es importante destacar que no hay evidencia de la presencia de una proteina originadora
de la nucleacion para la polimerizacion de actina. El entendimiento de cémo A. marginale
ensambla los apéndices de actina y como la proteina asociada al apéndice puede influenciar el
ciclo de invasion, replicacién, y egreso de la célula hospedera puede proveer nuevas ideas de las
interacciones patégeno-eritrocito (Stich y col., 2004).

2.1.3.2 Ganado persistentemente infectado

La recuperacion de una infeccién aguda con organismos del orden de los Rickettsiales con

frecuencia resulta en una infeccion persistente del hospedero (Goff y col. 1988). El ganado que
sobrevive a una infeccidon aguda desarrolla un estado de portador crénico que no puede ser
detectado microscopicamente (Richey, 1981). El ganado portador, aunque se encuentra protegido
contra una enfermedad clinica, mantiene la infeccion a niveles muy bajos de A. marginale y sirven
como reservorios para la transmision por artropodos a ganado susceptible.
Kieser y colaboradores demostraron que los niveles de rickettsemia varian marcadamente en
animales infectados persistentemente en animales analizados bimestralmente (de <10 a >10°
eritrocitos infectados por mL). Dicha variacidon puede reflejar la multiplicacién ciclica de A.
marginale, evento consistente con la aparicion de variantes antigénicas que no han sido
previamente reconocidas por el sistema inmnolégico del hospedero. Para determinar si la
rickettsemia ciclica ocurre en el hospedero infectado persistentemente y para comparar el ciclo
durante una infeccion aguda, utilizaron hibridacion de acidos nucleicos para cuantificar el
desarrollo de la rickettsemia durante la infeccién aguda y persistente.



Los resultados obtenidos de ensayos elaborados por Kieser y colaboradores indican que la
infeccién aguda con A. marginale presenta un incremento constante en la rickettsemia seguido por
un decremento.
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Figura 6: Desarrollo de la rickettsemia por A. marginale durante la infeccion aguda (infeccién aguda) y persistente
(portador). Los niveles bajos de eritrocitos infectados con A. marginale fueron detectados utilizando hibridacién con
una sonda de RNA especifica de 2.0 kilobases. La rickettsemia fue cuantificada por comparacion de sefiales de
hibridacién por autoradiografia utilizando eritrocitos infectados en cantidades conocidas. Los niveles de rickettsemia
de menos de 5X10” eritrocitos infectados por mL fueron cuantificados utilizando microscopia. (Kieser y col. 1990).

Los niveles de rickettsemia del ganado con infeccibn aguda presentan un pico de
rickettsemia de mas de 10° eritrocitos infectados por mililitro desarrollados de 14 a 18 dias
postdeteccion (Figura 6). Durante el ciclo normal de infeccion los niveles de rickettsemia se
encontraron siempre por debajo de los limites inferiores de confiabilidad por examen citolégico de
sangre por microscopia.

El aumento y disminucién de la rickettsemia durante la infeccion persistente es similar a aquella
presentada durante la infeccion aguda. Esta similitud temporal entre las infecciones aguda y
persistente sugiere que el mismo mecanismo del hospedero, una respuesta inmunolégica primaria,
puede controlar ambos ciclos de rickettsemia. La explicacion a los hallazgos mencionados
anteriormente se encuentra en que las diferentes variantes de A. marginale son expuestas en su
superficie durante el parasitismo intracelular lo que permite un nuevo ciclo de invasion y
multiplicacion. Este mecanismo puede ser el responsable de la persistencia de un parasito
intraeritrocitico obligado expuesto a la respuesta inmunoldgica competente. Una explicacion
alternativa para esta situacion es que una respuesta inmunoldgica débil permite que una variante
antigénica surja de nuevo. Sin embargo, el mantenimiento de altos titulos de anticuerpos,
respuesta de linfocitos-T, y resistencia a desafios homdlogos en ganado persistentemente
infectado indica que no existe una respuesta inmunologica débil (Eckblad y col., 1983). Ademas,
se espera el desarrollo de una respuesta inmunolégica anamnesica para controlar la rickettsemia
en un periodo mucho mas corto que el observado.

En contraste con otras infecciones por rickettsias, en la anaplasmosis, las variantes antigénicas
presentan una taza de variacion alta, lo cual es necesario para la persistencia en el hospedero
(McGuire y col., 1984). La habilidad de A. marginale para generar rapidamente variantes puede
proveer un sistema modelo para el entendimiento de la variacion antigénica y su rol en las
infecciones persistentes por rickettsias.

2.1.4 Antigenos de importancia inmunolégica

Se han identificado proteinas en la superficie de A. marginale a partir de la cepa Florida por
neutralizacion con anticuerpos policlonales (Palmer y col. 1984) las cuales fueron designadas



como Proteinas Principales de Superficie (MSPs); éstas son: MSP1 (31 kDa), MSP2 (36 kDa),
MSP3 (86 kDa), y MSP4 (31 kDa) (Marilda y col. 1994).

Estas proteinas presentan un polimorfismo variable entre distintos aislamientos de A.
marginale. Se encuentran en una estrecha relacién intermolecular en la superficie de membrana
de los cuerpos iniciales (Vidotto y col., 1994) y ademas pueden contener estructuras helicoidales
con segmentos transmembrana, dominios para la constitucion de complejos multiméricos y
regiones que funcionan como secuencia sefal (Barbet y Allred, 1991; Tebele y McGuire, 1991;
Palmer y McElwain, 1995; Alleman y Barbet, 1996). La inmunizacién del ganado con membranas
de A. marginale que contienen las proteinas de superficie induce inmunidad protectora contra la
enfermedad clinica (Tebele y McGuire, 1991).

2.1.4.1 Proteina Principal de la Superficie 1 (MSP1)

La proteina MSP1 fue originalmente descrita como AmF105 (Palmer y McGuire, 1984) y
estd compuesta por dos subunidades MSP1a y MSP1b, unidas por enlace disulfuro. MSP1
contiene un epitope reconocible por anticuerpos monoclonales que neutralizan A. marginale in
vitro. Este epitope se encuentra localizado en un péptido de repeticiones en tandem de 20 a 29
aminoacidos (Allred y col., 1990). Los cuerpos iniciales purificados hemaglutinan eritrocitos de
bovino y pueden ser inhibidos por anticuerpos contra MSP1a o MSP1b. Se ha demostrado que el
complejo y las dos subunidades separadas, median la adherencia a los eritrocitos bovinos
(McGuire y col., 1984), esto sugiere que MSP1a y MSP1b funcionan como adhesinas y se podrian
requerir para la invasion de los eritrocitos, ya que anticuerpos especificos para MSP1 bloquean la
unién de A. marginale a éstos. MSP1a es una adhesina para los eritrocitos de bovino y para las
células de garrapata; mientras que MSP1b unicamente actua en los eritrocitos (de la Fuente y col.,
2001). Ademas, estos anticuerpos opsonizan los organismos vivos para la fagocitosis de los
macrofagos (Cantor y col., 1993). Por otra parte la inmunizacién del ganado bovino con la proteina
MSP1 nativa confiere un 100 % de proteccion contra la rickettsemia aguda y la enfermedad
(Palmer y col., 1986; Palmer y col., 1989). La inmunizacién del ganado bovino con la proteina
MSP1 nativa purificada confiere proteccién contra la rickettsemia aguda. Sin embargo, a diferencia
de estos resultados, cuando se utiliza la proteina nativa, la inmunizacion con las proteinas
recombinantes MSP1a, MSP1b o la combinacion de ambas, no induce proteccion significativa
(Palmer y McElwain, 1995). La MSP1b recombinante utilizada en los ensayos fallidos de
inmunizacion se derivd de una copia del gen, el unico miembro de la familia secuenciado hasta
este momento (Barbet y Allred, 1991). Actualmente se sabe que existe coexpresion de al menos
dos copias diferentes del gen, en la fase aguda de la anaplasmosis y la expresion de proteinas
MSP1b con epitopes B variables (Camacho y col., 2000).

2.1.4.2 Proteina Principal de la Superficie 2 (MSP2)

La proteina MSP2 esta presente en la membrana como un tetramero adyacente a las
proteinas MSP1, MSP3 y MSP4. Sus subunidades estan unidas mediante puentes disulfuro, y es
relativamente inmunodominante (Palmer y col., 1988; Palmer y McElwain, 1995). Esta proteina es
altamente polimodrfica, con presencia de epitopes conservados, aunque presenta epitopes B
diferentes, en las regiones polimérficas. Se ha demostrado la expresion de diferentes variantes
antigénicas de esta proteina, durante la rickettsemia aguda (Eid y col., 1996). Las variantes que se
presentan en cada ciclo de rickettsemia son reconocidas por el sistema inmunoldgico en ese
momento, y el ciclo termina concomitantemente con una respuesta por anticuerpos especifica para
cada una de ellas. French y colaboradores (1999) demostraron que para MSP2 existen cuatro
variantes verdaderamente antigénicas: V1, V4, V5 y V6; las cuales seguramente se encuentran



asociadas con la producciéon de anticuerpos contra MSP2. El mecanismo propuesto para la
proteccion se basa en la produccion de células T CD4" productoras de IFN-y para la activacion
coordinada de células B para la secrecién de anticuerpos 1gG2 opsonizantes y la activacion de
macrofagos por opsonizacion. La induccion de la respuesta de IgG2 posterior a una presentacion
de las variantes V5 y V6 indica que este tipo de activacion mediada por IFN-y también ocurre en
respuesta a las variantes MSP2 en una infeccion persistente. Aunque se ha demostrado la
presencia de células T de memoria CD4" especificas contra MSP2, se desconoce cuantas otras
células T especificas para otras variantes se producen. La conservacion de la estructura gendmica
para la generacion de variantes de MSP2 y de epitopes CD4" en A. marginale y A. centrale indica
que estas dos especies presentan un repertorio similar de epitopes MSP2 al sistema inmune y
esto puede ser responsable de la eficacia de proteccion contra A. marginale cuando se prueban
vacunas de A. centrale (Brayton y col., 2002; Shkap y col., 2002).

El entendimiento actual de la mecanica de la inmunidad contra A. marginale se ha
producido dados los experimentos con vacunas, de los cuales se pudo identificar a la proteina
MSP2 como un inmunogeno inductor de proteccidon (Palmer y col., 1988), y a partir de estudios de
inmunidad por infeccion experimental. Después de la recuperacion de la infeccion aguda, durante
los cuales los niveles de rickettsemia exceden los 10° organismos por mL, el ganado permanece
infectado persistentemente pero son inmunes a los altos niveles de rickettsemia y a la enfermedad
en el caso de que sean desafiadas subsecuentemente ya sea homologa o heterélogamente. Las
infecciones persistentes son asintomaticas y se caracterizan por ondas ciclicas de rickettsemia, en
las cuales se refleja la emergencia y replicacion de A. marginale expresando una variante
antigénica de MSP2 (French y col., 1998). El analisis de las variantes de MSP2 ha revelado
regiones amino y carboxi terminales altamente conservadas con un tercio de la parte central
hipervariable. Esta region central representa el dominio de superficie primario y codifica para los
epitopes de las células B inmunodominantes pero hipervariables (Eid y col., 1996). En contraste,
las regiones conservadas flanqueantes son ricas en epitopes para células T e induce una fuerte
respuesta del tipo CD4" contra MSP2 a pesar de la variacion en el dominio central de la superficie.
Se ha postulado que esta respuesta anamnesica por las células T provee una ayuda rapida para
la respuesta primaria por las células B contra los epitopes hipervariables de la superficie y en el
control de las variantes emergentes previas al pico de rickettsemia considerado para la
enfermedad clinica. El papel de los epitopes conservados de las células T se encuentra avalado
por la generacion rapida de anticuerpos IgG2 especificos para cada variante después de su
emergencia y por el control de la rickettsemia durante la infeccidon persistente a un nivel de 100 o
1,000 veces por debajo del nivel establecido para la enfermedad clinica.

Este sitio hipervariable y multigénico provee la capacidad genética de la variacién, y se ha
demostrado (French y col., 1999) que los transcriptos que codifican para una sola proteina MSP2
polimorfica son expresados en ciclos de rickettsemia secuencialmente (French y col., 1998). Sin
embargo, unos cuantos tipos de variantes son recurrentes en picos subsecuentes; ya sea debido a
que esta variante ha evadido la respuesta inmunoldgica existente o porque su emergencia no se
encuentra relacionada con una presién inmunoldgica. Los tipos de variantes recurrentes siempre
se han acompafado de la emergencia de variantes nuevas. La expresion de tipos recurrentes
junto con variantes nuevas puede contribuir a la formacion de nuevos epitopes que no han sido
reconocidos previamente por el sistema inmunolégico. Debido a que MSP2 dimeriza en la
superficie de A. marginale, la expresion simultanea de variantes en un solo organismo puede
resultar en la formacién de epitopes conformacionalmente Unicos. Si unos pocos organismos
expresan una combinacion de variantes de MSP2 unica les sera posible escapar al ataque
inmunoldgico, luego habra una nueva poblacion de A. marginale en el pico subsecuente de
rickettsemia expresando una combinacién de un tipo recurrente y de una variante nueva
generada. Otra posibilidad es que otras regiones hipervariables encontradas en la regién 59 o 39
en la parte central y polimérfica resulten en la expresion de variantes que son idénticas. Los



anticuerpos especificos para cierta variante de MSP2 deben estar ausentes cuando la variante
emerge por primera vez pero deben ser detectables cuando el ciclo de rickettsemia termina.

2.1.4.3 Proteina Principal de la Superficie 3 (MSP3)

La MSP3 esta codificada por una familia multigénica, es también inmunodominante durante
las infecciones natural y experimental. Se puede encontrar ademas en A. centrale y A. ovis
(Palmer y McElwain, 1995). Es estructural y antigénicamente diferente entre cepas de A.
marginale, presenta polimorfismo de talla entre aislamientos geograficamente diferentes (Alleman
y Barbet, 1996) y es expresada por un simple “locus”, en el cual la variacion de los genes msp3
expresados es generada por recombinacion utilizando pseudogenes (Meeus y col., 2003).

Muestra una identidad de 55% con los aminoacidos del amino terminal de MSP2. Ademas,
se ha demostrado que existen epitopes conservados entre MSP2 y MSP3 mediante el
reconocimiento in vitro de células monoclonales CD4"; concluyendo que existen muchos
antigenos con epitopes cruzados y que algunos de éstos todavia no se han caracterizado (Brown
y col., 1998). Los experimentos de vacunacién con MSP3 muestran una proteccién parcial y han
mostrado que la proteina es capaz de inducir la produccion de cantidades grandes de anticuerpos
(Palmer y McElwain, 1995). McGuire y colaboradores (1991) analizaron MSP3 por ensayos de
inmunoprecipitaciéon y demostraron que ésta es adecuada para el desarrollo de una prueba de
diagnodstico para la anaplasmosis mediante la produccion de un péptido sintético basado en la
secuencia de MSP3; el cual, debe ser probado mas ampliamente.

2.1.4.4 Proteina Principal de la Superficie 4 (MSP4)

La proteina MSP4, es altamente conservada entre los distintos aislamientos de A. centrale y
A. marginale. Esta proteina contiene bloques de aminoacidos relacionados con la proteina MSP2
(Alleman y Barbet, 1996). Sus epitopes conservados son de gran importancia tanto para el
diagndstico como para el desarrollo de una vacuna (Tebele y col., 1991; Oberle y col., 1993). Se
ha comprobado que funciona como adhesina al igual que la MSP2 y las subunidades del complejo
MSP1 y que tanto la nativa como la recombinante protegen a animales inmunizados en retos con
cepas homologas (McGarey y col., 1994). Trabajos recientes en inmunizacion de ganado con
membranas de A. marginale han demostrado una proteccién del ganado utilizando las fracciones
externas e internas de los cuerpos iniciales contra un desafio (Tebele y col.,, 1991).
Interesantemente, la unica proteina que aparentemente se encuentra conservada en estas
fracciones es aproximadamente del mismo tamafno que MSP4. Esta proteina, si se encuentra en
ambas fracciones puede ser la base de la inmunidad protectiva.

La proteina MSP4 no ha sido ampliamente investigada como candidata para una vacuna.
La deteccion del gene msp4 en bibliotecas gendmicas de A. marginale por hibridacion estandar y
otros procedimientos de monitoreo habian sido totalmente infructuosas; hasta que Oberle y
colaboradores en 1993 originaron un método de secuenciacion genético que no necesita de una
clonacion molecular previa utilizando unicamente la secuencia de la proteina en su extremo Amino
y la PCR. Una de las caracteristicas mas importantes descubiertas a partir de dicho estudio es que
ésta es una proteina conservada no solamente a nivel molecular sino también genético. Los ciclos
de parasitemia en infecciones cronicas sugieren que la variacion antigénica también ocurre entre
aislados (Kieser y col., 1990). MSP4 a diferencia de otras proteinas se encuentra codificada por un
solo gen, restringiendo su potencial de recombinacion. Aunque el mecanismo exacto de la
variacion antigénica se desconoce por completo, los antigenos que participan en funciones criticas
para la supervivencia del parasito dificiimente varian bajo una presion inmunolégica. Una proteina
conservada como esta, en caso de que fuere protectiva, parece ser la base ideal para una vacuna
contra la anaplasmosis bovina. El reconocimiento de MSP4 por el suero de ganado inmunizado
con proteinas de membrana externa establece la localizacion de esta proteina y sugiere que



puede tener una participacién en la induccién de la inmunidad en estos animales. Sin embargo, la
falta de reactividad con el suero de animales inmunizados con proteinas de la membrana interna
sugiere que la proteina de la membrana interna de 31 kDa puede no ser MSP4.

El suero de ganado que ha sido infectado con A. marginale exhibe titulos variables de MSP4. Este
suero no reconoce consistentemente la proteina recombinante o silvestre de MSP4 ni por ELISA ni
por Western blot. Consecuentemente, el antigeno silvestre de MSP4 puede no estar siendo
reconocido o débilmente reconocido inmunogénicamente y puede no ser utii como una
herramienta de diagndstico. Un alto titulo de anticuerpos en una respuesta inmunitaria no
necesariamente correlaciona con una capacidad protectiva. La generacion de una respuesta por
anticuerpos contra una proteina conservada como MSP4 puede proveer una proteccién contra
aislados heterdlogos de A. marginale. Hay cierta evidencia que sugiere que MSP4 se encuentra
en la superficie de los cuerpos iniciales de acuerdo a ensayos con marcaje con lactoperoxidasa y
por reconocimiento por suero de ganado inmunizado Unicamente con membranas externas de
cuerpos iniciales.

2.1.4.5 Proteina Principal de la Superficie 5 (MSP5)

Otra de las proteinas, con una talla conservada entre todos los aislamientos y presente en
todas las especies conocidas de Anaplasma spp., es la MSP5. Es de poca complejidad estructural
y muy importante en el ciclo de vida celular, aunque se desconoce exactamente su funcién. Se
encuentra formando un dimero en la membrana, cuyas subunidades se unen por puentes de
disulfuro. La proteina nativa y la recombinante muestran un epitope reconocido por el anticuerpo
monoclonal AnaF16C1 (Visser y col., 1992), presente en los estadios del parasito en la garrapata
y en la forma intraeritrocitica, utilizandose en ensayos de ELISA competitivo, para la identificacion
de los animales infectados persistentemente (Knowles y col., 1996). Este epitope induce altos
titulos de anticuerpos en todas las especies infectadas, incluyendo bovinos, chivos y carneros
(Visser y col., 1992; Ndung'u y col., 1995; Knowles y col., 1996; Munodzana y col., 1998; Torioni y
col., 1998). La conservacién del tamafno molecular de MSP5 entre cepas, tiene un contraste
marcado con el polimorfismo observado para otras MSPs de A. marginale, principalmente MSP1a
(Allred y col., 1990) y MSP2 (Oberle y col., 1988). Kano y col., (2002), realizaron la caracterizacion
antigénica de aislados de A. marginale de diferentes regiones geograficas de Brasil y en todos los
aislados estudiados estuvo presente la proteina MSPS5, lo que coincidid con estudios previos
realizados que demostraban la conservacién de esta proteina en aislamientos de América, Africa e
Israel (Visser y col., 1992; Knowles y col., 1996; Vidotto y col., 1998).

