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Resumen

La babesiosis bovina es una enfermedad causada por parasitos del género Babesia, que son
transmitidos por garrapatas a animales y humanos. Actualmente las alternativas de control de la
enfermedad estadn enfocadas en el estudio de la interface garrapata-Babesia, como un esfuerzo
para determinar el mecanismo molecular involucrado en la infeccion. Nosotros previamente
identificamos una porina VDAC de la garrapata que interacciona con fases sexuales de Babesia, la
cual se sobre-expresa en células intestinales de garrapata en respuesta a la infeccion con el
parasito, tanto a nivel de RNAm y proteina; observdndose mayor nivel de expresion en intestinos
de garrapatas infectadas con Babesia bigemina a las 24 horas post-replecion. En este trabajo,
nuestro objetivo fue describir la red de interacciéon proteina-proteina (IPP) tomando como templado
la secuencia que reportamos en la base de datos (No. acceso. ADT82652.1). El andlisis se realizd
en la base de datos STRING, generamos un modelo para evidenciar la red de proteinas asociadas
con la porina; también se realizd un analisis de ontologia génica para enriquecer el estudio; con lo
que se determinaron los procesos celulares involucrados. El analisis global de grupos revelé que
existe asociacion de 46 proteinas involucradas en diferentes procesos biolégicos como, transporte
transmembranal y plegamiento de proteinas. En este trabajo determinamos la red de IPP,
relacionada con la porina VDAC, lo que representa una aportacién a los esfuerzos por entender la
relacién funcional de esta proteina, en los procesos celulares naturales y descifrar a futuro cual es
el mecanismo de infeccidn, e identificar nuevas moléculas candidatas para bloquear la transmision
de la enfermedad.

1. Introduccién

Las garrapatas son vectores hemat6fagos, que transmiten una gran variedad de
microorganismos patégenos como protozoarios, bacterias y virus. Estas estan incluidas en el grupo
de vectores de enfermedades mas importantes del ganado bovino (Barker et al. 2002). Entre los
protozoarios que son transmitidos por las garrapatas se encuentran los parasitos del género
Babesia, agente causal de la babesiosis bovina. Las fases sexuales de Babesia infectan las células
del intestino de la garrapata donde se multiplican y maduran para eventualmente salir de la célula e
infectar otros érganos, y transmitirse a un nuevo hospedero bovino cuando una garrapata infectada
se alimenta (Bock et al 2004). El canal VDAC facilita el intercambio de sustancias a través de la
membrana externa mitocondrial; tiene su propio mecanismo de insercién denominado insercion
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autodirigida. En general, la permeabilidad de las membranas mitocondriales esta regulada
principalmente por la formacion de un complejo multiproteico, conocido como poro de
permeabilidad transitoria mitocondrial (PTPm). Por su importante localizacion, la porina VDAC se
asocia a otras proteinas que se encuentran cercanas 0 sobre las membranas tanto mitocondrial
como celular. Las asociaciones con la proteina VDAC permiten la integracion de complejos
capaces de formar poros no selectivos en las membranas; estos complejos estan formados por la
porina VDAC, el translocador de nucleétidos de adenina (ANT) y la ciclofilina (Kroemer et al., 2007,
Bayrhuber et al., 2008); también por proteinas con actividad quinasa como la hexoquinasas que
juegan un papel importante en la fisiologia mitocondrial. La porina VDAC es permeable a solutos
de 1.5 kDa, lo que permite el intercambio de NADH/FADH (poder reductor) y el ATP/ADP entre el
espacio intermembranal y el citosol que como se sabe son fundamentales para la cadena
respiratoria (Mitchell and Moyle 1965); la permeabilidad de la membrana mitocondrial tanto externa
como interna puede ser interrumpida de tal forma que al abrirse el canal en la membrana interna,
se gasta el gradiente de protones (H+) a través de la membrana, lo que resulta en el
desacoplamiento de la cadena respiratoria y la expansién de la matriz, provocando la ruptura de
la membrana externa permitiendo la salida de las moléculas pro-apoptéticas y por lo tanto la
muerte celular (Douce and Neuburger 1999). Utilizando herramientas gendmicas y proteGmicas
identificamos una porina del intestino de la garrapata que se sobreexpresa en respuesta a la
infecciéon con Babesia a diferentes tiempos pos-replecion. Esta porina fue identificada como un
canal de aniones dependiente de voltaje o VDAC (Rodriguez et al., 2012). En este trabajo
determinamos la red de asociacion de proteinas relacionadas a la porina VDAC. La descripcién de
la red de proteinas asociadas con la porina permitira entender mejor la posible funcién que tiene
dentro de los procesos biol6gicos que se ven modificados en la infeccién con protozoarios del
género Babesia, lo que a futuro ayudard a proponer moléculas candidatas de control o bloqueo de
la transmision del parasito.

