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RESUMEN

Anaplasma marginale es un patégeno con una amplia diversi-
dad genética, la cual ha dificultado el desarrollo de vacunas efi-
cientes para la prevencion y control de la anaplasmosis bovina.
Mediante el uso de programas bioinformaticos se realizé una
prediccion de péptidos lineales de proteinas de membrana que
contuvieran en su secuencia epitopos B, para su posible proposi-
cién como candidatos ainmundgenos. Este trabajo es una apro-
ximacion in silico para la posterior sintesis en formato péptidos
multiantigénicos sintéticos (MAP) y su subsecuente evaluacion in
vivo, de forma que se analice la efectividad en la generacién de
una respuesta inmune protectora frente a un desafio heterélo-

go con cepas de Anaplasma marginale.
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ABSTRACT

Anaplasma marginale is a pathogen with a wide genetic di-
versity, which has hindered the development of efficient vac-
cines for the prevention and control of bovine anaplasmosis.
Using bioinformatics programs, a prediction of linear peptides
of membrane proteins containing B epitopes in their sequence
was carried out for their possible proposal asimmunogen can-
didates. This work is an in silico approach for the subsequent
synthesis in synthetic multiantigenic peptide (MAP) format and
its subsequent in vivo evaluation, in order to analyze the effec-
tiveness in the generation of a protective immune response
against a heterologous challenge with strains of Anaplasma

marginale.
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Introduccion

La anaplasmosis bovina es una enfermedad causada por Anaplasma marginale, organismo
patégeno de bovinos, el cual ha sido el Unico de la familia Anaplasmataceae reportado en
México. Esta es una bacteria de tipo Gram negativa, del género de las rickettsias y del geno-
grupo Il de las Ehrlichias. Carece de citoplasma y reticulo endoplasmatico, tiene una forma
cocoide de aproximadamente 0.3 um de didmetro y es intraeritocitica obligada (Rodriguez
Carrillo et al., 2003).

En México, se ha determinado, por medio de serologia y pruebas moleculares, una pre-
valencia del 50% en las regiones tropicales y subtropicales (Rodriguez et al., 2009). Las cepas
mexicanas de A. marginale muestran una amplia diversidad genética de la proteina Msp1a, la
cual cumple la funcién de adhesina de los cuerpos iniciales hacia los eritrocitos y las células
epiteliales del intestino de la garrapata. Esta diversidad revela el importante papel del trans-
porte de ganado en la transmision, distribucion y mantenimiento de la enfermedad entre los
hatos bovinos del pais, y refuerza la propuesta de vacunas regionales para controlar los bro-
tes de anaplasmosis (Salinas-Estrella et al., 2022). Asimismo, hace patente la necesidad de de-
sarrollar nuevas vacunas utilizando otras proteinas presentes en la membrana de A. margi-
nale que tengan un alto grado de conservacion.

Por otro lado, esta diversidad es el principal obstaculo para el desarrollo de una vacuna
efectiva, cuyo objetivo es que los bovinos desarrollen una respuesta inmune protectora tipo
Th1. La respuesta Th1 se caracteriza por la presencia de altos titulos de 1gG2, debido a que las
células Th1 son las encargadas de la produccion de la citocina IL-2 e interferén gamma, que a
su vez estimulan la sintesis del isotipo 1gG2 e interferdn (IFN-y) por las células B y los macréfa-
gos, los cuales son capaces de fagocitar a los eritrocitos infectados por A. marginale. A dife-
rencia del isotipo 1gG2, el isotipo IgG1 no es capaz de mediar la fagocitosis por neutréfilos o
monocitos (Barigye et al., 2004).

Es por ello que, idealmente, las vacunas que se propongan en adelante mediante la uti-
lizacion de estrategias bioinformaticas deben asegurar que la respuesta inmune que desen-
cadenen sea una respuesta protectora, con la cual el sistema inmune de los bovinos deberd
reconocer epitopos conservados en las proteinas de las diferentes cepas circulantes en Mé-
xico. De esta forma, deben asegurar que las caracteristicas de virulencia propias de A. mar-
ginale —como los picos de rickettsemia originados por el cambio en la expresién ciclica de
la proteina msp2 o la enfermedad ocasionada por la infeccion de multiples cepas— no sean
un impedimento para que las células del sistema inmune monten una respuesta adaptativa
fuerte y prolongada a través del tiempo, con la cual podran evitar la presentacion del cuadro

clinico ocasionado por la replicacién de A. marginale en los eritrocitos bovinos.
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Objetivo
Identificar péptidosinmunogénicos en A. marginale a través de herramientas bioinformaticas

para la proposicién de un posible candidato a inmunégeno contra la anaplasmosis bovina.

