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.  INTRODUCCION

ANTECEDENTES GENERALES DEL TEMA

1. La babesiosis bovina

La babesiosis es una enfermedad que afecta a un amplio rango de animales y
ocasionalmente al hombre. Esta enfermedad, provocada por parasitos
protozoarios intraeritrociticos obligados del género Babesia, es transmitida por
garrapatas de la familia Ixodidae y se caracteriza por producir hemélisis ademas
de fiebre, depresion, anemia, hemoglobinuria, ictericia y ocasionalmente llega a
causar la muerte (McCosker, 1981; Barros y Fighera, 2008; OIE, 2009).

El primer reporte de esta enfermedad ocurri6 en Rumania en el afio de 1888,
cuando el Meédico humano Victor Babes se encontraba estudiando una
enfermedad que afectaba al ganado bovino de esta region, la cual ocasionaba
brotes cada verano y como signo caracteristico se encontraba la presencia de
hemoglobina en la orina. Cuando Babes observd la sangre de los animales
enfermos, visualizé microorganismos similares a cocos en pares, en el interior de
los eritrocitos y al tefiirlos con violeta de genciana pudo apreciar como los dos
microorganismos tenian una forma de pera y estaban sostenidos por un filamento
en la region angular, que se formaba entre ambos. El bazo también tenia grandes
depdsitos de globulos rojos con cocos y observé que cuando la sangre de un
animal enfermo era utilizada para inocular un toro sano, éste enfermaba. Hasta
ese momento el agente causal fue identificado como una bacteria denominada

Haematococcus bovis (Babes, 1888).

En afios posteriores, en Estados Unidos, Theobald Smith y Frederick Kilbourne se
dedicaron a investigar la fiebre de Texas. Ellos determinaron que esta enfermedad
era transmitida por garrapatas y que el agente causal no era una bacteria sino un
protozoario que se encontraba en pares dentro de los glébulos rojos y por ello lo

nombraron Pyrosoma bigeminum. Cuando compararon los hallazgos patolégicos y

1



los signos observados por ellos con los reportados por Babes en los becerros
enfermos, pudieron determinar que se trataba de la misma enfermedad reportada
en Rumania (Smith, 1893). Sin embargo no fue hasta afios mas tarde que el
parasito fue nombrado como Babesia en honor a Victor Babes, quien fue el
primero en describirlo. Actualmente se sabe que los reportes de la enfermedad en
Rumania correspondian a Babesia bovis y que los reportes de la fiebre de Texas

correspondian a Babesia bigemina (Bock, 2004).

Posterior a la publicacién de Smith y Kilbourne se detect6 la babesiosis en varios
paises del mundo donde era conocida como Agua roja, Tristeza bovina,
Piroplasmosis, Fiebre de Garrapata, Fiebre del ganado, entre otros. Ahora se sabe
gue la babesiosis puede encontrarse en cualquier lugar donde exista el vector,
siendo éste comun en areas tropicales y subtropicales. Las especies de mayor
importancia economica, identificadas en el ganado bovino son: B. bovis, B.
bigemina y B. divergens. Sin embargo, tanto B. bovis como B. bigemina tienen
mayor importancia en Asia, Africa, Centro y Sudamérica, Sudeste de Europa y
Australia, debido a la amplia distribucion de la garrapata Ripicephalus microplus
(antes, Boophilus microplus) que trasmite ambas especies de Babesia (De Vos,
1992; Bock, 2004; Vignau, 2005; OIE, 2009). En México la presencia de las
garrapatas R. annulatus y R. microplus, determina la presencia de B. bovis y B.
bigemina (Callow y cols, 1997; Bock y cols, 2004; Quiroz, 2005).

Datos obtenidos en 1990 ya estimaban que cerca de 300 millones de bovinos a
nivel mundial corrian riesgo de infectarse con B. bovis y B. bigemina reflejando el
impacto econdmico que la babesiosis tenia en la ganaderia (Wright, 1990). Los
costos ocasionados por la presencia de babesiosis bovina en el ganado no se han
estimado recientemente, pero informacion recabada en 1975 estimaba que las
pérdidas econémicas ocasionadas por esta enfermedad eran de 186 millones de
ddélares (Beltrdn, 1975). El impacto econdmico mencionado provocado por la
babesiosis se debe a la mortalidad del ganado, los abortos, la disminucion en la
produccion de carne y leche, principalmente. Sin embargo, los costos de

acaricidas, costos de tratamientos contra Babesia, costos de vacunacion y las
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restricciones para la movilizacién de animales también ocasionan el aumento en la
pérdida econdmica derivada de la enfermedad (Bock y cols, 2004). Finalmente,
aunque B. bovis es considerada més peligrosa (Callow y cols 1997), B. bigemina
también provoca una enfermedad aguda y en casos clinicos de campo,
usualmente ambas especies estan presentes al mismo tiempo (Mosqueda y
Castro, 2007).

2. La babesiosis ocasionada por B. bigemina

Las manifestaciones clinicas ocasionadas por la babesiosis bovina dependen del
agente del que se trate, B. bovis 0 B. bigemina. Para el caso de la babesiosis
ocasionada por B. bigemina los signos se presentan de 2 a 3 semanas despues
de la infestacion por garrapata, ya que esta especie es transmitida solo por las
ninfas y garrapatas adultas. El periodo de incubacion, una vez que el parasito es
inoculado por la garrapata al bovino, puede variar de 4 a 5 dias (Barros y Fighera,
2008).

Signos clinicos
La infeccion por B. bigemina produce diferentes manifestaciones clinicas

dependiendo de la virulencia y patogenicidad de la cepa. Los signos
caracteristicos se deben a la anemia y la hemdlisis. Los mas comunmente
presentados son: fiebre de hasta 41°C, anorexia, debilidad, depresién, mucosas
palidas, frecuencia cardiaca alta, frecuencia respiratoria elevada, hemoglobinemia,
hemoglobinuria, aborto en hembras gestantes. En machos se observa una baja
temporal de la fertilidad (Barros y Fighera, 2008; OIE, 2009).

Distribucion geogréfica de la babesiosis en México
Dado que B. bigemina requiere de la garrapata para completar su ciclo de vida, las

zonas libres del vector también se consideran libres de babesiosis. En México la
presencia de las garrapatas R. annulatus y R. microplus, determina la presencia

de B. bovis y B. bigemina (Callow y cols, 1997; Bock y cols, 2004). Segun los



ultimos datos reportados por SENASICA en el 2014 (Figura 1), el vector esta
ampliamente distribuido en el pais en zonas tropicales, subtropicales y templadas
(areas en color rojo en la Figura 1). Lo anterior, implica que de los 32,936,334
millones de cabezas de bovinos del pais, el 75% se encuentra en riesgo de
contraer la enfermedad (SIAP, 2012).

X¥POPR EL CUAL SE ESTABLECE LA CAMPANA NACIONAL,
1 PARA) Leq;mzon DE LA GARRAPATA Booph:lmq;p

Y\ 10DE NOVIEMBRE DE 2014

Figura 1. Distribucién del vector Rhipicephalus en México (SENASICA, 2014).

Control de la babesiosis

Las medidas para controlar la enfermedad siguen siendo limitadas a pesar de que
se han abordado diferentes estrategias. A la fecha, solo ha sido erradicada
exitosamente de Estados Unidos mediante el control del vector transmisor de la



enfermedad y de una exigente normativa para la importacion y exportacion de

ganado (Pengram y cols, 2000).

Actualmente, el control de la babesiosis bovina se realiza a través del uso de
acaricidas con el objetivo de eliminar la poblacion de garrapatas, la vacunaciéon de
bovinos en riesgo, la administracion de medicamentos derivados de acridinas,
derivados de quinolonas y derivados de diamidinas (Kuttler, 1988; Bock y cols,
2004).

Un ejemplo del control de la poblacion trasmisora de Babesia es la erradicacion de
la garrapata en Estados Unidos, sin embargo, la erradicacion del vector solo se
logra en zonas ecologicamente aisladas, por lo cual, el uso de acaricidas no es
muy util para el control de la garrapata debido a que la mejora genética del ganado
en paises en desarrollo requiere en la importacion del ganado de mejor calidad,
impidiendo el aislamiento ecologico de las regiones ganaderas (De Vos, 1992).
Adicionalmente el uso de lo sustancias garrapaticidas tienen consecuencias como
la contaminacion al medio ambiente y los residuos quimicos que quedan en los
productos de origen animal, como los residuos de foratos, clorpirifos y otros
organofosforados que se han detectado en canales, vias fluviales e incluso en

leche comercial (Salas y Cols, 2003).

Otra medida de control para la babesiosis es el uso de especies de bovinos
resistentes a la infestacion con garrapatas, el cual consiste en aprovechar que los
bovinos Bos indicus tienen pieles mas resistentes que disminuyen la infestacion,
mientras que los bovinos Bos taurus suelen infestarse con mayor facilidad. Esta
medida no resulta tan atractiva para los productores debido a que las razas B.
taurus suelen tener tasas de produccién mas elevadas que las razas de bovinos B.

indicus (Jonsson, 2006).

El uso de medicamentos con fines terapéuticos implica grandes gastos de manejo

ademas del costo de los farmacos por si solos. En ocasiones los tratamientos



quimicos no son empleados Unicamente con fines terapéuticos, sino también
como medidas profilacticas. A pesar de que el uso de medicamentos interfiere con
la generacién de inmunidad pues al ser empleado para eliminar el parasito y evitar
el desarrollo de la enfermedad no se permite que el ganado produzca una
respuesta inmune (Kuttler 1988; Bock y cols, 2004).

Ademas del gasto econémico generado por los tratamientos, cuando el ganado es
movilizado a zonas endémicas de la enfermedad, es recomendable realizar
medidas profilacticas para prevenir la enfermedad y una de ellas es la vacunacion.
Existen diferentes tipos de vacunas contra la babesiosis bovina en el mercado. Un
tipo de vacunas son las vivas atenuadas en las que se desconoce el mecanismo
gue confiere proteccion, sin embargo se ha sugerido que el parasito pierde la
capacidad de expresar algunos genes durante el procesos de atenuacion (Florin-
Christensen y cols, 2014). El uso de vacunas vivas atenuadas empleadas hasta la
fecha tiene limitantes, ya sea por el riesgo de transmitir enfermedades
concurrentes, los pérdida de efectividad por problemas de manejo o el riesgo de

reversion a la virulencia (Bock y cols, 2004; Cardenas y cols, 2011).

Como alternativa al empleo de vacunas vivas atenuadas, se ha tratado de producir
vacunas a partir de subunidades de Babesia spp, para ello se han realizado
esfuerzos para identificar blancos vacunales presentes durante la interaccion
bovino-patégeno. Algunos de los blancos identificados han sido proteinas como
MSA2, AMAL, VESA, RAP entre otros, sin embargo a partir de las vacunas no se
ha generado la proteccion deseada, por lo que, a la fecha no existe una vacuna
inactivada segura contra esta enfermedad, ni una vacuna recombinante contra la
babesiosis bovina (Bock y cols, 2004; Mosqueda y cols, 2007; Cardenas y cols,
2011; Florin-Christensen y cols, 2014).

Las vacunas bloqueadoras de la transmision que existen, se han desarrollado con
el objetivo de interrumpir el ciclo de vida de algunos parasitos protozoarios como

Plasmodium spp., pero al ser una estrategia para el control de enfermedades



transmitidas por vector relativamente nueva, no existe ninguna vacuna de éste tipo
contra la babesiosis bovina, por lo que es importante plantear esta estrategia

como posible herramienta para el control de la babesiosis bovina.

3. Vacunas blogueadoras de la transmision

Para el control de las enfermedades transmitidas por vectores, como la Malaria,
se estan explorando nuevas medidas de control y una de las propuestas son las
vacunas bloqueadoras de la transmision. El objetivo de estas vacunas es evitar
gue el artropodo transmisor se infecte, interrumpiendo el ciclo de vida del parasito
(Hirai y Mori, 2010).

@ Eritrocito Infectado

@ Gametocito

A Molécula de VBT

Bloqueo de la transmision

Y Anticuerpo contra VBT

Interrupcion del ciclo de vida

No transmision a otro hospedero

Figura 2. Esquema del funcionamiento de una vacuna bloqueadora de la
transmision en un modelo de Malaria en raton (Tomado de Hirai y Mori,
2010).



El fundamento este tipo de vacunas bloqueadoras de la transmisién del patégeno
se basa en identificar proteinas en la superficie de los estadios parasitarios que
ocurren dentro del vector. La propuesta consiste en generar vacunas a partir del
uso de dichas proteinas o de subunidades de las mismas e inocularlas en el
hospedero vertebrado. El hospedero vertebrado generard anticuerpos contra
dichas moléculas. Una vez que un vector no infectado se alimente de la sangre
infectada de un hospedero vertebrado inoculado con las proteinas, en su interior
entran en contacto los anticuerpos del hospedero vertebrado con las proteinas del
protozoario y de esta manera se bloqueard su funcion (Figura 2), al bloquear la
funcidn de dichas proteinas se espera que se interrumpa el ciclo de vida del
parasito y de esta forma se evitara la infeccion del vector y consecuentemente se

evitaria la transmision a un nuevo hospedero vertebrado (Hirai y Mori, 2010).

