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“Each living creature must be looked as a microcosm a little universe, formed
of a host of self-propagating organisms, inconceivably minute and as
numerous as the stars in heaven.”

“Cada criatura viviente debe verse como un microcosmos, un pequefo
universo, formado por una multitud de organismos que se propagan a si
mismos, inconcebiblemente diminutos y tan numerosos como las estrellas del
cielo”.

Charles Darwin, 1868.
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Resumen

Datos epidemiologicos estiman que un tercio de la poblaciéon humana tiene anticuerpos
contra Toxoplasma gondii (Apicomplexa: Sarcocystidae); sin embargo, existe la posibilidad
de que la frecuencia de seropositividad se encuentre sobreestimada como resultado de la
presencia de anticuerpos de reactividad cruzada originados por organismos cercanos
filogenéticamente, como Sarcocystis, que es un pardsito zoondtico insuficientemente
estudiado. En este trabajo se investigaron in-silico proteinas superficiales de Sarcocystis spp.
que pudieran causar reaccion cruzada en el diagndstico serologico de Toxoplasma gondii. Se
buscaron secuencias primarias de proteinas superficiales de Sarcocystis spp. en bases de
datos especializadas, las cuales se modelaron tridimensionalmente por dos métodos,
homologia y AlphaFold2 y, luego se llevo a cabo un docking molecular usando ClusPro con
un anticuerpo cristalizado contra el antigeno superficial 1 (SAG1) de T. gondii. Se
encontraron 227 secuencias primarias de Sarcocystis spp., de las cuales, 23 fueron completas
y correspondian a antigenos superficiales. De estas tltimas, s6lo 6 secuencias cumplian mejor
con los requerimientos para el estudio. Cada secuencia se utiliz6 para generar un modelo por
homologia y un modelo por AlphaFold2, produciendo un total de 12 modelos
tridimensionales. Luego de llevar a cabo el docking molecular con cada modelo de proteina
de Sarcocystis y el modelo de anticuerpo contra Toxoplasma, se elaboraron tablas de
aminoacidos interactuantes y se encontrd que dos proteinas de Sarcocystis spp. interactuaron
con 70 y 68 aminodcidos del anticuerpo cristalizado contra Toxoplasma; las otras 10
secuencias de Sarcocystis interactuaron con 39 a 59 aminoécidos del anticuerpo mencionado.
El antigeno superficial 3 (SAG3) y el antigeno superficial 2 (SAG2) de Sarcocystis neurona
modelado por homologia y por AlphaFold2 respetivamente tienen probabilidad de generar
reactividad cruzada debido a la mayor cantidad de aminodcidos interactuantes. Nuevos

estudios deben llevarse a cabo para constatar los datos por métodos experimentales.

Palabras clave: Reactividad cruzada; Toxoplasma gondii, Sarcocystis spp.; in-silico;

docking molecular.



Abstract

Epidemiological data estimate that one third of the human population has antibodies
against Toxoplasma gondii (Apicomplexa: Sarcocystidae); however, there is a possibility that
the frequency of seropositivity is overestimated because of the presence of cross-reactive
antibodies originating from phylogenetically close organisms, such as Sarcocystis, which is
an insufficiently studied zoonotic parasite. In this work, Sarcocystis spp. surface proteins
were investigated in-silico that could cause cross reaction in the serological diagnosis of
Toxoplasma gondii. Primary sequences of Sarcocystis spp. surface proteins were searched in
specialized databases, which were three-dimensionally modeled by two methods, homology
and AlphaFold2, and then molecular docking was carried out using ClusPro with a
crystallized antibody against the surface antigen 1 (SAG1) of Toxoplasma gondii.

A total of 227 Sarcocystis spp. primary sequences were found; of which 23 were
complete and corresponded to surface antigens. Of the latter, but only 6 sequences better met
the requirements for this study. Each sequence was used to generate a homology model and
an AlphaFold2 model, yielding a total of 12 three-dimensional models. After performing
molecular docking with each Sarcocystis protein model and the Toxoplasma antibody model,
interacting amino acid tables were constructed and it was found that two Sarcocystis spp.
they interacted with 70 and 68 amino acids of the crystallized antibody against Toxoplasma;
the other 10 Sarcocystis sequences interacted with 39 to 59 amino acids of the afore
mentioned antibody. Sarcocystis neurona surface antigen 3 (SAG3) and surface antigen 2
(SAG2) modeled by homology and by AlphaFold2, respectively, are likely to generate cross-
reactivity due to the greater amount of interacting amino acids. New studies should be carried

out to verify the data by experimental methods.

Key words: Cross-reaction;, Toxoplasma gondii, Sarcocystis spp., in-silico; molecular

docking.
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1. Introduccion
1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es un protozoario parasito intracelular obligado perteneciente al
Phylum Apicomplexa, clase Esporozoa, subclase Coccidia, orden Eucoccidida y Familia
Sarcocystidae (Dubey et al., 1998; Petersen & Dubey, 2001; Gémez y Mondragon, 2014).
Los organismos pertenecientes a dicho Phylum se caracterizan por presentar un complejo
apical conformado por una serie de organelos secretorios y un organelo endosimbidtico
denominado apicoplasto (Dubey et al., 1998).

Este organismo es el causante de la toxoplasmosis, una enfermedad zoonoética de alta
prevalencia en el mundo que parasita a un gran nimero de hospedadores vertebrados en los
cuales el padecimiento ocasiona abortos, muertes neonatales y mortinatos, especialmente en
ovejas, cabras y cerdos, causando pérdidas economicas (Deshmukh et al., 2021).

En el ser humano, la toxoplasmosis suele ser asintomatica; sin embargo, infecciones
severas pueden llegar a ser mortales causando padecimientos congénitos y complicaciones
en personas inmunocomprometidas (Blader & Saeij, 2009; Macédo et al., 2013; Weiss &
Dubey, 2009). En mujeres embarazadas, las parasitosis por 7. gondii pueden provocar
abortos, si la infeccion ocurre en los primeros meses de gestacion. Si la parasitosis ocurre en
el tercer trimestre del embarazo, en el neonato se observan malformaciones, hidrocefalia y
microcefalia (Montoya & Liesenfeld, 2004). La reactivacion de una parasitosis latente en
individuos inmunocomprometidos puede causar encefalitis toxoplasmatica mortal,

miocarditis y neumonitis (Eza & Lucas, 2006; Liu et al., 2015; Saadatnia & Golkar, 2012).

1.1.1 Formas infectantes de Toxoplasma gondii

T. gondii cuenta con 3 etapas infectivas, taquizoitos (estado de desarrollo de replicacion
rapida que infecta de manera individual o en grupos), bradizoito (estado de desarrollo de
replicacion lenta contenidos en colonias tisulares) y esporozoitos (estado de desarrollo
ubicado en esporoquistes dentro de los ooquistes esporulados) (Montoya & Liesenfeld,
2004). Estas etapas son importantes para todos los hospedadores y cuentan con caracteristicas
particulares (bioquimicas y morfologicas) que les permiten continuar con el desarrollo
bioldgico del parasito, asi como en la evasion del sistema inmunolégico de los organismos

infectados (Gomez y Mondragén, 2014).



Los taquizoitos son estructuras con forma de medialuna de 2 por 6 um, con un extremo
anterior conoidal puntiagudo y un extremo posterior redondeado (Fig. 1). Estas estructuras
son metabolicamente activas y son susceptibles a agentes usados para tratar infecciones
ocasionadas por coccidios (Lindsay & Dubey, 2020). Los taquizoitos se desplazan por
ondulacion, difusion o rotacion (Dubey et al., 1998) y pueden infectar de forma activa
cualquier célula nucleada del organismo hospedador. La multiplicacién de los taquizoitos se
lleva a cabo de manera asexual mediante de un proceso denominado endodiogenia, en donde
se forman dos células hijas en el citoplasma de una célula madre, la cual acaba
desapareciendo (Dubey et al., 1998). El taquizoito ocasiona una fuerte respuesta inflamatoria
y destruccion tisular lo que conlleva a las manifestaciones clinicas de la enfermedad

(Montoya & Liesenfeld, 2004)
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Figura 1. Taquizoito de Toxoplasma gondii. Microscopia electronica de transmision dé la ce;m VEG en célula
peritoneal de raton. Conoide (Co);, micronema (Mn); vacuola parasitofora (Pv); roptria (Rh); aparato de
golgi (Go), nucleolo (No); nucleo (Nu); granulos densos (Dg); granulos de amilopectina (Am). Fotografia
tomada de Dubey et al., 1998.

Los bradizoitos son formas sumamente parecidas a los taquizoitos, sin embargo, las
principales caracteristicas que permiten diferenciarlos son, (1) la disposiciéon del nucleo
dentro de la estructura parasitaria, (2) el grosor y, (3) la manera en la que estos se encuentran
en el hospedador. En los bradizoitos, el nticleo celular se encuentra en la parte posterior de
la estructura, mientras que en los taquizoitos el nuicleo se encuentra en la zona media. A pesar
de ser una caracteristica clave, solo se puede observar a través de microscopias que permitan
distinguir los organelos celulares. Por otro lado, los bradizoitos son estructuras mas delgadas
que los taquizoitos y se encuentran contenidos dentro de las colonias tisulares (Lindsay &

Dubey, 2020).



Las colonias tisulares varian en tamafio desde 5 a mas de 70 um de didmetro y contienen
de unos pocos a varios cientos de bradizoito, cada uno, de 7.0 por 1.5 um (Fig. 2) (Dubey et
al., 1998). Estas estructuras se pueden desarrollar en organos viscerales, incluidos los
pulmones, el higado y los rifiones, aunque son mas prevalentes en tejidos musculares y
neuronales como el cerebro, los o0jos, los musculos esqueléticos y los cardiacos (Montoya &
Liesenfeld, 2004). La colonia tisular puede persistir durante toda la vida del hospedador y no
causar alguna complicacidon grave. Se cree que las colonias tisulares liberan periddicamente
bradizoitos, mismos que son destruidos rapidamente por el sistema inmunolégico de los
hospedadores, lo que contribuye a la exposicion de por vida y a la inmunidad continua al

parasito (Lindsay & Dubey, 2020).
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Colonia tisular y bradizoito de Toxoplasma gondii. A) Microscopia electronica de barrido. Quiste

Figura .
en celulas CRFK 13 dpi (dias posteriores a la infeccion). Se observan bradizoito dentro de la estructura antes
senalada. 5 um Fotografia tomada de (de Muno et al., 2014) B) Microscopia electronica de transmision.
Bradizoito. Se observan algunas estructuras del estadio. Conoide (Co); centriolos (Ce); micronema
(Mn),; mitocondria (Mi); plasmalema (Pm); complejo de membraba interna (Im) roptria (Rh),; aparato de golgi
(Go);apicoplasto o golgi adjunto (Ga), nucleo (Nu), granulos densos (Dg), granulos de amilopectina (Am). 1
um. Fotografia tomada de Dubey et al., 1998.

Al igual que los bradizoitos, los esporozoitos son estructuras similares a los taquizoitos
ya que cuentan con un nucleo subterminal, sin embargo, lo que permite diferenciarlos es que
los esporozoitos cuentan con un mayor nimero de micronemas, roptrias y granulos de
amilopectina, miden de 6 a 8.2 um y estdn contenidos dentro de ooquistes. Estas ultimas
estructuras son de forma de forma esférica o subesférica de 10 a 12 um de didmetro. Los

ooquistes, al completar un proceso denominado esporulacion, contienen en su interior 2



estructuras de forma elipsoidal denominadas esporoquistes, las cuales, envuelven a 4

esporozoitos cada una (Fig. 3) (Montoya & Liesenfeld, 2004; Gomez y Mondragén, 2014).

Figura 3. Ooquistes de Toxoplasma gondii. A) Ooquiste sin esporular. Se observa el esporonte en su interior.
B) Ooquiste esporulado con dos esporoquistes que en su interior tienen 4 esporozoitos(flechas). C) Microscopia
electronica de transmision. Qoquiste esporulado. Se observa la pared del ooquiste (flecha grande), dos
esporoquistes (cabezas de flecha) y dentro de ellas se obserban los esporozoitos(flechas). Fotografia tomada

de Dubey et al., 1998.

1.1.2  Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii

El ciclo inicia cuando algin miembro de la familia Felidae, el cual funge como
hospedador definitivo, consume algin tejido infectado por colonias tisulares. Tras la ingesta,
se digiere la pared de la colonia con ayuda de enzimas proteoliticas, liberando a los
bradizoitos. Las estructuras antes mencionadas penetran en la lamina propia del intestino
delgado en donde algunas de ellas se diferencian en taquizoitos que se diseminan en tejidos
extraintestinales, mientras que otros bradizoitos realizan un proceso de reproduccion asexual,

el cual consta de 5 ciclos de esquizontes (del tipo A al E), para que en algin momento se



produzcan las formas sexuales. Dichas diferenciaciones estdn mediadas por factores
microambientales que les permiten convertirse en una u otra estructura de la etapa de
desarrollo (Augusto et al., 2020). Cierto niumero de esquizontes se transforman en
microgametocitos (células masculinas) que producen microgametos, pero la gran mayoria se
diferencia en estructuras femeninas (macrogametocitos) que seran fertilizadas por los
microgametos y formaran un cigoto. El cigoto forma la pared del ooquiste alrededor de las
células esporantes y cuando los ooquistes maduran, son arrojados al lumen intestinal del
hospedador definitivo por la ruptura de las células epiteliales que anteriormente fueron
infectadas (Fig. 4) (Lindsay & Dubey, 2020; Speer & Dubey, 2005).

