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INTRODUCCION

En el presente trabajo nos proponemos comprender la evolucién de la via del acido
N-acetilneuramico (4cido siélico) en Leptospiras y Espiroquetas. Utilizamos para este
fin herramientas de gendmica comparativa. La importancia cientifica de esta
investigacion cobra relevancia al considerar la patogenicidad que presentan algunas de
estas especies, siendo responsables de la enfermedad conocida como leptospirosis.

La leptospirosis es una antropozoonosis de distribucion mundial, presentandose como
una enfermedad febril aguda con mdltiples manifestaciones causadas por vasculitis
generalizada de variada gravedad. La misma abarca, desde enfermedades sisteméticas
auto limitadas, hasta condiciones potencialmente mortales por ictericia e insuficiencia
renal. El agente etiol6gico de la leptospirosis, como se mencion6 mas arriba, se resume
a un orden especifico de bacterias llamadas espiroquetas, las cuales se caracterizan
por ser microorganismos gram-negativos anaerobios helicoidales, moviles, comunes
tanto en el medio ambiente (cursos de agua) como parasitando diversos animales
(Pumarola et al., 2002). La dificultad principal para definir el papel de las espiroquetas
en diferentes enfermedades ha sido el poder distinguir las especies y cepas
individuales de dicho microorganismo, esto ultimo debido en gran parte a la dificultad
de su cultivo en el laboratorio.

También nos concentraremos en el estudio del género Leptospira, las cuales presentan
formas de vida libre y parasitaria. Hasta el momento solo se encuentra publicamente
disponible el genoma completo de tres especies (aunque hay genomas de distintas
cepas): Leptospira interrogans, Leptospira borgpetersenii y Leptospira biflexa
(Cespedes et al., 2005). Las dos primeras son agentes patogénicos y de ellas, L.
interrogans es la principal especie asociada con leptospirosis animal y humana. La
Gltima especie es un organismo de vida libre no patogénico.

Las Leptospiras patdgenas incluyen alrededor de 80 tipos seroldgicos definidos, que
antes eran designados como especies y ahora se conocen como serovariedades o
serotipos de L. interrogans. El microorganismo puede infectar a la mayoria de los
mamiferos del mundo, asi como a reptiles, anfibios, peces, aves e invertebrados. El
mecanismo por el cual se mantiene en la naturaleza involucra la colonizacion
persistente de los tabulos renales de los animales portadores y los seres humanos se
infectan por contacto directo o indirecto con la orina o la sangre de los animales
infectados.

Si bien la anotacion gendmica en estos microorganismos ha mejorado sustancialmente
desde los primeros reportes, existen muchas incégnitas ain particularmente a nivel de
las diferentes vias metabdlicas. Algunas de estas vias juegan un papel importante en la
evasion inmune y presentan por lo tanto un interés sustantivo.
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En particular nos interesa concentrarnos en el estudio de la sintesis, procesamiento y
funcionalidad del &cido N-acetilneurdmico (ac. sidlico) en todas las Leptospiras
patdgenas y no-patdgenas, comparando su genoma con el material genético de la
mencionada via estudiada con antelacion en organismos modelos. La virulencia de las
bacterias extracelulares depende de diferentes mecanismos que favorecen la invasion
y colonizacion de los tejidos, que incluyen entre otros, mecanismos anti-fagocitosis e
inhibicion del complemento o de las proteinas activadas por el complemento. Algunas
bacterias gram-negativas contienen en su pared celular &cido sialico, el cual es un
inhibidor de la activacion del complemento por la via alternativa, por fijar al factor H.
(Hakobyan et al., 2008)

El sistema de complemento esta constituido por moléculas implicadas principalmente
en la defensa del organismo frente a infecciones y células tumorales. Parte de los
factores del complemento potencian lainflamacion y lafagocitosis, produciendo
la lisis de células infectadas y microorganismos. La mayor parte de los factores del
complemento son proteinas plasmaticas (C2, C3, C4, C6, C7, C8, Factor B y Factor ),
siendo una pequefia proporcion de ellos proteinas de membrana. En la activacion del
complemento se ponen en marcha una serie de reacciones consecutivas en cascada,
de forma tal que a partir de cada una de ellas se genera un producto activo, que
ademés de determinar que la reaccion consecutiva prosiga, puede tener diferentes
acciones bioldgicas importantes en la defensa del organismo. Algunos de los factores
del complemento son enzimas con carécter proteolitico, por lo cual durante el proceso
de activacion algunas moléculas son rotas en fragmentos, a los que para identificarlos
se les afiade letras minusculas (Ej. C3a, C3b). Estos fragmentos poseen importantes
funciones bioldgicas y son mediadores de la inflamacion. El factor H (FH) es una
proteina plasmatica homdloga a la C4BP (C4 binding protein), que tiene la capacidad
de unir C3b en la fase fluida y promueve la disociacion del complejo C3bBb, factor
necesario en el proceso lisogénico del microorganismo invasor.

Sélo el material gendmico de las 7 especies de Leptospiras que vamos a analizar esta
secuenciado completamente. El genoma del resto de las especies de Espiroguetas que
investigaremos, no esta secuenciado en su totalidad, trabajaremos con taxones de
diversos tamafos. Esté informacion es relevante ya que la ausencia en determinada
especie de Espiroqueta (salvo las Leptospiras) de ort6logos de alguno de los genes de
la via del &cido sialico, por cualquiera de los métodos de analisis empleado, no seria
razon suficiente para afirmar la ausencia definitiva de ese gen en esa especie en
particular.

Utilizando el modelo de Escherichia coli 07:k1 CE10, se ha identificado al operon de la
via del acido N-acetilneuramico presente en bacterias gram-negativas, el mismo esté
conformado por cuatro genes principales (nanA, nank, nanK, nanT). Por otra parte, es
sabido que en Leptospiras dicho operdn no presenta todos los genes, hecho que se
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presume es debido a la ausencia de una enzima que participa en el catabolismo del
acido sialico (codificada por nanA).

Este resultado es algo sorprendente ya que los procesos selectivos en procariotas
tienden a eliminar rpidamente aquellas secuencias que no presentan ventajas
evolutivas. La existencia del resto de genes de la via del &cido sidlico podria justificarse
por al menos tres razones a saber: a) el gen que aparece como faltante (identificado
por similaridad de secuencia) se encuentra realmente presente y difiere fuertemente
en la secuencia de aminodcidos, b) la funcidn de este gen en la via es realizada por otra
proteina diferente a la de las gram-negativas, c) el resto de las proteinas de la via
cumplen algun rol en otras vias.

Para la identificacion de los genes de esta via (genes ortélogos) presentes en los
distintos géneros de espiroquetas, se disefi0 una estrategia basada en diferentes
enfoques del problema, mayoritariamente en homologia de secuencias. Este concepto
suele utilizarse para predecir la funcion de un gen (anotacion gendmica): si la
secuencia del gen A cuya funcién es conocida es homologa a la secuencia del gen B
cuya funcion es desconocida, entonces puede inferirse que B podria compartir la
funcion con A. Con esta idea en mente, una primer estrategia consistira en bajar de la
“KEGG orthology database” las secuencias génicas ortologas conocidas de los genes de
la via (oper6n nan), para realizar luego un BLAST contra el genoma de las Leptospiras
de interés (genomas secuenciados completamente). De esta forma se expande
considerablemente la diversidad de secuencias en la blsqueda de genes ort6logos.

La segunda estrategia estar4 fundamentada en la creacion de una base de datos de
secuencias ortologas entre las espiroquetas conocidas, buscando identificar el patron
de presencia/ausencia en organismos cercanos filogenéticamente. A su vez, se utilizara
un organismo modelo externo, como E. coli 07:k1 CE10, a fin de identificar aquellos
clusters de genes bien conservados, particularmente los que corresponden a la via de
interés. Existen varios algoritmos (conjunto establecido de instrucciones o reglas bien
definidas, ordenadas y finitas, que permite realizar una actividad mediante pasos
sucesivos) para agrupar secuencias basadas en similitud. En nuestro caso se utilizara
OrthoMCL (algoritmo de clusteres de Markov)(Van Dongen et al., 2000).

A partir de los resultados obtenidos en esta etapa se podra determinar si el fen6meno
de presencia/ausencia de genes de la via es generalizado entre Espiroquetas o
particular de Leptospiras.
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OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo consiste en la identificacion de secuencias homologas
de genes de la via del acido sialico (oper6n nan) en los distintos géneros de
espiroquetas, con particular interés en Leptospiras. Para eso, buscaremos patrones de
presencia/ausencia de dichos genes en organismos filogenéticamente cercanos,
utilizando herramientas gendmicas como el software OrthoMCL, y la base de datos
"KEGG orthology".

Principales caracteristicas de las Leptospiras

Las Leptospiras (del griego lepto: delgado; y del latin spira: espiral) se agrupan también
en serotipos, de acuerdo a sus relaciones antigénicas. Actualmente existen mas de 200
serotipos reconocidos. En la reunion del afio 2002 del Comité de Taxonomia de
Leptospira de la Union Internacional de Sociedades Microbioldgicas, se aprobé la
siguiente nomenclatura para Leptospira: el género y la especie deben ser escritas
en cursiva, con el nombre del serotipo sin cursiva y la primera letra en mayUscula.

Las Leptospiras son microorganismos muy delgados, de 6 a 20 pum de largoy 0,1 a 0,2
um de ancho, flexibles, helicoidales, con distancias promedio entre crestas
consecutivas del orden de los 0,5 um, presentando extremos generalmente curvados
en forma de gancho (fig. 1). Son extraordinariamente maviles por el uso de filamentos
axiales (axostilos), dividiéndose por fision binaria. En virtud de su estructura en espiral
alrededor de su eje axial, pueden presentarse hasta 20 enrollamientos en funcién de
su longitud total. Son organismos aerobios estrictos, cultivandose con facilidad en
medios artificiales (como el medio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris)
suplementados con 0,2-1% de suero de conejo, lo cual favorece el crecimiento
de cepas muy exigentes (Johnson & Harris, 1967). Pueden sobrevivir largo tiempo en el
agua o ambiente himedo y templado, con pH neutro o ligeramente alcalino, aunque el
pH 6ptimo para su crecimiento se encuentra comprendido entre 7,2-7,6.

Figura 1 - Microscopia electrénica de Barrido de Leptospira spp. (Picardeau, 2013)

Las Leptospiras poseen una envoltura celular similar a las bacterias gram-negativas,
consistiendo en dos membranas, una citoplasmética y otra externa. Sin embargo, la
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capa de peptidoglicano (también llamada “mureina”, es un copolimero formado por
una secuencia alternante de N-acetilglucosaminay é&cido N-acetilmuramico unidos
mediante enlaces B[1,4]) estd asociada con la membrana citoplasmética en vez de la
membrana externa, algo que es unico en las espiroquetas (Picardeau et al., 2001). La
membrana  externa  contiene una variedad de lipoproteinas, proteinas
transmembranas y periféricas. Se ha demostrado que varias proteinasde la
membrana exterior se adhieren a la matriz extracelular y al factor H (una proteina de
control del complemento), pudiendo ser de importancia en la adhesion de
las Leptospiras a los tejidos del huésped y en la resistencia a las acciones del sistema
del complemento (Verma et al., 2006).

Su capacidad de invadir tejidos esta facilitada por la produccion de
la enzima hialuronidasa, la cual produce alteraciones en la permeabilidad del tejido
conjuntivo del organismo huésped al hidrolizar el acido hialurénico (Diaz et al., 2005).
El genoma de las Leptospiras patogénicas consiste en dos cromosomas. El tamafio de
los genomas de las especies L. interrogans Copenhageni y L. interrogans Lai es de
aproximadamente 4.6 Mb, mientras que el de las especies L. borgpetersenii JB197 y
H550, es de 3.9 Mb.

Una diferencia importante entre las especies L. borgpetersenii y L. interrogans es el
mecanismo invasivo utilizado por cada especie, donde L. borgpetersenii es transmitida
usualmente por la exposicion directa a tejidos infectados, mientras que L. interrogans
lo hace por lo general, a través del agua y el suelo contaminados con la orina de
animales portadores (en sus rifiones).

Caracteristicas YL, borgpetersenii YL interrogans YL biflexa
al cn al (<[] al ci P74 LE-1 prophage"

Tamafio (pb) 3,614,456 317,335 4,277,185 350,181 3,603,977 277,995 74,116 73,623
Contenido G-C (%) 41.0 41.2 35.1 350 389 393 375 385
Codificacidn protéica (%) 80 80 749 75.5 92.3 93.3 90.9 934
Secuencias codificantes protéicas
cos? 2,607 237 3,105 274 3,268 266 56 82
Con funcién asignada 1,644 135 1,817 159 2,042 141 31 19
Hipotéticamente conservado 372 32 484 34 464 43 5 2
Hipotéticamente Unico 590 70 804 81 762 82 20 61
Transposones 215 26 26 0 8 1 1 0
Pseudogenes 340 28 38 3 32 1 0 0
Genes ARN transferencia 37 0 37 0 35 0 0 0
Genes ARN ribosomales
235 2 0 2 0 2 0 0 0
165 2 0 2 0 2 0 0 0
55 1 Q 1 4] 2 4] 0 0

L. borgpetersenii serovar Hardjo strain L550, L. interrogans serovar Copenhageni strain Fiocruz, L biflexa serovar Patoc strain Ames
*excluyendo a transposones y pseudogenes
[11,38]

Tabla 1- Modificada de (Picardeau et al., 2008) Comparacion de las tres especies de Leptospiras
investigadas a nivel genémico, considerando el tamafio del mismo medido en pares de bases, porcentaje
del contenido de CG y el porcentaje del genoma que codifica para proteinas. Donde las siglas Cl, Cll y P74,
significan respectivamente Cromosoma |, Cromosoma Il y Plasmido 74 .
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El gran nimero de genes defectuosos y de genes de insercion que presenta L.
borgpetersenii, en comparacion con L. interrogans, sugiere que las primeras estan
atravesando un proceso de degradacion gendmica, con una continua pérdida de genes
necesarios para la supervivencia fuera del huésped animal (Bulach et al., 2006).

PATOGENESIS
Ciclo infeccioso de la Leptospirosis

Las Leptospiras invaden el cuerpo humano por las membranas, las mucosas o cortes en
la piel. Si estdn en numero suficiente como para vencer la resistencia del huésped, se
multiplican y producen una infeccion clinica generalizada (etapa leptospirémica),
localizdndose la infeccion en el rifidn. En ese momento, los microorganismos aparecen
en la orina y se depositan en el medio ambiente con cada infeccion (etapa
leptospirurica). Existe también la tendencia a localizarse en el Utero gestante, por lo
que en esta forma puede causar el aborto.

Segun Blodd y colaboradores (1982) y (1988), después de penetrar por la piel
(abrasiones) o mucosas, u al consumir alimentos u agua contaminada, los
microorganismos se multiplican rapidamente en el torrente sanguineo, provocando
varios dias de fiebre al paciente (fase leptospirémica, que puede durar hasta 7 dias). En
la fase siguiente, septicémica, puede haber casos clinicos con muerte subsecuente por
la produccion de algunos serotipos de hemolisinas, las que provocan la hemdlisis
grave, anoxia anémica con nefrosis hemoglobinuria (particularmente en animales
jovenes), o simplemente cursar de forma asintomatica, frecuente en adultos. Luego
que declina la fiebre aparecen anticuerpos en el torrente circulatorio (fase de
formacién de anticuerpos, se inicia al final de la primera semana hasta el final de la
segunda) y microorganismos en la orina.