Materiales y métodos

Se realiz6 una busqueda del genoma de las cepas de A. marginale registradas en el Cen-
tro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) en Estados Unidos. Entre las veinticuatro
cepas resultantes (National Library of Medicine, sf) se identificaron las siete cepas mexica-
nas, con nimeros de acceso VTWW01000000, VTSO01000000, VTCZ01000000, QLIVOT1000000,
VTCX01000000, VTWV01000000 y VTCYO1000000, asi como la de St. Maries, con nimero de ac-
ceso NC_004842, cuyo genoma ya ha sido secuenciado en su totalidad.

Se localizaron todas las proteinas presentes en lamembrana de A. marginale de la cepa St.
Maries y se procedié a realizar una busqueda especifica de las siguientes proteinas de mem-
brana: Bam, sec, mur, Tat, OMP, vir, MSP, Rod, GIm y Ple. Se descargaron las tablas de todas las
proteinas encontradas y, mediante el uso de MobaxTerm (simulador de Linux), se filtraron los
nombres de las proteinas que se repetian en la cepa St. Maries. Posteriormente, se seleccioné
una proteina MULTISPECIES que estuviera presente en todas las cepas mexicanas.

Para visualizar el grado de conservacion de la proteina seleccionada entre las cepas
mexicanas y la de St. Maries se realizé un alineamiento multiple con Clustal Omega. Por
otra parte, se hizo el analisis de topologia de las proteinas, asi como de hidrofobicidad, an-
tigenicidad y dominios proteicos mediante los programas bioinformaticos TMHMM, PROTTER,
Phobius, Phyre2 y SMART-pfam. De esta manera se pudo predecir si la proteina era expues-
ta, transmembranal o intracelular.

Finalmente, se utilizaron los programas bioinformaticos IEDB Analysis Resource, BepiPred,
ABCpred y svMTrip para la prediccion de epitopos B. Estos programas cuentan con un um-
bral de prediccién de cero a unoy, en el caso de IEDB, se muestra un puntaje (score) maximo
y minimo de la proteina, ya establecido por el método de prediccién BepiPred Linear Epito-
pe Prediction, por lo que se tomaron en cuenta sélo aquellos epitopos B lineales que pre-
sentaron un valor entre 0.5 y uno, con una longitud de diez a dieciséis aminodcidos, para la
definicion y seleccion de los péptidos que serian propuestos como candidatos a inmund-

genos (figura 1, p. 4).

Resultados y discusion

Se escogieron los epitopos B con mayor puntaje en los distintos programas bioinformaticos,
cada uno con un distinto umbral de prediccién. Los epitopos con diez a dieciséis aminoacidos
y con el mayor puntaje considerado por cada programa fueron seleccionados para los anali-

sis posteriores, con la finalidad de aumentar la probabilidad de deteccién por los anticuerpos
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Figura1
Proceso de identificacion de péptidos lineales como prospectos inmunogénicos

in silico contra Anaplasma marginale

A) QQ DODIDPVDIVPT
Y 1
= dTDIDIDIDIT = 4 MM
5 I . I —
Secierclacin MDDV VIVH Andlisis Hoemmmmomy - ik
MIVODODODEY  bioinformtico
2 \c‘ Genomas de A. M
Obtencion de ADN marginale