Como candidatos para desarrollar este tipo de vacunas contra Plasmodium se
encuentran diversas proteinas de la superficie del gameto, como las proteinas
pfs48/45 y pfs230 que han demostrado ser buenos inmundgenos (Kaslow, 1997;
Carter, 2001). Para el desarrollo de las vacunas bloqueadoras de la transmision
también se han estudiado algunas proteinas presentes en el vector como la alanyl
aminopeptidasa N anophelina, especifica de intestino (AnAPN1) que se presume
es un importante ligando para la invasion de los ooquinetos de Plasmodium al

intestino del mosquito (Mathias y Cols., 2012).

La proteina HAP2 de Plasmodium se ha propuesto recientemente como candidato
para este tipo de vacunas. HAP2 es una proteina de fases sexuales y tiene
funcién en la fusién de las membranas de los gametos (Blagborough y cols 2009).
En 2013, Miura y colaboradores lograron probar que proteinas como Pfs25,
PFS230C y HAP2 de P. falciparum pueden inducir la produccién de anticuerpos
bloqueadores de la transmision. Actualmente se sabe que existe un homologo del

gen hap2 en B. bigemina y se desconoce su funciéon (Rocha, 2010).



4. Caracteristicas de Babesia bigemina

Clasificacion taxondmica de B. bigemina

B. bigemina es un protozoario piriforme que mide 4.5 por 2 um, pertenece al filo
apicomplexa y se caracteriza por la presencia de un complejo apical en los
estadios de esporozoito y merozoito. EI complejo apical esta formado por una
serie de organelos que le sirven al parasito para la penetracion a la célula blanco.
Este parasito tiene un ciclo de vida complejo compuesto de un ciclo de
reproduccion sexual y uno de reproduccion asexual (Garcia, 2012; Petrigh, 2010).
Estas caracteristicas han permitido incluir a B. bigemina en la siguiente

clasificacion taxondémica (Levine, 1982):

Reino: Protista
Subreino:  Protozoa
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoa

Subclase:  Piroplasmia

Orden: Piroplasmida
Familia: Babesiidae
Género: Babesia
Especie: bigemina

Estructura de los parasitos apicomplexos

Al ser un parasito apicomplexo, B. bigemina posee los organelos caracteristicos
de los microorganismos pertenecientes a dicho phylum. La Figura 3 muestra el
esquema de la estructura de un merozoito. EI complejo apical se ha descrito como

una prominencia coOnica situada en un extremo de los parasitos apicomplexos
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(Bannister y cols, 2003). En dicho complejo se sitlan las roptrias, granulos densos
para el caso de Plasmodium y cuerpos esféricos, para el caso de Babesia spp y

ademas de los micronemas, organelos esenciales durante el proceso de invasion.

Las roptrias son las vesiculas mas grandes del complejo apical y descargan sus
secreciones mediante unos ductos estrechos (Blackman y Bannister, 2001).

Los micronemas son producidos y translocados de la cisterna de Golgi hacia el
complejo apical mediante los microtdbulos. Una vez en el complejo apical se
sitlan cerca de la punta de las roptrias (Blackman y Bannister, 2001).

Los granulos densos de sintetizan cerca de las Cisterna de Golgi, pero a diferencia
de los micronemas no son transportados al complejo apical. Durante la invasion de
la célula blanco tanto las roptrias como las micronemas descargan su contenido

en la region donde el parasito esta penetrando (Blackman y Bannister, 2001).

Complejo Apical

Anillos polares l

v

Micronemas Microtubulos

Roptrias

Cisterna de Golgi

Mitocondria

Plastido

Nucleo

0.2 um

Figura 3. Estructura de los parasitos apicomplexos, basado en Plasmodium

spp. Adaptada de Bannister y cols, 2003.
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Otra caracteristica adicional de estos pardsitos apicomplexos es que poseen un
plastido que es un organelo semiautbnomo cuyo origen se supone a partir de un
evento endosimbidtico secundario ocurrido durante su evolucién. Este plastido ha
sido denominado apicoplasto y posee un genoma que codifica para diversas
proteinas (Brayton y cols, 2007).

Ciclo de vida del parasito.

A pesar de todos los estudios del desarrollo de Babesia spp., ain no se conoce su
ciclo de vida completo con toda exactitud, lo cual hace necesario seguir realizando
investigacion para conocer con mas detalle la biologia del parasito, ya que se sabe
gue B. bigemina tiene un ciclo de vida complejo que requiere de un huésped
invertebrado, la garrapata Rhipicephalus, donde se reproduce sexualmente y un
huésped vertebrado, el bovino, donde realiza un ciclo de reproduccion asexual
(Bock y cols, 2004; Vignau, 2005, Garcia, 2010). El ciclo de reproduccion sexual
inicia cuando una garrapata se alimenta de sangre de un bovino infectado con B.
bigemina e ingiere los merozoitos que se encuentran al interior de los eritrocitos
(Smith, 1978; Vignau, 2005). En la garrapata los eritrocitos se destruyen liberando
las formas intraeritrociticas de Babesia spp. en el lumen intestinal (Figura 4). Las
condiciones ambientales de temperatura, pH y concentracion de dioxido de
carbono del intestino, permiten que muchos parasitos sean degradados pero los
gue sobreviven dan lugar a los microgametos y macrogametos responsables de
producir la infeccién (Riek, 1964; Smith, 1978; Bock, 2004; Chauvin y cols, 2009;
Garcia, 2010). Antes de que los microgametos y macrogametos se desarrollen,
aparecen estadios intermedios denominados “Strahlenkdper” o cuerpos radiados
gue forman conglomerados, los cuales son multinucleados se dividen por
gametogonia y dan lugar a fases sexuales (Rudzinka y cols, 1983; Mackenstedt y
cols, 1995; Chauvin y cols, 2009).

Una vez que las fases sexuales se han formado, ocurre la singamia, donde los

gametos se fusionan produciendo un cigoto diploide (Vignau, 2005; Chauvin y
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cols, 2009). El cigoto se convierte en una forma invasiva llamada oocisto, el cual,
presenta un organelo en forma de flecha que utiliza para penetrar selectivamente
las células intestinales de la garrapata y una vez en el interior de estas células
dicho organelo se degenera. Posteriormente, por meiosis se genera una forma
movil llamada quineto, la cual es poliploide (Smith 1978; Mackenstedt y cols, 1995;
Vignau, 2005; Chauvin y cols, 2009). Los quinetos o vermiculos salen de las
células intestinales hacia la hemolinfa y migran a través de ella a diferentes tejidos
de la garrapata como los tubos de Malpigio, glandulas salivales, hemocitos y
ovarios donde infectan los Ovulos fecundados. En los ovarios se forman los
esporoquinetos los cuales permanecen en estado latente en los tejidos
embrionarios de la garrapata. Babesia spp. se reactiva hasta que la larva inicia su
alimentacion en el bovino y es entonces cuando los parasitos invaden las células
de las glandulas salivales y ocurre un desarrollo terminal que produce un
esporonte. A partir del esporonte se generan unas formas haploides denominadas
esporozoitos y que son las formas infectivas para el hospedero vertebrado (Riek,
1964; Smith, 1978; Bock y cols, 2004; Chauvin y cols, 2009).

Ciclo de vida en el bovino.

Cuando una garrapata infectada se alimenta del bovino inocula los esporozoitos
de Babesia spp. que estaban almacenados en las glandulas salivales (Bock y cols,
2004; Chauvin y cols, 2009). Los esporozoitos solo parasitan los eritrocitos del
bovino y ahi desarrollan todos sus estadios (Bock y cols, 2004; Chauvin y cols,
2009). Una vez en la célula blanco, el esporozoito se transforma en trofozoito,
pierde los organelos del complejo apical y por fision binaria genera dos
merozoitos, que contienen DNA haploide (Rudzinka, 1976; Mackenstedt y cols,
1995; Chauvin y cols, 2009). Al finalizar su desarrollo, los merozoitos inducen la
lisis del eritrocito y de esta manera los merozoitos quedan libres en la sangre
donde infectan nuevos eritrocitos y ocurren nuevos ciclos de reproduccion asexual
(Chauvin y cols, 2009).
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A-F: Ciclo de vida
en el bovino
Esporozoito
Trofozoito
Fisién binaria
Merozoito

E. Merozoitos
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F. Escape del
eritrocito
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G-P: Ciclo de vida
en la garrapata

G. Gametocitos
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H. Fusion de
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de cigoto
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células
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K. Salida de células
intestinales
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latentes en
huevos
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0. Formacion de
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P. Liberacion de
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Figura 4. Ciclo de Vida de B. bovis (Modificado de Mosqueda, 2012).
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Genoma de Babesia spp.

El genoma de B. bigemina aun no ha sido publicado, sin embargo, ya se
encuentran reportados los segmentos de DNA de la secuenciacion sobrelapados
de este genoma en las bases de datos del Instituto Sanger
(http://lwww.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/babesia-bigemina.html)

aunque aun no han sido ensamblados. Hasta la fecha, los ensayos de
electroforesis en gel de campo pulsado publicados por Ray y colaboradores en
1992, muestran que el genoma de B. bigemina es de 10Mpb y tiene 4 cromosoma.

El genoma de B. bovis ha sido mas estudiado y ya fue publicado (Brayton, 2007).
B. bovis posee un genoma nuclear, uno mitocondrial y uno en su apicomplasto, los
dos ultimos son ricos en adenina y timina. EI genoma nuclear contiene tres
operones de RNAr y 44 secuencias codificantes para RNAt. A continuacion se

resumen las caracteristicas generales del genoma de este protozoario (Cuadro 1).

Cuadro 1 Caracteristicas generales del genoma de B. bovis (Adaptado de

Brayton y cols., 2007).

Caracteristica Babesia bovis

Tamarfo del genoma nuclear 8.2 Mbp
Numero de genes codificantes para proteinas 3,671
Genes con intrones 61.5 %
Longitud promedio de laregion intergénica 589 pb
Namero total de cromosomas 4
Contenido de guaninay citosina 41.8 %
Tamafio del genoma del apicomplasto 33 kb
Tamafio del genoma mitocondrial okb, lineal
Porcentaje de genes con intrones 61.5 %
Porcentaje codificante 70.2 %
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Algunas de las caracteristicas adicionales reportadas del genoma de B. bovis son:
gue el genoma nuclear posee un contenido de 58.2% de adenina y timina, el
genoma del apicomplasto codifica para 32 proteinas hipotéticas y que posee
genes para RNAt y RNAr, el genoma mitocondrial codifica para tres proteinas que
participan en la respiracion mitocondrial (Brayton y cols, 2007).

A través de gendmica comparativa del genoma de B. bovis con respecto al de
otros dos parasitos apicomplexos; Theileria parva y Plasmodium falciparum, se
hizo evidente que el genoma de B. bovis es el mas pequefio de los tres, pero tiene
una mayor proporcion de G+C EIl que su genoma sea mas pequeiio, implica una
menor cantidad de genes codificantes y por lo tanto un numero menor de
proteinas. El analisis comparativo de genes que codifican para enzimas en
genomas de patdégenos apicomplexos, mostré que el genoma de B. bovis codifica
para un menor numero de enzimas y por lo tanto tiene un potencial metabdlico
reducido. Esto permite sugerir que quizas algunas de las proteinas de B. bovis
puedan realizar mas funciones que las reportadas para otros parasitos
apicomplexos; todo lo anterior indica que hace falta un mejor entendimiento de la
biologia de este parasito, por o que en ocasiones para el estudio del género
Babesia, se hace la extrapolacion con la informacion conocida de Plasmodium y

Theileria (Brayton y cols, 2007).

Familias de Proteinas de Babesia spp.

Babesia ademas de genes constitutivos, posee genes que codifican para dos
familias grandes de proteinas caracteristicas: la familia VESA (variant erythrocyte
surface antigen) o Antigeno variable de la superficie del eritrocito y la familia
SmORF (small Open Reading Frame) o pequefios marcos de lectura.
Adicionalmente otra familia de proteinas caracteristica de Babesia spp., es la
familia VMSA (Variable merozoite surface antigen) o Antigeno variable de la
superficie del merozoito. Otras proteinas asociadas a los organelos caracteristicos
de Babesia lo son: las proteinas SBP (Spherical body protein) o proteinas de los
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cuerpos esféricos, las proteinas RAP1 (Rhoptry-Associated Protein 1) y la proteina
AMA1l (Apical membrane antigen 1) o Antigeno de la membrana apical 1
(Mosqueda y cols., 2002; Brayton y cols., 2007). Muchas de estas proteinas se
estan estudiando como posibles candidatos para herramientas diagnosticas y para
el desarrollo de vacunas a partir de subunidades con el objeto de ofrecer mas
alternativas para el control de la babesiosis bovina.