2. Material y métodos

Construccion de la red de interacciéon proteina-proteina (IPP): El disefio y deduccion
de la red de interacciones de la proteina VDAC de R. microplus con otras proteinas, fue realizada
con la base de datos de STRING v9.1 (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes),
disponible en: http://string.db.org/. Las interacciones predichas en la base de datos se realizan bajo
un marco de puntuacion y tienen un valor de confianza por prediccion. En nuestro estudio,
consultamos la base de datos STRING usando la secuencia de la proteina VDAC de R. microplus
(No. acceso ADT82652.1) como templado, y ampliamos la red para obtener no méas de 50
interacciones de proteinas. La calidad de la red se fortalecié con el anélisis de las interacciones de
proteinas que mostraron un puntaje medio (0.7), lo que indica que la red de prediccién es
confiable. El analisis integral de la red de proteinas predicha fue realizado mediante la agrupacién
de las moléculas, las cuales comparten algin grado de similitud en términos de asociacion
funcional. El analisis por grupos (nimero de grupos) en la base de datos STRING se realiza
mediante dos algoritmos: MCL (Markov clustering) y k-Means Clustering. En este estudio
aplicamos el algoritmo k-Means Clustering (MacQueen., 1967) el cual es mas rapido
computacionalmente.
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Anédlisis gen ontology (GO): La red de interacciones entre proteinas fue enriquecido mediante la
base de datos GO (WebGestalt, WEB-based Gene SeT AnalLysis Toolkit, disponible en:
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/)( Zhang et al., 2005). El método de Benjamin Hochberg fue
usado como modelo para correccion del miltiple ensayo, para verificar que no hubiera falsos
positivos. El punto de corte fue el valor de p de 0.05.

3. Resultados experimentales

Red de PPl y andlisis GO: La red biolégica derivada de la base de datos de STRING usando la
secuencia de la proteina VDAC de R. microplus como templado, demostré ser una densa red
compuesta de 46 interacciones de proteinas. Las interacciones mas estrechamente conectadas
con VDAC parecen estar situadas en el centro de la red a pesar de que la porina y algunas de sus
interacciones se localizaron en la periferia. También analizamos la red de interaccién con mas alto
valor de confianza (interacciones de proteinas con valor a partir de 0.7), en la que se observa que
existen proteinas como la hexoquinasa, TOM20, prohibitina y translocasas. Los resultados del
andlisis GO se presentan en forma de tabla con las condiciones més significantes de la red de
sefalizacion. En la tabla 1 se muestran los procesos biologicos estadisticamente mas significativos
(p=0.5) en los que participan las proteinas analizadas en la red, entre las que se encuentran,
procesos biolégicos en general, transporte y plegamiento de proteinas. El analisis de la ruta KEGG
revela que las proteinas estan involucradas en rutas importantes como la fosforilacién oxidativa y el
ciclo del acido tricarboxilico; estos son procesos metabdlicos implicados en la formacién de
energia, que se llevan a cabo en la mitocondria.

Tabla 1. Analisis GO y KEGG de la red IPP predicha relacionada a la proteina VDAC.

Analisis GO Analisis KEGG
Funcién no Funcién no
Proceso biolagico 39 Rutas metabolicas 10
Transportadortransmembrana 13 Fosforilacion oxidativa 5
Transporte 15 Metabolismo glicoxilato 2
Plegamiento de proteinas 4 Ciclo TCA 2