Oliveira y col., (2003), sugieren que esta proteina puede ser utilizada como antigeno para el
diagndstico serologico debido a la conservacién de los epitopes para las células B entre diferentes
aislamientos estudiados, corroborando la hipétesis de que este polipéptido tiene una funcion
fundamental en el ciclo biolégico del hemoparasito, estando presente durante las fases aguda y
cronica de la infeccion bovina (Knowles y col., 1996).

La estructura de MSP5 se puede presentar como un monémero unido intramolecularmente
por enlaces disulfuro o como un dimero; ambos en la presentes en la membrana de la rickettsia.

2.1.5 Impacto econdmico de la Anaplasmosis bovina.

La anaplasmosis bovina causa una pérdida econdmica importante en la mayoria de los
paises, principalmente debido a la alta morbilidad y mortalidad en hatos de ganado susceptible.
Las pérdidas debidas a la anaplasmosis son medidas a través de varios parametros: pérdida baja
de peso, reduccion en la produccion de leche, abortos, el costo del tratamiento de la



anaplasmosis, y mortalidad. Sin embargo, algunos estudios controlados han sido llevados a cabo
para determinar las pérdidas anuales exactas causadas por la anaplasmosis por cada pais, debido
a que las pérdidas generales han sido reportadas como altas, tremendas y enormes. Sin embargo,
las pérdidas anuales actuales en ganado de carne en Latino América se han calculado en
aproximadamente $800 millones, correspondiendo para México segun reportes de la OIE (2004) a
250 focos de infeccion y 777 casos reportados; las estrategias de control para dichos casos se
resume en: rastreo, vigilancia epidemioldgica, control de vectores, cuarentena fronteriza y
restriccion de desplazamientos en el interior del pais. Sin embargo, el mayor impacto econémico
ocasionado por la anaplasmosis a la produccion de ganado en los trépicos es en los programas de
mejoramiento genético publicos o privados como el Programa de “Mejoramiento Genético” y el de
“Ganado Mejor” propuestos e impulsados por la SAGARPA.

2.1.6 Medidas de control contra la Anaplasmosis bovina.

Las medidas de control de la anaplasmosis no han cambiado mucho en los ultimos 60 anos.
Varian dependiendo de la locacion geografica e incluyen control de artrépodos mediante la
aplicacién de acaricidas, por administracion de antibidticos, y por vacunacion. El control de los
artrépodos no es practico en diferentes areas y puede unicamente prevenir parcialmente en contra
de la transmision de A. marginale, lo cual puede ocurrir tanto mecanica como biolégicamente. La
quimioterapia, probablemente utilizada mas a menudo para la prevencidon de la anaplasmosis en
Estados Unidos mas que en otras areas de mundo, es cara y a menudo no aplicable a cierto
ganado, y la utilizacion de antibidticos intensivamente trae el riesgo de una seleccion de cepas
resistentes. La vacunacion ha sido una forma econdémica y efectiva de control de la anaplasmosis
bovina a nivel mundial.

Las vacunas para el control de la anaplasmosis pueden dividirse en dos: vacunas vivas y
muertas. Ambos tipos de vacunas se basan en el uso de A. marginale de eritrocitos bovinos vy
producen una inmunidad protectiva que reduce o previene una enfermedad clinica, pero estas
vacunas no previenen que el ganado se infecte persistentemente con A. marginale. La proteccion
contra la enfermedad clinica por organismos muertos o atenuados es posible, pero la variacién de
la efectividad para proveer una inmunidad cruzada protectiva contra aislados heterélogos limita la
utilidad de estas vacunas. Las infecciones persistentes en el ganado contribuyen a una
diseminacién de A. marginale debido a que este ganado sirve como reservorio de la infeccion para
una transmisién mecanica o una fuente de infeccidon por garrapatas. Los animales que se
recuperan de una infeccién con A. marginale se encuentran protegidos contra el desafio homaologo
pero no necesariamente contra el heterdlogo; la incapacidad de las vacunas actuales de proteger
contra desafios heterdlogos, resulta en una enfermedad clinica severa (Kuttler y col., 1993).

Investigaciones previas han demostrado que la inmunizacion de ganado con extractos de
las membranas interna o externa de los cuerpos iniciales de A. marginale pueden producir
inmunidad protectiva. Estas fracciones membranales difieren en su morfologia, en su composicién
peptidica, y en sus especificaciones antigénicas con respecto a la produccién de anticuerpos de
acuerdo a la fraccion inoculada. Estos datos establecen la existencia de una correlacion entre los
titulos de los anticuerpos de las fracciones de las membranas externas y la inmunidad protectiva
(Tebele y col., 1991). La membrana externa de Anaplasma marginale se encuentra compuesta por
MSP’s unidas covalente y no covalentemente en complejos multiméricos; consecuentemente, la
induccion de la efectividad de los anticuerpos contra los epitopes de estas proteinas puede
requerir el mantenimiento de las estructuras secundarias hasta cuaternarias de las proteinas
MSP’s (Vidotto y col., 1994).

A pesar de las severas pérdidas econdmicas debido a la anaplasmosis bovina, las
estrategias de vacunacion y diagndstico actuales son inadecuadas. Los obstaculos incluyen las
dificultades del diagndstico de animales infectados persistentemente y la variabilidad antigénica



entre los aislados de A. marginale. Las investigaciones llevadas a cabo en las ultimas décadas
han contribuido enormemente a nuestro conocimiento de la composicion antigénica de A.
marginale y el rol de las MSP’s en el desarrollo de la inmunidad protectiva a la infeccién. Sin
embargo, al dia de hoy, no se han desarrollado muchas vacunas que utilicen tecnologias
moleculares.

Una estrategia importante para el desarrollo de una vacuna efectiva es la identificacion de
epitopes protectivos expuestos en la superficie. La conservacion genética y antigénica de las
proteinas protectivas puede ser de importancia critica para una profilaxis efectiva, debido que los
aislados de A. marginale varian ampliamente en su estructura proteica, antigenicidad, morfologia y
virulencia.

2.2 Desplegamiento en Bacteriéfago (Phage display)

Desde su primera descripcidon el desplegamiento de péptidos y proteinas en el fago
filamentoso se define como una técnica de seleccién in Vitro que hace posible que polipéptidos
con propiedades especiales sean extraidos a partir de una gran coleccion de variantes. Un gen de
interés es fusionado a uno que codifica para una proteina de la superficie del fago, lo cual resulta
en particulas fagicas que despliegan la proteina codificada y su gen, proveyendo un enlace directo
entre el fenotipo y el genotipo. Esto permite que las bibliotecas de fagos sean sujetas a un paso de
seleccién (por ejemplo: cromatografia de afinidad o biotamizado [biopanning]), y las clonas
recuperadas pueden ser identificadas por secuencia o amplificadas para rondas posteriores de
seleccién. Desde su descripcion inicial en la investigacién del Dr. Smith (1985); el desplegamiento
en fago ha llegado a establecerse como un método poderoso para la identificacion de polipéptidos
con propiedades innovadoras.

Los fagos filamentosos son ideales en diferentes formas para su uso como vehiculos de
clonacion y principalmente para el desplegamiento. Su genoma es pequefio y tolera inserciones
en regiones esenciales; la construccion de bibliotecas y su clonacion se facilitan por la habilidad
de aislar tanto ADN de hebra sencilla como doble (ADNhs y ADNhd), y por la disponibilidad de
vectores sencillos basados en plasmidos; las proteinas de la superficie pueden ser modificadas
con la retencion de la infectividad; el bacteriéfago puede acumularse en altos titulos debido a que
su producciéon no mata a la célula; y las particulas fagicas son estables a un amplio rango de
condiciones de seleccién potenciales.

2.2.1 Biologia del fago filamentoso

Los fagos filamentosos constituyen una gran familia de virus bacterianos que infectan varios
tipos de bacterias gram negativas. La caracteristica que los define es un genoma de hebra
sencilla, circular encapsulado en una estructura larga parecida a un tubo flexible compuesta de
miles de copias de una proteina de superficie principal, con unas proteinas poco menores en las
puntas. El genoma es pequefio — una docena de genes empacados muy juntos y una region
intergénica (RI) que contiene secuencias necesarias para la replicacion del ADN y su
encapsidacion. A diferencia de la mayoria de los virus bacterianos, los fagos filamentosos son
producidos y secretados a partir de bacterias infectadas sin matar a la célula por lisis (Figura 7).

La mayoria de la informacion a cerca de los bacteriofagos filamentosos deriva de aquellos
que infectan a E. coli como M13.

2.2.1.1 Estructura de la particula fagica



Los fagos filamentosos tienen un diametro de aproximadamente 6.5 nm y un largo
determinado por el tamafio de su genoma. La clonacién del ADN en regiones no esenciales del
genoma puede crear un fago mas grande, aunque entre mas largos sean, son mas susceptibles a
romperse.
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Figura 7: Ciclo de vida el bacteriéfago filamentoso M13. La unién secuencial de la proteina plll a
la punta del F-pilus y posteriormente al complejo de la proteina Tol resulta en la
despolimerizacion de las proteinas de la superficie fagica, su deposicion en la membrana
citoplasmatica (donde se haya disponibles para su reutilizacion), y la entrada del ADN de hebra
sencilla el citoplasma. EI ADN es convertido por las enzimas del hospedero en la Forma
Replicativa (FR) de doble hebra, el molde para la expresién genética del fago. La progenie de
ADN de hebra sencilla, cubierta por dimeros de pV, son los precursores de los viriones. Un
complejo multimérico que se encuentra en ambas membranas — compuesto por pl, pXI, plV, y la
proteina citoplasméatica del hospedero tioredoxina — media la conversién del complejo pV-
ADNhs a viriones y también la secrecion de los viriones de la célula. Este proceso involucra la
remocion de los dimeros de pV y su reemplazo por las cinco proteinas de superficie que residen
en la membrana citoplasmatica. (Tomado de Russel y col., 2003).

Las particulas fagicas se encuentran compuestas por cinco proteinas de superficie (Figura
8). El tubo hueco que rodea el ADN de hebra sencilla se encuentra compuesto por miles de copias
de la proteina principal de la superficie de 50 residuos, la proteina pVIll, orientada a 20° del eje de
la particula y sobrepuestos como escamas para formar una hélice dextrogira. El filamento se
mantiene unido por interacciones entre las secciones medias hidrofobicas de las subunidades
adyacentes. Exceptuando por los residuos N-terminales expuestos en la superficie, la proteina
pVIIl forma una sola y continua a-hélice. Los cuatro residuos cargados positivamente cercanos al
carbono terminal de pVIll se encuentran en la superficie interna del tubo e interactian con los
fosfatos del ADN viral de hebra sencilla.

Los extremos de la particula pueden distinguirse en micrografias electrénicas. En el
extremo romo contiene varias copias (3-5) de las proteinas pVIl y plX, dos de las proteinas
traducidas ribosomalmente mas pequefias conocidas (33 y 32 residuos respectivamente). Sin
embargo, la evidencia inmunoldgica indica que al menos una de las plX se encuentra expuesta y
las regiones variables de los anticuerpos han sido desplegadas exitosamente en el amino terminal
de la proteina pVIl y pIX. El ensamblaje del fago empieza en los extremos de pVII- plX, y en la
ausencia de cualquiera de estas proteinas, no se forma ninguna particula.
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Figura 8: Genes y productos genéticos del bacteriéfago filamentoso M13. El gene Il codifica
para plll, la cual se une en la parte intergénica del ADN de doble hebra y hace una unién con la
hebra positiva, iniciando la replicacion por medio de las proteinas del hospedero. La proteina pX
se requiere posteriormente durante la infeccion para la modulacion de la cantidad de ADN de
hebra sencilla que se va acumulando. El gene V codifica para la proteina que se une al ADN de
hebra sencilla. Los genes VIl y IX codifican para dos proteinas pequefas localizadas en las
puntas del virus; la cual es la primera en emerger de la célula durante el ensamblaje. El gene
VIII codifica para la proteina principal de superficie, y los genes Ill y VI para las proteinas
localizadas el final del virion y que se encargan de la mediacion de la terminacion del
ensamblaje, liberacion del virion y de la infecciéon. el gene | codifica para dos proteinas
citoplasmaticas membranales, pl y la pXI; el gene IV codifica para una proteina que funciona
como un canal multimérico membranal exterior a través del cual el fago sale de la bacteria.
Notese que el genoma es de hecho circular, pero en este diagrama se muestra linear
Unicamente con fines de claridad. (Tomado de Russel y col., 2003).

El extremo puntiagudo contiene aproximadamente cinco copias de la proteina plll y de la pVI,
ambas de las cuales son necesarias para que el bacteriéfago se desprenda de la membrana
celular; la proteina pVI es degradada en células que carecen de la proteina plll, Io que sugiere que
estas proteinas se incorporan a la membrana celular antes de su incorporacion a las particulas
fagicas. Pueden ser aisladas a partir de los fagos en forma de complejos. La disposicion de la
proteina pVI en la particula todavia es desconocida, pero la pVI con fusiones en el carbono
terminal pueden ser incorporadas al fago, lo que sugiere que esta porcion de la proteina pVI de
112 residuos puede encontrarse expuesta.

Se conoce mas a cerca de la proteina de 406 residuos plll, la proteina mas comunmente
utilizada para el desplegamiento (Figura 9). Su dominio N terminal, el cual es necesario para la
infectividad del fago, se encuentra expuesto en la superficie y forma pequefios pomos que a
menudo pueden verse que sobresalen del extremo puntiagudo de la particula en micrografias
electronicas. Se han definido tres dominos de la proteina plll, dos en el N-terminal (N1 y N2) los
cuales se cree que interactuan intramolecularmente en base a un analisis cristalografico. Los tres
dominos se encuentran separados por dos conectores presumiblemente flexibles que se
encuentran caracterizados por repeticiones de secuencias ricas en dglicina. Los 132 residuos
finales, incluyendo el dominio del C-terminal son necesarios y suficientes para que la plll sea
incorporada en la particula fagica y para mediar la terminacion del ensamblaje y liberacion del fago
de la célula; este dominio probablemente se encuentra enterrado en la particula.

El genoma de hebra sencilla del fago se encuentra orientado de cierta manera dentro de la
particula fagica. Su orientacion viene determinada por la sefial de empacamiento (SE), localizado
en la region intergénica no codificante del genoma. La sefial de empacamiento, es una horquilla
imperfecta pero extremadamente estable, se encuentra posicionada al final de las proteinas pVlll y
plX de la particula y es necesaria y suficiente para llevar a cabo una encapsidacion circular del
ADN de hebra sencilla en las particulas fagicas. Algunas substituciones de aminoacidos en las



proteinas pVIIl, pIX y pl permiten que hebras de cadena sencilla que carecen de una sefal de
empaquetamiento sean encapsidadas; no se conoce si el ADN se orienta al azar en dichas
particulas o si alguna pequenfa regidn duplex sirve como una sefial secundaria.

(j'yl Figura 9. Estructura del dominio de la proteina plll y sus
1- ss// puntos de fusion para el desplegamiento. Se muestran tres
[Nvterminal - N2/ g7-217 dominios para plll: de N a C-terminal, los dominios N1, N2y
C-terminal se encuentran separados por regiones ricas en

L fay2 <E glicina. El carbono terminal se encuentra enterrado en la

CT\ J57 406 particula fagica y se requiere para el ensamblaje del virion.

L( Las tres posiciones en las cuales se realizan mas
comunmente el desplegamiento se encuentran indicadas en
un rectangulo; los numeros refieren la cantidad de residuos
en la secuencia de la proteina madura. Nétese que la fusion
en la posicion 198 deja un residuo de cisteina impar en el
dominio N2, lo que puede interferir con el desplegamiento.
(Tomado de Russel v col.. 2003)
2.2.1.2 Infeccion

Todos los fagos filamentosos que han sido caracterizados utilizan el pili, los cuales son
apéndices celulares superficiales, como receptores. Hay muchos tipos diferentes de pili. El fago
de E. coli utiliza un pili de auto-transmision que media la transferencia del plasmido que los
codifica a la bacteria receptora.

La infecciéon normalmente inicia cuando el dominio N2 de la proteina plll se une a la punta

del pilus. Como debiera de esperase debido a la baja abundancia del F pili (solo unos cuantos por
célula) y el tamafio pequeno del blanco que presentan sus extremos, el rango y eficiencia de la
infeccién de un cultivo bacteriano es mejorado utilizando una gran cantidad de fagos por cada
célula y una alta densidad celular (Figura 10). Sin embargo, si la densidad alta se alcanza por
células creciendo que han dejado atras la fase Log, la expresion del pilus decrece y por lo tanto la
infectividad se ve comprometida.
El pili generalmente se ensambla y desensambla continuamente, esto, posiblemente estimulado
por la union de los fagos, atrae a los fagos mas cerca de la superficie celular. Después de que el
pilus se une a N2, el dominio N1 se libera de su interaccion normal con N2, lo cual lo hace
disponible para que se una a la proteina TolA del hospedero, la cua se extiende a lo largo del
periplasma de la membrana citoplasmatica. La forma como el fago penetra la membrana exterior y
la capa de peptidoglicanos todavia es desconocida. Para la infeccion del fago se requieren tres
proteinas Tol (Q, Ry A), todas proteinas membranales citoplasmaticas integrales, las cuales son
absolutamente requeridas para la infeccion del fago. Estas median la despolimerizacion de las
proteinas de la superficie del fago en la membrana citoplasmatica y la traslocacion del ADN viral
de hebra sencilla en el citoplasma bacteriano, aunque los detalles moleculares de como esto se
lleva a cabo todavia no se han determinado.
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Figura 10: Infeccién de E. coli por M13. La infeccion se
inicia con la interaccién del dominio N2 de plll con el F
pilus. Esta interaccion libera el dominio N1 de su interaccion

intramolecular con N2, lo que permite que se una a un
dominio discreto (D3) de la proteina bacteriana TolA. Los
pasos subsecuentes todavia no se encuentran N2
caracterizados. (Tomado de Russel y col., 2003). N1 ~—
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2.2.1.3 Replicacion

Desde la entrada del ADN de hebra sencilla del fago (la hebra +, que tiene la misma
polaridad que el RNAm), las RNA y ADN polimerasas y topoisomerasas del hospedero lo
convierten a doble hebra, una molécula superenrollada llamada Forma Replicativa (FR). La FR
sirve como molde para la expresion genética del fago, y esta expresion — en particlar, la sintesis
de pll, una enzima cortadora en sitios especificos — es necesaria para la replicacion posterior. A
través de un mecanismo de rodamiento circular, pll une la hebra + de la FR en un sitio especifico
en la region intergénica no codificante del genoma del fago, y el extremo 3’ de la union es
elongado por el la ADN polimerasa Il del hospedero utilizando la hebra — como molde. La hebra +
original es desplazada por la helicasa conforme la hebra + nueva es sintetizada, y cuando una
ronda de replicacion se completa, la hebra + desplazada se recirculariza por la actividad de la pll y
de nuevo se convierte en la FR. La sintesis de la hebra — requiere un iniciador de RNA. El inciador
es generado por la RNA polimerasa, la cual inicia la sintesis en un sitio inusual en la region
intergénica de la hebra + consistente de dos horquillas adyacentes que incluyen un promotor de -
35 y -10 motivos separados por una regién de hebra sencilla.

Durante las fases tempranas de la infeccion, cuando la concentracion de la pV es baja, las
hebras recién sintetizadas son convertidas inmediatamente a su FR, y tanto las FR como las
proteinas del fago se incrementan exponencialmente. Conforme su concentracidn se incrementa,
la pV se une cooperativamente a nuevas hebras +, previniendo el acceso a la polimerasa y
bloqueando su conversién a la forma replicativa. La pX reiniciadora, la cual es idéntica a 111
residuos del C-terminal de pll, se requiere para una acumulacion estable de las hebras sencillas
en esta etapa, pero el mecanismo mediante el cual esto actua permanece desconocido. pV es
dimérica, con la superficie de interaccion de las subunidades opuesta a la superficie de union a
ADN.
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Figura 11. Ciclo de vida de M13. Las particulas fagicas se unen a E. coli por su
pilus, el cual se encuentra codificado en genes que se llevan en el factor- F. Después de la
union con el fago, el pilus se retrae, atrayendo a la particula a la superficie celular. Entonces,
el dominio N-terminal (N1) de plll interactua con la proteina unida a la membrana TolA. La
hebra sencilla de ADN de la particula fagica (hebra +) se introduce a la bacteria a través de
un proceso que todavia no se comprende totalmente, y es entonces cuando es convertida a
ADN de doble hebra (forma replicativa) por las proteinas de E. coli. Las proteinas pll y pX, se
encuentran envueltas en el proceso de amplificacion del genoma viral, el cual termina con la
produccién de varias copias de hebra doble de ADN del fago. Dichas hebras son protegidas
con la pV. Luego el complejo interactua con la maquinaria exportadora, la cual
simultaneamente ensambla y secreta la particula viral utilizando una serie de proteinas de
superficie del fago que han sido previamente insertadas en la membrana externa.
Finalmente, la particula viral es liberada de la célula, sin matarla, y la pV es reciclada.
(Tomado de Kehoe y col., 2005)

Entonces desde la union, el arreglo de los dimeros en posicion opuesta colapsa la hebra
circular sencilla en una estructura parecida a una vara en la cual ésta se enreda. EI ADN se
encuentra orientado en un complejo, con la horquilla de la secuencia de empacamiento saliendo
por un extremo, presumiblemente debido a que pV une ADN de doble hebra débilmente. El
complejo pV/ADN de hebra sencilla es el substrato para el ensamblaje del fago.