Familia VESA 1: La familia de proteinas VESA 1 son heterodiméricas compuesta
por los grupos VESAla y VESALlb. Estas proteinas son codificadas por los genes
ves1a y ves1B que se encuentran en grupos de dos o mas genes y es lo que
permite que se tenga un potencial de 119 productos variables de la proteina. Esta
proteina es sintetizada por el parasito y luego es exportada a la superficie del
eritrocito del hospedero. VESA 1 es una proteina con gran variacion antigénica y
su principal funcion es que participa en la evasion de la respuesta inmune y
participa en la adhesion celular. De todas las variantes de la proteina VESA solo
siete poseen un péptido sefial aminoterminal. Las proteinas VESAla poseen un
dominio extracelular seguido de una regidn transmembranal y una pequefia
porcién citoplasmatica, mientras que las proteinas VESALlb poseen una regién con

estructura de bobina en la regién central (Brayton y cols, 2007).

Familia smORF: En el genoma de B. bovis se han identificado 44 genes
asociados a la familia de genes vesl que se encuentran distribuidos en todos los
cromosomas. La longitud de estos genes varia de 381 a 1377 nucledtidos y
codifican para proteinas que no han sido previamente reportadas en las bases de
datos llamadas SmORF (small Open Reading Frame) o pequefios marcos de
lectura. Cuarenta y tres de las proteinas predichas poseen un péptido sefial. La
asociacion de los smORFs con los genes vesl permiten especular que la funcién
de los smORFs esta asociada al de las proteinas VESA1 o que contribuyen a las

variacion antigénica (Brayton y cols, 2007).
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Familia VMSA: Estas proteinas participan en la invasion de los eritrocitos ya que
tienen un papel en la adhesion de los merozoitos y esporozoitos y son expresadas
en la cubierta de superficie (Mosqueda y cols, 2002). Esta familia se compone de
las proteinas MSA1l y MSA2. Las VMSA son glicoproteinas expuestas en la
superficie y que estan ancladas a la membrana celular mediante un glicolipido GPI
(glicosilfosfatidilinositol). Los genes que codifican para esta familia de proteinas
son el msal y los cuatro genes msa2 (msa-2c, msa-2al, msa-2a2, and msa-2b) y
se localizan en el cromosoma 1. Estas proteinas poseen un péptido sefial, una
region hidrofébica conservada que es YFK para MSAly YYKK para MSA2 (Florin-
Christensen y cols, 2002; Brayton y cols, 2007).

Familia SBP: La familia de proteinas SBP se expresan y almacenan en los
cuerpos esféricos y participan en el proceso de invasion del parasito al eritrocito.
Una proteina perteneciente a esta familia es SBP2 y se localiza en el lado
citoplasmico de la membrana. En B. bovis, esta proteina tiene un peso molecular
aproximado de 225 kDa y el gen que la codifica se localiza en el cromosoma 4.
Ademas, secuencias incompletas del gen SBP2 se encuentran en tandem en
grupos de dos, cuatro y cinco, en el cromosoma tres. Estas secuencias en tandem
también se transcriben y traducen. Las proteinas SBP2 tienen una alta identidad
en los primeros 30 aminoacidos (Brayton y cols, 2007). Otra proteina de esta
familia es SBP4 la cual se transloca al citoplasma de los eritrocitos parasitados.
SBP4 de B. bovis posee un marco de lectura abierto de 1119 pb y la secuencia
predicha de la proteina tiene 372 aminoacidos. A esta proteina se le han atribuido
funciones como estabilizacion del ambiente intracelular, modificacion del
citoesqueleto de los eritrocitos para permitir la adhesion al endotelio vascular y
evitar su paso por el bazo (Alaa y cols 2011). En B. bigemina SBP4 tiene un peso

molecular aparente de 29.4 kDa (Cruz, 2014).

RAPL1: Esta proteina también juega un papel en la invasion de los eritrocitos, pues
se sabe que anticuerpos especificos contra ella, impiden la unién del esporozoito a

la célula blanco. La proteina RAP1 se localiza en la superficie apical dentro de las
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roptrias en los merozoitos. El gen que codifica para la proteina RAP1 es raplay
se encuentra en dos arreglos en grupo los cuales codifican para la proteina de 60
kDa (Mosqueda y cols 2002; Yokoyama y cols 2006).

AMAZ1: Es una proteina transmembranal de 82 kDa en B. bovis que es sintetizada
en estadios maduros del parasito y localizada inicialmente en el cuello de las
roptrias y posteriormente transportada y almacenada en las micronemas. No
obstante, durante la invasion, esta proteina se localiza en la superficie del parasito
y se le atribuye la funcibn de reorientacion del complejo apical. Como
caracteristicas peculiares de la proteina AMA1 en protozoarios apicomplexos, se
identifica un dominio extracelular en la region aminoterminal, un dominio
transmembranal Unico en la porcion central de la proteina y un dominio
citoplasmatico carboxilo terminal. EI dominio extracelular contiene 14 residuos de
cisteinas, lo cual permite que esta regidon a su vez forme tres dominios muy
conservados en todas las especies estudiadas (Crewther y cols, 1990; Mitchell y
cols, 2003; Gaffar y cols, 2004; Yokoyama y cols, 2006; Zhou y cols, 2006;).

Las familias de proteinas aqui descritas han sido las mas estudiadas en Babesia
con el objetivo de identificar antigenos involucrados en el mecanismo de invasion
del parasito que puedan ser empleados para bloquearlo y asi controlar la
enfermedad. Ademas, con este mismo fin, en Plasmodium se han estudiado
proteinas especificas de las fases sexuales. Una de ellas es la proteina HAP2, de
la cual, recientemente se ha encontrado un homélogo en B. bigemina (Rocha,
2010).

HAP2: Es una proteina que fue inicialmente identificada en plantas como Lilium
longiflorum y Arabidopsis thaliana donde se observd que esta proteina se
expresaba en las células generativas, consecuentemente se le denominé GCS1
por las siglas del inglés Generative Cell Specific 1. Posteriormente la proteina
también fue denominada HAP2 debido a que una mutacion en el gen que codifica

para dicha proteina produce pérdida del estado de haploidia en A. thaliana, es por
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ello que el gen fue denominado hap2 (hapless). Actualmente ambos nombres
(hap2 y gcsl) son utilizados para referirse al gen que codifica para esta proteina

(Von Besser y cols, 204; Mori y cols, 2006).

La funcion de esta proteina se determiné al realizar interrupciones en el marco de
lectura del gen que codifica para HAP2. En A. thaliana se observé que los
gametos con interrupciones en el gen hap2 no eran fertilizados, ademas se logro
identificar que HAP2 solo se expresa en el esperma de las plantas (Mori y cols,
2006; Von Besser y cols, 2006).

Los andlisis bioinformaticos permitieron identificar secuencias homoélogas a HAP2
de L. longiflorum y A. thaliana en otras plantas como Oryza sativa y en

protozoarios como Physarum polycephalum, Plasmodium falciparum,

Chlamydomonas reinhardtii y Leishmania major (Figura 5) y en artropodos como

Pediculus humanus. La presencia de estos homélogos en una amplia variedad de
organismos sugieren que la reproduccion por fusion de gametos es un mecanismo
de reproduccién sexual bastante antiguo y se origind en un ancestro comun de las

plantas modernas, animales y protistas (Mori y cols, 2006; Steele y Dana, 2009).

Las secuencias de HAP2 reportadas en diferentes organismos poseen
aproximadamente 700 aminoacidos y comparten su arquitectura; una region amino
terminal que contiene un péptido sefial y una region carboxilo terminal que tiene
una region intracitoplasmatica seguida de una porcion transmembranal. Sin
embargo, a diferencia de la proteina HAP2 de protozoarios, en plantas se
encuentra un dominio rico en histidinas en la region carboxilo terminal conservado
predominantemente en plantas angiospermas (Figura 5) ( Mori y cols, 2006; Von

Besser y cols, 2006).
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Proteinas HAP2 de plantas angiospermas tienen un dominio C-terminal rico en Histidinas

Longitud [AR) Identidad Identidad M (AR} |dentidad C (&%) H en C- terminal
Arabidopsis thaliana 705 100.0% 100.0% 100.0% 22.0%
Populus trichocarpa 698 66.1% 70.9% 41.5% 17.1%
Lilium fongifiorum 698 56.4% 63.2% 26.0% 15.5%
Oryza sativa 722 55.0% 58.9% ar.4a% 23.0%
Chlamydomonas reinhardltii 748 24.8% 27.9% 8.1% 3.2%
Cyanidioschyzon merolae 744 20.0% 21.3% 10.6% 0.0%
Plasmodium falciparum BEY 19.7% 20.9% 17.1% 2.2%
Physarum polycephalum 808 23.7% 24.8% 18.7% 1.2%
Leishmania major 917 23.8% 25.0% 23.6% 2.4%

AA, aminoacido; H, histidina; N, region del N-terminal hasta region transmembranal de la proteina; C,
region del C-terminal hasta el dominio transmembranal; Gris, Plantas angiospermas

Figura 5. Comparacion entre HAP2 de diferentes organismos. A.

Esquematizacion de HAP2 de: Li, Lilium longiflorum; At, Arabidopsis

thaliana; Os, Oryza sativa (Tomado de Mori, 2006) B. Porcentajes de
Identidad de diferentes HAP2. PS, péptido sefal; TM, region

transmembranal; His, region rica en histidinas (tomado de Von Besser,
2006).

Las caracteristicas estructurales de la proteina permiten concluir que HAP2 es una
proteina asociada a membrana y el dominio rico en histidinas indica que ésta
region posiblemente sea citoplasmatica y el péptido sefial de la region amino
terminal es una sefial de transito para que la proteina HAP2 sea transportada

mediante vesiculas a la membrana (Mori y cols, 2006; Von Besser y cols, 2006).

Una caracteristica adicional de la proteina HAP2, identificada en protozoarios, es
la presencia de una region de aproximadamente 50 aminoacidos altamente

conservada entre diversos organismos y dentro de la cual existen cisteinas
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posicionalmente conservadas (Figura 6). La presencia de los residuos de cisteina
conservados determinan la formacion de puentes disulfuro en la proteina. A esta
region se le denomindé dominio HAP2 y se le atribuye la funcion de la proteina
(Mori y cols, 2006; Hirai, 2008; Wong y Johnson, 2010).

A
Porcu_antaje de
PS ™ Longitud  eaddad con
Pb I 827 100.0
Py | 828 93.7
Pf I 889 544
Pv I 806 59.4

Figura 6. Estructura primaria de HAP2 en diferentes especies de
Plasmodium. PS, Péptido sefial; Tm, region transmembranal (Tomado de
Hirai, 2008).

ESTADO DEL ARTE

5. Antecedentes de lainvestigacion de HAP?2

Proteina HAP2 en protozoarios

Los principales estudios de la proteina HAP2 en protozoarios han sido realizados
en Chlamydomonas reinhardtii y en Plasmodium spp. De manera importante se
detect6 que P. berghei, P. yoelii, P. falciparum y P. vivax, tenian homélogos de
HAP2 con todas las caracteristicas reportadas previamente en plantas; un péptido
sefal, la regién del dominio HAP2 y una region transmembranal (Figura 6) (Hirai y
cols, 2008).
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La participacion de la proteina HAP2 en la fertilizacion en plantas y su expresion
especifica en el gameto macho, fueron antecedentes claves en ensayos de
fertilizacion in vitro en protozoarios, los cuales permitieron demostrar que HAP2
participa en la reproduccién sexual y que es indispensable en los gametos machos
(Liu, 2008). Reportes recientes han permitido conocer cémo ha evolucionado la
dindmica de HAP2 de manera diferente en ambos sexos en G. pectorale, en
gametos machos la proteina se transporta al sitio de fusion que se protruye
durante la fertilizacion, mientras que en gametos hembra la proteina HAP2 es
degradada en el citoplasma una vez que se activan los gametos (Kawai-Toyooka y
Cols, 2014). En P. berghei se determind que HAP2 es determinante en la
formacion de cigotos en el lumen intestinal del mosquito. En el mosquito se analizo
el porcentaje de infectividad por P. berghei, en las células intestinales y la
transmision del parasito al hospedero vertebrado, usando parasitos mutados en el
gen hap2 (Hirai y cols, 2008; Liu y cols, 2008). Los resultados obtenidos mostraron
gue cuando se elimina la proteina HAP2 no se forman los ooquistes en el

mosquito (Figura 7).
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Figura 7. HAP2 es esencial para el desarrollo sexual de P. berghei en el
mosquito. wt, genotipo silvestre; hap2, parasitos con mutacién en hap2. El
panel izquierdo muestra el nUmero de ooquistes encontrados por mosquito y
el panel derecho muestra el porcentaje de paréasitos transformados en

ooquinetos encontrados (Tomado de Liu, 2008).
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La proteina HAP2 también interviene en la tasa de infeccion en el mosquito y su
transmision a un nuevo hospedero vertebrado ya que al utilizar los parasitos con
una mutaciéon que interrumpe el marco de lectura del gen hap2, la tasa de
infecciébn en el mosquito era nula (Figura 8). Ademas se observé que los
mosquitos infectados con parasitos mutados no podian transmitir la enfermedad a
un nuevo hospedero vertebrado (Hirai y cols, 2008). Estos hechos remarcan la
importancia de HAP2 en la infectividad de P. berghei y su impacto en el ciclo de
vida del parasito.

Porcentaje de infectividad

Tasa de infeccion Tasa de infeccion
en el mosquito en el raton

Figura 8. Tasa de infeccion y eficiencia de transmision de pardsitos con
mutacion en hap?2. Las barras en gris oscuro representan P. berghei silvestre
y las barras gris claro representan los parasitos mutados (Tomado de Hirai y
cols, 2008).

