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RESUMEN

Los genes msa-1 y msa-2c codifican para proteinas antigénicas de la
superficie del merozoito (VMSA) de Babesia bovis, y estan involucradas en la
invasion al eritrocito. Estudios realizados con MSA-1 han evidenciado variacién
alélica del antigeno en aislados de una misma regién endémica, asi como en
aislados de diferentes partes del mundo (Argentina, Australia), a diferencia de
MSA-2c la cual se encuentra ampliamente conservada. En este trabajo se hizo el
planteamiento hipotético que las proteinas MSA-1 y MSA-2c muestran epitopes
comunes a pesar de las diferencias encontradas en las secuencias nucleotidicas
de los diferentes aislados de B. bovis colectados en distintas regiones geogréficas
de México. Los resultados derivados de la secuencia de la estructura primaria
producto de la clonaciéon y secuenciacion de los genes msa-1 y msa-2c de
aislados de B. bovis analizadas revelé que el producto de los genes msa-1 en los
diferentes aislados estudiados es menos conservado entre aislados obtenidos de
la misma region geogréafica de México, identificAndose porcentajes de identidad de
secuencia nucleotidica en el rango de 51 a 99.7%. Sin embargo, los resultados
encaminados en la busqueda de epitopes en los aislados mexicanos, indican que
estas proteinas comparten epitopes comunes, ya que un anticuerpo monoclonal
anti-MSA-1 reconoce una proteina de 42 kDa en 5 de11 aislados. En el caso de la
proteina MSA-2c, se demostrd un alto grado de identidad en la secuencia
nucleotidica (90-100%) ya que es una molécula altamente conservada en los
aislados mexicanos, y anticuerpos policlonales dirigidos contra esta proteina
reconocen epitopes conservados en 7 de 11 aislados analizados. Ademas, dada
su elevada conservacion en los distintos aislados, cepas y clonas de B. bovis de
distinto origen geografico hasta ahora analizados, se ratifica que la molécula MSA-
2c representa un importante antigeno candidato a evaluarse en pruebas de

caracter inmunodiagnostico y/o inmunoprotector.



1. MARCO TEORICO CONCEPTUAL
1.1.1 LA BABESIOSIS BOVINA.

La Babesiosis bovina es una enfermedad severa causada por parésitos
intraeritrociticos del género Babesia, los cuales son transmitidos por garrapatas.
Las principales especies de parasitos responsables de la enfermedad son B. bovis y
B. bigemina en los trépicos y subtropicos, mientras que B. divergens afecta el
ganado en el noroeste de Europa.
Otras especies de Babesia infectan un amplio rango de animales domésticos y
silvestres, asimismo, la enfermedad est4 adquiriendo interés como una zoonosis
emergente en humanos, mayoritariamente con B. microti (Homer et al., 2000).
El principal impacto econémico resultado de la enfermedad recae sobre la industria
del ganado, ya que mas de 1.2 billones de cabezas de ganado vacuno estan
expuestas a la babesiosis, y se ha estimado que hasta 500 millones de estos
animales son infectados con Babesia cada afo, similar al nimero de humanos que
son infectados con malaria (McCosker, 1981).
Las pérdidas econémicas ocasionadas por la enfermedad van desde el decremento
en la produccién de carne, leche, gasto por el uso de farmacos, atencién médica,
abortos y hasta la muerte de los animales (Homer et al., 2000). Esto constituye una
limitante para la introduccién de razas altamente especializadas en las zonas
tropicales y subtropicales, provocando retraso en el desarrollo de la ganaderia en

nuestro pais.

1.1.2 CLINICA.

Las manifestaciones de la enfermedad son provocadas por los estadios reproductivos
asexuales del parasito en el eritrocito del hospedero y por la subsiguiente lisis de
estas células, por lo que se presentan una serie de eventos clinicos. Alrededor de los
7 dias después de que la garrapata inoculd los parasitos se presenta fiebre rectal de
41 a 41.5 °C, este aumento en la temperatura se presenta por varios dias antes de
que otros signos lleguen a ser evidentes. Posterior a la temperatura se puede
presentar inapetencia, depresion, incremento en la velocidad de respiracion, letargia,

anemia la cual puede apreciarse por la palidez de las mucosas, hemoglobinuria



causada por hemolisis intravascular relacionada con el nivel de parasitemia, esta se
distingue por la coloracién rojo obscura de la orina; se produce principalmente por
Babesia bigemina, lo cual es indicativo de la gravedad del padecimiento y que
generalmente va acompafada de una caida drastica del porcentaje del hematocrito
(De Vos y Potgieter, 1994; Wright et al., 1988).

Cuando la enfermedad es producida por B. bigemina o B. divergens los signos
clinicos ocurren en el orden de una enfermedad subclinica a aguda y la severidad de
la enfermedad esta determinada por el grado de parasitemia. En animales con
infecciones agudas, mas del 40% de eritrocitos pueden estar infectados, sin embargo
solo pocos animales mueren a causa de la enfermedad (Zintl et al., 2003).

B. bovis, por su parte, puede matar mas de la mitad de animales que son susceptibles
y estan infectados, ya que las infecciones con este parasito se caracterizan por
mostrar bajos niveles de parasitemia periférica (0.02 - 0.04%), debido esto a la
agregacion de eritrocitos infectados en los capilares de pulmones, riflones e higado,
también el parasito puede llegar hasta el cerebro induciendo falta de coordinacion,
convulsiones y en muchos casos la muerte (Wright, 1977; Wright et al., 1988).

Los signos clinicos antes mencionados se manifiestan mayoritariamente en animales
adultos, cuando son expuestos por primera vez al patégeno, a diferencia de bovinos
jovenes (menos de 9 meses de edad) los cuales poseen un resistencia innata a la
enfermedad, en donde se detectan decremento en el nivel de parasitemia el cual
persiste por largos periodos sin ningtin aparente efecto de la enfermedad (Trueman et
al., 1978; Smith et al., 2000).

A pesar de la severidad de la infeccion los individuos que sobreviven generalmente
desarrollan inmunidad contra la enfermedad pero no contra la infeccién per se y
pueden permanecer infectados (Krause et al., 1998; Allred et al., 1994).

1.2 Babesia bovis.

1.2.1 DEFINICION Y CARACTERISTICAS.

B. bovis, es un hemoparasito Apicomplexa de bovinos transmitido por garrapatas.
Este parasito pertenece al reino Protista, subreino Protozoa, Rama Apicomplexa,

clase Sporozoasida, subclase Piroplasmia, orden Eucocciiorida, suborden



Piroplasmorina, familia Babesidae (Levine et al 1971., 1985; Allsopp et al., 1994).
Miembros de este phylum causan algunas de las enfermedades mas importantes a
nivel mundial, ya que en esta rama se agrupan organismos patégenos del género
Plasmodium, Toxoplasma, Eimeria, Neospora, Cryptosporidium, Theileria y Babesia.
Estos protozoos se caracterizan por presentar formas anilladas o alargadas en forma
de pera (piriformes), y poseer estructuras que los capacitan para invadir otras células,
incluyendo un citoesqueleto que participa en la penetracién mecanica y un complejo
apical formado por roptrias y micronemas (sistemas de vesiculas donde se
almacenan enzimas liticas). El complejo apical es un caracter comin a todos los
Apicomplexa (Blackman and Bannister, 2001; Dubremetz et al., Preiser et al., 2000,
1998; Sam-Yellowe, 1996) ver figura1.

Inicialmente, las especies de Babesia fueron identificadas con base a los parametros
morfolégicos de las formas intraeritrociticas visibles (trofozoitos y merozoitos), las
cuales han sido observadas en sangre de animales infectados tefiida con colorante
de Giemsa. Este andlisis y la especificidad del hospedero permitieron la clasificacion
de mas de 100 especies, varias de las cuales infectan una amplia variedad de
vertebrados; sin embargo, estas descripciones pueden ser de especies similares o
idénticas, que estos métodos tradicionales no pueden discriminar una de otra
(Persing et al., 1995).

1.2.2 DISTRIBUCION DE Babesia.

Los principales vectores de transmisiéon de Babesia son las garrapatas del género
Boophilus recientemente reclasificadas como Rhipicephalus (Homer et al., 2000).
Este artropodo se encuentra ampliamente distribuido en varios paises tropicales y
subtropicales de Africa, Asia, América y Australia.

B. bovis y B.bigemina, ain cuando son identificadas ocasionalmente en el sur de
Europa, se pueden localizar también en Asia, Africa y América. Estas dos especies y
sus vectores fueron anteriormente endémicos én el sur de los Estados Unidos y ahora
solo se encuentran en regiones texanas fronterizas con México. B. divergens por su
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parte es un parasito importante en el Reino Unido y noroeste de Europa. B. major
también ha sido identificada en el Reino Unido y norte de Europa, y B. ovata es
encontrada en Japén (Ristic, 1981; Friedhoff, 1988).

Las principales especies de Babesia, hasta ahora encontradas en México, que
afectan al ganado vacuno son B. bovis y B. bigemina (Solorio et al., 1997), y las
especies de garrapatas hasta el momento documentadas que transmiten estos
parasitos son Boophilus microplus y B. annulatus. La primera tiene una distribucion
principalmente en clima tropical y subtropical mientras que la segunda es localizada
en regiones de clima templado. Debido a que ambas especies transmiten B. bovis y
B. bigemina, es comun encontrar brotes con infecciones mixtas en condiciones
naturales, esto se complica ademéas con la presencia de la rickettsia intracelular
Anaplasma marginale, agente causal de la anaplasmosis en los bovinos. (Fernandez
et al., 1995)

1.2.3 CICLO DE VIDA.

La transmision de Babesia es un proceso complejo en el cual el paréasito lleva a cabo,
dentro de sus hospederos, numerosas transformaciones y cambios de localizacidn
que le sirven como mecanismos de evasion de la respuesta inmune.

El ciclo de vida de Babesia alterna de manera natural entre dos hospederos; un
vertebrado (bovino) y un invertebrado (garrapata) en los que se suscitan al menos
tres estadios de reproduccién: 1) formacion de gametogonia y fusién de gametos
dentro del intestino de la garrapata; 2) esporogonia, con reproduccién asexual en
glandulas salivales; y 3) merogonia, reproduccion asexual en el hospedero vertebrado
(Kakoma y Melhorn, 1993).

Eventos en la garrapata

La infeccion de B. microplus con Babesia spp resulta compleja, mucho de lo que se
ha aprendido acerca del ciclo de vida de Babesia spp en la garrapata ha sido
obtenido de estudios con B. canis, B. equi'y B. microti 10 que ha permitido estudiar la

fase sexual del paréasito (Young y Morzaria, 1986; Telford et al., 1993).



Los organismos se detectan en el intestino del vector alrededor de 10 horas después
de que la garrapata comenzé a alimentarse de un animal infectado (Homer et al.,
2000). Los parasitos se diferencian en gametos los cuales desarrollan nuevos
organelos entre los que sobresalen los cuerpos radiados o strahlenkorper, que estan
situados en el extremo anterior del organismo. Esta estructura cominmente participa
en la fusion de gametos, el cigoto (oocineto) resultante es mdvil e invade diferentes
Ccélulas del vector tales como fibras musculares, hemocitos, células ovaricas y
ovocitos, conduciéndose a través de la hemolinfa donde se multiplican asexualmente
para producir esporoquinetos (Kakoma y Melhorn, 1993; Rudzinska et al, 1983).
Estos ciclos de divisién continuarén en la hembra repleta durante la pre-ovopocién y
ovoposicion, siendo de especial trascendencia epidemioldgica la replicacion del
parasito en los oocitos y, por extensién, en la siguiente generacién de garrapatas
derivada de las larvas que eclosionen de los huevos posterior a la infeccién de
ovocitos en la hembra. Los parasitos permanecen inactivos o latentes en los tejidos
de las larvas en desarrollo y cuando estas inician la alimentacién, tiene lugar un
proceso de esporogonia similar a la que acontece en los adultos. Los esporoquinetos
han de llegar del epitelio intestinal de las larvas a las glandulas salivales,
generalmente en las primeras 24 horas después de la fijjacion de la garrapata
infectada en el hospedero mamifero, para que los esporoquinetos sufran una
diferenciacion a las formas infectivas, es necesario un estimulo de alimentaciéon 6
temperatura de 237 °C es necesario. En esta etapa es cuando se reproducen
asexualmente, y dan lugar a la formacion de los esporozoitos o formas infectivas que
las garrapatas inocularan con su saliva, cuando se alimentan en un hospedero
vertebrado (Bock et al., 2004).

Eventos en el vertebrado

Una vez que la garrapata estd unida al hospedero vertebrado, ésta directamente
transmite esporozoitos los cuales deben contactar con el eritrocito, excepto en el caso
de Theileria y algunas especies de Babesia las cuales primero invaden los linfocitos.
Los esporozoitos directamente infectan a los eritrocitos a través de procesos de

invaginaciéon formando una vacuola parasitéfora, la membrana de la vacuola



gradualmente se desintegra y el pardsito en ese momento presenta una forma
definida caracteristica de los piroplasmas, a diferencia de las especies de
Plasmodium, las cuales invaden por un mecanismo similar pero retienen la membrana
del hospedero. En los eritrocitos del hospedero las formas infectantes se convierten
en trofozoitos los cuales se dividen por fisién binaria, y este tipo de reproduccion
asexual produce mas merozoitos, los cuales lisan a la célula e infectan de nuevo
otros eritrocitos. La rapida reproduccion destruye las células del hospedero y se
presenta hemoglobinuria en el hospedero; mas tarde cuando los merozoitos son
ingeridos por la garrapata, estos se desarrollan formando gametocitos y comienza de
nuevo el ciclo (Dalgliesh et al., 1978; Mahoney et al., 1979; Young et al., 1986).

Es importante sefalar que las larvas de garrapata transmiten Unicamente B. bovis,
mientras que las ninfas y las garrapatas adultas son las transmisoras de B. bigemina
(Potgieter y Els, 1977; RieK, 1964).

1.2.4 GENOMICA DE B. bovis

Los estudios con respecto al genoma de Babesia spp han sido limitados en el caso de
B. bovis. Jones et al, (1997), demostraron mediante electroforesis de campo
pulsante que parasitos de cepas australianas (Cepa vacunal T y Dixie) tiene un
genoma de 9.4 Mb y 4 cromosomas en su genoma haploide.

Recientemente, se ha empleado la generacion de ESTs (Expressed Sequence Tags,
por sus siglas en inglés), los cuales representan porciones expresadas de genes, esto
con la finalidad de tener conocimiento de los genes que se expresan en los estadios
intraeritrociticos. De Vries et al, (2006) han descrito mediante esta técnica
aproximadamente 2,600 genes de B. bovis. Estos genes fueron secuenciados a partir
de clonas obtenidas de una biblioteca de cDNA representando el estadio eritrocitico
de una linea clonal (C61411) de Israel cultivada in vitro. La mayoria de los genes
anotados se agruparon provisionalmente en 23 grupos funcionales. De los genes que
sobresalen, estan los representados en la maquinaria traduccional, los genes que
codifican para proteinas mitocondriales, los genes involucrados en la expresion de las
proteinas relacionadas con el metabolismo de las purinas y aquellos a los que se les
ha atribuido importancia inmunolégica como los antigenos de superficie del eritrocito



infectado, antigenos del organelo apical del merozoito y antigenos de la superficie del
merozoito.

De los genes caracterizados que codifican para proteinas con importancia
inmunolégica podemos destacar las siguientes:

Familia multigénica ves.

Se ha descrito que B. bovis altera la superficie de la membrana de los eritrocitos,
mediante la expresién y translocacién de polipéptidos derivados del parasito. Estas
proteinas han sido nombradas como antigenos variables de la superficie del eritrocito
(VESA 1, por sus siglas en inglés). El Jocus ves incluye los genes ves1a, y ves1p los
cuales se expresan coordinadamente, y dan lugar a un heterodimero en donde las 2
subunidades varian en paralelo. Las moléculas estan involucradas en la variacion
antigénica y se piensa que acttian como ligando para unirse a células endoteliales de
los capilares sanguineos y propiciar el secuestro de los eritrocitos infectados (Allred
etal., 1993; 1994).

Locus rap.

El locus rap-1 contiene 2 genes idénticos rap arreglados en tandem ( rap-1 ay rap-
1B), estos genes son altamente conservados entre diversos aislados(Suéarez et al.,
1991a; Suéarez et al., 1991b; Suarez et al., 1993; Suarez et al., 1994). Los productos
de estos genes estan presentes en las roptrias, y son liberados en una mezcla
compleja de proteinas las cuales estan involucradas directamente en la unién e

invasion al eritrocito.

Familia vmsa.