Los ooquistes sin esporular son expelidos junto con las heces fecales del hospedador
definitivo y esporulan, dependiendo de las condiciones ambientales como humedad, oxigeno
y temperatura. Los ooquistes esporulados son las estructuras infectivas. La esporulacion
puede tardar entre 1 a 21 dias; sin embargo, se sabe que los ooquistes sin esporular pueden
persistir en el ambiente durante un periodo prolongado (de 2 a 3 meses) (Jackson &
Hutchison, 1989; Montoya & Liesenfeld, 2004).

Los hospedadores intermediarios se pueden infectar de dos formas; la primera de ellas
es a través del consumo de alimentos contaminados con ooquistes esporulados o bien por la
ingesta de alimentos crudos o poco cocidos que contengan quistes tisulares, mientras que la
segunda es por transmision transplacentaria de la madre al feto (Dubey et al., 1998; Lindsay
& Dubey, 2020).

Una vez dentro de su hospedador intermediario, la pared de los ooquistes es degradada
y se liberan los esporozoitos. Estos ultimos, al igual que los bradizoitos, penetran las células
epiteliales del intestino, se multiplican como taquizoitos de manera local y posteriormente se
diseminan en el cuerpo del organismo hospedador a través de la sangre o la linfa infectando
de esta manera a 6rganos distales y practicamente a cualquier célula del individuo (Lindsay
& Dubey, 2020). Después de unos cuantos ciclos de multiplicacion los taquizoitos dan lugar
a bradizoitos que experimentan una etapa de transformacion para producir colonias tisulares
(Fig. 4).

1.1.3 Diagnédstico de la toxoplasmosis
En la actualidad el diagnostico de la toxoplasmosis se hace mediante métodos bioldgicos

(deteccion de estructuras infectivas en alimentos o materia fecal), seroldgicos (deteccion de



anticuerpos en fluidos), moleculares (identificacion de material génetico del parasito),
histolégicos (deteccion de antigenos del parésito en tejidos), o bien, por la combinacion de
estos (Liu et al., 2015). Por otro lado, estas pruebas son determinantes para realizar un
diagndstico correcto ya que los signos clinicos que se presentan durante la parasitosis severa
no son especificos y se comparten con algunas otras enfermedades infectivas (Boothroyd &
Grigg, 2002; Liu et al., 2015; Tenter et al., 2000).

Las pruebas serologicas son las mas utilizadas para la deteccion de la toxoplasmosis.
Ensayos como la prueba de tinte (DT), la prueba de aglutinaciéon modificada (MAT), los
ensayos de hemaglutinacion indirecta (IHA), la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes
(IFAT), las pruebas de aglutinacion directa, las pruebas de aglutinacion de latex (LAT), el
ensayo de aglutinacion inmunoabsorbente (ISAGA) y el ensayo por inmunoadsorcion ligado
a enzimas (ELISA) son ejemplo de ello (Tabla 1). Actualmente el ELISA es el método mas
utilizado debido a que permite identificar anticuerpos especificos de las clases IgM, IgG e
IgA, principalmente contra un antigeno lisado de taquizoito de 7. gondii. La técnica utiliza
como muestra biologica sueros o algin otro fluido (Deshmukh et al., 2021; Montoya &
Rosso, 2005). No obstante, pese a ser una prueba ampliamente utilizada, diversas
investigaciones han demostrado que el ELISA tiene una sensibilidad diagnostica limitada en
el serodiagnostico de la toxoplasmosis debido a la presencia de multiples moléculas con
relaciones homologas de parasitos cercanos filogenéticamente y podrian ser la causa de la
reactividad cruzada tanto en esta como en otras pruebas diagnosticas seroldgicas (Deshmukh

et al., 2021; Macédo et al., 2013).
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Figura 4. Ciclo biologico de Toxoplasma gondii. 1) Los felinos eliminan los ooquistes al ambiente. 2) Los

ooquistes esporulados son consumidos en los alimentos por los hospedadores intermediarios. 3) Formacion de

quistes tisulares en tejidos de los hospedadores intermediarios. 4) Infeccion por ingesta de tejidos que

contienen quistes tisulares. 5) Infeccion por ingesta de alimentos contaminados por ooquistes esporulados. 6)

Infeccion vertical (via transplacentaria) madre-feto. Modificado de Lindsay & Dubey, 2020.
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Tabla 1. Resumen de los métodos serologicos para la deteccion de la infeccion por T. gondii.

Meétodos serologicos

Antigenos o anticuerpos utilizados

Tipo de antigeno/anticuerpo

probado
DT Taquizoito vivo IgG, IgM, IgA
MAT Taquizoito fijado con formalina IeG
IFAT Taquizoito entero inactivado IgG, IgM
HA Globulos rojos ’curtldos sensibilizados con 1eG
antigenos solubles
Antigeno de taquizoito lisado, antigenos .
ELISA recombinantes, anticuerpos especificos 1gG, 1gM, IgA y antigenos
ISAGA Anticuerpos IgM anti-humanos IgM
LAT Particulas de latex recubiertas de antigenos 1eG, IgM
solubles
PIA Nanoparticulas de oro recubiertas de antigeno IgG
WB Antigeno de taqu1201.t0 lisado, antigenos 1eG, IgM
recombinantes
TIC Antigenos o antlcuerp(?s etiquetados con oro 1eG, ESA
coloidal
Prucha de avidez Antigeno de taquizoito lisado, antigenos 16G, IgA, IgE

recombinantes

Cuadro modificado de Liu et al., 2015.

1.1.4 Epidemiologia

Datos seroepidemioldgicos mencionan que aproximadamente un tercio de la poblacion
mundial esta parasitada con 7. gondii de manera cronica o al menos tuvo contacto con el
organismo, dichos estudios refieren que la prevalencia de la toxoplasmosis varia entre un
10% a un 80% dependiendo del estatus econdmico, cultural y de salud de las personas
(Macédo et al., 2013; Montoya & Rosso, 2005; Tenter et al., 2000). De igual forma, se conoce
que las seroprevalencias también varian dentro de un pais entre comunidades de una misma
region (Pappas et al., 2009).

En general, se han observado bajas seroprevalencias (10 al 30 %) en América del Norte,
en el sudeste asiitico, en el norte de Europa y en los paises sahelianos de Africa.
Seroprevalencias moderadas (30 al 50 %) han sido registradas en paises de Europa Central y
meridional, mientras que las seroprevalencias mas altas se han registrado en América Latina
y en paises de Africa Tropical (Robert-Gangneux & Dardé, 2012). En el cuadro 2, se muestra

un resumen de los rangos de seroprevalencias de diferentes paises del mundo.
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Tabla 2. Rangos de seropositividad en Europa, América y Asia.

Continente Pais Aiio Seropositividad (%)
Austria 1998 43
Belgica 1997 50
Francia 2001 >75
Alemania 2004 26-54
Europa (oeste)
Italia 2001 18-60
Paises Bajos 2004 40.5
Espafia 2004 28.6
Suiza 1995 46
Dinamarca 1999 27.8
Finlandia 1995 20.3
Europa (escandinavia)
Noruega 1998 10.9
Suecia 2001 14-29.4
Croacia 2000 38.1
Polonia 2001 46.4-58.5
Europa (centro y este) Eslovenia 2002 34
Reino Unido 1998 57-93
Yugoslavia 1992 23-33
América (norte) Estados Unidos 2004 16-40
Costa Rica 1996 76
Cuba 1993 60
América (centro)
México 2001 35
Panama 1988 90*
Argentina 2001 72
América (sur) Brasil 2001 59
Antillas y Bahamas 1991 29.7
Indonesia 2000 58
Malasia 2004 44.8
Asia (sudeste)
1992, 1997, 2000,
Tailandia 2.3-21.9
2001

*Mayores de 60 arios.

Modificada de Sukthana, 2006.
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Figura 5. Informes de seropositividad de la toxoplasmosis en Europa, América y Asia. Se muestran los

porcentajes de seropositividad de la toxoplasmosis reportados por Sukthana, 2006.

En México, la seroprevalencia de la toxoplasmosis humana varia de acuerdo con las
condiciones climatologicas que predominen en la region, siendo las zonas costeras las que
cuentan con un porcentaje mayor al del resto del pais (Herndndez-Cortazar et al., 2015).
Asimismo, el incremento de la seroprevalencia de la enfermedad estd relacionado a la
presencia de gatos como mascota, al consumo de agua no tratada, a la ingesta de carne de
ganado o de animales ex6ticos poco cocida y a las actividades relacionadas con el contacto
de aguas residuales y suelo (Tabla 3) (Hernandez-Cortazar et al., 2015; Montoya &
Liesenfeld, 2004).
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Tabla 3. Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en humanos adultos de Mexico.

Estado Categoria Aiio Seropositividad (%)
Mujeres embarazadas 6.1 IgG
Pacientes con enfermedades
2006 18.2 IgG 4.4 IgM
mentales
8.91gG 2.2 IgM
Donadores de sangre
Donadores de sangre 2007 7.4 1gG 1.8 IgM
Recicladores 21.11gG 2.2 IgM
Recolectores de residuos 2008 8.4 IgG
Poblacion rural 23.8 1gG 2.2 IgM
Mujeres embarazadas 2009 821gG23IgM
Poblacion rural (menonitas) 30.3 1gG 3.3 IgM
Plomeros 6.6 IgG
) 2010
Trabajadores de construccion 8.41gG 1.4 IgM
Jardineros 61gG 2.4 IgM
Pacientes con enfermedades
20 IgG
mentales
Durango , 531G
Poblacion general
Poblacion general 6.1 1gG 2.1 IgM
Carniceros 7 1gG 4 IgM
Poblacion general il 91gG 2 IgM
Pacientes con enfermedad
] 13.31gG 2.7 IgM
hepatica
] 10.7 IgG 3.3 IgM
Poblacion general
Recolectores de frutas y
7.51gG 1 IgM
verduras
. 7.8 1gG 2.8 IgM
Poblacion general
Poblacion rural 22.41gG 9.6 IgM
Pacientes con accidentes de
. 8.3 1gG 0.8 IgM
trabajo 2012
. 5.31gG 2.3 IgM
Poblacion general
Personas de edad avanzada 12 1gG 2.9 IgM
Mujeres con abortos
1999 47
espontaneos
Yucatan
Poblacion general sin
2011 251gG 37 IgM

contacto con gatos
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Mujeres con abortos

2012 55 IgG 20 IgM
espontaneos
Oaxaca Poblacion general 1991 5.1
Tabasco Poblacion general 67.5
Estado de México Poblacion general 1992 32.1
Baja California Sur Poblacion general 17.4
Mujeres embarazadas
. 34.9 1gG 20.7 IgM
Ciudad de México Mujeres con abortos 1995
44.9 1gG 33.3 IgM
espontaneos
Poblacion general 5
Chiapas ; 1998
Mujeres embarazadas 18
Poblacion general
Jalisco 1999 64 IgG

propietarios gatos

Modificado de (Hernandez-Cortazar et al., 2015).

Seropositividad 1gG (%)
67.5

I 36.3

Con tecnologfa de Bing
© Microsoft, TomTom

Seropositividad IgM (%)
37

I 233

9.6

Figura 6. Informes de seroprevalencia de toxoplasmosis en México. Se muestran los porcentajes de

seroprevalencia de la toxoplasmosis mas altos reportados por Hernandez-Cortazar et al., 2015.
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1.2 Sarcocystis spp.

Sarcocystis es un género que pertenece al mismo Phylum, clase, orden y familia que T.
gondii; no obstante, a diferencia de Toxoplasma, Sarcocystis es mucho mas diverso en los
tipos de animales que fungen como hospedadores intermediarios (que continen sarcoquistes)
o como hospedadores definitivos (que pueden excretar ooquistes) (Lindsay & Dubey, 2020).
Las especies pertenecientes al género Sarcocystis son cosmopolitas y pueden infectar a
organismos cordados, entre los que se encuentran aves, reptiles, marsupiales y mamiferos
(Fayer et al., 2015).

En la actualidad, a pesar de que se conocen més de 200 especies de Sarcocystis, solo se
tiene registro de 3 que pueden infectar al ser humano como hospedador intermediario,
Sarcocystis suihominis, Sarcocystis hominis y Sarcocystis heydorni (Dubey et al., 2016).
Pese a ello, debido a que muchas de las especies hospedadoras, principalmente ganado, tienen
contacto con el ser humano, es posible que puedan infectarlo de manera accidental y de esta
manera incrementar la incidencia de casos.