Younes y colaboradores (1998) evaluaron una citotoxina que inhibe la K-Na ATPasa, y
que se encuentra en fracciones de glicoproteinas de L. interrogans. Dicha citotoxina
contenia un inhibidor especifico de la K-Na ATPasa que provocaba las disfunciones
celulares responsables de los sintomas, en particular con los desérdenes electroliticos,
siendo el posible mecanismo de la fisiopatologia de la leptospirosis.

Blodd y colaboradores (1982) plantean ademas que es frecuente la localizacion de
leptospiras en el sistema nervioso de ovinos y caprinos provocando sintomas de
encefalitis.
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IMPORTANCIA DEL ACIDO NEURAMICO EN LOS PROCESOS BIOLOGICOS

ACIDO NEURAMICO

El &cido neuramico es un monosacérido constituido por nueve atomos de carbono,
derivado de una cetononosa. En teoria, el 4cido neuramico podria considerarse como
el producto de lacondensacion alddlicadel acido pirdvicoy la D-manosamina (2-
amino-2-desoximanosa) por accion de la &cido neurdmico sintetasa.
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Aunque no es posible encontrar a esta molécula como tal en la naturaleza, la misma
aparece ampliamente distribuida bajo la forma de sus multiples productos derivados.
Presentdndose tanto en tejidosanimales como en bacterias, en especial como
constituyentes de glicoproteinas y gangliosidos (lipido formado por dos &cidos grasos,
una molécula de esfingosina, una cabeza de polisacaridos y uno o méas grupos de acido
sialico). Los gangliésidos se encuentran en las membranas celulares de la mayoria de
los tejidos, especialmente del tejido nervioso. EIl nombre de "acido neuramico” fue
introducido por el cientifico aleméan Ernst Klenk en 1941, en referencia a los lipidos de
origen cerebral desde los cuales se aislé por primera vez como producto derivado del
procesamiento de dichos lipidos (Klenk, 1941). El simbolo utilizado para el acido
neuramico es Neu.

Los radicales N u O que dan lugar a derivados del acido neurdmico son denominados
en su conjunto como "acidos siélicos". El m&s comdn es el acido N-acetilneurdmico
(también denominado Neu5Ac o NANA). El mismo es unmonosacéridoque se
encuadra tanto en el grupo de los amino azlicares como en el de azlcares &cidos.

Los &cidos sialicos son cetoécidos que se descubrieron en mamiferos, aunque se
encuentran en la mayor parte de los celomados, en protostomados (por ejemplo,
artrépodos) y deuterostomados (por ejemplo, cordados y equinodermos) (Reglero et
al., 2007).

En referencia a la etimologia del nombre cabe mencionar que el término «&cido
sidlico» proviene del griego «sialos», cuyo significado es saliva. EI compuesto fue
descubierto por Gunnar Blix en 1936 (Blix, 1936), cuando lo aislé de la mucina bovina
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de las glandulas submaxilares, pero recién en 1952 fue introducido dicho nombre (Blix
et al.,1952).

La ruta biosintética del Neu5Ac tiene lugar a través de las siguientes reacciones:
a) sintesis de ManAc-6-P (acido N-acetilmanosamina-6-fosfato)

b) sintesis de ManNAc (acido N-acetilmanosamina)

¢) sintesis de Neu5Ac (4cido N-acetilneurdmico)

d) activacion del monémero por CMP-B-Neu5Ac

e) transferencia del Neu5Ac a un aceptor

En el catabolismo de estos compuestos juegan un importante papel las enzimas
neuraminidasa y la liasa del &cido N-acetilneurdmico (codificada por el gen nanA). En
animales, los &cidos sialicos estan involucrados en interacciones célula-célula,
interviniendo en la regulacion de procesos de reconocimiento celular, en cambio en
microorganismos se encuentran presentes en un numero escaso de bacterias y
hongos. Estos microorganismos utilizan los &cidos sialicos para establecer relaciones
simbidticas o parasitarias con animales, 0 como potenciales fuentes de nitrégeno y
carbono (Almagro et al., 2009).

ESTRUCTURA

Estructuralmente los acidos sidlicos constan de un anillo pirandsico, constituido por
cinco carbonos, y un oxigeno formado por un hemiacetal en conformacion en silla. De
los glicoconjugados que existen en la naturaleza, los &cidos sialicos se presentan sélo
en la configuracion a excepto en un compuesto potencialmente rico en energia, el
CMP-4cido sidlico donde el carbono anomérico se encuentra en configuracion B
(Mathews et al., 2003).

En 1957 Barry y Goebel descubrieron la presencia de acidos siélicos en Escherichia coli
K-235, al aislar un polimero de Neu5Ac, el cual fue nombrado posteriormente como
acido colominico (Nunziato et al., 1995). Pese a que la mayoria de las bacterias no
presentan la capacidad de producir cidos siélicos se ha encontrado que varias cepas
patdgenas, como E. coli K12 son capaces de biosintetizarlos. También se han
encontrado en las estructuras de otras bacterias patdgenas que no pueden producirlos
debido a que lo adquieren desde el organismo hospedador. Ademés algunos
patdgenos pueden catabolizar cidos siélicos del medio como fuente de carbono,
nitrégeno y energia, o como fuente de amino azlcares para biosintetizar la pared
celular (Plumbridge et al., 1999).

10
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En general, los &cidos sialicos se encuentran formando parte de la estructura capsular
de la bacteria habiéndose detectado en forma de homopolimeros (unidades repetidas
de un mismo polimero) o de heteropolimeros (estructuras polisacaridas formadas por
diferentes tipos de mondmeros) (Fernandez et al., 2007).

Los lipopolisacéaridos (LPS) o endotoxinas son los mayores componentes de la
membrana externa de las bacterias gram-negativas, desempefiando una importante
funcion en la activacion de su sistema inmune al constituir el antigeno superficial mas
importante de este tipo de bacterias. Los LPS estan compuestos por una region lipidica
y una glicosidica con funciones separadas y/o sinérgicas lo que convierte a estas
moléculas en los factores de virulencia mas complejos de comprender. Siendo los
principales responsables del shock endotoxico inducido por bacterias gram-negativas.

Algunas bacterias sintetizan diferentes tipos de acidos sialicos, como el &cido 3-desoxi-
2-ceto-nonulosonico, derivado de los cidos legionamicos (originalmente descubierto
en el LPS de Legionella pneumophila) y pseudamicos (originalmente descubierto en el
LPS de P. aeruginosa). Ambos acidos son similares en su estructura a los acidos sialicos,
diferencidndose en algunos pasos de su biosintesis (Ricaldi et al., 2012).

Desde el punto de vista biosintético todos los &cidos sidlicos, a excepcion de algunos
azlcares sialilados especificos de ciertas bacterias, derivan del acido 2-ceto-3-desoxi-
D-glicero-D-galacto-nonulosénico (KDN) y del &cido N-acetilneurdmico (Neu5Ac)
(Tanner et al., 2005).

METABOLISMO DE LOS ACIDOS SIALICOS EN BACTERIAS

La biosintesis de los &cidos siélicos en bacterias se inicia por medio de los precursores
comunes del metabolismo intermediario: a partir de D-glucosa se obtiene D-fructosa-
6-fosfato (Fru-6P) que posteriormente se convierte en D-glucosamina-6-fosfato (GIcN-
6P), la cual es acetilada para generar N-acetil-D-glucosamina-6-fosfato (GICNAc-6P).
Luego por accion de la enzima GIcNAc-6P-2-epimerasa, el compuesto GICNAc-6P es
convertido en un epimero, el N-acetilmanosamina-6-fosfato (ManNAc-6P).
Posteriormente, ManNAc-6P es desfosforilado a &cido N-acetilmanosamina (ManNAc)
(Zapata et al., 1992 ; Petersen et al.,2000).

11
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OPERON NAN

Un operon est4 formado por un grupo de genes o regiones gendmicas que codifican
determinadas proteinas o enzimas, las cuales trabajaran en forma secuencial en una
via metabolica especifica. La expresion del operon esté regulada por elementos de
control constitutivos, como un promotor, un operador y ciertos genes reguladores.

El principal aspecto en la regulacion de la expresion génica ocurre en el control de la
iniciacion de la transcripcion. La decision de transcribir o no un gen, decisiéon que se
toma y se regula en el paso de iniciacidn, es casi siempre el evento principal y
frecuentemente es el Unico evento en el control de la expresion de los genes. La
iniciacion de la transcripcion es un proceso inherentemente asimétrico, ya que solo
una de las dos bandas del ADN se transcribe, la banda llamada con sentido o también
banda codificadora.

El operon nan esta formado por un conjunto de genes poli-cistronicos (fig. 2), genes
que al ser transcriptos van a dar origen a una molécula de ARNm, la cual codifica para
varias cadenas polipetidicas diferentes. Este operon esta constituido por cuatro genes
principales, el gen nanA (codifica para la liasa del &cido N-acetilneuramico), el gen
nanT (codifica para una proteina transmenbrana, una Transportadora simporte del
acido N-acetilneuramico, Neu5Ac.), el gen nanE (codifica para la epimerasa
de N-acetilglucosamina-6-fosfato) y el gen nanK (codifica a una kinasa de
N-acetilmanosamina).

2 heHe) —
«h nank nank ‘ nanT nanA B —-— nanR

Figura 2- Entorno de localizacion del operon nan en genoma de E.coli MG1665, aparecen los sitios reguladores de
union al ADN, que reprimen la transcripcion génica por union al promotor. Ubicandose de derecha a izquierda (nanA),
(nanT), (nank) y en negro (nankK). La linea discontinua indica que no hay pruebas de alta calidad para confirmar el
alcance de esta unidad de transcripcién y la existencia o la ubicacion de esta entidad.(Extraida de la pagina web de
EcoCyc http://ecocyc.org).

nanA

Es el gen codificante de la enzima liasa del acido N-acetilneurdmico. Esta enzima,
cataliza el clivaje del acido N-acetilneurdmico (&cido siélico) para dar dos productos:
piruvato y N-acetilmanosamina, via la formacion de una base de Shiff. Es la primera
enzima de la via que conduce a la degradacion de &cido siélico (Vimr et al., 1985).

Han sido resueltas tanto las estructuras cristalinas de la liasa del &cido
N-acetilneurdmico (cuya PDB ID es 1NAL), como las de sus complejos con
hydroxipruvato y piruvato, proporcionando informacion importante acerca de la
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ubicacion y caracterizacion del sitio activo. El mismo se encuentra en el entorno de la
posicion 161 de la cadena polipeptidica, posicion ocupada por un residuo de lisina.
También brind6 informacion sobre el mecanismo de reaccion con el sustrato especifico
correspondiente. La estructura del sitio activo se exploré usando compuestos de nueve
atomos de carbono derivados de NeuNAc modificados (Kiefelt et al., 2000).

La estructura cristalina de la liasa del &cido N-acetilneurdmico se presenta bajo la
forma de un tetramero. El trimero aparente encontrado por diversos experimentos de
filtracion en gel puede ser explicado por la migracion andmala debida a la forma
asimétrica de dicho tetrdmero. Se encontré que la expresion de la enzima es inducida
por el crecimiento del &cido sidlico en la ausencia de glucosa. La transcripciéon del
conjunto génico integrante del operon (la transcripcion desde el nanA hasta nankK) esta
reprimida por el regulon NanR (Kalivoda et al., 2003).

nanT

El gen nanT codifica para una proteina transmembrana de transporte bi-direccional, la
cual facilita el desplazamiento del &cido sidlico a través del mecanismo simporte
acoplado al transporte de hidrogeniones (H*) en E. coli K- 12. La funcion
transportadora se activa solo por el gradiente de protones (Mulligan et al., 2012).

Este gen codifica a un miembro principal de la superfamilia de permeasas que tiene
catorce segmentos transmembrana, con el extremo C-terminal y N-terminal
localizados en el citosol (Martinez et al., 1995). La expresion de nanT es inducida por la
presencia de 4cido sialico.

nank

Se supone que nanE codifica para una epimerasa, la N-acetil-manosamina-6-fosfato.
Dicha enzima est4 implicada en la reaccién que permite al microorganismo utilizar
acido N-acetilneuramico y &cido N-acetilmanosamina como fuentes de carbono
(Plumbridge & Vmir, 1999). Recientemente se purifico de E. coli K92, una proteina con
actividad enzimatica similar a la epimerasa N-acetilmanosamina-6-fosfato,
determin&ndose que su peso molecular es 38,4 kDa (Ferrero et al., 2007).

nankK

El gen nanK codifica para una enzima que pertenece a la familia de quinasas ROK, y se
ha demostrado que presenta tanto actividad quinasa, siendo su sustrato el &cido
N-acetilmanosamina, como actividad glucoquinasa ordinaria en ambos casos in vitro.
Originalmente el sitio de inicio de este gen fue asignado Unicamente bajo
consideraciones de secuencia. Sin embargo se ha encontrado que el sitio de inicio real
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estd situado 33 pares de bases corriente abajo de donde se pensaba (Sohanpal et al.,
2004).

nanR

Los genes regulados por nanR "regulador del &cido N-acetilneurdmico”, estan
involucrados en el transporte y metabolismo del &cido N-acetilneurdmico
(Chu et al., 2007). La proteina codificada por nanR es inactivada por la presencia en el
entorno de &cido N-acetilneuramico y es miembro de la familia FadR / GntR. Los
integrantes de esta familia tienen dos dominios: un dominio N-terminal con un motivo
de union al ADN hélice-giro-hélice y un dominio C-terminal con capacidad de formar
dimeros. Los modelos tridimensionales de la regiéon N-terminal de FadR y NanR
muestran similitud topoldgica y un 26% de identidad entre sus respectivas secuencias
(Kaliboda et al., 2003).

La enzima codificada por el gen nanR regula la transcripcion del operon nan al unirse a
una region de aproximadamente 30 pares de bases, la cual contiene tres motivos
conservados (hexameros de secuencias GGTATA) dispuestos en forma repetida y
consecutiva. Sin embargo, esta enzima puede ser desplazada de dicha region por el
acido N-acetilneurdmico. La region de 30 pares de bases a la que se une la proteina
esta cerca de un sitio de metilacion la cual es prevenida por vinculacion directa con
nanR (Chu et al., 2007).

Aungue se ha demostrado que nanR puede formar homodimeros en solucién su
estequiometria de unién al ADN es desconocida. Cuando esta proteina esta
reprimiendo la transcripcion la misma se superpone a toda la region promotora.

Gen Ubicacion Longitud de Peso PH éptimo
Los genes molecular
nanA citosol 894 pb /297 aa 105,0 kD 591
nanT Memb 1.491 pb / 496 aa 53,551 kD -----
interna mondémero
nankE citosol 690 pb / 229 aa 24074kD -
nank citosol 876 bp /291 aa 29,644kD -
nank citosol 792 pb / 263 aa 29,524kD -

Tabla 2- Propiedades relevantes de los genes del operon nan, en Escherichia coli 07:k1 CE10
(microorganismo de referencia) donde se puede apreciar su ubicacion celular, longitud gendmica
del mismo, y peso molecular de las proteinas por ellos codificadas segun la literatura disponible.
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Genes vinculados al operon nanA

Al profundizar sobre los alcances del presente trabajo, surgi6 el interés por ampliar el
estudio en lo concerniente a la comparacion de la homologia de secuencias a tres
genes que intervienen en forma directa en la funcionalidad del operon nan, nos
referimos a neuA, neuB y neuC.