Las proteinas conocidas como antigenos de la superficie del merozoito (MSA, por sus
siglas en inglés) se encuentran uniformemente distribuidas en la superficie del
merozoito (Hines et al., 1989; Hines, 1992), y estan codificadas por los genes de la
familia de antigenos variables de superficie del merozoito (vmsa, por sus siglas en
inglés). La familia comprende los genes babr, msa-1 y msa-2 (msa-2a;, msa-2ao,
msa-2b y msa-2c), se caracterizan por presentar polimorfismo alélico, y miembros de
esta familia de genes codifican proteinas integrales de membrana con un peso



molecular entre 42 - 44 kDa, que estan definidas por una region amino terminal
hidrofébica, una regiéon central hidroﬂ'licé y una region carboxilo terminal conservada
con una secuencia sefal de glicosil fosfatidil inositol (GPI). Cada uno de los locus
(msa-1y msa-2) ya ha sido caracterizado:

Locus msa-1

Suarez et al. (2000), caracterizaron el locus del gen msa-1 a partir de la clona
mexicana Mo7 de B. bovis. Se demostrd que es un gen de una sola copia, sin
intrones y con un marco de lectura abierto de 901pb. El gen codifica para una
glicoproteina de membrana de 42 kDa (MSA-1) inmunodominante. Se ha evidenciado
que la inmunizacién con la proteina nativa 6 MSA-1 recombinante induce respuesta
de linfocitos T CD4" y anticuerpos IgG que inhiben la invasion del parasito al eritrocito
in vitro (Suarez et al, 2000). Analisis de las secuencias de esta proteina han
demostrado diversidad antigénica entre cepas de distintas areas geograficas, asi

como entre aislados de una misma region endémica.

Locus msa-2

La estructura del locus fue descrita por Florin-Christensen et al.,, (2002). Se
caracteriza porque contiene 4 genes relacionados arreglados en tandem, que al
parecer se generaron a través de la duplicacién seguida por delecion o insercidn y
recombinacion génica. Estos genes han sido citados de acuerdo a como fueron
descubiertos. Sin embargo, en el locus estan arreglados como msa-2¢, msa-2ay,
msa-2ay, y msa-2b en direccion 5’ a 3’. El gen msa- 2a; es idéntico a la secuencia del
gen antes descrita por Jasmer et al., (1992) quienes lo nombraron como msa-2. Los 4
genes estan separados por 3 regiones intergénicas idénticas de 700 pb, a diferencia
de la region 5’ del msa-2c, lo que sugiere que la regulacion transcripcional de msa-2c¢
puede ser diferente con respecto a los otros tres genes. Los miembros de este locus
son genes de una sola copia, sin intrones, codificando marcos de lectura abierto
(ORFs) de 797 pb, 955 pb, 848 pb y 905 pb en direccién 5’ a 3’ y con un tamaiio de
317, 293, 288 y 266 residuos de a.a, respectivamente.



Finalmente, como se ha venido mencionando estas proteinas antigénicas participan
activamente en el prdceso de invasion. Se ha observado que los merozoitos
extracelulares se unen a los eritrocitos a través de proteinas implicadas en este
proceso, como son las proteinas asociadas a roptrias (RAP-1), antigenos de
superficie del merozoito 1y 2 (MSA-1, MSA-2), antigeno de la membrana apical 1 (
AMA-1) y la proteina andnima relacionada con trombospondina (Bb TRAP) (Florin-
Christensen et al., 2002; Gaffar et al., 2004a; Gaffar et al., 2004b; Hines et al.,, 1992;
Kumar et al., 2004; Mosqueda et al, 2002; Suarez et al., 1991; Yokohama et al,
2002) ver figura 2.

2. ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO.

El estudio de los genes de la familia VMSA no es muy extenso, sin embargo los
trabajos realizados con el propésito de conocer como estas moléculas son
reconocidas por el sistema inmune del hospedero, han demostrado que las proteinas
MSA-1 y MSA-2 tienen epitopes inmunodominantes para linfocitos T CD4" y que
antisueros monoespecificos dirigidos contra estos antigenos son capaces de bloquear
la entrada del merozoito al eritrocito en ensayos in vitro (Hines et al., 1992; Mosqueda
etal., 2002).

En el caso de la proteina MSA-1 la cual es codificada por genes unicopia, es
sorprendente como varian sus secuencias extensamente entre cepas tanto de la
misma zona como de diversas areas geograficas. Esta diversificacion también se
observa en otros apicomplexa que tienen proteinas de superficie codificadas por un
solo gen, tal es el caso de P. falciparum, Theileria annulata 'y T. parva. Se ha
explicado que el polimorfismo alélico ocurre mediante el intercambio genético
suscitado entre los organismos en los vectores respectivos (Suarez et al., 2000).

Por consiguiente, se han llevado a cabo esfuerzos en la caracterizacion de alelos de
msa-1 en cepas que presentan diferencias antigénicas de B. bovis en distintas
regiones geograficas (Texas, Argentina y Australia) y los resultados han mostrado
diversidad antigénica en las secuencias presentes en cepas, tanto de la misma
region, asi como de diferentes paises.

Por ejemplo, Suéarez et al., (2000) demostraron identidad de hasta el 98% en dos
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5) Internalization
~ SBPs

4) Invasion

Figura 2. Representacion esquematica del proceso de invasion del eritrocito por B.

bovis. El paréasito se une al glébulo rojo (1), los ligandos del protozoario (VMSAS) interaccionan con
las moléculas de unién a heparina, después de la reorientacion (2), el parasito forma uniones
estrechas entre la superficie del eritrocito y la region apical del parasito (3), en este momento
comienza la invasion (4), la proteina RAP secretada de las roptrias (TRAP) y AMA-1 secretadas de los
micronemas estan involucradas en la interaccion con la superficie del eritrocito, finalmente el parasito
se intemaliza (9) y las proteinas de cuerpos esféricas SBPs saon secretadas al citoplasma del eritrocito
(Yokohama et al., 2006).
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cepas Argentinas, pero cuando se comparan las secuencias de los genes msa-1 de la
clona Mo7 Mexicana y las dos cepas Argentinas (R1A y S2P) el porcentaje de
identidad es de 52%, no asi para las cepas de México y Texas (100% de identidad).
Los aislados de Australia también son diferentes entre si con respecto a MSA-1, y son
menos parecidos a las secuencias de la clona Mexicana y Argentina.

La proteina MSA-1 muestra ciertas porciones extracelulares conservadas, Sin
embargo la diversificacion de las secuencias tiene como resultado una falta de
reactividad inmunoldgica cruzada (LeRoith et al., 2005). Por otra parte, la clona Mo7
Mexicana de B. bovis induce una respuesta de linfocitos T CD4* especifica frente a
MSA-1y que no tiene reactividad cruzada con MSA-1 de cepas de Australia e Israel,
lo que sugiere que la poblacién de alelos msa-1 codifica proteinas inmunolégicamente
unicas o que este gen no existe en otras cepas.

A diferencia de MSA-1, las proteinas presentes en el locus msa-2 estan altamente
conservadas entre aislados de distintas zonas geogréficas, y de acuerdo a estudios
basados en cepas de América, MSA-2¢ ha sido postulado ser menos divergente a
pesar de su posicion en el locus. La comparacion de las proteinas MSA-2 de la cepa
R1A Argentina con la clona Mo7 de México reveld un alto grado de conservacion
83.6%, 69.4%, 79.1% y 88.7% de identidad de aminoacidos para msa-2a;, msa-2a,,
msa-2b y msa-2c, respectivamente (Florin-Christensen et al., 2002). Los ensayos de
inmunoelectrotransferencia competitivos con estas proteinas han demostrado que al
menos msa-2as, msa-2b y msa-2¢ muestran epitopes Unicos de células B (Florin-
Christensen et al, 2002; Mosqueda et al, 2002). Mediante el uso de anticuerpos
especificos se demostré que cada una de las proteinas es co-expresada en la
superficie de merozoitos vivos, mientras que antisueros dirigidos contra estas
moléculas inhiben significativamente la invasién al eritrocito (Mosqueda et al., 2002).

En estudios relacionados con la respuesta inmunolégica, se ha observado que MSA-
2c desencadena una respuesta inmune T dependiente ya que linfocitos T CD4*
producen IFN-y, el cual estimula la produccién de anticuerpos clase IgG2 con fuerte
actividad opsonizante, activando macréfagos los cuales destruyen a los parasitos
(Wilkowsky et al., 2003).



Los avances en el entendimiento de los mecanismos de inmunidad de muchos
protozoarios y el desarrollo de herramientas moleculares para generar vacunas
recombinantes sugiere que ésta es la linea futura para el desarrollo de vacunas, son
embargo la carencia de comprension de los mecanismos inmunes tras una infeccién
primaria o secundaria y la evasion de la respuesta inmune es un obstaculo en el éxito
de estas vacunas.

En B. bovis se esta trabajando en la blsqueda de antigenos inmunogénicos para
incluirlos como candidatos vacunales y en particular se estan dirigiendo esfuerzos en
caracterizar los antigenos de superficie inmunodominantes de la familia VMSA.

En Mexico, no se conoce la variabilidad que guardan estos antigenos de superficie
del merozoito. Por ello, se pretende realizar el estudio de estas proteinas con la
finalidad de conocer la diversidad alélica de las secuencias, a partir de diferentes
aislados de B. bovis de la Republica Mexicana.



3. HIPOTESIS

Las proteinas MSA-1 y MSA-2c presentan epitopes comunes en los diferentes
aislados de Babesia bovis colectados en distintas regiones geograficas de México.

4. OBJETIVO GENERAL

Analizar los genes msa-1 y msa-2c de Babesia bovis en aislados mexicanos y
evaluar epitopes comunes en sus productos génicos.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Amplificar, clonar y secuenciar el gen msa-1 de merozoitos de B. bovis en
diferentes aislados obtenidos de diferentes regiones de la Republica Mexicana.

* Identificar regiones conservadas en los genes msa-1y msa-2c.

* Generar la proteina recombinante MSA-2c a partir de la cepa de referencia RAD
y obtener anticuerpos policlonales especificos.

* Analizar la presencia de epitopes comunes en las moléculas MSA-1 y MSA-2¢
de los aislados mexicanos.

* Localizar sub-celularmente las proteinas MSA-1 y MSA-2c en los diferentes
aislados mexicanos.
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5. MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS BIOLOGICAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO

El estudio se realiz6 con 13 poblaciones de B bovis, 11 aislados obtenidos de bovinos
infectados en campo de diferentes regiones de la republica mexicana en donde la
babesiosis es endémica y 2 cepas de referencia. El origen de las cepas y aislados
utilizados se muestran en la tabla 1, cada aislado recibi6 el nombre del estado en el
cual fue colectado (Figura 3). Todos los aislados fueron propagados en becerros
esplenectomizados realizando de uno a dos pases de sangre parasitada para
recuperar y levantar la parasitemia de cada aislado. El monitoreo de los animales
infectados se realizo mediante frotis y determinacion del hematocrito diariamente 7
dias post-inoculacion (Canté et al., 1996). En la tabla 1 se muestran los porcentajes
de eritrocitos parasitados (PEP) de cada aislado con los cuales se realizd este

estudio.

AMPLIFICACION, CLONACION Y SECUENCIACION DEL GEN MSA-1 DE AISLADOS MEXICANOS.

Oligonucledtidos para amplificar la regién codificante del gen msa-1 de B. bovis.

La secuencia de DNA de la clona mexicana Mo7 de B. bovis, con nimero de acceso
AF575911, 'y reportada en el banco de genes del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.html) se utiliz6 como molde para el
disefio de los oligonucleotidos, empleando el programa oligo analysis de la aplicacion
Vector NTI Advance™ 10 (Invitrogen, USA) ver tabla 2.

Extraccién de DNA

El DNA de cada una de las muestras se purificé por el método de lisis alcalina y
extraccion con fenol/cloroformo, segin Sambrook (1989). Este método tiene como
principio remover las proteinas de una muestra que contiene acidos nucleicos, la
desproteinizacion es mas eficiente cuando dos solventes organicos son utilizados en
vez de uno.
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Figura 3. Mapa de distribucién de la garrapata B. microplus y estados en donde

fueron colectados los aislados.
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Tabla 1. Aislados mexicanos de B. bovis utilizados en
eritrocitos parasitados (PEP) en los bovinos infectados.

el estudio y porcentaje de

AISLADO/CEPA UBICACION

Jalisco Mpo. Tapalpa 0.3%
Nayarit Mpo.Santiago Ixcuintla <0.1%
Tabasco Mpo. Emiliano Zapata 0.6%
Veracruz 1 Mpo. Medellin, Paso del Toro 0.5%
Veracruz 2 Mpo. Acayucan <0.1%
Tamaulipas 1 Mpo. Soto la Marina 0.8%
Tamaulipas 2 Mpo.Aldama 1%
Guerrero Mpo. Cuajinicuilapa 1.7%
Quintana Roo Mpo.Othén P.Blanco, Chetumal 1%
Chiapas 1 Mpo.Pichucalco <0.1%
Chiapas 2 Mpo. La Concordia 0.35%
*México DF 1.4%
**RAD Clona cultivada in vitro 4%

*Cepa México obtenida originalmente por Smith et al., 1978; **Clona RAD descrita por Rodriguez

et al., 1993 y caracterizada por Canté et al., 1996.
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Los glébulos rojos infectados (1.5 ml de paquete celular) se trataron con 10 ml de
buffer de lisis, pH 8.0 (EDTA 100 mM, Tris 10 mM, SDS 6.5%) y 5 ul de proteinasa K
(100 upg/ml). La suspension se homogeneizd perfectamente y se incubd por
aproximadamente por 12 h a 45 °C. Se afiadi6 un volumen igual de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1 v/v) (Invitrogen, USA) y se mezclé por
inversion durante 10 min. Se obtuvo la fase acuosa por centrifugacién a 10,000 x g
por 10 min a15 °C, la cual se colocéd en un tubo estéril y se aiadié un volumen igual
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. Este proceso de extraccién se repitié hasta
que se elimin6 la mayor cantidad de proteinas presentes en la muestra. El DNA
presente en la fase acuosa fue precipitado con 2 volimenes de etanol absoluto e
incubado a -20 °C durante toda la noche. EI DNA precipitado se recuperd por
centrifugacion a 10,000 x g por 1 h a 4 °C, realizando un lavado extra con 500 pl de
etanol al 70% para remover el exceso de sales y se centrifugé a 10,000 x g por 10
min a4 °C. El etanol se removié con cuidado dejando secar la pastilla a temperatura
ambiente (t.a). EIl DNA se resuspendié en 200 pl de agua libre de nucleasas y se

almacen6 a -20 °C para su uso posterior.

Amplificacién del gen msa-1 por PCR de los diferentes aislados

El DNA purificado por el método fenol/cloroformo se utilizé6 para llevar a cabo la
amplificacién in vitro del gen msa-1 de los 11 aislados y 2 cepas de referencia en
estudio. La reaccion de PCR se realizd en un volumen de 25 ul de mezcla reactiva la
cual contenia 10 mM Tris-HCI, 1.5 mM MgCl,, 1.5 U de Taq polimerasa, 0.2 mM de
cada uno de los 4 desoxinucleétidos, 100-200 ng de DNA gendémico y 200 nM de los
oligonucleotidos MSA-1F y MSA-1R. La amplificacién se efectud bajo los siguientes
parametros: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 30 seg, posteriormente
desnaturalizacion de 95 °C por 30 segundos, alineamiento de oligonucleétidos a 57
°C por 1 min, extensién de 72 °C por 1 min durante 35 ciclos, y un paso final de 10
mina 72 °C.

Una vez terminado el proceso de amplificacién, se tomaron 15 pl del producto de

PCR los cuales se separaron en un gel de agarosa al 1% con 5 ug de bromuro de
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etidio y se corri6 en un campo eléctrico de 80 V en presencia de buffer TAE
(Sambrook, 1989).

Tabla 2. Oligonucledtidos empleados para amplificar msa-1y msa-2c.

Oligonucleoétido Secuencia

MSA- 1F 5-CAAAATGGCTACGTTTGCTCTTTT-3

MSA-1R 5-TTTAAAATGCAGAGAGAACGAAGTAGC-3
MSA-2cF 5-ATGGTGTCTTTTAACATAATA-3’

MSA-2cR 5-AAATGCAGAGAGAACGAAGTAGCAGAGAGT-¥

Clonacion del gen msa-1

Previo a la clonacion, el fragmento de DNA conteniendo el gen msa-1 se purificd del
gel siguiendo las instrucciones proporcionadas por los fabricantes del kit de
purificacién “Wizard SV gel and PCR clean-up system” (Promega, USA). Tras haber
purificado el amplicon de interés, éste se clond en el vector TOPO utilizando el kit de
clonacién TOPO TA (Invitrogen, USA) de la siguiente manera: en un tubo para PCR
se colocd 1 pl de sales (1.2 M NaCl), 1 ul del vector TOPO (10 ng/ul), 1-4 ul de
producto de PCR fresco y agua cbp 6 pl. La mezcla de reaccién se incubd por 1 h/ t.a.
Finalizado el tiempo de incubacién la reacciéon se colocé en hielo para proceder a
transformar las bacterias hospederas.

