UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

“Generacién de una proteina quimérica con actividad
inmunogénica contra Babesia bigemina”

Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de
Doctor en Ciencias Biologicas

Presenta:
M.C. Diego Josimar Hernandez Silva

Dirigida por:
Dr. Juan Joel Mosqueda Gualito

Dr. Juan Joel Mosqueda Gualito
Presidente

Dra. Minerva Camacho Nuez
Secretaria

Dra. Bertha Isabel Carvajal Gamez
Vocal

Dra. Angelina Rodriguez Torrez
Suplente

Dra. Rosa Martha Pérez Serrano

Suplente

Centro Universitario, Querétaro, Qro.
Diciembre 2019
México



Resumen

La babesiosis bovina es una enfermedad causada por parasitos apicomplexos del
género Babesia. El ciclo de vida de Babesia consta de una fase asexual, la cual se
lleva dentro del hospedante y una fase de reproduccién sexual, la cual ocurre en el
intestino medio de la garrapata.

En México la babesiosis es causada por B. bovis y B. bigemina. Estos dos agentes
generan pérdidas economicas en el sector ganadero debido a la disminucién de la
produccion de leche y carne, abortos, asi como por la muerte del ganado, ; aunado
a la inversion monetaria que involucra el control del vector, las medidas profilacticas,
asi como la erradicacion del parasito..

Actualmente las vacunas estan elaboradas de parasitos vivos atenuados, a pesar
de ser altamente efectivas, poseen numerosas desventajas, como corta vida de
anaquel, condiciones especializadas de almacenaje y transporte y el potencial
riesgo de infeccion por reversion de la virulencia. En la actualidad varias proteinas
de Babesia sp. han sido probadas como candidatos vacunales y a pesar de ser
inmunogénicas, no han sido capaces de produciruna respuesta inmune protectora.

El objetivo del presente proyecto fue generar una proteina quimérica a partir de
péptidos antigénicos conservados en diferentes cepas de Babesia bigemina que
tenga capacidad inmunogénica en bovinos y que induzca el bloqueo de la invasion.

Diversos analisis bioinformaticos fueron llevados a cabo con la finalidad de generar
una secuencia de aminoacidos la cual contiene 21 péptidos inmunogénicos de cinco
proteinas de B. bigemina. Se disefié6 un gen quimérico el cual fue clonado en un
vector de expresion. EI producto del gen quimérico es una proteina de
aproximadamente 50 kDa, la cual fue reconocida por 21 diferentes anticuerpos anti-
péptidos individuales, con lo cual se confirma que la proteina quimérica designada
como ChPV1.9 expresa cada uno de los epitopos incluidos en el disefio in silico.
Finalmente se produjeron anticuerpos anti-ChPV1.9, estos anticuerpos son capaces
de reconocer las proteinas nativas no solo de Babesia bigemina, sino también de
Babesia bovis por medio de Inmunofluorescencia indirecta.
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Capitulo |

I.I  Caracteristicas generales de Babesia bigemina
El género Babesia fue descrito por primera vez en 1888 por Victor Babes 1. Babesia
bigemina (al igual que B. bovis) en México y en otros paises, es el causante de la
enfermedad conocida como piroplasmosis, babesiosis bovina, fiebre de la
garrapata, fiebre del ganado, fiebre del ganado de Texas o fiebre de agua roja 2.

El género Babesia pertenece al filo Apicomplexa. Los organismos de este filo
poseen tres caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas propiamente  Unicas;
morfoldégicamente poseen un conjunto de estructuras denominadas como complejo
apical, el cual es la herramienta principal de penetracion y escape de la célula
hospedera 3. En cuanto a sus caracteristicas fisioldgicas, el parasitismo intracelular
es necesario en al menos una fase de su reproduccién asexual. Finalmente, poseen
un ciclo de vida con tres fases caracteristicas, una de multiplicacion asexual, otra
fase en la cual se forman gametos, con la formacién resultante de un cigoto y una
tercera fase esporogonica de la cual, a partir del cigoto, se forman esporozoitos.
Los esporozoitos son las formas infectantes, las cuales son capaces de pasar al
siguiente hospedante 4.

Desde que el género Babesia fue descrito por primera vez a la fecha se identificado
y clasificado varias especies que infectan al ganado bovino y otras numerosas
especies que afectan a otros animales domésticos como el perro, animales de vida
silvestre como el venado y al humano, e incluso existen reportes de especies con
potencial zoonético °.