2.2.1.4 Genes y expresion genética

El genoma del fago contiene aproximadamente 6400 nucledtidos contenidos en nueve
genes empacados estrechamente, y una region no codificante (la region intergénica) la cual
contiene los origenes de replicacion para la sintesis de las hebras + y - ademas de la seial de
empacamiento. Dos de los genes de los fagos (I y Il) tienen sitios de iniciacién de la traduccion
internos de los cuales se producen proteinas reiniciadoras (cuya secuencia es idéntica al tercio del
carboxilo terminal de la proteina completa). En cada caso, tanto la proteina reiniciadora y la
completa son necesarias para la produccién exitosa del fago. De las 11 proteinas codificadas por
el fago, tres se requieren para regenerar el ADN de hebra sencilla (pll, pX'y pV), tres se requieren
para el ensamblaje del fago (pl, pXl y plV), y cinco son componentes de la particula fagica (plll,
pVI, pVIil'y plX).



Todas las proteinas fagicas son sintetizadas simultdneamente, aunque hay diversos
mecanismos para asegurar que cada una de ellas se produzca a una taza adecuada. Existen
diferencias en los promotores y en la fuerza del sitio de unién al ribosoma o su accesibilidad. Una
débil sefal de terminacion dependiente de rho en el inicio del gene | limita su transcripcion, y el
largo numero de codones no utilizados reduce la taza de traduccién. Por otro lado, los transcritos
sobrepuestos que provienen de multiples promotores (hay solo dos teminadores) y multiples
eventos de procesamiento de RNA incrementan la abundancia de los RNAs de los genes que se
encuentran cerca de los terminadores.

Esto se traduce en altos niveles de pV y pVIll, las proteinas que se requieren en mayores
cantidades.

En etapas posteriores de la infeccion, la cantidad de las proteinas del fago y la sintesis del
ADN disminuyen. Esto ocurre cuando la concentracion de pV secuestra las hebras + y previene
su conversion a la forma replicativa, el molde para la expresién genética. Ademas, un exceso de
pV hace que se una a una estructura tetraplex de los RNA mensajeros del gene Il y el X,
reprimiendo su traduccion, y la reducciéon de los niveles de pll nos lleva a un nivel bajo de la
sintesis de la hebra +. A estos bajos niveles de sintesis, se mantiene un nivel constante de la
produccion de productos del fago mediante la secrecion de la progenie y por el crecimiento y
division continua de las células infectadas, y la produccion del fago se mantiene en un rango
constante.

2.2.1.5 Fisiologia del ensamblaje del Bacteriofago

Una caracteristica principal del ensamblaje del fago filamentoso es que es un proceso de
secrecion. El ensamblaje ocurre cuando la membrana citoplasmatica, y los fagos de recién
produccion son secretados de las células mientras son ensamblados. Todas las ocho proteinas
codificadas por el fago que participan en el ensamblaje son proteinas integrales de membrana.
Esto incluye tres proteinas no viricas — pl y pXl en la membrana citoplasmatica y plV en la
membrana externa — y las cinco proteinas de la superficie viral, las cuales residen en la membrana
citoplasmatica previa a su incorporacion en el fago. Dos de ellas son sintetizadas (plll y pVIIl)
como precursores Yy, después de la liberacion de la secuencia sefial, emigran hacia la membrana
con su Carbono-terminal en el citoplasma. La orientacion de las otras proteinas de superficie no se
conoce todavia con certeza. pVI es particularmente hidrofébica (75% de sus residuos son
hidroféficos )y pueden atravesar la membrana mas de una vez.

La primera progenie de los fagos aparece en el sobrenadante del cultivo aproximadamente
10 minutos después de la infeccion (a 37°C). La cantidad de estos fagos se incrementa
exponencialmente por aproximadamente 40 minutos, después la tasa de crecimiento permanece
lineal. Se producen aproximadamente 1000 fagos por célula en la primera hora. Bajo condiciones
Optimas las células infectadas pueden continuar creciendo y dividiéndose — y producir mas fagos —
indefinidamente. La infeccidn persistente es posible debido a las cinco proteinas de la capside y a
las hebras virales sencillas son removidas de la célula (por ensamblaje y secrecién) a una tasa
conmesurada con su sintesis, y la acumulacion de las proteinas no secretadas se previene por el
loop regulatorio de pV/pll y por su dilucion mediante el crecimiento y division continuos. El
crecimiento continuo de las células productoras de fagos a un rango considerablemente menor
que las bacterias que no se encuentran infectadas, se refleja directamente en la turbidez de las
placas del bacteriéfago. Cuando las placas se observan mas claras que turbias, las células
infectadas han muerto. Esto ocurre cuando hay un desbalance entre los componentes sintetizados
y el ensamblaje de los fagos.

2.2.1.6 Mecanismos de ensamblaje del bacteridfago



El ensamblaje del fago puede dividirse en cinco etapas: preiniciacion, iniciacion, elongacién
preterminaciéon y terminacion. La preiniciacion se define como la formacion de un sitio de
ensamblaje, dicha regién se hace visible mediante microscopia electrénica justo en la regién en
donde la membrana citoplasmatica y la exterior se encuentran mas cercanas. Los sitios de
ensamblaje se encuentran compuestos por tres proteinas morfogenéticas, pl, pXl y plV, las cuales
interactian via dominios periplasmicos (N-terminal para plV y C-terminal para pl y
presumiblemente pXl); dichos sitios se forman independientemente de cualquier otra proteina
fagica. El sitio de ensamblaje es un largo canal que atraviesa ambas membranas bacterianas. El
dominio citoplasmatico N-terminal de pl contiene un motivo de uniéon nucleotidica conservada,;
debido a que este motivo es esencial para el ensamblaje del fago, y que este requiere la hidrdlisis
de ATP, pl probablemente es una ATPasa.

La iniciacion toma lugar unicamente en el sitio de ensamblaje, las dos proteinas menores
de superficie (pVIII y pIX) se encuentran localizadas al inicio de la punta de la particula asi como
también el ADN de hebra sencilla. Los analisis genéticos sugieren que pVIll y pIX (en la
membrana) interactuan con la sefal de empacamiento, y que ésta se asocia con el dominio
citoplasmatico de pl. La tioredoxina del hospedero, proteina citoplasmatica conocida como potente
agente reductor de disulfuros proteicos, también interactua con pl. Aunque el ensablaje del fago
no utiliza esta actividad redox, la tioredoxina parece ser parte del complejo de iniciacion, y puede
contribuir a la fase de elongacion.

La elongacién envuelve el reemplazamiento sucesivo de los dimeros de pV que cubren el
ADN viral por pVIll insertadas en la membrana y la translocacion del ADN a través de la
membrana. El proceso continua hasta que el final del ADN viral ha sido cubierto por pVIIl. Si la plli
o la pVI se encuentran ausentes, la particula fagica extracelular permanece unida o atada a la
membrana citoplasmatica en donde permanece para finalizar su elongacion cuando otro complejo
pV-DNA de hebra sencilla accesa a el sitio de ensamblaje; finalmente, los fagos filamentosos que
permanecen unidos de mas de 10 veces la unidad de longitud se van acumulando. Inclusive en
infecciones normales cuando plll y pVI se encuentran presentes, aproximadamente el 5% de la
progenie de las particulas fagicas son el doble de largo. Dichas rondas secundarias de elongacion
no requieren reiniciacién (Russery col., 1989).

La preterminacién es la incorporacién del complejo plll-plV embebido en la membrana al
extremo terminal de la particula fagica naciente. Un fragmento que contiene solo 83 residuos del
carbono terminal de plll son suficientes para finalizar este paso, pero no estimula la liberacion del
fago de la célula. La terminacion o liberacion del fago, requiere un segmento de 93 residuos del C-
terminal de plll, ha sido postulado que consiste en un cambio conformacional en el complejo plll-
pVI, lo cual libera el complejo (y el fago) de la membrana citoplasmatica (Rakonjac y col., 1999).
Inclusive una porciéon mayor de plll (132 residuos) se requiere para la formacion de particulas
viricas estables.

2.2.2 Proteinas de superficie utilizadas para el desplegamiento en bacteriéfago

Las cinco proteinas de la capside ha sido utilizadas para el desplegamiento de proteinas o
péptidos. Algunos autores han reportado la fusién de fragmentos de anticuerpos al amino terminal
de las proteinas pVIl y plX, lo cual constituye el inicio del final de la punta del virién (Gao y col.,
1999). La proteina plV, que interactua con plll al final de la punta del virion, también ha sido
utilizada para desplegar polipéptidos a través de una fusion en el C-terminal. Este tipo de union es
particularmente deseable para el desplegamiento de polipéptidos codificados por fragmentos de
ADNc, dado que la inclusion del codén de terminacion al final del ADNc no impedira el
desplegamiento. Por lo anterior, pVI ha probado ser altamente efectiva para la expresion de clonas
basandose en interacciones proteina-proteina. Sin embargo, por mucho las proteinas mas
comunmente utilizadas para el desplegamiento son pVIll y plil.



2.2.2.1 Proteina plli

La plll, presente en cinco copias al final del virion, es la proteina principalmente utilizada
para el desplegamiento de proteinas de fusion debido a su tolerancia de inserciones de gran
tamano, su compatibilidad con el desplegamiento monovalente, y la gran disponibilidad de
vectores adecuados. Aunque la plll es mas tolerante que la pVIll a inserciones substanciales, la
infectividad del fago resultante puede reducirse, algunas veces dramaticamente. Asi como con la
pVIll, esto puede evitarse utilizando fagémidos preconstruidos, lo que resulta en la produccion de
viriones hibridos cuya produccion resulta en altos titulos de plll del tipo silvestre. Dado que la
infectividad de dichos viriones no recae en la proteina plll de fusién, estas proteinas pueden
producirse como pllls truncadas disefiadas con la estructura proteica deseada. Este disefio puede
conferir un desplegamiento altamente eficiente, reduciendo o eliminando la protedlisis de la
proteina de fusién, asi como la reduccion del tamafio del fagémido. La desventaja potencial
incluye la posibilidad de un impedimento estérico de la proteina desplegada.

2.2.2.2 Proteina pVIlI

La pVIIl, es una proteina principal de superficie, y se encuentra presente en miles de copias
en las particulas fagicas. Las secuencias para el desplegamiento normalmente son insertadas en
el extremo N-terminal, entre la secuencia sefal y el inicio de la secuencia codificadora de la
proteina madura. Sin embargo, solo unas cortas secuencias de polipéptidos (6-8 residuos) pueden
ser desplegados en cada copia de pVIIl en un viribn — tamafos mayores pueden impedir el
empacamiento de las particulas, probablemente debido a las restricciones de tamafio que impiden
el paso a través del canal por el cual el fago pasa durante la extrusion. El desplegamiento de
polipéptidos mas grandes en pVIll requiere de la expresion de la proteina de fusion de un vector
fagémido, produciendo viriones hibridos producidos principalmente los del tipo silvestre pVIII.

Una estrategia innovadora es la utilizacion de la ingenieria para modificar las proteinas para
su aplicacion en una serie de aplicaciones mas grande: las pVIlIl que han sido modificadas
permiten el desplegamiento de polipéptidos mas grandes y en numero de copias mayor (Sidhu y
col., 2000), o para el desplegamiento de proteinas fusionadas en el C-terminal de la proteina
(Weiss y col., 2000).

2.2.3 Tipos de sistemas de Desplegamiento en bacteriéfago

Los sistemas magicos estan construidos de tal forma que cada copia de los polipéptidos
fusionados es desplegada con una copia de la proteina nativa. Entonces, si una biblioteca de
péptidos es desplegada en pVIll en un sistema fagico, cada virion tiene un péptido desplegado por
cada copia de pVIIl — algunos tienen hasta 2700 copias por viridn. Esta caracteristica se logra
fusionando la biblioteca de ADN con la unica copia de pVlIll en el genoma del fago. Las biliotecas
peptidicas pueden desplegarse en pVIll utilizando un sistema fagico, pero el tamano del peptido
es limitado, y el efecto de avidez a menudo resulta en la baja discriminacion entre uniones de alta
y baja afinidad. De hecho, este sistema es ideal para la identificacion de moléculas de baja
afinidad para blancos dificiles. Muchas bibliotecas peptidicas han sido clonadas en el genoma del
fago de tal manera que son desplegadas en el extremo amino de plll. Esto modifica cada copia de
plll del viridn, pero con solo cinco copias el efecto de avidez se disminuye en gran cantidad. Sin
embargo, plll también se encuentra limitada con respecto a lo que puede aceptar. Alteraciones
significativas en cada plll en el viribn, como la fusién de una proteina heterdloga, puede evitar el
ensamblaje del viridbn o bloquear la infectividad. Inclusive si los cambios son solo un impedimento
menor para el ensamblaje del fago, la presion selectiva incrementara el numero de fagos
revertentes en la biblioteca.



Un fagémido es un plasmido que lleva un marcador de resistencia a antibiético, origenes de
replicacion bacterianos y fagicos, el gene del fago en el cual la biblioteca se va a desplegar, y la
sefal de empacamiento del fago. La biblioteca es clonada en el fagémido de tal forma que sera
expresada como proteina de fusion a la proteina del fago. EI ADN del fago se utiliza para
transformar bacterias y pueden ser amplificadas y seleccionadas de la misma manera que
cualquier otro plasmido. La produccion y mantenimiento de la biblioteca en la bacteria, la cual
replica su ADN mucho mas precisamente que el bacteriéfago, es una forma en la cual la
diversidad de las bibliotecas se mantiene.

Para desplegar péptidos o proteinas utilizando un fagémido, las bacterias que llevan el ADN
del fagémido son infectadas con el fago ayudador para producir particulas viricas para su uso en
seleccidon. Desde la infeccion de las bacterias que contienen el fagémido, el genoma del fago
ayudador inicia la sintesis de las proteinas del tipo silvestre del fago. Dado que el fagémido lleva
un promotor del fago contra corriente (3’ a 5’) de la secuencia que codifica la proteina de fusion, la
sintesis de la proteina de fusion también es iniciada, y ésta es adicionada a una serie de variantes
para las proteinas fagicas. Cuando el ensamblaje del fago inicia, los viriones seran ensamblados
preferencialmente utilizando el fagémido, dado que difiere del fago ayudador en que este tiene una
senal de empacamiento totalmente funcional. Pequenas cantidades de la proteina de fusidn seran
utilizadas para la serie de variantes celulares para el ensamblaje del fago, y las particulas
secretadas desplegaran una secuencia foranea en la proteina de superficie y llevaran el fagémido
que codifica para dicha secuencia.

Otros tipos de fago ayudador se han disefiado para bloquear el crecimiento de fagos que
carezcan de proteina de fusion. A pesar de los mejores procedimientos experimentales, el
resultado de cada seleccion contendra un pequefio numero de fago ayudador que no reconoce un
blanco especifico. En selecciones con pocos blancos a reconocer o altamente especificos que
impidan el crecimiento del fago, es posible el fago ayudador pueda excluir a los blancos reales
durante la amplificacion. Este resultado puede prevenirse si todos los fagos que carecen de
proteinas de fusion son incapaces de amplificarse por si solos. En un ensayo, los dominios N1 y
N2 de plll fueron eliminados del genoma del fago ayudador, dejando un dominio C-terminal, el
cual todavia puede ser expresado y ser incorporado en la particula viral. Este fago ayudador es
propagado via electroporacion de su genoma en una sepa bacteriana expresando plll a partir de
un plasmido; cuando la seleccion se lleva a cabo utilizando dicho fago ayudador, los unicos
viriones que pueden propagarse por si mismos son aquellos que llevan la proteina de fusion.
Alternativamente, se puede incluir un sitio de protedlisis y la seleccién se lleva a cabo con un
tratamiento con tripsina.

Los sistemas hibridos involucran al fago ayudador pero también permiten el ensamblaje de
las particulas fagicas utilizando proteinas nativas mas una proteina de fusion. Por ejemplo, una
segunda copia del gen de pVIll puede localizarse en el genoma del fago bajo el control de un
promotor tac con un sitio multiple de clonacion. Entonces, el ADN heterélogo adicionado al
extremo 5’ de la segunda copia del gen aparecera en el producto de la proteina recombinante
como una fusion de Amino terminal, lo cual puede resultar en una proteina de fusion de superficie
que es ensamblada en viriones al mismo tiempo con la proteina pVIll nativa. Aunque este sistema
es aplicable a las proteinas de superficie de M13, como lo es plll, es mas comun utilizarse con
pVIII.



Figura 12: Los tres tipos de desplegamiento en fago. (A)
Sistemas fagicos. El genoma del fago contiene solo una
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utilizando el
desplegamiento en fago para aislar moléculas afines a partir de una gran biblioteca. Esto incluye la
definicion de epitopes y mimotopos reconocidos por diferentes anticuerpos, la identificacion de
péptidos que se mimetizan dependiendo de la conformacién del sitio de unién o de varios
receptores, el aislamiento de péptidos que se unen y se introducen a tipos celulares especificos,
identificacion de una fuente de moléculas unidoras de proteinas, obtencion de péptidos que
pueden ser utilizados como inmundgenos y agentes terapéuticos y la identificacion de anticuerpos
que reconocen antigenos especificos. EI enorme numero de aplicaciones para el desplegamiento
en fago puede resumirse en tres temas generales que se agrupan de acuerdo a la naturaleza de la
molécula a ser desplegada: 1) proteinas y fragmentos de proteinas, 2) fragmentos de anticuerpos
y 3) péptidos producidos al azar.

2.2.4.1 Desplegamiento de proteinas y enzimas

Los fagos son capaces de expresar un amplio rango de proteinas exdégenas como fusiones
con gplll o con gpVIIl. En muchos casos, proteinas o dominios proteicos completos pueden ser
desplegados con un plegamiento adecuado. De hecho hay una gran serie de ejemplos de
proteinas desplegadas que retienen su funcién en la superficie del fago. Entonces el fago
representa una forma de trabajo adecuada para la identificacion de substratos enzimaticos o para
investigar las interacciones ligando-receptor. El desplegamiento en fago también ha probado ser
util en los esfuerzos por identificar o construir enzimas nuevas que catalizan reacciones definidas.
Un adelanto tecnolégico ha utilizado modificaciones al desplegamiento en fago tradicional para
seleccionar actividades enzimaticas definidas a partir de una gran biblioteca de proteinas
desplegadas como fusiones con gplll. Para identificar aquella que presente la actividad adecuada,
los autores encontraron un método para anclar el producto de la reaccidn catalizada por la enzima
a la particula fagica. Debido a que esta particula contiene la informacion genética de la molécula
deseada, y puede ser aislada y propagada in Vitro (Demartis, S. y col., 1999). Dichas estrategias
ingeniosas pueden ayudar a expandir una gran variedad de actividades proteicas que pueden ser
auxiliadas por el desplegamiento en bacteriéfago. El desplegamiento en fago ha sido utilizado
extensivamente para estudiar las interacciones proteina-ADN o para la identificacion de proteinas
qgue reconocen sitios especificos en el ADN con alta afinidad.

El desplegamiento en bacteriéfago ahora se utiliza ampliamente en el estudio de las
interacciones entre proteinas, particularmente en los esfuerzos por explorar las funciones



relacionadas con la estructura y las interrelaciones de proteinas multifuncionales. En algunos
casos se han utilizado las proteinas como plataforma para el desplegamiento de péptidos al azar
en la superficie del fago. Estos péptidos producidos al azar en regiones expuestas en la superficie
de la proteina y usualmente tienden a funcionar de una forma similar que el receptor proteico.
Finalmente, esta tecnologia nos permite aislar moléculas con propiedades moleculares especificas
a partir de bibliotecas complejas conteniendo millones de variantes. Las diferentes clases de
proteinas funcionales que pueden expresarse en el bacteriéfago aun se estan ampliando.