Transformacién bacteriana
El vector recombinante producto de la ligacion fue utilizado para transformar bacterias

quimicamente competentes cepa E. coli TOP10 (Invitrogen, .USA). Un vial
conteniendo 50 ul de células competentes se coloco en hielo y se adicionaron 2 ul de
la reaccién de ligacion, las bacterias se incubaron durante 5 min en hielo y después
fueron sometidas a choque térmico por 30 seg a 42 °C. Las bacterias inmediatamente
se colocaron en hielo y se agregaron 250 ul de medio S.O.C. las bacterias se
incubaron por 1 h a 37 °C en agitaciéon a 190 rpm vy finalizado el tiempo las bacterias
fueron sembradas en al menos 3 placas de Petri con medio LB agar-kanamicina (50
mg/ml) conteniendo X-gal (40 mg/ml). Las placas se dejaron a 37 °C toda la noche,

se seleccionaron 8 colonias blancas (clonas recombinantes que no degradan el
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sustrato X-gal) y se sembraron tanto en medio LB sélido como en LB liquido, para
seguir manteniendo la clona y proceder a la purificacion del plasmido recombinante.

Purificacién de DNA plasmidico.

Las colonias seleccionadas se colocaron en 5 ml de medio LB liquido conteniendo 50
mg/ml de kanamicina, los tubos se mantuvieron a 37 °C en agitaciéon a 190 rpm toda
la noche. Al dia siguiente el cultivo bacteriano se centrifugdé a 10,000 x g a 4°C por
10 min y se realiz6 la purificacion de DNA plasmidico con el kit “Wizard Plus SV
Minipreps DNA purification system” (Promega) de la siguiente manera:

Se retir6 el sobrenadante y el botdén se resuspendié en 250 pl de solucion de
resuspension de células (50 mM Tris-HCI, pH 7.5; 10 mM EDTA; 100 mg/ml RNasa
A), se adicionaron 250 pl de solucién de lisis (200 mM NaOH; 1% SDS), se mezclé y
dejo reposando por 5 min a t.a. Una vez finalizado el tiempo de lisis se colocaron 250
ug de proteasa alcalina y la muestra se mezcld invirtiendo el tubo 4 veces, se
agregaron 350 pl de solucion neutralizante (4.09 M hidrocloruro de guanidino; 0.759
M acetato de potasio; 2.12 M &cido acético glacial) e inmediatamente se invirti6 el
tubo 4 veces, el lisado bacteriano se centrifugé a 10,000 x g por 10 min a t.a El
sobrenadante se decant6 en la columna de purificacion y se centrifugd a 10,000 rpm
por 1 min a ta. La columna se lavé con 750 pl de solucion de lavado (162.2 mM
acetato de potasio; 22.6 mM Tris-HCI, pH 7.5; 0.109 mM EDTA, pH 8.0) previamente
diluida con etanol al 95%, se volvi6 a centrifugar como en el paso anterior, se
descarto la solucion que pasé a través de la columna y se volvié a lavar con 250 pl de
solucién de lavado. La columna se transfiri6 a un tubo limpio y se eluyé el DNA
plasmidico adicionando 100 pl de agua libre de nucleasas, se incubé por 5 minata.,
se centrifugd a 10,000 x g por 2 min, y el DNA se almacené a -20 °C para su uso

posterior.

Ensayo de digestidn enzimatica.

El' DNA plasmidico recombinante obtenido de la transformacion bacteriana y
previamente purificado se sometid a digestion con la enzima Eco-Rl (Promega). Para
esto, en un tubo Ependorff se colocaron 2 nl de buffer 10X; 0.5 pl (5 U/ul) de enzima
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Eco-RI; y 200-300 ng de DNA plasmidico y agua libre de nucleasas cpb 20 pl. El tubo
de reaccion se incub6 por 1 hra 37 °Cy Ioé fragmentos de DNA se visualizaron en un
gel de agarosa al 1% con 5 ug de bromuro de etidio y se corrié en un campo eléctrico
de 80 V en presencia de buffer TAE (Sambrook, 1989).

Secuenciacion automatica.

El DNA plasmidico recombinante con el inserto msa-71 fue utilizado para obtener la
secuencia de dicho gen tanto en los 11 aislados contemplados, como en las 2 cepas
de referencia. Para ello, se utiliz6 el DNA plasmidico de 2 clonas que salieron
positivas por ensayo de restriccion con Eco-R1 y la secuenciacion se realizd con los
oligonucleotidos M13F 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’ y M13R 5-
CAGGAAACAGCTAATGAC-3' proporcionados por el distribuidor del kit de clonacién
(Invitrogen, USA). Para cada uno de los aislados fue empleando el método de
secuenciacion automatica Cycle sequencing, realizdndose esto en el Instituto de
Biotecnologia (UNAM). Esta metodologia esta basada en un sistema de electroforesis
capilar que proporciona una alternativa al sistema basado en geles de
acrilamida/bisacrilamida donde este soporte ha sido éustituido por un polimero que se
inyecta de forma automatica en un capilar antes de cargar la muestra de
secuenciacion. Las muestras se van analizando una a una al mismo tiempo que se va
detectando la fluorescencia.

La identidad del clon recombinante se comprobd por secuenciacion automatica, La
secuencia correspondiente de cada aislado primeramente se comparé con la
secuencia de msa-1 de la clona mexicana Mo7, y posteriormente se utiliz6 el
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para buscar coincidencias de
longitud fija con las secuencias existentes en la base de datos del GenBank.

ANALISIS in silico PARA PREDECIR EPITOPES LINEALES DE CELULAS B.
La prediccion de epitopes lineales de células B fue obtenida tomando en cuenta las
propiedades fisico—quimicas de las moléculas analizadas (hidrofilicidad, flexibilidad,

accesibilidad, polaridad, asi como regiones expuestas en la superficie).



Para ello nos auxiliamos del servidor ABCpred, el cual nos permite predecir epitopes
de células B con una exactitud de 65.93% en una secuencia de una-proteina
antigénica, el principio esta basado en Saha et al., (2006), los cuales desarrollaron el
primer servidor basado en el uso de una red de trabajo neuronal artificial usando
colecciones de modelos matematicos que emulan algunas de las propiedades
observadas del sistema nervioso biolégico. De esta manera el sistema utilizado entra
en una forma de aprendizaje, para ello se apoyan en una base de datos de
aproximadamente 700 epitopes de células B, la cual ha sido obtenida de un banco de
datos de epitopes de células B no redundante del servidor Bciprep.

Mediante el uso de esta herramienta, se realiz6 la prediccion de epitopes a células B
a partir de las secuencias aminoacidicas de MSA-1 y MSA-2c de los diferentes
aislados. Para ello se tomaron en cuenta los siguientes criterios:

La longitud del epitope predicho (20 aa), valor de umbral mayor de 0.5, y se
consideraron todas aquellas moléculas que al ser comparadas mostraron un
porcentaje de identidad mayor o igual a 99.8 %.

Tras considerar estas caracteristicas, cada una de las moléculas fue analizada y los
resultados fueron obtenidos de forma tabular.

OBTENCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE MSA-2C Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS
POLICLONALES.

La proteina recombinante MSA-2c se obtuvo como proteina de fusion con
thioredoxina mediante el uso de un sistema de expresién en procarionte, utilizando el
kit pBAD/Thio/TOPO (Invitrogen, USA).

Amplificacion del gen msa-2c.

La region codificante del gen msa-2c¢, se amplificé por PCR a partir de DNA gendmico
de B. bovis de la clona Rad disponible en el laboratorio de Babesia del CENID-
Parasitologia Veterinaria, para ello, se utiliz6 DNA purificado mediante el método de
fenol/cloroformo, y los oligonucleétidos MSA-2cF y MSA-2cR (Ver tabla 2), los
componentes de la reaccion de PCR fueron los mismos que se utilizaron en la
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amplificacion del gen msa-1, como ya se describid anteriormente, salvo los
parametros de amplificacion que fueroh los siguientes: desnatiralizacion inicial a 95
°C por 30 segundos, posteriormente desnaturalizaciéon a 95 °C por 30 segundos;
alineamiento a 60 °C por 1 min; Extensiéon a 72°C por 1 min durante 35 ciclos,
finalizando con un paso de 72 °C por 10 min. El amplicén se visualizdé en un gel de
agarosa al 1% con 5 ng de bromuro de etidio y se corrié en un campo eléctrico de 80
V en presencia de buffer TAE (Sambrook, 1989).

Clonacion del gen msa-2¢ y transformacion bacteriana.

El producto de PCR (msa-2c) se purificé del gel, éste se clond en el vector de
expresion pBAD/thio-TOPO y se transformaron bacterias como ya se ha descrito
previamente con msa-1. Posteriormente, las bacterias se sembraron en al menos 3
placas con medio LB Agar conteniendo Ampicilina (50 mg/ml) y se dejaron incubando
a 37 °C durante toda la noche.

Monitoreo colonias conteniendo el inserto msa-2c.

Se seleccionaron aleatoriamente 16 colonias, las cuales nuevamente se sembraron
en medio LB s6lido y se dejaron incubando a 37°C toda la noche. Con el propésito de
identificar el inserto, a estas clonas se les realizé PCR in situ en un volumen de 25 pl
conteniendo 10 mM Tris-HCI; 1.5 mM MgCl,; 1.5 U de Tag Polimerasa; 0.2 mM de
cada uno de los 4 desoxinucleétidos; 200 nM de los oligonucleotidos MSA-2cF/MSA-
2cR a los cuales se inoculé una azada de colonia de bacterias por tubo de reaccion.
El programa utilizado para la PCR fue el siguiente: desnaturalizacién inicial a 95°C
por 30 segundos, posteriormente desnaturalizaciéon a 95 °C por 30 segundos;
alineamiento a 60 °C por 1 min; extensién a 72 °C por 1 min durante 35 ciclos,
finalizando con un paso de 72 °C por 10 min. El producto de PCR se visualizd en un
gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio.

Identificacion de colonias en orientacidén 5’ -3’

Las colonias conteniendo el inserto msa-2c fueron posteriormente analizadas por
PCR como ya se describié arriba, pero utilizando adicionalmente 2 oligonucleétidos
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proporcionados por el proveedor del Kit de expresion, los cuales, ademas de ser
utilizados para secuenciar el inserto clonado, en este estud{o se emplearon para
discriminar, por tamano, aquellas clonas en orientacién correcta. Para ello, la reaccion
de PCR contenia un oligonucleétido del vector y el otro del gen msa-2c, (Thio-F /
MSA-2cR & Thio-R/ MSA-2cF). EI protocolo de ciclado fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 30 segundos, posteriormente desnaturalizacion a
95 °C por 30 segundos; alineamiento a 55 °C por 1 min; extensién a 72 °C por 1 min
durante 25 ciclos, finalizando con un paso de 72 °C por 10 min. El producto de PCR
se visualiz6 en un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio.

Las colonias identificadas con el inserto fueron confirmadas por secuenciacion
automatica para corroborar la orientacion y mantenimiento del marco de lectura en
fase con la proteina de fusion. Cada secuencia fue comparada con la secuencia del
gen msa-2c de la clona RAD obtenida de una base de datos perteneciente al
laboratorio de Babesia, y también se realiz6 un alineamiento con la secuencia del gen
msa-2c de la clona mexicana Mo7 obtenida en el GenBank NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).

Expresién de la proteina recombinante MSA-2c.

Una clona conteniendo el inserto msa-2c¢ en orientacién correcta y sin corrimiento de
marco de lectura fue seleccionada y sembrada en 2 ml de medio liquido LB-
ampicilina incubando a 37 °C por una noche. Se inocularon 100 pl del precultivo en
10 ml de medio LB-ampicilina fresco y se mantuvo el crecimiento de las bacterias a
37 °C en agitacién y a un valor medio de lectura de 0.5 - 0.8 OD a 600 nm.
Enseguida, se realizé la induccién del cultivo con arabinosa al 0.1, 0.05 y 0.025% por
3 h a 37 °C, las pastillas bacterianas fueron colectadas por centrifugacion a 4 °C por
10 min a 4,000 rpm y se almacenaron a -20 °C para su uso posterior, 0 en otros
casos se resuspendieron en 3 mil de buffer de lisis (50 mM fosfato de sodio, pH 7.8,
400 mM NaCl; 100 mM KCI; 10% glicerol; 0.5% triton X-100) que contenia lisozima a
1 mg/ml. Los tubos se incubaron a 4 °C por 30 min, posteriormente se adiciond 5 U
de DNAsa y 25 ul de RNAsa (1 mg/ml) y se incubé nuevamente a 4 °C por 15 min.

Enseguida, las bacterias se sonicaron por 5 veces con pulsos de 20 seg, se

24



centrifugaron a 10,000 x g por 15 min a 4 °C, se recupero las pastillas y
sobrenadantes, y se mezclaron con 500 pl y 100 pl (v/v) de buffer de muestra 2x
para SDS-PAGE, respectivamente. Las muestras se sometieron a ebullicién por 5
min, se centrifugaron brevemente y 25 ul de la muestra de pastilla y 35 pl de la
muestra del sobrenadante se corrieron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al
10% a 100 V. (Laemmli, 1970)

Purificaciéon de la proteina recombinante MSA-2c.

La proteina recombinante se purific6 mediante 2 métodos:

a) Purificacion por afinidad mediante el uso de una resina cargada con niquel
ProBond (Invitrogen). Para ello, se siguieron las instrucciones de los fabricantes para
purificar a la proteina en condiciones nativas mediante el sistema de purificacion Ni-
NTA (Invitrogen), Las proteinas unidas a la resina son eluidas por competencia con
imidazoi, en este caso se probaron 4 concentraciones de imidazol (150 mM, 200 mM,
250 mM y 300 mM) para despegar a la proteina unida a la resina.

Las fracciones colectadas se corrieron bajo el sistema SDS-PAGE a 100 V y los geles
se tiferon con azul de Coomassie como ya se describié anteriormente.

b) Alternativamente, la purificacién de MSA-2c se realizé por electro-elusién a partir
de los geles de SDS-PAGE. La pastilla bacteriana previamente inducida con
arabinosa se resuspendié en 5 ml de buffer de lisis conteniendo 1mg/ml de lisozima.
Se incub6 por 30 min a 4 °C y se sonic 5 veces por 20 seg en frio, se le adicioné 5 U
de DNasa y 25 pl de RNasa (1mg/ml) por 15 min a 4 °C, y se centrifugd a 10, 000 x g
a 4 °C. La pastilla fue finalmente resuspendida en 500 pl de buffer de muestra 2x, se
cargd en geles desnaturalizantes de poliacrilamada al 8% y se corri a 100 V. El gel
se desmonto y sumergio en una solucién de imidazol (0.2 M imidazol; 0.047% SDS)
por 8 min en agitacién constante, y se colocaron 20 ml de solucién reveladora de
sulfato de zinc (0.25 M). Se permitié observar la aparicién de bandas transltcidas, la
reacciébn se detuvo con agua bidestilada, se cortaron las bandas translicidas
correspondientes al tamafo esperado y se colocaron en una solucién de acido citrico
al 10% por 10 min. Los fragmentos de gel se colocaron en bolsas de dialisis
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conteniendo PBS frié y se realiz6 la electro-elusion a 80 V por 45 min, posterior a lo
cual se recuperé el sobrenadante y el volumen obtenido se concentré en filtros
AMICON a 10,000 x g por 30 min a 4 °C. (Ortiz, et al 1992).

La proteina purificada se cuantific6 mediante el método de Bradford (1976), y
alternativamente, se volvié a correr una fraccién de la proteina purificada en
SDS/PAGE para verificar la integridad de ésta.

Produccién de anticuerpos policlonales anti MSA-2C.

Los anticuerpos policlonales contra MSA-2c se obtuvieron de tres ratones que fueron
inmunizados 2 veces por via intraperitoneal semanalmente, y 1 por via intravenosa
(iv) con 10 pg de proteina recombinante MSA-2c¢, la primer inmunizacion se realizé
con proteina MSA-2c emulsificada en adyuvante completo de Freund, seguida por 2
inmunizaciones con la misma cantidad de proteina con adyuvante incompleto de
Freund. Posterior a la segunda inmunizacion se midié el titulo de anticuerpos
desarrollado en cada ratén, mediante un ELISA indirecto. Este sistema de deteccion
se basa en la fijacion de un antigeno (en este caso MSA-2c recombinante purificada)
a la fase solida, el cual atrapa a los anticuerpos presentes en el suero que sera
evaluado. Subsecuentemente se utiliza un anticuerpo secundario especifico (anti IgG
de ratén) conjugado con una enzima (peroxidasa) agregandose posteriormente un
sustrato cromogénico (o-fenilendiamina) de la enzima marcadora. La existencia de
una reaccion de reconocimiento antigeno-anticuerpo se demuestra y se cuantifica
midiendo por espectrofotometria (OD. 492 nm) la cantidad de producto enzimatico
resultante.