Una vez que se determind que HAP2 era esencial para la infeccion en el mosquito
y la transmision al hospedero vertebrado, se planted que un bloqueo mediado por

anticuerpos contra HAP2 podria ser efectivo para inhibir la fusion de fases
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sexuales dentro del mosquito y asi detener el ciclo de vida del parasito (Hirai y
cols, 2009). Para probar ésta hipotesis se utilizaron anticuerpos policlonales contra
un fragmento recombinante de HAP2 de P. berghei, que incluyd los aminoéacidos
355 al 609 de la proteina completa, para interrumpir el ciclo de vida por inhibicion
de la fertilizacion (Blagborough y Sinden, 2009).
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Figura 9. Anticuerpos contra HAP2 interrumpen el ciclo de vida de P. berghei
porcentaje de inhibicibn de la fusion de los gametos (tomado de
Blagborough y Synden, 2009).

Al analizar el porcentaje de inhibicion de la fusiébn de gametos utilizando el suero
anti-HAP2, se observé que se inhibid la formacion in vitro de ooquinetos hasta en
un 81% (Figura 9) (Blagborough y Synden, 2009). Estos resultados han servido
para proponer a HAP2 como un candidato potencial en la elaboracion de vacunas
bloqueadoras de la transmision de Malaria.

24



ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO

HAP2 en Babesia bigemina

Plasmodium al igual que Babesia pertenece al phylum Apicomplexa donde se han
encontrado homélogos de HAP2, por lo que, se hipotetiz6 que B. bigemina tenia
un homologo del gen hap2 en su genoma. Con base a los antecedentes
anteriormente expuestos se realizd un analisis del genoma de B. bigemina
mediante el cual se detectdé un gen de 2459 pb que codifica para una proteina de
780 aminoéacidos (Rocha, 2010). Ademas al estudiar la proteina en diferentes
cepas de B. bigemina se observé que la proteina esta altamente conservada
(Cuadro 2).

Cuadro 2 Variaciéon en el numero de nucleétidos del gen hap2 de diferentes
cepas de B. bigemina (Rocha, 2010).

No. de No. de
nucleoétidos aminoacidos
Chiapas 2,474 778
Nayarit 2,447 777
Rio grande da sur 2,447 777
Turquia 2,474 784
Seed 2,474 778
Rondonia 2,450 768

En B. bigemina se ha estudiado la expresion del gen y la localizacion de la
proteina en fases sexuales y fases asexuales. A diferencia de lo reportado en
otros pardasitos apicomplexos en cuanto a la expresion de la proteina HAP2, en B.
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bigemina el analisis de la transcripcion del gen hap2 mostrd que se expresa en los
estadios sexuales y en estadios intraeritrociticos. El estudio de la localizacion de
HAP2 permiti6 identificar una distribucion en la membrana de gametos y en fases
intraeritrociticas (Rocha, 2010). Finalmente, un alineamiento entre cepas de B.
bigemina de diferentes regiones del mundo mostré que la proteina posee un 98%

de identidad entre dichas cepas.

IMPORTANCIA DE CONTINUAR EL ESTUDIO DEL TEMA

6. ¢Por qué estudiar la participacion de HAP2 en la fusidén de fases

sexuales de B. bigemina?

En afos recientes se ha hecho un esfuerzo especial para comprender el ciclo de
vida de parasitos apicomplexos como Plasmodium spp, en particular se han
enfocado en los estadios sexuales debido a que muchas de las proteinas
expresadas por estas fases del parasito estan relacionadas con la transmision de
la enfermedad del vector hacia el hospedero vertebrado. A pesar de esto, ain no
se logran dilucidar dos areas de interés; qué gen es el responsable del mecanismo
gue permite a las fases eritrociticas transformarse en fases sexuales y cuales son
los mecanismos moleculares y eventos de sefializacién de las fases sexuales en
estos parasitos durante la fertilizacion (Kuehn y Pradel, 2010). En el caso de
Babesia spp. también es necesario continuar el estudio de las fases sexuales para
comprender mejor la biologia del parasito. Estudiar una de las proteinas de las
fases sexuales de B. bigemina como HAP2, es un aporte importante para tratar de
esclarecer algunos de los mecanismos moleculares de las fases sexuales durante

procesos como la fertilizacion.

Por otra parte, actualmente no existen medidas que sean eficientes y econémicas
para el control de la babesiosis. Por lo que, es necesario desarrollar métodos de
prevencion y control de la enfermedad. Una estrategia para el control de las

enfermedades transmitidas por vector ha sido el disefio de vacunas blogueadoras
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de la transmision (Carter, 2001). Los ensayos en P. berghei para interrumpir el
ciclo de vida del parasito utilizando anticuerpos especificos contra la proteina
HAP2 han mostrado que la fusibn de gametos se inhibe en el intestino del
mosquito hasta en un 81% (Blagborough, 2009).

Aunque el gen hap2 se ha identificado recientemente en B. bigemina, se
desconoce la funciéon de la proteina por lo que resulta de gran importancia conocer
si HAP2 participa en la fusion de las fases sexuales de B. bigemina y si un
bloqueo con anticuerpos especificos contra esta proteina puede interrumpir la

fusion de las membranas al momento de la unién de los gametos de B. bigemina.

El hecho de conocer si la proteina HAP2 participa en los procesos celulares antes
mencionados, para el caso de B. bigemina, aportaria nuevo conocimiento sobre la
biologia del parasito, y se podria evaluar en un futuro a la proteinaHAP2 como un
candidato potencial en el desarrollo de una vacuna bloqueadora de la transmision

de la babesiosis bovina.
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Il.  HIPOTESIS
Anticuerpos especificos contra la proteina HAP2 de B. bigemina inhiben la fusion

de fases sexuales de B. bigemina.

. OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar si anticuerpos especificos contra la proteina HAP2 de B. bigemina

inhiben la fusidon de fases sexuales.

Objetivos particulares

1. Identificar regiones inmunogénicas de la fraccion extracelular de la proteina
HAP2

2. Inmunodetectar la proteina HAP2 en eritrocitos infectados y en fases
sexuales de B. bigemina con anticuerpos especificos

3. Determinar si anticuerpos especificos contra regiones inmunogénicas de la

proteina HAPZ2 inhiben la fusion de las fases sexuales de B. bigemina
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IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
Para lograr el objetivo general se ha propuesto la siguiente estrategia experimental que permitira llevar a cabo cada

uno de los objetivos particulares.

("Prediccién de

epitopos B

Analisis del grado
de conservacion

Seleccion de
péptidos a sintetizar

Produccidn de anticuerpos
€n conejos

Obtencion comercial de una

construccion conteniendo la

region codificante para una
fraccion de HAP2

Subclonacion y expresion
del péptido extracelular

Analisis de la expresion y
solubilidad de la proteina
recombinante

Purificacion de la proteina
recombinante

Obtencion de sangre de bovino infectada
con B. bigemina

—

]7

Eritrocitos Eritrocitos
infectaclos infectados
Fases Fases
sexuales sexuales

Eritrocitos sin
infectar

Eritrocitos sin
infectar

Y

Induccion de fases
sexuales in vitro,
suplementando con el
suero preinmune e inmune

Purificacidn de fases
sexuales por gradiente de
Percoll a las 12, 15, 18, 20
y 24 horas post-induccion

y

IFl Western Blot

Cuantificacion del contenido de
DNA por microscopia de
fluorescencia y evaluacion de la
morfologia de fases sexuales
por microscopia optica
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Material biol6égico

Cepas de E. coli

Para la clonacion de la region que codifica para la porcion extracelular de HAP2 se
utilizaron células de E. coli competentes One Shot® (Life Technologies, Carlsbad,
Estados Unidos) y para la expresion de la porcién extracelular de HAP2, se
emplearon células BL21 StarTM (DE3) (Life Technologies, Carlsbad, Estados
Unidos).

Cepa de Babesia bigemina

En los ensayos realizados en este trabajo se utilizé B. bigemina cepa Chiapas. La
cepa se mantuvo a través de pases en bovinos esplenectomizados. Los eritrocitos
infectados se conservaron en una solucion de DMSO con VYM en una proporcion

uno a uno.

Obtencién de fases asexuales de B. bigemina

Para la obtencion de sangre infectada se esplenectomizé e infecté un becerro con
un vial de 5 ml de B. bigemina cepa Chiapas. El momento de recoleccion de la
sangre infectada se determind mediante un monitoreo a partir del dia 5
postinfeccién hasta detectar un 3 % de parasitemia. La recoleccién de sangre se
realiz6 con un matraz con vacio estéril y fue desfibrinada con perlas de vidrio. La
sangre se centrifugd a 9000 x g por 15 minutos, se deseché el suero y las células
blancas. El paquete celular se lavd con solucién de VYM tres veces y se almaceno

a4 °C 6 20 °C hasta su uso.
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Induccién de fases sexuales de B. bigemina

La induccion y purificacion de las fases sexuales de Babesia bigemina se realizé
de acuerdo con el protocolo publicado por Mosqueda y colaboradores en 2004.
Segun lo reportado la induccién de las fases sexuales se inicié incubando 30 % de
eritrocitos parasitados en medio M199 adicionado con 100 uM de Acido
Xanturénico suplementado con 20 % de suero estéril de bovino durante un
maximo de 36 h a 28 °C. Al finalizar el tiempo de incubacién, el cultivo fue
centrifugado a 9,000 x g durante 15 minutos a 4 °C. EIl paquete celular recuperado
fue purificado mediante gradiente de Percoll isosmético al 47 % en PBS para
recuperar las fases sexuales. En un volumen final de 12 ml se colocaron 11 ml de
la solucion de Percoll y 1 ml de paquete celular. Para separar las fases por
gradientes, la centrifugacion se realizo a 4200 x g por 2 h a 4 °C. Al término de la
centrifugacion se recuperé la fase color marron la cual se lavd tres veces
adicionando PBS y centrifugando a 9000 x g por 15 minutos para eliminar los
residuos de Percoll. Para inmunofluorescencia indirecta, las fases sexuales
purificadas se resuspendieron en 200 pl de VYM y fueron extendidas en laminillas
gue se dejaron secar y se congelaron a -20 °C hasta su uso. Para extraccion de
proteinas, después del lavado se seco la pastilla con las fases sexuales y se

congelaron a -20 °C hasta su uso.

2. Expresién de la proteina recombinante HAP2

Sintesis de DNA que codifica para el fragmento extracelular de la proteina
HAP2.

La construccion se disefid de manera que contiene una secuencia de 2007 pb
correspondiente a la secuencia del gen hap2 que codifica la porcion extracelular
de la proteina HAP2, de 669 aminoéacidos, la que fue nombrada construccion
pIDTSmart-BamHI-hap2Excel-Xbal y se adquiri6 con el servicio Custom Gene
Synthesis de IDT Integrated DNA Technologies. El plasmido liofilizado fue
hidratado en 80 pl del amortiguador IDTE, después se homogenizé durante 20

segundos y se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos.
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Subclonacion en pCold

La subclonacién se realizé a partir de la liberacion del inserto de la construccion
pIDTSmart-BamHI-hap2Excel-Xbal mediante la digestion con las enzimas BamHI
y Xbal. El vector pCold (Takara) fue linearizado con las enzimas BamHI y Xbal y
desfosforilado con fosfatasa alcalina Intestinal de becerro. La reaccién de ligacion
se realiz6 en una relacién molar de 1:3 de vector:inserto con 1 pul de enzima T4
ligasa, 4 ul de buffer de ligasa en un volumen final de 20 pl. La reaccién se mezcl6
gentilmente y se incubo durante 60 minutos a 16 °C. La reaccion de ligacion fue
utilizada para transformar células de E. coli competentes One Shot® (invitrogen)
de acuerdo con el protocolo del fabricante. La siembra de las bacterias se realizo
en dos placas de agar LB-Ampicilina (100 pg/ml) con 200 pl y 100 ul de la reaccion
de transformacion en cada placa respectivamente. Se dejo incubar toda la noche a
37 °C. La seleccion de colonias positivas se realiz6 mediante un PCR de colonia.
El DNA plasmidico de las colonias positivas fue extraido con el kit de purificacion
illustra plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare, Piscataway, USA). Las clonas
positivas fueron verificadas mediante restriccion enzimatica (BamHI y Xbal). Una
vez seleccionadas las clonas, el DNA plasmidico fue purificado y enviado a

secuenciar.