Aunque dentro de la subclase piroplasmida existen otros hemoparasitos, el género
Babesia se definio por reproducirse Unicamente en los eritrocitos de su hospedante
(a diferencia de Toxoplasma gondii y Plasmodium spp., por ejemplo), ademas de la
transmision transovarica 6. Adicionalmente, también el género Babesia se encuentra
dentro de ‘la clase Aconoidasida, nombrada asi por la carencia del conoide, un
organelo que se ha demostrado que sirve para la motilidad en T, gondii *

Sin duda una de las caracteristicas que definen a lo apicomplexos, asi como las
peculiaridades Unicas del ciclo de vida, es el complejo apical. Este complejo es un
conjunto de organelos especializados que tienen como objetivo el almacenaje y
secrecion de proteinas que son necesarias para la invasion del parasito a la célula
hospedante &.

A continuacioén, se presenta una descripcion de los organelos que conforman el
complejo apical con la finalidad de describir la importancia de los mismos y su papel
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en el ciclo de vida de Babesia spp., asi como su patrticipacion en el proceso de
invasion al eritrocito bovino

I.IIL Descripcidon del complejo apical.

Gracias a los avances microscopicos, ha sido posible llevar a cabo la descripcion
detalla de cada una de las caracteristicas morfoldgicas del complejo apical el cual
es indistinguible con el uso del microscopio Optico. Se sabe hoy en dia que el
complejo apical esta formado de una serie de elementos del citoesqueleto que le
confieren una estructura semirrigida a la célula y es el punto angular de un sistemas
de secrecion de diversas enzimas que le permiten interactuar con la célula
hospedera y llevar a cabo la invasion a la misma 0. En seguida se describe cada
uno de los componentes que caracterizan este organelo Unico de este filo.

1. Anillo polar apical: Todo el complejo apical se encuentra dispuesto alrededor
de esta estructura. Esté localizado en la parte anteroposterior de la célula y es
de naturaleza proteica. Sirve como un centro de organizacion para el sistema de
microtubulos que se extienden a través de la célula; estos microtubulos, en
algunos apicomplexos, se encuentran dispuestos desde la mitad hasta tres
cuartas partes de manera longitudinal en el cuerpo celular 12.

2. Conoide: Esta estructura es ausente dentro de la clase Aconoidasida a la cual
pertenece el género Babesia, se menciona brevemente la descripcién del mismo
con finalidad de denotar la diferencia entre Babesia y otros organismos
apicomplexos. Localizado en la terminacion apical de la célula, este elemento
posee una morfologia geométrica similar a la de un cono truncado formado por
12 a 18 subunidades helicoidales de Alfa-tubulina y con un diametro de 380nm
aproximadamente 12, Durante el tiempo que el parasito se encuentra en el
espacio extracelular, el conoide permanece inactivo dentro del citoplasma en la
terminacion apical de la célula; una vez que el proceso de invasion comienza,
éste es proyectado hacia el exterior del cuerpo celular, en un proceso conocido
como extrusion del conoide. En Toxoplasma gondii (otro apicomplexo), se han
identificado ionoforos y calmodulinas que participan en el intercambio de iones
calcio para la activacion del conoide y otros mecanismos involucrados en la
invasion celular 13-15,

3. Roptrias: Son estructuras secretoras en forma de clava o basto localizadas
hacia la porcién apical de la célula y las cuales estan intimamente relacionadas
con la formacién del complejo de unidbn a membrana y el proceso de formacién
de la vacuola parasitéfora 6. Se distinguen dos principales porciones de este
organelo, una porcion basal bulbosa y un ducto estrecho apical o cuello.
Cambian de estructura dramaticamente conforme secretan su contenido ’. Las
roptrias se forman por la acumulacién de vesiculas provenientes del aparato de
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Golgi en las cuales estan contenidas proteinas que seran secretadas y las cuales
tienen participacion directa en el proceso de invasion 16-18,

Micronemas: Son mas pequefas que las roptrias, varian en nimero y tamafo
entre los diferentes parasitos apicomplexos. Son sacos fusiformes de
aproximadamente 120nm de longitud y se encuentran unidos al extremo terminal
del ducto de las roptrias . Al igual que las roptrias, los micronemas poseen una
gran cantidad de proteinas con caracteristicas similares a las de las integrinas,
proteinas con dominios transmembranales y proteinas unidas por medio de
anclas de GPI (Glicosil Fosfatidil Inositol). Estos dos organelos promueven
cuatro eventos importantes entre la célula parasita y la hospedante: 1) la
adhesion selectiva a la membrana del hospedante, 2) la remodelacion de la
membrana del hospedante, 3) la transformacién de la membrana del hospedante
en la membrana de la vacuola parasitofora y 4) la union del motor de actina-
miosina del parasito para propulsar a la célula invasora dentro de la célula
hospedera 3.