Cabe mencionar que previo a la inoculacién, se obtuvo suero preinmune de los
ratones, el cual sirvi6 como control negativo para los ensayos de

inmunoelectrotransferencia e Inmunofluorescencia
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ANALISIS DE LA PRESENCIA DE EPITOPES COMUNES EN LAS MOLECULAS MSA-1 Y MSA-2C
DE LOS AISLADOS MEXICANOS MEDIANTE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Preparacion de antigeno para inmunoelectrotransferencia

Eritrocitos infectados o no infectados (congelados) fueron procesados para obtencion
de antigeno. Para esto, 5 ml de paquete de globulos rojos se mezclaron con 10 ml de
PBS frio y se centrifugd a 10,000 x g por 15 min a 4 °C, se retir6 el sobrenadante
cuidadosamente y se realizaron varios lavados con PBS hasta obtener las
membranas de los parésitos. El botén recuperado, el cual contiene las membranas de
los eritrocitos y de las formas parasitarias intraeritrociticas se utilizaron como
antigenos para los ensayos de inmunoelectrotransferencia.

Inmunoelectrotransferencia.

Se tomaron 500 pl del stock de membranas obtenidas como se describe arriba y se
trataron con 250 pl de solucién de lisis 4x (50 mM fosfato de sodio, pH 7.8; 400 mM
NaCl; 100 mM KCI; 10% glicerol; 0.5% Triton X-100), se adicion6 15 pl de un
“cocktail” de inhibidor de proteasas (Sigma), se incubaron por 15 min a 4°C, y se
sonicaron las muestras 3 veces a 20 pulsos/30 seg, las muestras fueron corridas en
geles de poliacrilamida al 12% bajo condiciones desnaturalizantes como se ha
descrito anteriormente. Las proteinas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa durante 3 h a 80 V en frio, enseguida la membrana se traté con 25 ml de
solucion de bloqueo (PBS pH 7.2/Tween-20, leche descremada 10%) y se incub6 por
1 h/ta con agitacion constante 6 toda la noche en frio. La membrana se lavo para
eliminar exceso de solucion bloqueadora y se incubé toda la noche con anticuerpos
monoclonales anti-MSA-1 a una dilucién 1:100 (generado por Figueroa et al., 1998),
anticuerpo  monoclonal dilucién 1. 500 generado por Dominguez et al., 2004 o
policlonal anti-MSA-2C dilucién 1:1000. Posteriormente se efectuaron 5 lavados por 5
min con PBS-Tween 20 y se colocé el anticuerpo secundario (Conejo anti-igG de
ratdn) conjugado con fosfatasa alcalina a una diluciéon 1:5000. Después de 1 hora de
incubacion se realizaron 5 lavados (PBS- Tween 20) y la membrana se incubd en la
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solucion que contenia el sustrato BCIP (5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-fosfato) y el
revelador Nitro Blue Tetrazolium (Coligan et al., 1991).

LOCALIZACION SUB-CELULAR DE LA PROTEINAS MSA-1 Y MSA-2C EN LOS AISLADOS
MEXICANOS MEDIANTE IFI.

Preparacioén de antigeno para inmunofluorescencia indirecta

Para esta prueba se realizaron de 20 a 50 frotis de sangre infectada con cada una de
las poblaciones de parasitos de estudio. Se utilizé 5 ml de muestra, ésta se centrifugd
a 10,000 x g por 15 min a 18 °C y se elimin6 el plasma. El paquete globular fue
lavado 2 veces con PBS por centrifugaciéon a 10,000 x g por 15 min a 18 °C, el
sobrenadante fue descartado y el paquete de glébulos se resuspendié en PBS en
una relacion 4:1 (v/v), y 7 ul de estos glébulos se utilizaron para realizar los frotis.
Posterior al secado al aire, cada laminilla se envolvié en papel higiénico y en papel
aluminio, se sellaron en fundas de nylon y se congelaron a -20 °C para su uso
posterior. Cabe mencionar que las laminillas presentan diferentes porcentajes de
parasitemia, de acuerdo al tipo de aislado utilizado (Ver tabla 1).

Inmunofluorescencia indirecta.

Las laminillas con antigeno se sacaron del congelador a -20 °C y se colocaron
inmediatamente en un matraz con cloruro de calcio anhidro. El matraz se conecté a
una bomba de vacio durante 30 min, enseguida las laminillas se fijaron en acetona al
100% por 15 min y se dejaron secar a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizaron pequefios circulos sobre el portaobjetos y se colocaron 7 pl de anticuerpo
primario, ya sea anti-MSA-1 o anti-MSA-2c policlonal (1:10). Se incubé por 30 min a
37 °C en una camara humeda, se lavo 2 veces con PBS y una ultima con agua
bidestilada Se colocd el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-IlgG de ratdn
(1:200) y se incub6 por 30 min a 37°C en una camara himeda. Se realizaron 3
lavados, 2 con PBS y el ultimo con agua bidestilada, se dejaron secar las laminillas y
se resguardaron en la oscuridad. Finalmente, las laminillas se observaron en un

microscopio de fluorescencia.
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Como control positivo se utilizd un anticuerpo monoclonal (anti-152 kDa, diluido
1:100) dirigido contra una proteina citoplasmatica de B. bovis (Sahun et al., 2000), y
como control negativo se utilizd6 PBS o suero pre-inmune de ratén.
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6. RESULTADOS

AMPLIFICACION, CLONACION Y SECUENCIACION DEL GEN MSA-1 DE MEROZOITOS DE B.
BOVIS EN DIFERENTES AISLADOS OBTENIDOS DE DIFERENTES REGIONES DE LA REPUBLICA
MEXICANA.

PCR del gen msa-1 de aislados mexicanos de B. bovis.

La amplificacion del gen msa-71 de las cepas de referencia (RAD y México) mostraron
un sdlo amplicon de aproximadamente 960 pb, el cual correspondié al tamafio del
marco de lectura abierto del gen msa-7, mientras que en el control negativo de la
reaccion, el cual no contuvo ninguna fuente de DNA, no se observo sefial de producto
sintetizado (Figura 4).

Por otro lado la sintesis del gen msa-1 por PCR de los 11 aislados de campo revel6
un producto de similar tamafo (960 pb). Es importante mencionar que sélo se
incluyen 2 fotografias representativas que demuestran la evidencia del producto
amplificado en donde se destaca la amplificacion del gen msa-71 de los aislados
Jalisco, Tamaulipas 1, Nayarit y Guerrero (Figura 5, paneles Ay B).

Clonacion y ensayo de digestion enzimatica.
Después de clonar el gen msa-1 se purificé el DNA plasmidico y se sometié a

digestion con la enzima Eco-Rl; ésta reconoce dos sitios de corte en el vector TOPO
flanqueando el inserto. Un clon positivo se identificé por la presencia de 2 fragmentos:
un inserto de 960 pb que indica el tamafo del gen msa-1 y un fragmento de 3.9 Kb
correspondiente al vector (Figura 6 paneles A y B). En el caso de las clonas
negativas, solo se visualizé una banda de aproximadamente 3.9 Kb que correspondid
al vector en su forma linearizada (Figura 6 panel A carril 2; panel B carril 1). Se
muestran 2 imagenes representativas de las 13 poblaciones de estudio donde se
manifiestan los cortes de restriccién de los aislados Quintana Roo y Chiapas 1.

(Figura 6, paneles Ay B).

Secuenciacioén del gen msa-1 de B. bovis

La identidad cada clon recombinante se comprobd por secuenciacion automatica, lo

que mostré que el gen msa-1 en las 13 poblaciones es de longitud variable con un
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Figura 4. Amplificacion por PCR del gen msa-1 de B. bovis de las
cepas RAD y Méxica. El gen msa-1 se amplificd con aliganucleatidas
especificos utilizando como templado DNAg (100 ng) de fases
asexuales del parasito. Posterior a 35 ciclos de amplificacion, 15 pl del
producto de PCR de una reaccion total de 25 pl se corrié en un minigel
de agarosa al 1% a 80 V / 1h, las bandas se visualizaron con luz UV.
El carril 1 muestra el marcador de tamario de DNA 1 Kb (M), carril 2 el
amplicon de la clona RAD, carril 3 amplicon de la cepa México y carril
4 control negativo de la reaccion de PCR.
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Figura 5. Amplificacién por PCR del gen msa-1 de B. bovis en aislados mexicanos. El gen msa-1
se amplificd con oligonucleotidos especificos utilizando como templado DNAg (100 ng) de fases
asexuales del parasito. Posterior a 35 ciclos de amplificacion 15 pl del producto de PCR de una
reaccion total de 25 pl se corri6 en un minigel de agarosa al 1% a 80 V/ 1 h, las bandas se
visualizaron con luz UV. El panel A muestra los productos de PCR de los aislado Jalisco y
Tamaulipas 1, el panel B muestra los productos de PCR de los aislados Nayarit y Guerrero. En

cada uno de los ensayos se utilizé el DNAg de RAD como control positivo y un control negativo de
la reaccion de PCR.
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Figura 6. Andlisis de restriccion con la enzima Eco-RI de los plasmidos pCR 2.1-TOPO conteniendo
insertos del gen msa-1. Tras seleccionar clonas transformadas con y sin el vector recombinante, se
purific el DNA plasmidico y 500 ng de este material genético se sometié a digestién con 2.5 U de la
enzima Eco-Rt a 37 °C por 1 h. El producto de digestién (20 pt) se corrié en un minigel de agarosa
al 1% a 80 V /1 h, las bandas se visualizaron con luz UV. El panel A muestra el anélisis de
restriccién del aislado Quintana Roo. En el carril 1 se observa el marcador de tamario de DNA 1Kb
(M); en el carril 2 se observa una clona transformada con el vector pCR 2.1-TOPO sin inserto; el
carril 3, 4 y 5 muestra el vectar pCR 2.1-TQPQ caontenienda insertas de msa-1. El panel B muestra
DNA plasmidico pCR 2.1-TOPO de 5 clonas: En el carril 2 se observa el vector pCR 2.1-TOPO
linearizado, el carril 2, 3, 4 y 5 muestra el vector pCR 2.1-TOPO con insertos de msa-1 del aislado
Chiapas, el carril 6 del panel muestra el marcador de tamario de DNA 1Kb (M).



rango de tamano de 961 a 998 pb: el gen msa-1 de los aislados Quintana Roo,
Tabasco, Nayarit, Jalisco, Tamaulipas-1, Chiape;s-2 y las 2 cepas de referencia Rad y
México presentan una longitud de 961 pb. Enseguida, se tienen los aislados
Guerrero, Tamaulipas-2, Veracruz-2 y Chiapas-1 con 994 pb y por ultimo el aislado,

Veracruz-1, con 988 pb (ver tabla 3).

IDENTIFICACION DE REGIONES CONSERVADAS EN LA PROTEINA MSA-1 MEDIANTE ANALISIS in
silico.

El alineamiento multiple de las secuencia de aminoacidos de la proteina madura de
MSA-1 de los aislados, revel6é que esta proteina es muy diversa ya que el porcentaje
de identidad fue del 47.7% (Figura 7). La proteina presenta 320 a.a en promedio y las
regiones que poseen mayor variabilidad se localizan en los extremos amino y
carboxilo terminal. En el carboxilo terminal se acumula el mayor numero de
variaciones como se observa en la figura 7.

También es posible localizar pequefias regiones de residuos idénticos de longitud
variable como los motivos P, DM, SF, KFNAIF, YGAV, NPMI, y YFKKHVY (Figura 7).
De acuerdo a los porcentajes de identidad se definieron 4 grupos: el grupo |,
comprendié 6 aislados, en el encontramos los aislados de Jalisco, Nayarit, Tabasco,
Chiapas-2, Tamaulipas-1, Quintana Roo, ademas las cepas de referencia RAD vy
México. El porcentaje de identidad es casi del 99.8% con respecto a la clona Mo7.

El grupo Il incluy6 los aislados Guerrero, Tamaulipas-2 y Veracruz-2. Estos aislados
se relacionan mas con algunos aislados australianos en donde la identidad de MSA-1
es de hasta 81% en comparacion con los propios aislados mexicanos (51%) o
argentinos (44-45%) ver tabla 4.

Los grupos Il y IV albergaron 1 sélo aislado, Chiapas-1 para el caso del grupo Ill y
Veracruz-1 para el grupo IV. Estos aislados fueron de los mas distantes, ya que no se
pudieron agrupar entre si, ni con el resto del grupo. Entre ellos se determin6é un 67%
de identidad y cuando se compararon con el resto del grupo su identidad varié desde
51% a 60% para el caso de Chiapas 1, y de 51% a 54% para el caso de Veracruz-1.
Este porcentaje de identidad fue relativamente mas bajo cuando se compararon
aislados argentinos (50-51%) y australianos (23-49%) ver tabla 4.
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Tabla 3. Longitud del gen msa-1 de B. bovis en diferentes
aislados mexicanos.

AISLADO/CEPA | TAMANO | AISLADO/CEPA | TAMANO DEL
DEL GEN £ EN ’

RAD 961 pb VERACRUZ 1 988 pb
MEXICO 961 pb VERACRUZ 2 994 pb
TABASCO 961 pb TAMAULIPAS 1 | 961 pb
QUINTANA ROO | 961 pb TAMAULIPAS 2 | 994 pb
NAYARIT 961 pb CHIAPAS 1 994 pb
JALISCO 961 pb CHIAPAS 2 961 pb
GUERRERO 994 pb
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Figura 7. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de la proteina MSA-1
en aislados mexicanos.
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Tabla 4. Porcentajes de identidad de la secuencia aminoacidica de la proteina
MSA-t en aistados mexicanos con respecto a otros aistados det mundo.

I

Jahsco, Nayart,

Tabasco, Chiapas 2,

Tamaulipas, Quintana Roo, 99.7 % 47% - 48%
Rad y México

48% - 22%

n

Guerrero, Tamaulipas 2,

Veracruz 2 51% 44% - 45% 81% - 44%
I Chiapas 1 57% 47%-48 % 51% - 25%
v Veracruz 1 54% 50% - 51% 49% - 23%




Identificacidn de epitopes de células B de la proteina MSA-1.

Despues de someter la secuencia antigénica de una molécula representativa de los 4
variantes alélicas a una exploracion de epitopes para células B, se consiguié
determinar lo siguiente: se pronosticaron en promedio 27 epitopes, de los cuales mas
del 50% se localizaron en la regién central de la proteina (80-240 aa), el 30-35% se
encontraron en la regién amino y sélo el 15- 20% se percibieron en el extremo
carboxilo, algunos de estos epitopes presentaron valores de umbral altos sugiriendo
mayor probabilidad de un epitope como fue el caso de los epitopes 3, 7, 8 y 2
presentes en los grupos I, I, Il y IV respectivamente ( Figura 7, Apéndice 1).

ANALISIS DE LA PRESENCIA DE EPITOPES COMUNES EN LAS MOLECULAS MSA-1 DE LOS
AISLADOS MEXICANOS MEDIANTE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

El siguiente paso fue comprobar si el anticuerpo monoclonal anti-MSA-1 era capaz de
reconocer a los diferentes antigenos en su forma desnaturalizada. Para ello, las
proteinas de membrana de eritrocitos infectados de las 13 poblaciones en estudio se
evaluaron por inmunoelectrotransferencia, los resultados mostraron reactividad
cruzada en los aislados Quintana Roo, Chiapas 2, Tamaulipas-1, Tamaulipas 2,
Guerrero, Veracruz -2, ademas de la clona Rad y Cepa México (Figura 8) y no hubo
reconocimiento en el control negativo.

LOCALIZACION SUB-CELULAR DE LA PROTEINA MSA-1 EN LOS AISLADOS MEXICANOS
MEDIANTE IFI.

Los resultados obtenidos demostraron que el anticuerpo monoclonal anti-MSA-1
reconoce el antigeno MSA-1 de B. bovis de la clona RAD, y la cepa México. Esto, se
observé como senal fluorescente en la periferia de los merozoitos y trofozoitos
respectivamente (Figura 9, paneles C y D), mientras que la marca fluorescente
observada con el anticuerpo monoclonal anti-152 kDa se observé en forma de
parches dentro del parasito (Figura 9, panel B). No se detecta sefial alguna cuando
los parasitos son solamente incubados con PBS (Figura 9, panel A).