de A. marginale

o> ®
e

o

Eritrocitos Identificacion de | §
roteinas
infectados con A. marginale pi

A. marginale @z %
1

'B) Reconocimiento de Antigenos /\ 2&

Ppor Anticuerpos

Proyeccion de

deteccion por
anticuerpos de los
Anticuerpo péptidos
inmunogénicos
Prediccion de

péptidos conteniendo
epitopos B

6

Epiopo: Eaitopo

A) A partir de eritrocitos de bovinos infectados con A. marginale (1) se obtiene el material biolégico (ADN) del
patogeno (2) para secuenciarse (3). Por medio de herramientas bioinformaticas, se realiza el analisis de las se-
cuencias de las diferentes cepas registradas (4) para, de esta forma, encontrar dominios de proteinas (5) im-
portantes para las funciones prioritarias de A. marginale (adhesion, respiracion, transporte de nutrientes, en-
tre otras). A partir de las secuencias de proteinas, se utilizan diferentes algoritmos que ayudan a predecir
porciones cortas (péptidos) que contengan epitopos B (6), con base en la expresidon en membrana, hidrofobi-
cidad y antigenicidad de las proteinas y, en especifico, de los péptidos predichos.

B) La finalidad es seleccionar péptidos lineales con el mayor potencial de ser antigénicos y reconocidos por
anticuerpos en su conformacion final en las proteinas nativas. Todos estos analisis son realizados in silico, es
decir, hechos por computadora o por via de simulacién computacional.

Fuente: elaboracién propia.

bovinos, debido al tamaro del sitio de unién al antigeno de la region variable que posee el
isotipo IgG de tipo monomeérico.

Se consideraron los epitopos EGYIDSYPSSKSIDYA (posicidn 113-129) Y APTIREPILGGNGEIS (posi-
cion 282-298) de las proteinas BamD y SecD de dieciséis aminodcidos predichos por el progra-

ma ABCpred, debido a que se traslapaban con los predichos con el programa IEDB (tabla 1). Por
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Tabla1
Seleccion de los epitopos B predichos mediante programas bioinformaticos

Cepas Proteinas Prediccion de epitoposBy Propuesta de epitopo B
transmembranales programa bioinformatico como candidato vacunal
analizadas utilizado contra anaplasmosis bovina

Tatc IEDB GFENRDASVGVPI
NRDASVG
ABCpred
VGLISSKTLAGKRRVA
BepiPred
GFENRDASVGVPI
SVMTrip
VAIVAIFTLAAILT

St. Maries secD IEDB REPILGGNGEISGRFSMSEAK
MEX-14-010-01 PILGGNGEIS

MEX-30-193-01 ABCpred

MEX-01-001-01 APTIREPILGGNGEIS

MEX-17-017-01 BepiPred

MEX-31-096-01 REPILGGNGEISGRFSMSEAK

MEX-30-184-02 SVMTrip

MEX-15-099-01 LLEVDFHEYLKGRL

BamD IEDB EGYIDSYPSSKSIDYA
GYIDSYPSSKSI
ABCpred
EGYIDSYPSSKSIDYA
BepiPred
PVAAASFAEEGVH
SVMTrip
RHLGEISKRLAAVQ

Fuente: elaboracién propia.

otra parte, el epitopo GFENRDASVGVPI (posicidn 133-146) de la proteina Tatc de trece aminoa-
cidos, predichos por el programa BepiPred, se tomé en cuenta debido a que se encontraba
traslapandose con el predicho con IEDB al igual que los anteriores (tabla 1). Todos los epito-
pos se encuentran al exterior de la membrana, de acuerdo con los resultados obtenidos en
los programas VaxiJen, Protscale, TMHMM, Phobius, PROTTER, Phyre2, Interpro y SMART-Pfam.

Con base en los anélisis bioinforméaticos sobre las proteinas Bamb, secD y Tatc, los pép-
tidos derivados de éstas pueden ser considerados como candidatos a inmundgenos. Tam-
bién se determind la distribucién de la proteina en la membrana y, mediante el andlisis de
la secuencia con programas bioinformaticos, se determiné que los epitopos de secuencia
EGYIDSYPSSKSIDYA, APTIREPILGGNGEIS y GFENRDASVGVPI, predichos con ABCpred, BepiPred, y los tras-
lapados con los de IEDB, GYIDSYPSSKSI, PILGGNGEIS y NRDASVG, se encuentran expuestos, por lo
cual se puede utilizar la secuencia traslapada de éstos como péptidos inmunogénicos, por
su potencial para ser reconocidos por anticuerpos e, idealmente, generar una respuesta in-
mune protectora Th1.