Cuerpos esféricos: conocidos en otros apicomplexos como granulos densos.
Son vesiculas unidas a la membrana de aproximadamente 80nm de didmetro 2.
Una vez que el merozoito ha entrado en<la célula, los cuerpos esféricos se
redistribuyen en la periferia de la célula parasitaria para descargar por exocitosis
su contenido dentro de la vacuola  parasitéfora con el fin de provocar la
expansion de la vacuola parasitofora, en T. gondii se sabe que las proteinas
gue se encuentran en los cuerpos esféricos remodelan el citoesqueleto para dar
estructura y resistencia a la vacuola parasitéfora °. Especificamente en B. bovis
ya se han descrito aproximadamente cuatro proteinas provenientes de estos
organelos 2°-23, tanto en B. bovis como en otras especies de Babesia existe
evidencia de que las proteinas de los cuerpos esféricos se localizan en la
membrana del eritrocito tan pronto como el parasito comienza la internalizacion
en la célula hospedante asi como en las fases tardias del desarrollo parasitaria
antes de la ruptura de la célula infectada, se ha hipotetizado que las proteinas
de los cuerpos esféricos tienen un papel en el desarrollo del parasito ya sea para
su crecimiento o reproduccion 2022:24

Ciclo de vida

El ciclo de vida de Babesia bigemina se lleva a cabo en dos hospedantes; por una
parte, la garrapata Rhipicephalus spp. sirve como vector del parasito y en ésta se
lleva a cabo la reproduccion sexual. Por otra parte, los bovinos son hospedantes
mamiferos, en los cuales se presenta la reproducciéon asexual 4.

Durante el ciclo de vida del parasito se llevan a cabo tres episodios importantes: 1)
la gamogonia, que se refiere a la formacion y fusiébn de gametos en el intestino de
la garrapata; 2) la esporogonia, en la cual se lleva a cabo la reproduccion asexual
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en las glandulas salivales y 3) la merogonia, que se refiere a la reproduccion asexual
en el hospedante vertebrado 2.

Una vez que la garrapata ha comenzado a alimentarse del bovino, es posible
detectar células de Babesia dentro del vector, aproximadamente 10 horas después,
aunque transcurridas 46 horas todavia es posible encontrar formas parasitarias
dentro de los eritrocitos ingeridos por la garrapata. En este periodo se detectan
células a las cuales se les ha desarrollado el cuerpo ciliar denominadas.como
cuerpos radiados (Strahlenkorper). Estas células se aglomeran y se fusionan en
pares para dar paso a la formacion del cigoto. La célula parasitaria penetra en las
células epiteliales del intestino de la garrapata. Del intestino de la garrapata se
liberan células méviles denominadas quinetos las cuales migran por medio de la
hemolinfa a las glandulas salivales 26-28, El desarrollo de los esporozoitos comienza
por la formacidbn de un esporoblasto multinucleado y poco diferenciado,
posteriormente los organelos especializados de la célula (pertenecientes al
complejo apical) comienzan a estructurarse y finalmente los-esporozoitos maduros
son liberados por medio de la separacion del resto de células en proceso de
formacion, es asi que las fases metaciclicas del parésito se acumulan dentro de la
cavidad oral de la garrapata con lo cual propicia la inoculaciéon del parasito al
hospedante 222°, Cabe resaltar que Rhipicephalus microplus es un ectoparasito de
un solo hospedante, por lo que una vez que la hembra se aliment6 y fue fecundada
sobre el bovino, cae al suelo, ovoposita y muere 30, de tal manera que la progenie
de la garrapata es la transmisora de la babesiosis. Esto es posible debido a que,
durante el transito de los quinetos en la hemolinfa, éstos pueden infectar otros
tejidos y llevar a cabo un segundo ciclo de division. Los quinetos secundarios son
capaces invadir los ovarios de la garrapata y ser transmitidos de forma transovarica
a la siguiente generacion 3432,

[.IIl.I Proceso deinvasion del Babesia bigemina al eritrocito hospedante
Una vez que el esporozoito ha logrado ingresar al bovino hospedante, invade al
eritrocito .por medio de una invaginacion, formando una vacuola parasitofora
transitoria: La membrana de la vacuola eventualmente se desintegra, quedando
solo la membrana de Babesia. Una vez que sucede esto, se produce una
diferenciacion a trofozoito el cual se divide por medio de merogonia, dando lugar a
dos nuevos merozoitos, los cuales escapan del eritrocito e infectaran una nueva
célula. El ciclo se completa cuando nuevamente una garrapata se alimenta de
sangre de un bovino infectado #2°.

Durante la invasién de Babesia bigemina al eritrocito del hospedante se pueden
distinguir etapas definidas del proceso: el contacto y adhesion del merozoito al
eritrocito, la reorientacioén del polo apical en contra de la célula que invadira con el
consecuente posicionamiento del complejo apical hacia la superficie celular, la
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formacioén de la vacuola parasitéfora junto con la simultanea penetracion y la
liberacién del contenido de las roptrias 33 .