No obstante se observd escasa reactividad con los antigenos de B. bovis de los

aislados Quintana Roo, Tamaulipas 1 y Guerrero (Figura 10). En el resto de los
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Figura 8. Deteccidn por inmunoelectrotransferencia del antigeno MSA-1 en varios
aislados mexicanos de B. bovis. Proteinas de membrana de parasitos
intraeritrociticos fueron tratadas con solucion de lisis y sometidas a electroforesis
en condiciones desnaturalizantes. Posterior a la transferencia, estas fueron
incubadas con anticuerpo monoclonal anti-MSA-1 y fueron reveladas por
colorimetria. El carril 1 muestra eritrocitos no infectados; Carril 2 muestra la clona
RAD:; Carril 3 la cepa México; Carril 4 el aislado Tamaulipas 1; Carril 5 el aislado
Tamaulipas 2; Carril 6 el aislado Quintana Roo; Carril 7 el aislado Guerrero; Carril
8 el aislado Chiapas 2.
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Figura 9. Reactividad del anticuerpo monoclonal anti-MSA-1 contra fases intraeritrociticas de B.
bovis de la clona RAD y cepa México. Frotis sanguineos conteniendo 4% y 1.4% de eritrocitos
infectados con fases asexuales de B bovis, respectivamente, se fijaron en acetona al 100%. Las
células se incubaron con anti-152 kDa, anti- MSA-1, o PBS. Posteriormente se incubo con el
anticuerpo secundario anti-lgG de ratén acoplado con Alexa Fluor 488. El panel A muestra las
células incubadas con PBS, el cual es utilizado como control negativo; El panel B muestra la

reactividad del anticuerpo de 152 kDa situada en el citoplasma de los parasitos; el panel Cy D
muestra la reactividad del anticuerpo MSA-1 observada en el contorno del parasito.
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Figura 10. Reactividad del anticuerpo monoclonal anti-MSA-1 contra fases intraeritrociticas de B. bovis en aislados de campo.
Frotis sanguineos conteniendo 1% y 1.7% de eritrocitos infectados respectivamente con fases asexuales de B bovis se fijaron
en acetona al 100%. Las células se incubaron con anti-152 kDa, anti- MSA-1, o PBS. Como segundo anticuerpo se utilizé anti-
IgG de raton acoplado con Alexa Fluor 488. El panel A muestra las células incubadas con PBS, el cual es utilizado como control
negativo; El panel B muestra la reactividad del anticuerpo de 152 kDa situada en el citoplasma de los parasitos; el panel C

muestra la reactividad del anticuerpo MSA-1 observada en parasitos del aislado Quintana Roo, el panel D muestra la
reactividad del anticuerpo MSA-1 observada en parasitos del aislado Guerrero.




aislados no se aprecio sefial fluorescente especifica, a diferencia de la reactividad
cruzada observada con el anticuerpo anti-152 kDa, los resultados se resumen en la
tabla 5.

IDENTIFICACION DE REGIONES CONSERVADAS EN LA PROTEINA MSA-2C MEDIANTE ANALISIS
in silico

El alineamiento multiple de las secuencias de MSA-2c demostré un antigeno muy
conservado sin cambios en el tamafo de su marco de lectura abierto y poca variacion
en su secuencia (Figura 11, bloques en amarillo y azul). La regidén mas variable se
encuentra hacia el extremo carboxilo en donde hay mayor nimero de residuos no
similares o débilmente similares. El porcentaje de identidad de las moléculas MSA-2c
en estos aislados fue de 87%. Cuando cada secuencia se comparé con la secuencia
proteica de MSA-2c de la clona Mo7 el porcentaje de identidad fue de 90-100%, al
igual con los aislados argentinos y en menor grado con los australianos (Tabla 6).

Prediccion de epitopes para células B de la proteina MSA-2¢c

Esta prediccién se realiz6 mediante analisis in silico y con el uso del servidor
ABCpred. Los resultados arrojaron en promedio 20 determinantes proteicos a lo largo
de los 265 residuos de a.a de la molécula MSA-2c (Figura 11), de los cuales 12
determinantes son comunes, mas del 60% de los epitopes predichos tienen la misma
secuencia (ver apéndice IlI). Sin embargo, también se observan epitopes con
identidades de aproximadamente 95%, estos representan aproximadamente el 30%,
la mayor parte de estos epitopes estan localizados en los 2 primeros tercios de la
proteina.

IDENTIFICACION DE REGIONES CONSERVADAS EN LA PROTEINA MSA-2C MEDIANTE ANALISIS
in silico

El alineamiento mudltiple de las secuencias de MSA-2c demostré un antigeno muy
conservado sin cambios en el tamafo de su marco de lectura abierto y poca variacion

en su secuencia (Figura 11, bloques en amarillo y azul). La region mas variable se
encuentra hacia el extremo carboxilo en donde hay mayor numero de residuos no

43



1 70

Mo7 (1) MVSENIITVAFCSILFTYTJASPQEKTVPTKQVNGSHLLFD DVMRSIDE ILEKNFEAVG

CHIAPAS 1 (1) MVSFNIITVAFCSILFTYTR?PQEKTVPTKQVNGS LLFD! YDVMRSIDESMLKBILEKNFEAVG
NAYARIT (1) MVSENIITVAFCSILFHYEMAS POEERVPTKQVNGSHLL FDDMKME YDVMRSIDE SMLKEI LEKNFEAVG
TAMAULIPAS 2 (1) wsmnwucsummsmmgwss LFD YDVMRSIDES! ILEKNFEAVG
QUINTANA ROO (1) MVSENIITVAFCSIL PQE| TKQVNGSHLLFD, VMRS IDESMLKEILEKNFEAVG
VERACRUZ 2 (1) MVSFNIITVAFCSILFHYREASPOEEEVPTKOVNGSHELLFDDMKHL YDVMRSIDE SMLKRILEKNFEAVG
CHIAPAS 2 (1) MVSENIITVAFCSILFTYT PQEKTVPTKQVNGSEFDWDVMREIDE ILEKNFEAVG
GUERRERO (1) MVSFNIITVAFCSILFTYTHASPQEKTVPTKQVNGS DVMRSIDE ILEKNFEAVG
JALISCO (1) MVSENIITVAFCSILETYT PQEKTVPTKQVNGSE:L DVMRSIDE ILEKNFEAVG
VERACRUZ 1 (1) MVSENIITVAFCSILETYTHASPQEKTVPTKQVNGS YDVMRS IDE TLEKNFEAVG
MEXICO (1) MVSENIITVAECSIL PQEEBVPTKQVNGSHLLFDDMKHL YDVMRE I DE SMLKBILEKNFEAVG

RAD (1) MVSFNIITVAFCSIL Pogl;p'rxovncs LFD LYDVMRS IDE LEKNFEAVG
TABASCO (1) MVSENIITVAFCSILFRY| PQ PTKQVNGSHLLFD LYDVMRS IDE ILEKNFEAVG

TAMAULIPAS (1) MVSENIITVAFCSILFHYBRASPQEEEVPTKQVNGSHLLFDDMKHML YDVMRE IDE SMLKBILEKNFEAVG

71 140
Mo7 (11) MEATSATKEHDALEAVKQLIKTDAPFNTSDFDTLDLEYLSGOENEELLKLLIEAIYGMEIIIEKTHSFVG

CHIAPAS 1  (71) MEATSATKEHDALEAVKQLIKTDAPFNTSDFDTLDLEYLSGOENEELLKLLIEAIYGMEIIIEKTRSFVG
NAYARIT  (71) m’rsmﬂ:gu VKQLIKTDAPFNTSDFDTLD YLsmELLKLLIEAIYGMEIII SFVG
TAMAULIPAS 2 (71) MEATSAT VKQLIKTDAPENTSDFDTLD! ELLKLLIEAIYGMEIIIEKTHSFVG
QUINTANA ROO (71) MEATSATKEHDALEAVKQLIKTDAPENTSDEDTLDLEYLSGOSNEELLKLLIEATIYGMEIIIEKTHSFVG

VERACRUZ 2 (71) MEATSAT VKQLIKTDAPFNT SDEDTLDLEYLSGOFNEELLKLLIEAIYGMEIIIEKTSFVG
CHIAPAS 2 (71) MEATSATKEHDALEAVKQLIKTDAPFNTSDFDTLD SGOENEELLKLLIEAIYGMEIIIEKTHSFVG
GUERRERO (71) MEATSATKAHDALRAVKQLIKTDAPFNTSDFDTLDLYLSGOENEELLKLLIEAI YGMEIIIEKTHSFVG
JALISCO (71) MEATSA ALEAVKQLIKTDAPFNT SDEDTLDLEYLS! ELLKLLIEAIYGMEIIIEKTHSFVG
VERACRUZ 1 (71) MEATSAT! ALEAVEQLIKTDAPFNTSDFDTLDLBYLSG ELLKLLIEAIYGMEIIIEKTHSFVG

MEXICO  (71) m'rsmmgm. VKQLIKTDAPFNT SDFDTLD, usmsmmrmnsumnam SEVG
RAD  (71) MEATSAT; VKQLIKTDAPENTSDFDTLDLEYLS ELLKLLIEAIYGMEIIIEKTHSFVG
TABASCO  (71) MEATSATKEHDALEAVKQLIKTDAPFNTSDFDTLDLEYLSGOENEELLKLLIEAIYGMEIL IEKTISFVG
TAMAULIPAS  (71) MEATSATKHDALEAVKQLIKTDAPFNTSDFDTLDLEYLSGOENEELLKLLIEAIYGMEIIIEKTHSFVG

141 210
Mo7  (141) YNKDKLSNLYKJMITNS ELRKFET.
CHIAPAS 1 (141) IYD. YNKDKLSNL ITNS| ELRKFET
NAYARIT (141) IYD YNKDKLSNL ITNS| ELRKFET KND
TAMAULIPAS 2 (141) HSHE YNKDKLSNLYKEBITNS
QUINTANA ROO (141) YNKDKLSNLYKEBITNS
VERACRUZ 2 (141) YNKDKLSNL ITN:
CHIAPAS 2 (141) !’.NIYD!'EYNKDKLSNLYK-ITlS.LlIAIEELTKFETRKVQKID
GUERRERO ~ (141) RKYYKANI YDDINEYNKDKLSNL YKl IsrLGIALEE LTKFETRKF&}:&:':I
JALISCO (141) YKANI YDDINEYNKDKLSNLYKVLITHS@DLEIABEEL TKFETRKT
VERACRUZ 1 (141) JYKANIYDDINEYNKDKLSNLYKVLIT s DL ELTKFET
MEXICO (141) YNKDKLSNL ELIKFET
RAD (141) YNKDKLSNL IT s LIKFET! Y
TABASCO  (141) . YNKDKLSNLY! Islﬂx&umrmgﬁgml;l
TAMAULIBAS (141) I YNKDKLSNL TS IASEEL IKFET! DY
211 265
Mo7 (211) NPSSTPETEISSPSHGENTAAQPP.PAE-KPTISSFTIGGLTVATLCYFV‘LSAF
CHIAPAS 1 (211) Npss'rpmsrspsncsmmo? p'r ssrr LTVATLCYFVLSAF
NAYARIT (211) NPSSTPEPEfSSPSHGENTAAQPPEPAE! LTVATLCYFVLSAF
TAMAULIPAS 2 (211) NPSSTPEPEMSSPSHGENTAAQPPEPAE s LTVATLCYFVLSAE
QUINTANA ROO (211) NPSSTPETEfSSPSHGENTAAQPP) ssrr LTVATLCYFVLSAF
VERACRUZ 2 (211) NPSSTPEPEJSSPSHGENTAAQPPKPAE! LTVATLCYFVLSAF

CHIAPAS 2 (211) NPSSTIEAE-SPSFENTAAQPP.PAE.KPTESSFTIGGLTVATLCYF\'I.SAF
GUERRERO (211) NPSSTHEPEEESPSEGENTAAQPPOP; 'r SFTHGGLTVATLCYFVLSAF
JALISCO (211) NPSSTEEPEEBSPSBGENTAAQPPRP; SFTEGGLTVATLCYFVLSAF
VERACRUZ 1 (211) NPSSTIEPE.SPS'GENTAAQPPIPAE.KPTISSFTIGGLTVATLCYF\'LSAF
MEXICO (211) NPSST| Aslgps ENTAAQPPIPAE 'rlssrr LTVATLCYFVLSAF
RAD (211) NPSST| ENTAAQPPKPAE TESSFTRGGLTVATLCYFVLSAF
TABASCO (211) NPSSTHEAEFESPS AAQPPRPAERBKPTESSFTGGLTVATLCYFVLSAF

TAMAULIPAS (211) NPSSTEEAEQRESPSEGENTAAQPPEPAEREKPTESSFTRGGLTVATLCYFVLSAF

bloque de residuos conservados. X bloque de residuos idénticos.
bloque de residuos similares. X bloque de residuos débilmente similares
X bloque de residuos no similares. - Gaps

__ Regiones predichas de determinantes antigénicos.

Figura 11. Alineamiento multiple de la secuencia de aminodacidos de la proteina MSA-2c en
aislados mexicanos.
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Tabla 6. Porcentajes de identidad de la secuencia de aminoacidos de la proteina
MSA-2c en aislados mexicanos con respecto a otros aislados del mundo.

Jalisco, Nayarit,

Veracruz 1, Veracruz 2, 90% - 100% 89% - 95% 53% - 88%
Tamaulipas 1, Tamaulipas 2 ,

Chiapas 1,Chiapas 2,

Guerrero, Tabasco

Quintana Roo

RAD y México
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similares o débilmente similares. El porcentaje de identidad de las moléculas MSA-2c
en estos aislados fue de 87%. Cuando cada secuencia se comparé con la secuencia
proteica de MSA-2c de la clona Mo7 el porcentaje de identidad fue de 90-100%, al
igual con los aislados argentinos y en menor grado con los australianos (Tabla 6).

Prediccién de epitopes para células B de la proteina MSA-2¢c
Esta prediccion se realiz6 mediante andlisis in silico y con el uso del servidor

ABCpred. Los resultados arrojaron en promedio 20 determinantes proteicos a lo largo
de los 265 residuos de a.a de la molécula MSA-2c (Figura 11), de los cuales 12
determinantes son comunes, mas del 60% de los epitopes predichos tienen la misma
secuencia (ver apéndice Il). Sin embargo, también se observan epitopes con
identidades de aproximadamente 95%, estos representan aproximadamente el 30%,
la mayor parte de estos epitopes estén localizados en los 2 primeros tercios de la

proteina.

GENERACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE MSA-2C Y OBTENCION DE ANTICUERPOS
POLICLONANES ESPECIFICOS.

Amplificacion por PCR del gen msa-2¢ de la clona RAD.

La regién codificante del gen msa-2c de B. bovis de la clona RAD se amplifico por
PCR, como resultado se obtuvo una sola banda de aproximadamente 797 pb
correspondiente al tamafio del gen msa-2c, mientras que en el control negativo de la
reaccion, no se observé sefial de producto sintetizado (Figura 12, carril 2).

Monitoreo de colonias conteniendo el inserto msa-2c.

Las colonias de bacterias transformadas con el vector recombinante pBAD/Thio-msa-
2¢ se seleccionaron mediante el monitoreo por PCR in situ, los resultados mostraron
que de 16 clonas elegidas 14 de ellas contenian el inserto msa-2c (Figura 13, panel A
y B). En los controles negativos de vector sin inserto no se observé producto de

amplificacién (Figura 13, carriles 3 y 4 en paneles Ay B).
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797 pb
msa-2¢

750 pb —

Figura 12. Amplificacién por PCR del marco de lectura abierto del gen msa-
2c de B bovis de la cepa RAD. El gen msa-2c se amplificd con
oligonucledtidos especificos utilizando como templado DNAg (100ng) de
fases eritrociticas del parasito. Posterior a 35 ciclos de amplificacién 15 pl
del producto de PCR de una reaccion total de 25 pl se corrié en un minigel
de agarosa al 1% a 80 V/ 1h y las bandas se visualizaron con luz UV. El
carril 1 muestra el marcador de tamario de DNA 1Kb (M); carril 2, el
amplicon de la clona RAD, el carril 3 control negativo de la reaccién de
PCR.
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C+ G C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7T C8 C9 C10 M

797pb
msa-2¢

C+ C- C11C12 C13 C14 C15 C16 C17 C16 C19 C20 M

797 pb
msa-2c¢
750 pb

Figura 13. Monitoreo por PCR de clonas transformadas que presentan el inserto msa-2c.