En la figura 3 puede apreciarse la ubicacion de dichos genes en la via metabdlica de
amino azlcares y nucledtidos aplicada al modelo de estudio de referencia
E. coli 07:k1 CE10.

YT aRAEY . 421115 ‘
7L [21155]
| HEEL |'2.5.1_56 II
GleN Ac-6P GleNAe-1F DF-GlNAe [ A l HeuShe-OP CMP-NeuShc
—f2715}—»04—5423}—>0 C 4251571 +0-{3.13% 277430

CytbS (red)

anl hc-6P
|413E |

4 I "' |
| | |
212] 231157 ||

Figura 3 - Pathway eoc00520 por KEGG perteneciente al organismo E. coli K1:07 CE10, donde los rectangulos de
diversos colores muestran los codigos de las distintas enzimas involucradas en la via del acido sialico, los rectangulos
en azul corresponden a genes pertenecientes al operon nan (nanA-4.1.3.3/nankK-2.7.1.60/nank-5.1.3.9), en rojo (neuC-
5.1.3.14), en verde (neuB-2.5.1.56) y con fondo verde pero sin color de contorno (neuA-2.7.7.43).

neuA

La estructura de la enzima codificada por este gen aun no se ha podido establecer
firmemente. La enzima purificada a partir de extractos de células mostr6 una banda de
50 kDa en SDS-PAGE (Vann et al., 1997) y su denominacion es "Sintetasa Citidina-5'-
monofosfato-acido-N-acetilneuramico”. Esta enzima que se encuentra tanto en
eucariotas como en procariotas, tiene un papel importante en la activacion de los
acidos sidlicos a sus compuestos derivados-CMP en las reacciones de transferencia del
sialato.

La enzima nativa se purific6 a partir de la fraccion citoplasmica obtenida de
Escherichia coli 07:k1 CE10. La enzima recombinante se determiné que era activa en
una conformaciobn mondémerica, pero puede existir como un dimero o agregados
mayores bajo algunas condiciones in vitro. La misma se ha purificado y utilizado en la
sintesis enzimatica de CMP-N-acetil-B-neuraminato mediante mutagénesis, con el
objetivo de identificar los residuos de amino&cidos presentes en el sitio activo con
importancia catalitica (Stoughton et al., 1999).

En el pat6geno Escherichia coli 07:k1 CE10, al igual que en las Leptospiras interrogans
(Lai 56601, Lai IPAV y Copenhageni), el polisacarido capsular es un homopolimero con
enlace glucosidico B [2,8] ligado al &cido N-acetilneuramico.
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neuB

El gen neuB codifica para la enzima Sintetasa del 4cido N-acetilneurdmico que participa
en la biosintesis de &cido sidlico. La masa molecular aparente de la subunidad
enzimatica codificada por este gen se determind por SDS-PAGE (Vann et al., 1997).
Mediante la espectrometria de masas (EM) utilizando ionizacidn por electrospray (ESI),
se ha podido identificar esta enzima, apreciandose que se trata de un homotetramero
(probablemente compuesta de dos dimeros). La forma activa primaria se cree que es
tetramérica.

Esta enzima se distingue de la enzima eucariota (N-acetilneuramico 9-fosfato sintasa)
porque utiliza N-acetil-D-manosamina-6-fosfato como sustrato, en lugar de N-acetil-B-
D-manosamina-6-fosfato.

neuC

El gen neuC codifica a una enzima que actla como una epimerasa bacteriana
(Vann et al., 2004) la cual es un agente causal de infecciones del tracto urinario. Su
capsula es un factor de virulencia que consiste en un polimero homogéneo lineal de
enlace glucosidico a[2,8] ligado al &cido N-acetilneuramico.

La mayoria de las bacterias no biosintetizan &cidos sialicos, pero algunos patégenos y
bacterias simbidticas lo hacen como un medio de evadir al sistema inmune del
huésped. El acido sialico se presenta en la superficie de la célula bacteriana
(en polisacaridos capsulares) con el fin de imitar las células de mamiferos. Los
patdgenos que biosintetizan 4cidos siélicos incluyen Neisseria meningitidis, Escherichia
coli K12 y Campylobacter jejuni.

En la figura 4 puede apreciarse un esquema referido a la via metabolica del acido N-
acetilneurdmico en bacterias gram-negativas, similar al modelo E. coli. 07:K1 CE10
utilizado. El mismo involucra cinco pasos, empezando con la accion de la liasa de &cido
N-acetilneuramico (nanA) la cual remueve un grupo piruvato del Neu5Ac
convirtiéndolo en N-acetiimanosamina (ManNAc) entonces la kinasa de
N-acetilmanosamina (nankK) adiciona un grupo fosfato en la posicién del carbono 6,
convirtiéndolo en acido N-acetil-manosamina-6-fosfato (ManNAc-6P). Proximamente
sobre la mencionada molécula actuard la epimerasa N-acetilmanosamina (nank),
transformandola en N-acetil-glucosamina-6-P, transcurridos ciertos pasos metabolicos
va a ser transformada en Fructuosa-6-P.

Por otro lado, es posible llegar a la molécula de N-acetilmanosamina (ManaNac) desde
UDP-N-acetil-glucosamina, via accion enzimética de UDP-GIcNAc-2-epimerasa (neuC).

16



Tesis de grado de la Licenciatura en Bioquimica

NanH
NeuSAc e S Mucous surfaces

CPS/LPS

& NeuA = >
NeuSAc-f--== » CMP-NeuSAc -

1 = 3 =
Biosintesis|
NanA iNeuB Biosintesis
1
]

v

ManNAc<« ¢ _UDP-GleNAc

Catabolismo NanK

Carbon & Energy

GlcNAc-6-P —»—> Fru-6-P
NagA NagB

Figura 4 - Representacion esquematica del metabolismo del &cido siélico entre el dominio de Bacteria. Resumen de la variedad
de vias de utilizacién del acido N-acetilneuramico o Neu5Ac (acido sialico). Las vias catabélicas de Neu5Ac involucran varios
pasos que empiezan con la expresion de nanA, prosiguen con la accién de otros integrantes del operon nan , en orden de

intervenciéon nanK y nank. Se destaca también la accién de los genes neuB y neuC, vinculados a la via del &cido siélico, ligados
al proceso de su biosintesis. Modificado de (Almagro et al.,2009).

Por ultimo Neu5Ac es convertido en CMP-Neu5Ac por la CMP-Neu5Ac sintetasa (neuA)
para ser exportado hacia la membrana externa.

El estudio de homologia de secuencia para evaluar la presencia/ausencia de los genes

del operon nan en espiroquetas y especialmente en Leptospiras se realizé utilizando el
software OrthoMCL, que describiremos a continuacion.
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OrthoMCL

OrthoMCL es una herramienta informética utilizada para identificar y colectar
secuencias ortélogas entre distintas especies. Es un algoritmo utilizado para la
agrupacion de las proteinas en grupos ortélogos en base a la similitud de su secuencia
(Li et al., 2003). El software posee ademas una base de datos publica (OrthoMCL-DB),
la cual en su dltima version (5) contiene 124.740 grupos ortélogos agrupados de
1.398.546 proteinas. Dichas proteinas fueron obtenidas a partir de 100 genomas
eucariotas, 16 genomas de archaea y 34 genomas bacterianos (Chen et al., 2006).
Teniendo como objetivo de esta Tesis el establecer grupos ort6logos de las enzimas
constituyentes de la via del acido sialico en genomas bacterianos del género de las
espiroquetas, se procedio a descargar, instalar y ejecutar el software libre OrthoMCL,
sobre el conjunto de datos de interés como se describe a continuacion.

Un grupo OrthoMCL es un conjunto de proteinas provenientes de una 0 mas especies
que representan ort6logos y paralogos putativos. Los genes homologos, que derivan
de una secuencia ancestral comun, se dividen en dos grandes grupos dependiendo de
la forma en que se produjo su diferenciacion. Por un lado, los genes ortélogos han
evolucionado por eventos de especiacion. Se cree que mantienen funciones similares,
conservadas del ancestro comun (ancestor). Por otro lado, los genes paralogos marcan
el segundo grupo, que a su vez se dividen en out-parélogos y en in-paralogos. Los
genes out-parélogos surgieron de una duplicacion que precedié a una especiacion,
mientras que los genes in-paralogos evolucionaron més recientemente por duplicacion
después de la especiacion (Koonin et al., 2005). Todas estas relaciones se ilustran en la
figura 5.
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Especie 1 Especie 2 Especie 3 Figura 5 . llustracion de las
relaciones entre genes homologos: la imagen representa la situacion de tres especies después de eventos de
especiacion, duplicacion vy transferencia horizontal de genes (HGT). Los genes c2 y ¢3 son in-pardlogos mientras
b1y cl son out-paralogos con respecto a la especiacion 2. Mientras que cl es ortélogo tanto a ¢c2 como a c3, los
genes bl y b2 son llamados ort6logos principales. El gen b3 evolucioné por transferencia horizontal de genes
(HGT) desde b1 y todos los genes son xentlogos a al.
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El célculo computacional se realiza sobre la secuencia proteica a pesar que, por
definicion las relaciones evolutivas que el algoritmo del OrthoMCL intenta descubrir
existen a nivel gendmico. Una complicacién que puede surgir como consecuencia de la
utilizacion de las proteinas, en lugar de secuencias de ADN es que los proteomas
pueden contener productos de transcriptos alternativos, consideracion irrelevante
cuando de bacterias se trata. El motivo de esto, es la utilizacion por parte del programa
de la salida tabular de BLAST, organizando las proteinas en un banco de datos
relacional para que posteriormente el algoritmo MCL (se explica més adelante) genere
los grupos de ort6logos.

Hay una serie de enfoques utilizables para la identificacion de grupos de proteinas con
una historia evolutiva comun (Chen et al., 2007). Estos incluyen métodos basados en la
filogenia, métricas de distancia evolutiva y la similitud de secuencias. OrthoMCL utiliza
el método de mejor hit en BLAST reciproco y hace un ajuste de distancias especiales
(normalizacién) para distinguir genes ort6logos de paralogos. Los grupos se generan a
partir de las puntuaciones normalizadas utilizando la agrupacién de Markov. Un
modelo de Markov es un gréfico dirigido que almacena las transiciones entre los
diferentes estados. El nUmero de dérdenes en una cadena de Markov indica cuantos
estados se usan para determinar la probabilidad de los estados actuales. En un
modelo de Markov de primer orden, la probabilidad del estado actual depende solo
del estado anterior, en uno de segundo orden la probabilidad de un estado depende
de los dos estados previos y asi sucesivamente. En cada cadena de Markov una matriz
de transicion almacena las probabilidades de transiciones para cada combinacion de
estados.

Informacion general sobre el algoritmo OrthoMCL

Para este programa en particular los proteomas deben encontrarse en formato FASTA.
Los archivos con los proteomas se filtran para eliminar las secuencias de baja calidad
sobre la base de su longitud (procedimiento detallado mas adelante).

El programa requiere el acceso a un sistema de base de datos relacional. En principio
es compatible con Oracle® y mySQL®. También requiere de recursos informéticos
suficientes para poder realizar un BLASTP (BLAST proteico) sobre el conjunto de
proteomas de interés todos-contra-todos. Cabe mencionar que BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) es un programa informéatico de alineamiento heuristico de
secuencias de tipo local, que tiene la capacidad de utilizar como fuente ADN
o0 proteinas (como se utilizd en el presente trabajo).

El programa es capaz de comparar una secuencia problema (query) contra una gran
cantidad de secuencias que se encuentren en una base de datos. Usando un algoritmo
heuristico, el programa encuentra las secuencias de la base de datos que tiene mayor
identidad local a la secuencia problema. Debido a la naturaleza del algoritmo, no se
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puede asegurar gque la solucién encontrada sea la mejor posible, pero los resultados
suelen ser lo suficientemente buenos para fines practicos.

Crear grupos ortélogos desde los proteomas mediante el software OrthoMCL

Introduccién

La entrada al OrthoMCL es un conjunto de proteomas en formato FASTA, mientras que
la salida es un conjunto de archivos incluidos en un directorio denominado "pares”,
el cual contiene las relaciones entre pares de proteinas y sus puntajes. Se clasifican en
potenciales ortélogos, xendlogos y paralogos, ademas del archivo adicional grupos.txt,
el cual contiene los grupos creados por la agrupacion de los pares con el algoritmo de
MCL.

Este algoritmo se basa en el de Markov, es un algoritmo rapido escalable caracterizado
por el andlisis de conglomerados, el grafico de la agrupacion, la implementacion y
evaluacién comparativa en general. La primera operacion utilizada es la expansion, que
coincide con la multiplicacion de matrices normales. El segundo es la inflacidn, que es
matematicamente hablando es una matriz de Hadamard (matemético francés quién
contribuyo en el desarrollo del andlisis infinitesimal y desarrolld el teorema sobre el
valor absoluto de un determinante), seguido por un escalado diagonal.

Como el software procesa las proteinas?

Hay cuatro fases de procesamiento de la informacion suministrada por el software:
1) durante la primera fase se preparan los archivos FASTA (uno por proteoma); 2) en la
segunda fase se realiza un emparejamiento ("matcheo™) de todos-contra-todos via
BLASTP; 3) en la tercera fase se cargan los resultados BLASTP en la base de datos
relacional y se ejecuta un programa del OrthoMCL para encontrar pares significativos
de proteinas; 4) la cuarta y Ultima fase consiste en utilizar el algoritmo MCL.

Basamos los requisitos de hardware y de las estimaciones de tiempo en este conjunto
de datos de referencia. El predictor mas importante de las necesidades de recursos y
tiempo es el nimero de similitudes génicas significativas que se alcanzan. La relacion
entre las mencionadas variables es tal, que conlleva a que cambien de forma no lineal
con respecto al procesamiento de la informacion y el tiempo insumido para procesarla.

orthomclAdjustFasta

La secuencia de comandos orthomclAdjustFasta prepara los archivos para su uso en la
base de datos. Para tal fin, se proporcioné un ID de 3 o 4 caracteres para cada
organismo. Después de ejecutar el script con cada proteoma, orthomclFilterFasta filtra
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y separa la informacion en dos archivos diferenciados: goodProteins.fasta (donde se
agrupan las proteinas potencialmente homdlogas de las especies investigadas) y
poorProteins.fasta (contiene las proteinas que no presentan identidad aminoacidica
por tener e-valor por debajo de lo requerido). El archivo goodProteins serd el input
para los siguientes pasos.

En la etapa correspondiente al BLASTP (all x all)

Los 57 genomas de las espiroquetas se emparejan todos contra todos, a partir del
archivo goodProteins.fasta. Luego se da formato a la entrada con el makeblastdb
(comando que prepara la base de datos para el BLASTP), y se ejecuta blastp.