La sarcocistosis suele ser asintomatica y no tiene manifestaciones clinicas para los
hospedadores intermediarios (Lindsay & Dubey, 2020). Sin embargo, cuando los sintomas
se presentan, en animales destinados al consumo humano, como bovinos, ovejas y caballos,
la industria ganadera tiene pérdidas econdmicas, ya que los animales presentan letargo,
crecimiento deficiente, reduccion de la produccion de leche, cojera, pérdida de lana y cabello,
condena de la canal en la inspeccion de la carne, asi como la muerte (Fayer, 2004). Signos
como fiebre, anorexia, anemia y demacracion generalmente se observan durante fase aguda
de la enfermedad (Lindsay & Dubey, 2020).

Asimismo, en animales prefiados, la sarcosistosis, al igual que la toxoplasmosis, puede
provocar abortos y realentizacion o detenimiento en el desarrollo de las crias (Fayer, 2004).
Otros signos que se pueden observar son lesiones macroscopicas, edemas, hemorragias y
atrofia muscular.

En el ser humano, la sarcocistosis es asintomatica; sin embargo, el estado inmunolédgico
del hospedador es clave para el desarrollo de la enfermedad. Los signos clinicos pueden
variar de acuerdo con la manera en la que fue adquirida la infeccion, al igual que por el papel
que cumple la persona en el ciclo bioldgico del parasito. Los sintomas que se presentan

cuando la sarcocistosis intestinal es inducida experimentalmente, incluyen nduseas, malestar
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abdominal y diarrea autolimitante; la severidad de estos tltimos signos esta relacionada con
la cantidad de carne infestada que fue ingerida (Arness et al., 1999).

En la sarcocistosis extraintestinal, los principales sintomas incluyen tumefaccion
muscular de un diametro de 1 a 3 cm de didmetro acompafiada de dolor con eritema de la piel
alrededor de la inflamacion. Asimismo, las lesiones pueden estar acompaniadas de fiebre,
mialgia difusa, sensibilidad muscular, debilidad, eosinofilia y broncoespasmo (Mehrotra et
al., 1996).

1.2.1 Formas infectantes de Sarcocystis spp.

Se conocen dos formas infectantes, (1) las colonias tisulares, también conocidos como
sarcoquistes y se encuentran relacionados con las infecciones cronicas y con hospedadores
intermediarios y (2) los ooquistes, relacionados con los hospedadores intermediarios. Las
colonias tisulares y los ooquistes de Sarcocystis son muy parecidas a las colonias tisulares y
los ooquistes de 7. gondii difiriendo los ooquistes por algunos micrometros y, en las paredes
que presentan las colonias tisulares. Asimismo, existe otra estructura generada a partir de la
diferenciacion de los esporozoitos denominada merozoito. Esta etapa del desarrollo asexual
se relaciona con los taquizoitos de 7. gondii tanto morfolégicamente como metabolicamente
y se presenta 15 a 16 dias posteriores a la infeccion de esporozoitos (Fayer, 2004).

Las colonias tisulares son estructuras que llegan a medir hasta 100 um de didmetro y
325 um de longitud, pero con mayor frecuencia estan en el rango de 20 a 60 pm y
generalmente no inducen reacciones inflamatorias en el tejido circundante debido al
aislamiento generado por la pared del quiste (Mehrotra et al., 1996). Las colonias tisulares
maduras en su interior contienen unicamente bradizoitos con forma de medialuna, mientras
que los inmaduros tienen células redondeadas denominadas metrocitos asi como bradizoitos
(Fig. 5) (Fayer et al., 2015). La estructura de la pared de las colonias tisulares es importante
para distinguir especies pertenecientes al género. Dichas estructuras pueden presentar
protuberancias vilares gruesas o delgadas (Fig 6) (Rosenthal, 2021).

Los ooquistes son morfologicamente iguales a los de 7. gondii siendo estructuras
redondeadas que contienen en su interior 2 esporoquistes elipsoidales con 4 esporozoitos
cada uno. En cuanto al tamafio, los ooquistes de Sarcocystis son ligeramente mas grandes
midiendo 15 por 20 um, mientras que los esporoquistes llegan a medir 12 por 6 um (Fig. 7)

(Rosenthal, 2021).
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Figura 7. Colonia tisular y bradizoito de Sarcocystis spp. A) Microfotografia de Sarcocystis muris.
Sarcoquiste inmaduro en tejido muscular. Pared del sarcoquiste (SCW); bradizoito(bz),; metrocito (mc) 20 um.
Tomada de Rosenthal, 202 1. B) Microscopia electronica de transmision de un corte longitudinal de bradizoito
de Sarcocystis speeri. Conoide (co); micronemas (mn), granulos de amilopectina (am); 2 roptrias (rh), una
mitocondria (mc), granulos densos (dg) y un nucleo (nu) con un nucléolo prominente (no). Tomada de Dubey
etal., 2015.

Figura 8. Diagnostico diferencial de especies coinfectantes. Se representan dos sarcoquistes en los miisculos
del cerdo. A la izquierda, S. miescheriana para la que los perros sirven como anfitrion definitivo. A la derecha,
S. suihominis para el que la gente sirve como anfitrion definitivo. Tenga en cuenta que las protuberancias
vilares en la pared del sarcoquiste son mas delgadas y largas para S. suihominis. Microscopia electronica de

transmision. Tomada de Dubey et al., 2016.
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Figura 9. Microfotografia de ooquistes de Sarcocystis muris. A) Se muestran dos ooquistes no esporulados
(arriba a la izquierda) y dos ooquistes esporulados (abajo a la derecha). En los ooquistes esporulados, los
esporozoitos(sz) y los cuerpos de residuo (rb) estan encerrados por la prominente pared de los esporoquistes
(spw), que, a su vez, se emparejan dentro de la pared del ooquiste (ow). 20 um. Microscopia de campo claro.

Tomada de Rosenthal, 2021.

1.2.2 Ciclo biolégico de Sarcocystis spp.

El ciclo biologico de Sarcocystis spp. es indirecto, aunque también es conocido como
presa-depredador obligatorio, por lo que requiere de 2 hospedadores. El hospedador
definitivo (carnivoro u omnivoro), expele junto con las heces, cientos de ooquistes que
pueden contaminar alimentos y agua. Posteriormente, el hospedador intermediario
(herbivoro principalmente) adquiere la infeccion al consumir alimentos con esporoquistes
esporulados o esporoquistes libres (fase infectiva), los cuales al llegar al intestino de su
hospedador y por la exposicion a tripsina y bilis, liberan esporozoitos motiles que pasan entre
o por las paredes del intestino y se alojan en las células endoteliales de casi todos los 6rganos.
Esta etapa es la primera de aproximadamente cuatro del desarrollo asexual del parésito,
también llamada merogonia o esquizogonia, en donde el nucleo se lobula y se divide en
varios nucleos (endopoligenia), generando asi un gran numero de merozoitos entre los 15 a
16 dias posteriores a la ingesta de los esporozoitos (en el caso de Sarcocystis cruzi) (Fig. 8)

(Fayer, 2004; Lindsay & Dubey, 2020).

19



Las subsecuentes generaciones de merozoitos, se desarrollan en la direccion del flujo
sanguineo hacia las arteriolas, los capilares, las vénulas y las venas, hasta la Giltima etapa del
desarrollo asexual, la cual se localiza en células musculares (Fayer, 2004).

Los merozoitos de segunda generacidn, se encuentran de manera individual o en pares
dentro de las células mononucleares en sangre periférica a los 27 dias posteriores a la ingesta
de los esporozoitos. Asimismo, la tercera generacion se encuentra en células endoteliales o
capilares de cualquier parte del cuerpo, sin embargo, predominan en glomérulos renales. Los
merozoitos de esta Gltima generacidn se alojan en células musculares lisas, esqueléticas o
cardiacas (algunas veces en tejido neural) de la que finalmente comienza la formacion de los
sarcoquistes (Fayer et al., 2015; CDC, 2017).

La colonia tisular se forma a partir de la diferenciacion de los merozoitos en una sola
célula redonda llamada metrocito o célula madre. Después de una serie de numerosas
divisiones (endiodogenia), aumenta el nimero de metrocitos a medida que la colonia tisular
crece mientras que, al mismo tiempo, se desarrolla una pared que aisla la colonia tisular del
musculo circundante. Los metrocitos se convierten en bradizoitos infectantes y en ese punto
es cuando se considera que la colonia tisular es infectiva (Fig. 8) (Fayer, 2004).

El hospedador definitivo se infecta al consumir colonias tisulares, que al ser digeridas
liberan bradizoitos, los cuales se producen a los dos meses y medio post infeccion. Los
bradizoitos se invaden la lamina propia del epitelio intestinal (intestino delgado) en donde se
lleva a cabo la gametogonia diferenciandose en microgametos y macrogametos (Poulsen y
Stensvold, 2014; CDC, 2017). Los gametos se fusionan y se convierten en ooquistes, los
cuales esporulan en el epitelio intestinal y se eliminan del hospedador en las heces,
completandose asi el ciclo vital del parasito (Poulsen y Stensvold, 2014; CDC, 2017).

1.2.3 Diagnédstico de la sarcocistosis

La sarcocistosis puede diagnosticarse de dos formas. La primera de ellas es a través de
métodos bioldgicos por la deteccion y tincion de estructuras infectivas mediante biopsias o,
identificando ooquistes y esporoquistes en deposiciones mediante examenes coprologicos
(e.j. técnica de Faust) (Poulsen & Stensvold, 2014). No obstante, los examenes antes
mencionados, no permiten descriminar entre las especies de apicomplexos debido al parecido

de las estructuras observadas.
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El segundo método es por medio de pruebas moleculares que al igual que en la
toxoplasmosis, permiten encontrar material genético del parasito. Estas pruebas son las que
tiene mayor presicion ya que permiten la diferenciacion entre algunas especies de
apicomplexos (Rosenthal, 2021).

Las pruebas seroldgicas no son recomendadas para la deteccion de esta enfermedad ya
que por la naturaleza cronica de las infecciones por las colonias tisulares y por la hipotética
reactividad cruzada entre antigenos conservados de especies relacionadas, hacen que la

serologia tenga un valor diagnoéstico incierto (Garcia-Lunar et al., 2015; Gondim et al., 2017)
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Figura 10. Ciclo biologico de Sarcocystis spp. 1) El hospedador definitivo se infecta al consumir sarcoquistes
infectantes. 2) Dentro del intestino delgado del organismo definitivo se produce la fase sexual o gametogonia
terminando en la produccion de ooquistes esporulados. 3) El organismo intermediario consume ooquistes
esporulados y se infecta. 4) Fase de reproduccion asexual o esquizogonia en células endoteliales y en células

mononucleares. 5) Maduracion de los sarcoquistes en musculos esqueléticos, lisos o cardidcos.
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1.2.4 Epidemiologia

Las especies de Sarcocystis tienen una distribuciéon mundial, pese a ello, el conocimiento
epidemioldgico que se tiene al respecto de la sarcocistosis humana se basa en informes de
casos y brotes ocasionales provenientes primordialmente del sudeste de Asia (Rosenthal,
2021). Los registros que se tienen de la sarcocistosis intestinal refieren a personas que habitan
paises europeos como Paises Bajos, Alemania, Polonia, Eslovenia, Francia y Espafia. Los
paises asidticos que cuentan con este registro de infecciones son China, el Tibet, Laos y
Tailandia, mientras que en américa los paises con reportes son Argentina y Estados Unidos.
En Oceania so6lo se cuenta con el registro de casos en Australia (Fayer et al., 2015; Poulsen
& Stensvold, 2014). Sin embargo, se cree que muchos de los tejidos de animales domésticos,
mamiferos silvestres, aves y reptiles de los cuales se consume la carne contienen sarcoquistes
capaces de infectar hospedadores finales no identificados y causar complicaciones
desconocidas.

La sarcocistosis extraintestinal, ha sido identificada en mas de 100 personas alrededor
del mundo. Dichos casos fueron identificados por medio de muestras de biopsias
incidentales, sin que las personas presentaran signos clinicos o, el hallazgo se hizo
accidentalmente durante necropsia, como se ha registrado en Malasia (Fayer, 2004; Fayer et
al., 2015). Asimismo, el estudio realizado por Beaver y colaboradores en 1979, menciona
que las infecciones causadas por sarcocistosis muscular pudieron haber sido adquiridas en el
sudeste asiatico (13), la India (8), América Central o del Sur (5), Africa (4), Europa (4), los
Estados Unidos (3) y China (1), registrando un total de 40 casos. Pese a ello, los informes de
Africa, Oriente Medio y América Central y del Sur siguen siendo raros o faltantes debido a
la carencia de una prueba diagnostica con una alta especificidad o por la baja sensibilidad
diagnostica en la deteccion directa (Fayer et al., 2015; Poulsen & Stensvold, 2014). También,
la falta de estudios post-mortem en personas con sospechas de infeccion puede ser causa de
una prevalencia menor a la existente.