2.2.4.2 Desplegamiento en bacteriéfago de anticuerpos

Los fragmentos de anticuerpos han sido desplegados en la superficie del fago en un
formato monovalente como los fragmentos Fab o fragmentos variables de cadena sencilla (Single-
Chain Variable Fragments, scFv). Los fragmentos Fab incluyen la region variable y la primera
region constante de las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo en donde scFv solo consiste en
los dominios variables de la cadena pesada y ligera conectadas por un péptido unidor. El
desplegamiento de los fragmentos de anticuerpo ha facilitado el aislamiento de anticuerpos con
especificaciones de union raras o con bajas constantes de disociacion (< 10 nM). Por esta técnica,
los fragmentos Fab que han sido aislados son bastantes y de una variedad de moléculas grande,
como la neurotoxina del botulismo (Emmanuel, P., y col. 1996), antigenos de la malaria (Fu, Y.,y
col. 1997), protein cinasas (Kosako, H., y col., 1996) e inclusive proteinas de la superficie celular
de mamiferos (POUM, M., y col., 1999).

Se ha sugerido que el desplegamiento de anticuerpos en bacteriéfago y la produccion de
anticuerpos recombinantes en bacterias puede llevarnos a superar muchas limitaciones de la
tecnologia del hibridoma proveyendo mas control sobre el proceso de seleccién de anticuerpos en
terminos de afinidad y especificidad, permitiendo la produccién de anticuerpos monoclonales de
alta afinidad. Varios reportes han elucidado algunas de las ventajas de la tecnologia del
desplegamiento en fago a diferencia de la tecnologia del hibridoma tradicional en términos de
rapidez, simplicidad y la diversidad de anticuerpos identificados (Andersen, P., y col., 1996;
Clarkson, T., y col., 1991). Las afinidades de los anticuerpos aislados a partir de las bibliotecas en
bacteriéfago dependen de la extension de la fuente del anticuerpo, el tamano de la biblioteca y la
estrategia de tamizado utilizada para aislar las clonas deseadas a partir de la biblioteca. Las
grandes bibliotecas de scFv (> 10° clonas individuales) a partir de donadores que nunca han sido
inmunizados pueden producir scFv con afinidades subnanomolares (Vaughan, T., y col., 1996).

Las bibliotecas de anticuerpos usualmente son de ADN proveniente de tres fuentes
diferentes: 1) hibridomas que expresan una especificidad deseada; 2) células de sangre periférica
de animales inmunizados con un antigeno contra el cual el anticuerpo deseado es afin; y 3)
donadores no inmunizados. En la ultima categoria, los anticuerpos usualmente son de una menor
afinidad debido a que no han sufrido una mutacién somatica, lo cual es un paso importante del
proceso de maduracién de la afinidad que, in vivo, produce anticuerpos de alta afinidad. Sin
embargo, hay reportes que han descrito el aislamiento de fragmentos scFv con afinidades
subnanomolares a partir de bibliotecas construidas a partir de donadores no inmunizados
(Vaughan, T., y col., 1996). Una ventaja del desplegamiento sobre la tecnologia del hibridoma es
la habilidad de seleccionar anticuerpos de alta afinidad y especificos contra antigenos que tienen
una inmunogenicidad baja. Generalmente se cree que con multiples rondas de tamizado y
reamplificacidon hay una seleccion de clonas que se unen con alta afinidad, sin embargo, a
menudo este no es el caso debido a problemas asociados con el enriquecimiento por anticuerpos
especificos con alta afinidad.

El desplegamiento también ha proveido un nuevo acercamiento al disefio de vacunas y a la
busqueda de anticuerpos con potencial terapéutico. Ademas ha sido aplicado en el estudio de
interacciones antigeno- anticuerpo.



Los anticuerpos contra carbohidratos juegan un rol importante en la respuesta inmunoldgica
contra varios patdogenos aunque, estos anticuerpos tienden a ser de baja afinidad y se conoce
relativamente poco de ellos en cuanto a sus interacciones. El desplegamiento en bacteriéfago ha
sido utilizado para aislar fragmentos Fab de baja afinidad que unen carbohidratos de importancia
médica. Ha facilitado el aislamiento de fragmentos de anticuerpos recombinantes por marcaje
intracelular de terapeuticos.

Puede ser utilizado para la obtencién de informacién estructural de antigenos en casos
donde la cristalografia de rayos X y la resonancia espectroscopica magnética nuclear son dificiles
e emplear.

Finalmente, puede permitir la produccion de fragmentos de anticuerpos solubles en E. coli
con potencial para ser aplicados en diagndstico y terapia. Sin embargo, estos avances en la
produccion de anticuerpos se han limitado debido a las dificultades de producir y purificar las
cantidades de anticuerpos que pueden ser obtenidos actualmente por la tecnologia de hibridoma.

2.2.4.3 Desplegamiento en bacteriéfago de péptidos

Aunque muchas bibliotecas de fragmentos de anticuerpos han sido dirigidas hacia
moléculas unidoras con las especificaciones deseadas, las bibliotecas de péptidos no han sido
sesgadas comparativamente. Generalmente, los oligonucledétidos al azar son construidos de tal
manera que contengan codones para todos los aminoacidos, y minimizando el numero de
codones de paro. Estos oligonucledtidos son clonados en genes que codifican para las proteinas
de superficie, lo que resulta en el desplegamiento en bacteriéfago de péptidos al azar en su
superficie. Las bibliotecas de péptidos al azar han sido construidas con un largo de inserto que va
de 6 a 43 residuos con una variedad de inhibidores inducidos por cisteina. Dichas bibliotecas
sirven para incrementar la diversidad de estructuras moleculares que estan disponibles para la
seleccién por afinidad. Los péptidos que interactuan con un rango de moléculas, como anticuerpos
monoclonales y policlonales y otras proteinas unidoras, pueden ser seleccionadas sin tener un
conocimiento previo de su estructura o sitios de interaccion de la molécula diana. Entonces, el
desplegamiento de bibliotecas peptidicas puede jugar un rol potencialmente importante en elucidar
los mecanismos que involucra la patogénesis de la enfermedad asi como el disefio de vacunas y
su desarrollo. Las interacciones que involucran carbohidratos y acidos nucleicos también son
dignas de estudiarse utilizando la tecnologia del desplegamiento de péptidos. La habilidad de
seleccionar los péptidos con las propiedades deseadas depende del tamafno y diversidad de la
biblioteca y la estrategia utilizada en la seleccion.

Las bibliotecas de péptidos al azar han sido utilizadas en una gran cantidad de aplicaciones
ademas del mapeo de epitopes y la identificacibn de mimétopos. Los ciclos de senalizacion
intracelular han sido estudiados identificando péptidos que se unen a receptores que participan en
la transduccion de la sefal. Los péptidos pequenos que poseen actividades que son comparables
con los agonistas auténticos y antagonistas han sido aislados a partir de bibiotecas de péptidos al
azar. Estas bibliotecas también han sido utilizadas para identificar ligandos de péptidos y
substratos de proteinas y enzimas asi como para seleccionar péptidos que se unen y entran a una
variedad de tipos celulares diferentes.

2.2.5 Tamizado de la biblioteca en bacteriéfago filamentoso.

El tamizado o Biopanning es el proceso mediante el cual los bacteriéfagos que expresan las
especificaciones deseadas y ciertas caracteristicas de unién son escogidos a partir de una
biblioteca de desplegamiento en bacteriéfago a partir de una serie de biomoléculas. Este
proceso usualmente involucra una reduccion regresiva en la diversidad de la biblioteca mediante
diversas rondas de seleccion. El éxito del proceso de seleccion puede depender no solamente en
el tipo de biblioteca que se utilizé sino también en el proceso utilizado para llevar a cabo la



busqueda. El proceso de tamizado generalmente involucra la inmovilizacion de una molécula
blanco a una superficie sélida, exponiéndolo directamente con la biblioteca en bacteriéfago y
eluyendo los fagos que se unieron. Los fagos eluidos usualmente se amplifican infectando E. coli y
son tamizados de nuevo utilizando la molécula inmovilizada, para permitir un enriquecimiento
posterior de aquellos fagos que se unen especificamente. Sin embargo hay, algunas variaciones
que han sido empleadas para llevarse a cabo y que han resultado en éxito. La matriz en la cual la
molécula diana es inmobilizada puede ser placas de ELISA, inmunotubos, y camas cubiertas de
poliestireno. La molécula diana puede unirse directamente a la matriz o puede unirse
indirectamente a través de un unidor (“linker”).

En algunos casos no es necesario inmovilizar la molécula diana. En el método de Fagos
Infectivos Selectivos (SIP; Selective Infective Phages) se toma ventaja de la estructura modular de
gplll. En este método, la molécula diana es expresada como proteina de fusion con los dos
dominios N-terminal de gplll. La biblioteca es expresada en el dominio C-terminal de gplll unida a
la particula fagica, la cual en la ausencia de los dominos N-terminales no es infectiva. Cuando una
particula se une a la molécula blanco, la infectividad de la particula fagica es reestablecida
permitiendo la amplificacion del fago con la especificidad deseada (Spada, y col., 1997).

La diversidad de la biblioteca utilizada, la astringencia del procedimiento de tamizado y los
métodos utilizados para eluir el fago unido son factores que afectan el resultado del tamizado. Las
condiciones utilizadas para la amplificacion de los fagos eluidos también afectaran el reslultado del
procedimiento. Los fagos eluidos infectan E. coli que poseen el F-pili, y cada fago infectara
Uunicamente una célula. Entonces las células creceran en medio liquido o sélido. La
amplificacion en un medio solido involucra el plaqueo de las células infectadas en cajas con agar y
su recuperacion de dicho medio a liquido. El cultivo de células infectadas en medio liquido no es
una labor muy ardua, sin embargo inicialmente se pensaba que el cultivo liquido promovia una
seleccidén que favorecia a aquellas clonas que tenian una ventaja de crecimiento. Esto se creia
hasta que se encontraron niveles similares de competicion entre las clonas cultivadas en medio
sélido y por lo tanto no existe una ventaja significativa en la amplificacion en cultivo liquido.
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Figura 13. Método de tamizado para la seleccion de péptidos que se unen a anticuerpos
especificos. Los anticuerpos son inmovilizados en placas para microtitulacion y se ponen en
contacto con la biblioteca a tamizar. Los bacteriéfagos que no se unen a los anticuerpos son
lavados y los que se unen son eluidos y amplificados en medio de cultivo liquido. Los fagos
seleccionados se someten a otros ciclos hasta completar varias rondas. Finalmente se
identifican aquellas secuencias que son comunes y se determina su reactividad por ensayos
inmunoldgicos como ELISA. (Tomado de Spada, y col., 1997)



3. HIPOTESIS

La seleccion y la caracterizacidon de clonas individuales a partir de una biblioteca de
expresion de Anaplasma marginale construida en el bacteriéfago filamentoso que expresan
epitopos relevantes, proveera de informacion genética Gtil para la futura produccion de vacunas y
métodos de diagndstico necesarios para la industria ganadera.

4. OBJETIVO GENERAL

Seleccionar y caracterizar clonas que expresen epitopos de Anaplasma marginale a partir
de una biblioteca de expresion de despliegue en bacteriéfagos filamentosos.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

5.1 Expander y caracterizar una biblioteca de expresion de Anaplasma marginale en el
fagémido pHage 3.2.

5.2 Obtener y caracterizar los antigenos de Anaplasma marginale.

5.3 Obtener de la concentracion de los antisueros provenientes de bovinos inmunizados
experimentalmente con Anaplasma marginale, su peso molecular por Electroforesis
en gel de Agarosa y su afinidad a los antigenos de Anaplasma marginale por ensayo
de ELISA.

5.4 Tamizado de la biblioteca de expresion con antisueros especificos.

5.5 Obtener a partir de las clonas seleccionadas, el grado de afinidad con respecto a los
anticuerpos 1gG2 especificos para Anaplasma marginale por ensayo de ELISA
ademas de la secuencia de la proteina acoplaca y su respectiva correspondencia con
el gen que la codifica.



6. METODOLOGIA

6.1 Caracterizacion de la biblioteca de expresion de Anaplasma marginale en forma de ADN.

La biblioteca utilizada en esta investigacion es una biblioteca de expresion de despliegue en la
superficie de bacteriéfagos filamentosos producida mediante la clonacién de fragmentos
genomicos de 700-1,000 pb obtenidos por digestion parcial con las enzimas Rsal, Alul, y Haelll en
el sitio EcoRV del fagémido 3.2; trabajo llevado a cabo por la M en C. Verdnica Ocampo Espinoza
para la obtencion del grado con la tesis “Construccion de bibliotecas gendmica y de expresion
genética para la identificacion de antigenos de Anaplasma marginale.” (Julio, 2004)

La caracterizacion de la biblioteca se llevé a cabo inicialmente por la cuantificacién del material
genético mediante fluorometria utilizando una solucién amortiguadora para fluorometria de rango
bajo de ADN (10 a 500 ng/uL) y un estdndar de ADN (A DNA/HindIIl) con una concentracion de
100 ng/uL. Posteriormente se separ6 por electroforesis en un gel de Agarosa al 1% cargando 5.0
uL de la biblioteca equivalentes a 315 ng de ADN. Para el corrimiento del gel se utilizdé solucion
Amortiguadora TAE 1X y una corriente constante de 72 volts por 1 hora.

6.2 Obtencién de bacteriéfagos recombinantes. Construccion de la biblioteca primaria.

Para obtener la biblioteca primaria se transformaron por choque térmico células XL1-BLUE
MRF’ (Stratagene) con 50 ng de DNA de la biblioteca y se agregé 1ml de medio 2xYT ( Triptona
16 g, extracto de levadura 10 g, NaCl 5 g, pH 7 / 1 litro) conteniendo glucosa al 2%, pasada la
incubacion de 1 hora a 37°C con agitacién a 250 rpm; se tomaron 10ul de células transformadas
para la determinacién del niumero de clonas transformantes (nimero de colonias resistentes a
ampicilina recuperadas después de la transformacion). El titulo de la transformacion es
determinado por la siguiente férmula:

# clonas transformantes = # de colonias x factor de dilucién (0) x 100

El resto de las células (990 pL) se dejaron crecer por 6 horas adicionales con 100ug/mL de
ampicilina para permitir el crecimiento de los fagémidos recombinantes.

6.3 Rescate de los fagos recombinantes. Superinfeccion con el bacteriéfago ayudador M13K07.

Para rescatar los fagos recombinantes, se agregaron a 500 pL de los 990 uL de la biblioteca,
9.4 mL de medio 2xYT conteniendo glucosa y ampicilina y 100 uL del fago ayudador M13KO07
(New England Biolabs) con un titulo de 1x10'* ufp continuando con el crecimiento durante 2 horas
adicionales. Se realiz6 una centrifigacion a 2,000 x g/10’ descartando el sobrenadante y el pellet
fue resuspendido en 10 mL de 2xYT con ampicilina y kanamicina (100 pg/mL) incubando de 12-20
horas a 37°C con agitacion a 300 rpm. Finalmente los fagos recombinantes se recuperaron por
centrifugacion a 10,000 x g/20’ descartando la pastilla y fueron almacenados a 4°C para su
posterior titulacion. Esta biblioteca se tituld6 mediante la infeccion de células XL1-BLUE MRF
(Stratagene) en fase de crecimiento logaritmico, haciendo diluciones seriadas desde 10 hasta 10
° en medio 2XYT; 100pL de las diluciones 10°, 107, 10® y 10° se mezclaron por separado con
100uL de cada una de las células correspondientes incubando durante 30" a temperatura
ambiente. Finalmente fueron esparcidas en placas de 2XYT ampicilina e incubadas toda la noche
a 37°C para su crecimiento. El titulo de células infectadas se calculé empleando la siguiente
férmula:



Unidades formadoras de colonias/mL =  (# colonias en la placa) x factor de dilucién
0.5x0.1mL

El titulo de células infectadas (ufc/mL) = titulo de la biblioteca (ufp/mL)
6.4 Determinacion de clonas positivas presentes en la biblioteca de expresion.

Para corroborar el porcentaje de clonas que incorporaron insertos de 700-1000 pb de ADN de
Anaplasma marginale en la biblioteca de expresién de la rickettsia en el pHage 3.2, se realiz6 el
ensayo de PCR con iniciadores especificos para el vector que alinean en los extremos del sitio de
clonacion, para con ello observar la amplificacion de un fragmento de 370 pb correspondiente a
los vectores pHage 3.2 que no incorporaron inserto alguno, o fragmentos de entre 1070-1370 pb
para aquellos que incorporaron los insertos.

Los iniciadores de PCR utilizados fueron los siguientes:

PHage 3.2 F: 5" CAG CTATGA CCATGATTACG &
PHage 3.2 R: 5" CCT CAT AGT TAG CGT AACGA &

Para la reaccion de amplificacién se emplearon las colonias recuperadas de la infeccién de
células XL1-BLUE MRF’(Stratagene). De las colonias obtenidas se recolectaron con una punta de
pipeta 40 colonias, se suspendieron en 10 uL de agua y fueron desnaturalizadas a 95°C/10'. De
esas clonas desnaturalizadas sélo 5 uL se agregaron con el buffer de reaccion de PCR. Posterior
al ensayo de PCR se separo por electroforesis una muestra (10 uL) en geles de agarosa al 1% de
cada una de las reacciones para determinar el porcentaje de clonas positivas con base en el
tamafio de los fragmentos amplificados y al numero de clonas negativas (las que amplificaron solo
el fragmento correspondiente al vector sin insertos). Con lo anterior se pudo determinar el
porcentaje de clonas que presentan insertos correspondientes a los fragmentos de 700-1000 pb
de DNA de A. marginale, haciendo un estimado del tamafio de la biblioteca.

6.5 Preparacion de cuerpos iniciales de Anaplasma marginale a partir de glébulos rojos infectados.

La extraccion y purificacion de cuerpos iniciales de A. marginale de la cepa MEX-17 (Unidad de
Anaplasmosis, CENID-Parasitologia Veterinaria, INIFAP) se realiz6 mediante la técnica descrita
por Palmer y McGuire en 1984 y modificada por Barigye, 2004, como sigue: 35 mL de glébulos
rojos infectados (g.r.i.) que contenian el equivalente a 2.16 x 10 g.r.i. y 94 % de parasitemia,
fueron descongelados en forma rapida en bafio maria a 37°C. Inicialmente se centrifugaron a 1000
X g para eliminar los glébulos blancos y sus ndcleos y se lavaron cuatro veces resuspendiendo en
40 mL de solucion salina de Puck 1x (KCl 0.40 g, KH,PO,4 0.15 g, NaCl 8.0 g, Na,HPO*- 7H,0
0.29 g por Litro, pH 7.2) adicionada con gentamicina (5ug/mL), centrifugando a 10,000 x g durante
30 minutos a 4°C. El sedimento se resuspendié en 10 mL de la misma solucién de lavado y se
sometid a ruptura por ondas de ultrasonido con un Sonic Dismembartor (Fisher®) por 5’ a 50% de
potencia con una micropunta de 3mm de diametro con intervalos de descanso de 30 segundos por
cada minuto. Los cuerpos iniciales se lavaron con solucién salina de Puck 1x centrifugando 15’ a
10,000 x g y resuspendiendo en un volumen final de 5 mL. Para eliminar los restos de la
membrana de los eritrocitos, los cuerpos iniciales fueron purificados haciéndolos pasar por un
gradiente de sacarosa (de 10 a 50% de Sacarosa) mediante centrifugacion en una centrifuga de
angulo fijo a 7,000 x g/ 25’. Los cuerpos iniciales fueron recuperados resuspendiéndolos en 1 mL
de solucion salina de Puck 1x. Finalmente, se procedié a la caracterizacion de los cuerpos
iniciales mediante cuantificacién de la cantidad de proteina por el ensayo de Bradford (BioRad)
utilizando como estandar una solucién de BSA 100 pug/mL y por electroforesis en gel de Acrilamida



al 12% en condiciones reductoras llevando a cabo la separacion a 50 volts por 2 horas. El gel fue
tefiido con Azul de Coomasie.