$ makeblastdb -in goodProteins.fasta -dbtype prot

$ blastp -query goodProteins.fasta -db goodProteins.fasta -eValue 0.0000001
-num_threads 4 -best_hit_score_edge 0:05 -out blastp_allXall outfmt 6

*El  pardmetro -best_hit_score_edge 00:05- restringe los resultados a los
mejores encontrados por cada consultade acuerdo al e-value seleccionado.
*El pardmetro -outfmt 6 establece los formatos de la salida en formato tabular.
*El pardmetro -num_threads 4 permiti6 el uso de 4 nucleos del servidor de
procesamiento.

Parametros Criticos

Se presentan dos pardmetros cruciales en orthomclPairs (pares de orthomcl) que
pueden afectar la distancia dentro de un mismo grupo de proteinas vinculadas. El
primero es el evalueExponentCutoff cuyo valor recomendado, como se menciond
anteriormente, es de -5. Hay que tener en cuenta que el programa de MCL reconoce la
diferencia entre los pares débiles y fuertes. El efecto principal del umbral débil es para
evitar la temprana eliminacion entre relaciones alejadas. El segundo parametro
es percentMatchCutoff, con un valor recomendado de 50. Para que dos proteinas
formen un par, se requiere que el niUmero de amino&cidos de la mas corta debe ser de
al menos el 50% de la longitud de la de mayor tamafo. Esto aumenta la probabilidad
de que las dos proteinas compartan dominios.
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Andlisis Posterior

Para comprobar que las proteinas asignadas como ort6logas lo fueran realmente, se
realizo el alineamiento de cada grupo mediante el programa T-coffee.

La sustitucion o la conservacion de residuos aminoacidicos en una region especifica de
la secuencia, cuyas cadenas laterales conservan propiedades quimicas similares indica
que esa zona para la proteina, tiene importancia estructural o funcional.

Para comprobar las posibles relaciones evolutivas entre los genes homoélogos del
operon nan en las especies de la familia de las espiroquetas, se utilizaron los
alineamientos de secuencias en la construccion e interpretacion de arboles
filogenéticos para cada gen de interés. El grado de diferenciacion entre las secuencias
de proteinas homdlogas en un conjunto problema determinado, es directamente
proporcional a la distancia evolutiva entre ellas es decir, una alta identidad de
secuencias sugiere que tienen un ancestro comin maés reciente, mientras que una baja
identidad sugiere que la divergencia es mas remota. Si se verifica que algunos de los
proteomas tienen buenas asignaciones funcionales, entonces pueden utilizarse las
mismas para evaluar la consistencia de los grupos.

Construccidn de arboles filogenéticos

Para la construcciéon de los arboles filogenéticos se utilizd el software libre BEAST
v.1.8.0.

El primer paso fue determinar cudl seria el mejor modelo de evolucién molecular a
utilizar en el software BEAST. Con este fin se empled el programa libre PROTTEST 3, el
cual reconoce como entrada a los archivos que tengan extension phylum,
correspondientes al alineamiento de los proteomas que son codificadas por el operon
nan. Por lo tanto hubo de utilizarse un programa libre (sglconvertor) para convertir al
formato requerido los archivos FASTA obtenidos como resultados de la ejecucion del
programa OrthoMCL.

Asimismo, como los archivos de entrada del software BEAST (v.1.8.0) deben poseer
extension .xml, es preciso utilizar el convertidor anteriormente mencionado para pasar
los archivos de formato FASTA a formato nexus y se utilizd el programa "beauti”
(dentro del software BEAST) el cual nos permite convertir los archivos nexus en
archivos con extension .xml. Todo esto da como resultado archivos con dos clases de
extensiones: por un lado archivos (.log) y por otro lado archivos (.trees). Estos Gltimos
muestran los posibles arboles filogenéticos obtenidos con todas las combinaciones
factibles surgidas de 10.000.000 de intentos.
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Para la labor de monitorear la convergencia entre los arboles salidos del BEAST, se
instala y ejecuta el software de libre distribucion "TRACER". Este programa utiliza
como input los archivos .log salidos de la ejecucion del BEAST. Una vez obtenido la
convergencia buscada se ejecuta el programa "treeannotator"” presente en el software
BEAST1.8.0, utilizando como input los archivos .trees para cada gen del operon nan,
compactandolos en el més probable. Como salida se obtiene un archivo .tre el cual
representa el arbol filogenético de cada una de las proteinas de estudio.

Para poder visualizar los arboles filogenéticos, como se ensefian a continuacion, se
empled el software FIGTREE v.1.5, que representa en forma gréfica los arboles
filogenéticos (uno por gen).

RESULTADOS
Operon nan y proteinas vinculadas a la investigacion (neuA, neuB y neuC)

Los resultados obtenidos por el OrthoMCL se resumieron en la tabla 3. Alli se muestra
para las 57 especies de Espiroquetas estudiadas y una especie de Escherichia coli
(utilizada como microorganismo de referencia) la presencia/ausencia de los diferentes
genes constituyentes del operon nan y genes vinculados al funcionamiento de la via
del &cido sidlico. Se dividieron las tablas en ocho columnas ubicandose en las tres
primeras los genes neuA, neuB y neuC, luego se destinan cuatro columnas para los
genes del operon nan, nanA, nanT, nanE, nanK. Por ultimo se destina una columna al
gen dapA. La diferenciacion entre la ausencia y presencia del gen en particular se
denot6 marcando con cero (0) la falta del gen y con (1) la presencia del mismo en el
genoma bacteriano.
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Tabla 3 - Tabla comparativa donde se muestra la presencia/ausencia de proteinas homdlogas codificadas por los genes
pertenecientes al operon nany de tres genes relacionados (neuA, neuB, neuC). Se analizaron las especies de Escherichia coli
(07:k1 CE10 y K-12), junto con un grupo de espiroquetas, entre las que se encuentran 16 especies del género Borrelia, 18
especies del género Treponema, 8 especies de Spirochaetas, 7 especies de Leptospiras, 7 especies de Brachyspiras y la especie
Turneriella prava. El criterio utilizado en esta clasificacion es marcando con cero (0) la ausencia de los genes homdlogos y con
uno (1) la presencia de genes ortélogos y presumiblemente codificantes de proteinas homdélogas cumpliendo similares
funciones.
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Arbol filogenético de las especies del filo Spirochaetes incluido el género Leptospira

Los resultados obtenidos del OrthoMCL se resumen en la tabla 3. Ademaés de E. coli,
este trabajo fue realizado sobre otras 57 especies de espiroquetas. Analizando la
cuarta columna (correspondiente al gen nanA) se aprecia que, tanto en la mayoria de
las cepas evaluadas de las especies del género Treponema (con excepcion de la especie
Treponema brennaborense), como en las distintas cepas de las especies de los géneros
Borrelia y Spirochaeta, en el microorganismo modelo no se presentan homdlogos al
gen nanA. Esto al menos aparentemente, ya que no fueron detectados por el
OrthoMCL, ni a través del "pathway" del KEGG.

En el Anexo 2 se presentan los resultados obtenidos del software T-coffee, mostrando
los alineamientos de las proteinas homologas presuntamente codificadas por nanA,
con identidades del orden del 97%. En el organismo modelo (E.coli 07:k1 CD10), el sitio
activo de la enzima se ubica en la posicion 161. La ubicacion del mismo varia en
algunas especies, pero siempre se asocia con la presencia de un residuo de lisina.

La evidencia més concluyente de la historia evolutiva de genes homologos es el
resultado del andlisis filogenético sobre el linaje de ese gen. Los genes que se
encuentran dentro del mismo clado (conjunto de especies emparentadas con
un antepasado comudn que forman una Unica rama en el arbol filogenético) serian
homologos, ya que descienden del mismo ancestro. El patron de divergencia genética
puede utilizarse para inferir las relaciones existentes entre especies.

En la construccion de los &rboles filogenéticos a continuacion presentados el apoyo
estadistico de los nodos esta basado en la probabilidad a posteriori. Esta Gltima es una
medida de la certidumbre de los grupos inferidos. Usando como umbral el 95% de
probabilidad posterior (esto significa que si el valor es inferior a 0.95 los datos no
permitiran diferenciar entre topologias o agrupamientos alternativas) valores iguales o
mayores a 0.95 se consideran un fuerte soporte del "branching point" o del nodo. Es
decir, un fuerte apoyo a la topologia y a la separacion anteriormente mencionada.

Se utilizé el arbol filogenético de ARNr 16s (Woose et al., 1990) del género Leptospira y
filo Spirochaetes, usando analisis bayesiano como referencia en la discusion. Debido a
la antigiiedad del proceso de sintesis de proteinas, el RNA es una excelente molécula
para discernir relaciones evolutivas entre organismos vivientes. Tiene distribucion
universal y cumple una misma funcion. Cambia muy lentamente y posee regiones
altamente conservadas en todos los organismos, permitiendo realizar comparaciones
entre organismos muy o muy poco relacionados (fig. 6).
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Figura 6 - Arbol filogenético de ARNr 16s del género Leptospiras incluido en el filo Spirochaetes, obtenido
utilizando andlisis bayesiano. Se marca con un circulo la localizacion de la posible raiz del filo.

En el arbol filogenético de ARNr 16S de espiroquetas se utilizd el método de méaxima
verosimilitud, el cual optimiza la funcion de verosimilitud con respecto a la topologia y
el largo de ramas del &rbol y a un modelo de evolucion nucleotidica. La distancia entre
dos secuencias representa la suma del tiempo evolutivo transcurrido desde la
separacion de su ancestro comuin maés cercano.

Analizando el arbol filogenético de ARNr 16s del filo Spirochaetes y del género
Leptospira (fig.6), se aprecia que el arbol estd enraizado, por lo cual se pueden
establecer algunas consideraciones importantes acerca de las relaciones entre los
géneros. Para esta labor nos basamos en el sistema de tres dominios, clasificacion
bioldgica propuesta por Carl Woese y colaboradores en 1990, quien clasifica el arbol
de la vida en tres grupos primarios: Bacteria, Archaea y Eucarya (fig. 7). Considerando
que una de las ramas del arbol de la vida fue asignada al filo Spirochaetes (constituido
en familias, todas incluidas en un Unico orden Spirochaetales formado por varios
géneros, entre los que se encuentra el género Leptospira observado en profundidad en
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la figura 6), podemos concluir que las tres especies del género Leptospira evaluadas en
la Tesis (L.Interrogans, L.borgpetersenii y L.biflexa) son bastante ancestrales dentro de
las Espiroquetas.

Bacteria Archaea Eukarya
Bacteria
Verde Myxomycota
Spirochaetes  Filamentosa Entamoebae Animales

Fungi

Methanosarcina
Methanobacterium

Methanococcus

Haldfilos

Proteobacteri Plantas

Cyanobacteria Ciliophora

Planctomyces Thermoproteus

Pyrodicticum

Flagelados

Bacteroides
Cytophaga

Tricomonadas

Microsporidias

Thermotoga

o Diplomonadas
Aquifex

Figura 7 - Arbol filogenético de la vida, clasificacién de Carl Woose, quien se baso en las diferencias encontradas
en la secuencia del ARN ribosomal de la subunidad menor (ARNr 16s), proponiendo el sistema de tres Dominios.
Marcado con una elipse se distingue el filo Spirochaetes.

Es habitual considerar la distancia entre dos especies como una medicién del niumero
de afios o generaciones transcurridas desde la subdivision de la especie ancestral
comun a las especies en cuestion. Se observa que los arboles generados por el
software implementado quedan ultramétricos debido al modelo que utiliza BEAST, el
cual estima un arbol enraizado (en lugar de otros métodos). En el andlisis se utiliza un
reloj molecular (técnica para datar la divergencia de dos especies deduciendo el
tiempo transcurrido a partir del nimero de diferencias entre dos secuencias de ADN),
cuya flexibilidad permite cuantificar la variacion de la tasa evolutiva a lo largo del
arbol.
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Arbol filogenético de la enzima Liasa del acido N-acetilneuramico (codificada por
nanA).

Brachyspira murdochii

1 - Brachyspira pilosicoli WesB
1
Brachyspira pilosicoli B2904

Brachyspira pilosicoli 95/1000
1
Brachyspira pilosicoli P43/6/78

Spirochaeta sp. Buddy

Treponema brennaborense

—1 0,69 5
4 Brachyspira intermedia
4| 1
0,92 Brachyspira hyodysenteriae

Sphaerochaeta Grapes

I Escherichia coli K-12

1
l Escherichia coli 07:K1

0.09

Figura 8- Arbol construido a partir de la enzima liasa del acido N-acetilneuramico (codificada por nanA). El &rbol
muestra la probabilidad a posteriori de los clados, mientras que la escala que aparece debajo de la figura
representa la distancia de las ramas medidas en sustituciones por sitio.

El arbol filogenético construido a partir del primer gen del operon, que codifica a la
enzima liasa del &cido N-acetilneurdmico (nanA), muestra la presencia de dos clados
(fig. 8). Uno esta constituido por dos especies de Escherichia coli (el microorganismo
modelo y K-12), con probabilidad a posteriori del 100%, mientras que el segundo se
subdivide a su vez en dos agrupaciones. Por un lado se ubican cuatro especies de
Brachyspira pilosicoli (95/1000, wesB, B2904 y P43/6/78), junto a la especie
Brachyspira murdochii, con un respaldo estadistico del 100%. Esta topologia se
encuentra en la totalidad de los arboles muestreados. Por el otro lado, con un
reducido soporte de 0.69, la especie Spirochaeta sp. Buddy se relaciona con la especie
Sphaerochaeta pleomorpha Grapes. Esta Gltima, con un apoyo estadistico de 0.92 (es
decir, dicha topologia aparece en 92 de 100 arboles muestreados), se vincula con dos
especies del género Brachyspira (B. hyodysenteriae y B. intermedia) y con la especie
Treponema brennaborense, teniendo estas una probabilidad a posteriori de 1.

Posiblemente, estas especies expresan genes homologos a nanA, es decir, derivan de
una secuencia ancestral comun y evolucionaron por eventos de especiacion. De
acuerdo a los resultados obtenidos por la implementacion de OrthoMCL y la base de
datos de KEGG, todos estos genes son xendlogos a nanA de E.coli 07:k1 CE10.
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Los resultados del multiple alineamiento producido por T-Coffee (presentados en el
Anexo 2) comprueban los resultados obtenidos anteriormente con un porcentaje de
identidad del orden del 97%, la cual incluye la zona correspondiente al sitio activo de la
enzima.

Los genes presentes en estas especies divergieron a partir de eventos de especiacion.
De acuerdo a los resultados obtenidos, los mismos podrian ser ort6logos a nanA en el
microorganismo modelo E.coli 07:k1 CE10. Probablemente hubo un transfer
horizontal (HGT) desde la especie Treponema brennaborense al ancestor de
Brachyspira intermedia y Brachyspira hyodysenteriae (Bellgard, 2008). Este hecho se
corresponde con la filogenia de las especies involucradas (fig. 6). La existencia de otra
transferencia horizontal génica entre las especies Sphaerochaeta pleomorpha Grapes'y
Treponema brennaborense no puede ser confirmada, debido al reducido apoyo
estadistico de 0.92 presentado.