Los merozoitos de Babesia poseen sobre su superficie una serie de proteinas las
cuales funcionan como moléculas de adhesion para el anclaje a la membrana del
eritrocito 34. En Babesia bovis las proteinas VMSA (Antigeno variable de la superficie
del merozoito, por sus siglas en inglés) es una familia de proteinas bien
caracterizadas de las cuales se ha propuesto su participacion directa en las
primeras interacciones de unidén del parasito y la célula hospedera. Lo anterior
debido a su localizacion en la célula parasitaria. Ademas de que anticuerpos
especificos dirigidos contra proteinas de esta familia son capaces de inhibir el
proceso de invasién . La proteina de los micronemas 1 (MIC1) de Toxoplasma
gondii fue identificada inicialmente en Babesia bovis y posteriormente en Babesia
bigemina. Se ha descrito que esta proteina posee dominios de adhesion al &cido
sialico, el cual utiliza como sitio de reconocimiento en la membrana de las células
del hospedante. La neutralizacién con anticuerpos contra esta proteina tanto en B.
bovis como en B. bigemina refuerza la hipétesis de su intervencion en el proceso de
invasion 36, En B. bigemina se conocen dos proteinas de superficie, GP45 y GP55
las cuales a diferencia de los VMSA de B. bovis, no estdn estudiadas
detalladamente y se piensa que estan relacionadas en las interacciones de las
membranas celulares debido a ensayos de neutralizacion del parasito realizados
con anticuerpos especificos contra estas proteinas ¥’.

Posterior a la adhesion del parasito, ocurre la reorientacion del merozoito, cuya
finalidad es direccionar el complejo apical para establecer el contacto con la
superficie celular del eritrocito. Se piensa que las proteinas secretadas por las
roptrias y los micronemas son las responsables de este proceso 38. El Antigeno
Apical del Merozoito, proteina llamada AMA-1 por sus siglas en inglés ha sido
caracterizada en el género Plasmodium y de la cual se ha encontrado su homaologo
en Babesia 3%, Se ha comprobado por medio de bloqueos con anticuerpos
especificos su papel directo en la formacion de la unién apical con la membrana “°.
Las proteinas de las roptrias son liberadas justo después de que se logrado
establecer un contacto estrecho. Las proteinas asociadas a las roptrias 1 (RAP-1),
las proteinas de las roptrias (ROP) y las proteinas del cuello de las roptrias (RON),
se han evaluado para determinar la importancia del papel que desempefan en la
invasion y en estudios donde se ha inhibido este proceso se ha logrado observar la
liberacién de estas proteinas las cuales se postuld que funcionan como anclas para
la union estrecha permitiendo que el motor de actina y miosina “empuje” al
merozoito hacia el interior de la célula hospedera 1°. Ademas de lo anterior existen
evidencia de que las proteinas de la familia RON interactian de forma intima con el
citoesqueleto de la célula hospedera, probablemente en el reordenamiento de la
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estructura del mismo para permitir el acceso del parasito, sin embargo, el proceso
no se encuentra completamente elucidado 4. Aunque en el género Babesia no se
ha descrito el mecanismo de accion de estas proteinas como en T. gondii, se ha
reportado que el gen ron2 esta presente en el genoma de diferentes especies de
Babesia incluyendo B. bovis y B. bigemina; en estas dos ultimas, se ha demostrado
sSu expresion tanto a nivel transcripcional como traduccional y de forma muy
importante, se demostré que anticuerpos anti-RON2 son capaces de disminuir el
porcentaje de invasion al eritrocito bovino in vitro 4243,

LIIILII Reproduccién sexual de Babesia sp.

Durante el desarrollo del parasito en el bovino se generan células precursoras
sexuales denominadas gamontes, los cuales sobreviven y daran lugar a las fases
sexuales 4. Factores ambientales tales como la disponibilidad de oxigeno, la
temperatura y otros propios del ambiente intestinal, las células parasitarias inducen
su transformacion a gametocitos (denominados cuerpos radiados 0 Strahlenkorper)
los cuales se agrupan, se fusionan en pares y forman cigotos *°.

Durante el estadio de fase sexual, los parasitos de Babesia expresan una proteina
denominada HAP2, la cual interviene en la reproducciéon sexual 4647, La proteina
HAP2 (llamada también GSC1) fue descubierta por primera vez en plantas del
género Lilium. Mori y colaboradores encontraron esta proteina en los gametos
provenientes del polen (gametos macho) de dicha planta. Afios mas tarde, el equipo
de trabajo de Liu describe por primera vez a HAP2 en células de Plasmodium
berghei y en algas del género Chlamydomonas “8. Los estudios realizados en A.
thaliana, Chlamydomonas reinhardtii, y Plasmodium berghei evidenciaron que la
eliminacion de la proteina HAP2 0 algunos cambios en ella tienen consecuencias
en la reproduccion sexual de estos organismos. Los gametos machos son los que
expresan esta proteina por lo que las mutaciones del gen que la codifica resulta en
infertilidad en este gameto 48-50,