La domesticacion de animales para el consumo humano, asi como el contacto con la
fauna silvestre, son factores claves en las infecciones extraintestinales, ya que aumentan la
posibilidad de contraer infecciones causadas por esporoquistes convirtiendo al ser humano
en hospedador intermediario accidental (Fayer et al., 2015; Rosenthal, 2021). Se desconoce

el numero de especies en las que el ser humano funge como hospedador intermediario, pero

22



se especula que puede haber alrededor de 7 debido a las diferencias morfoldgicas encontradas
en las paredes de los colonias tisulares observadas en muestras de tejido humano (Beaver et

al., 1979; Fayer et al., 2015).

Figura 11. Informes de humanos con sarcocistosis extraintestinal reportados por Beaver et al., 1979 y Fayer
et al., 2015. El mayor numero de reportes se encuentra en paises del sudeste asidatico como es el caso de

Malasia. En el continente américano solo existen reportes en Estados Unidos, Brasil, Costa rica y Panama.

Figura 12. Informes de humanos con sarcistosis intestinal adquirida de forma natural reportdos por Fayer
et al., 2015. Al igual que el mapa anterior, el mayor numero de reportes se encuentra en paises del sudeste
asidatico, sin embargo, Polonia es el pais que mas casos ha registrado con un total de 313. En el continente

americano solo existen reportes en Estados Unidos y Argentina.
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1.3 Hospedadores compartidos del Phylum Apicomplexa

La diversidad de especies de vertebrados que son infectadas por protozoarios parasitos
es enorme, por lo que en ocasiones los organismos del phylum Apicomplexa pueden
compartir hospedadores, tanto intermediarios como definitivos o, en su defecto, podrian
infectar organismos de manera accidental, como en el caso del ser humano (Fayer et al.,
2015; Lindsay & Dubey, 2020), aumentando asi la posibilidad de obtener muestras falso
positivas en el inmunodiagndstico de la toxoplasmosis humana derivado de reaccion cruzada
por la presencia de epitopos similares entre las especies de los Apicomplexa.

Especies como Sarcocystis cruzi y Neospora caninum, comparten hospedadores
intermediarios (ganado bovino) como hospedadores definitivos (canidos), de igual forma,
Sarcocystis hirsuta, Toxoplasma gondii y Hammondia hammondi comparten hospedadores
definitivos (felinos), mientras que Sarcocystis suihominis y Toxoplasma gondii comparten al
cerdo como hospedador intermediario (Frenkel & Dubey, 1975; Lindsay & Dubey, 2020;
Sokol-Borrelli et al., 2020).

1.4 Moléculas compartidas

En la actualidad, la gendémica y la protedémica de moléculas compartidas por los parasitos
apicomplexos es estudiada debido a la importancia que estas proteinas tienen en la invasion
celular, ciclo celular y en la evasion inmunolodgica del organismo infectado (Blazejewski et
al., 2015). Entre las principales moléculas investigadas se encuentran proteinas superficiales
del parasito (antigenos superficiales (SAG), antigenos relacionados con SAG-1 o secuencias
relacionadas con la glicoproteina del antigeno superficial (SRS) y antigenos no relacionados
con SAG (SUSA)) y proteinas de organos secretores del mismo (micronemas, roptrias y
granulos densos).

Las moléculas mas estudiadas en Toxoplasma son los antigenos superficiales debido a
que su presencia va del 3 al 5% del total de proteinas encontradas, sin embargo, a pesar de
ser un porcentaje bajo, la mayoria de los anticuerpos son reactivos a SAG (Wang y Ying;
2014), lo que las ha convertido en blancos de diversas investigaciones. Aunado a eso, se ha
descrito una familia de proteinas que exhiben similitud, con secuencias proteicas de parasitos
relacionados filogenéticamente. En especifico, se ha demostrado la existencia de paralogos
en los merozoitos de Sarcocystis neurona, mismos que se clasificaron como SnSAGI,

SnSAG2, SnSAG3 y SnSAG4 que, aunque todavia no se conoce su funcion especifica en el

24



ciclo infectivo, se cree que estos pueden actuar de manera similar a los de 7. gondii (adhesion,
modulaciéon inmunologica y la atenuacion de la virulencia) (Howe et al., 2005). De igual
manera, en Neospora caninum se han descrito antigenos con estructuras y funciones analogas
a las de T. gondii, como SAG1 (NcSRS29B), SRS2 (NcSRS29C) y SAG3 (SRS57),
encontrados en la etapa de taquizoito (SRS29, SRS57) y bradizoito (SRS57) (Burg et al.,
1988; Jacquet et al., 2001; Cong et al., 2013), siendo las primeras, moléculas altamente
inmundgenas que estimulan la produccién de anticuerpos en la fase aguda de la infeccion
(Lekutis et al., 2001; Reid et al., 2012; Wasmuth et al., 2012).

1.5 Modelamiento de proteinas y docking molecular

1.5.1 Modelamiento de proteinas

Para el estudio de la protedmica, el modelamiento de proteinas es un instrumento que
permite descubrir la organizacion espacial de una proteina mediante diferentes enfoques
como la prediccion de interacciones atomicas basandose en la estructura cristalina (plantilla
o templete), de secuencias de aminodcidos relativamente similares (modelamiento
comparativo, por homologia o enhebrado), mediante enfoques que no se basan en una
plantilla conocida (ab initio) o por enfoques que se basan en el aprendizaje profundo
(caracteristicas derivadas de plantillas homologas + alineacién de secuencias multiples)
(Jisna & Jayaraj, 2021). Todas estas perspectivas pueden proporcionar datos relevantes sobre
la estructura, funcion y sitios activos de las proteinas los cuales son determinantes para
comprender su funcion bioldgica (Macédo et al., 2013; Jisna & Jayaraj, 2021). Un ejemplo
de la aplicacion de estas técnicas es el conocimiento generado sobre la caracterizacion
estructural de la unién moévil (MJ), una estructura compleja producida por los parasitos
apicomplexos que es esencial para la invasion de la célula hospedera (Crawford et al., 2010;

Macédo et al., 2013; Tonkin et al., 2011).

1.5.2 Docking molecular

El docking molecular, también conocido como acoplamiento molecular, es un método
empleado para prever modos de unién de pequefios compuestos o macromoléculas en
contacto con un receptor que permite predecir sus interacciones moleculares (Santos et al.,
2019). Estos andlisis se basan en diferentes funciones de puntuacion y se pueden clasificar

como métodos directos y los basados en plantillas.
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Los métodos directos se fundamentan en propiedades termodindmicas ya que intentan
encontrar la estructura del complejo objetivo ubicada al minimo de energia libre de Gibbs en
el espacio conformacional, mientras que los basados en plantillas, se sustentan en la
observacion de que los pares que interactian y que comparten una identidad de secuencia
mayor al 30% a menudo interaccionan de la misma forma y por lo tanto, la estructura del
complejo objetivo se puede obtener mediante herramientas de modelado por homologia si
hay disponible un complejo de plantillas apropiado de estructura conocida (Kozakov et al.,
2017). Si bien los dos métodos estan fundamentados ampliamente, el directo es el mas
empleado en la actualidad.

Dentro de las uniones macromoléculares se encuentran las interacciones proteina-
proteina, mismas que pueden incluir a las reacciones de los complejos antigeno-anticuerpo.
El acoplamiento de estos complejos es una alternativa valiosa y rapida a la caracterizacion
estructural experimental, por lo que son una herramienta importante para el conocimiento de

blancos terapéuticos y diagnosticos (Ambrosetti et al., 2020).

1.6 Antecedentes

Ante la problematica de la reactividad cruzada, investigadores de diferentes partes del
mundo han realizado estudios en diferentes organismos Apicomplexa enfocandose en
determinar si existe reactividad cruzada en pruebas serologicas. Estas pruebas muestran
discordancia, ya que cuando se utilizan antigenos de los organismos lisados puede
encontrarse reactividad cruzada, mientras que si se ocupan antigenos especificos dicha

reactividad es nula (Tabla 4).

Tabla 4. Reactividad cruzada probada con diferentes técnicas y organismos Apicomplexos.

Pardsito Paradsito en
causante de Fu.ente de el que se .Prue:ba. Tlp’0 de Reactividad | Referencia
la infeccién anticuerpos probo la diagndstica antigeno
reactividad
-Si (14, 31,
Suero de o 25 I,
- T. gondii P Neospora WB Taquizoito 80 kDa) (Baszler et
-S. hirsuta o —— caninum | (Reductoras) lisado -Si (11, 25, al., 1996)
34, 37
kDa)
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* Suero de
| congjo -Si (30, 46,
-T. gondii (inmunizado) L, 88, 97 .
i * Suero de Neospora WB (No Taquizoito kDa) (Bjerkas et
~S. cruzi ' ganado, caninum reductoras) lisado N, al., 1994)
- H. hammondi perro, oveja, o
cabra y cerdo -No
(infectados)
Sgcfz(e)jze Taquizoito
-T. gondii (inmunizado) Neospora WB (No Alzsgdo Y (Elelra
] . ntigeno kDa)
-S cruzi Suero de perro caninum reductoras) : J etal., 1994)
¥ conejo incorpora >l<0 -No
(infectados) UL
Toxoplasma | Suero de cerdo | Sarcocystis ELISA Bradizoito -Si (Moo-Hong,
gondii (infectado) suicanis 1IFA lisado -S7 1987)
Neospora Suero de Sarcocystis Taqu’zzozto , (Dubey et
. . ELISA (antigeno Si
caninum bovinos spp. al., 1996)
crudo)
-T. gondii Suero de Neospora ELISA Antigeno -No (Howe et
-S cruzi bovinos caninum recombinante -No al., 2002)

* ISCOM: Complejos inmunoestimulantes.

En las condiciones reductoras o desnaturalizantes, se rompen los enlaces disulfuro de las proteinas y por lo

tanto pierden su forma tridimensional.

2. Justificacion

La toxoplasmosis es una parasitosis con registros a nivel mundial de hasta 80% de

seroprevalencia, demostrando que las infecciones ocasionadas por 7. gondii son muy
comunes. En México, la toxoplasmosis es una infeccion frecuente debido a la exposicion
ambiental que tienen las personas con las distintas fases del ciclo bioldgico del parésito y a
variaciones climaticas que aumentan la viabilidad de estructuras infecciosas. Asimismo, se
estima que en el pais el rango de seroprevalencia oscila entre un 15% a un 50% en la
poblacion general, siendo las zonas costeras del Golfo de México y el Pacifico las mas
afectadas, con 64% de seroprevalencia, mientras que las regiones con menor seroprevalencia
son las zonas aridas, con 13% (Herndndez-Cortazar et al., 2015).

En la mayoria de los estudios de seroprevalencia, se utiliza como prueba diagnostica el
ELISA, empleando como antigeno, taquizoitos lisados de 7. gondii. En este caso, los valores

de sensibilidad diagnostica son desde 92.5% al 95%, lo cual indica que puede ser
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despreciable la probabilidad de detectar muestras falso-positivas o incluso alguna reaccion
cruzada ocasionada por antigenos de otros agentes infecciosos pertenecientes a otros taxa;
sin embargo, son escasos y en ocasiones contradictorios, los estudios donde se ponen en
evidencia las reacciones cruzadas entre los miembros de la familia Sarcoscytidae, como
Toxoplasma, Sarcocystis y Neospora. En el caso de las infecciones humanas, la falta de una
prueba serologica especifica que permita identificar a las especies que conforman el género
Sarcocystis dificultan la certeza en el diagnéstico de Toxoplasma y, por lo tanto, aumentan
la posibilidad de un subregistro de infecciones ocasionadas por ambos parasitos.

Debido a las relaciones filogenéticas que tienen las especies de los géneros que
conforman la familia de los apicomplexos, los experimentos realizados para determinar
pruebas diagnosticas especificas no se hicieron esperar. Ensayos como el WB, ELISA e IFA
en diferentes especies animales (domésticos principalmente) fueron ocupados para cumplir
este proposito. Pese a ello, los resultados de estos andlisis no fueron concluyentes para
determinar diferencias en pruebas diagndsticas entre las especies de Toxoplasma y
Sarcocystis (Tabla 4).

Para dar una posible solucion a esta problematica, el uso de herramientas bioinformaticas
puede ser clave, ya que permite conocer las moléculas desde distintos enfoques, identificar
posibles sitios de interaccion con otras moléculas y predecir mediante simulaciones, las
posibles interacciones atdmicas intermoleculares. Ademas, no se han realizado estudios para
determinar reactividad cruzada entre moléculas de Toxoplasma gondii y Sarcocystis spp.
empleando herramientas computacionales como lo son el modelamiento de proteinas y el
docking molecular.

Por lo que en el presente trabajo abordo el estudio in-silico de proteinas superficiales de
Sarcocystis spp. que tienen la posibilidad ser fuente de la reactividad cruzada en el
diagnéstico seroldgico de Toxoplasma gondii y de esta manera ser la causa de sobreestimar

la prevalencia de la toxoplasmosis humana.