Arbol filogenético de la enzima putativa Epimerasa N-acetilmanosamina-6-Fosfato
(codificada por nanE)

ryBrachyspira pilosicoli B2904 Figura 9- Arbol construido a
“brachyspira pilosicoli 95/1000 partir, de la enzima putativa

Borrelia afzelii : :
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ggﬁﬁg :J;Z ;g:; Pﬂgiary.'and (codificada por nank). El arbol
i Borrelia burgdorferi ID1 muestra _ Iad protl)abllldaldd a
0,92 Borrelia burgdorferi B31 posteriori el 0s Ica 05
Borrelia burgdorferi CA382 mientras  que 'a escala que
0,97| 1 Borrelia burgdorferi N40 aparece debajg de_l figura
Borrelia burgdorferi ZS7 representa la distancia de las
0,87 Borrelia bissettii ramas medidas en sustituciones

0,98 Borrelia garinii por sitio.

) ——1

Borrelia garinii BgVir

rlleptospira borgpetersenii [550
Lleptospira borgpetersenii JB197

_EBorreﬁa hermsii
0,34 . Borrelia turicatae

0,89 Borrelia recurrentis
1 = Borrelia duttonii
0,69 J B
Borrelia crocidurae

Borreli miyamotoi

1 Escherichia coli K-12
EEscherichia coli 07 k1

0.04

Considerando el gen nank, el cual probablemente codifique para la epimerasa
N-acetilmanosamina-6-fosfato, su situacidbn no estd totalmente esclarecida. De
acuerdo a los resultados obtenidos en el microorganismo modelo E. coli 07:K1 CE10,
observamos en la tabla 3 que genes aparentemente ort6logos al gen nanE estan
presentes en practicamente la totalidad de las especies del género Borrelia (18
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especies), dos especies del género Leptospiras (L.borgpetersenii L550 vy L.
borgpetersenii JB197), dos especies de Brachyspira pilosicoli (las cepas B2904 y
95/1000) y en la especie de E. coli K-12.

En el arbol filogenético generado a partir de la enzima presumiblemente codificada
por este gen, se distinguen dos clados de probabilidad a posteriori del 100%. En uno de
ellos se ubican las especies de Escherichia coli, el otro se subdivide en dos
agrupaciones. Por un lado se ubican (con un fuerte apoyo estadistico del 100%) las dos
especies del género Brachyspira (B. pilosicoli B2904 y B. pilosicoli 95/1000), las cuales
presumiblemente poseen proteinas homdlogas a la enzima codificada por el gen nanE
en el microorganismo modelo. Por el otro lado, con un soporte estadistico de 0.98, se
observa una subdivisién en dos clados, con un reducido soporte de 0.92 y 0.34. El
primero de ellos vincula a 12 especies del género Borrelia, mientras que el segundo
presenta dos especies de Leptospiras borgpetersenii (JB197 y L550) y las restantes seis
especies del género Borrelia estudiadas en este trabajo.

Los genes presentes en estas especies divergieron a partir de eventos de especiacion y
de acuerdo a los resultados obtenidos, podrian ser ortélogos a nanE en el
microorganismo modelo (E. coli 07:k1 CE10). De acuerdo a este arbol, el Gnico posible
transfer horizontal del gen nankE habria ocurrido entre las dos cepas de la especie
Leptospira borgpetersenii (JB197 y L550) hacia el ancestor comun a alguna de las seis
especies de Borrelia (B. hermsii, B. turicatae, B. duttonii, B. recurrentis, B. miyamotoi y
B. crocidurae). Debido al reducido respaldo estadistico que presenta este clado (0.34),
no es factible considerar esta topologia (recordemos que un fuerte apoyo es
considerado para valores mayores o iguales a 0.95, siendo 1 el maximo posible).
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Arbol filogenético de enzimas homdlogas a la quinasa del acido N-acetilmanosamina
codificada por nanK

Treponema azotonutricium

Treponema brennaborense

Spirochaeta thermophila
Spirochaeta coccoides
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Figura 10- Arbol filogenético construido a partir de la enzima quinasa del acido N-acetil manosamina (codificada
por nanK). El arbol muestra la probabilidad a posteriori de los clados de las ramas mientras que la escala que
aparece debajo de la figura representa la distancia de las ramas medidas en sustituciones por sitio.

La kinasa del &cido N-acetilmanosamina pertenece a la familia de ROK. Los resultados
obtenidos del OrthoMCL (tabla 3) muestran proteinas homologas a la del
microorganismo modelo para las siete especies del género Leptospiras estudiadas y en
dos especies del género Borrelia (B. bissettii y B. turicatae). Ademés se observa su
presencia en las siete especies del género Brachyspira anteriormente mencionadas, en
cinco especies del género Spirochaeta (S. caldaria, S. smaragdinae, S. sp. Buddy, S.
coccoides y S. thermophila), en dos especies del género Treponema (T. azotonutricium
y T. brennaborense), en la especie Turneriella parva, y en la especie Sphaerochaeta
pleomorpha Grapes.

El &rbol filogenético construido a partir de las proteinas homdlogas a esta kinasa
presenta un clado que relaciona, con reducida probabilidad a posteriori de 0.70, a dos
especies del género Treponema (T. azotonutricium y T. brennaborense) con la especie
Spirochaeta thermophila. Por el otro lado, con un bajo apoyo estadistico aparecen dos
clados: En uno de ellos, con elevado respaldo en el rango de 0.98 a 1, las siete especies
del género de Brachyspira estudiadas, las especies Borrelia turicatae y Borrelia
bissettii, y dos especies del género Spirochaeta (S.coccoides y S.sp. Buddy). El otro
clado presenta dos subgrupos con alta probabilidad a posteriori, uno de ellos relaciona
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(con respaldo estadistico del 100%) a las especies Spirochaeta smaragdinae con la
especie Sphaerochaeta pleomorpha Grapes, mientras que el otro subgrupo vincula
(con apoyo del 96%) a la especie Spirochaeta caldaria con las siete especies del género
Leptospiras estudiadas en la investigacion y ademas con la especie Turneriella parva.

Los genes presentes en estas especies divergieron a partir de eventos de especiacion, y
de acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que podrian ser ort6logos a nanK en
el microorganismo modelo E.coli 07:k1 CE10. Puede postularse la ocurrencia de un
transfer horizontal (HGT) desde la especie Spirochaeta caldaria al ancestor de alguna
(o todas) de las especies del género Leptospira consideradas, pero este evento no
tiene un suficiente apoyo estadistico debido al bajo soporte que presenta: 0.90.

Si consideramos el alineamiento por T-coffee, el resultado extraido indica que las
proteinas homdlogas presentan una identidad promedio de 80%.

Arbol filogenético de la proteina transmembrana del &cido sidlico (codificada por
nanT)

Leptospiras interrogans Copenhageni

1
Leptospiras interrogans Lai IPAV

Leptospiras interrogans Lai 56601

Brachyspira intermedia
0,98

Brachyspira hyodysenteriae
0,51

Brachyspira murdochii
| Brachyspira pilosicoli 95/1000
1

Brachyspira pilosicoli P43/6/78

0,51
E Leptospira borgpetersenii L550
1

Leptospira borgepetersenii JB197

Leptospira biflexa Paris

Leptospira biflexa Ames

Escherichia coli 07 K1 CE10

0.2
Figura 11- Arbol filogenético construido a partir de la proteina transmembrana del acido siélico (codificada

por nanT). El arbol muestra la probabilidad a posteriori de los clados, mientras que la escala que aparece
debajo de la figura representa la distancia de las ramas medidas en sustituciones por sitio.

Los resultados obtenidos por OrthoMCL, los cuales se presentan en la quinta columna
de la tabla 3, muestran proteinas probablemente homdlogas a la proteina
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transmembrana del &cido N-acetilneuramico (&cido sialico) en los siguientes
microorganismos: el modelo E. coli 07:K1 CE10, en las siete especies del género
Leptospiras, y cinco especies del género Brachyspira (B. hyodosenteriae, B. murdochii,
B. intermedia, B. pilosicoli 95/1000 y B. pilosicoli P43/6/78) dentro de las 57 especies
de espiroquetas estudiadas.

Al analizar el &rbol filogenético construido a partir de este gen, encontramos dos
clados con diferentes valores de respaldo (fig. 11). En el primero de ellos, con apoyo
estadistico de 1, figuran las tres especies de Leptospira interrogans (Lai 56601, Lai IPAV
y Copenhageni). Del segundo clado se derivan, con probabilidad a posteriori de 0.51
(topologia presentada en el 51% de los arboles muestreados), cuatro especies del
género Leptospira (dos de L. borgpetersenii y dos de L. biflexa) con el alto respaldo
estadistico de 100% y las cinco especies del género Brachyspira arriba citadas.

Los genes presentes en estas especies divergieron a partir de eventos de especiacion.
De acuerdo a los resultados obtenidos estos genes podrian ser ortélogos a nanT en el
microorganismo modelo E. coli 07:k1 CE10. Probablemente deberia haber sucedido un
transfer horizontal (HGT) desde alguna de las especies de L. borgpetersenii o L. biflexa
al ancestor de alguna (o todas) de las especies del género Brachyspira consideradas.
Debido al reducido respaldo estadistico presentado, inferimos que no es posible
considerar este escenario evolutivo.
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Arbol filogenético de la enzima Sintasa 4-hidroxi-tetrahidro picolinato, codificada por
el gen dapA

Leptospira interrogans Lai IPAV
Leptospira interrogans Copenhageni
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Lleptospira borgpetersenii 1550
0,81 lteptospim biflexa Ames
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Turneriella parva
Sphaerochaeta coccoides

Il!.eptospira interrogans Lai 56601
1

0,73

0,92 T Treponema primitia
|1 I Treponema caldaria
0,93 I Treponema succinifaciens
Spirochaeta africana
11 ——0,99

Spirochaeta thermophila
Spirochaeta smaragdinae
Brachyspira pilosicoli P43/6/78
Brachyspira pilosicoli WesB

0,58
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Figura 12 - Arbol filogenético de la enzima Sintasa 4-hidroxi-tetrahidro picolinato, codificada por el gen dapA. El
arbol muestra la probabilidad a posteriori de los clados, mientras que la escala que aparece debajo de la figura
representa la distancia de las ramas medidas en sustituciones por sitio.

Centrandonos en los resultados obtenidos por el blastp (todos contra todos), tanto del
OrthoMCL (caso considerado en la Ultima columna de la tabla comparativa 3), como
del realizado en linea utilizando los recursos propios del KEGG, se evidencian dos
cosas, a saber: Primero, las especies del género Leptospira (L. interrogans, L. biflexa y
L. borgpetersenii) no tienen en su genoma el operon nan completo, tal cual se expresa
en E. coli (07:k1 CE10). Segundo, presentan solo los genes nanE, nanT y nanK del
operon nan (Almagro et al., 2009), pero expresan un gen llamado dapA que codifica
para la enzima Sintasa 4-hidroxi-tetrahidro picolinato (Sintasa del é&cido
dihidrodipicolinato). La cual es utilizada por dichas bacterias como precursor del
peptidoglicano, principal unidad funcional y estructural de la pared bacteriana.

Segun el resultado del OrthoMCL (tabla 3) se observa que el gen dapA es uno de los
genes de mayor conservacion, al menos para las especies consideradas en este trabajo,
expresandose en todas las especies del género Leptospiras y en todas las especies del
género Brachyspira estudiadas. Los resultados se corroboran al analizar el
alineamiento de secuencias proteicas, donde se observan porcentajes de identidad del
orden de 95% (Anexo 6).

Del anélisis del arbol filogenético de proteinas homdlogas a la enzima Sintasa 4-
hidroxi-tetrahidro picolinato (Sintasa del &cido dihidrodipicolinato) codificada por el
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gen dapA, surgen dos clados (fig. 12). El primero de ellos vincula, con poca
probabilidad a posteriori (0.81), a las siete especies del género Leptospira con la
especie Turneriella parva, la cual a su vez se vincula con Spirochaeta coccoides con un
reducido soporte (0.73). Este primer clado vincula también (con la elevada
probabilidad a posteriori del 100%) a tres especies del género Treponema (T. primitia,
T. caldaria y T. succinifaciens), con dos especies del género Spirochaeta (S. thermophila
y S. africana). El segundo clado vincula con bajo apoyo a las siete especies del género
Braschyspira estudiadas, con la especie Spirochaeta smaragdinae.

Los genes presentes en estas especies divergieron a partir de eventos de especiacion, y
de acuerdo a los resultados obtenidos podrian ser ort6logos a dapA. Probablemente
habria sucedido un transfer horizontal (HGT) desde la especie Treponema
succinifaciens al ancestor de alguna de las especies del género Spirochaeta, tanto S.
africana como S. thermophila. El reducido soporte estadistico de 0.93 hace poco
factible este evento.

Considerando el alineamiento por T-coffee, el resultado obtenido indica que las
proteinas homdlogas presentan una identidad promedio de 95%.

En este trabajo también se tomaron en cuenta tres genes vinculados directamente con

el operon nan, los cuales ya se desarrollaron en instancias anteriores: neuA, neuB y
neuC.
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Arbol filogenético de Sintetasa Citidina-5'-monofosfato-acido-N-acetilneuramico,
codificada por (neuA)
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Figura 13- Arbol filogenético construido a partir de la enzima Sintetasa Citidina-5-monofosfato-acido-N-
acetilneuramico, codificada por neuA. En la generacion del presente arbol se considerd la probabilidad a
posteriori de las especies involucradas, la escala que aparece debajo de la figura representa la distancia de las
ramas medidas en sustituciones por sitio.

Como lo muestra la figura 3, sobre la via de acido siélico influyen directamente otras
enzimas como la "Sintetasa Citidina-5'-monofosfato-acido-N-acetilneuramico™ (se
coloca entre comillas ya que es una posible caracterizacion, su estructura no ha sido
todavia establecida). La misma es codificada por neuA. Esta enzima juega un papel
importante en la activacion de los &cidos siélicos a sus compuestos ciclicos derivados,
para su posterior utilizacién en las reacciones de transferencia del sialato.

Los resultados extraidos del OrthoMCL (Tabla 3) presentan varias especies con posibles
proteinas homdlogas a esta enzima, como las siete especies del género Leptospira
estudiadas en este ensayo y las siete especies del género Brachyspira consideradas.
Asimismo, dos especies del género Treponema (T. pedis y T. brennaborense), dos
especies del género Spirochaeta (S. smaragdinae y S. caldaria) y la especie Turneriella
parva. La ubicacion metabdlica de dicha enzima es préxima a la via del &cido N-
acetilneurdmico. El polimero enzimético codificado por neuA, ha sido clasificado como
un homopolimero con enlaces internos glucosidicos B [2,8].

En el estudio analitico del arbol filogenético construido a partir del gen neuA se
aprecian dos clados, ambos con fuertes soportes estadisticos (1 y 0.95,
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respectivamente). El primero se bifurca a su vez en otros dos clados uno de los cuales
relaciona a las siete especies del género Brachyspira, mientras que el otro vincula a las
dos especies de L. borgpetersenii (L550 y JB197) y L. biflexa (Ames y Paris) con la
especie Turneriella parva. Presentandose dicha topologia en el 99% de los arboles
muestreados. El segundo clado ubica, con probabilidad a posteriori de 0.95, a las
especies Treponema brennaborense y Spirochaeta smaragdinae, vinculdndolas con
Treponema pedis, Spirochaeta smaragdinae y las tres especies de Leptospira
interrogans (Lai 56601, Lai IPAV y Copenhageni).