Se seleccionaran 20 calonias de bacterias transfarmadas can el vectar y/a vectar e inserta msa-
2c. Una fraccién de cada colonia se inoculd en tubos que contenian los componentes para
amplificar la secuencia codificante del gen msa-2c. Posterior a 35 ciclos de amplificacién 15 pl
del producto de PCR de una reaccion total de 25 ul se corrié en un minigel de agarosa al 1% a
80 V/ 1h y las bandas se visualizaron con luz UV. El panel A muestra el producto de PCR
obtenido de las clonas 1 a 10. El panel B muestra el producto de PCR obtenido de las clonas 11
a 20. El carril 1 y 2 en paneles A y B muestran controles positivo y negativo de la reaccion,
respectivamente. El carril 13 representa el marcador de tamafio de DNA 1Kb (M).
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Identificacion de colonias en orientacion 5'- 3.

Catorce colonias con inserto msa-2c fueron procesadas por PCR in situ los resultados
mostraron que 4 de ellas nombradas como C11, C12, C14 y C15 quedaron en
orientacion correcta, esto se determind por el tamafo de los productos de PCR
obtenidos los cuales fueron de 982 pb cuando se utilizaron los oligonucleotidos
pBAD-Trx R/ msa-2c-F y de 858 pb cuando se emplearon los oligonucleotidos pBAD-
Trx-F/msa-2c-R (Figura 14). En las clonas que no presentan el inserto en orientacién
correcta no se detectd producto amplificado, (Figura 14, carril 4 y 5). Las 4 clonas con
orientacion correcta del inserto fueron secuenciadas y la secuencia corrobor la
orientacion y que no hubo corrimiento en el marco de lectura (datos no mostrados).

Expresion de la proteina recombinante MSA-2c¢.

Para la expresion del antigeno MSA-2c se cultivé la clona C12 y tras la induccién con
arabinosa al 0.1% durante 3 horas se observé una banda de aproximadamente 46
kDa correspondiente a la proteina de fusién tiorrredoxina-MSA-2c¢, evento que no es
observado cuando las bacterias carecen de inductor (Figura 15, panel A carriles 4 y
5). También se visualizé la proteina de fusion tiorredoxina de16 kDa (Figura 15, linea
3), la cual se utilizé6 como control positivo de inducciéon. Ademas tambien se observé
que a concentraciones mas bajas de inductor (0.05, 0.025%) el rendimiento de la
proteina se ve disminuido (datos no mostrados).

Para determinar si el antigeno recombinante MSA-2c se acumula como cuerpo de
inclusiéon o permanece en fase soluble, se prepararon luego de la ruptura por
sonicacion, las fracciones solubles e insolubles de un cultivo de E. coli TOP
10/pBAD/Thio-MSA-2c y se realizd la electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes. En la figura 15 paneles E y F se observa que la
proteina recombinante se encuentra tanto en la pastilla como en el sobrenadante,
siendo la fraccion de la pastilla donde la proteina se concentra mayoritariamente.

Para confirmar la identidad del antigeno recombinante se realizd un ensayo de
inmunoelectrotransferencia, para ello se utilizé un anticuerpo monoclonal contra MSA-

2C recombinante de la cepa argentina R1A el cual ya habia sido utilizado por
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1000 pb — ¥ a2 pe

750pb — ——» 858pb

Figura 14. Amplificaciéon por PCR de las clonas recombinantes pCR 2.1 pBAD
ThioTOPO conteniendo el inserto msa-2c en orientacién 5- 3'. Cinco clonas se
inocularon en tubos conteniendo los componentes de la reaccion de PCR, para cada
clona se realizaron 2 reacciones de PCR en donde se combinaron los oligos del vector y
del inserto (Trx-F/msa-2cR 6 Trx-R/msa-2cF). Las clonas en las cuales se observd
amplificacion corresponden a las que presentan el inserto msa-2c orientado en 5-3'.
Posterior a 35 ciclos de amplificacion 15 pl del producto de PCR de una reaccién total de
25 pl se corrid en un minigel de agarosa al 1% a 80 V/ 1h y las bandas se visualizaron
con luz UV. El carril 1 muestra el marcador de tamario de DNA, 1 Kb (M), el carril 2
muestra el control positivo y representa el producto amplificado a partir de DNAg de B.
bovis; el carril 3 muestra el control negativo de la reaccién de PCR: En los carriles 4-13
se muestra la clona 3 (C3), clona 11 (C11), clona 12 (C12), clona 14 (C14) y clona 15
(C15), respectivamente.
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Figura 15. Distribucién de la proteina MSA-2c en fase soluble y cuerpos de inclusién en
E. coli. La pastilla bacteriana después de haber sido sonicado se corrié en geles SDS/
poliacrilamida al 12% y se tifio con azul de Coomassie. El Carril A muestra el marcador
de peso molecular; carriles B y C muestran el perfil de expresion de proteinas de E. coli
portadora de pBAD/Thio en condiciones de no induccién e induccién respectivamente,
carriles D, E ,F muestran el perfil de expresion de E. coli portadora de pBAD/Thio-msa-
2c en condiciones de no induccidn, induccién—-sobrenadante, induccion—pastilla,
respectivamente.




Dominguez et al, 2004. Como se muestra en la Figura 16, panel B, una banda
reactiva de aproximadarﬁente 46 kDa correspondiente a Thio-MSA-2c se presente
observo en los extractos totales de E. coli TOP 10 transformada con pBAD/Thio-MSA-
2c, producto el cual no se observa en las bacterias no inducidas (Figura 16, panel B,
carril 2).

Purificacién del antigeno recombinante MSA-2c.

El siguiente paso fue purificar el antigeno recombinante MSA-2c mediante columna
de afinidad. Tras utilizar 4 concentraciones diferentes de imidazol como eluyente se
observé que la proteina de interés se obtuvo de forma mas pura a concentraciones de
imidazol de 200 mM, y concentraciones mas elevadas ya no son necesarias para
desprender la proteina de la columna (Figura 17, Paneles A y B). Cuando una
pequena fraccion de esta proteina fue analizada por inmunoelectrotransferencias se
observé reactividad contra esta proteina cuando se utilizé un anticuerpo monoclonal
anti-MSA-2c (Figura 17, panel C).

Otro sistema utilizado para purificar la proteina MSA-2c fue por electroelusion,
_inicialmente se detecté la proteina de interés como una banda translicida cuando el
gel fue tratado mediante tincion reversa (Figura 18 panel A). Subsiguientemente la
proteina de interés se purificé del gel por electroelusion el resultado que se obtuvo fue
una proteina pura de aproximadamente 45 kDa la cual se visualiz6 en un gel SDS-
PAGE tefido con azul de Coomasie (Figura 18 panel B).

Produccién de anticuerpos policlonales anti-MSA-2c.

Se obtuvo una respuesta de anticuerpos significativa detectada por ELISA en los
sueros de los 3 ratones inmunizados con la proteina recombinante MSA-2c desde la
segunda semana de inoculacién del antigeno por via intraperitoneal (IP) y este titulo

aumento en la tercer semana post- inmunizacién. (Figura 19).
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Figura 16. Expresion heteréloga del antigeno MSA-2c en el vector inducible pBAD-Thio/TOPO.

La expresion de msa-2c se realizé por la induccién con arabinosa al 1% por 3 hr a 37°C. Posterior a la induccion las
bacterias se centrifugaron y la pastilla celular se tratd con buffer que contenia 2-beta-mercaptoetanol para correr cada
muestra en geles de poliacrilamida. La proteina se visualizo en geles SDS-poliacrilamida al 12% tefiidos con azul de
Coomassie o mediante ensayos de inmunoelectrotransferencia. El panel A muestra los extractos proteicos de E. coli
visualizados en SDS-PAGE al 12%, tefiido con azul de Coomassie. El carril 1 representa el marcador de pesos
moleculares; el carril 2 E. coli pBAD/Thio en condiciones de no induccién; el carril 3 E. coli pBAD/Thio en condiciones
de induccion; el carril 4 E. coli pBAD/Thio-msa-2c en condiciones de no induccién; el carril 5 E. coli pBAD/Thio-msa-2¢
en condiciones de induccion. El panel B muestra la reactividad de un anticuerpo monoclonal anti-MSA-2c: En el carril
1 se muestra el marcador de peso molecular; carriles 2 y 3 muestran la reaccién de anti-MSA-2c con extractos
proteicos totales en condiciones de no induccién e induccién, respectivamente.
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Figura 17. Purificacién del antigeno MSA-2c por columna de afinidad a iones Niquel.

El lisado bacteriano proveniente de bacterias que expresan el antigeno MSA-2c,se pasé por la columna de afinidad. La proteina
recombinante, tras varios lavados, se eluyé con 4 diferentes concentraciones de imidazol. Para cada concentracién se colectaron 3
fracciones y cada fraccion se visualizd en geles SDS-poliacrilamida al 12% teriidos con azul de Coomassie. El panel A muestra la
proteina MSA-2c eluida a 150mM y 200mM; El panel B muestra la proteina MSA-2c eluida a 250 mM y 300 mM; El panel C muestra la
reactividad con anticuerpos monocloales de la proteina recombinante MSA-2c purificada.
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Figura 18. Purificacion del antigeno MSA-2c por electro-elusion. La pastilla proveniente de bacterias que expresan el
antigeno MSA-2c se corrié en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, y las bandas se visualizaron
mediante tincién reversa con imidazol y sulfato de zinc. Las bandas correspondientes a la proteina de interés se
cortaron y se electro-eluyeron. La proteina purificada se visualizé en un gel de poliacrilamida tefiido con azul de
Coomassie. El panel A muestra un gel preparativo de la fraccidon de la pastilla visualizado mediante tincion reversa y el

panel B muestra la proteina recombinante purificada por este método.
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Figura 19. Titulo de anticuerpos policlonales anti-MSA-2¢ por ELISA indirecta.

Se muestran los valores de absorbancia a 492 nm de suero pre-inmune (Pl) y antisuero de la segunda
y tercera inmunizacion (via intraperitoneal e intravenosa respectivamente) monitoreados de 3 ratones

v|

inmunizados con la proteina recombinante MSA-2c. IP: via intraperitoneal, IV: via intravenosa.
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ANALISIS DE LA PRESENCIA DE EPITOPES COMUNES EN LAS MOLECULAS MSA-2C DE LOS
AISLADOS MEXICANOS MEDIANTE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Los ensayos de inmunoelectrotransferencia realizado con antigeno obtenido de los
11 aislados y expuesto al anticuerpo policlonal MSA-2c revelaron una clara
reactividad cruzada en 7 aislados dentro de los que se encuentran: Quintana Roo,
Chiapas 2, Tamaulipas 1, Tamaulipas 2, Guerrero, Veracruz 1y Veracruz 2 (Figura
20) a diferencia de los aislados Nayarit, Chiapas 1, Jalisco y Tabasco, en los que no
se logro detectar el reconocimiento antigénico con este procedimiento (Figura 20,
tabla 7). Cabe sefalar que en este caso también se tomaron como controles positivos

la cepa de referencia México y RAD.

LOCALIZACION SUB-CELULAR DE LA PROTEINA MSA-2C EN LOS AISLADOS MEXICANOS
MEDIANTE IFL.
Los resultados obtenidos demostraron que el anticuerpo policlonal anti-MSA-2c no

reconoce el antigeno MSA-2c de B. bovis de la clona RAD, ni del resto de los
aislados, esto se observé como ausencia de sefal fluorescente en la periferia de los
merozoitos y trofozoitos a pesar de las 4 concentraciones utilizadas de anti- MSA-2c
(1: 500, 1:100, 1:10 y anticuerpo concentrado) y 3 respectivas repeticiones, mientras
que la marca fluorescente observada con el anticuerpo monoclonal anti-152 kDa se
observé en forma de parches dentro del parasito. Los resultados se resumen en la
tabla 7.
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Figura 20. Deteccién por inmunoelectrotransferencia del antigeno MSA-2c¢ en varios aislados
mexicanos de B. bovis. Proteinas de membrana de parasitos intraeritrociticos fueron
tratadas con solucién de lisis y se sometieron a electroforesis en condiciones
desnaturalizantes. Posterior a la transferencia, estas fueron incubadas con anticuerpo
policlonal anti-MSA-2c y fueron reveladas por colorimetria. El carrit 1 muestra eritrocitos no
infectados, el carril 2 muestra la clona RAD, el carril 3 la cepa México, el carril 4 el aislado
Tamaulipas 1, el carril 5 el aislado Tamaulipas 2, el carril 6 el aislado Quintana Roo, el carril
7 el aislado Guerrero, el carril 8 el aislado Chiapas 2, el carril 9 Nayarit.
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Tabla 7. Reactividad cruzada observada en MSA-2¢c de diferentes aislados mediante
el uso de un anticuerpo policlonal.

AISLADO INMUNOBLOT IFl  AISLADO INMUNOBLOT

Jalisco Negativo Negativo Guerrero Positivo Negativo
Nayarit Negativo Negativo Quintana Roo | Positivo Negativo
Tabasco Negativo Negativo Chiapas1 Negativo Negativo
Veracruz 1 Positivo Negativo Chiapas 2 Positivo Negativo
Veracruz 2 Positivo Negativo Cepa México | Positivo Negativo
Tamaulipas 1 | Positivo Negativo *Clona RAD | Positivo Negativo
Propagada in vif
Tamaulipas 2 | Positivo Negativo
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7. DISCUSION

Los merozoitos de B. bovis son parasitos intracelulares facultativos que han
desarrollado la capacidad de evadir los mecanismos de defensa del hospedero
bovino remodelando las moléculas de superficie del eritrocito infectado (Allred, 2003)
asi como sus propias moléculas de la cubierta superficial. Estas estrategias le han
permitido la replicacién exitosa en las células rojas del mamifero bovino y ademas
han garantizado la permanencia en su hospedero.

A pesar de los esfuerzos llevados a cabo en la tltima década muy poco es lo que se
conoce sobre los mecanismos genéticos y moleculares que subyacen al proceso
infectivo. La hip6tesis de que los parasitos babesiales utilizan sus moléculas de
superficie (MSA-1, MSA-2a;, MSA-2a;, MSA-2b y MSA-2c) para unirse a los
eritrocitos ya ha sido demostrada por ensayos de neutralizacion con merozoitos y
anticuerpos monoclonales dirigidos contra estos antigenos (Suarez et al., 2000,
Florin-Christensen et al., 2002; Mosqueda et al., 2002; LeRoith et al., 2006). Una de
las consideraciones previas mas importantes es la diversidad antigénica presente en
estas proteinas debido a que se ha observado polimorfismo alélico, en donde los
epitopes expuestos no son completamente conservados entre los diferentes aislados
y esto ha sido una de las principales limitantes en el desarrollo de vacunas contra
este parasito. Sin embargo, esta diversidad existente per se no ha sido ampliamente
estudiada y solo recientemente se han iniciado trabajos encaminados a tratar de
generar conocimiento asociado a la conservacion/diversidad de secuencias de estos

genes en un mayor numero de poblaciones/aislados de B. bovis.

En este trabajo nos propusimos estudiar la diversidad genética de los alelos msa-1y
msa-2c, asi como la presencia de epitopes comunes en sus productos génicos que
son expresados en las fases asexuales de B. bovis; Todos ellos caracterizados a
partir de aislados de campo originarios de diferentes regiones de la republica
mexicana.

Una de las inquietudes inmediatas ademas de la incertidumbre del grado de identidad
presente en estas moléculas fue conocer, en primera instancia, la presencia de estos

genes. Se tiene conocimiento que al menos el numero de moléculas VMSA en este
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patégeno pueden variar, y no se sabe si este evento se presenta solo en aislados de
ciertas regiones geogréaficas. Por ejemplo, para el locus MSA-2 en aislados
australianos solo se han caracterizado dos secuencias codificantes en lugar de cuatro
como las que se han reportado en aislados americanos (Berens et al., 2006). En el
caso de otras proteinas antigénicas de superficie como gp45 de B. bigemina, Fisher
et al., (2001), han reportado la ausencia de este gen en al menos 2 aislados de
Puerto Rico y la ausencia de transcripcién en 1 aislado mexicano.

En este estudio, se amplificd y procedi6 a secuenciar el alelo msa-1 a partir de 11
aislados de B. bovis; Los resultados derivados demostraron que el alelo que codifica
para dicha molécula esta presente en las fases asexuales de B. bovis en todos los
aislados estudiados, similar a lo encontrado para msa-2c (Genis, 2006).

La presencia de una solo amplicén de similar tamafio, derivado de la sintesis por PCR
de msa-1 observado en todos los aislados, presume la presencia de al menos un
alelo.

Cuando analizamos las 11 secuencias de cada uno de los aislados nos percatamos
que el alelo msa-1 es polimoérfico en talla y secuencia (Tabla 4, Figura 7), y aislados
de la misma region endémica son diferentes entre ellos, como se demostré en los
aislados provenientes de los estados de Veracruz, Tamaulipas y Chiapas. Una de las
explicaciones es que posiblemente en una misma regién endémica se presentan
diferentes genotipos o subpoblaciones de B. bovis.