Se encontraron similitudes con la metodologia usada en este trabajo en el estudio pu-

blicado por Ramirez Rueda (2007), quien realizé una prediccién de secuencias con actividad
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inmunogénica, Utiles para el disefo de un modelo de posible vacuna contra la malaria, en
el cual utilizaba los programas TAppred, Propred |, Propred, CTLPred y ABCpred, para la pre-
diccién de epitopos, y TMHMM para la prediccidn de la posicion del epitopo, es decir, si éste
se encontraba expuesto o estaba internalizado.

Como se puede apreciar en los resultados obtenidos en la prediccion de epitopos B como
posibles candidatos vacunales, se emplearon cuatro programas disponibles en internet, de
los cuales sélo ABCpred coincide como la herramienta utilizada en el presente trabajo. Ade-
mas, en la prediccién de la posicidn del epitopo se utilizaron mas programas bioinformati-
cos, lo cual genera una mayor probabilidad de que el péptido efectivamente esté expuesto,
y también se utilizaron programas para predecir los dominios proteicos, de tal manera que si
el epitopo esta dentro del dominio, es mas probable que pueda ser inmunogénico.

A pesar de los interesantes resultados obtenidos, la cobertura de este trabajo es mera-
mente de analisis y determinacion in silico, con base en las propiedades antes descritas de
los programas usados y las caracteristicas buscadas de las diferentes proteinas conservadas
entre cepas de A. marginale. La comprobacion de la efectividad de los epitopos encontra-
dos como estimuladores de una respuesta inmune protectora contra A. marginale requiere,
en primer lugar, de la sintesis de dichos epitopos en forma de péptidos sintéticos multian-
tigénicos (MAP, por sus siglas en inglés), para ser inoculados en bovinos junto con un adyu-
vante, con la intencién de que esos péptidos sean reconocidos por las células del sistema
inmune, cuyos productos o moléculas pudieran identificar eficazmente los mismos sitios de
unién en proteinas nativas de A. marginale.

La respuesta inmune protectora no se podria dar por establecida hasta que los bovinos
previamente inoculados fueran desafiados con una cepa viva de A. marginale y se comproba-
ra que han sobrevivido a la infeccién sin desarrollar signos de enfermedad y sin presentar ci-
clos de rickettsemia en los meses posteriores. Para ello, el estado de salud de los bovinos ino-
culados se deberia evaluar mediante un seguimiento clinico cercano. Este debe incluir: a) la
evaluacion de la temperatura rectal (cuyo aumento indica un proceso infectivo en desarrollo
detectado por el sistema inmune); b) la observacién al microscopio de frotis sanguineo, para
determinar la presencia del patdgeno y para la cuantificacion del porcentaje de eritrocitos in-
fectados; c) la determinacién del volumen celular aglomerado mediante la técnica de micro-
hematocrito (el cual puede ser de ayuda en la identificacion de un proceso indicativo de ane-
mia en caso de enfermedad); d) la realizacién de pruebas seroldgicas (que permitan identificar
el tipo de respuesta inmune generada mediante la determinacién de las proporciones de in-
munoglobulinas I1gG1 e 1gG2, asi como mediante la deteccidn de citosinas caracteristicas de la
respuesta Th1); e) la realizacidn de pruebas moleculares (como la PCR anidada para el gen msps)

para la deteccion de ADN del patégeno en sangre bovina.
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De esta forma, el conjunto de estas evaluaciones permitiria determinar si la inoculacién
con péptidos sintéticos conteniendo los epitopos seleccionados cumple con el objetivo de
estimular el desarrollo de una respuesta inmune protectora contra la anaplasmosis bovina

causada por A. marginale en México.

Conclusion

Este tipo de trabajos in silico permite estimar la ubicacién de los péptidos dentro de la con-
formacion de las proteinas, con base en caracteristicas como la hidrofobicidad o la antige-
nicidad, entre otras, de tal modo que se puede hacer una aproximacién a la interaccién que
tendrian estas secuencias peptidicas con el sitio de reconocimiento de los anticuerpos. Uti-
lizando herramientas bioinformaticas se logré predecir doce epitopos B, de los cuales se se-
leccionaron tres secuencias peptidicas que podrian ser consideradas para evaluarse como

péptidos inmunogénicos contra la anaplasmosis bovina.
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