Los genes presentes en estas especies divergieron a partir de eventos de especiacion, y
de acuerdo a los resultados obtenidos podrian ser ortélogos a neuA. Probablemente
haya sucedido un transfer horizontal desde la especie Turneriella parva al ancestor de
alguna de las especies de Leptospira borgpetersenii (L550 y JB197) y Leptospira biflexa
(Paris y Ames). Aunque el soporte estadistico de este evento de transferencia es fuerte
(0.99), el mismo se opone a la filogenia del &arbol realizado del ARNr 16s de
espiroquetas, lo que lo hace poco factible.

Sumado a esto, los resultados del alineamiento tampoco arrojan demasiada luz sobre
el tema, obteniéndose porcentajes de identidad en el rango del 82%.

Arbol filogenético construido a partir de la enzima Sintetasa del &cido
N-acetilneuramico codificada por el gen neuB.

Se ha podido identificar la enzima codificada por el gen neuB mediante la
espectrometria de masas (EM), utilizando ionizacion por electrospray (ESI). Se trata de
un homotetramero (probablemente compuesta de dos dimeros), cuya forma activa
primaria se cree que es tetramérica. Dicha enzima se identifico como Sintetasa del
acido N-acetilneuramico (sintetasa de &cido sialico) y participa en la biosintesis del
polisacérido del &cido a [2-8] poli-N-acetilneuramico en E. coli 07:k1 CE10.
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Los resultados del OrthoMCL (Tabla 3) permiten ubicar posibles enzimas homdlogas a
la codificada por este gen, tanto en el microorganismo modelo utilizado, como en las
siete especies del género Leptospira analizadas, en las siete especies del género
Brachyspira estudiadas, en trece especies del género Treponema, en cuatro especies
del género Spirochaeta y en la especie Turneriella parva.

Figura 14- Arbol filogenético construido a partir de la enzima Sintetasa del acido N-acetilneuramico codificada
por el gen neuB. Este arbol fue confeccionado segln probabilidad a posteriori de las especies involucradas. La
escala que aparece debajo de la figura representa la distancia de las ramas medidas en sustituciones por sitio.
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Analizando el arbol filogenético construido a partir del gen neuB (fig. 14), se observa
un clado del cual surgen otros clados sucesivos de reducido soporte estadistico. Estos
vinculan al resto de las especies que aparentemente presentan proteinas homologas
al gen neuB en el microorganismo modelo E. coli 07:K1 CE10, con las tres especies del
género de Leptospira interrogans analizadas en el estudio realizado (Lai 56601, Lai
IPAV y Copenhageni). En el primero de los clados, con un bajo respaldo de 0.5 y 0.49,
figuran las especies Spirochaeta caldaria y Treponema pedis, las cuales se relacionan
con las especies Treponema brennaborense y Spirochaeta smaragdinae. En los clados
siguientes figuran, con un reducido apoyo de 0.62, las dos especies de Leptospira
borgpetersenii (L550 y JB197), relacionadas con las siete especies del género
Brachyspira estudiadas. Posteriormente aparecen, con un soporte casi nulo de 0.16,
las especies de Leptospira biflexa (Paris y Ames), vinculadas con dos especies del
género Spirochaeta (S. Thermophila y S. africana) y con otras 11 especies del género
Treponema, estas Ultimas descritas de la siguiente forma: 7 cepas de la especie
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Treponema pallidium, y las especies T. paraluiscuniculi, T. succinifaciens, T.
azotonutricium y T. primitia.

Los genes presentes en estas especies divergieron a partir de eventos de especiacion, y
de acuerdo a los resultados obtenidos podrian ser ort6logos a neuB. Con el fin de
corroborar los resultados se realizé un maltiple alineamiento secuencial, dando como
resultado (Anexo 6) un porcentaje de identidad del orden del 88%.

Arbol filogenético construido a partir de la enzima epimerasa codificada por el gen
neuC.

Spirochaeta caldaria

Treponema pedis

1 Leptospira interrogans Lai 56601

{eptospim interrogans Lai IPAV

Leptospira interrogans Copenhageni

—0,77
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0,94 |1
Leptospira borgpetersenii L550
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Escherichia coli 07 K1 CE10

0.3

Figura 15- Arbol filogenético construido a partir de la enzima epimerasa codificada por el gen neuC. La
confeccion del presente arbol fue realizada considerando la probabilidad a posteriori de las especies
involucradas. La escala que aparece debajo de la figura representa la distancia de las ramas medidas en
sustituciones por sitio.

Es sabido que el gen neuC codifica para una epimerasa bacteriana en Escherichia coli
07:k1 CE10. También, su capsula es un importante factor de virulencia, consistiendo en
un polimero homogéneo lineal ligado al acido N-acetilneurdmico.

Con referencia a la enzima codificada por el gen neuC, los resultados obtenidos por
OrthoMCL (Tabla 3) ubican una homdloga de la misma en dos especies del género
Treponema (T. brennaborense y T. pedis) y en las tres especies de Leptospiras
interrogans (Lai 56601, Lai IPAV y Copenhageni) consideradas en el estudio. También
se hallaron proteinas homologas en las dos especies de Leptospira borgpetersenii
(JB197, L550), en dos especies del género Spirochaeta (S. caldaria y S. sp. Buddy), en
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Sphaerochaeta pleomorpha Grapes, en una especie del género Brachyspira (B.
murdochii), y en la especie Turneriella parva.

En el andlisis realizado sobre el arbol filogenético construido a partir de este gen
(fig. 15), se aprecian dos clados con reducido soporte estadistico (0.77). El primero es
un clado donde figuran las tres especies de Leptospira interrogans (Lai 56601, Lai IPAV
y Copenhageni), junto con la especie Treponema pedis (con una probabilidad a
posteriori del 100%). El segundo clado vincula a Sphaerochaeta pleomorpha Grapes
(con un fuerte respaldo estadistico de 1), a un clado en donde figuran varias especies
con un respaldo estadistico de 0.94. Las mismas se agrupan relacionando a Treponema
brennaborense y Spirochaeta sp. Buddy con probabilidad a posteriori del 100%. Por el
otro lado, Brachyspira murdochii aparece vinculada con un fuerte apoyo estadistico de
1, alas dos especies de Leptospira borgpetersenii (JB197 y L550) estudiadas.

Los genes presentes en estas especies divergieron a partir de eventos de especiacion,
por lo que, de acuerdo a los resultados obtenidos, podrian ser ort6logos a neuC.
Probablemente se sucedieron dos transfer horizontal (HGT), uno de ellos desde
Treponema pedis al ancestor de las especies de Leptospira interrogans consideradas. El
otro evento de transferencia horizontal génica es probable que sucediera desde
Brachyspira murdochii al ancestor de las especies de Leptospira borgpetersenii (JB197 y
L550). Como los dos eventos se contradicen con la filogenia de espiroquetas (fig. 6),
describen entonces escenarios evolutivos poco factibles.
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DISCUSION

Como fue indicado en la Introduccion de la presente Tesis, se trabajé con secuencias
gendmicas completas solo en el caso de E. coli (microorganismo modelo) y en las 7
especies de Leptospiras. Por lo tanto, la ausencia de genes ort6logos a la via del &cido
N-acetilneuramico en las demas especies de espiroguetas no es razon suficiente para
afirmar la ausencia en esas especies de genes ortélogos a alguno de los genes del
operon nan en particular. Asimismo, es interesante apreciar la existencia dentro del
género Brachyspira (o al menos dentro de las especies de este género analizadas en el
presente trabajo) de genes ortdlogos a la casi totalidad de los genes del operon nan (a
excepcion del gen nanE en alguna especie). Ademas, las especies de Brachyspira
estudiadas expresan también otros genes como dapA, vinculados a la via metabolica
del &cido sialico, en forma conservada como sucede en la mayoria del filo
Spirochaetes.

Una posible explicacién a este fendbmeno fue presentada en 2009 por parte de S.
Almagro y colaboradores, quienes demostraron que el escenario evolutivo que surge al
analizar los &rboles filogenéticos del operon nan, muestra una evolucion en mosaico
del operon, debido principalmente a transferencias horizontales de genes (HGT).
Dentro del operon nan, el gen nanA, que codifica a la primera enzima del catabolismo
del acido siélico (liasa del &cido N-acetilneurdmico), evoluciona en mosaico a diferencia
de los genes nank y nanK que no lo hicieron (Almagro et al., 2009). Este aporte se
corresponde con los resultados obtenidos. El género Leptospira no posee la via
completa del &cido siélico, expresando solamente los genes nanE, nanK y nanT. Como
la propiedad evolutiva en mosaico considera la transferencia horizontal de genes, se
deduce que las especies del género Brachyspira no pudieron haber adquirido el gen
nanA por transferencia vertical de su ancestro comdn mas cercano. De estos
resultados obtenidos surge la consideracion siguiente: probablemente en el pasado
ocurrio un evento de transferencia horizontal génica (HGT) entre algunas especies del
género Escherichia y la especie Treponema bernnaborense (posiblemente también con
otras especies del género Treponema, aunque no disponemos al momento de la
informacion para confirmar esa aseveracion). Asimismo se verifica una transferencia
de genes con especies del género Brachyspira, al menos en todas las cepas estudiadas,
aungue desconocemos el sentido de la misma.

Motro y colaboradores determinaron en 2008 la conservacion de una region gendémica
de 26 Kb entre Brachyspira Intestinales, especificamente B. hyodysenteriae y varias
cepas de B. pilosicoli, con especies del género E. coli. (Motro et al., 2008). En base a
estudios previamente realizados, los investigadores han sugerido tres potenciales
explicaciones para este evento de conservacion génica (Tamames et al., 2001)
(Bellgard, 2008). El primero involucra la region conservada con un proceso de
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transferencia vertical, desde un ancestro en comun (Lawrence et al., 2005). Si este
fuera el caso, se esperaria que la regién conservada estuviera presente en otras
espiroquetas, y no en dos especies taxonomicamente no relacionadas.

Otra posibilidad es que la integridad de un cluster conservado entre distintas especies
es de importancia para la funcionalidad celular mientras exprese unidades
transcripcionales (cluster de genes relacionados con la eficiencia en la transcripcion)
(Wolf et al. 2001) y operones (cluster de genes relacionados con propdsitos
regulatorios) (Rocha & Danchin et al., 2003) (Pal & Hurst et al., 2004). A pesar de que
se predijo que algunos genes presentes en regiones similares de Brachyspira
hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli en sus distintas cepas y de E. coli estdn asociados
con varios operones, no se conocian elementos reguladores ni regiones promotoras,
por lo que es improbable que la region completa y todos los genes involucrados sean
integrantes de un Unico operon (Lathe et al., 2000).

La tercera razon implica que la conservacion génica presentada entre estas especies se
debe a un evento de transferencia horizontal de genes (HGT). Esta posible explicacion
esta basada en la observacion de patrones similares a nivel de la composicion de bases
de la region conservada en las especies involucradas. Este tipo de patron es
caracteristico de ADN adquirido (Buchrieser et al., 2003) y en particular de la presencia
de elementos génicos moviles (Schmidt & Hensel et al., 2004). Mas evidencias de un
potencial evento HGT es la presencia de secuencias repetidas en el extremo 5' de la
region conservada de ambas especies de B. hyodysenteriae y B. pilosicoli. Las
secuencias repetidas son conocidas por facilitar la recombinacion génica y ademas
permiten la insercion de ADN extracelular (Schmidt & Hensel et al., 2004). Estas
secuencias repetidas en genomas de bacterias, han sido identificadas por estar en
proximidad a genes funcionales que comunmente son transferidos, especialmente
genes involucrados en procesos metabdlicos, tolerancia a antibidticos o resistencia
(Nascimento et al., 2004).

CONCLUSIONES

El objetivo de la presente Tesis consistia en la identificacion de secuencias homologas
de genes de la via del &cido sialico (operon nan) en los distintos géneros de
espiroquetas, con particular interés en el género de Leptospiras. Para ello se buscaron
patrones de presencia/ausencia de dichos genes en organismos filogenéticamente
cercanos, utilizando herramientas gendmicas como el software OrthoMCL y la base de
datos "KEGG orthology".

Con respecto al objetivo planteado originalmente, se comprobd que las especies
estudiadas del género Leptospira poseen ortélogos a tres de los cuatro genes
relevantes del operon nan (nank, nanK y nanT) en relacion al microorganismo modelo
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Escherichia coli (07:k1 CE10). Es probable que el género Leptospira carezca de la
enzima responsable del catabolismo del acido siédlico (liasa del &cido N-
acetilneurdmico), por carecer de ort6logo al gen nanA.

Al analizar la filogenia del filo Spirochaetes de ARNr 16s, se puede concluir que al
menos las tres especies del género Leptospira evaluadas en la tesis (L. Interrogans, L.
borgpetersenii y L. biflexa) son bastante ancestrales dentro de las Espiroquetas. Por lo
anteriormente mencionado, la adquisicion del gen nanA por parte de algin género de
espiroquetas (por ejemplo, las diversas especies de Brachyspira analizadas), no habria
sido por transferencia vertical sino por un evento de transferencia horizontal de genes
(HGT). El origen y sentido de la transferencia es incierto y escapa al alcance del
presente trabajo.
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ANEXO 1 - Implementacion del software OrthoMCL

El archivo "orthomcl.config.template” le provee al programa, OrthoMCL, la
informacion requerida para su configuracion, por lo que se lo edita creando un nuevo
directorio (my_orthomcl_dir), que lo incluya y que ademas sirva para almacenar los
resultados de la corrida del Orthomcl.

Se sugiere por parte de los creadores del software, editar el archivo .config.template,
utilizando determinadas propiedades de valor:

*dbVendor= indistintamente puede ser oracle o Mysql ( se utiliz6 una base de datos de
un servidor Mysqgl), serd utilizada por los comandos, orthomclinstallSchema,
orthomclLoadBlast, orthomclPairs del programa.

*dbConnectString= dbi:MySql:orthomcl

dbi:MySgl:orthomcl:localhost:5500 (por ejemplo, para un usuario que tiene instalado
un servidor MysQL en el puerto 5500)

*se requiere informacién de logueo del operario, requisito utilizado con comandos del
programa, como orthomclinstallSchema, orthomclLoadBlast, orthomclPairs,
orthomcIDumpPairsFiles

*similarSequencesTable= SimilarSequences, referido al nombre de la tabla donde se
cargard los resultados liberados por Blastp atreves del utilitario orthomclLoadBlast,
informacion también levantada por orthomclinstallSchema, orthomclLoadBlast y
orthomclPairs.

*orthologTable= Ortholog, constituira el nombre de la tabla que contendrd los
potenciales pares de genes ort6logos.

*inParalogTable= InParalog, se establece como el nombre de la tabla que almacenaré
los potenciales pares de genes parélogos.

*coOrthologTable= CoOrtholog es el nombre de la tabla que va a contener los
potenciales pares coort6logos.

*interTaxonMatchView= InterTaxonMatch, indica el porcentaje minimo de similitud
que deben contener los proteomas,(50%), es decir que los resultados del Blastp, donde
se obtenga porcentajes de identidad, menor a este valor, son ignorados.