3. Hipaotesis

En los Apicomplexa se conoce que existen proteinas esenciales para invadir las
células del hospedador, las cuales podrian conservar subunidades proteicas en los
organismos cercanos filogenéticamente; varias de esas proteinas se han empleado en el

diagnédstico de la toxoplasmosis. Si Sarcocystis y Toxoplasma son apicomplejos de
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cercania filogenética, que incluso comparten hospedadores, entonces existe la posibilidad de
que ambos géneros posean regiones proteicas conservadas en el transcurso de la evolucion,

las cuales podrian ser identificadas mediante el andlisis in-silico.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Identificar la presencia de proteinas superficiales de Sarcocystis spp. (Apicomplexa)
analizadas in-silico que podrian causar reaccion cruzada en el diagnostico seroldgico de
Toxoplasma gondii (Apicomplexa).
4.2 Objetivos particulares
1. Buscar en bases de datos y literatura especializada proteinas superficiales de
Sarcocystis spp.
2. Buscar en bases de datos estructuras cristalizadas de anticuerpos de Toxoplasma
gondii.
3. Realizar el modelado tridimensional por homologia y por AlphaFold2 de proteinas
superficiales de Sarcocystis spp.
4. Realizar un acoplamiento molecular (docking molecular) para predecir y calcular
computacionalmente la interaccion antigeno-anticuerpo entre proteinas superficiales de

Sarcocystis spp. y anticuerpos de Toxoplasma gondli.

5. Materiales y métodos

5.1 Busqueda de proteinas superficiales y de organelos secretorios

Se realizd una busqueda sistemadtica de las principales secuencias de aminoacidos (o
secuencias primarias) de proteinas superficiales de los parasitos del género Sarcocystis en
bases de datos de proteinas como el National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), The Toxoplasma Genome Resource (ToxoDB)
(https://toxodb.org/toxo/app), Protein Data Bank (https://www.rcsb.org) y en bases de datos
de literatura especializada. De la informacion obtenida se tomaron en cuenta el nombre de la

proteina, la especie, la base de datos y el ID de la secuencia conseguida.

5.2 Estructura del anticuerpo de Toxoplasma gondii por difraccion de rayos X
La busqueda de los anticuerpos de Toxoplasma gondii se llevé a cabo en el Protein Data

Bank (https://www.rcsb.org) ya que en esta base de datos estd depositada la estructura
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tridimensional de proteinas obtenidas por métodos experimentales. Asimismo, se
consideraron todas aquellas estructuras de anticuerpos unidas a proteinas superficiales.
Posteriormente, dichas proteinas fueron descargadas en formato pdb (.pdb) y sometidas a un
tratamiento, el cual consistié en eliminar las estructuras que no formaban parte del anticuerpo
(como moléculas de agua) con ayuda la herramienta bioinformatica UCSF chimera. En
seguida, con ayuda el programa bioinformatico AutoDockTools 1.5.7 se les afiadieron
hidrégenos, cargas Gasteiger y cargas Kollman con la finalidad de prepararlas para el
acoplamiento molecular.

5.3 Modelado tridimensional

5.3.1 Por homologia a través de SWISS-MODEL

Para los modelamientos de proteinas, se consider6 solo una secuencia primaria de los
grupos representantes de los antigenos superficiales 1-6.

El modelado tridimensional por homologia se realiz6 a través del programa
bioinformatico SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org), en donde se ingresaron las
secuencias primarias de las proteinas superficiales en formato FASTA (Waterhouse et al.,
2018). Posteriormente, se realizé la construccion de los modelos de manera automatica y se
tomaron aquellos que cumplian con las siguientes caracteristicas: porcentaje de identidad <
al 20%, cobertura por encima del 0.60, Estimacion Global de Calidad del Modelo (GMQE)
<al 0.40 y el puntaje de la funcion QMEANDisCo < al 0.55.

La validacion de las estructuras obtenidas por homologia se llevé a cabo en la misma
plataforma de SWISS-MODEL con ayuda de la herramienta QMEAN (Qualitative Model
Energy ANalysis) (https://swissmodel.expasy.org/qmean/) (Benkert et al., 2011) y por el
servidor de la Universidad de California (UNCLA) SAVES v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu)
como se muestra en el anexo 4.

Al igual que los anticuerpos de 7. gondii, estos modelos fueron descargados en formato
pdb, se les eliminaron moléculas ajenas a las proteinas y fueron sometidos al mismo
tratamiento de adicion de cargas e hidrogenos para prepararlos para el docking molecular.
5.3.2 Por AlphaFold2

AlphaFold2 es un programa bioinformatico para predecir estructuras tridimensionales
de proteinas a partir de sus secuencias primarias de aminoacidos basado en el aprendizaje

profundo. La realizacion de los modelos tridimensionales por dicho programa se llevo a cabo
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a través de AlphaFold v2.1.0 Colab (hupsicotab research sooste comgithubisokeypton Colaboldblobmain/AlphaFold2 ipynbéscrollTo-33gslIegiiSR )
en la cual se ingresaron las secuencias primarias de los antigenos superficiales 1-6 en formato
FASTA (Mirdita et al., 2021). Los modelos construidos se realizaron con los paradmetros que
pagina arroja predeterminadamente.

Al igual que las proteinas generadas por homologia, estos modelos fueron sometidos al
proceso de validacion con ayuda de la herramienta QMEAN (Qualitative Model Energy
ANalysis) (https://swissmodel.expasy.org/qmean/) (Benkert et al., 2011) y por el servidor de
la Universidad de California (UNCLA) SAVES v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu). También,
fueron sometidas al mismo tratamiento que los modelos generados por homologia para

prepararlos para el docking molecular.

5.4 Acoplamiento molecular proteina-proteina (Docking molecular)

Con la intencién de tener un punto de comparacion entre las interacciones que se
generaban computacionalmente, las reportadas en la base de datos PDB y las que se iban a
generar con los antigenos de Sarcocystis, se realizd un doking molecular entre el antigeno
superficial 1 de 7. gondii y el Fab encontrados en la base de datos a través del servidor web
ClusPro (https://cluspro.bu.edu/login.php) (Desta et al., 2020; Vajda et al., 2017; Kozakov et
al., 2017; Kozakov et al., 2013). En el cual, se utiliz6 al anticuerpo como molécula receptora
y al antigeno como ligando. De la misma forma, las interacciones proteina-proteina se
llevaron a cabo a través del modo anticuerpo (Brenke et al., 2012), esto con la finalidad de
dirigir de mejor manera el estudio.

El procedimiento mencionado anteriormente fue realizado de la misma manera para las
proteinas 3D generadas por los dos métodos de modelamiento, y el mismo anticuerpo de
T. gondii. Se utiliz6 al anticuerpo como molécula receptora y a cada uno de los antigenos

superficiales como ligando.
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Figura 13. Diseiio experimental. Se realizo una busqueda en bases de datos bioinformdticos y en literatura
especializada en donde se obtuvieron las principales secuencias primarias de los antiquenos superficiales de
Sarcocystis spp. v anticuerpos contra antigenos superficiales de Toxoplasma gondii. Posteriormente, se
modelaron tridimensionalmente 6 proteinas superficiales mediante dos métodos y finalmente, se realizo un

docking molecular con los modelados antes mencionados y los anticuerpos contra Toxoplasma gondii.

6. Resultados
6.1 Busqueda de proteinas superficiales y de organelos secretorios
Se obtuvieron un total de 227 secuencias primarias de proteinas pertenecientes al género
Sarcocystis en las diferentes bases de datos y literatura especializada (PubMed, ELSEVIER
y Spriger), de las cuales 180 fueron proteinas parciales, 23 completas y 24 hipotéticas (Tabla
5). No obstante, para los fines de este trabajo, s6lo se tomaron en consideracion las secuencias

primarias de las proteinas superficiales completas, las cuales se dividen en 6 grupos.

Tabla 5. Proteinas superficiales encontradas en las bases de datos de Sarcocystis spp.

Proteina Especie Base de datos ID

ADG26774.1
AAK40366.1
ABWS82530.1
AAO85714.1
AAP72017.1
AAP72018.1
AAO91776.1
AAK94921.1
AAO41732.1
AAK77909.1
AA038736.1
ADG26775.1

Antigeno superficial 1* Sarcocystis neurona GenBank

Antigeno superficial 2* Sarcocystis neurona GenBank
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ACU82377.1

Sarcocystis falcatula

GenBank

ADG26776.1

Antigeno superficial 3*

Sarcocystis neurona

GenBank

AAO38737.1

Sarcocystis falcatula

GenBank

ADG26779.1

Antigeno superficial 4*

Sarcocystis neurona

GenBank

ADG26780.1

ADG26781.1

AAO038738.1

Sarcocystis falcatula

GenBank

ADG26782.1

Antigeno superficial 5*

Antigeno superficial 6*

Sarcocystis neurona

GenBank

ABD47681.1

AAO85713.1

ADG26773.1

Proteina hipotética

Sarcocystis aucheniae

GenBank

QOFV20531.1

OFV20537.1

QOFV20536.1

OFV20535.1

QOFV20534.1

OFV20533.1

QOFV20532.1

OFV20530.1

OFr20529.1

OFV20528.1

QOFV20527.1

OFV20526.1

QOFV20525.1

OFV20524.1

QOFV20523.1

OFV20522.1

QOFV20521.1

OFV20520.1

QOFV20519.1

OFV20518.1

QFV20517.1

OFV20516.1

QFV20515.1

OFV20514.1

Antigeno superficial 4
(parcial)

Sarcocystis falcatula

GenBank

AUR26594.1

AUR26593.1

AUR26592.1

AUR26591.1

AUR26590.1

AUR26607.1

AUR26606.1

AUR26605.1

AUR26604.1

AUR26603.1

AUR26602.1

AUR26601.1

AUR26600.1

AUR26599.1

AUR26598.1

AUR26597.1

AUR26596.1

AUR26595.1

ANJ04966.1

33



ALJ92660.1

Sarcocystis neurona

GenBank

OHN60672.1

ALJ92654.1

ATU47063.1

ACU82383.1

ACU82382.1

Sarcocystis sp.

GenBank

QES86635.1

AXY98040.1

ALJ92659.1

ALJ926358.1

ALJ92657.1

ALJ92656.1

ALJ92655.1

AFK82473.1

AFK82472.1

AFK82471.1

AFK82470.1

AFK82469.1

AFK82468.1

AFK82467.1

AFK82466.1

AFK82465.1

AFK82464.1

AFK82463.1

AFK82462.1

AFK82461.1

AFK82460.1

AFK82459.1

AFK82458.1

AFK82457.1

AFK82456.1

AFK82455.1

AFK82454.1

AFK82453.1

AFK82452.1

AFK82451.1

AFK82450.1

AFK82449.1

Antigeno superficial 3
(parcial)

Sarcocystis falcatula

GenBank

AUR26577.1

AUR26576.1

AUR26575.1

AUR26574.1

AUR26573.1

AUR26572.1

AUR26589.1

AUR26588.1

AUR26587.1

AUR26586.1

AUR26585.1

AUR26584.1

AUR26583.1

AUR26582.1

AUR26581.1

AUR26580.1
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AUR26579.1

AUR26578.1

ANJ04967.1

ALJ92653.1

Sarcocystis neurona

GenBank

OHNG60671.1

ALJ92640.1

ADG26778.1

ADG26777.1

ATU47062.1

ACUS2381.1

ACU82380.1

ACUS2379.1

ACU82378.1

Sarcocystis sp.

GenBank

QOES86637.1

AXY98039.1

ALJ92652.1

ALJ92651.1

ALJ92650.1

ALJ92649.1

ALJ92648.1

ALJ92647.1

ALJ92646.1

ALJ92645.1

ALJ92644.1

ALJ92643.1

ALJ92642.1

ALJ92641.1

AFK82448.1

AFK82447.1

AFK82446.1

AFK82445.1

AFK82444.1

AFK82443.1

AFK82442.1

AFK82441.1

AFK82440.1

AFK82439.1

AFK82438.1

AFK82437.1

AFK82436.1

AFK82435.1

AFK82434.1

AFK82433.1

AFK82432.1

AFK82431.1

AFK82430.1

AFK82429.1

AFK82428.1

AMDI10031.1

Antigeno superficial 2
(parcial)

Sarcocystis falcatula

GenBank

AUR26559.1

AUR26558.1

AUR26557.1

AUR26556.1

AUR26555.1
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AUR26554.1

AUR26571.1

AUR26570.1

AUR26569.1

AUR26568.1

AUR26567.1

AUR26566.1

AUR265635.1

AUR26564.1

AUR26563.1

AUR26562.1

AUR26561.1

AUR26560.1

ANJ04968.1

ALJ92638.1

Sarcocystis neurona

GenBank

OHN60670.1

ALJ92630.1

Sarcocystis sp.