3. Transformacién de células BL21 con el DNA de clonas positivas

10 ng de DNA plasmidico que contenia el inserto se agreg6 a un vial con células
BL21 DE3 y se dej6 reposar durante 30 minutos. Posteriormente se dio el choque
térmico de 42 °C durante 30 segundos y se transfirio al hielo. 250 pl de medio
S.0.C a temperatura ambiente fueron agregados y se agitaron las células a 70 x g
a 37°C durante 30 minutos. El cultivo bacteriano se sembr6 en 2 placas de agar
LB-ampicilina a volumenes diferentes (150 y 100 pl) a cada placa y se dejaron

incubar durante toda la noche a 37° C.
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4. Induccién de la expresion de la proteina recombinante

Un matraz con 30 ml de medio liquido LB con ampicilina (100 pg/ml) fue inoculado
con 1.5 ml de cultivo bacteriano. El cultivo se dejé en crecimiento a 37 °C con
agitacion a 200 rpm hasta alcanzar una densidad Optica (ODeoo) de 0.4. El cultivo
se dividié en dos matraces de 15 ml cada uno. A uno de los cultivos se le agreg6
IPTG a una concentracion final de 1 mM. Una alicuota de 1 ml de cada cultivo se
centrifug6 a 5 900 x g durante 5 minutos, el sobrenadante se desechd y el paquete
celular se congel6 a -20 °C. La incubacion para la induccion de la expresion de la
proteina se realizé en un agitador refrigerado a 16 °C durante 24 h con agitacion
constante (200 rpm). Al finalizar el tiempo de induccion se tomo una alicuota de
cada matraz y se proces0 como se menciond antes. Algunas variaciones en las
condiciones para la induccién fueron el aumentar la temperatura de induccion a 28

°C y variar la concentracion de IPTG entre 0.5 mMy 1 mM.

5. Analisis de la expresion del péptido recombinante

Para analizar la expresion del péptido se corridé un gel de poliacrilamida
SDS/PAGE (10%) con cada uno de los paquetes celulares obtenidos del proceso
de induccion y se realizé de la siguiente manera: las densidades Opticas de las
muestras se normalizaron a una DO de 0.9 usando PBS 1X. La muestra se mezcl6
1:1 con la solucién de carga (950 ul de buffer Laemmli y 50 pyl de BME). La
muestra se hirvié por 5 minutos. Se cargaron 30 ul de cada muestra en un gel de
poliacrilamida al 10%. ElI marcador de peso molecular empleado fue el
Kaleidoscope™ (BioRad, California, Estados Unidos) para identificar la banda que
corresponde con el tamafio de la proteina expresada (82 kDa). La electroforesis se
corrié durante 1 h a 100 V. El gel se tifid con azul de Coomasie durante una hora'y

se dej6 lavando con solucion destefidora por cuatro periodos de 30 minutos.
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6. Disefo de péptidos conteniendo epitopos B de HAP2 de B. bigemina

Con base en las secuencias de HAP2 de B. bigemina previamente
reportadas por Rocha en 2010, se realizé el andlisis para la seleccion de péptidos.
Para ello, la secuencia que codifica para la region extracelular de la proteina se
analiz6 en tres herramientas bioinformaticas que utilizan diferentes algoritmos para
la prediccién de epitopos B que fueron: ABCPred
(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/), BCEPred antigenicidad, BCEPred

hidrofilicidad (http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/) y IEDB

(http://www.iedb.org/). Los candidatos de péptidos se consideraron aceptables si

se encontraban en aquellas regiones de HAP2 que obtuvieran un alto porcentaje
de probabilidad de ser un epitopo B y que fueron predichos por las tres
herramientas utilizadas. Los criterios considerados para la seleccion de los

epitopos se muestran en la Cuadro 3.

Cuadro 3. Criterios para la seleccion de péptidos

‘ Herramienta Criterios

ABCPred Puntaje de probabilidad de ocurrencia de 0.80
BCEPred Hidrofilicidad y antigenicidad superior a 1

IEDB Puntaje de probabilidad superior a 0.80
Posteriormente se utilizé la herramienta blastp suite

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cqi?PAGE=Proteins) para verificar que

los péptidos seleccionados no reconocieran un organismo diferente a B. bigemina.
A continuacion se utilizé el servidor del Instituto Sanger para realizar un analisis

blast contra todo el genoma de B. bigemina (https://www.sanger.ac.uk/cqi-

bin/blast/submitblast/b_bigemina) y asi garantizar que el péptido seleccionado

Unicamente reconociera a la proteina HAP2. Finalmente se realizé un alineamiento
de la diferentes cepas de B. bigemina reportadas previamente, para verificar que
los péptidos candidatos obtenidos hasta ese momento se encontraran en regiones

conservadas de las diferentes cepas.
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Para cada péptido seleccionado se verificO que contara con los requisitos de: a)
ser predichos por tres algoritmos diferentes para identificacion de epitopos B; b)
estar en regiones expuestas de la proteina; c) no ser idénticos con alguna otra
proteina de B. bigemina y d) estar conservados en diferentes cepas de B.
bigemina. Finalmente, los péptidos seleccionados se adquirieron con la empresa
GL Biochem Ltd (Shangai, China) quien los sintetiz6 bajo el sistema de péptidos
multiples antigénicos con 8 ramificaciones, en la cual, cada péptido es sintetizado
en forma de octameros (MAPS8) y liofilizado.

7. Produccion de anticuerpos

Para la produccion de anticuerpos contra cada péptido de HAP2 se
utilizaron 2 conejos machos de la raza Nueva Zelanda de 2 meses de edad. De
cada uno de los cuatro péptidos sintetizados, se realizdé un preparado utilizando
100 pg de péptido sintético liofilizado que fue resuspendido en 500 pl de PBS y
emulsionado con 500 pl de adyuvante Montanide ISA 71 (Seppic, Francia), de esta
misma forma se prepararon las emulsiones para cada péptido. Cada una de las
emulsiones preparadas se utilizé para inocular un conejo. Se realizaron un total de
5 inmunizaciones. Cada inoculacion se realizé via subcutanea en cuatro puntos
cercanos a los ganglios linfaticos mas accesibles del conejo, con intervalos de 15
dias. Una muestra de suero preinmune fue colectada de todos los conejos y
almacenada a -20°C hasta su uso. Un monitoreo mediante inmunofluorescencia
indirecta se realizd para evaluar el momento de toma del suero inmune, utilizando
como criterio la presencia de sefial positiva al ocupar el suero en una dilucién en
1:80. Cuando se detectd la sefal positiva esperada se realizd la extraccion de
sangre de los conejos. La sangre obtenida fue centrifugada para separar el suero

y éste se guardo a -20°C hasta su uso.
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8. Inmunodeteccion de la proteina HAP2 utilizando los anticuerpos

antipéptidos.

Inmunoelectrotransferencia

La inmunodetecciéon de HAP2 se realiz6 en fases sexuales de B. bigemina,
teniendo como control negativo eritrocitos sin infectar. Para obtener las proteinas
de los parasitos intraeritrociticos y de los eritrocitos sin infectar se realizaron 5
lavados agregando 10 ml de PBS frio a 5 ml de paquete celular y centrifugando a
9000 x g durante 15 minutos. Finalmente se concentrd la muestra en una pastilla
gue se almacend a -20 °C hasta su uso y 1 pg de cada pastilla; fases sexuales
purificadas, eritrocitos infectados y eritrocitos sin infectar, fueron resuspendidas en
200 pl de PBS. Un volumen de amortiguador de corrimiento Laemmli 2X (BioRad,
California, Estados Unidos) preparado con 3-mercaptoetanol fue agregado segun
indicaciones del proveedor. La muestra se homogenizo, se hirvié por 5 minutos y
se corrio en un gel de poliacrilamida SDS/PAGE al 10 % y posteriormente fue

transferida a una membrana de nitrocelulosa a 100 V por 60 minutos.

La membrana se bloque6 con una solucion tampon de Tris con Tween-20 (TTBS)-
leche al 5% a 4°C toda la noche, posteriormente se realizaron 3 lavados por 30
minutos con TTBS en el agitador orbital. A continuacion, la membrana se incubé
con el anticuerpo primario de conejo anti-péptido sintético de HAP2 en una
dilucion 1:2000 en TTBS-leche 0.5 %, por 1 h a temperatura ambiente, al finalizar
se lavo tres veces durante 30 minutos con TTBS y se realizo la incubacién con un
anticuerpo secundario cabra anti-lgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina
en una dilucion 1:1000 en TTBS-leche 0.5 % durante 1 h a temperatura ambiente.
Se realizaron 3 lavados de 30 minutos con TTBS y se realizd el revelado con
NBT/BCIP (BioRad, California, Estados Unidos). La inmunodetecciéon se realizd
utilizando los cuatro sueros contra los cuatro péptidos sintéticos por separado

siguiendo el mismo protocolo cada vez.
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Inmunofluorescencia Indirecta
Las fases sexuales y eritrocitos infectados se extendieron en portaobjetos y fueron

fijadas con acetona al 100 % durante 15 minutos a temperatura ambiente en el
caso de eritrocitos infectados y eritrocitos sin infectar. Las fases sexuales se
fijaron con metanol al 100 % durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las
laminillas se dejaron secar 20 minutos. Los pozos se dibujaron con esmalte de
ufias y se colocaron 20ul del anticuerpo primario de conejo antipéptido sintético
(1:80) en un pozo y el suero preinmune (1:80) en otro pozo. Las laminillas se
incubaron en cdmara humeda media hora a 37°C, luego fueron lavadas tres veces
con PBS-Tween 0.05% durante 5 minutos en agitacién a 200 rpm (IKA, KS 130
basic). Las laminillas se dejaron secar a 37°C durante 15 min. Finalmente se
realizé la incubacién con 20 pl de anticuerpo secundario anti-lgG de conejo
conjugado con Alexa-488 (Jackson ImmunoResearch, Pennsylvania, USA) a una
dilucion 1:200, a 37 °C en camara humeda por media hora. Las laminillas se
lavaron 3 veces con PBS-Tween 0.05 % durante 15 minutos y se dejaron secar.
Las laminillas fueron montadas con glicerina fosfatada (1:10) y se visualizaron en
un microscopio de fluorescencia (Leica2500P) con objetivo de 100X y un filtro

especifico para el espectro del fluorocromo Alexa-488.

9. Inhibicién de la fusidn de fases sexuales.

Con el objetivo de estudiar el efecto de los anticuerpos contra los péptidos de
HAP2 durante la fusion de las fases sexuales se realiz6 el proceso de induccién
de las fases sexuales in vitro. El suero de conejo anti-HAP2 se diluy6 1:10 en el
suero de bovino que se emplea en el medio de induccion completo. El medio 199
con acido xanturénico fue suplementado con la dilucion de dos de los anticuerpos;
contra el péptido 1 y contra el péptido 3, el suero preinmune de cada conejo
utilizado para producir los anticuerpos fue usado como control. En una placa de
cultivo se coloco 70 % de M199 adicionado con los sueros de conejo conteniendo
los anticuerpos y 30 % de eritrocitos infectados, para un volumen total de 250 pl.

Cada tratamiento fue realizado por triplicado y una induccién con medio de
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induccién con suero de bovino fue utilizada como control de la induccion de fases
sexuales in vitro. Una muestra de células del cultivo control de induccion de fases
sexuales se tomo a las 0 horas para realizar un frotis y obtener la cuantificacion de
la intensidad de nacleos haploides cuyo valor de intensidad deberia corresponder
a un nucleo haploide (n). Los cultivos se incubaron a 28 °C y se monitorearon a
diferentes horas para evaluar el progreso de la induccidén. Las primeras fases
sexuales se recuperaron a las 16 horas post-induccion, de acuerdo con el tiempo
gue se determind durante una previa induccion realizada en el laboratorio, pues a
este tiempo ya se observaban cuerpos radiados en la tincién con colorante de
Giemsa. De cada induccion realizada en la placa de cultivo se realizaron dos frotis
con las células del cultivo, incluyendo las tres repeticiones. Las laminillas fueron
fijadas con metanol absoluto durante 5 minutos. Una laminilla se tifié con colorante
giemsa y la otra se tind con DAPI. Los cigotos se obtuvieron a las 36 horas post-
induccion, hora que se determind en ensayos de induccion realizados previamente
gue mostraron que a las 36 h ya se detectaban cigotos. De igual forma se
realizaron dos laminillas de células por cada induccion realizada en la placa de
cultivo, incluyendo las repeticiones, esto con objeto de tefiir una con Giemsa y otra
con DAPI.

10.Cuantificaciéon del contenido de DNA.

Las laminillas tefiidas con DAPI fueron observadas en el microscopio de
fluorescencia (Leica DM 2500) con el objetivo para aceite de inmersion 100X y
utilizando un filtro para DAPI. Las fotografias fueron tomadas con el software Leica
Application Suite. Se tomo6 una imagen de campo fluorescente y una de campo
claro de un total de cuarenta y cinco campos por laminilla, que fue el numero total
de campos en los que en los controles de induccién permitian evaluar un total de
30 nucleos. Las imagenes fueron procesadas en el software ImageJ (ImageJ, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) para obtener el dato
numeérico de la intensidad de los ndcleos. Los datos de intensidad obtenidos del
software se almacenaron en hojas de calculo para realizar el analisis estadistico

en Minitab (MiniTab Statistical Software, Pennsylvania). El analisis estadistico
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realizado fue un andlisis de Kruskal-Wallis. Como control se cuantificO el DNA de
nacleos de pardsitos intraeritrocitios de la hora cero post-induccion para estimar el
valor correspondiente a un nucleo haploide (intensidad = 1n). Los ndcleos de los
cigotos deben tener el doble de intensidad (2n) de acuerdo con lo reportado por
Mosqueda et al., (2004).