*se utiliza el comando orthomclPairs , con un exponente de e-value=- 5, (el valor
recomendado es de -5 esto significa que todos los pares encontrados por el programa
tendran una puntuaciéon en el BLASTP con valores menores o iguales de le-5 (en
ambas direcciones).
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ANEXO 2 - gen nanA

Resultados de la alineacion multiple secuencial realizada por T-Coffee entre posibles
proteinas homdlogas a la enzima codificada por nanA (liasa del &cido N-
acetilneuramico) de dos especies de Escherichia coli (07:k1 CE10 y K-12), de una
especie Treponema brennaborense y de siete especies del género Brachyspira divididas
de la siguiente forma, cuatro especies de B. pilosicoli (95/1000, WesB, B2904 vy
P43/6/78), ademas de B. hyodysentenariae, B. intermedia y B. murdochii.

ANEXO 3 - gen nanE

Resultados del alineamiento secuencial realizado entre probables proteinas homologas
a la enzima codificada por nanE (Putativa epimerasa del 4cido N-acetilmanosamina 6-
fosfato), del microorganismo modelo Escherichia coli 07:k1 CE10, de dos especies de
Leptospiras borgpetersenii (JB197 y L550), de dos especies del género Brachyspira (B.
pilosicoli B2904 y B. pilosicoli 95/1000) y de 18 especies del género Borrelia.

ANEXO 4 - gen nanT

Resultados del alineamiento mdaltiple secuencial efectuado entre proteinas homologas
a la enzima codificada por nanT (Proteina transportadora de acido N-acetilneurdmico)
de la especie Escherichia coli 07:k1 CE10, de siete especies del género Leptospiras
(distribuidas en tres especies de L. interrogans, dos especies de L. borgpetersenii y dos
especies de L. biflexa). Ademas de cinco especies del género Brachyspira (murdochii,
pilosicoli P43/6/78, pilosicoli 95/1000, intermedia y hyodysentenariae).

ANEXO 5 - gen nanK

Resultados del alineamiento multiple secuencial efectuado entre posibles proteinas
homologas a la enzima codificada por nanK (Kinasa del &cido N-acetilmanosamina) de
la especie Escherichia coli 07:k1 CE10, de dos especies del género Treponema
(T. azotonutricium y T. brennaborense), de siete especies del género Leptospiras
(distribuidas en tres especies de L. interrogans, dos especies de L. borgpetersenii y dos
especies de L. biflexa). Ademas de siete especies del género Brachyspira (B. murdochii,
B. pilosicoli P43/6/78, B. pilosicoli 95/1000, B. pilosicoli B2904, B. pilosicoli WesB, B.
intermedia y B. hyodysentenariae), de cuatro especies del género Spirochaeta (S.
coccoides, S. thermophila, S. caldaria y S. smaragdinae), de la especie Turneriella parva
y de la especie Sphaerochaeta pleomorpha Grapes.
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ANEXO 6 - gen dapA

Resultados del alineamiento multiple secuencial realizado entre proteinas homdélogas a
la enzima Sintetasa 4-hidroxi-tetrahidro picolinato (Sintetasa del &cido
dihidrodipicolinato) codificada por el gen dapA, de las siete especies del género
Leptospira involucradas en el estudio realizado, del conjunto de todas las especies del
género Brachyspira hasta el momento estudiado (siete especies), en el presente
trabajo. Ademas el alineamiento secuencial de las proteinas homologas a la codificada
por dapA, de la especie Turneriella parva, de tres especies del género Spirochaeta (S.
thermophila, S. smaragdinae y S. africana) de tres especies del género Treponema (T.
primitia, T. succinifaciens y T. caldaria) y de la especie Sphaerochaeta coccoides.

ANEXO 7 - gen neuA

Resultados del alineamiento multiple secuencial realizado entre proteinas homdélogas a
la enzima Sintetasa Citidina-5'-monofosfato-acido-N-acetilneuramico codificada por
(neuA), de las siete especies del género Leptospira involucradas en la investigacion, de
las siete especies del género Brachyspira, citadas anteriormente, de dos especies del
género Treponema (T. brennaborense y T. pedis), de las especies Turneriella parva y
Spirochaeta caldaria.

ANEXO 8 - gen neuB

Resultados del alineamiento secuencial realizado entre las proteinas homoélogas a la
posible enzima codificada por neuB (Sintetasa del &cido N-acetilneurdmico) del
microorganismo modelo Escherichia coli 07:K1 CE10, de siete especies del género
Leptospira estudiadas, de siete especies del género Brachyspira nombradas con
anterioridad. Ademas el alineamiento secuencial contiene posibles proteinas
homologas de 13 especies del género Treponema (distribuidas de la siguiente manera,
ocho cepas de la especie T. pallidum, asi también como T. brennaborense, T. pedis, T.
succinifaciens, T. primitia y T. azotonutricium), de Turneriella parva y de cuatro
especies del género Spirochaeta (S. thermophila, S. smaragdinae, S. caldaria y S.
africana).

ANEXO 9 - gen neuC

Resultados del alineamiento secuencial realizado en T-Coffee entre las proteinas
homologas a la probable enzima codificada por neuC (Epimerasa UDP-N-
acetilglucosamina), de la especie Escherichia coli (07:K1 CE10), de cinco especies del
género Leptospira estudiadas, tres de ellas son L. interrogans Lai, L. interrogans

47



Tesis de grado de la Licenciatura en Bioguimica Gabriel Martinez

Copenhageni, L. interrogans IPAV las otras dos, son especies de Leptospira
borgpetersenii (JB197 y L550). También se alinearon proteinas homologas de dos
especies del género Treponema (T. brennaborense y T. pedis), dos especies del género
Spirochaeta (S. sp. Buddy y S. caldaria), de las especies Brachyspira murdochii,
Sphaerochaeta pleomorpha Grapes y Turneriella parva.
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ANEXO 2 (nanA) - score : 93

Escherichia col
Escherichia col
Sphaerochaeta B
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Brachyspira pil
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ANEXO 3 (nanE) - score : 90

Escherichia col
Leptospira borg
Leptospira borg
Borrelia garini
Borrelia afzeli
Borrelia bisset
Borrelia turica
Borrelia hermsi
Borrelia dutton
Borrelia recurr
Borrelia

Borrelia burgdo
Borrelia burgdo
Borrelia borgdo
Borrelia burgdo
Borrelia burgdo
Borrelia garini
Borreli miyamot
Borrelia garini
Borrelia afzeli
Borrelia afzeli
brachyspira pil
Brachyspira pil

Cons

Escherichia col
Escherichia col
Leptospira borg
Leptospira borg
Borrelia garini
Borrelia afzeli
Borrelia bisset
Borrelia turica
Borrelia hermsi
Borrelia dutton
Borrelia recurr
Borrelia

Borrelia burgdo
Borrelia burgdo
Borrelia borgdo
Borrelia burgdo
Borrelia burgdo
Borrelia garini
Borreli miyamot
Borrelia garini
Borrelia afzeli
Borrelia afzeli
brachyspira pil
Brachyspira pil

Cons

Escherichia col
Escherichia ecol
Leptospira borg
Leptospira borg
Borrelia garini
Borrelia afzeli
Borrelia bisset
Borrelia turica
Borrelia hermsi
Borrelia dutton
Borrelia recurr
Borrelia

Borrelia burgdo
Borrelia burgdo
Borrelia borgdo
Borrelia burgdo
Borrelia burgdo
Borrelia garini
Borreli miyamot
Borrelia garini
Borrelia afzeli
Borrelia afzeli
brachyspira pil
Brachyspira pil

Cons

ILRSY -———-S5FLYPGTI ILALCIVFYHGRETSKEINK
ILRSY-———-SFLYPGTIILALCIVFYHGRETSEE INK

e e e e e

[

VIIPLSVLTLIFFAIGGLD-—GST.
VIIPLSVLTLIFFAIGGLD-—GST.

124 SD--A
124 SD--A
103 MNEIDFLYLIKSGILTCTL
103 FWNEIDFLYLIKSGILTCTL

92

92

92

92

98
108
108
108
120
120
120
120
120
119
117
120
120
120
121
121




Tesis de grado de la Licenciatura en Bioguimica

Escherichia col
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ANEXO 4 (nanT) - score : 69

Escherichia ecol
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira mur
Brachyspira hyo
Leptospira borg
Leptospira borg
Leptospiras-int
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CoOns

Escherichia col
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Leptospiras—-int
Leptospiras—int
Leptospiras-int
Leptospira bifl
Leptospira bifl
Brachyspira int

cons

Escherichia col
Brachyspira:Pil
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Brachyspira mur
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407
407
404

LWITVGSL----RKH
LWITVGSL----RKH
LLFSVYLAK---KIK
LLFSVYLAK---KIK
F-LCIVYLYRENSKT

T T T

545

53

315

359
289
289
298
299
298
298
303
303
303
303
303
299

378

416
348
348
357
358
356
356
358
358
358
361
361
358

441

459
377
377
386
387
389
389
385
385
395
392
382
387

504
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ANEXO 5 (nanK) - score : 80

Escherichia col
Brachyspira oil
brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira int
Brachyspira mur
Spirochaeta sma
Treponema brenn
Leptospira bifl
Leptospita bifl
Leptospira borg
Leptospira—borg
Turneriella par
Leptospira Inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Treponema azoto
brachyspira hyo
Sphaerochasta p
Spirochaeta coc
Spirochaeta the
Spirochaeta Bud
Borrelia bis=et
Borrelia turica
Spirochaeta cal

cons

Escherichia col
Brachyspira oil
brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira int
Brachyspira mur
Spirochaeta sma
Treponema brenn
Leptospira bifl
Leptospita bifl
Leptospira borg
Leptospira-borg
Turneriella par
Leptospira Inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Treponema azoto
brachyspira hyo
sphasrochasta p
Spirochaeta coc
Spirochaeta the
Spirochaeta Bud

Borrelia bisset
Borrelia turica
Spirochasta cal

oons

Escherichia col
Brachyspira oil
brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira int
Brachyspira mur
Spirochasta sma
Treponema brenn
Leptospira bifl
Leptospita bifl
Leptospira borg
Leptospira—borg
Turneriella par
Leptospira Inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Treponema azoto
brachyspira hye
Sphaerochaeta p
Spirochaeta coc
Spirochaeta the
Spirochasta Bud
Borrelia bisset
Borrelia turica
Spirochaeta cal

—————— PERSADYRERNVEY1101LRORKYE SQSEVVSLTGLRAPE I FRIFTDLEKECL

e e e s e s e e e e s

. & §8 8B

IEANFTSEEHRTNIA-NII
IEANFTSEEHRKTNIA-NIIK

FATSNDP-—QEVIEET
PTD 1 KADGPSLCDSLI

VDEGLFPEDLDADTLVAALH-GLIERAL

o

5]
SNEMNMMMRMONMPOLWWLWWWRWARN W WWWWWe

5]

26
30
118

126



Tesis de grado de la Licenciatura en Bioguimica

Escherichia col
Brachyspira oil
brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira int
Brachyspira mur
Spirochaeta sma
Treponema brenn
Leptospira bifl
Leptospita bifl
Leptospira borg
Leptospira—boryg
Turneriella par
Leptospira Inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Treponema azoto
brachyspira hyo
Sphaerochaeta p
Spirochaeta coc
Spirochaeta the
Spirochasta Bud
Borrelia bisset
Borrelia turica
Spirochaeta cal

cons

Escherichia col
Brachyspira oil
brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira int
Brachyspira mur
Spirochaeta sma
Treponema brenn
Leptospira bifl
Leptospita bifl
Leptospira borg
Leptospira-borg
Turneriella par
Leptospira Inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Treponema azoto
brachyspira hyo
sphaerochasta p
Spirochaeta coc
Spirochaeta the
Spirochaeta Bud
Borrelia bisset
Borrelia turica
Spirochaeta cal

SOons

Escherichia col
Brachyspira oil
brachyspira pil
Brachyspira int
Brachyspira mur
Spirochasta sma
Treponema brenn
Leptospira bifl
Leptospita bifl
Leptospira borg
Leptospira-borg
Turneriella par
Leptospira Inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Treponema azoto
brachyspira hyo
Sphaerochaeta p
Spirochasta coc
Spirochaeta the
Spirochasta Bud
Borrelia bisset
Borrelia turica
Spirochaeta cal

cons

139
149
149
149
149
149
149
151
146
141
141
142
142
143
142
142
142
228

75
143
150
222
144
140
144
240

253

192

205 ¥

205
205

205 1

205
202
197
197
198
198
203
198
198
198
284
131
197
207
277
200
193
197
297

316

55

FA-Q
e
~GLENNIPFNCR
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138
148
148
148
148
148
148
150
145
140
140
141
141
142
141
141
141
227

74
142
149
221
143
139
143
239

252

191
204
204
204
204
204
204
204
201
196
196
197
197
202
197
197
197
283
130
196
206
276
199
192
196
2096

315

241
265
265
265
265
253
264
245
245
246
246
250
246
246
246
346
191
245
264
326
240
244
248
343

378
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Escherichia asol
Brachyspira oil
brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira int
Brachyspira mur
Spirochaeta sma
Treponema brenn
Leptospira bifl
Leptospita bifl
Leptospira borg
Leptospira-borg
Turneriella par
Leptospira Inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Treponema azoto
brachyspira hyo
Sphaerochaeta p
Spirochaeta coc
Spirochaeta the
Spirochaeta Bud
Borrelia bisset
Borrelia turica
Spirochaeta cal

cons

ANEXO 6 (dapA) - score: 95

Brachyspira int
Brachyspira pil
Brachyspira hyo
Brachyspira mur
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspirapilo
Brachyspira pil
Spirochasta the
Treponema calda
Spircochasta afr
Treponema primi
Spirochaeta sma
Sphaerochasta o
Turneriella par
Leptospira Bifl
Leptospira bifl
Treponema succi
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira

Leptospira borg
Leptospira borg

cons

Brachyspira int
Brachyspira pil
Brachyspira hyo
Brachyspira mur
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspirapilo
Brachyspira pil
Spirochasta the
Treponema calda
Spirochaeta afr
Treponema primi
Spirochaeta sma
Sphaerochasta o
Turneriella par
Leptospira bifl
Leptospira bifl
Treponema succi
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira

Leptospira borg
Leptospira borg

Ccons

242
266
266
266
266
266
266
254
265
246
246
247
247
251
247
247
247
347
192
246
265
327
241
245
249

344 ]

e s e s e e

[uny

g ogg
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56

286
314
314
314
314
314
314
305
314
292
292
293
293
299
293
293
293
395
240
297
311
375
288
300
304
391

441
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Brachyspira int
Brachyspira pil
Brachyspira hyeo
Brachyspira mur
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspirapileo
Brachyspira pil
Spirochasta the
Treponema calda
Spirochaeta afr
Treponema primi
Spirochaeta sma
Sphaerochaeta o
Turneriella par
Leptospira bifl
Leptospira bifl
Treponema succi
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira

Leptospira borg
Leptospira borg

cons

Brachyspira int
EBrachyspira pil
Brachyspira hyo
Brachyspira mur
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspirapile
Brachyspira pil
Spirochaeta the
Treponema calda
Spirochaeta afr
Treponema primi
Spirochaeta sma
sphaerochaeta o
Turneriella par
Leptospira Bifl
Leptospira bifl
Treponema succi
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira

Leptospira borg
Leptospira borg

cons

Brachyspira int
Brachyspira pil
Brachyspira hyo
Brachyspira mur
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspirapile
Brachyspira pil
Spirochaeta the
Treponema calda
Spirochaeta afr
Treponema primi
Spirochaeta sma
Sphaerochasta o
Turneriella par
Leptospira bifl
Leptospira bifl
Treponema succl
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira

Leptospira borg
Leptospira borg

oons

127

160
158
158
158
158
158
158
158
156
158
157
165
164
161
166
155
155
167
168
168
168
155
155

130

210
208
208
208
208
208
208
208
207
216
208
223
220
212
217
206
2086
221
219
219
219
206
206

57
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159
157
157
157
157
157
157
157
155
157
156
164
163
160
165
154
154
166
167
167
167
154
154

189

2009
207
207
207
207
207
207
207
2086
215
207
222
219
211
216
205
205
220
218
218
218
205
205

252

267
265
265
265
265
265
2685
265
266
273
266
280
280
269
274
263
263
278
276
276
276
263
263
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Brachyspira int 268 295
Brachyspira pil 266 292
Brachyspira hyo 266 293
Brachyspira mur 266 293
Brachyspira pil 266 292
Brachyspira pil 266 293
Brachyspirapile 266 293
Brachyspira pil 266 293
Spireochaeta the 267 293
Treponema calda 274 302
Spirochaeta afr 267 300
Treponema primi 281 310
Spirochaeta sma 281 308
Sphaerochaeta c 270 304
Turneriella par 275 303
Leptospira bifl 264 294
Leptospira bifl 264 294
Treponema succi 279 304
Leptospira inte 277 307
Leptospira inte 277 307
Leptospira 277 307
Leptospira boryg 264 294
Leptospira borg 264 294
a1c I ass

ANEXO 7 (neuA) - score : 82

Leptospira inte 1 62
Leptospira inte 1 62
Leptospira inte 1 62
Leptospira borg 1 60
Leptospira borg 1 60
Leptospira bifl 1 61
Leptospira bifl 1 61
Brachyspira pil 1 60
Brachispira int 1 60
Brachyspira pil 1 60
Brachyspira pil 1 60
Brachyspira hyo 1 60
Brachyspira pil 1 60
Brachyspira mur 1 61
Turneriella par 1 59
Spirochaeta sma 1 59
Treponema brenn 1 58
Spirochaeta cal 1 61
Treponema pedis 1 63
cons 1 63
Leptospira inte 118
Leptospira inte 118
Leptospira inte 118
Leptospira borg 111
Leptospira borg 111
Leptospira bifl 112
Leptospira bifl 112
Brachyspira pil 110
Brachispira int 110
Brachyspira pil 110
Brachyspira pil 110
Brachyspira hyo 110
Brachyspira pil 110
Brachyspira mur 111
Turneriella par 110
Spirochaeta sma 119
Treponema brenn 118
sSpirochaeta cal 122
Treponema pedis 123
cons 126

58
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Leptospira inte 119 155
Leptospira inte 119 155
Leptospira inte 119 155
Leptospira borg 112 160
Leptospira borg 112 160
Leptospira bifl 113 161
Leptospira bifl 113 161
Brachyspira pil 111 DEN--VDIATLRTRIDDYSPLI 159
Brachispira int 111 DEN--VDIATLRTRIEDDSQLI 159
Brachyspira pil 111 DEN--VDIATLRTRIDDYSPLI 159
Brachyspira pil 111 DEN--VDIATLRKTRIDDYSPLI 159
Brachyspira hyo 111 DEN--VDIATLRTRIDDDSPLIKD: 159
Brachyspira pil 111 DEN--VDIATLRTRIDDYSPLI 159
Brachyspira mur 112 DSS--VDIATLRVKIEDDSSLI 160
Turneriella par 111 160
Spirochaeta sma 120 152
Treponema brenn 119 151
Spirochaeta eal 123 161
Treponema pedis 124 162
cons 127 O EETTETE .
Leptospira inte 156 ~RRODSPRVFTLNGSIYLSE ¥ 208
Leptospira inte 156 ~RRODSPRVFTLNGSIYLSE ¥ 208
Leptospira inte 156 —~RRODSPRVFTLNGSIYLSE ¥ 208
Leptospira borg 161 p 150
Leptospira borg 161 190
Leptospira bifl 162 191
Leptospira bifl 162 191
Brachyspira pil 160 192
Brachispira int 160 192
Brachyspira pil 160 192
Brachyspira pil 160 192
Brachyspira hyo 160 192
Brachyspira pil 160 192
Brachyspira mur 161 193
Turneriella par 161 193
Spirochaeta sma 153 211
Treponema brenn 152 210
Spirochaeta cal 162 213
Treponema pedis 163 209
cons 180 252
Leptospira inte 209 208
Leptospira inte 209 208
Leptospira inte 209 208
Leptospira borg 191 219
Leptospira borg 191 219
Leptospira bifl 192 220
Leptospira bifl 192 220
Brachyspira pil 193 221
Brachispira int 193 221
Brachyspira pil 193 221
Brachyspira pil 193 221
Brachyspira hyo 193 221
Brachyspira pil 193 221
Brachyspira mur 154 222
Turneriella par 194 222
Spirochaeta sma 212 273
Treponema brenn 211 : ) 273
Spirochaeta cal 214 213
Treponema pedis 210 209
cons 253 S 315

59
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Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira borg
Leptospira borg
Leptospira bifl
Leptospira bifl
Brachyspira pil
Brachispira int
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira hyo
Brachyspira pil
Brachyspira mur
Turneriella par
Spirochaeta sma
Treponema brenn
Spirochaeta cal
Treponema pedis

cons

Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira borg
Leptospira borg
Leptospira bifl
Leptospira bifl
Brachyspira pil
Brachispira int
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira hyo
Brachyspira pil
Brachyspira mur
Turneriella par
Spirochaeta sma
Treponema brenn
Spirochaeta cal
Treponema pedis

cons

209
209
209
220
220
221
221
222
222
222
222
222
222
223
223
274
274
214
210

316

218
218
218
244
244
245
245
246
246
246
246
246
246
247
245
335
337
223
219

379

60

228
228
228
246
246
246
246
253
256
253
253
256
253
257
246
391
384
234
235

435
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217
217
217
243
243
244
244
245
245
245
245
245
245
246
244
334
336
222
218
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ANEXO 8 (neuB) -score : 88

Escherichia col 1 38
Leptospira inte 1 418
Leptospira inte 1 48
Leptospira inte 1 48
Leptospira borg 1 62
Leptospira borg 1 62
Leptospira bifl 1 51
Leptospira bifl 1 51
Spirochaeta cal 1 38
Treponema pedis 1 27
Brachyspira pil 1 3
Brachyspira pil 1 34
Brachyspira pil 1 49
Brachyspira hyo 1 47
Brachyspira mur 1 47
Brachyspira int 1 47
Spirochaeta sma 1 40
Turneriella par 1 55
Treponema brenn 1 39
Spirochaeta afr 1 48
Treponema suceci 1 35
Treponema primi 1 52
Treponema azoto 1 52
Spirochaeta the 1 42
Treponema palli 1 49
Treponema palli 1 49
Treponema palli 1 49
Treponema palli 1 49
Treponema palli 1 49
Treponema palli 1 49
Treponema palli 1 49
Treponema paral 1 49
cons 1 I 5>
Escherichia col 94
Leptospira inte 104
Leptospira inte 104
Leptospira inte 104
Leptospira borg 117
Leptospira borg 117
Leptospira bifl 107
Leptospira bifl 107
Spirochaeta cal 94
Treponema pedis 83
Brachyspira pil 54
Brachyspira pil 85
Brachyspira pil 100
Brachyspira hyo ]
Brachyspira mur 98
Brachyspira int 98
Spirochaeta sma 96
Turneriella par 101
Treponema brenn 95
Spirochaeta afr 100
Treponema succi 87
Treponema primi 104
Treponema azoto 104
Spirochaeta the %94
Treponema palli 101
Treponema palli 101
Treponema palli 101
Treponema palli 101
Treponema palli 101
Treponema palli 101
Treponema:palli 101
Treponema paral 101

cons o EEEEE §N EEET - O 126

Escherichia col 95 150
Leptospira inte 105 157
Leptospira inte 105 157
Leptospira inte 105 157
Leptospira borg 118 169
Leptospira borg 118 169
Leptospira bifl 108 160
Leptospira bifl 108 160
Spirochaeta cal 95 147
Treponema pedis 84 136
Brachyspira pil 55 106
Brachyspira pil 86 137
Brachyspira pil 101 152
Brachyspira hyo 99 151




Brachyspira mur
Brachyspira int
Spirochaeta sma
Turneriella par
Treponema brenn
Spirochaeta afr
Treponema succi
Treponema primi
Treponema azoto
Spirochaeta the
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema paral

cons

Escherichia col
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira borg
Leptospira borg
Leptospira bifl
Leptospira bifl
Spirochaeta cal
Treponema pedis
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira hyo
Brachyspira mur
Brachyspira int
Spirochaeta sma
Turneriella par
Treponema brenn
Spirochaeta afr
Treponema succi
Treponema primi
Treponema azoto
Spirochaeta the
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli

Treﬁonema:ialli
Treponema palli
Treponema paral

cons

Escherichia col
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira borg
Leptospira borg
Leptospira bifl
Leptospira bifl
Spirochaeta cal
Treponema pedis
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira pil
Brachyspira hyo
Brachyspira mur
Brachyspira int
Spirochaeta sma
Turneriella par
Treponema_brenn
Spirochaeta afr
Treponema succi
Treponema primi
Treponema azoto
Spirochaeta the
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema palli
Treponema paral

cons
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99 151
99 151
97 150
102 154
96 149
101 153
88 142
105 157
105 157
95 153
102 154
102 154
102 154
102 154
102 154
102 154
102 154
102 154
127 189
151 200
158 207
158 207
158 207
170 217
170 217
161 208
161 208
148 197
137 184
107 151
138 182
153 197
152 196
152 196
152 196
151 199
155 203
150 198
154 198
143 198
158 202
158 206
154 215
155 204
155 204
155 204
155 204
155 204
205 262
205 262
205 262
253 315
259 275
265 281
265 281
265 281
279 295
279 295
266 282
266 282
255 271
242 258
210 231
241 262
256 277
255 276
255 276
255 276
260 276
262 279
259 275
257 294
257 ILKQLEY-EFPSEKI 312
261 298
265 302
274 309
263 301
263 301
263 301
263 301
263 301
263 301
263 301
263 301
s16 0 I 378
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Escherichia col 276 334
Leptospira inte 282 340
Leptospira inte 282 340
Leptospira inte 282 340
Leptospira borg 296 354
Leptospira borg 296 354
Leptospira bifl 283 340
Leptospira bifl 283 340
Spirochaeta cal 272 330
Treponema pedis 259 317
Brachyspira pil 232 2580
Brachyspira pil 263 321
Brachyspira pil 278 336
Brachyspira hyo 277 335
Brachyspira mur 277 335
Brachyspira int 277 335
Spirochaeta sma 277 285
Turneriella par 280 304
Treponema brenn 276 284
Spirochaeta afr 295 357
Treponema succi 313 375
Treponema primi 299 361
Treponema azoto 303 365
Spirochaeta the 310 372
Treponema palli 302 364
Treponema palli 302 364
Treponema palli 302 364
Treponema palli 302 364
Treponema palli 302 364
Treponema palli 302 364
Treponema palli 302 364
Treponema paral 302 364
cona 7 I N <1
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ANEXO 9 (neuC) -score: 73

Escherichia col 1 51
Spirochaeta cal 1 53
Leptospira inte 1 52
Leptospira inte 1 52
Leptospira inte 1 52
Leptospira borg 1 48
Leptospira borg 1 48
Treponema pedis 1 51
Brachyspira mur 1 47
sphaerochaeta p 1 61
Treponema brenn 1 55
Turneriella par 1 50
Spirochaeta sp. 1 54
cons 1 63
Escherichia col 114
Spirochaeta cal 116
Leptospira inte 115
Leptospira inte 115
Leptospira inte 115
Leptospira borg 105
Leptospira borg 105
Treponema pedis IEI—EFKISKKIEIILSSDTPVGIS 113
Brachyspira mur ---NDLELRKPDYFLNVADS--TL 104
Sphaerochaeta p 119
Treponema brenn 112
Turneriella par 108
Spirochacta sp. 111
cons 64 126
Escherichia col 115 173
Spirochaeta cal 117 175
Leptospira inte 116 174
Leptospira inte 116 174
Leptospira inte 116 174
Leptospira borg 106 166
Leptospira borg 106 166
Treponema pedis 114 172
Brachyspira mur 105 165
Sphaerochaeta p 120 182
Treponema brenn 113 173
Turneriella par 109 169
Spirochaeta sp. 112 172
127 [ H 169
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Escherichia col
Spirochaeta cal
Leptospira inte
Leptospira_inte
Leptospira_inte
Leptospira_borg
Leptospira_borg
Treponema_pedis
Brachyspira mur
Sphaerochaeta p
Treponema brenn
Turneriella_par
Spirochaeta sp.

cons

Escherichia col
Spirochaeta cal
Leptospira inte
Leptospira_inte
Leptospira_inte
Leptospira_borg
Leptospira borg
Treponema_pedis
Brachyspita mur
Sphaerochaeta p
Treponema_brenn
Turneriella_par
Spirochaeta sp.

cons

Escherichia col
Spirochaeta cal
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira borg
Leptospira borg
Treponema pedis
Brachyspira mur
sphaerochaeta p
Treponema brenn
Turneriella par
Spirochaeta sp.

cons

Escherichia col
Spirochaeta cal
Leptospira Inte
Leptospira inte
Leptospira inte
Leptospira borg
Leptospira borg
Treponema pedis
Brachyspira mur
Sphaerochasta p
Treponema brenn
Turneriella par
Spirochaeta sp.

cons

SODEKFI-SVV-0S
KE-DIK-NNR-IN
SSDFO-KNL-ST
SSDFO-KNL-ST
SSDFD-KNL-ST
VVDOYRD - GIRAYR
VVDOYRD - GIRHYR
NNGTFK-ETL -KL

-
PEAM- EKGV
V-DAG
VL- DKGTVUI

SYTD- - -YINRTV- -
SVD - LADIIKKRFYD
LGYTE- - -YINENI-

174 SLHL-PNKQELELKYGSL-LK

176 IDNTLKIKL- LDKNEIQNVISDKIKY'

175 IKKSNL-LKKEELESSLNTR

175

175 K

167 EVLKYYKVKIEKSDILEKLKLE-

167 Emnmnmsmmm

173

166

183

174 GCIDRISSSSILSELNLE-2

170 FYGERIT-SDYLKT IGVE-PQG

173 SHMEGIQKSDVLDRLNLE-KNF

190 NN R | . W
235

237 DM---FLIFTKANSDAGGRI INTLIEEF-VSRNPD-RSI

237 EI---GLIFTMPNADTDGRI IFELVKEF-TSSH-S-NA
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