La proteina HAP2 es una proteina transmembranal formada por un dominio
conservado = extracelular rico en residuos de cisteina, una hélice alfa
transmembranal y un fragmento intracelular, el cual presenta una secuencia menos
conservada en la cual se pueden observar distintas regiones ricas en histidinas
495152 'Lju y colaboradores en el 2015 realizaron un andlisis completo de la funcion
de los dominios de la proteina HAP2 usando como modelo de estudio a
Chlamydomonas reinhardtii. Los analisis de Liu revelaron que cuando se altera el
ectodominio de la proteina, esta no se expresa en la superficie de la célula. Por otra
parte, mutaciones en residuos en los cuales existe una region de hélice hipotética
tuvieron un efecto en la expresion y, por tanto, en la fusion de gametos. Cercanas
al dominio transmembranal de HAP2 se encuentran dos cisteinas conservadas; el
intercambio de ambas cisteinas por dos serinas impide la fusion de los gametos
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debido a que la fusibn de membranas se encuentra bloqueada. Los hallazgos de
Liu permiten afirmar que el par de cisteinas cercanas al dominio transmembranal y
la disrupcion de la topologia de HAP2 juegan un papel central en la fusion de
gametos °L.

Por su parte Wong y colaboradores describieron que el dominio intracelular de la
proteina HAP2 es rico en histidinas. La disrupcion de las regiones ricas en histidinas
evita la fusibn de gametos. Los cambios de los residuos de histidina -por
aminoé&cidos no cargados como glicina y alanina provocan la no funcionalidad de
HAP2 52,

En Babesia se desconoce a detalle el mecanismo por el cual la proteina HAP2
participa en la fusién de gametos. Sin embargo, Camacho-Nuez y colaboradores en
el 2017 describieron por primera vez en B. bigemina un gen hipotético que posee
un dominio HAP2. Se observé que esta proteina solo se expresa en fases sexuales
y no en fases asexuales y se demostro el hecho de que anticuerpos contra péptidos
conservados de esta proteina son capaces de reducir en aproximadamente un 50%
la formacién de cigotos in vitro 6. De forma paralela Hussein y colaboradores en el
mismo afio demuestran la expresion diferencial de HAP2 en céluas de B. bovis
provenientes del intestino de la garrapata y en fases sexuales inducidas in vitro 7.

A pesar de que en el género Babesia no se cuenta con informacién detallada de la
topologia, dominios funcionales y mecanismos de accion de la proteina HAP2, si se
ha demostrado la presencia del gen, su - expresion a nivel transcripcional y
traduccional y la inhibicién de la fusién de gametos. Todo esto coloca a esta proteina
como un importante candidato para la generacion de una vacuna bloqueadora de la
transmision.

[.IV  Respuestainmunitaria contra la Babesiosis

Cuando los individuos contraen la babesiosis y sobreviven ya sea por la defensa de
su sistema inmune o-con ayuda de terapia quimica, se produce una inmunidad
esterilizante, esta inmunidad concomitante se debe principalmente a dos factores:
la destruccion de eritrocitos infectados por macréfagos activados del bazo 3%y la
produccién de anticuerpos contra antigenos de las células parasitarias °°.

Los bovinos jévenes menores de un afio son inmunes a la enfermedad, en estos
bovinos los macréfagos residentes del bazo poseen una alta actividad de
produccion de radicales nitricos, tales como el 6xido nitrico, se ha demostrado el
aumento de la expresion de la sintetasa inducible de éxido nitrico °6. La capacidad
de los macrofagos esplénicos en bovinos jovenes se ve influenciada por la
expresion temprana de IL-12 e IFN-y, que propician la expresién temprana de los
radicales nitricos, en adultos esto sucede de forma tardia durante la infeccion 5758
La presencia equilibrada de los tres organismos: parasito, vector y hospedante,
permiten que se genere la estabilidad enzootica. Durante el periodo de infeccion en
bovinos juveniles la presencia del vector permite la transmision constante del
parasito sin la presencia de signos clinicos con la consecuente respuesta inmune
del hospedante contra Babesia sp. La estabilidad se rompe cuando se erradica el
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vector (e indirectamente la babesiosis) y nuevos individuos nacen sin ser expuestos
al parasito durante el periodo de inmunidad natural antes de llegar al primer afio de
vida %9,