GenBank

OES86634.1

AXY98038.1

ALJ92639.1

ALJ92637.1

ALJ92636.1

ALJ92635.1

ALJ92634.1

ALJ92633.1

ALJ92632.1

ALJ92631.1

AFK82427.1

AFK82426.1

AFK82425.1

AFK82424.1

AFK82423.1

AFK82422.1

AFK82421.1

AFK82420.1

AFK82419.1

AFK82418.1

AFK82417.1

AFK82416.1

AFK82415.1

AFK82414.1

AFK82413.1

AFK82412.1

AFK82411.1

AFK82410.1

AFK82409.1

AFK82408.1

AFK82407.1

AFK82406.1

AFK82405.1

AFK82404.1

AFK82403.1

AFK82402.1

*Grupos de proteinas representantes.
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6.2 Estructura del anticuerpo de Toxoplasma gondii por difraccion de rayos X

Sélo se encontrd una estructura que cumplia con los requerimientos mencionados en el
apartado de materiales y métodos. Dicha estructura fue la forma monomérica del fragmento
de union a antigeno (Fab) del anticuerpo murino dirigido hacia el antigeno superficial 1
(SAG1) de Toxoplasma gondii obtenida por difraccion de rayos X (PDB: 1YNT ) (Graille et
al., 2005) (Figura 14). Posteriormente, se eliminaron las cadenas C, D, E, F y G con ayuda
del programa bioinformatico UCSF chimera dejando tinicamente la region Fab de la cadena
ligera variable (cadena A) y la regioén Fab de la cadena pesada variable (cadena B) (Figura

15).

Figura 14 . Estructura de la forma monomérica del antigeno superficial 1 (SAG1) de Toxoplasma gondii
unido a un fragmento de union a antigeno (Fab) murino. Obtenida por difraccion de rayos X (PDB:
1YNT)(Graille et al., 2005). Region Fab de la cadena ligera variable (amarillo); Region Fab de la cadena pesada
variable (rojo),; Proteina L (verde),; Antigeno superficial 1 (SAG1) de Toxoplasma gondii (cian).
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Figura 15. Tratamiento de la estructura de la forma monomeérica del antigeno superficial 1 (SAGI) de
Toxoplasma gondii unido a un fragmento de union a antigeno (Fab) murino. Obtenida por difraccion de
rayos X (PDB: 1YNT) )(Graille et al., 2005). Region Fab de la cadena ligera variable (amarillo); Region Fab de

la cadena pesada variable (rojo).

6.3 Modelado tridimensional

6.3.1 Por homologia

Se generaron 6 predicciones de modelos tridimensionales por homologia a partir de una
secuencia representante de los antigenos superficiales 1-6 de Sarcocystis neurona (Figura
16). Los modelos seleccionados fueron los que mejor cumplian con las caracteristicas
mencionadas en la seccion de materiales y métodos.

Los templados utilizados durante el modelamiento fueron las proteinas cristalizadas
esporozoito-especifica SAG (PDB: 2wnk.1.A) para los antigenos superficiales 1, 3,4, 5y 6.
El antigeno superficial de bradizoito BSR4 de Toxoplasma gondii (PDB: 2jks.1.A) fue
utilizado como templado para el antigeno superficial 2. Para la eleccion de los templados, se
tomo en cuenta que el motivo caracteristico de la familia proteica estuviera presente y se

encontrara integramente conservado.

6.3.2 Por AlphaFold2
Mediante este método también se generaron 6 predicciones de modelos tridimensionales

con las mismas secuencias primarias con las que se realizd el modelado por homologia
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(Figura 17). Sin embargo, estos modelos mostraron grandes diferencias en los extremos

terminales en comparacion con los mencionados en el punto anterior.

Figura 16. Prediccion de las estructuras terciarias por homologia hechas por la herramienta SWISS-
MODEL para los antigenos superficiales 1-6 (SAGI1-6) de Sarcocystis neurona. A) Antigeno superficial 1
(SAG1); B) Antigeno superficial 2 (SAG2), C) Antigeno superficial 3 (SAG3);D) Antigeno superficial 4 (SAG4),
E) Antigeno superficial 5 (SAGS), F) Antigeno superficial 6 (SAGG6). (Waterhouse et al., 2018)
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Figura 17. Prediccion de las estructuras terciarias por AlphaFold2 para los antigenos superficiales 1-6
(SAG1-6) de Sarcocystis neurona (Mirdita et al., 2021). A) Antigeno superficial 1 (SAG1); B) Antigeno
superficial 2 (SAG2); C) Antigeno superficial 3 (SAG3);D) Antigeno superficial 4 (SAG4), E) Antigeno
superficial 5 (SAG5), F) Antigeno superficial 6 (SAG6).
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6.4 Acoplamiento molecular proteina-proteina (Docking molecular)

Se generaron 30 modelos para cada una de las interacciones que se ingresaron al servidor
web ClusPro, de los cuales solo se considerd al modelo que mas se pareciera a la moélecula
nativa encontrada en el PDB (1YNT).

Para la seleccion antes mencionada, se compararon las interacciones por puentes de
hidroégeno entre la proteina nativa y los modelos del ClusPro con ayuda del visualizador
BIOVIA Discovery Studio (Figura 18, 20, 21). De igual forma, se hizo una superposicion
de los modelos y la proteina de PDB a través del mismo visualizador (Figura 19). De esta
manera se determinaron zonas de interaccion del anticuerpo y dominio.

Asimismo, se reportaron las puntuaciones generadas por ClusPro para cada uno de los
modelos seleccionados del docking molecular (Tabla 6-8). Los resultados muestran que para
el acoplamiento del antigeno superficial 1 de 7'.gonii y el Fab murino hay 88 aminoacidos
interactuantes con una energia de interaccion de -402.4, mientras que para de la misma
fraccion del anticuerpo murino y la estructura 3D para el antigeno superficial 3 de Sarcocystis
neurona generada por homologia, fue de 70 aminoécidos interactuantes con una energia de -
364.5 (interaccion mejor puntuada). Por ultimo, el acoplamiento molecular con mas
moléculas interactuantes (68) y menor energia (-350.7) del modelamiento por AlphaFold2
fue el modelo para el antigeno superficial 2 de Sarcocystis neurona y la fraccion del mismo

anticuerpo murino.

Figura 18. Interacciones intermoleculares (puentes de hidrogeno) del fragménto de union a antigeno (Fab)
y el antigeno superficial 1 (SAG1) de Toxoplasma gondii. A) Modelo obtenido por difraccion de rayos (PDB:
1YNT) (Graille et al., 2005). B) Modelo obtenido del docking molecular del servidor web ClusPro (modelo
1)(Desta et al., 2020; Vajda et al., 2017, Kozakov et al., 2017; Kozakov et al., 2013, Brenke et al., 2012). Region Fab de
la cadena ligera variable (amarillo); Region Fab de la cadena pesada variable (rojo); Antigeno superficial 1

(SAG1) de Toxoplasma gondii (cian).
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Figura 19. Comparacion estructural del fragménto de union a antigeno (Fab) y el antigeno superficial 1
(SAG1) de Toxoplasma gondii. Modelo obtenido por difraccion de rayos X (PDB: 1YNT) )(Graille et al., 2005)
(Azul). Modelo del docking molecular obtenido del servidor web ClusPro (modelo 1)(Desta et al., 2020; Vajda et
al., 2017, Kozakov et al., 2017; Kozakov et al., 2013; Brenke et al., 2012) (Rojo).

Figura 20. Docking molecular proteina-proteina de los antigenos superficiales 1-6 (SAG1-6) de Sarcocystis
neurona a traves del servidor web ClusPro modelados por homologia (puentes de hidrogeno) (Desta et al.,
2020, Vajda et al., 2017, Kozakov et al., 2017, Kozakov et al., 2013, Brenke et al., 2012). Se muestran los puentes de
hidrogeno (H-bonds) entre las moléculas intereactuantes. A) Interaccion Fab-SAG1. B)Interaccion Fab-SAG2.
C) Interaccion Fab-SAG3. D) Interaccion Fab-SAG4. E) Interaccion Fab-SAGS. F) Interaccion Fab-SAG6.

Fragmento de union a antigeno (Fab)(rojo); Antigenos superficiales modelados por homologia (azul).
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Figura 21. Docking molecular proteina-proteina de los antigenos superficiales 1-6 (SAG1-6) de Sarcocystis
neurona a través del servidor web ClusPro modelados por AlphaFold2 (puentes de hidrégeno) (Desta et al.,
2020, Vajda et al., 2017, Kozakov et al., 2017, Kozakov et al., 2013, Brenke et al., 2012). Se muestran los puentes de
hidrogeno (H-bonds) entre las moléculas intereactuantes. A) Interaccion Fab-SAG1. B)Interaccion Fab-SAG2.
C) Interaccion Fab-SAG3. D) Interaccion Fab-SAG4. E) Interaccion Fab-SAGS. F) Interaccion Fab-SAG6.
Fragmento de union a antigeno (Fab)(rojo); Antigenos superficiales modelados por AlphaFold2 (azul).
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Tabla 6. Puntuacion generada por el servidor web ClusPro (modificada)(Desta et al., 2020; Vajda et al., 2017;
Kozakov et al., 2017; Kozakov et al., 2013; Brenke et al., 2012) para el acoplamiento molecular del antigeno

superficial de Toxoplasma gondii y el fragmento de union a antigeno.

Modelo Aminoacidos Puntuacion
. . Representante
in vitro intereactuantes ponderada
T25AG-1 88 Menor energia -402.4

Tabla 7. Puntuaciones generadas por el servidor web ClusPro (modificadas)(Desta et al., 2020; Vajda et al., 2017;
Kozakov et al., 2017; Kozakov et al., 2013, Brenke et al., 2012)para el acoplamiento molecular de los antigenos

superficiales de Sarcocystis neurona (generados por homologia) y el fragmento de union a antigeno.

Modelo Aminoacidos Representante Puntuacion
Homologia | intereactuantes ponderada
SnSAG-1 47 -340.8
SnSAG-2 59 -346.9
SnSAG-3 70 W et -364.5
SnSAG-4 55 -338.1
SnSAG-5 49 -313.7
SnSAG-6 60 -333.3

Tabla 8. Puntuaciones generadas por el servidor web ClusPro (modificadas)(Desta et al., 2020; Vajda et al., 2017;
Kozakov et al., 2017; Kozakov et al., 2013; Brenke et al., 2012) para el acoplamiento molecular de los antigenos

superficiales de Sarcocystis neurona (generados por AlphaFold2) y el fragmento de union a antigeno.

Modelo Aminoacidos Representante Puntuacion
AlphaFold2 | intereactuantes ponderada
SnSAG-1 39 -373.6
SnSAG-2 68 -350.7
SnSAG-3 42 Wpor G -350.5
SnSAG-4 36 -330.1
SnSAG-5 32 -381.6
SnSAG-6 45 -354.7
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7. Discusion

Como se ha explicado a lo largo de este trabajo, existen diversas proteinas compartidas
en los organismos apicomplexos que podrian tener funciones determinantes para la
sobrevivencia de los parésitos y que por dicha cualidad se hayan conservado a lo largo de su
historia evolutiva. Si bien, dichas moléculas no estan conservadas al 100%, pequefias
porciones aminoacidicas de estas si lo estan, demostrando de esta manera que una proteina
no requiere de su molécula intacta para generar efectos antigenicos o funcionales, més bien,
la molécula produce estos efectos a través de regiones individuales (Wang y Yin; 2014).

En la mayoria de los protozoarios apicomplexos, se ha identificado una extensa variedad
proteinas como las de organelos secretorios (GRA, ROP, RON y MIC) y antigenos
superficiales (SAG/SRS) mismas que poseen homologias con porcentajes de identidad
variada dentro de las especies que pertenecen a la familia Sarcocystidae (Zhang et al., 2011;
Garcia-Lunar et al., 2015). Aunado a esto, se ha demostrado que estas moléculas poseen
similitudes estructurales en los dominios que presentan (Reid et al., 2012; Bezerra et al.,
2019), siendo estos factores vitales en los procesos que estas moléculas desempefian.

Asimismo, los SAG por su importancia en el ciclo biolégico de estos organismos, han
sido blanco de diversas investigaciones enfocadas en el disefio de vacunas y pruebas
diagnodsticas como el ELISA (Yan et al., 2012; Macédo et al., 2013). En 2021, Liyanage y
colaboradores, se encargaron de describir los tipos de antigenos ocupados para la deteccion
de la toxoplasmosis en distintos ELISA, destacando el uso de SAG, principalmente de SAGI
y SAG2 como antigenos nativos, recombinantes y quiméricos, tanto en animales como en
seres humanos. De igual forma, los SAG son ocupados para pruebas diagndsticas dirigidas a
Neospora caninum (Bezerra et al., 2019) y Sarcocystis spp. (Decker et al., 2019), lo que
demuestra su versatilidad para ser usados en distintas pruebas y su importancia en la funcion
bioldgica de los organismos de este grupo.