39



VI. RESULTADOS

1. Expresion de la proteina HAP2 extracelular

Para poder cumplir con el objetivo de producir anticuerpos contra una regién
especifica de la proteina HAP2, se optd por realizar la expresién de la porcion
extracelular de la proteina, para esto se obtuvo un plasmido sintético que contenia
la secuencia de DNA que codifica para dicha regién, este plasmido contenia sitios
de restriccion especificos y fue obtenido liofilizado de la empresa IDT. El plasmido
pIDTSmart-BamHI-hap2Excel-Xbal rehidratado fue propagado en células E. coli
competentes One Shot®, el plasmido de las clonas obtenidas fue purificado y
digerido con las enzimas BamHI y Xbal. El producto de la digestion se visualizé en

un gel de agarosa como se muestra en la Figura 10.

5000 pb —»

1000 pb —»

500 pb —»

Figura 10. Digestion enzimatica del plasmido plIDTSmart-BamHI-
hap2Excel-Xbal. Carril 1: Marcador de talla molecular de 5Kb, carril 2:
pIDT purificado de la clona 1 y carril 3: pIDT purificado de la clona 2.

Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con RedGel.

Posteriormente, el inserto fue purificado a partir de gel de agarosa y se analiz6 su

integridad en un nuevo gel de agarosa como se observa en el carril 2 de la Figura
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11, donde se visualiza una banda de un tamafio aproximado a 2000 pb, el cual,

coincide con el tamanio conocido del inserto.

El vector pCold fue linearizado con las mismas enzimas (BamHI y Xbal) utilizadas
para liberar el inserto. El producto de esta digestion fue visualizado en un gel de
agarosa, el cual se muestra en la Figura 11, carriles 3 y 4 donde se observan dos
bandas de aproximadamente 4000 pb correspondiente al tamafo del vector. Al
comprobar la integridad de pCold y el inserto se procedié a realizar la ligacién y

transformacion de células competentes de E.coli.

1 2 3 4

5000 pb —»
4400 pb

2000 pb  —»

500pb —»

Figura 11. Inserto purificado de gel y Digestion enzimatica de pCold Carril
1: Marcador de talla molecular de 5Kb. Carril 2: Inserto purificado, carril 3

y 4: pCold linealizado. Gel de agarosa al 1%, tefiido con RedGel.

De las colonias obtenidas se purificd el plasmido y se realizd6 una digestion
enzimatica para verificar la presencia del inserto, la cual se muestra en la Figura
12, donde se visualizan dos bandas, la de 2000 pb corresponde al inserto y la

banda de aproximadamente 4000 pb que corresponde al plasmido.
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5000 pb —»

2000 pb —»

500 pb —>»

Figura 12. Digestion enzimatica de pCold para verificar la presencia del
inserto. Carril 1. Marcador de talla molecular 5Kb y carril 2: Digestion

enzimatica. Gel de Agarosa al 1% tefiido con RedGel.

El DNA plasmidico de la clona positiva fue secuenciado para corroborar que el
inserto se encontraba en marco de lectura utilizando los oligonucleétidos
especificos para pCold (Figura 13). Los elementos importantes para indicar que el
gen se encuentra en marco de lectura abierto como son la etiqueta de histidinas,
el coddn de inicio y el codon de paro se encontraban presentes en la secuencia

del plasmido.

_'\=' Selected: none Sample: pefwdpl 5 |File: C:\UsersMarie' AppData'L ocal| Temp' Rar§DIa0. 159 pefedpl §_D04_004_Run UACM_2013.11-04_15-16_0T62.ab1

10

120 180 150
iT{C-&CC{TG-\iTC-\Ci-\iG lC%TC-&TC%TC%TC%TC%T TCGAAGGT -\GGC-\ TGG-&G _CGG J\C'CCT(IG'-’L(i(i-(i'-‘l'l'lf.‘CGl'

L""‘J‘MW\ A WAV WA IWWJWM\ AN AR AAA WW W

D120 670 pervapl 5_ADS_001_Run_UACM_2013.11.04_15.16_0766.3b1

) 50 &0 0 80 0 100 110 20
CCTCAT GCACTTT CC GAAAT T GC G GAAGAAGCAGCCCACCTCGCCCGCGTTGCAGGT GCACATGTTGT CCGACAIG CATGG

M‘..Maﬂw‘uﬂf‘-..mM’u“..ﬁnmfwlwmmmf\mm{\mw r'« /\M\wﬂﬂﬁ ol

Figura 13. Andlisis de la secuencia obtenida a partir del plasmido purificado.
Los cuadros indican la etiqueta de histidinas (132b), el codén de inicio (165b)
y el codon de paro (117b) (BioEdit).
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Una vez que se determind que el inserto se encontraba en marco de lectura, se
indujo la expresion de la proteina recombinante. Sin embargo, no se visualizé la
banda enriquecida que se esperaba de 82 kDa en geles de poliacrilamida ni
tampoco fue detectada por Western blot usando anticuerpos comerciales anti tag
de histidina, tampoco se obtuvieron resultados positivos cuando variamos las
concentraciones de IPTG en el medio de induccion de 0.5 mM a 1.0 mM. El tiempo
de incubacion y la temperatura fueron incrementadas de 24 h hasta 48 horas y de
15 °C a 28 °C respectivamente; a pesar de estas modificaciones no se logré
obtener la proteina recombinante. Por lo tanto, se opté por continuar el
experimento mediante el disefio y seleccion de epitopos B en la proteina HAP2

para su obtencion de manera sintética.

2. Disefo de péptidos sintéticos con epitopos B conservados de la proteina

HAP2

La expresion de la proteina HAP2 extracelular no fue exitosa, por lo que, como
una alternativa para obtener anticuerpos contra HAP2 se decidio trabajar con
péptidos sintéticos que tuvieran epitopos B lineales conservados. Los péptidos
sintéticos fueron seleccionados utilizando herramientas de prediccidon
bioinforméaticas. De este andlisis de prediccidn de epitopos realizada in silico se
obtuvieron cuatro péptidos con epitopos B lineales conservados entre diferentes
cepas de B. bigemina. Los péptidos con valores predictivos altos en al menos dos

de los cuatro algoritmos utilizados fueron seleccionados (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Resultados de los valores predictivos que cada algoritmo
otorgados ala secuencia de aminoacidos analizada.
Numero del Bcepred Bcepred ABCpred IEBD
éptido Antigenicidad
FeR - Hidrofilicidad

Péptido 1

Péptido 2

Péptido 3

Péptido 4

El cuadro 5 enlista los péptidos que fueron seleccionados para ser enviados a
sintetizar. El nombre del péptido se asigné con base en el puntaje recibido en los 4
algoritmos, siendo el péptido 1 el mas antigénico e hidrofilico y el péptido 4 el que

salié con valores mas bajos en los predictores de epitopes B.

Cuadro 5. Secuencias de los péptidos seleccionados que fueron mandados a

sintetizar

Numero del péptido Secuencia

Péptido 1 IKILSGEGSDKLECEVQLYS
Péptido 2 VIISPVRQCIDKGGRSVAEGDC
Péptido 3 VLRRKDKPNSGLYIHIQTS

Péptido 4 FMHGKCVSMSCLEVVGPWYS

Los cuatro péptidos seleccionados para producir los anticuerpos contra HAP2
estan distribuidos en diferentes regiones de la secuencia de la proteina como se

muestra en la Cuadro 6 y en la Figura 14.
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Cuadro 6. Localizacién de las diferentes regiones de HAP2 y de los péptidos

seleccionados para el estudio. Se indica el aminoéacido de inicio y de término

de cada region y péptido.

Regiones de la proteina  Longitud Inicio Termino  Color
(N. de aa) (aa) (aa)

Péptido seal

Dominio HAP2

Region transmembranal
Péptido 1

Péptido 2

Péptido 3

Péptido 4

MTHAVLNRSYKS PLRVAACLLALLIGAAVRPASA CEWRS
HTNIDVKGGEETASYVLRRKDKPNSGLYIHIQTSLTTLSYELEY IMSQDVPSQYREHNRS
VDYSAMTGGCNNCDALDLEICSKPDALPPSIQDSFNNKACCVCGKNVTDYSPRADF SCTG
FGAAFMHGKCVSMSCLEVVGPWYSIFKPAYPPTIHRRVFVDVYAFDGDAGVVPDVAKNGY
YTSDDADETRYLKEAVYKDKHLKATLSAEKQAVKNEELDVTLTI ITQQWLDGNAPQKMDK
FVAVP SWPETDKTVQGS SRKYNCDQEGRD PHDCEHDDVRCRMEKCALNVRIGH T NErlfi
GTQCDKIGVSMGTHGNEGRL.CSTAPNSCT QNQL GHY L SER A e A e AT
LYGVQPMLARREVRKSKQAAAMEEPESLAEESRTSTAKSAWRGPATY GAEDEDEGEEDED
EGEEDEDEE PDEWHDDTYVHAVAYS IAKADTSRIEINTFDATVTQITAEAVGFIVSATMD
GPCKVASHEACTMKIVTKNAGKIRAKFSHRIQCYEAEKPHTSPAASSEEQSVQVEPNSTT
ssvve IR NSGEGSDRRECEVORYS S TVS LLETFVVKASLATPTITVGPDVRSFDKFTDT

SKEDHELKIGAML SDNMCTCNAGEVGCEFFRNFGKCMRHAFNKY 4R AR R eI ) iV A #
DY » "‘-']

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

Figura 14 Ubicacion de los cuatro péptidos sintetizados de HAP2 dentro de

la secuencia predicha de la proteina. Rojo: péptido sefial, Verde: Péptido 2,

Azul claro: Péptido 3, Amarillo: Péptido 4, Azul oscuro: Dominio HAP2, Rosa:

Péptido 1y Rojo Oscuro: Regién transmembranal.
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Los cuatro péptidos se localizan en regiones conservadas en cepas de B.
bigemina de diferentes partes del mundo (Figura 15). La region correspondiente al
péptido sefal y la region transmembranal no se consideraron para el estudio,
seleccionandose la region correspondiente a la porcién extracelular de HAP2 que
esta expuesta y es susceptible de ser reconocida por el sistema inmune.

Nayarit MTHAVLNRSYKSPLRGAACLLALLIGAAVRPAS 50
Brasil Rio Grande del Sur MTHAVLNRSYKSPLRVAACLLALLIGAAVRPAS 50
Brasil Rondonia MTHAVLNRSNKSPLRVAACLLALLIGAAVRPAS 50
Turquia MTHAVLNRSYKSPLRVAACLLALLIGAAVRPAS S0
Cepa Vacunal México MTHAVLNRSYKSPLRGAACLLALLIGAAVRPAS S0
Chiapas MTHAVLNRSYKSPLRVAACLLALLIGAAVRPAS S0
o e ke ke e e ek ok e ke e i i e ke ke e i e e e ok e e ke R e e e ke ke R R R e o R e o
Nayarit DCEWRSHTNIDVKGGEETASYVL 100
Brasil Rio Grande del Sur DCEWRSHTNIDVKGGEETASYVL 100
Brasil Rondonia DCEWRSHTNIDVKGGEETASYVL 100
Turquia DCEWRSHTNIDVKGGEETASYVL 100
Cepa Vacunal México DCEWRSHTNIDVKGGEETASYVL 100
Chiapas DCEWRSHTNIDVKGGEETASYVLRE 100
iii*ttii*ti**iii**iﬁiit*i****ti**ﬁﬁt**tiii**:i\l’i-ﬁﬁ
Nayarit ELEYIMSQDVPSQYREHNRSVDYSAMTGGCNNCDALDLEICSKPDALPPS 150
Brasil Rio Grande del Sur ELEYIMSQDVPSQYREHNRSVDYSAMTGGCNNCDALDLEICSKPDALPPS 150
Brasil Rondonia ELEYIM--DVPSQYREHNRSVDYSAMTGGCNNCDALDLEICSKPDALPPS 148
Turquia ELEYIM--DVPSQYREHENRSVDYSAMTGGCNNCDALDLEICSKPDALPPS 148
Cepa Vacunal México ELEYIMSQDVPSQYREHNRSVDYSAMTGGCNNCDALDLEICSKPDALPPS 150
Chiapas ELEYIMSQDVPSQYREHNRSVDYSAMTGGCNNCDALDLEICSKPDALPPS 150
.k TR e e e e e e e o e e e e e e e e e R R e e e R R e e e R e R e
Nayarit IQDSFNNKACCVCGENVTDYSPRADFSCTGFGAAFMHGKCVSMSCLEVVG 200
Brasil Rio Grande del Sur IQDSFNNKACCVCGKNVTDYSPRADFSCTGFGAAFMHGKCVSMSCLEVVG 200
Brasil Rondonia IQDSENNRACCVCGKENVTDYSPRADFSCTGFGAAFMHGKCVSMSCLEVVG 198
Turquia IQDSFNNRKACCVCGENVTDYSPRADFSCTGFGAAFMHGKCVSMSCLEVVG 198
Cepa Vacunal México IQDSFNNKACCVCGRNVTDYSPRADFSCTGFGAAFMHGKCVSMSCLEVVG 200
Chiapas IQDSFNNKACCVCGENVTDYSPRADFSCTGFGAAFMHGKCVSMSCLEVVG 200
e e ke e e e e ke e e e e e e e e e e i e e ke ke e e ke e ok R R e ke e e R R ke R e e ke R R o e ko
Nayarit VQVEPNSTTSSVVP STVSLLETFVVRASLA 640
Brasil Rio Grande del Sur VQVEPNSTTSSVVP) STVSLLETFVVKASLA 640