6.6 Evaluacion del antigeno de Anaplasma marginale por ensayo de ELISA.

La evaluacion del antigeno purificado de la rickettsia fue llevado a cabo sensibilizando una
placa de 96 pozos planos (Nunc-Immuno Plates) con concentraciones del antigeno a evaluar entre
0.003 y 0.2 ug de proteina por pozo en solucién amortiguadora de carbonatos 1x; incubando toda
la noche a 4°C. Después del lavado de la placa con SSAF-T se adicionaron los sueros Positivo y
Negativo a una concentracion constante de 5 ug de proteina total por pozo, la incubacién se llevé
a cabo a una temperatura de 37°C y por un tiempo de 1 hora. El anticuerpo anti-lgG bovino
conjugado con fosfatasa alcalina (ImmunoJackson Research) fue adicionado a una dilucion
1:25,000 e incubado por 1 hora a 37°C. El sustrato p-NPP (ImmunoJackson Research) fue
adicionado en una concentraciéon de 0.075% en solucion Amortiguadora Tris 20 mM agregando
100 uL por pozo y cuando la reaccion colorida se llevd a cabo se leyo la placa en un
espectrofotometro a 405 nm (Beckman Coulter Spectrofotdmeter DTX 880 Multimode Detector).

6.7 Evaluacion de los anticuerpos de sueros de animales por ensayo de ELISA.

El ensayo de ELISA fue llevado a cabo sensibilizando una placa estandar de 96 pozos planos
(Nunc-lImmuno Plates) con 0.1 ug de proteina del antigeno de Anaplasma marginale (cuerpos
iniciales) por pozo en solucion amortiguadora de carbonatos 1x; la placa se incubé toda la noche a
4°C y al dia siguiente se lavé 3 veces con Solucion salina amortiguadora de fosfatos con Tween
0.1% (SSAF-T) adicionando 200 uL para cada lavado. Posteriormente se adicionaron los sueros
problema en concentraciones desde 0.1 a 5.0 ug de proteina por pozo y se dej6 incubar la placa a
37°C por 1 hora. Después del lavado de la placa con SSAF-T se adiciond el anticuerpo anti-IgG
bovino conjugado con fosfatasa alcalina (ImmunoJackson Research) en una dilucion de 1:25,000,
agregando 200 uL por pozo e incubando 1 hora a 37°C. La placa finalmente fue revelada con el
sustrato p-nitrofenilfosfato (p-NPP ImmunoJackson Research) en una concentracién de 0.075%, y
fue leida en un espectrofotometro a una longitud de onda de 405 nm (Beckman Coulter
Spectrofotometer DTX 880 Multimode Detector).

6.8 Purificacién de anticuerpos IgG2 a partir de sueros de animales infectados experimentalmente
con Anaplasma marginale por cromatografia de intercambio iénico.

Inicialmente el suero proveniente de animales infectados experimentalmente fue dializado con
1 litro de la solucién amortiguadora de equilibrio 1X (Solucién amortiguadora de Tris HCI 0.1 M pH
8.6) a una temperatura de 4°C llevandose a cabo dicho proceso durante toda la noche. La
purificacion se llevé a cabo utilizando una columna de DEAE/Sephadex de 30 mL y el
cromatégrafo BioRad®. La corrida se llevo a cabo inicialmente lavando la columna con 50 mL
solucién amortiguadora de equilibrio. La muestra ya dializada fue colocada en la columna
adicionando un volumen de 4 mL. Una vez que la muestra pasa por la columna ésta fue lavada
con la misma solucion de equilibrio siendo necesario lavar con 50 mL de la solucion amortiguadora
hasta que en el cromatograma no detectase ninguna sefial; hay que recalcar que esta fraccion es
la que debe de conservarse ya que es en esta en donde se encuentran las IgG2. Finalmente la
solucion utilizada para eluir los anticuerpos IgG retenidos fue Glicina-HCI 0.1 M pH 3.0. La fraccion
no unida se concentrd con columnas Centricdn (Millipore) de 50 kDa centrifugando a 4,000 rpm
por 15 haciendo lavados con Tris-HCI 0.1M pH 7.0. Para confirmar la presencia de
inmunoglobulina, una cantidad de la muestra se somete a electroforesis en gel de Acrilamida-bis al
10% las muestras fueron separadas mediante electroforesis en gel en condiciones reductoras por
1 hora a 150 volts para visualizar las cadenas ligeras y pesadas de los anticuerpos IgG.



6.9 Verificacion de la pureza de los anticuerpos IgG2 purificados por ensayo de ELISA.

Para conocer el nivel de pureza de los anticuerpos IgG2 purificados se llevé a cabo un ensayo
de ELISA sensibilizando la placa de 96 pozos con los anticuerpos purificados y los estandares de
lgG1 e 1gG2 (ImmunoJackson Research); la cual se llevd a cabo por toda la noche a 4°C. Se
utilizaron anticuerpos monoclonales anti- IgG1 e IgG2 bovino (ImmunoJackson Research) en una
dilucion 1:1000 dejando llevarse a cabo la reaccion por 1 hora a 37°C, el conjugado utilizado para
la reaccion fue anti-IgG conejo acoplado a fosfatasa alcalina (ImmunoJackson Research) en una
dilucion de 1: 1000. Para revelar el resultado se utilizé el sustrato p-NPP (ImmunoJackson
Research) en una concentracion de 40 mg/mL en solucion amortiguadora Tris 20 mM. La placa
fue leida en un espectrofotobmetro a una longitud de onda de 405 nm (Beckman Coulter
Spectrofotdmeter DTX 880 Multimode Detector).

6.10 Titulacion de la actividad de los anticuerpos IgG2 purificados por ensayo de ELISA.

La determinacion de la actividad de los anticuerpos IgG2 purificados fue determinada mediante
un ensayo de ELISA utilizando el antigeno de Anaplasma marginale purificado en una
concentracion constante de 0.1ug de proteina por cada pozo para la sensibilizacion de la placa de
96 pozos. Esta se llevo a cabo a 4°C por toda la noche. La reaccion antigeno-anticuerpo fue
realizada colocando diferentes concentraciones de 1gG2 que fueron desde 0.2 hasta 1.5 ug de
proteina por pozo; ésta fue llevada a cabo a una temperatura de 37°C por 1 hora. El anticuerpo
anti-lgG bovino conjugado con fosfatasa alcalina (ImmunoJackson Research) se adicion6 en una
dilucion de 1:15,000 y se incubo por 1 hora a 37°C. El revelado tuvo lugar mediante la adicion del
sustrato p-NPP (ImmunoJackson Research) en una concentracion de 0.075%; la placa se ley6 en
un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 405 nm (Beckman Coulter Spectrofotdmeter DTX
880 Multimode Detector).

6.11 Seleccion de anticuerpos IgG2 especificos para el antigeno de Anaplasma marginale por
cromatografia de afinidad.

Para la obtencion de anticuerpos altamente especificos para los antigenos de Anaplasma
marginale se utiliz6 una matriz de Sefarosa activada con NHS (NHS-activated Sepharose 4 Fast
Flow® de Amersham Biosciences) empacando la columna de 1mL con 250 pL de NHS-activated
Sepharose 4 Fast Flow® (GE Healthcare Bio-Sciences) y se dejé 2 horas a 4°C para que la matriz
se compactara. Se lavd la columna con 2.5 mL (diez volimenes de columna) de la solucion
acidificadora 1M HCI a 4°C; adicionando poco a poco para que pase lentamente hasta completar
el volumen. El eluido se descarta. Se prepara la soluciéon de acoplamiento centrifugando 750 uL
del antigeno de Anaplasma marginale a 8,000 rpm a 4°C y el boton se resuspende en 125 uL de
la solucion amortiguadora de acoplamiento 0.2 M NaHCOg3; 0.5 M NaCl; pH 8.3 (NaHCO3: 0.219 :
0.2 M:10 mL; NaCl: 0.29 g:0.5 M:10 mL) a 4°C (5-10 mg/mL del antigeno en solucion
amortiguadora de acoplamiento; el volumen 6ptimo es un volumen de columna). Se adicioné la
solucion de acoplamiento (ya con el antigeno) a la columna sellando la parte inferior de la misma y
dejando que el acoplamiento se lleve a cabo toda la noche a 4°C.

Una vez que se ha acoplado el antigeno se lavé la columna para eluir aquello que no se pego6;
inicialmente se lavando con 1 mL (un volumen de columna) de la solucién amortiguadora de
bloqueo (0.1 M Tris-HCI: pH 8.5 (0.16 g:0.1 M:10 mL); permitiendo que pase lentamente
manteniendo una temperatura de 4°C; después, se hace pasar 1 mL (un volumen de columna) de
la solucion de lavado (0.1 M CH3COONa-3H,0; 0.5 M NaCl; pH 4.0 (CH;COONa-3H,0: 0.14 g:0.1



M:10 mL; NaCl: 0.29 g:0.5 M:10 mL). Se repiten los lavados tanto con la solucion de bloqueo
como con la de lavado 4 veces mas con el mismo volumen.

Para evitar que cualquier grupo del medio que no fue unido al antigeno interfiera en la

purificacion éste debe ser bloqueado adicionando 500 uL de la solucién amortiguadora de bloqueo
y manteniendo la matriz a 4°C por al menos 4 horas. Después se lava la columna con 4 mL
(cuatro volumenes de columna) de la solucion amortiguadora de equilibrio haciendo que pase
lentamente.
La purificacion de los anticuerpos 1gG2 especificos se lleva a cabo equilibrando la columna con el
volumen correspondiente, se adicionan 0.5 mL los anticuerpos 1gG2 que han de ser purificados
cuidando de no atrapar burbujas. Se deja incubar la columna con los anticuerpos por al
menos 2 horas a 4°C. Se lavan los anticuerpos que no se pegaron al antigeno con
aproximadamente 7 mL (siete volumenes de columna) de solucién amortiguadora de equilibrio;
recolectando las fracciones de 300 uL en tubos limpios y determinando cantidad de proteina por el
método de Bradford (75 uL de PBS, 20 uL del Reactivo de Bradford (BioRad) sin diluir y 5 pL de
muestra/pozo; agitar y leer a 595 nm) hasta que la absorbancia sea la misma que el blanco. La
elusion de los anticuerpos se da mediante la solucién amortiguadora de elusion (0.1 M Glicina-
HCI; pH 2.7), haciéndola pasar a través de la columna y hasta completar aproximadamente 10 mL
(diez volumenes de columna) de solucién amortiguadora de elusién recolectando fracciones de
300 puL y determinando la cantidad de proteina por el método de Bradford (como en el paso
anterior) hasta que la absorbancia sea la misma que el blanco. Para neutralizar el pH de la
solucion amortiguadora de elusion se adicionan 60 uL de la solucion amortiguadora neutralizante.

Finalmente se concentran las fracciones en las cuales se encuentran los anticuerpos eluidos
(de acuerdo al ensayo de Bradford) con columnas de 30 kDa (Centricon 30) centrifugando 1 mL a
4,000 rpm por 5 minutos. Se lavan 2 veces los anticuerpos con 2 mL de la solucién amortiguadora
de equilibrio centrifugando a 4,000 rpm por 10 minutos o hasta obtener el volumen deseado. Se
visualizan los anticuerpos corriéndolos en un gel de Acrilamida-bis acrilamida al 10 % en
condiciones reductoras y finalmente los anticuerpos que no se ocupen se almacenan 4°C hasta su
utilizacion.

6.12 Caracterizacion de los anticuerpos seleccionados con el antigeno de Anaplasma marginale
por ensayo de ELISA.

La determinacion de la actividad de los anticuerpos 1gG2 purificados fue determinada mediante
un ensayo de ELISA utilizando el antigeno de Anaplasma marginale purificado en una
concentracion constante de 0.1ug de proteina por cada pozo para la sensibilizacion de la placa de
96 pozos. Esta se llevo a cabo a 4°C por toda la noche. La reaccion antigeno-anticuerpo fue
realizada colocando diferentes concentraciones de 1gG2 que fueron desde 0.2 hasta 1.5 pug de
proteina por pozo; ésta fue llevada a cabo a una temperatura de 37°C por 1 hora. El anticuerpo
anti-lgG bovino conjugado con fosfatasa alcalina (ImmunoJackson Research) se adiciond en una
dilucion de 1:15,000 y se incubd por 1 hora a 37°C. El revelado tuvo lugar mediante la adicion del
sustrato p-NPP (ImmunoJackson Research) en una concentracion de 0.075%; la placa se ley6 en
un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 405 nm (Beckman Coulter Spectrofotometer DTX
880 Multimode Detector).

6.13 Caracterizacion de los anticuerpos que reconocen al antigeno de Anaplasma marginale por
ensayo de Western Blot.

Para una identificacion mas precisa de la afinidad de los anticuerpos seleccionados para
con el antigeno de A. marginale se lleva a cabo un ensayo que consiste en la separacion de las
proteinas que conforman el antigeno de la rickettsia por su peso molecular mediante la



electroforesis en gel de acrilamida-bis-acrilamida; una vez que han sido separadas son
transferidas por una corriente electroforética a una membrana, la cual, es revelada poniéndola en
contacto con los anticuerpos a los cuales son afines al antigeno. La anterior se llevdé a cabo
utilizando un gel de acrilamida-bis-acrilamida al 12% en su gel inferior y al 4% en su gel superior
en condiciones reductoras y separando el 150 uL antigeno con una corriente electrica de 100 volts
por 2 horas. La transferencia de las proteinas se llevé a cabo utilizando una membrana de PVDF
(BioRad®) activada con Metanol absoluto por 2 minutos a 4°C y equilibrada con la solucion
amortiguadora de transferencia a 4°C por 15 minutos. La corriente electrica utilizada fue de 100
volts por 30 minutos utilzando el sistema semiseco de BioRad®. La membrana con las proteinas
transferidas fue blogueada con la solucion amortiguadora de blogueo (SSAF-T con 5% leche
descremada) por 1 hora a temperatura ambiente con agitacion constante a 200 rpm. La membrana
es lavada por 3 veces utilizando 10 mL de la solucion salina amortiguadora de lavado (SSAF-T).
Para llevar a cabo la reaccion Antieno-Anticuerpo se utiliza una dilucién 1 a 10 de:

a) Suero Positivo

b) Suero Negativo

c) lgG2 especificas para el antigeno
Utilizando 2 mL de cada dilucién e incubando toda la noche a 4°C con agitacién constante a 200
rpm. Una vez que se ha lavado la membrana 3 veces con 2 mL de SSAF-T se procede a adicionar
el conjugado anti-IgG bovino/fosfatasa alcalina (ImmunoJackson Research) en una concentracion
de 1:1000 adicionando 1 mL a cada tira, incubando 2 horas a temperatura ambiente y con
agitacion constante a 50 rpm. Finalmente para revelar se adicioné el substrato pre-preparado
BCIP/NBT (BD Biosciences) por 10 minutos en obscuridad. Para detener la reaccion se lava con
suficiente agua. Secar a temperatura ambiente.

6.14 Tamizado de la biblioteca de expresion de Anaplasma marginale con los anticuerpos 1gG2
especificos.

Para llevar a cabo el tamizado de la biblioteca de expresion fueron sensibilizados 3 pozos por
duplicado con las siguientes concentraciones de 1gG2 purificadas:
+ Primer ciclo: 1 ng de proteina por pozo
+ Segundo ciclo: 0.75 ug de proteina por pozo
+ Tercer ciclo: 0.5 pg de proteina por pozo

Las condiciones de sensibilizacién de los pozos fueron: 4°C toda la noche.

Para el primer ciclo, se tamizaron 1.0X10'° ufc provenientes de la biblioteca de expresién
dejando llevarse a cabo la seleccion de las clonas por 1 hora a 37°C. La eliminacién de aquellas
clonas que no fueron unidas se llevé a cabo mediante 8 lavados con 200 uL cada uno con SSAF-
T. Las clonas seleccionadas fueron recuperadas mediante la infeccién de 100 uL de células XL1-
BLUE MRF’ (Stratagene) en la fase de crecimiento logaritmico durante 30 minutos a 37°C. Una
vez que las bacterias fueron infectadas, fueron amplificadas creciendo las bacterias XL1-BLUE
MRF’ (Stratagene) infectadas en 2 mL de medio 2XYT/Glucosa 1 hora a 37°C. Posteriormente se
llevé a cabo la superinfeccién con el fago ayudador M13K07 en una concentracién de 5X10° ufp
en 1 mL del medio de cultivo adicionado con ampilicina en una concentracion de 100 pg/mL
durante 1 hora a 37°C. El cultivo fue transferido a un tubo de centrifuga y se centrifugé a 2,000 X
g/10" a 4°C. Se removid y eliminé el sobrenadante. El pellet de células se resuspendié en 10 mL
del medio 2XYT/amp/kan y fue incubado 37°C toda la noche con agitacion a 250 rpm. Al siguiente
dia se centrifugo el cultivo a 10,000 Xg/20’ a 4°C. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio
y recentrifugado a 10,000 Xg/10'. Posteriormente la biblioteca enriquecida con los fagos fue
purificada adicionando 10 mL de una solucion amortiguadora de bloqueo (BSA 1%/SSAF-T) e
incubando a 4°C por minimo 10 minutos. Para precipitar el fago se agregaron 4 mL de PEG al



20% y se incuba la mezcla a 4°C por al menos 1 hora. Finalmente se centrifug6 a 10,000 Xg/20’ a
4°C, se descargo6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 1 mL de PBS. Se lleva a cabo la
titulacion de la biblioteca enriquecida y purificada mediante la infeccion de 100 uL células XL1-
BLUE MRF’ (Stratagene) en su fase de crecimiento logaritimico y creciéndolas en placas con
medio sdlido de LB adicionado con ampiliclina 100 pg/mL.

Para el segundo ciclo se tamizaron 1.4X10° ufc provenientes de la biblioteca enriquecida y
purificada por el primer ciclo de tamizado y en el tercer ciclo se tamizaron 1.1X10°® ufc
provenientes de la biblioteca enriquecida y purificada por el segundo ciclo de tamizado. Se llevo a
cabo la titulacion de la biblioteca enriquecida por los tres ciclos consecutivos del tamizado
infectando 100 pL de células XL1-BLUE MRF’ (Stratagene) en fase de crecimiento logaritmico con
diluciones consecutivas entre 1X10? hasta 1X10° y espatulando las bacterias infectadas en medio
de cultivo LB/ampicilina, se dejaron crecer toda la noche a 37°C. Una vez que han crecido las
colonias fueron contadas y fue calculado el titulo de la biblioteca con la misma formula
especificada en el punto nimero 3.

6.15 Seleccion de clonas individuales provenientes del ciclo 3 del tamizado de la biblioteca de
expresion.

Las clonas individuales fueron seleccionadas a partir de las cajas utilizadas para la titulacion de
la biblioteca enriquecida y purificada por los tres ciclos del tamizado, utilizando puntas de
micropipeta hasta completar 30 colonias. Las colonias fueron resuspendidas en 400 uL de medio
2XYT/ampicilina/glucosa y dejadas crecer toda la noche a 37°C con agitacion constante a 250
rom. Estos medios con los fagos se consideran los “Stocks” de las clonas individuales en XL1-
BLUE MRF’'(Stratagene). De los “Stocks” de las clonas individuales se tomaron 50 plL los cuales
fueron sometidos a superinfeccién con 5X10° ufp del fago ayudador M13K07 en medio de cultivo
2XYT/ampicilina/glucosa incubando 2 horas a 37°C con agitacion a 250 rpm. Las superinfecciones
fueron centrifugadas a 14,000 rpm/5’; eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet en
400 uL de medio 2XYT/ampicilina/kanamicina, éstos cultivos fueron incubados toda la noche a
37°C con agitacion a 250 rpm. A continuacion fueron purificados los fagos de las clonas
individuales por precipitacion con PEG 20 adicionando inicialmente 300 uL de la solucién
amortiguadora de bloqueo (BSA 1%/SSAF-T) e incubando a 4°C/10’. Para la precipitacion fueron
adicionados 120 uL de PEG 20 y la mezcla fue incubada por al menos 2 horas a 4°C. Los fagos
fueron recuperados mediante centrifugacion a 10,000 x g/20’ a 4°C, el sobrenadante fue eliminado
y los fagos fueron resuspendidos en 100 puL de SSAF. Una vez que los fagos individuales
estuvieron listos fueron titulados en placas de LB/ampicilina mediante la infeccion de células XL1-
BLUE MRF’ (Stratagene) en fase de crecimiento logaritmico.