Debido a las funciones equivalentes y a la similitud estructural previamente descrita de
las proteinas SAG, asi como la presencia de anticuerpos de reactividad cruzada, se permite
hipotetizar que, en las pruebas serologicas, existan falsos positivos, que sobre estimen la
presencia de algin parésito mas relevante, como Toxoplasma gondii, en comparacion de

otros menos estudiados, como Sarcocystis.
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La reactividad cruzada es definida como la capacidad de elementos estructuralmente
diferentes para realizar la misma funcién (Edelman y Gally, 2001). A pesar de que los
anticuerpos son moléculas altamente especificas, se ha descubierto que exhiben reactividad
cruzada. Estos anticuerpos interaccionan con epitopos comunes en diferentes antigenos y se
ha demostrado que en antigenos quimicamente similares existen subunidades comunes de
reaccion, aunque también, dos epitopos quimicamente diferentes pueden compartir formas
complementarias sin que las subunidades sean idénticas (Jain y Salunke, 2019), mostrando
que se puede lograr un epitopo comun entre los conjuntos de péptidos que se encuentran en
los antigenos (Hoffmiiller et al., 2000). Por lo que para los andlisis de rectividad cruzada hay
que tener en cuenta dos puntos escenciales. El primero de ellos son la identificacion de sitios
similares en las moléculas, mientras que el segundo es la estructura de las mismas en donde
se puedan identificar epitopos conformacionales.

Para dilucidar la posible reaccion cruzada, en este trabajo se obtuvieron un total de 227
secuencias primarias de Sarcocystis spp. mismas que estan descritas para la etapa de
merozoito y que tienen una longitud que va de los 168 a los 287 aminoacidos (Anexo 1)
predominando los reportes de las especies Sarcocystis neurona 'y Sarcocystis falcatula. Sin
embargo, muchas de estas eran idénticas en cuanto a amplitud y aminoécidos que tenian, por
lo que s6lo se consideraron 6 (una para cada proteina superficial) ya que eran las que mejor
cumplian con los requerimientos establecidos en la seccion de materiales y métodos.
Asimismo, la mayoria de los antigenos elegidos cuenta con dos dominios estructurales, uno
amino terminal (D1) y uno carboxilo terminal de anclaje a glicolipido (D2) (con excepcion
del SAG2).

Estos datos concuerdan con lo reportado por Howe et al., 2004 en el que se describen las
propiedades moleculares de los SAG 1-4 obtenidos a partir de una base de datos de
marcadores de secuencia expresados (EST) de la cepa SN3 de S. neurona. Estas proteinas,
tienen una extension de cadena primaria de 276, 168, 287 y 281 aminodcidos
respectivamente, de igual forma, los datos concuerdan con la cantidad de dominios para cada
antigeno, destacando el dominio Unico presentado en el SAG2 (Howe et al., 2004).
Asimismo, distintos trabajos determinaron que SAGS5 y SAG6 también contaban con dos
dominios estructurales asi como una extension de 272 y 281 aminoacidos (Crowdus et al.,

2008; Wendte et al., 2010). La busqueda de estas moléculas en otras bases de datos
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especializadas, asi como la investigacion de las mismas de distintas cepas o por nombres
sindnimos podria eriquecer la cantidad de moléculas a analizar.

Por otro lado, s6lo se encontrd un anticuerpo murino cristalizado dirigido al antigeno
superficial 1, por lo que se decidié ocupar dicha molécula en todas las proteinas superficiales
de Sarcocystis utilizadas para el docking. Si bien, este anticuerpo fue desarrollado ratones,
mostr6 buena capacidad de competir contra sueros humanos especificos contra toxoplasma,
lo que sugiere que puede ser representativo de la respuesta anti-toxoplasma humana (Graille
et al., 2005). De igual forma, en el trabajo realizado por Graille y colaboradores en 2005 se
acentua que este anticuerpo esta dirigido a un epitopo conformacional presente en la region
amino terminal (D1) de la molécula SAG1, siendo determinante para la eleccion de sitio de
interaccion en las proteinas analizadas en este trabajo. De este mismo modo, la pérdida de
epitopos lineales en extremos terminales de las proteinas ha demostrado ausencia en la
reactividad cruzada entre especies relacionadas (Macédo et al., 2013). Asimismo, estos datos
podrian enriquecerse generando anticuerpos (in vitro o in silico) contra distintos epitopos
reportados en bases de datos que pudieran encontrarse en los diferentes antigenos
superficiales y no sélo para el dominio amino terminal (D1) sino que también para el dominio
carboxilo terminal (D2), lugar donde se han reportado reacciones en algunos otros parasitos
(Macédo et al., 2013).

En relacion con la configuracion de las proteinas y como es bien sabido, las formas
tridimensionales funjen un papel determinante en las proteinas, ya que la pérdida de la
estructura o cambios en la misma esta intimamente relacionada con la falta de funcionalidad.
Ante esta situacion, un buen plegamiento de las proteinas permite acercarnos de mejor
manera a una representacion fiable de como estds moléculas se encuentran en la naturaleza.
Por esto mismo y en la busqueda del mejor plegamiento, se probaron dos tipos de
modelamientos computacionales de los cuales se generaron 6 estructuras tridimensionales
por tipo de modelado. Si bien, las dos metodologias cumplieron con la generacién de
representaciones en 3 dimensiones, existieron diferencias marcadas en cada una de ellas. La
principal y mas notoria fueron los extremos terminales de las proteinas generadas por
AlphaFold2 las cuales ocasionaron bajos puntajes en las validaciones hechas para cada una
de las moléculas. Esto esta reportado en articulos en los que describen los analisis hechos por

el programa (Bouatta et al., 2021). Pese a ello, AlphaFol2 ha sido catalogado como el mejor
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método para el modelamiento computacional de proteinas de acuerdo con la Evaluacion
Critica de Técnicas para la Prediccion de la Estructura de proteinas (CASP14) de 2020,
teniendo una precision competitiva con las estructuras obtenidas experimentalmente (en la
mayoria de los casos) a la hora de generar proteinas a partir de su estructura primaria (Jumper
et al., 2021). Sin embargo, un factor a tomar en consideracion es que en este trabajo se utilizd
una extension de Google para este programa, el cual permitia utilizarlo de manera no local
lo que se tradujo en una pérdida en la presicion del modelaje debido a la reduccion de las
bases de datos en las que se buscan las secuencias de referencia (Mirdita et al., 2022). Los
resultados podrian mejorar si se ocupara AlphaFold2 de manera local; no obstante, la
extension ocupada tiene buenos resultados.

El modelaje por homologia se hizo a través de SWISS-MODEL programa ampliamente
utilizado en la generacion de modelos a partir de una estructura que funje como plantilla,
misma que ha sido registrada en la base de datos PDB y generada a partir de métodos de
laboratorio (Biasini et al., 2014). Dicha plantilla debe tener caracteristicas particulares y tener
porcentajes de identidad (cantidad de aminoacidos similares) mayores o iguales al 20% en
relacion con la molécula objetivo (modelada). Existe una gran problematica en cuanto a la
eleccion de las plantillas, ya que a pesar de tener bibliotecas con multiples proteinas no
existen las suficientes moléculas que se desempefien como buenas plantillas o moléculas de
referencia, lo que conlleva a un plegado deficiente (Biasini et al., 2014). En este trabajo, los
porcentajes de identidad iban desde un 21.37% a un 31.76% siendo el SAG6 la molécula con
un mejor puntaje y contaban con moléculas homologas de 7. gondii. Todo esto generd que
los antigenos obtenidos por este método fueran los que contaran con cifras de validacion
altas. Pese a ello, los analisis realizados en BLAST mostraron que habia moléculas de 7.
gondii mas con mas aminoacidos similares (Anexo 1), sin embargo, dichas moléculas no
tenian modelos 3D con los cuales se pudieran generar modelos in silico. Esto tltimo también
es importante, debido a que estos antigenos podrian ser mejores candidatos en la generacion
de posibles reactividades cruzadas.

Por tltimo, el docking molecular se realiz6 con ClusPro el cual funciona con un método
de cuerpo rigido en el que una molécula que funge como receptor se mantiene estatica
mientras la otra (el ligando) va rotando generando de esta manera energia de interaccion para

cada una de las conformaciones descrita como una suma de algunas funciones (Katchalski-
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Katzir et al., 1992). Este tipo de métodos tiene factores importantes que destacar. El primero
de ellos, es la complementariedad de la forma en la funciéon de puntacion, ya que algunas
conformaciones cuentan con mejores puntaciones (menor energia) alejadas de los sitios de
interés. En otras palabras, las conformaciones acopladas que estan cerca de la estructura
nativa no necesariamente tienen las energias mas bajas, mientras que las conformaciones de
baja energia pueden ocurrir lejos de las estructuras de rayos X (Desta et al., 2020). El segundo
punto a considerar es la expresion de energia, ya que esta debe estar descrita como la
sumatoria de funciones de correlacion. Estas funciones no s6lo deben basarse en los puntajes
obtenidos por complementareidad, sino que también se deben considerar aquellas que
representen interacciones como las electrostaticas, importantes en los acoplamientos
proteina-proteina (Brenke et al., 2012).

En este trabajo, se obtuvieron 180 modelos de interaccion, de los cuales so6lo se
seleccion6 uno por cada antigeno ingresado (de los dos tipos de modelamiento) y el Fab
murino. Dicha seleccion fue hecha con base en la posicion de las moléculas y el tipo de
dominio interactuante de las mismas. De igual forma, se recopilaron las tablas de moléculas
interactuantes para el modelo seleccionado destacando las puntaciones de energia para ese
modelo. Si bien estos datos generan hipdtesis de los sitios de interaccion y fragmentos
interactuantes, hay que tener en cuenta que todo esto depende de la calidad de los modelos
ingresados al servidor que es la principal causa de la variabilidad en los datos (Desta et al.,
2020). De igual manera, hay que terner en cuenta que a pesar de que los métodos
computacionales han aumentado su capacidad de prediccidon en las interacciones
moleculares, es muy probable que en la naturaleza existan factores microambientales que
influyan en la mayor o menor capacidad de funcionalidad entre moléculas. Asimismo, este
trabajo de busco resaltar la cantidad de aminoacidos que reaccionaban entre las moléculas
para que de esta manera se pudiera determinar las posibles reacciones cruzadas a través de
epitopos.

La eleccion del servidor ClusPro en comparacion con algunos servidores con métodos
rigidos como ZDOCK y pyDock asi como de acoplamientos flexibles como SwarmDock y
HADDOCK fue porque ClusPro es un método completamente automatizado, rapido, que
permite hacer los acoplamientos sin elegir regiones de interaccion especifica y ha sido

catalogado por la Critical Assessment of PRedicted Interactions (CAPRI) y el Critical
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Assessment of Structure Prediction (CASP) (pruebas de evalucion) como uno de los mejores
servidores de acoplamiento molecular (Desta et al, 2020). Sin embargo, SwarmDock y
HADDOCK son los métodos que generan modelos de mayor precision (Desta et al, 2020)
por lo que el uso de estos servidores podrian generar datos mas cercanos a la realidad en

comparacion con los aqui mostrados.

8. Conclusion

El antigeno superficial 3 (SAG3) de Sarcocystis neurona modelado por homologia y el
antigeno superficial 2 (SAG2) modelado por AlphaFold2 tienen mayor probabilidad, por
métodos computacionales, de generar reactividad cruzada con la fraccion Fab del anticuerpo
murino contra 7oxoplasma gondii, debido a la mayor cantidad de aminoécidos interactuantes.
No obstante, no deben descartarse posibles reactividades cruzadas con moléculas
provenientes de algunos otros parasitos apicomplexos como Neospora caninum, asi como de
otras moléculas como las de organelos secretores (MIC, GRA y ROP). Asimismo, los datos
aqui generados, deben constatarse por métodos experimentales, ya que, a pesar de que se
tratd de encontrar un tipo de modelamiento tridimensional que permitiera acercar a las
moléculas lo mejor posible a la realidad y, debido a la falta de mas anticuerpos en contra de
estas proteinas, es posible que haya variabilidad en los datos aqui mostrados y las

investigaciones in vivo.
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Anexo 1: Determinacion de las relaciones de las secuencias aminoacidicas de
Toxoplasma gondii 'y Sarcocystis spp.

A través de la pagina electronica del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov), se realiz6 una comparacion de secuencias por
alineamiento multiple de aminoacidos por medio de la herramienta bioinformatica BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de las proteinas de Sarcocystis obtenidas con la
finalidad de encontrar y seleccionar las proteinas de Toxoplasma gondii mas relacionadas
con Sarcocystis tomando en cuenta aquellas con un porcentaje de identidad mayor al 20 % y
valores E inferiores a e.10-5.

Resultados
De los antigenos superficiales del 1-6, solamente se analizé 1 representante por grupo

mediante la herramienta bioinformatica BLAST (Tabla 9). Obteniendo porcentajes de
cobertura de entre el 70% y el 87%, mientras que los porcentajes de identidad se encuentran

entre el 27% y el 34%.

Tabla 9. Comparacion de secuencias aminoacidicas de Sarcocystis spp. y Toxoplasma gondii por medio de
BLAST.