En estudios realizados con Theileria annulata, un importante parasito piroplasmido
causante de la enfermedad denominada theileriosis tropical, Gubbels et al., (2000),
caracterizaron 11 aislados obtenidos de una extensa region geografica de Asia y
Europa. Después de amplificar y clonar el gen que codifica para el antigeno de
superficie del merozoito tams-1, seleccionaron entre 5 a 46 clonas de cada aislado
generando en total 129 secuencias mediante esta estrategia, demostraron la
presencia de diversos alelos tams-1 en una sola muestra (de 1 a 28).

Estudios encaminados a la busqueda de la estructura poblacional en otros parasitos
apicomplexas, como por ejemplo en Plasmodium, han demostrado que algunos
pacientes enfermos presentan multiples infecciones con diferentes genotipos de P.

falciparum. Esto, se ha observado en las proteinas polimoérficas MSP-1, MSP-2,



TRAP, o la proteina del circunsporozoito (CS), (Contamin et al, 1995; Hoffmann et
al., 2003; Pereira et al., 2002; Raj et al., 2004).

En este estudio, debido al reducido nimero de aislados por estado y numero de
clonas secuenciadas, no se puede argumentar que las poblaciones de bovinos
infectadas con este patégeno estén excluidas de presentar infecciones multiples. Este
punto es de considerable interés y debera estudiarse con mayor énfasis, ya que de
esto depende el éxito de la seleccién de moléculas como candidatas vacunales.

Ahora bien, a pesar del polimorfismo observado en MSA-1, esta molécula presenta
motivos comunes de los cuales actualmente se desconoce su funcion. En estudios
que se han realizado con respecto al andlisis y busqueda de funcion de motivos
comunes presentes en proteinas de superficie en parasitos apicomplexas, se ha
encontrado que algunos motivos interesantes son aquellos en donde se encuentran
residuos ricos en prolinas. Si bien en Babesia no se ha determinado su funcién, en
Plasmodium se ha propuesto que estan involucrados en la determinacion de la
inmunogenicidad, tal y como se ha descrito en la proteina del circunsporozoito del
agente causal de la malaria (Willamson, 1994). En Theileria annulata se ha
reportado el motivo EKL en la proteina Tmsa-1 presente en 129 distintas secuencias.
Dicho motivo se encuentra también presente en B bovis en la molécula MSA-1,
ubicado aproximadamente en la posicion 240. Esta regidén ya ha sido considerada por
otros autores como la regién hipervariable (HVR) de la molécula, y de manera
interesante LeRoith et al., (2006) demostraron mediante el uso de dos anticuerpos
monoclonales especificos a MSA-1 que efectivamente, estos se unen en la region
HVR, utilizando para ello diferentes construcciones de la molécula. Ademas, estos
anticuerpos fueron capaces de inhibir la infeccion del parasito al eritrocito. Por lo
tanto, el dominio EKL encontrado en la secuencia antigénica de MSA-1 en aislados
mexicanos de B. bovis posiblemente es susceptible a bloqueo por parte de
anticuerpos  monoespecificos, sin  embargo  habria que  demostrarlo

experimentalmente.



A pesar del polimorfismo observado se tuvo el interés de identificar epitopes comunes
en los 11 alelc;s estudiados. Al realizar un analisis computacional de determinantes
comunes presente en MSA-1 en los aislados de campo se demostré solo la presencia
de epitopes especificos de grupo, es decir solo se identificaron en aquellas
secuencias que son altamente idénticas, y no se estimé ningln epitope comin para
las secuencias estudiadas, no obstante se percibe la existencia de zonas de traslape
en aquellas regiones donde se encuentran residuos idénticos o similares, por lo que
la secuencia del epitope puede coincidir en hasta mas de 10 residuos de aa, sin llegar
a ser completamente iguales (Figura 7).

Para identificar reactividad cruzada entre los aislados de campo se resolvio recurrir a
un anticuerpo monoclonal disponible contra MSA-1 y utilizado por Figueroa et al,
(1998) en un trabajo previo para identificar antigenos comunes en 4 aislados de B.
bovis provenientes de diferentes regiones del mundo (Texas, Costa Rica, Australia y
México) y adaptados a cultivo in vitro. Ademds, previamente se encontré que este
anticuerpo reconoce la molécula recombinante expresada por pBv42 (Hines et al.,
1992) y también reconoci6 la molécula MSA-1 de la clona Rad (Figueroa et al.,
resultados no publicados), y debido a que gran parte de los aislados presentaron
identidades de secuencia mayores del 90% cuando fueron comparados con la
secuencia de aminoacidos de esta molécula, esto dio pauta para utilizarlo en este
estudio. En las poblaciones mexicanas en estudio el anticuerpo monoclonal
reconocié y reaccioné de manera intensa con MSA-1 de la clona Rad, sin embargo,
aislados con secuencias muy conservadas a la de esta molécula fueron pobremente
reconocidos (Quintana Roo y Tamaulipas 1, por ejemplo). No obstante, el anticuerpo
monoclonal también reaccioné con MSA-1 del aislado Guerrero, este hecho nos hace
suponer que pese a la diversidad encontrada, las moléculas de los aislados del grupo
I'y Il podrian ser reconocidas por este anticuerpo monoclonal. En contraparte, todos
los aislados presentaron reaccion cruzada con el anticuerpo control utilizado (anti-152
kDa) por lo que descartamos la posibilidad de ausencia de parasitos en los frotis

utilizados como antigenos para la prueba de IFI.
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Una probable explicacién a la carencia de reactividad cruzada en aislados con
porcentajes altos de identidad, podria ser que los parasitos utilizadoé para la
generacion del anticuerpo fueron derivados de una linea clonal cultivada in vitro, una
poblacidbn homogénea de parasitos, evento que muy probablemente no ocurre en un
aislado de campo, de esta manera el uso de un anticuerpo policlonal podria ser mas
apropiado para este tipo de analisis. Lo mas conveniente en estudios posteriores sera
el utilizar también una cepa que no esté adaptada a cultivo in vitro, y de esta forma
tener otro parametro de comparacion. Una hipétesis alterna es que los parasitos
cultivados in vitro presenten un mecanismo de control de expresidon de la molécula
MSA-1 diferente al de aislados multiplicados exclusivamente in vivo. Estudios
realizados muy recientemente con P. falciparum cultivado in vitro han demostrado la
presencia de un esquema de control a nivel transcripcional, diferente al mostrado en
parasitos no cultivados (Peters et al., 2006). Si este fenédmeno ocurre en Babesia
bovis, sera motivo de nuevas investigaciones el explorarlo.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los ensayos de inmunoelectrotransferencia
nos sugieren por un lado que, mediante esta técnica es posible detectar mayor
reactividad cruzada entre los aislados en comparacion con IFI, una explicacion podria
ser que la prueba de IFI es mas subjetiva, dependiendo de la experiencia del
microscopista, comparada ademas con la mayor sensibilidad analitica de la técnica
de inmunoelectrotransferencia.

El hecho de que no se identifican claramente aquellas moléculas antigénicas que por
resultados de secuenciacion deducida son casi idénticas, puede estar relacionado
con mucho en la naturaleza per se del aislado (conjunto de subpoblaciones), y
también derivado de la dificultad de tener suficientes cantidades de parasitos para
extraer las proteinas antigénicas y realizar los ensayos inmunoquimicos. Sin
embargo, es claro que al menos el antigeno MSA-1 presenta epitopes comunes en
los aislados del grupo |y Il.

Tambien podemos aseverar que el anticuerpo monoclonal utilizado reconoce epitopes
lineales ya que cuando el antigeno es sometido a condiciones desnaturalizantes el
anticuerpo es aun capaz de unirse al determinante. No obstante hace falta conocer la

relevancia de este anticuerpo en las funciones biolégicas de la molécula MSA-1.



Otro de los objetivos fue, también, conocer la presencia de determinantes antigénicos
comunes presente en la molécula MSA-2c de B. bovis en los diferentes aislados
mexicanos analizados.

Uno de los abordajes fue a través de la realizacién de andlisis in silico, aprovechando
que ya se tenian las secuencias de cada una de estas moléculas y las cuales ya han
sido utilizadas previamente en un andlisis filogenético (Genis, 2006).

Como ya se ha mencionado, MSA-2c es una molécula ampliamente conservada
alrededor del mundo y en los distintos aislados mexicanos hasta ahora analizados se
ha demostrado que guardan hasta un 88% de identidad; el mapeo de epitopes
lineales demostré al menos 12 determinantes comunes a lo largo de toda la molécula,
no obstante habréd que tomarse en cuenta que la prediccion de epitopes mediante
analisis in silico es solo una herramienta en la blsqueda de determinantes
antigénicos y que la mejor forma de comprobarlo es mediante la experimentacion,
Una de las formas seria generando anticuerpos contra estos epitopes en particular,
pero tambien no debe olvidarse que este método solo predice epitopes lineales y los
epitopes conformacionales no estan representados en este tipo de analisis.

En este estudio se escogi6 la opcién de generar anticuerpos policlonales contra el
antigeno de superficie MSA-2c y de esta manera identificar determinantes antigénicos
lineales o conformacionales en esta molécula.

Para la obtencién del antigeno MSA-2c fue necesario definir una estrategia, desde el
principio la opcion mas atractiva fue la produccién de la proteina antigénica como
proteina recombinante, siendo la principal razén la gran disponibilidad de vectores de
clonacién/expresién/secrecién, la facilidad de control y economia del cultivo. Sin
embargo la acumulacién de la proteina recombinante en cuerpos de inclusién y el
bajo rendimiento obtenido, propici6 el hecho de purificarla en condiciones
desnaturalizantes.

Los anticuerpos policlonales producidos se emplearon en las pruebas de IFl e
inmunoelectrotransferencia. En los resultados obtenidos por IFl es posible apreciar
que estos anticuerpos no reconocen a la molécula MSA-2c¢ del aislado a partir del

cual fueron generados, ni tampoco de ningun otro de los aislados probados. Caso
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contrario, cuando se utiliza un anticuerpo monoclonal contra una proteina de 152 kDa
de B. bovis como control positivo utilizado a lo largo del ensayo, todos los aislados
son reconocidos lo cual sugiere que las laminillas empleadas contienen los suficientes
parasitos para ser visualizados y que la ausencia de sefial fluorescente en las
muestras en cuestion se debe a la naturaleza de la molécula utilizada en la
generacidon de los anticuerpos (anti-MSA-2c), una explicacién es que los epitopes
antigénicos de linfocitos B mayoritariamente son dependientes de conformacién ya
que pese a los 12 epitopes lineales comunes presente a lo largo de la molécula,
anticuerpos policlonales obtenidos a partir de animales inmunizados con una proteina
purificada en condiciones desnaturalizantes no son capaces de reaccionar con los
aislados.

Por otro lado, los resultados obtenidos por inmunoelectrotransferencia demostraron
que el anticuerpo policlonal reaccioné con la proteina MSA-2c de la mayoria de los
aislados por lo que se confirmé que estos anticuerpos reconocen epitopes lineales.
Sin embargo, se esperaria que el resto de los aislados que no fueron reconocidos,
tambien presenten epitopes comunes, debido al alto grado de identidad de secuencia
compartida entre ellos no obstante el bajo nimero de parasitos presentes en algunos
aislados fue uno de los principales obstaculos para poder demostrarlo.

En el caso del anticuerpo monoclonal utilizado contra la proteina de 152 kDa, y el cual
fue utilizado como control positivo en IFl, no fue posible utilizarlo en los ensayos de
inmunoelectrotransferencia ya que Sahagun et al., (2000) ha reportado que este
anticuerpo reconoce una proteina de 175 kDa en aislados de Nuevo Ledn y Yucatan,
lo que significa que esta proteina pudiera ser polimérfica en tamafio. Esto, garantiza
realizar un analisis por inmunoelectrotransferencia de esta proteina con los extractos
de los aislados de B. bovis disponibles no obstante no se cont6é con suficiencia del
reactivo.

Una de las formas para demostrar que la falta de reconocimiento de este anticuerpo
se debe a la baja concentracion de proteina mas que a la diversidad presente en el
aislado seria utilizando una proteina control, que este presente en la fase asexual de
B. bovis y que se este expresando constantemente, por ejemplo la proteina de
choque térmico de 20 kDa (HSP-20). Sin embargo, hace falta contar en el laboratorio
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con anticuerpos dirigidos contra este tipo de moléculas para utilizarlos como
controles. ~
Estudios similares encaminados en la blsqueda de epitopes comunes en MSA-2c
han demostrado conservacion en epitopes expuestos a células B. Wilkowsky et a/
(2003) evaluaron 2 cepas Argentinas y demostraron la presencia de epitopes
comunes en ensayos de inmunoelectrotransferencia e IFl. Ademas, los resultados
permitieron inferir que la moléculas es altamente inmunogénica, sugiriendo que este
antigeno puede ser usado como una herramienta Gtil en la deteccion de exposicién a
la enfermedad. Mas recientemente, Dominguez et a/ (2004) desarrollaron una prueba
de ELISA competitiva mediante el uso la proteina recombinante MSA-2c y un
anticuerpo monoclonal contra ésta, en donde han demostrado que la prueba es capaz
de identificar anticuerpos especificos contra B. bovis en animales infectados ya sea
natural o experimentalmente.

Alternativamente, se tendrian que generar y evaluar nuevos anticuerpos
monoclonales producidos contra algunos de los distintos epitopes predichos
presentes en las moléculas de MSA-1 y MSA-2c, con el propésito de poder asi
caracterizar las posibles regiones importantes involucradas en el proceso de
reconocimiento e invasion del parasito al eritrocito bovino, y que posteriormente estas
sean tomadas en cuenta como posibles determinantes antigénicos a ser incluidos en
el desarrollo de vacunas de nueva generacion para la babesiosis bovina causada por

B. bovis.

Finalmente, este estudio da pauta para seguir investigando la importancia e
implicaciones biolégicas de estas proteinas presentes en la superficie de B. bovis. En
México, antes de este estudio, se desconocia la diversidad presente en MSA-1y 2c,
mientras que en otras regiones del mundo ya se especulaba mayor diversidad
antigénica en MSA-1 a diferencia de MSA-2c. Sin embargo, no se han realizado
estudios con un numero de aislados lo suficientemente representativos a excepcion
de 16 aislados australianos. En este estudio se incluyeron 11 aislados de parasitos
colectados en distintas regiones del pais, permitiendo percatarse que el polimorfismo
encontrado, sobre todo en la molécula MSA-1, es superior. No obstante, hace falta

68



generar mayor conocimiento acerca de la variabilidad en las moléculas de la familia
VMSA para optar como uso terapéutico o de diagnostico a nivel region-al o mundial.
Por ejemplo, en las investigaciones realizadas hasta la fecha, no se conocia que la
diversidad genética de las poblaciones de B. bovis variara de acuerdo con las
caracteristicas epidemiolégicas de la regién. En consecuencia, para una mejor
comprension de los mecanismos involucrados en la adquisicion de inmunidad a la
babesiosis, y para el desarrollo de medidas de control efectivas en las diferentes
regiones con transmision de la enfermedad se requiere, entre otros aspectos, conocer
la estructura genética de B. bovis.
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8. CONCLUSIONES

El gen msa-1 de B. bovis, aun cuando polimorfico en secuencia y tamafio, esta
presente en los 11 aislados estudiados.

El antigeno MSA-1 de fases asexuales de B bovis es menos conservado que el
antigeno MSA-2c en aislados mexicanos.

El antigeno MSA-1 presenta epitopes comunes en al menos 9 de los aislados

estudiados, a pesar de la diversidad observada.
La conformacion nativa de las proteinas MSA-1 y MSA-2c es importante para que

estas moléculas puedan ser completamente reconocidas por anticuerpos especificos

generados contra ellas.
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9. APENDICES

APENDICE I
PREDICCION DE EPITOPES PARA CELULAS B DEL ANTIGENO MSA-1 CLONA RAD, ESTA CLONA
REPRESENTA A TODOS LOS AISLADOS ENGLOBADOS EN EL GRUPO .