Como se menciond anteriormente, los bovinos jévenes que poseen resistencia
natural desarrollan una proteccion inmunolégica por un plazo de hasta seis meses
después de nacer. Comienza con la transferencia de anticuerpos de forma pasiva
por la madre, posteriormente el bazo de estos becerros juega un papel central en la
eliminacién y control del parasito debido a que las células fagociticas de este 6rgano
detectan y eliminan los eritrocitos invadidos por Babesia. Se presenta asi una
respuesta Thl caracterizada por la produccion vy liberacion de IL-12, IFN-y y la
activacion de linfocitos NK 53:56:58,60,

Uno de los érganos que desempeiian un papel central en la respuesta inmune
contra Babesia sp. en bovinos es el bazo, se ha demostrado que bovinos
esplenectomizados son mas susceptibles a adquirir la babesiosis en comparacion
con bovinos en los cuales el bazo no ha sido removido, esto incluyendo por
supuesto a los bovinos jovenes °l. Este 6rgano juega un papel central en la
respuesta inmune tanto especifica como inespecifica contra Babesia sp., este
organo es el sitio donde se remueven los eritrocitos que han sufrido alteracion ya
sea porque ha rebasado su media de tiempo de vida o por otros factores y por lo
tanto es el lugar donde se lleva a cabo la respuesta contra este hemoparasito 2.

Ademas de la actividad celular del bazo en la respuesta inmune contra Babesia sp.
la produccion de citocinas juega un papel crucial en la respuesta inmune adquirida
y en la inmunidad esterilizante  caracteristica en la babesiosis. El modelo de
inmunidad descrito depende fuertemente de la activacion de los macréfagos por
medio el IFN-y. Durante la respuesta inmune adaptativa las células T cooperadoras
especificas de antigeno desempefian un rol central en la produccion del IFN-y,
ademas de la activacion de los macréfagos, este interferbn desencadena la
produccion de anticuerpos IgG2 fuertemente opsonizantes 63, asi pues la inmunidad
adquirida.recae en la activacion de células T CD4* efectoras secretoras de INF-y
que coadyuvan a la produccién de anticuerpos protectores IgG2 4. La produccion
de 6xido nitrico también es influenciada por la produccién del interferén gamma,
como fue comprobado en estudios in vitro en el que en presencia de IFN-y en
cultivos de monocitos y macréfagos de bovino en presencia de merozoitos y
fracciones subcelulares estimulaban la produccién de NO 5.

Otras citocinas son importantes para el desarrollo de la inmunidad concomitante.
Por una parte la IL-12 e IL-18 participan sinérgicamente en la produccién de INF-y
66, Macrofagos estimulados con eritrocitos infectados con Babesia aumentaron la
produccion de TNF-a 87, asi mismo lineas celulares de linfocitos T CD4* secretan
IFN-y y TNF-a al ser estimulados con antigenos de B. bovis %8, sobrenadantes de
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cultivos que contenian estas dos citocinas fueron capaces de estimular macréfagos
para la produccion de NO en mayores cantidades en comparacion con la
estimulacion de INF-y solamente ©°.

Para que se desarrolle una respuesta inmune protectora optima es necesario tanto
la activacion de los macréfagos dependientes de interferon gamma como la
participacion de anticuerpos opsonizantes y fijadores del complemento. Se han
realizado experimentos en los cuales clonas de células T CD4* especificas contra
B. bovis han sido capaces de estimular células B para la produccion tanto.de IgG1
como de 1gG2 °. La cinética de produccion de anticuerpos anti-Babesia bigemina
ha sido estudiada anteriormente, la primera deteccion de anticuerpos IgG se da a
los 7 dias post-infeccion y el pico mas alto de produccion a los 12 dias y
manteniéndose en meseta por siete semanas 1. Aunque la respuesta innata contra
la babesiosis parece ser independiente de anticuerpos su-aparicion durante el
desarrollo de la infeccion parece ser crucial para el desarrollo de una inmunidad de
larga duracién 72, sobre todo porque se ha demostrado el papel de anticuerpos
opsonizantes del tipo IgG2 como responsables del control de la parasitemia por el
aumento de la fagocitosis 73, asi como de la proteccién contra la babesiosis por
medio de inmunidad pasiva por la transferencia de anticuerpos 1gG1 e IgG2 7. El
caracter opzonizante de las anticuerpos anti-babesia se demostré porque eritrocitos
infectados expuestos a anticuerpos in vitro no tuvieron ningun efecto en la viabilidad
del parasito, sin embargo se observé la activacién de macréfagos in vivo 73