Brasil Rondonia
Turquia

Cepa Vacunal México
Chiapas

VQVEPNSTTSSVVP
VQVEPNSTTSSVVP

STVSLLETFVVKASLA
STVSLLETFVVKASLA
VQVEPNSTTSSVVP STVSLLETFVVKASLA
VQVEPNSTTSSVVP| STVSLLETFVVEKASLA

W v e e e ke e e e e e e e e ke e e ke e ke e e sk i e ke e e e e e ol e e e e e e e ke i e e e ke ke e ke ok

631
647
641
641

Figura 15. Péptidos seleccionados conservados en cepas de diferentes
partes del mundo de B. bigemina. Verde Péptido 2, Azul claro: Péptido 3,
Amarillo: Péptido 4, y Rosa: Péptido 1
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3. Inmunodeteccion de HAP2 mediante Inmunoelectrotransferencia

Una vez que los péptidos fueron empleados para producir anticuerpos contra la
proteina HAP2 y con el objetivo de probar que dichos anticuerpos reconocen
HAP2 de B. bigemina, se realizé la inmunodeteccion de la proteina en el parasito.
La inmunodeteccion fue realizada utilizando extractos totales de parasitos
intraeritrociticos y en extractos totales de fases sexuales inducidas in vitro
purificadas. De los anticuerpos producidos contra los cuatro péptidos
seleccionados, solo los anticuerpos anti-péptido 1 permitieron identificar una
banda de un peso molecular de 93 kDa, el cual, es el peso esperado para la
proteina HAP2 de B. bigemina (Fig. 16), el suero preinmune no revel6é ninguna
banda. Esto indicé que los anticuerpos anti péptido 1 reconocieron a la proteina
HAP2 nativa en fases sexuales del parasito. En los ensayos de
Inmunoelectrotransferencia realizados con los extractos totales de parasitos

intraeritrociticos no revelaron la banda correspondiente a la proteina nativa.

1 2 3
150 kba —»
75kDa —»
50kDa —»

Figura 16. Inmunodeteccién de HAP2 utilizando los anticuerpos contra el
péptido 1 en extractos totales de fases sexuales. 1. Marcador de peso
molecular, 2. Fases sexuales incubadas con suero preinmune y 3. Fases
sexuales incubadas con suero inmune. La flecha sefiala la banda equivalente

al peso molecular de 93 kDa.
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4. Inmunodeteccién de HAP2 mediante Inmunofluorescencia indirecta.

Una forma adicional de corroborar que los anticuerpos producidos utilizando los
péptidos sintéticos reconocian la proteina HAP2 fue la inmunodeteccién de HAP2
mediante inmunofluorescencia indirecta utilizando los anticuerpos policlonales
contra los diferentes péptidos seleccionados para detectar la proteina en fases
sexuales del parasito, los resultados indicaron que los anticuerpos reconocieron a

la proteina y permitieron visualizar el parasito.

Por otra parte realizamos una cinética para determinar el tiempo adecuado para
detener la induccion de fases sexuales y asi preparar del antigeno para realizar la
inmunofluorescencia indirecta se realiz6 un monitoreo (Figura 17), el cual permitio
determinar que la hora en la que se visualizaban los cuerpos radiados y

conglomerados era a las 16 horas postinduccion.

®
® »
b Y
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it o
-yt

Figura 17. Tincién de Giemsa de las fases inducidas in vitro. 1. Tincién de
Giemsa de 36 horas post induccion; 2. Tincion de Giemsa de pardsitos a las

16 horas post induccién. Objetivo 100x para aceite de inmersién.
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Los resultados de la inmunofluorescencia indirecta donde se utilizan parasitos de
16 horas post-induccion, incubados con los diferentes anticuerpos contra los 4
diferentes péptidos, permitieron visualizar una sefal positiva, verde intensa en
forma de filamentos a largados y conglomerados. Esto corresponde con la forma
caracteristica de los conglomerados de fases sexuales de B. bigemina que han
sido reportados previamente (Mosqueda y cols, 2004) y también corresponde con
la fotografia tefiida con Giemsa de los mismos parasitos, que se muestra en la
Figura 17 (2). Como control, los parasitos de 16 horas postinduccion que fueron
incubados con suero preinmune no mostraron ninguna sefal fluorescente. Cuando
se incubaron parasitos de 36 horas postinduccién con los anticuerpos, estos
reconocieron una forma redonda, la sefial fluorescente es intensa. La seiial
observada corresponde en forma y tamafio con la forma reportada para los cigotos
de B. bigemina y que puede observarse en la Figura 17, 1. Los controles

incubados con suero preinmune no emitieron ninguna sefal fluorescente.

49



Figura 18. Identificacion de la proteina HAP2 en fases sexuales purificadas

mediante el uso de anticuerpos contra péptidos especificos. A-D anticuerpos
anti-péptido 1, E-H, anticuerpos anti-péptido 2, I-L, anticuerpos anti-péptido 3
y M-P, anticuerpos anti-péptido3. A, E, | y M, fases sexuales de 16 horas
incubadas con suero preinmune. B, F, J y N, fases sexuales de 16 horas
incubadas con suero inmune. C, G, K y O, fases sexuales de 36 horas
incubadas con suero preinmune. D, H, L y P, fases sexuales de 36 horas

incubadas con suero inmune. Objetivo 100x PH3 para aceite de inmersién.
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En las inmunofluorescencias indirectas realizadas en laminillas de parasitos
intraeritrociticos se observé una sefial fluorescente en las laminillas incubadas con
el suero inmune, que no fue detectada en el suero preinmune. Sin embargo la
sefial fluorescente no fue tan intensa (Figura 19) y parece mas bien identificar las
fases intraeritrociticas que ya estan abandonando los eritrocitos.

Figura 19. Inmunodeteccion de la proteina HAP2 en fases intraeritrociticas.
A, C, Ey G: suero preinmune. B, D, Gy H U: Suero Inmune, Ay B Suero del
conejo antipéptido 1, C y D Suero de conejo antipéptido 2, Ey F Suero de
conejo antipéptido 3 y Gy H Suero de conejo antipéptido 4. Anticuerpo

secundario Alexa488. Objetivo 100x de aceite de inmersion
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5. Inhibicién de la fusion de fases sexuales de B. bigemina

La inhibicion de la fusion de las fases sexuales de B. bigemina se realizé
induciendo las fases sexuales in vitro en un medio adicionado con los anticuerpos
anti-HAP2. Para determinar si las fases sexuales se fusionaron o no se evalud la
cantidad de DNA presente en el nicleo mediante la medicion de la intensidad de
fluorescencia emitida al emplear un fluorocromo (DAPI). El valor de referencia de
intensidad se obtuvo cuantificando la intensidad de nucleos haploides a las 0
horas postinduccion. El control de la induccion se realiz6 incubando a B. bigemina
con el medio de induccion publicado por Mosqueda y colaboradores (2004).

El nivel de la intensidad de los nucleos en las fases sexuales y los cigotos
encontrados en las laminillas de 36 horas se realiz6 utilizando anticuerpos contra
el péptido 1(a-antipéptidol) y anticuerpos contra el péptido 3 (a-antipéptido3). De
los datos de intensidad obtenidos se detectaron cuatro poblaciones aquellas que
tenian el valor correspondiente a un nucleo haploide (n = 4.36 + 0.0624) y aquellas
con una intensidad correspondiente a un nucleo diploide (2n = 8.72 + 0.0624),
como se esperaba. Ademas se recopilé informacion de ndcleos con intensidad de
nacleo superior a n, pero inferior a 2n (que corresponderia a una tercera
poblacién) y una cuarta poblacion que eran nucleos con valores de intensidad

superior a 2n (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Cantidad de nucleos encontrados en los cuatro grupos de

poblaciones identificados alas 36 horas postinduccién.

Intensida | Medio de a- a- a-
d Induccié | antipéptido | antipéptido | antipéptido

de nucleo n 1 1 Post 3
(Control) | Preinmune Preinmune

2 < Tk

6.333 2.667 6

7.333 3.667 1.667 10
- 2.333 14 3.333 4.33

q_
antipéptido
3 Post

7.667
1.333
8.333

Los datos recopilados se procesaron en el programa estadistico Minitab con el

cual se pudo determinar mediante una prueba de Shapiro que los valores

obtenidos no tenian un comportamiento normal ademas de no ser paramétricos.

Lo anterior se muestra en las graficas de la Figura 20. Como se puede observar,

los valores de intensidad estan dispersos en intensidades que van de 3.7 a 28, sin

embargo, la mayor concentracion de poblacién cae en 3.7 y 8.
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Cada simbolo representa hasta 2 observaciones.

Figura 20. Graficas que permiten visualizar la distribucion de los nucleos

cuantificados al incubar con aanti-péptidol y al incubar con a anti-péptido3.

1= control (medio de inducciéon) 2= Tratamiento con suero preinmune y 3=

tratamiento con anticuerpos (Minitab Ver. 17).
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Debido a las caracteristicas no paramétricas de los datos obtenidos se realizé un
andlisis de Kruskal-Wallis para determinar la significancia de los resultados
cuando se incubd con a-antipéptidol y con a-antipéptido3 en comparacién con el
control (medio de induccién). Los resultados obtenidos para la intensidad de los
nacleos de la incubacion con a-antipéptidol comparada con la intensidad de los
nudcleos incubados con el medio de induccion mostraron una H=58.27 GL=2 P
= 0.000 con valores de Z para el control de -7.29, para la incubacién con el suero
preinmune de 6.85 y para la incubacién con los anticuerpos de 0.75, demostrando
gue para la incubacion con los a-antipéptido 1 la diferencia con el control es
significativa, mientras que para la intensidad de los nucleos de la incubacion con
a-antipéptido2 en comparaciéon con la intensidad de los nucleos incubados con el
medio de induccion se obtuvo una H = 26.40 GL =2 P = 0.000 con valores de z
para el control de -3.08, para la incubacion con el suero preinmune de 5.14 y la

incubacion con los anticuerpos de -2.22.
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VIl. DISCUSION

La babesiosis bovina representa un problema de salud animal que tiene un gran
impacto econdmico en la ganaderia a nivel mundial y de las vacunas que existen
para controlar esta enfermedad las que tienen mayor uso hasta la fecha, son las
vacunas vivas atenuadas y cuyo desarrollo no ha sufrido muchas modificaciones

en los ultimos afos (Florin-Christensen y cols, 2014).

En afos recientes se ha visto un aumento notable en la resistencia a acaricidas
del vector transmisor de la babesiosis, incrementando la presion por controlar la
enfermedad. Para tratar de contrarrestar este problema se han desarrollado
estrategias de control de garrapatas mediante el uso de vacunas anti-garrapatas.
El desarrollo de este tipo de vacunas aun depende de la informacion disponible
sobre las interacciones del vector con el hospedero bovino y se enfrenta con el
problema de que hace falta un mayor entendimiento de estas interacciones. En
adicion a lo anterior, se prevé que en los préximos afios el habitat de las garrapata
se expanda debido al cambio climatico y por lo tanto se incrementarian las

posibilidades de transmision (Florin-Christensen y cols, 2014).

Actualmente debido a la secuenciacion del genoma de B. bovis, muchos centros
de investigacién han caracterizado genes y proteinas del parasito que puedan ser
utilizados como antigenos vacunales para elaborar una vacuna a partir de
subunidades. Sin embargo, el desarrollo de éstas medidas de control adn tiene
gue afrontar dificultades como tener un mejor conocimiento de la biologia del
parasito sobre todo en aspectos de las interacciones entre antigenos y el
hospedero para identificar puntos de clave del ciclo de vida donde se pueda usar
el sistema inmune para controlar la enfermedad. Por lo tanto, a la fecha no existe
una vacuna a partir de subunidades de una proteina que haya podido ser
empleada para controlar la enfermedad de manera efectiva (Florin-Christensen y
cols, 2014; Mosqueda y cols, 2007).
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Los esfuerzos para el control de enfermedades transmitidas por vectores como lo
son la malaria y la babesiosis bovina estan dirigidos al disefio de nuevas
estrategias que permitan evitar la transmision de la enfermedad y que superen los
beneficios que se obtienen al emplear vacunas atenuadas vivas, terapia quimica
de la enfermedad o control de las garrapatas mediante acaricidas. Dentro del
estudio de la interface vector patégeno, las vacunas bloqueadoras de la
transmision son una prometedora alternativa para el control de enfermedades
transmitidas por vectores (Carter, 2001; Mathias, 2012; Miura 2013). Dentro de los
candidatos potenciales para el desarrollo de vacunas bloqueadoras de la
transmision se encuentra HAP2 que es una proteina que se esta presente en
varios organismos apicomplexos, incluyendo B. bigemina (Mori, 2009; Rocha,
2010).