6.16 Caracterizacion de las clonas individuales por ensayo de ELISA.

El ensayo de ELISA fue llevado a cabo sensibilizando los pozos de la placa de 96 pozos
(Nunclmmuno plates) con 5 ug de proteina de las IgG2 seleccionadas con el antigeno dejando
incubarse durante toda la noche a 4°C. Los fagos fueron adicionados a la placa sensibilizada
adicionando: 1x10* ufc de las clonas que tienen un titulo igual 0 menor a 1X10° ufc, 1X10° ufc de
aquellas cuyo titulo es igual o menor a 1X10® 6 1X10° ufc por cada pozo y por duplicado
Gnicamente de aquellas que tienen un titulo igual o menor a 1X10%; la incubacién fue a
temperatura ambiente por 2 horas. En seguida de lavar aquellos fagos que no fueron unidos por
los anticuerpos se adicioné el anticuerpo anti-M13 plll acoplado a peroxidasa (ImmunoJackson
Research) en una dilucion 1:5000 incubando por 1 hora a 37°C. El substrato utilizado para la
reaccion fue ABTS en una concentracion de 40 mg/ 100 mL. Para la lectura de la placa se utilizd
un espectrofotometro a una longitud de onda de 405 nm.



6.17 Caracterizacion de las clonas individuales seleccionadas por secuenciacion.

La informacién genética de los bacteriéfagos recombinantes seleccionados con los anticuerpos
IgG2 purificados por afinidad con el antigeno de A. marginale fue obtenida por secuenciacion
lisando células infectadas con los fagos sometiéndolas a una temperatura de 95°C/10’. Para la
reaccion de secuenciacion se utilizo el iniciador F' de M13. Una vez obtenido suficiente material
genético para la reaccion de secuenciacion (>200 ng) se utilizd el kit de secuenciacion Big Dye
v.3. La informacion obtenida fue analizada en el programa de computadora Chromas Pro.



7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion de la biblioteca de expresion de Anaplasma marginale en forma de ADN.

La cantidad de ADN de la biblioteca de expresion determinada por fluorometria es de 63 ng
de ADN por cada uL de la biblioteca de expresion de Anaplasma marginale teniendo en total de
126 ng en los 2 mL de la biblioteca.

La integridad del material genético fue verificada por la electroforesis (Figura 14), el cual
nos muestra para la biblioteca de Anaplasma marginale un par de bandas definidas: una que se
encuentra alrededor de 6,000 y 7,000 pb y la otra de menos de 3,600 pb; ademas de estas
podemos observar bandas dispersas lo cual se traduce en material genético degradado. Es
importante sefialar que lo anterior no tiene un impacto negativo para lo efectos de este estudio,
debido a que la gran mayoria del material genético se encuentra en Optimas condiciones de
trabajo asi que la biblioteca en forma de ADN se encuentra con una calidad “aceptable” para la
transformacion de las células.
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Figura 14. Electroforesis en gel de Agarosa al 1% de
la biblioteca en forma de ADN de Anaplasma
marginale (Biblioteca) 1.- Marcador de Peso
Molecular; 2.- Biblioteca.

7.2 Obtencién de bacteriéfagos recombinantes. Construccion de la biblioteca primaria.

De la transformacion de células competentes XL1-BLUE MRF’ con 50 ng de ADN de la
biblioteca en construida en al vector pHage 3.2 se obtuvo un total de 2.03 x 10° ufc, lo anterior
puede considerarse como que la transfomacién fue eficiente. Dicha dantidad de ufc corresponde a
4.6 x 10° ufc por pg de ADN. Para amplificar la biblioteca ya en el bacteriéfago filamentoso las
células transformadas se superinfectaron con el fago ayudador M13K07, el cual es el encargado
de la produccion de bacteriéfagos filamentosos que contengan el vector pHage 3.2. debido a que
es éste fago ayudador el que posee la informacion necesaria para el ensamblaje de los
bacteri6fagos y su liberacion de la célula hospedera.

7.3 Rescate de los bacteri6fagos recombinantes. Superinfeccion con el bacteriéfago ayudador
M13KO07.

Posterior a la transformacion de las células competentes se procede a la superinfeccion
para llevar a cabo la liberacién de los bacteriéfagos recombinantes utilizando 1.0 X10™ ufp del



bacteriéfago ayudador M13K07 para obtener un volumen de 10 mL de una biblioteca en forma de
bacteriéfagos recombinantes.

Para conocer la cantidad de bacteriéfagos que han incorporado el vector se procede a infectar
células XL1-BLUE MRF’ en su fase de crecimiento logaritmico y haciéndolas crecer en un medio
con Ampicilina ya que Unicamente aquellas bacterias que hayan sido infectadas con el
bacteriofago filamentoso recombinante podran crecer en un medio que ha sido ya que solo estas
poseeran el gene de resistencia a ampicilina contenido en el vector. El titulo de la biblioteca en
forma de bacteriéfagos recombinantes alcanzé un titulo de 4.94 X10'° ufc/mL, produciendo un
volumen de biblioteca de 10 mL.

7.4 Determinacion de clonas positivas presentes en la biblioteca de expresion.

Con el propésito de determinar el porcentaje de clonas en la biblioteca que incorporaron
insertos entre 700 y 1,000 pb de ADN de la biblioteca de A. marginale, se llevé a cabo una
reaccion de PCR utilizando iniciadores (primers) especificos para el vector, estos inciciadores se
unen a secuencias que se encuentran en las regiones flanqueantes del sitio multiple de clonacién
en el fagémido. De las colonias recuperadas de medio adicionado con ampicilina provenientes de
la infeccion de células XL1BLUE MRF’ con 50 ng de DNA de la biblioteca, se tomaron 50 clonas
de la biblioteca y se sometieron a la reaccion de PCR.

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los productos
de PCR de las clonas recombinantes, revelado con bromuro de
Etidio. Las clonas no recombinantes amplifican un segmento de 370
pares de bases; sefialadas con un signo negativo.

Del gel de agarosa de los productos de PCR se pueden observar bandas de diferentes
pesos moleculares; de las cuales aquellas con un peso molecular mayor de 1,094 y hasta 1,394
pb corresponden a clonas consideradas como positivas; es decir, que incorporaron el inserto y
aquellas con un peso molecular de 394 pb; que corresponde al tamafio del vector sin inserto, son
consideradas clonas negativas. Tomando los parametros explicados anteriormente se obtuvo un
porcentaje de clonas postivas o que incorporaron el inserto de: 91.07%

7.5 Preparacion de cuerpos iniciales de Anaplasma marginale a partir de globulos rojos infectados.

El antigeno de A. marginale fue purificado por la metodologia antes descrita, una vez que
los cuerpos iniciales fueron obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de acrilamida al 10%
en condiciones reductoras (Figura 16).



El perfil de bandas que presenta el antigeno de A. marginale con respecto a los reportados
anteriormente se corresponde completamente. Es importante destacar que algunas haciendo una
comparacion con el patron de bandeo de los glébulos rojos sanos podemos inferir que nuestros
cuerpos iniciales se encuentran libres de estos residuos. Ademas del antigeno podemos decir que
las proteinas provenientes de los cuerpos iniciales no se encuentran degradadas dado que las
bandas se encuentran bien definidas y de acuerdo a los pesos moleculares antes reportados.
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Figura 16. Electroforesis en gel de Acrilamida
al 10% de los cuerpos iniciales de Anaplasma
marginale. CIl: cuerpos iniciales, GRS:
glébulos rojos sanos de bovino, BSA,
Albimina Sérica Bovina; MP: marcador de
peso molecular.

7.6 Evaluacion del antigeno de Anaplasma marginale por ensayo de ELISA.

Para evaluar la reactividad del antigeno frente a los anticuerpos en suero de bovinos
infectados experimentalmente con A. marginale se llevd a cabo un ensayo de ELISA utilizando
diferentes cantidades de los cuerpos iniciales (Figura 17). Una vez que el antigeno estaba en un
soporte inmévil se adicionaron los Sueros positivos y negativos los cuéles contienen los
anticuerpos; de esta forma podemos conocer la afinidad de éstas inmunoglobulinas por el
antigeno purificado.
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Figura 17. Resultados del ensayo de ELISA de la evaluacion del Antigeno de Anaplasma
marginale con el suero de bovinos infectados (Suero Positivo y Negativo) experimentalmente
variando la concentracion de proteina del antigeno desde 0.02 pg hasta 0.2 pg.




En la grafica se muestra como a medida que la cantidad del antigeno total de Anaplasma
marginale aumenta en cada pozo, hay un aumento en la absorbancia lo cual se traduce como una
elevacion en la cantidad de anticuerpos afines al antigeno. Es importante sefialar que a diferencia
de la afinidad mostrada entre el Suero Positivo y el antigeno de A. marginale la afinidad del Suero
Negativo por el antigeno presenta valores muy por debajo de ellos. Las diferencias entre los
valores de absorbancia son demuestran la presencia en el Suero Positivo de anticuerpos que
reconocen especificamente a los antigenos de la rickettsia; lo cual, es lo requerido dado que para
este estudio se necesitan anticuerpos que identifiquen a los antigenos de A. marginale entre otras
proteinas. La cantidad 6ptima para llevar a cabo ensayos de ELISA para caracterizacion de sueros
es de 5 ug de proteina total de cuerpos iniciales purificados por pozo de ensayo.

7.7 Evaluacion de los anticuerpos presentes en los sueros de animales por ensayo de ELISA.

La afinidad de los anticuerpos presentes en los sueros de animales infectados y no
infectados con A. marginale por sus antigenos fue determinada por el ensayo de ELISA (Figura
18). La placa fue sensibilizada con una cantidad constante del antigeno de 5 ug de proteina total
por pozo y en contraparte fueron utilizadas diferentes cantidades de proteina sérica de los sueros
tanto positivo como del negativo.

En el grafico se observa claramente la afinidad de los anticuerpos presentes en el Suero
positivo con respecto al antigeno de Anaplasma marginale y hay un aumento gradual de la
Absorbancia conforme la cantidad de proteina sérica total va aumentando. En contraparte se
encuentran los datos obtenidos por la utilizacion del Suero Negativo; cuyos valores de
absorbancia traducidos como afinidad se encuentran seguramente justificicados por uniones del
tipo inespecificas, dichas uniones se deben a que en los sueros se encuentran una coleccion de
inmunoglobulinas capaces de reconocer una amplia gama de antigenos por uniones inespecificas.
Es importante tipificar los sueros a utilizar debido a que debemos garantizar que los anticuerpos
presentes en el suero identifican particularmente al antigeno de Anaplasma marginale ya que son
estas inmunoglobulinas las que se utilizan como proteina tamizadora de la biblioteca de
expresion.
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Figura 18. Resultados del ensayo de ELISA de la evaluacion de sueros positivos y negativos
de bovinos infectados experimentalmente con Anaplasma maginale.




7.8 Purificacion de anticuerpos IgG2 a partir de sueros de animales infectados experimentalmente
con Anaplasma marginale por cromatografia de intercambio iénico.

Para obtener las 1gG2 necesarias para llevar a cabo el tamizaje de la biblioteca de
desplegamiento en bacteriofago de A. marginale se llevo a cabo purificandolas por cromatografia
por intercambio i6nico (Figura 19), utilizando una matriz de DEAE/Sephadex. En esta parte es
importante recalcar que la matriz utilizada esta disefiada para unir las IgG1 ademas de otras
proteinas, asi que la fraccion de nuestro interés (aquella que contiene IgG2) es aquella que no es
afin a la matriz; por lo tanto, ésta sera la primera fraccion en salir de la columna durante la
cromatografia. En el cromatograma en el eje x se muestra el tiempo y en el eje y la absorbancia.
El primer pico corresponde como se menciond anteriormente a las IgG2; es decir la fraccion que
no se pego a la matriz de la columna y el segundo pico corresponde a la fraccion IgG1 y otras
proteinas.

Pico de elusién de IgG2

Figura 19. Cromatograma de la purificacién de anticuerpos 1gG2 por cromatografia de
intercambio i6nico.- La linea azul representa las Unidades de Absorbancia (UA) y la linea
roja la conductividad; en el eje X se observa el Tiempo en minutos. En la grafica se
especifica en cual de los dos picos salen las 1IgG2.

En el gel 1y 2 (Figura 20 a y B) se muestra el resultado de la electroforesis en gel de
Acrilamida-bis acrilamida de cada una las fracciones recuperadas en el primer pico de la
purificacion y en cada una de ellas éstas se muestra el patron de bandas caracteristico para los
anticuerpos en condiciones reductoras en el cual se muestra una banda cuyo peso molecular
corresponde a las cadenas pesadas y tiene un peso molecular de aproximadamente 50 kDa y una
segunda banda que corresponde a las cadenas ligeras y que tiene un peso molecular de 25 kDa.
Las bandas adicionales a las arriba mencionadas corresponden a proteinas como por ejemplo
BSA; y que no tienen una influencia en la afinidad por el antigeno de A. marginale.

Figura20 Ay B
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20 A: Gel 1.- Electroforesis en gel de Acrilamida al 10% de las diferentes
fracciones de 1gG2 purificadas a partir de suero de bovinos infectados
experimentalmente. SC: suero completo; Fla F8; Fracciones. MP: marcador
de peso molecular.
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20 B: Gel 2.- Electroforesis en gel de Acrilamida al 10% de las diferentes
fracciones de 1gG2 purificada a partir de suero de bovinos infectados
experimentalmente. F9 a F17; Fracciones. MP: marcador de peso molecular.

7.9 Verificacion de la pureza de lo anticuerpos 1gG2 purificados por ensayo de ELISA.

Para corroborar que las IgG’s purificadas por intercambio idnico corresponden al subtipo 2
se llevo a cabo un ensayo de ELISA (Tabla 1) utilizando anticuerpos monoclonales especificos

contra los subtipos de IgG’s: algG1 e algG2.

Tabla 1.
Blanco | Control IgG1 | Control IgG2 | Muestral | Muestra 2
1 2 3 4 5 Anticuerpo monoclonal
0.726 2171 0.439 0.582 0.562 lgG1
0.567 2.183 0.365 0.327 0.481 IgG1




C 0.576 2.253 0.346 0.366 0.473 IgG1
D 0.522 2.144 0.370 0.355 0.587 IgG1
E 0.493 0.430 3.303 3.285 3.315 IgG2
F 0.505 0.348 3.282 3.258 3.299 IgG2
G 0.415 0.423 3.315 3.247 3.323 IgG2
H 0.611 0.764 3.241 3.268 3.283 IgG2
Confirmativa | Confirmativa
de IgG2 de IgG2

En la tabla 1 se muestran los valores de Absorbancia que reflejan que la purificacién de los
anticuerpos del subtipo IgG2 fue satisfactoria tanto en la Muestra 1 como en la Muestra 2 lo cual
puede verse reflejado en los valores de Absorbancia en los pozos en los cuales el anticuerpo
monoclonal dirigido contra la IgG2 es similar con respecto a los controles para IgG2.

7.10 Titulacién de la reactividad de los anticuerpos 1gG2 purificados por ensayo de ELISA.

Para determinar si existe afinidad entre el antigeno de Anaplasma marginale y los
anticuerpos IgG2 purificados se llevo a cabo un ensayo de ELISA. En la Figura 21 se muestra la
curva de titulacion de las 1gG2 purificadas comparada con las curvas de titulacion de los sueros ya
caracterizados, la afinidad que existe entre las inmunoglobulinas purificadas por el antigeno de A.
marginale es evidente dado que muestra un valor muy por arriba de los valores obtenidos para
con el suero positivo y con el negativo, ambos previamente ensayados. Dicho reconocimento
encuentra su fundamento en el hecho de que la cantidad de proteinas depositadas en cada pozo
en el caso de las 1gG2 fueron producidas como respuesta a la presencia de la ricketsia en el
individuo experimental y por lo tanto el reconocimiento o afinidad se encuentra aumentado, a
diferencia de que la cantidad de proteina de los sueros incluye todos los tipos y subtipos de
inmunoglobulinas y ademas todas las proteinas propias de la sangre, dejando asi una cantidad de
moléculas afines a los antigenos muy reducida.
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7.11 Seleccion de anticuerpos IgG2 especificos para el antigeno de Anaplasma marginale por
cromatografia de afinidad.



Para obtener Unicamente aquellos anticuerpos que reconozcan especificamente al antigeno
de Anaplasma marginale las 1gG2 purificadas anteriormente se hacen pasar a través de una
columna a la cual se encuentra acoplado el antigeno; seleccionando Unicamente aquellas
anticuerpos afines a los antigenos de la rickettsia (Figura 22).
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Figura 22. Cromatograma de la purificacion de anticuerpos IgG2 especificos para
Anaplasma marignale. La primera fase representa el lavado de la columna de aquellos
anticuerpos que no se unieron (lavado); la segunda es en la cual aquellos anticuerpos
afines al antigeno se despegan de la columna (elusién).

Rendimiento de la columna: 0.7% (Valor calculado tomando en cuenta la cantidad de proteina que
entra a la columna y la cantidad de esta misma proteina que se retiene en la misma).

7.12 Caracterizacion de los anticuerpos seleccionados con el antigeno de Anaplasma marginale
por ensayo de ELISA.

Para llevar a cabo la caracterizacion de dichos anticuerpos, se llevaron a cabo ensayos de ELISA.
En la figura 23 se muestra la diferencia entre la afinidad de los anticuerpos altamente especificos
para el antigeno de la rickettsia con respecto a aquella afinidad del suero positivo.
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7.13 Caracterizacion de los anticuerpos que reconocen a Anaplasma marginale por Western Blot.

Otra forma de evaluar los anticuerpos es mediante la inmovilizacion del antigeno en un
soporte (membrana) previa separacion de cada una de sus proteinas de acuerdo a su peso
molecular (SDS-PAGE). Una vez que se han transferido las proteinas separadas a la membrana,
ésta se ponen en contacto con los anticuerpos primarios; aquellos que queremos evaluar, después
se adiciona el conjugado como anticuerpo secundario y finalmente se revela agregando el sustrato
correspondiente (Figura 24).
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Figura 24. Western Blot del antigeno de Anaplasma marginale con diferentes anticuerpos: 1)
Suero Positivo, 2) Suero Negativo, 3) IgG'’s totales purificadas por cromatografia de afinidad con
el Aktaprime, 4) 19G2, 5) IgG2 purificadas por intercambio i6nico, 6) 1gG1l y MP) marcador de
peso molecular.

De acuerdo a los resultados de ensayo se observan bandas mas definidas y de un color
mas intenso en aquellas membranas sensibilizadas con el antigeno que fueron puestos en
contacto con los anticuerpos IgG2 purificados por intercambio iénico, lo que se traducen como una
mayor union por afinidad especifica entre las moléculas del antigeno y las inmunoglobulinas
presentes en el purificado. Aunque al analizar los resultados no se encuentre una diferencia
avasalladora entre las intensidades de las bandas tal como en los ensayos de ELISA ésto puede
ser explicado ya que la diferencia de concentraciones entre las IgG2 purificadas por intercambio
ionico y aquellas de otras fuentes es muy grande.

Es importante sefialar que las bandas que se reconocen en cada uno de los ensayos
corresponden a los pesos moleculares de las diferentes proteinas de superfice (MSP1 a 5)

7.14 Tamizado de la biblioteca de expresiéon de Anaplasma marginale con los anticuerpos 1gG2
especificos para el antigeno.

A partir de la biblioteca de despliegue en bacteri6fago se llevaron a cabo 3 ciclos
consecutivos de seleccién empleando anticuerpos IgG2 altamente especificos para el antigeno de
A. marginale. En la tabla 2 se muestra el tamafio de la biblioteca enriquecida y purificada por cada
uno de los ciclos del tamizaje.

Tabla 2.



Ciclo | Tamafio de la biblioteca
enriquecida y purificada

1 1.26X10% ufc/mL
2 5X10° ufc/mL
3 7.16X10" ufc/mL

7.15 Seleccién de clonas individuales provenientes del tercer ciclo del tamizado de la biblioteca de
expresion.

Las clonas seleccionadas son resultado del tamizado de la biblioteca de expresion por tres
ciclos consecutivos utilizando como proteina seleccionadora anticuerpos IgG2 especificas para el
antigeno de Anaplasma marginale.

En la tabla 3 se muestra los titulos de las 17 clonas que fueron seleccionadas para
secuenciacion.