Andlisis de los grupos obtenidos de lared de IPP: La red de IPP fue analizada por grupos para
entender mejor las asociaciones y sefialar la importancia biol6gica de su relacién; fue dividida en 5
grupos (Figura 1); los cuales estdn compuestos de conexiones densas de proteinas que comparten
similaridad en funcién o incidencia de la misma ruta. El grupo 1 contiene proteinas como aconitasa,
citrato sintasa y malato deshidrogenasa; estas proteinas participan en diferentes etapas de las
reacciones en el ciclo del acido tricarboxilico. El grupo 2 contiene proteinas como FOF 1 y ATP
sintasa o y B, estas proteinas pueden formar un complejo enzimético ampliamente distribuido en la
naturaleza, localizado en la membrana interna mitocondrial, este complejo esta encargado de
proveer a la célula de energia (sintesis de ATP) necesaria para realizar sus procesos vitales y por
otro lado también puede hidrolizar el ATP. El grupo 3 contiene proteinas como complejo IV
(Via/cox13), citocromo C y coenzima Q; que estan asociadas a procesos metabdlicos como la
fosforilacion oxidativa mediante la cual se sintetiza ATP acoplado al flujo de electrones, y por lo
tanto a la cadena respiratoria.
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El grupo 4 contiene proteinas como TIM22, TIM23 y chaperoninas, estas moléculas estan
relacionadas al transporte de proteinas al interior de la mitocondria, y estan asociadas en forma de
complejos que se intercalan en la membrana. El grupo 5 contiene proteinas como ADP-ATP
translocasa (AAT), hexocinasa (HK), ciclofilina B (CYP B), ferredoxina reductasa (FNR) y TOMZ20.
Estas moléculas estan implicadas en transporte de proteinas; enzimas transferasas que pueden
transferir grupos fosfato pertenecientes a procesos de fosforilacion y transporte de electrones.
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Figura 1. Red de IPP relacionada a la porina VDAC diferenciado en 5 grupos, analizado mediante
el algoritmo k-means clustering. Las proteinas marcadas con la letras PH o HP corresponde a la
leyenda: proteina hipotética (Hypotetical protein).

4. Discusion y conclusion

La porina VDAC es una proteina importante en la permeabilidad de la membrana mitocondrial; se
ha localizado en diferentes compartimentos celulares aunque no se ha estudiado a detalle si tiene
la misma funcién; un reporte sugiere que concentraciones fisiologicas de NADH afectan la
permeabilidad, indicando un posible mecanismo donde la glucdlisis podria inhibir la fosforilacion
oxidativa. La proteina VDAC ha sido identificada como un componente del complejo receptor de
Benzodiacepinas el cual esta ligado a la biosintesis de esteroides y también ha sido co-purificado
junto con el complejo receptor de acido y-aminobutirico subunidad A (McEnery., 1992; Tsujimoto
and Shimizu 2007). El mecanismo de sefializacién reportado en este trabajo muestra asociaciones
fuertes de las proteinas, prohibitina, TOMZ20, hexoquinasa y dos translocasas con la porina VDAC
de R. microplus, y se integré un grupo formado por la prohibitina y un segundo grupo formado por
las cuatro proteinas restantes, las cuales mostraron un alto puntaje de confianza. También,
describimos la red de IPP relacionada a la porina VDAC de manera global, involucrando un total de
46 proteinas, que al ser reunidas en 5 grupos de acuerdo a su funcién, se observé que estan
implicadas en diversos procesos metabdlicos como el transporte, la fosforilacién oxidativa, el ciclo
TCA, y plegamiento de proteinas.
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El conocimiento de las asociaciones funcionales de la proteina VDAC permite contemplar el
panorama que podria verse afectado de forma directa, debido a la desregulacion de los
mecanismos de expresién de la porina. En este estudio observamos que las proteinas asociadas
con VDAC interaccionan cercanamente con otros grupos de proteinas que podrian verse
modificadas o desreguladas en el proceso de infeccion de Babesia hacia las células del intestino
de la garrapata, como es el caso de la misma porina VDAC la cual se sobreexpresa en respuesta a
la infeccién con el paréasito (Rodriguez et al., 2012). La ruta de sefializacion intracelular de VDAC
es conservada evolutivamente y regula interacciones entre proteinas mitocondriales y el
citoplasma. Los estudios de interaccion de proteinas a través de biologia de redes aportan
conocimientos sobre los posibles mecanismos involucrados en las infecciones por patégenos. Las
proteinas asociadas a los mecanismos de infeccién conocidos son importantes para entender la
biologia de la infeccién. En este trabajo, observamos que la proteina VDAC tiene estrecha relacion
con proteinas que guian a procesos metabdlicos importantes, por lo que este estudio podria servir
a futuro como una aproximacion a descubrir y seleccionar candidatos de estudio para proponer un
método de bloqueo de la infeccion y/o transmisién de Babesia a su hospedero bovino.
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