.V Epidemiologia e impacto economico de la babesiosis bovina
Actualmente la babesiosis no'se considera una enfermedad de reporte obligatorio
en nuestro pais, por lo que se dispone de informacién limitada acerca de la
prevalencia de la babesiosis y otros aspectos como distribucion y pérdida
econdémica en las bases de datos de las instituciones de seguridad y control
sanitarias en nuestro pais (SENASICA, SADER, etc.). Sin embargo, la presencia
del vector en zonas geograficas determinadas es un factor de alto riesgo que puede
estar relacionado con la incidencia de esta enfermedad. En México, Rhipicephalus
spp. se encuentra distribuida en mas de la mitad del territorio nacional siendo los
estados del noroeste del pais declarados libres de garrapatas "°. Rodriguez-Vivas y
colaboradores en el 2017 estimaron el impacto econdmico en la industria ganadera
a causa de las parasitosis, mencionando que la garrapata R. microplus causa
pérdidas de aproximadamente 573 millones de dolares al afio en nuestro pais, lo
anterior sin tomar en cuenta los gastos secundarios ocasionados por las
enfermedades transmitidas por la garrapata y sus respectivas medidas de profilaxis
y tratamientos 7. Por su parte la fauna silvestre juega un importante papel para la
diseminacién y transmision del vector y la babesiosis. Estudios realizados por Ueti
y colaboradores, demostraron que en el venado cola blanca se puede perpetuar el
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ciclo de Rhipicephalus microplus, en sus estudios se observé que en este animal
silvestre no se establece la babesiosis, sin embargo por ser transmitida
transestadialmente y transovaricamente si bien no se completa el ciclo de vida de
Babesia, si el de la garrapata permitiendo su sobrevivencia y la diseminacion de
ambos parasitos en los hospedantes adecuados 7/, asi mismo se ha observado que
los antilopes conocidos como Nilgés (Boselaphus tragocamelus) son también
hospedantes R. microplus favoreciendo su diseminacion a través de la frontera de
México y Estados Unidos ademas de ser también hospedantes de Babesia bovis'y
Babesia bigemina 8.

I.VI  Vacunas y posibles candidatos vacunales contra Babesia
bigemina

Desde principios de los ochentas se han utilizado vacunas elaboradas de eritrocitos
de bovino infectados con cepas atenuadas de B. bovis, B. bigemina y Anaplasma
sp. En la década de los ochentas se comenzaron a desarrollar las bases para la
generacion de vacunas recombinantes; inicialmente se tomaban extractos de
células fraccionadas de Babesia y se utilizaban para inmunizar bovinos. Con esto
se comenzaron a identificar antigenos con capacidad protectora y con ayuda de
técnicas biomoleculares se logré probar dichas moléculas que en combinacion,
lograron presentar proteccion casi en el mismo grado que las vacunas comerciales
disponibles en ese momento elaboradas a partir de cepas vivas atenuadas ’°.
Proteinas como MSA-1 estaban ya identificadas como antigenos de superficie de
las células parasitarias y ademas se comenz6 a describir la variabilidad que
presentan estas moléculas entre las cepas geograficamente distantes, como por
ejemplo las proteinas VMSA (Variable merozoite Surface Antigen) provenientes de
genes polimérficos cuyos productos son inmunogénicos pero poseen una alta
variabilidad en secuencia 3*8. Conforme avanzaron las investigaciones y con el
surgimiento de nuevas metodologias se comenzaron a proponer nuevas proteinas
de Babesia que posiblemente estaban relacionadas con la respuesta inmune en el
hospedante 8%, Es asi que se comenzaron a hacer pruebas de neutralizacion de la
infectividad de Babesia con el uso de anticuerpos dirigidos contra proteinas propias
del parasito como lo es GP45, por ejemplo ¥’.

Gracias a que los analisis bioinformaticos han facilitado el mapeo, la localizacién y
manipulacion de informacion genética, y aunado a los avances en estudios
proteémicos, se ha determinado la presencia de epitopos en cepas de Babesia
bigemina de diversas partes del mundo capaces de desencadenar una respuesta
inmune. Una serie de péptidos provenientes de proteinas involucradas en el proceso
de invasion del eritrocito fueron analizadas con la finalidad de localizar péptidos que
generaran anticuerpos contra el parasito. AMAL, MIC1, SBP4, RAP-1a1, GP45,
fueron las proteinas de las cuales se han identificado péptidos con capacidad
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inmunogénica 884, Asi mismo, se ha localizado el homoélogo de la proteina HAP2,
la cual esta relacionada en la fusion de las fases sexuales del parasito en la
garrapata, obteniendo anticuerpos contra esta proteina y lograron observar que la
fusiéon de los gametocitos es inhibida con el uso de estos anticuerpos 6. Ademas
de lo anterior, se ha determinado la presencia de la proteina RON2 en B. bigemina
y B. bovis la cual genera anticuerpos contra la ésta. Es la primera vez que se ha
identificado dicha proteina en este género ya que habia sido Unicamente descrita
en otros apicomplexos como Plasmodium y Toxoplasma 4243, Con lo cual ahora se
conoce una serie de moléculas proteicas que presentan secuencias con actividad
inmunologica. Los ultimos mencionados a lo largo de este parrafo poseen el
potencial como candidatos para la generacién de una vacuna efectiva contra
Babesia bigemina y se describen brevemente a continuacion.