El gen hap2 reportado para B. bigemina (Rocha, 2010) codifica para una proteina
gue cumple con las caracteristicas estructurales previamente descritas en P.
berghei, ya que conserva el péptido sefial, y un dominio transmembranal. Ademas
la proteina HAP2 predicha posee una region de 50 aminoéacidos, la cual es
conservada en diferentes cepas de B. bigemina y que corresponde al dominio
HAP2 reportado previamente por Wong y cols. (2010). La proteina HAP2 de B.
bigemina debido al grado de conservacion de la secuencia de aminoacidos posee
caracteristicas como la presencia del dominio HAP2 y similitud en la estructura de
la proteina, esto significaria que tiene caracteristicas de una proteina de
membrana, debido a estas particularidades se plantea la posibilidad de que la
funcién de la proteina HAP2 de B. bigemina es la misma a la que se ha reportado

en otros protozoarios.

El presente trabajo tuvo por objetivo identificar si la proteina HAP2 participa en la
fusidn de las fases sexuales de B. bigemina. Con base a la informacién reportada
por Blagborough y Synden (2010) para P. berghei donde al utilizar anticuerpos

contra la proteina HAP2 se impide la fusion de las fases sexuales de ese
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protozoario, bajo esta premisa, realizamos una estrategia de estudio similar de la
proteina HAP2, con el objetivo de determinar si anticuerpos anti-HAP2 de Babesia
bloquean la formacion de cigotos in vitro y evaluar el grado de importancia de esta
proteina en el proceso de la reproduccion sexual del parasito; lo que permitiria a

futuro proponer a esta proteina como blanco vacunal.

Para cumplir con los objetivos de este trabajo y obtener anticuerpos contra HAP2,
inicialmente se planted la expresion recombinante de la porcion extracelular de la
proteina HAP2. Para ello se realiz6 la sub-clonacion de un gen sintético en el
vector de clonacion pCold, que es un sistema con un alto rendimiento de
expresion de proteinas, lo cual era una caracteristica deseable ya que se
necesitaba purificar suficiente cantidad de proteina para las inmunizaciones. La
sub-clonacion se realizé con éxito (Figura 13 y Figura 14), ya que el inserto se
encontraba en marco de lectura con los demas elementos del vector que
permitirian expresar la proteina. A pesar de esto, la induccién de la expresion de
HAP2 en el sistema bacteriano no fue posible. Esto se puede deber a que este
sistema quiza no fue el mas indicado para realizar la expresion de una proteina
con las caracteristicas de HAP2, la cual es una proteina de membrana y que
posee en su estructura varios residuos de cisteina, los cuales implican una
estructura quimicamente compleja. Por lo anterior, se propone a futuro cambiar el
sistema de expresion bacteriano por un sistema eucariota como algun sistema de
expresion en levaduras, como Pichia pastoris 0 Saccharomyces cerevisae, que
permita expresar proteinas que requieran modificaciones caracteristicas de los

organismos eucariotas (Eckart y Bussineau, 1996).

Por otro lado, se propuso el disefio y el uso de péptidos sintéticos conteniendo
epitopos B en regiones conservadas de HAP2 como una alternativa para poder
obtener los anticuerpos anti-HAP2. Para el disefio de dichos péptidos se utilizaron
predictores bioinformaticos. Los predictores bioinformaticos trabajan con base a
algoritmos que predicen la probabilidad de ocurrencia de que una secuencia

determinada posea un epitopo B de acuerdo a las propiedades fisicoquimicas de

58



los amino4cidos de una secuencia determinada y la antigenicidad. Por lo cual,
para incrementar la probabilidad de que los péptidos seleccionados contuvieran un
epitopo B se disefid y selecciond varios péptidos con elevados porcentajes de
prediccion en los distintos programas bioinformaticos (Mahdavi y cols, 2012).

Cuando se evalué la capacidad de los anticuerpos generados para detectar la
proteina nativa en extractos de fases sexuales del parasito mediante
inmunoelectrotransferencia, se observd reconocimiento Unicamente con los
anticuerpos anti-péptidol. A diferencia de la deteccion por inmunofluorescencia de
HAP2 en fases sexuales completas de B. bigemina donde los anticuerpos contra
cada uno de los cuatro péptidos permitieron observar las formas caracteristicas
del parasito en sus estadios de reproduccion sexual reportados por Mosqueda
(2004). De acuerdo con Brayton y colaboradores (2007) quienes realizaron una
comparacion del genoma de P. falciparum, T. parva y B. bovis; P. falciparum tiene
un genoma de un tamafo considerablemente mayor al de B. bovis, que el genoma
de ambos difieren en cuanto al nUmero de cromosomas, y de manera importante,
gue el numero de genes codificantes es considerablemente menor en B. bovis. El
genoma de B. bigemina y B. bovis difieren en tamafio, pues el de B. bigemina es
mayor (10 Mpb), aunque si se compara con el de Plasmodium (22.8 Mpb) sigue
siendo un genoma pequeiio. Por lo tanto, existe la posibilidad de que los genes de
B bigemina tengan funciones diferentes, comparados con los genes de otros
protozoarios apicomplexos con genomas mas grandes. Un ejemplo lo anterior, es
la proteina BOV57 de B. bovis que es homéloga a la proteina P67 de T. parva la
cual solo se expresa en los esporozoitos de Theileria, y se le atribuye un papel en
el tropismo celular del parasito y también en la invasion de la célula huésped, pero
en B. bovis también se expresa en los merozoitos y los quinetos. En los quinetos
se observo que la tasa de transcripcién de bov57 es 100 veces mayor que en los
estadios intracelulares, indicando que tiene un papel en la biologia de B. bovis al

interior de la garrapata (Freeman y cols., 2010).
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El ejemplo anterior, puede explicar que al igual que la molécula BOV57, la
proteina HAP2 de B. bigemina puede tener otras funciones ademas de la fusion de
las fases sexuales y por lo tanto pueda sufrir algin proceso de maduracion o de
modificacién postraduccional para poder ejecutar sus diferentes funciones. Dicha
hipotesis podria explicar por qué en fases sexuales, los anticuerpos contra los
péptidos  especificos  permiten  detectar  sefal positiva  mediante
inmunofluorescencia, pero que no reconozcan la proteina desnaturalizada en la
inmunoelectrotransferencia. Debido a que Unicamente el péptido 1 generd
anticuerpos que detectaron la proteina en los ensayos de
inmunoelectrotransferencia y de inmunofluorescencia indirecta, se determiné que
estos anticuerpos se emplearian para el ensayo de inhibicion de la fusion de las
fases sexuales. También se seleccionaron anticuerpos contra el péptido 3 para
realizar la inhibicion debido al patron de sefial visualizado en la
inmunofluorescencia donde se observaron pocas estructuras alargadas, bastante
separadas entre ellas y que morfologicamente asemejan a las prolongaciones de
los cuerpos radiados caracteristicos de las fases sexuales de B. bigemina cuando
aun no se encuentran en conglomerados. ElI patron observado en la
inmunofluorescencia donde se utilizaron los anticuerpos anti-péptido 1 difiere ya
gue se observan estructuras estrelladas, en conglomerados. Debido a que se
podria tratar de diferentes patrones de distribucion de la proteina se determino
conveniente analizar si existiria una diferencia en el uso de unos u otros

anticuerpos en el ensayo de inhibicion de la fusién de las fases sexuales.

En el ensayo de inhibicion de la fusion de las fases sexuales se obtuvieron
resultados que indican una diferencia significativa entre los grupos control y los
grupos de prueba. En el ensayo de inhibicion de la fusion de fases sexuales se
observaron pocos individuos en las laminillas durante la cuantificacion de la
intensidad de los nucleos por lo que los datos fueron no paramétricos. Mosqueda
(2004) reportd que los nacleos haploides poseen una intensidad 1n, mientras que
los nucleos de los cigotos poseen una intensidad 2n. Sin embargo, durante la

realizacion de este ensayo el tiempo de incubacién para observar cigotos difirié del
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reportado por Mosqueda (2004) siendo un total de 36h el necesario para visualizar
las formas caracteristicas de los cigotos. Todos los ensayos se detuvieron a la

misma hora post-induccion.

Al realizar el analisis del nivel de intensidad de los ndcleos se observaron 4
poblaciones de nucleos; 1n, 2n, intensidad entre 1n y 2n y una poblacion con una
intensidad mayor a 2n (cuadro 7). Esta variacion puede deberse al uso del suero
de conejo durante la induccién. Los datos obtenidos del ensayo de inhibicion
fueron sometidos a un analisis estadistico el cual indica que al incubar con el a
anti-péptidol existe una diferencia significativa con respecto del control. La
inhibicion realizada incubando los a-anti-péptido 3 también muestra valores
significativos con respecto del control. Sin embargo, a pesar de esta diferencia se
alcanzan a detectar cigotos utilizando cualquiera de los dos tratamientos. Cabe
destacar, que la presencia de otras poblaciones con nucleos con intensidades
intermedias entre 1n y 2n o mayores a 2n también habla de una alteracion en el
desarrollo del parasito. Los valores de intensidades con valores entre 1n y 2n se
atribuyen a parasitos que entraron en transformacion a fases sexuales, mientras
gue hipotetizamos que los valores de intensidades superiores a 2n corresponden a

nucleos que se encuentran fusionandose para formar el cigoto.

En el cuadro 7 se observa como varia la cantidad de nucleos encontrada
incubando con los diferentes anticuerpos. Como se puede observar hay un
importante efecto del suero de conejo sobre la cantidad total de nucleos
observados. También se puede observar que la cantidad de nucleos visualizados
por laminilla disminuye cuando se empelan los sueros post-inmunizacién, este
efecto es mas notorio cuando se incuba con los a anti-péptidol. Un efecto
interesante se observa en las muestras de los ensayos de inhibicién en la que se
emplearon los anticuerpos a anti-péptido 3 pues no se encontraron nucleos con
intensidades superiores a 2n y solo se observaron entre uno y dos nucleos con el
nivel de intensidad correspondiente a un cigoto en todas las laminillas. Por lo

tanto, se puede hipotetizar que quizas los péptidos sintéticos empleados para la
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produccién de los anticuerpos no contenian las partes funcionales de la proteina 'y
por ello no se logré bloquear la funcion de HAP2 de manera contundente, es decir,
quizés otras regiones que no cumplieron con los requisitos para ser seleccionados
como peptidos sintéticos tengan una localizacion clave en la proteina que permitan
que la fusiobn de membranas siga ocurriendo. Ademds, considerando las
diferencias entre Plasmodium y Babesia, se puede inferir que la proteina HAP2 no
es la Unica responsable de la fusién de fases sexuales en B. bigemina, por lo que
cabe la posibilidad de que la fusion de fases sexuales de este protozoario sea una

accion conjunta de varias proteinas.
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VIIl.  CONCLUSION

Los anticuerpos producidos en este ensayo permiten identificar al parasito en los
ensayos de inmunofluorescencia indirecta y solo los anticuerpos contra el péptidol

permiten reconocer la proteina en extractos totales de fases sexuales.

Los sueros de conejo al ser adicionados al medio de induccion de fases sexuales
generan una disminucion de la cantidad de parasitos observador por laminilla.

Los anticuerpos utilizados para el ensayo de inhibicion de la fusién de las fases
sexuales se generaron en conejos, los cuales al agregarse en el medio de
induccion producen una disminucidén de parasitos observados por laminilla, este
efecto es mas notorio cuando se emplean los sueros postinmunizacion en

comparacion con el uso de sueros de conejo Unicamente.
Al utilizar el suero con anticuerpos antipéptidol se observa una mayor disminucion
de parasitos en las laminillas en comparacion con la cantidad total de parasitos

observados en las laminillas que se incubaron con los anticuerpos antipéptido3.

Los anticuerpos contra el péptido3 generan una disminucién de nucleos con

intensidad 2n comparado con los anticuerpos contra el péptidol.

El uso de anticuerpos contra el péptido3 de HAP2 de B. bigemina produce una

disminucién en la formacion de cigotos a las 36 horas postinduccion.
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IX.  PERSPECTIVAS

Profundizar en el estudio de los mecanismo moleculares de la transformacion en
fases sexuales del parasito.

Profundizar el conocimiento de la estructura molecular de la proteina HAP2 de B.
bigemina para resolver los problemas de expresion de la proteina de manera
recombinante.

Producir anticuerpos contra los diferentes péptidos seleccionados en bovinos y
emplearlos en el ensayo de inhibicion de la fusion de fases sexuales in vitro para
eliminar el efecto observado al utilizar sueros de conejos.

Realizar un ensayo de inhibicion de la fusion de las fases sexuales de B.bigemina
en un sistema in vivo.
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Xl.  APENDICE

SOLUCIONES
IDTE pH 8.0
Tris 10 mM
EDTA 0.1 mM
PBS (10X) pH 7.2
NaCl 80,06 g
KCl 2,23 g
Na,HPO, 11,35 g
KH.PO, 2,72 g
Agua destilada CbhplL
VYM
CaCl;2H,0 16,0 mg
KCI 400,0 mg
KH,PO, 1415,4 mg
MgS0,.7H,0 154,0 mg
Na,HPO,.7H,0 1450 mg
NacCl 7077,0 mg
Dextrosa 20,59
Adenina 0,25 mM
Guanosina 0,50 mM

Agua destilada

Cbp1llL

TBS

Tris (HCI) 50 mM
NacCl 150 mM
Agua destilada ChpllL
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