7 0,
Sf::gzec;’?tlis ID Proteina Toxoplasma Cobertura E-value ; de{; t‘ilc;a d
Antigeno superficial 1 Secuencia relacionada con
(276 aa) ADG26774.1 SAG SRS28 86% 8e-12 27.68%
(291 aa)
Antigeno superficial 2 Proteina hipotética
(158 aa) AAO38736.1 TGRHS88 046180 70% Se-11 34.96%
(189 aa)
Antigeno superficial 3 Secuencia relacionada con
(281 aa) AAO38737.1 SAG SRS28 85% 2e-12 29.10%
(291 aa)
, .. Proteina especifica de
Antigeno superficial 4\ 5o 5790 1 espomzf;zo gAG 86% le-10 24.81%
(287 aa) (291 aa)
Antigeno superficial 5 Secuencia relacionada con
2 7 9aa) ABD47681.1 SAG SRS28 87% 2e-13 28.00%
(291 aa)
Antigeno superficial 6 Secuencia relacionada con
(281 aa) ADG26773.1 SAG SRS28 86% 4e-14 28.04%
(291 aa)
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Anexo 2: Determinacion de las propiedades fisicoquimicas de las proteinas
superficiales y de organelos secretorios de Sarcocystis spp.

Con la finalidad de conocer las propiedades fisicoquimicas de las proteinas del género
Sarcocystis se utiliz6 la herramienta expasy protParam (https://web.expasy.org/protparam/)
(Gasteiger et al., 2005). En dicha herramienta se introdujeron las secuencias primarias
representativas de cada grupo proteico y se tomaron en consideracion sélo los valores de peso
molecular, punto isoeléctrico, vida media en reticulocitos de mamifero, indice de
inestabilidad e indice alifatico.

Resultados

Los rangos de los valores considerados para este estudio fueron los siguientes: peso
molecular 16-29 kDa, punto isoeléctrico 6-7, vida media en reticulocitos de mamiferos 30 h,
indicé de inestabilidad 26-42 e indice alifatico 82-92. Las caracteristicas particulares de cada

proteina se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Propiedades fisicoquimicas de las proteinas superficiales de Sarcocystis spp.

Proteina Peso Punto Vida media Indice de Indice

Sarcocystis D molecular(kDa) isoeléctrico (rettcult,)cttos inestabilidad alifatico
de mamiferos)

Antigeno
superficial 1 ADG26774.1 28.350 7.48 30h 34.44 85.36
(276 aa)

Antigeno
superficial 2 AAO038736.1 16.810 6.85 30h 31.30 83.75
(168 aa)

Antigeno
superficial 3 AAO38737.1 28.480 6.55 30h 26.55 87.54
(281 aa)

Antigeno
superficial 4 ADG26780.1 29.746 6.56 30h 4251 92.13
(287 aa)

Antigeno
superficial 5 ABD47681.1 28.533 6.12 30h 41.02 82.01
(279 aa)

Antigeno
superficial 6 ADG26773.1 28.814 6.79 30h 32.74 87.97
(281 aa)

Referencia
Gasteiger E., Hoogland C., Gattiker, A., Duvaud S., Wilkins M., Appel R., Bairoch A.,(2005).
Protein Identification and Analysis Tools on the ExPASy Server. In: Walker J.M. (eds)
The Proteomics Protocols Handbook. Springer Protocols Handbooks. Humana Press.

https://doi.org/10.1385/1-59259-890-0:571
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Anexo 3: Prediccion de las estructuras secundarias de las proteinas de Sarcocystis spp a
través del servidor web SOPMA

La prediccion de estructuras secundarias se llevdo a cabo por la herramienta de
investigacion en linea SOPMA  (https:/npsa-prabi.ibep.fi/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html)
(Deléage, 2017). Ingresando las secuencias primarias de las proteinas y tomando los
pardmetros que la pagina arroja predeterminadamente.

Resultados

La prediccion tanto de las estructuras secundarias como las terciarias de las proteinas es
importante, debido a que pueden determinar algin efecto significativo en su funcidon
biologica.

Los resultados de este analisis se muestran en la Tabla 11, en donde el antigeno de
micronema 10 fue la proteina que obtuvo la mayor prediccion de alpha hélices con un 61.96%
de su secuencia primaria, mientras que el antigeno con un mejor porcentaje de beta laminas
fue el antigeno superficial 4 con el 33.10%. Por ultimo, los mejores porcentajes se
presentaron para las estructuras azarosas en la mayoria de las proteinas, por lo que no se

descartaria que estos sitios tuvieran alguna funcioén biologica significativa.

Tabla 11. Prediccion de las estructuras secundarias de las proteinas de Sarcocystis spp a través de SOPMA.

Proteina D Alpha hélice Beta lamina Giro beta EZZ:‘:Z:Z “
Sarcocystis (%) (%) (%) %)
(%)

Antigeno superficial 1 ADG26774.1 20.65 25.00 1.81 52.54
(276 aa)

Antigeno superficial 2 44039736 1 23.81 26.79 5.36 44.05
(168 aa)

Antigeno superficial 3 440387371 15.30 31.67 3.56 49.47
(281 aa)

Antigeno superficial 4 ADG26780.1 15.68 33.10 418 47.04
(287 aa)

Antigeno superficial 5 ABD47681.1 18.28 26.16 4.66 50.90
(279 aa)

Antigeno superficial 6 ADG26773.1 17.79 2562 4.27 52.31
(281 aa)

Referencia

Deléage G. (2017). ALIGNSEC: viewing protein secondary structure predictions within

large multiple sequence alignments. Bioinformatics. 33:3991-3992.
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Anexo 4: Validacion de las proteinas modeladas

La validacion de las estructuras obtenidas se llevd a cabo por medio de la herramienta
QMEAN (Qualitative Model Energy ANalysis) (https://swissmodel.expasy.org/qmean/)
(Benkert et al., 2011). QMEAN es un método de estimacion de calidad que describe los
principales aspectos geométricos de las estructuras proteicas. Se basa en la puntuacion de la
estructura ya sea de manera global (todo el modelo) o local (por residuo).

Para generar dicha puntuacion, se emplean potenciales estadisticos de fuerza media y la
consistencia de un modelo con caracteristicas estructurales de predicciones basadas en
secuencias. Dentro de los parametros establecidos para generar la puntuacion se toman en
cuenta el potencial de interaccion de los 4&tomos, el potencial de solvatacion de todos los
atomos, solubilidad de la proteina y angulos de torsion. El valor obtenido se transforma en
una puntuacion Z para relacionarlo con lo que se esperaria de las estructuras de rayos X de
alta resolucion.

Asimismo, todos los modelos tridimensionales fueron validados por PROCHECK el
cual es un programa que comprueba la calidad estereoquimica de una estructura proteica,
produciendo una serie de graficos PostScript que analizan su geometria general y residuo por
residuo. Esto a través del servidor en linea de la Universidad de California (UCLA) SAVES
v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu).

Resultados

Se ingresaron 12 modelos tridimensionales (6 por tipo de modelado) de los antigenos

superficiales de S. neurona SAG 1-6. Siendo los modelados por homologia los que cuentan

con un puntaje de z mas cercano al ideal (0) como se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Validacion de las proteinas modeladas a través de QMEAN de los antigenos superficiales SAG 1-6
de Sarcocystis neurona.

Proteina Tipo de modelado Puntaje de Z Calidad
SAG 1 -1.81 Aceptable
SAG?2 -3.48 Moderado
SAG3 -2.77 Aceptable
SAG 4 Homologta -1.42 Aceptable
SAG 5 -3.74 Moderado
SAG 6 -4.33 Baja
SAG 1 -8.10 Baja
SAG?2 AlphaFold2 -12.93 Baja
SAG 3 -6.66 Baja

64



SAG 4 -6.42 Baja
SAG 5 -8.96 Baja
SAG 6 -8.71 Baja

Al igual que el punto anterior, todos los modelos generados se ingresaron en el servidor y
se solicitd que se realizara el analisis con el programa PROCHECK. Los modelos obtenidos
por homologia siguen contando con mejores porcentajes de aceptacion (85-88%) en

comparacion con los de AlphaFold2 (50-75 %) como se muestran en las Figuras 22 y 23.
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Figura 22. Validacion de las proteinas modeladas por homologia a través de PROCHECK de los antigenos
superficiales SAG 1-6 de Sarcocystis neurona.

65



PROCHECK

Pi (degrees)

Ramachandran Plot

Pi (degrecs)

Ramachandran Plot

sk | - ,—J ’ ,.nx;:m’
| ‘ l { 5
| ¢ s
[0 135 90 45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)
Plot staistics Plot statistics

Psi (degrees)

Ramachandran Plot
saves

Psi (degrees)

90 45 45 90 135 180

o
Phi (degrees)

Plot statistics
1)

PROCHECK.

E

180

90

45

Psi (degrees)
°

1354y

Plot satistics

PROCHECK

180

Psi (degrees)

Ramachandran Plot
saves
. T ‘ T |

L] 4,

3
Al 2

Plot statstics

Figura 23. Validacion de las proteinas modeladas por AlphaFold?2 a través de PROCHECK de los antigenos
superficiales SAG 1-6 de Sarcocystis neurona.

Referencia

Benkert, P., Biasini, M., Schwede, T. (2011). Toward the estimation of the absolute quality of

individual protein structure models. Bioinformatics 27, 343-350 .
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Anexo 5: Docking molecular proteina-proteina con otro tipo de intereacciones entre
las moléculas interectuantes

Con el fin de complementar la informacion de las reacciones antigeno-anticuerpo, se
realizaron imagénes que muestran otro tipo de interecciones importantes para las moleculas
interactuantes como lo son las cargas interpoladas e hidrofobicidad.

Resultados

En total, se generaron 4 figuras (Fig. 24-27) que representan las interacciones antes

mencionadas por los dos métodos de modelado realizados en este proyecto.

Figura 24. Docking molecular proteina-proteina de los antigenos superficiales 1-6 (SAG1-6) de Sarcocystis
neurona a través del servidor web ClusPro modelados por homologia (cargas interpoladas) (Desta et al.,
2020; Vajda et al., 2017; Kozakov et al., 2017; Kozakov et al., 2013; Brenke et al., 2012). Se muestran las
cargas interpoladas entre las moléculas intereactuantes. A) Interaccion Fab-SAGI. B)Interaccion Fab-SAG2.
C) Interaccion Fab-SAG3. D) Interaccion Fab-SAG4. E) Interaccion Fab-SAGS. F) Interaccion Fab-SAG6.

Fragmento de union a antigeno (Fab)(rojo); Antigenos superficiales modelados por homologia (azul).
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Figura 25. Docking molecular proteina-proteina de los antigenos superficiales 1-6 (SAG1-6) de Sarcocystis
neurona a través del servidor web ClusPro modelados por homologia (hidrofobicidad) (Desta et al., 2020;
Vajda et al., 2017; Kozakov et al., 2017; Kozakov et al., 2013; Brenke et al., 2012). Se muestran la
hidrofobicidad entre las moléculas intereactuantes. A) Interaccion Fab-SAG1. B)Interaccion Fab-SAG2. C)
Interaccion Fab-SAG3. D) Interaccion Fab-SAG4. E) Interaccion Fab-SAGS. F) Interaccion Fab-SAG6.

Fragmento de union a antigeno (Fab)(rojo); Antigenos superficiales modelados por homologia (azul).
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Figura 26. Docking molecular proteina-proteina de los antigenos superficiales 1-6 (SAG1-6) de Sarcocystis
neurona a través del servidor web ClusPro modelados por AlphaFold 2 (cargas interpoladas) (Desta et al.,
2020; Vajda et al., 2017; Kozakov et al., 2017; Kozakov et al., 2013; Brenke et al., 2012). Se muestran las
cargas interpoladas entre las moléculas intereactuantes. A) Interaccion Fab-SAGI. B)Interaccion Fab-SAG2.
C) Interaccion Fab-SAG3. D) Interaccion Fab-SAG4. E) Interaccion Fab-SAGS. F) Interaccion Fab-SAG6.
Fragmento de union a antigeno (Fab)(rojo); Antigenos superficiales modelados por AlphaFold2 (azul).
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Figura 27. Docking molecular proteina-proteina de los antigenos superficiales 1-6 (SAG1-6) de Sarcocystis
neurona a través del servidor web ClusPro modelados por AlphaFold2 (hidrofobicidad) (Desta et al., 2020;
Vajda et al., 2017; Kozakov et al., 2017; Kozakov et al., 2013; Brenke et al., 2012). Se muestran la
hidrofobicidad entre las moléculas intereactuantes. A) Interaccion Fab-SAG1. B)Interaccion Fab-SAG2. C)
Interaccion Fab-SAG3. D) Interaccion Fab-SAG4. E) Interaccion Fab-SAGS. F) Interaccion Fab-SAG6.
Fragmento de union a antigeno (Fab)(rojo); Antigenos superficiales modelados por AlphaFold2 (azul).
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