Tabla 3.
NUmero de clona Titulo
1 1.6 X 10™ufc/mL
2 1.6 X 10" °ufc/mL
3 1.3 X 10™ufc/mL
4 1.4 X 10®ufc/mL
5 8.3 X 10"ufc/mL
6 1.4 X 10*°ufc/mL
7 1.06 X 10 ufc/mL
8 1.75 X 10™ufc/mL
9 1.4 X 10"°ufc/mL
10 6.1 X 10"ufc/mL
11 1.08 X 10" °ufc/mL
12 2.02 X 10"ufc/mL
13 1.46 X 10"°ufc/mL
14 1.16 X 10 ufc/mL
15 1.3 X 10®ufc/mL
16 1.46 X 10" °ufc/mL
17 1.2 X 10®ufc/mL

7.16 Caracterizacion por ensayo de ELISA de las clonas individuales seleccionadas.

Para determinar el reconocimiento de los sueros por estas clonas seleccionadas se llevé a
cabo un ensayo de ELISA (Figura 25).

Ensayo de ELISA de las clonas individuales seleccionadas por tres ciclos de tamizado de la
biblioteca de expresion utilizando 1gG2 especificas para el antigeno de A. marginale y revelado
con anti-pVIII.

En el grafico se evidencia que cada una de las clonas reconocidas por los anticuerpos
especificos para A. marginale tiene diferente grado de reconocimiento o afinidad. Esto podria
interpretarse como que cada una de las clonas seleccionadas posee caracteristicas de reactividad
o inmunogenicidad a diferentes niveles. Los valores de Absorbancia de las IgG2 altamente
especificas no muestra una gran diferencia con los valores mostrados por el suero Positivo; lo cual
podria interpretarse como que hay una afinidad por el antigeno de la misma magnitud.
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Figura 25. ELISA de las clonas individuales seleccionadas por el tamizado de la
biblioteca. En la grafica se muestra la afinidad de las clonas por las 1gG2
purificadas. Como control negativo se encuentra el fago Ayudador y como control
positivo el antigeno de Anaplasma marginale.

7.17 Secuenciacion de las clonas obtenidas después de tres ciclos consecutivos de tamizado con
los anticuerpos purificados.

Tabla 4.

Cadena N de la 1-desoxi-D-

0,228 Xyl
’ lul 5-fosf:
1 2,300 810 683,123-683,788 | 91 | 613/669 1 e e A

deshidrogenasa

756,188-756,620 429/435 Proteina hipotética

Cadena N de la 1-desoxi-D-

xylulosa 5-fosfato
683,083' 683.731 644/649 reductoisomerasa NADH

deshydrogenasa

Proteina hipotética

756,188-756,617 410/434

1,203 9 2,200 :I_,:|_76a 1'132,232- 100 172/172 0 Subunidad y de la DNA
1'132,403 polimerasa Il

0,221 10 1,800 5522 1'132,232- 100 | 172/172 0 Subunidad y de la DNA
1'132,403 polimerasa |l

756,272-756,617 321/349 Protefna hipotética
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1,363 16 2,000 1,17 12 683 99 705/707 0 Cadena N de la 1-desoxi-D-

reductoisomerasa NADH
deshidrogenasa

1,469 17 2,200 916% 1'132,232- 100 | 172/172 0 Subunidad
polimerasa |l

a
Parte de esta secuencia pertenece a la proteina plll del Bacteriéfago M13.

Cadena N de la 1-desoxi-D-xylulosa 5-fosfato reductoisomerasa NADH deshidrogenasa
Folylpoliglutamato sintetasa forfobilinogeno deaminasa

Subunidad y de la DNA polimerasa Il

Proteina hipotética en la regién 756,188 a 756,620

Proteina hipotética en la regién 1'099,669 a 1'100,000

Genes de las proteinas de la Membrana Externa 7 y 8

Para obtener informacion sobre los epitopes relevantes en cuanto a la generaciéon de una
proteccion por el sistema inmunolégico se extrajo el material genético de las clonas seleccionadas
por los anticuerpos IgG'’s totales e IgG2 especificas para el antigeno, purificados a partir de suero
de animales infectados; se secuencio la informacion genética y se cotejé con el banco de genes
para obtener la identidad de ésta.

Secuenciacion de las clonas individuales seleccionadas por tres ciclos de tamizado de la
biblioteca de expresién utilizando 1gG2 especificas para el antigeno de Anaplasma marginale.

En la tabla de resultados de la secuenciacion de las clonas se muestran ademas de las
regiones a las cuales corresponden los insertos, algunas caracteristicas importantes que pudieran
influir en la densidad optica mostrada en los ensayos de ELISA como es el tamafio del inserto.
Algunas regiones se repiten inclusive en mas de una ocasion y se encuentran marcados con el
mismo color. Dado que aquellas clonas que corresponden a una misma region de acuerdo a la
secuenciacion se demuestra lo contrario ya que si el tamafio del inserto es diferente por lo tanto es
evidente que corresponden a diferenes clonas. Lo anterior, es muy importante ya que esto se
interpreta como que esta proteina codificada en dicha regidon esta siendo seleccionada en mas de
una vez por los anticuerpos especificos de A. marginale.

8 DISCUSION DE RESULTADOS
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La expansion y caracterizacion de la biblioteca de expresion de Anaplasma marginale se
llevé a cabo exitosamente, obteniendo un titulo final de 4.94X10% ufc/mL de la Biblioteca
secundaria, con un porcentaje de clonas que incorporaron el inserto de 92% lo cual se traduce en
un numero considerable de variantes que incluyen diferentes regiones del genoma de Anaplasma
marginale, diferentes combinaciones genéticas resultado de la recombinacion de los
pseudogenes, diferentes porciones de genes y por lo tanto diferentes partes de proteinas tanto
solas como combinadas, para ser identificadas por aquellos anticuerpos que reconocen
especificamente a la rickettsia.

El tamizado de la biblioteca de expresion de la rickettsia se llevé a cabo bajo condiciones
gue ayudaran a la optimizacion del proceso, las cuales incluyeron: la utilizacion de una pequeia
cantidad de proteina tamizadora (IgG2 especifica para A. marginale) con la finalidad de aumentar
el grado de afinidad de las uniones entre las clonas seleccionadas y los anticuerpos, un aumento
de la astrigencia de los lavados entra cada ciclo de tamizado o seleccién con el fin de eliminar
aquellas uniones de tipo inespecifico como las que pueden llegar a darse Unicamente por uniones
débiles entre las moléculasy que no tienen su naturaleza en un reconocimiento molecular pleno,
sometimiento a varios ciclos de seleccion consecutivos de las clonas seleccionadas en los cuales
se va disminuyendo la cantidad de la proteina tamizadora para un aumento en la competencia y la
utilizacion de anticuerpos 1gG2 altamente especificos para el reconocimiento de los antigenos de
A. marginale provenientes de sueros de animales infectados experimentalmente con los cuerpos
iniciales de la A. marignale para garantizar que éstas IgG2 altamente especificas seleccionen
clonas que son verdaderamente afines.

A partir de la biblioteca de expresion enriquecida y purificada por tres ciclos de tamizado
con 1gG2 especificas para los antigenos de A. marginale con un titulo de 7.16X10’ ufc/mL se
seleccionaron 30 clonas que expresan epitopos reconocidos por las inmunoglobulinas, a partir de
esta coleccion y por ensayo de ELISA se escogieron aquellas clonas que presentaban mayor
afinidad tanto para el suero Positivo como para las mismas IgG2 utilizadas para llevar a cabo el
tamizado; lo anterior con el fin de secuenciar Unicamente aquellas clonas que se comprobo que
son altamente afines a los anticuerpos, obteniendo de esta forma la informacidon necesaria para
llevar a cabo la relacion entre genotipo y fenotipo.

La informacion genética obtenida a partir de la secuenciacién de las clonas seleccionadas
por ensayo de ELISA nos muestra regiones que normalmente se encuentran altamente
conservadas en los organismos, ya que éstas codifican para proteinas que poseen funciones
basicas como lo es la duplicacién del material genético y que a diferencia de lo que se esperaba,
no fueron seleccionados aquellos genes que codifican para las proteinas de superficie; las cuales
se caracterizan por ser inmunogénicas como ya se ha demostrado en diferentes ensayos. Lo
anterior puede deber su explicacibn a dos cuestiones principalmente: la disponibilidad de las
proteinas de superficie en condiciones normales dado el ciclo de vida del parasito, el cual se
encuentra caracterizado por la migracion de una célula hemética a otra para llevar a cabo la
infeccidn y es en este transcurso cuando las proteinas que se encuentran mas susceptibles a ser
atacadas por el sistema inmunoldgico del hospedero son las que se encuentran en la membrana
celular externa y por otro lado a la cantidad de las diferentes variantes, de las diferentes
combinaciones, que hacen que la competencia que se da entre los diferentes fenotipos
expresados, por las inmunoglobulinas altamente especificas para el antieno sea mas dura lo que a
su vez se traduce en un aumento en la especificidad de la afinidad entre las moléculas.

La disponibilidad de las proteinas encontradas en la superficie hace que éstas en
condiciones normales o expermimentales se encuentren mucho mas accesibles que aquellas que
permanecen en condiciones normales dentro del organismo del patégeno, dandoles una ventaja



ante las otras proteinas en cuanto al reconocimiento inmunoldgico se refiere asi como al evolutivo;
aunque, esto no necesariamente se traduce como que estas proteinas internas no puedan iniciar
una respuesta inmunoldgica por si mismas eso quedaria en duda; sino que cabria la posibilidad de
gue estas proteinas se encuentran alejadas del sistema inmunologico del hospedero para no
causar una respuesta inmunoldgica agresiva del hospedero contra el parasito.

Es muy importante sefialar que hay regiones genéticas que fueron seleccionadas mas de
una vez como la comprendida entre 1,099,669 a 1'100,000 que pertenece a una Proteina
Hipotética y que se repite 5 veces entre la coleccion de 17 clonas; es decir, que dicha region esta
siendo seleccionada en mas de una vez y con diferentes tamafios de inserto lo cual nos hace
darnos cuenta que pertenecen a clonas diferentes. En resumen, estas clonas son seleccionadas
en mas de una ocasion debido a su afinidad con los anticuerpos utilizados para el tamizado y no a
uniones inespecificas.

Otro aspecto importante a ser considerado y que puede ser muy relevante en cuanto al
entendimiento de los resultados obtenidos en este estudio son las hipétesis encaminadas a
justificar la respuesta inmunologica basandose en la premisa de que ésta puede deberse no
Unicamente a una proteina en particular sino mas bien a una serie de combinaciones de diferentes
proteinas que activan la respuesta inmunolégica (Noh S. M. y col. 2008). Estas hipotesis se
encuentran basadas en resultados de diferentes ensayos en los cuales se han utilizado proteinas
monoclonales de las proteinas de superficie que han sido utilizadas para inmunizar individuos sin
obtener una respuesta inmunoldgica protectiva y por lo tanto no satisfactoria.

Si bien, habria que probar primero que los fagos filamentosos que despliegan las proteinas
de A. marginale descritas son efectivamente reconocidas por anticuerpos presentes en el suero de
animales infectados mediante Western blots; o que anticuerpos preparados contra éstas proteinas
de fusion reconocen de forma auténtica el componente antigénico en un extracto de eritrocitos
infectados. Y finalmente estas clonas podra ser probada su efectividad como inmunégenos o
como elementos para el diagnostico de la Anaplasmosis bovina en ensayos de desafio con
animales in vivo.

A la fecha, no se ha identificado una proteina de superficie de Anaplasma marginale capaz
de inducir inmunidad por si sola, mientras que las proteinas de superficie como un complejo se
sabe que producen una disminucion en el nivel rickettsemia. Esta diferencia entre la eficacia de los
inmundgenos complejos contra las proteinas por si solas reflejan la necesidad de un diversidad de
epitopos mayor para utilizacion como blancos para los anticuerpos o, en una alternativa, pueden
llegar a reflejar la importancia del reconocimiento cruzado inducido por proteinas que pertenecen a
compejos asociados a la membrana.

En general, la tecnologia de desplegamiento en bacteriéfago es una herramienta de la
biologia molecular que se encuentra encaminada precisamente al descubrimiento de nuevas
moléculas con potencial inmunogénico y que se encarga de discriminar de una gran variedad de
combinaciones aquellas que pudieran utilizarse en otros campos de aplicacion como diagnostico y
vacunas.

La anaplasmosis bovina es una enfermedad que ha tenido mucho impacto en los
parametros productivos por mucho tiempo y la producciéon de nuevos recursos genéticos para su
adelanto e innovacioén como los expuestos en este trabajo podran ser el punto de partida a nuevas
tecnologias y adelantos médicos.






9 CONCLUSIONES

Se caracterizo la biblioteca de expresion de Anaplasma marginale construida en el vector
pHage 3.2 con un titulo de 4.94 X10' ufc/mL, la cuél fue tamizada con anticuerpos IgG2;
purificados a partir de suero de animales infectados experimentalmente por cromatografia de
intercambio i6nico y de afinidad, especficos para el antigeno de A. marginale para la obtencion de
una biblioteca enriquecida y purificada por tres ciclos consecutivos de tamizado con un titulo de
7.16X10" ufc/mL.

A partir de esta seleccion de clonas se caracterizaron por ensayos inmunolégicos y de
secuenciacion a 17 clonas que expresan epitopos relevantes de A. marginale las cuales se
caracterizan por pertenecer a regiones gue codifican para proteinas con funciones basicas para la
sobrevivencia de los organismos, que no han sido caracterizadas como inmunégenos. Asi que
éstas pueden ser utilizadas en ensayos de caracterizacidon inmunolégica in vivo para probar su
importancia en la participacion en métodos de diagnostico y/o para fines vacunales.

Tal como se ha demostrado ampliamente, las bibliotecas en bacteri6fago son una gran
fuente para estudios de diversidad genotipica y fenotipica. El valor de la unién del genotipo y del
fenotipo se encuentra libre de duda. En las ultimas dos décadas se ha observado un increible
crecimiento del uso del desplegamiento en bacteriéfago, y ademas se han desarrollado un gran
namero de tecnologias acopladas a él, que se incrementaran conforme se hagan nuevos
descubrimientos cientificos, no Unicamente en Medicina Veterinaria sino también en otras areas
como biomédica, agricultura, quimica e inclusive electrénica.

La mayoria de las tecnologias han presentado limitaciones y dificultades, y el
desplegamiento en bacteriéfago no es la excepcién, pero no cabe la menor duda de que el
desplegamiento en bacteriéfago es una tecnologia extremadamente util, y que ha hecho una
enorme contribucion a la ciencia y que lo continuard haciendo por largo tiempo. Conforme avanza
la ciencia para resolver nuevos problemas cientificos, la utilidad de los sistemas de
desplegamiento seré limitada Unicamente por nuestra imaginacion.



10. ANEXOS

|. Secuencia clona 1

CAGAAGTCCACACACCCATGCGTGTTCCACGATTGCCGCGGAATAACCGTAGTCTGGTCTGCTGTTTCTGTGACA
TGCGGAAAAAGGCCAAGAGATCTTGAGATGAAAAACTGTGATCTTGTTAAGGAGAATGGCCACAACTTCAAAGTCA
TCATGATTGTCGCGCATAATCTGAACTGCTTTCTACCCTGTGCACCAAGTCGAACCAAATACAGAAACTCTCTTCC
GACCCATATGAAGCACTCAACCGTTCGACCTAAGTGCACCCTCCAAAAACCCACTTTATGCTCTGGAACAAGGTGT
CAAAATACTGGGCCAAAAACAAGGCAATGACGCTCAACAACATACAAACAACGGCAATAACGGTCAGGCCCAAGT
GGTGCGAAAGCGCTGGATGCCCATCACCCATTACCAGTTGATCAAAGTACACCACCCTAGCGATACGAAAACAGA
AAAAGAATGGCTTAATCTTGACTGTTACACAAGCAAAACGTACGGGAAAGAAAAGGAGGTTGGGATGTCTGACATC
TCGATACTTTGAGAAAAAAGTATTTGGGCCAACATCCCACAAACTGCGGAAACCCGGCAGCTGAAACCATATAAAC
GACCAACGCGAAAACAACAAATGGGCTACTTCGGTGCATACCCGCAAGGCTTGCTAATTCAAACCCTTCATCATCC
TACCTGAGGAGTACCGAAAAAATCCACGCAATTATCACCCAACTCATCAACACGTACTGAAAGATGGCATACGAAA
ACGTGCCATGCAAGACAACCACCGACAGTCCCTACCCGATATCACACTCTGGATCCTAAAAG

[I. Secuencia clona 2

AAGGTCAGAGACATTCGCTGCGTGTTCCCGAAGTTGCCGCGGAAAATTCGTAGTCTGGTCTTGCTGTTTCTGTGA
CTATGCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCCGCAAATCCAGAGATGACGTAATCATGCGCGGGTTACCAAACCGG
TGCCTAGTTTATTTGCCACGAGACACAGTCATTTAGCTGAGTGCGGTGTTATGTACACCCCCAAAAAGCCCCGGCA
AAGAGGGATTCTCGCCCCGCCCCTTGCCTTAGAGCTGGCTAACGCTCGGCACCTCCTCGTGCTTGCAGGCAACA
ACCAGTCACTCCTACACCGTTGAGCGCTGCTGATGAAGTACCGTTTTATAGTGAAATATTGAAGCAATGTTTCTTCA
ACGGTCACACCGAACTCCTTCACGAGCTCTTCTAGAGTTTGCATCTCTACGAATTCGCCCATAACGTCCAGAGCAG
CTTGAGCTTCGGTCTCAGCATCGATGGCAGAAGTTTTTGGTTTGACTGACAAGTAGCAACCTTACCAGGAATAGCC
GCAGCCATGGATCAGATCTGGGCCCGAACAGAAACTGATCTCTGAAGAAGACCTGAACGGTACCGCATAGGAGC
TCGCTGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAAAACCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAA
ACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGTAGTTTGTACTGGTGACGAAA
CTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTATTGGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCG
GTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTACTAAACCCTCCTGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGCTAT
ACTTATATCAACCCTCTCAACGGCACTTATCCCGCCTGGTACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCCTCCCTT
GAGGAGTCTCAGCCTCTTAATACTTTCATGTTTCAGAAATATAGGTTCCAAGATAGGCAGGGGGCATTAGACTGTT
TATACCGGCACTGTTTACTCAGGGCACCTGACCCCCGCTCTAAACCTTACTTACCGAGCTAACACTTCCTGTGAAT
CAATCAAGCGCCAGTGTAAGGACCGCCCTAGACTTGGAAACGTGCTCAAGTAATGACTGAGGCGAGAGAT

I1l. Secuencia clona 3

AGACGTCTCGTACACGAGCTGCGTGTTTCGAAATTCCGAGGAAAATTTCGTAGTCTGGTCTTCTGTTTCTGTGACT
ATGCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCCAAGCCTGTGAATAACGGGTGCGAGTGTGTGAAATATCGTAATATTAG
GATAGCTCTTGCTTTTCTTTATCCTGATCGTCGCAGCATAGCGCACCGAACGCGCTACACTGTACACAGCTCATGT
AAGTATCTGGATACGGGTCGTTCACGGAGCTGGACAGAAACAGACTCTGCTGTACCTGTGGGTACTCACTTAACA
GGACCAAGCCGTCACATGCGCGCATGCCGGGTTTTTTCAATCTCGTGACCCCAAAAGACACAGACCCTGCATACG
TATACTACATATTGCATACTAACACTAGTAATAATCACGTCATTTTCCAACCATCGGATCAAATCTGGGCCCGAACA
GAAACTGATCTCTGAAGAATACCTGAACGGTACCGCATAGGAGCTCGCTGAAACTGTTAAAAAATGTGTAGCAAAA
CCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCT
GTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGAAATTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTATTGG
GCTTGCAATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTTTGAGGGTGTCGGTTCTGAGG

IV. Secuencia clona 4

GAGAAGTCTTGGAACACGTTAAGTATGTACTGAGCATTCACAGGAAAAAATTATCATAGGCTGTTCCTTCTGTTGC
GGTTACTATGCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCTTGCGATGCCAGTAACTGTGCATCTTGCTTAGCAACTAGGG
CCACAACTTCAAAGTCATCAGGATTGTCGCGCAAAATCTGAACTGCTTTCTGCCCTATGCACCCAGTCGAACCAAA
TACAGAAACTCTCTTCCGACCCATATGAAGCACTCAACCGTTCGACCTAAGTGCACCCTCCAAAAACCCACACCAG
GCCCTGGAACAGGATATCAAAATACTGGGCCAAAAACAAGGCAATGACGCTCAACAACATACAAACAACGGCAAT
AACGGTCAGGCCCAAGTGGTGCGGAAGCGCTGGATGCCCAGCACCCATTGCCGGTTGATCAAAGTACACCACCC
TAGCGATACGAAAACAGTAAAAGCATGGCACAATCCCGACTGCCCACACAAGCAGAACGTACGGGAAAGCCACGA
CCGTTGGGATGTCTGACATCACGATAGATTTGAGAAAAAAGTATTTGGGCCAACATCCCAAAAACGGCGGAAACC
CGGCAGCTGAAACCATAGAGACGACCAACGCGAAAGCCACAAATGGGCTACTTCGGTGCATACCAGCAAGGCTT