'NIVEL SECUENCIA ﬁgﬁlgg PUNTUACION
:I_—‘EGSFYDDMSKFYGAVGSFDQ 40 10.90
E—_!SKFYGAVGSFDQTKLYSVLS 48 10.89
'i_‘GSSFTYGGLTVATLCYFVLS 298  [0.88
?___lVEEDREKAVEYFKKHVYTGE 153 [0.88
;4_|SGTSPQGPAPTTPSPSPESS 265 [0.87
'E_{SFDAFAHAKVHAQVGNFVKP 200 [0.86
E__IDLFNATIVSGFSTKNDEEKF 103 [0386
LIGNFVKPGTDIAPPKDVTDAL 214|085
L_‘PASDFYKLVESFDAFAHAKV 190  [0.83
Z_’VEYFKKHVYTGEHVVDVNGM 161 0.83

7 |IKGMYYRAQHMDKYLKSLRW [129  [0.83

8  [VPAPGDASGVQQPPASGTSP 250 [0.81

e

|TQSDVRNADTSIVLPEGSFY |25 079
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9 |[EHVVDVNGMAGVCKEFLSPA (172 [0.79

e

9 |DEEKFNAIFDSIKGMYYRAQ [118  [0.79
10 |VNALIKNNPMIRPDLENATI  [90 075
10 |DQTKLYSVLSANFKAAKMDD |58 10.75

————

—

11 |HMDKYLKSLRWNTDIVEEDR [138  [0.74

P e

L[KVKDTFKNLYKVNALIKNNP 179 0.72
L'SSGNLQGQQGTTKPAGSSFT 283 071
ZHTSA'G‘EELT(SSbVRﬁADTSi*Tn 0.70
LISLRWNTDIVEEDREKAVEYF 145|066
E_‘LSANFKAAKMDDQKVKDTFK 66 10.65
L!APPKDVTDALEKELQEQKPA 224 065
LIVCKEFLSPASDFYKLVESFD 183 |0.64
ES—IISALCCVLAITSAGEELTQS 8 10.60
19  |SGFSTKNDEEKFNAIFDSIK  [111  [0.59

Los epitopes a células B estan alineados de acuerdo al puntaje arrojado por el sistema neural
recurrente (ABCpred). La puntuacion mas alta del péptido significa la probabilidad mas alta de
ser un epitope. Todos los péptidos mostrados estan por arriba del valor del umbral de 0.5. En
negritas se muestra un epitope localizado en la region hipervariable.



PREDICCION DE EPITOPES PARA CELULAS B DEL ANTIGENO MSA-1 AISLADO GUERRERO.
LA SECUENCIA DE ESTA MOLECULA REPRESENTA A LOS AISLADOS DEL GRUPO II

INIVEL SEQUENCIA Pnzsi;ig‘; PUNTUACION
L_lSDFNKLVVTFDDFARGRHYG 192 092
'3_~|AENPSPDSSQGNLNGQREPA 1289 0.88
L—lIK'IMVLRINHMQTFLKGLDW 129 |0.88
L’PEGYLYDDMAKFYGAVESFD 39 10.85
L[TFDDFARGRHYGLAENYVEP 200 [0.85
'i*[SSEPRSAENVIRVIDSSSDL 19 0.84
L_[PAKSSFTYGGLTVATLCYFV 307 0.83
:S—'GTGAVPQPPVDGQAQQEIPT 252 ]0.83
LlDLFKEEAVSSFSGKTDKDKF 103 082
LJYKVNVEGMAAVCKGFLGDGS 173 0381
L[PEGLIAEVEKEVATVKPVER 26 (079
8 [EEYFKKHVYKEEYKVNVEGM (161 [0.79
9 [IAANFRNGGLADEKVKEAFS |66 (078

O




9 |IPTPSSSPSSPESQSPQTQG 269 [0.78

PRI

=

1o IDRTKLYAVIAANFRNGGLAD |58 10.76
;10_ ITFLKGLDWSSEITEGDRKKA 141 10.76
L]RV[DSSSDLPEGYLYDDMAK 30 10.75
LIPNPDLTLPEGLIAEVEKEVA 219 |0.74
L’YGAVESFDRTKLYAVIAANF 51 073
L!ATVKPVERENNRSPGTGAVP 238 071
E—’TFALFISALCCVSAVTSSEI; 3 Joro
LIPPVDGQAQQEIPTPSSSPSS 259 10.68
L[LYKVSASIKVNPMINSDLFK 87 10.65
L [FSGKTDKDKFNAIFESIKTM 113 [0.65
E_‘EGDRKKAEEYFKKHVYKEEY 154 10.64
19 |GGLADEKVKEAFSSLYKVSA 73 10.60

Los epitopes para células B estan alineados de acuerdo al puntaje arrojado por el sistema
neural recurrente (ABCpred). La puntuacion més alta del péptido significa mayor probabilidad
de ser un epitope. Todos los péptidos mostrados estan por arriba del valor del umbral de 0.5.
En negritas se muestra un epitope localizado en la region hipervariable.
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PREDICCION DE EPITOPES PARA CELULAS B DEL ANTIGENO MSA-1 AISLADO CHIAPAS 1
LA SECUENCIA DE ESTA MOLECULA ES REPRESENTATIVA DE GRUPO I11.

rNIVEL SECUENCIA ;césrlggg PUNTUACION
1 [ISANFEAAKVQDKVNDAFKH 66 085
i_IAPSTKPEQPAGNLSGQQGSP 288 0.85
L_[IDHMDKYLKTLRWNNDIAEE 135|085
?__)PENTELPAQAAPGASEPTSP 245 (083
L_[EFYKLAESFDAFDKGKYHGR 192|083
2 ~ |[KGFLNQESEFYKLAESFDAF 184 (083
;3 INNDIAEEDREKAEDYFKKHV 148 0.82
;3_ [VSAIASSAEEVIQQESSSVV |14 0.82
'i___IYGAVESFDKNKLFAVISANF 51 0.81
'i*_’PGASEPTSPGGQPTAPAAPQ 256|081
P_N]AIFESIKAMYRRIDHMDKYL 123 o8l
} INAMIKRNPMIRSDLFNEAAV 90 0.79
5 [VNDAFKHLYIVNAMIKRNPM 79 019
5 |AALPSGYLYEDMAKFYGAVE 36 079
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6 |EVIQQESSSVVRDAALPSGY 23 o

—_—

6 [VSAIEEAVAKIKAPTNPENT = 229 [0.77
7 |KGKYHGRIDNFAEPKNNVEA 205 [0.76
/' |HEINVNGMAGVCKGFLNQES 172|076
8 |AAVSIFSQKTDEEKFNAIFE 107 [0.75
9 |GGQPTAPAAPQPGASATEPA (265  |0.73

—_——

10 |[KTDEEKFNAIFESIKAMYRR [115  [0.72

11 [YFKKHVYKDEHEINVNGMAG 162 |07
'il_’DREKAEDYFKKHVYKDEHEI 155|071
E_!MQPGASATEPAQEPAPSTK 273|065
13 |TFALFISALCCVSAIASSAE |3 10.64
14  [DNFAEPKNNVEAPKELVSAI 213 [0.59

[INNVEAPKELVSAIEEAVAKI 220

I.0s epitopes a células B estan alineados de acuerdo al puntaje arrojado por el sistema neural
recurrente. (ABCpred). La puntuacion mas alta del péptido significa la probabilidad mas alta
de ser un epitope. Todos los péptidos mostrados estan por arriba del valor del umbral de 0.5.
En negritas se muestra un epitope localizado en la region hipervariable.
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PREDICCION DE EPITOPES PARA CELULAS B DEL ANTIGENO MSA-1 AISLADO VERACRUZ 1.
LLA SECUENCIA DE ESTA MOLECULA REPRESENTA EL GRUPO V.

'NIVEL ! SEQUENCIA E%Si;ig% PUNTUACIO
;1“ FDDFVKGKNQDVKGNFVQPS 205 0.95
L(AEGRKQAEEYFKKHVYGEQY 158 0.89
E__iSKPTTGKPTEDPAASGSSPV 270 0.88
'3 [EAEQTQQVTPAVQPSKPTTG 256 0.88
}_h 'SSDEAPPQEVTTAIETEEKI 224 0.88
LﬁéEEEEETMEFLSKTDE 104 J0.87
i_iQSILRTTDSSSDAPAGFLYD 130 0.84
}___fVERPAGNLTGQQDSSKPAGS 1289 0.83
Z,f_,. QEVTTAIETEEKIQGTSAQG 231 0.81

7 TVDVNGMAAFCKWFWYEQSY [178 0.81
E;ﬁijFKKHVYGEQYTVDVNGMAAF 168 0.79
9 YNVISANFKAALQNDQQIKD |67 078
9 KIQGTSAQGRPQVPEAEQTQ 242 078 .

ALFISALCCVSATASLGQKV 5

(7]



10 |LTGQQDSSKPAGSSFTFGGL  |296 077

ll_[CKWFWYEQSYFYKLAVCFDD 188 073
L INHMDKFLKSLEWNPDLSAE ~ |140 0.73
E_’VESFGVNKLYNWSANFKAA 58 0.72
LICCVSATASLGQKVWDSSQS 2 0.70
;14 |GFLYDDMVKYYGAVESFGVN |45 067
14 [LGQKVVPDSSQSILRTTDSS |20 067
L [ETAAKSFLSKTDEDKFNAIF 111 0.66
LJQQIKDTVINIYKVRDM}KNN 182 0.64
E_ ILSKTDEDKFNAIFDSLKSMF 118 0.64
L’QDVKGNFVQPSSDEAPPQEV 214 0.63
17 |AIFDSLKSMFVRINHMDKFL  [128 0.63

18  |PTEDPAASGSSPVERPAGNL  [277 0.62

19 |INIYKVRDMIKNNPMISSEL

N
\

Los epitopes a células B estan alineados de acuerdo al puntaje arrojado por el sistema neural
recurrente. (ABCpred). La puntuacion mas alta del péptido significa la probabilidad més alta
de ser un epitope. Todos los péptidos mostrados estan por arriba del valor del umbral de 0.5.
En negritas se muestra un epitope localizado en la region hipervariable.
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10 |ATSATKTHDALKAVKQLIKT |73 0.68

11 |SNEELLKLLIEAIYGMENI 113 |0.67

e e e

12 |TSDFDTLDLDYLSGQSNEEL |98 0.65

e

13 |KAVKQLIKTDAPFNTSDFDT (84 0.63

P S

14 |AIYGMEIIEKTHSFVGESQ 124 (060

PR S

15 |SSTSEPETPSPSSGENTAAQ 213 [0.57

PR CH—

16 | KTDAPFNTSDFDTLDLDYLS 91 0.54

|

0.54

16  |NITVAFCSILFTYTLASPQ |

Los epitopes a células B estan alineados de acuerdo al puntaje arrojado por el sistema neural
recurrente. (ABCpred). La puntuacion mas alta del péptido significa la probabilidad mds alta
de ser un epitope. Todos los péptidos mostrados estan por arriba del valor del umbral de 0.5.
En negritas se muestran epitopes comunes cuando se comparan con el resto de los aislados.
Sélo se incluyen los resultados obtenidos de algunos aislados.
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PREDICCION DE EPITOPES PARA CELULAS B DEL ANTIGENO MSA-2C GUERRERO

' POSICION
NIVEL SEQUENCIA DEmico | PUNTIACION |
1 |TLASPQEKTVPTKQVNGSHL [19 091
2 |LTKFETRKFQKEDYRFINPS [194  0.84

e

2 [IYDDINEYNKDKLSNLYKAF [161  |0.84

———

3 |SGALGIALEELTKFETRKFQ (184 0.82

[,

4 | [DESMLKSILEKNFEAVGME |53 0.81

e ————

4 |QKEDYRFINPSSTSEPESPS 203 0.81

—

5 |RKYYKANIYDDINEYNKDKL (154  [0.80

SE—

6 |ILEKNFEAVGMEATSATKAH |61 0.79
7 |PAESAKPTGSSFTFGGLTVA [236  [0.78
8  |TKQVNGSHLLFDDMKMFYDV,30 0.75

e

8  |DLDYLSGQSNEELLKLLIEA (105  [0.75

PO ——

9  |[FVGESQKYSDDVDTELRKYY |138 0.73

ey

10 |ATSATKAHDALKAVKQLIKT |73 10.68




11 |SNEELLKLLIEAIYGMENI |13 [0.67

12 |SSTSEPESPSPSSGENTAAQ 213 |0.62
13 |KAVKQLIKTDAPFNTSDFDT (84 061 -
14 [TAAQPPQPAESAKPTGSSFT (229  |0.60

—

14 |AIYGMEIEKTHSFVGESQ [124  [0.60

r———

15 |KTDAPFNTSDFDTLDLDYLS |91 057

16  [NITVAFCSILFTYTLASPQ

Los epitopes a células B estan alineados de acuerdo al puntaje arrojado por el sistema neural
recurrente. (ABCpred). La puntuacion mas alta del péptido significa la probabilidad mas alta
de ser un epitope. Todos los péptidos mostrados estan por arriba del valor del umbral de 0.5.
En negritas se muestran epitopes comunes cuando se comparan con el resto de los aislados.
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PREDICCION DE EPITOPES PARA CELULAS B DEL ANTIGENO MSA-2C CHIAPAS-2

PNIVEL SEQUENCIA h Eg%gg PUNTUACI.
L“[TLASPQEKTVPTKQVNGSHL 19 091
2 |YDDQSEYNKDKLSNLYKAFI [162  [0.86
E__lKAFITDSGALRIASEELTKF 178 085
L‘QKDDYKFINPSSTSEAETPS 1203 0.83
E_JPAETPKPTESSFTFGGLTVA 236 0.82
E—_IIDESMLKSHJEKNFEAVGME 53 081
L[LTHETRKVQKDDWFWPS 194 0.80
8— ILEKNFEAVGMEATSATKTH |61 0.79
E__[’fKQVNGSHLLFDDMKWYDV 30 075
L‘SFTFGGLTVATLCYFVLSAF 1246 075
B—JDLEYLSGQSNEELLKLLIEA 105 075
10  |GALRIASEELTKFETRKVQK  |185 0.74

11  |FVGESAKHSDKLDTDLRQYY 138 0.73

e
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12 | ATSATKTHDALKAVKQLIKT |73 0.68

e

E_{ENTAAQPPKPAETPKPTESS 227 0.67
lzl_«lTSDFDTLDLEYLSGQSNEEL 198 0.65
L‘KAVKQLIKTDAPFNTSDFDT 84 0.63
L[QSNEELLKLLIEAIYGMEH 112 0.63
'}6 ILLIEATYGMEIIEKTNSFV 120 0.62
L’SSTSEAETPSPSSGENTAAQ 213 0.55
18 | KTDAPFNTSDFDTLDLEYLS |91 0.54

INIITVAFCSILFTYTLASPQ 054

Los epitopes a células B estan alineados de acuerdo al puntaje arrojado por el sistema neural
recurrente. (ABCpred). La puntuacion mas alta del péptido significa la probabilidad mas alta
de ser un epitope. Todos los péptidos mostrados estan por arriba del valor del umbral de 0.5.
En negritas se muestran epitopes comunes cuando se comparan con el resto de los aislados.
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PREDICCION DE EPITOPES PARA CELULAS B DEL ANTIGENO MSA-2C VERACRUZ-2

{ il
POSICION

NIVEL ’SECUENCIA 'DE INICIO IPUNTUACION ;

1 | YDDQSEYNKDKLSNLYKAFI (162  [0.90

s

2 |NFEAVGMEATSATKTHDALK |65 0.84

prS—

2 |SAALRIASEELRKFETRKAQ 184  [0.84

!

——

3 _‘QKNDYRFINPSS”I'PEPETSS 203 0.83

e

3 |AVASPQEEAVPTKQVNGSHL |19 0.83

——

4 PAETPKPTGSSFTFGGLTVA 236  |0.81

E——

5 |LRKFETRKAQKNDYRFINPS 194 10.80

e

6 |RKYYWDNIYDDQSEYNKDKL 154  [0.78

i

6  |FVGKSAEHSNNVDTELRKYY 138  [0.78

P ——

7 | TKQVNGSHLLFDDMKMLYDV 30 0.75

P

7  |DLEYLSGQFNEELLKLLIEA (105  [0.75

i

8  |MLKRILEKNFEAVGMEATSA 57 0.73

PR

9 |TAAQPPKPAETPKPTGSSFT 229  [0.72
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10 |YDVMRSIDESMLKRILEKNF |47 0.71

11 |ATSATKTHDALKAVKQLIKT |73 0.69
12 |NIOTVAFCSILFNYAVASPQ |5 0.67
13 |TSDFDTLDLEYLSGQFNEEL |98 0.65

P —

14 |LLIEAIYGMEHIEKTNSFV 120 064

P —

15 |KAVKQLIKTDAPFNTSDFDT 84 0.63

15 |QFNEELLKLLIEAIYGMEI 112 |0.63

e —————

16  |NPSSTPEPETSSPSHGENTA 211 |0.60

[KTDAPFNTSDFDTLDLEYLS

Los epitopes a células B estan alineados de acuerdo al puntaje arrojado por el sistema neural
recurrente. (ABCpred). La puntuacion mas alta del péptido significa la probabilidad mas alta
de ser un epitope. Todos los péptidos mostrados estan por arriba del valor del umbral de 0.5.
En negritas se muestran epitopes comunes cuando se comparan con el resto de los aislados.
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