GCTAATTCAAACCCTTCATCATCGTACCTGAGGAGTACGGAAAAAATCCACGCATTTATCACCCAACTCGTCAACA
CATAGT

V. Secuencia clona 5

AGAGTTCTGGATACGAGCTACGTGTTCCGAAATTCCGCGGAAGGACCGTAGGATGGTCTGCTGTTTCGGTGACAT
GCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCTGCACCTTTCTTCTGATCGATGAGGTGCCGATTTTTGCTCCGGCGGGTA
AGGAGTTTAGGCTTTTGTACTTTACAGATATAAAAACGTCCATGGGAGATCTTCTTTTGAGTACGCACGGCATGTCT
AAGTTTTCGGAATAAAAGCCCGGAACATCCTTGGCCGAGTGTACGGCAATGTCTATCTTATTGGCCAACAGGGCC
TCTTCTATCTCTTTGATGAACAGGCCCTTGCCGCCAATGTCACACAGTGGCCTGTCAACCTTTACATCCCCAGACG
TTTTTATCTTGATAACATCCACGCGGACTTCAGGAAAGTGGGCTGCAATTGCGGCTTTGACCTCCTCCGCTTGGAT
GAGTGCCAGCGTGCTTCCTCTTGTTCGCAGTCTGACCACAGGAGCATACATACACCCTCACAAAGAGGACGGAAG
TACTCATCGAGACCCAGAGTTAGCATATATTTGCCAGTTACTCCACATGGCGTCAAACATGAATCGCAGTGATGGT
AGACAACCTTGCCTTGCCCCGATAACTCTTCCATCCAGCCATGATAAAATTGGGATATCAGCATACAACGCTCTCT
TTGAGCAAGTCACCTGCTAGGAATAGGGACCCGCACACCAAAATTGTGGGCTCTGGGCCAGACTCCCCAATGATA
AAAATTTACTGATAGAAAACTGAATATCACTTTCTGCTGAGGAGGGAATGCCAAGCTCTGCGGCGTCCT

VI. Secuencia clona 6

AAGAATACTTAGATACGCGCTACGTGTTTCACGAATTCCGAGGAAAATTATCATTGTTTGTTCTTCTGTTTCGGTGA
CTATGCGGCCCATCCGGCCGTCGACAATCCAAGCCTGTGAATAACGGGTGCGAGTGTGTGAAATATCGTAATATT

AGGATAGCTCTTGCTTTTCTTTATCCTGATCGTCGCAGCATAGCGCACCGAACGCGCTACACTGTACACAGCTCAT
GTAAGTATCTGGATACGGGTCGTTCACGGAGCTGGACAGAAACAGACTCTGCTGTACCTGTGGGTACTCACTTAA

CAGGACAAAGCCGTCACATGCGCGCATGCCGGGTTTTTTCAATCTCGTGACCCCAAAAGACACAGACCCTGCATA
CGTATACTACATATTGCATACTAACACTAGTAACAATCACGTCATTTTCCAACCATCGGATCAAATCTGGGCCCGAA
CAGAAACTGATCTCTGAAGAAGACCTGACCGGTACCGCATAGGAGCTCGCTGAAACTGTAAAAAAGGAAGGTAGG
AAAACCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAAATCGTTACGCTAACTATGAGG
GCTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGAAGTTTGTACTGGTGACAAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTAT
TGGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGATTCTGAGGGTG
GCGGTACTAAACCTCCTGAGAACAATGATACACCTA

VIl. Secuencia clona 7

AGAGAATCACGGACACGAGAATGTGTTCCACGAGTGCCGAGGAAAATTCCATAGTATGGTCTGCTGTTTCGGTGA
CATGCGGCCCATCCGGCCGTGAAATCCCCAAATCCAGAGATGACGTAATCATCCGCGGGTTACCAAACCGGTGC
CTAGTTTATTTGCCACGAGACACAGTCATTTAGCTGAGTGCGGTGATAAGTACGCCCCCAAAAAGCCCCGGCAAA
GAGGGATTCTCGCCCCGCCCCTTGCCTTAAAGCTGGCTAACGCTCGGCACCTCCTCGTGCTTGCATGTAACAACC
AGTCACTCCTACACCGTTGAGCGCTGCTGATGAAGTACCGTTTTATAGTGAAATATTGAAGCAATGTTTCTTCAACG
GTCACACCGAACTCCTTCACGAGCTCTTCTAGAGTTTGCATCTCTACGAATTCGCCCATAACGTCCAGAGCAGCTT
GGGCTTCGGTCTAAGCATCGTTGGCAGAAGTTTTTGGTTTGACTGACAAGTAGCAACAAAAAAGAAAAATAGCCGC
AGCCATGGATCAAATTTGGGCCCGAACAGAAACTGATCACTGAAGAAAACCTGAACGGTACCGCATAGGAGCTCA
CTGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAAAAAAAACCCATACAGAAAATTAATTAACTAAAATCTGGAAAATGACAAAACTTT
AAATCGAAACACTAACTATGAGGGCTG

VIIl. Secuencia clona 8

AAAAGTCTTGCACACCCTATGCGTGTACCGAAGTTGTGCGCGGAAAATTTCGTAGTCTGGTCTTGCTGTTTCGGTG
ACTATGCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCTGCACCTTTCTTCTGATCGATGAGGTGCCGATTTTTGCTCCGGCG
GGTAAGGAGTTTAGGCTTTTGTACTTTACAGATATAAAAACGTCCATGGGAGATCTTCTTTTGAGTACGCACGGCA
TGTCTAAGTTTTCGGAATAAAAGCCCGGAACATCCTTGGCCGAGTGTACGGCAATGTCTATCTTATTGGCCAACAG
GGCCTCTTCTATCTCTTTGATGAACAGGCCCTTGCCGCCAATGTCACACAGTGGCCTGTCAACCTTTACATCCCCA
GACGTTTTTATCTTGATAACATCCACGCGGACTTCAGGAAAGTGGGCTGCAATTGCGGCTTTGACCTCCTCCGCTT
GTATTAGTGCCAGCGTGCTTCCTCTTGTTCCCAGCCTGACCACAGGAGCATACATACACCCTCACCACTACAACG
GAAGTACTCATCGAGACCCAGAGTTAGCATATATTTGCCAGTTACTCCACATGGCGTCAAACATGAATCGCAGTGA
TGGTAGACAACCTTGCCTTGACCCGATAACTCTTCCATCCAGCCATGATAAAATTGTGATATCAGCATACAACGCT
CTCTTTGAGCAAGTCACCTGCTAGGAATAGTGACCCGCACACCAAAATTGTGGGCTCTGGGCCAGAATCCCCAAT
GCTAAGAATTTTCCTGATAGAAGACTGTATGTCACTTTCTGCTGAGGAGGGAATGCCAAGCTCTGCAGCGTCCTGC
GCGAGATCAGATCTGGGCCCGAACAGAAACTGATCTCTGAAGAAGACCTGAACGGGTACCGCATAGGAGCTCGC
TGAAACTGTTGAAAAGTTGTTTAGAAAACCCCATACAG




IX. Secuencia clona 9

GAAAGCGAACCACACGCGCTGTGTGTTCCGAACATGTCCCAGGAAAATTATCATAGTCTGGTCCTTGTTGTTTCTG
GTTACTATGCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCCTGTACTTAAGCGCTAAATTCACGGCTACACTCGGAACAACA
GTGGGAAGCGCAACCCAGAAAGACGACGCTACGGCTGCTTTATTTCTAACCTGACCGACTTCACGCGCAATCTGC
TCGCACCGCCCTGAAAATCCTATCACAGTTCACAAAAAACTCAACTGGGTTTTTGCGGATCAGATCTGGGCCCGAA
CAGAAACTGATCTCTGAAGAAGACCTGAACGGTACCGCATAGGAGCTCGCTGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAA
AACCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGG
CTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGTAGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTATT
GGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTG
GCGGTACTAAACCTCCTGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCACTTA
TCCGCCTGGTACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCTCAGCCTCTTAATACTTTCATGT
TTCAGAATAATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGGGCATTAACTGTTTATACGGGCACTGTTACTCAAGGCACTGACCC
CGTTAAAACTTATTACCAGTACACTCCTGTATCATCAAAAGCCATGTATGACGTTTACTGGAAACGGTAAATTCAAA
GACTGCGCTTTTCCATTCTGGCTTTAATGAGGATCCATTCGTTTGTGAAATATCAGGGCCAATTCGTCTGACCTGC
CCTCACCCTCCTGTCAATGGATGGCGGCGGCTCTGGGTGTGGTTCCTGGTGGCAGCTCTGAAGGGGGTGGACTC
TGAAGGGTGGCGGGTCTGAGGTGGCGGCTCGAAGGAAGGTCGGGTCACGGCGGCTGGCCTCTGGTCCGGAGG
AATATTATGATATATAACAAACGAAGGCACATACTCCACCTCATC

X. Secuencia clona 10

GAAAACCAAGTACATTTGCTGGTGTTTCGAAATTCCGAGGAAAATTTTATAGTATGGTCTGCTGTTTCGGTGACTAT
GCGGCACAGCCGGCCGTAGACGATCCTGTACTTAAGCGCTAAATTCACGGCTACACTCGGAACAACAGTGGGAA
GCGCAACCCAGAAAGACGACGCTACGGCTGCTTTATTTCTAACCTGACCGACTTCACGCGCAATCTGCTCGCACC
GCCCTGAAAATCCTATCACAGTTCACAAAAAACTCAACTGGGTTTTTGCGGATCAGATCTGGGCCCGAACAGAAAC
TGATCTCTGAAGAAGACCTGAACGGTACCGCATAGGAGCTCGCTGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAAAACCCCA
TACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCGG
GGGAATGCTACAGGCGTTGTATTTTGCACTGCTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGATACCAAGTGGACTT
GCTATCCCTGAAAATGAGGGTGA

Xl. Secuencia clona 11

AAACCCACATAGTACACTCGCTGAGTGTTTCACCACTTTCCCCGGATAAATTATCATTGTATGTTCTTCTGTTTCGG
TTACTATGCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCCAAGCCTGTGAATAACGGGTGCGAGCGTGTGAAATATCGTAAT
ATTAGGATAGCTCTTGCTTTTCTTTATCCTGATCGTCGCAGCATAGCGCACCGAACGCGCTACACTGTACACAGCT
CATGTAAGTATCTGGATACGGGTCGTTCACGGAGCTGGACAGAAACAGACTCTGCTGTACCTGTGGGTACTCACT
TAACAGGACCAAGCCGTCACATGCGCGCATGCCGGGTTTTTTCAATCTCGTGACCCCAAAAGACACAGACCCTGC
ATACGTATACTACATATTGCATACTAACACTAGTAATAATCACGTCATTTTCCAACCATCGGATCAAATCTGGGCCC
GAACAGAAACTGATCTCTGAAGAATACCTGAACGGTACCGCATAGGAGCTCGCTGAAACTGTTGAAAGTAGGTTA
GCAAAACCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGA
GGGCTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGTAGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCC
TATTGGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAAGGTGGCGTTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGACG
GTGACGGAACTAAACCTCCTGAATAAAGTGATACACATATTCCGCGCTATACTTCTATCAACCCTCACGACGGCAC
TA

XIl. Secuencia clona 12

AGAAGGCTTAGCGACACGAGAATATGTTCTGACCATTTCACCGGAAAAAATTATTATTGTCAATTCCTTTATGTGTT
GGTTACTATGCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCCAAGCCTGTGAATAACGGGTGCGAGTGTGTGAAATATCGT
AATATTAGGATAGCTCTTGCTTTTCTTTATCCTGATCGTCGCAGCATAGCGCACCGAACGCGCTACACTGTACACA
GCTCATGTAAGTATCTGGATACGGGTCGTTCACGGAGCTGGACAGAAACAGACTCTGCTGTACCTGTGGGTACTC
ACTTAACAGGACCAAGCCGTCACATGCGCGCATGCCGGGTTTTTTCAATCTCGTGACCCCAAAAGACACAGACCC
TGCATACGTATACTACATATTGCATACTAACACTAGTAATAATCACGTCATTTTCCAACCATCGGATCAGATCTGGG
CCCGAACAGAAACTGATCTCTGAAGAAGACCTGAACGGTACCGCATAGGAGCTCGCTGAAACTGTTGAAAGTTGT
TTAGCAAAACCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTA
TGAGGGCTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGTAGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGT
TCCTATTGGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTG
AGGGTGGCGGTACTAAACCTCCTGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGTTATACTTATATCAACCCTCTCGACGG



CACTTATCCGCCTGGTACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCTCACCCTCTTAATAC
TTTCTGTTTCAGAAATAATAGGTTCCGAATAGGCAGGGGGCATTAACTGTTATACGGGCACTGTTACTCAAGGCAC
TGAACCCCGTTAAAACTTTATTACCATAACACTTCCTTGTATCATCACAAGTCACGGTATGACGCTTACGGGAAACG
TTAAATATAGAGAATGGCGCTTTCCCTTTCCTGGCTTTAATGAAGGAATCCCATTTCGCTTGGGAAAATATTCAAGG
GCCCACATATCGTTCGCTGTACCCG

XIll. Secuencia clona 13

AAGAGTTAAGAACACGAGATACGTGTTTCACGAATGCCGAGGAAAAATCGTAGTATGGTCTAGCTGTTTCTGTGAC
ACCAAAAACGCCAAAAAAATCCCAAATCCAAGATGACAATCATGCGCGAGTTAGAAATCGGTGCCTATTTATTTGC
CACGAGACACAGTCATTTAGCTGAGTGCTGTATTTATACACCCCCAAAAAGCCCCGGCAAAAAGGGATTCTCGCC
CCGCCCCTTGCCTTAGAGCTGGCTAACGCTCGGCACCTCCTCGTGCTTGCTCCTAATAACCAGTCACTCCTACAC
CGTTGAGCGCTGCTGATGAATTACCGTTTTATAGTGAAATATTGAAGCAATGTTTCTTCAACGGTCACACCGAACTC
CTTCACGAGCTCTTCTAGAGTTTGCATCTCTACAAATTCACCCATAACCACCAGAGCAGCTGGGGGTAGAGACACA
GCTTTTTTTGCCCCCCCCCCCCTTTGACTGACAAATACAAAAAAAAAAAAAAGGAGCCC

XIV. Secuencia clona 14

TAGAAACGCCCGTACACGCGCTGTGTGTTCCAGAAGTTTTCACGGGAAAAATTATTATTGTCTGTTCCTTTTGTTTT
GGTTACTATGCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCCAAGCCTGTGAATAACGGGTGCGAGTGTGTGAAATATCGT

AATATTAGGATAGCTCTTGCTTTTCTTTATCCTGATCGTCGCAGCATAGCGCACCGAACGCGCTACACTGTACACA

GCTCATGTAAGTATCTGGATACGGGTCGTTCACGGAGCTGGACAGAAACAGACTCTGCTGTACCTGTGGGTACTC
ACTTAACAGGACCAAGCCGTCACATGCGCGCATGCCGGGTTTTTTCAATCTCGTGACCCCAAAAGACACAGACCC
TGCATACGTATACTACATATTGCATACTAACACTAGTAATAATCACGTCATTTTCCAACCATCGGATCAGATCTGGG
CCCGAACAGAAACTGATCTCTGAAGAAGACCTGAACGGTACCGCATAGGAGCTCGCTGAAACTGTTGAAAGTTGT
TTAGCAAAACCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTA
TGAGGGCTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGTAGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGT
TCCTATTGGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTG

AGGGTGGCGGTACTAAACCTCCTGAGTACGGTGATACACC

XV. Secuencia clona 15

CGATACGCATCACTTCGTGTGTTGACGAGTGCGGAGGAAAGTCGTAGTCTGGTCTAGCTGTTACTGATGACAGAA
AAAACCCCATGTAGAGAGACCCAATAGATAAGTGCTTGAGACCCCTCTCTATAGAGAGCCCTCTAGAGGAGAGGA
TATGAGTGCAGAGATGTCAGCGACTGCGCTGACTTCTTACATGTCGAGTAGAGGAGGGTCATGTCATAGCAATTG
GCTGTGAAGTGCAATTCTTGTCTACTTGACAATGCAAAACAAAAACAATTTCTCTCCCCCAGCTAAGAGAGGGCAT
TGCAATATGCTGACTAATAATATACAGCATACAACAGATGAATA

XVI. Secuencia clona 16

AACTTCGCGACACTCGCTGTGTGCACCGACCATGTGACGGAAAATTATCATAGTCTGGTCCTTCTGTTTCGGTTAC
TATGCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCTTGCGATGCCAGTAAGTGTGCATCTTGCTTAGCAACTAGGGCCACAA
CTTCAAAGTCATCAGGATTGTCGCGCAAAATCTGAACTGCTTTCTGCCCTATGCACCCAGTCGAACCAAATACAGA
AACTCTCTTCCGACCCATATGAAGCACTCAACCGTTCGACCTAAGTGCACCCTCCAAAAACCCACACCAGGCCeCeT
GGAACAGGATATCAAAATACTGGGCCAAAAACAAGGCAATGACGCTCAACAACATACAAACAACGGCAATAACGG
TCAGGCCCAAGTGGTGCGGAAGCGCTGGATGCCCAGCACCCATTGCCGGTTGATCAAAGTACACCACCCTAGCG
ATACGAAAACAGTAAAAGCATGGCACAATCCCGACTGCACACACAAGCAGAACGTACGGGAAAGCCACGACCGTT
GGGATGTCTGACATCACGATAGATTTGAGAAAAAAGTATTTGGGCCAACATCCCAAAAACGGCGGAAACCCGGCA
GCTGAAACCATAGAGACGACCAACGCGAAAGCCACAAATGGGCTACTTCGGTGCATACCAGCAAGGCTTGCTAAT
TCAAACCCTTCATCATCGTACCTGAGGAGTACGGAAAAAATCCACGCATTTATCACCCAACTCGTCAACACGTAGT
GGAAGATGGCATACGAAGACGTGCCGTGCAAGACAACCACCGGCAGTACGTACCCGAGATCAGATCTGGGCCCCG
AACAGAAACTGATCTCTGAAGAAGACCTGAACGGTACCGCATAGGAGCTCGCTGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAGC
AAAACCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGG
GCTGTCTGTGGAATGCTAACAGGCGTTTGTAGTTTGTACTGGTGGACGAAACTTCAGTGTTACCGGTTACATGGGA
TTCTTATTGGGGCTTGCCTATTCCCTGAAAAATGGAGGGGGTGGGTGGACTCTGAAGGGGTGGGGTTTCTGAGGT
ATGCGGTTCTTGAAGAGGTGGCAGGGTACTTAAACACTTCA



XVIl. Secuencia clona 17

CGGAATCTCCTACACGCGCTGCCTGTTCCCGAAGTTTCCCCTGAAAAATTATTATTGGCAGTTCCTTTAGGTGCTG
GTTACTATGCGGCCCAGCCGGCCGTCGACGATCCTGTACTTAAGCGCTAAATTCACGGCTACACTCGGAACAACA
GTGGGAAGCGCAACCCAGAAAGACGACGCTACGGCTGCTTTATTTCTAACCTGACCGACTTCACGCGCAATCTGC
TCGCACCGCCCTGAAAATCCTATCACAGTTCACAAAAAACTCAACTGGGTTTTTGCGGATCAGATCTGGGCCCGAA
CAGAAACTGATCTCTGAAGAAGACCTGAACGGTACCGCATAGGAGCTCGCTGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAA
AACCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGG
CTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGTAGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTATT
GGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTG
GCGGTACTAAACCTCCTGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCACTTA
TCCGCCTGGTACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCTCAGCCTCTTAATACTTTCATGT
TTCAGAATAATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGGGCATTAACTGTTTATACGGGCACTGTTACTCAGGGCACTGACC
CCGTTAAAACTTATTACCAGTACACTCCTGTATCATCAAAAGCCATGTATGACGCTTACTGGAACGGTAAATTCAGA
GACTGCGC
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