e Antigeno Apical del Merozoito (AMA-1). El antigeno apical de merozoito (AMA-
1 por sus siglas en inglés) es una proteina de superficie la cual interactta con las
proteinas del cuello de las roptrias para formar la union estrecha entre la célula
parasitaria y la célula del hospedero. Inicialmente la proteina AMA-1 fue
caracterizada en Plasmodium y Toxoplasma gondii-por lo que la informacién de su
estructura y funcion de esta proteina esta basada en su mayoria en el conocimiento
generado en estos dos organismos 2. Por medio del andlisis de 365 secuencias de
la proteina AMA-1 en Plasmodium se ha determinado que esta proteina posee
aproximadamente 64 polimorfismos a lo largo de los diferentes dominios que posee,
tanto en la secuencia citosélica como en la transmembranal y la extracelular 2. Sin
embargo la proteina AMA-1 continua. siendo un candidato importante para la
generacion de vacunas ya que se ha demostrado que el uso de anticuerpos contra
esta proteina inhibe la invasion del parasito a la célula del hospedero hasta en un
50% &. En Plasmodium a pesar de que cepas de diferentes partes del mundo
poseen polimorfismos en las secuencias de AMA-1, se ha demostrado que
anticuerpos generados a partir de proteinas recombinantes poseen inhibicién
cruzada permitiendo bloquear la invasion del eritrocito con el uso de anticuerpos
contra la proteina de una cepa distinta, proponiendo como conclusién que esta
proteina a pesar de su variabilidad de secuencia posee una diversidad antigénica
escasa y que probablemente haya traslapamiento de epitopos 8. Parece
remarcable sefialar que los polimorfismos de esta proteina son altamente variables
en namero en los diferentes organismos apicomplexos, Moreau y colaboradores
estudiaron los polimorfismos de AMA-1 en cepas de B. divergens encontrando
Unicamente dos mutaciones en las secuencias de estas proteinas 8, mientras que
en 44 cepas de B. bovis aisladas en Sri Lanka la secuencia de ama-1 es conservada
por encima de un 95%, mientras que los genes msa de estas cepas presentaron
alta variabilidad haciendo notar que no se trata del mismo genotipo °°, en cepas
aisladas en paises asiaticos la secuencia de ama-1 mostr6 un alto grado de
conservacion °1, por su parte Torina y colaboradores demuestran que cepas de B.
bigemina asiladas en Italia poseen alrededor de 54 mutaciones comparandolas con
las cepas australianas de referencia; sin embargo, las comparaciones hechas con
cepas de México y Argentina muestran un porcentaje de identidad de 99.98% 2 lo
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que nos hace concluir que la variabilidad de éste gen no permanece constante, tanto
en cepas asiladas de sitios geograficamente cercanos ni entre cepas de
localizaciones lejanas, si no que dichos polimorfismos son resultados de procesos
de recombinacion azarosos.

eProteina delos cuerpos esféricos (SBP-4). Las Proteinas de los Cuerpos Esféricos
(denominadas SBPs por sus siglas en inglés) estan formadas por cuatro miembros
denominados SBP-1, SBP-2, SBP-3 y SBP-4 y han sido identificadas inicialmente en
Babesia bovis. Se ha propuesto que estas proteinas estan involucradas en la disolucién
de la membrana de la vacuola parasitofora una vez que el parasito se ha internalizado
en el eritrocito del hospedero 23. Terkawi y colaboradores caracterizaron a profundidad
la proteina SBP-4 de Babesia bovis , a partir del uso de DNA genémico de cepas de
alrededor del mundo, utilizando herramientas y softwares bioinformaticos
demostraron que el gen asilado de cultivos de cepas de Texas posee un alto grado de
identidad con cepas de México (100%), Brasil (99.2%), Mongolia (99.1%), Tailandia
(99% ), Ghana (96%) y Sudafrica (96.4%) °% De igual forma se ha visto que entre las
proteinas de los cuerpos esféricos no se comparten epitopos, ademas de que los
determinantes antigénicos de SBP3 se encuentran conservados entre cepas de B. bovis
de Texas, México y Australia ?5. Lo que sugiere fuertemente que estas proteinas no
poseen un alto grado de variabilidad en Babesia bovis. No es de nuestro conocimiento
un andlisis a profundidad de los polimorfismos y de las variaciones que pueda
presentar esta proteina en B. bigemina. Cruz y Mosqueda lograron identificar la
proteina SBP4 en B. bigemina, la secuencia de dicho gen solo mostr6 un 99% de
identidad con las secuencias reportadas en bases de datos de B. bovis °°.

eProteina del cuello de las Roptrias (RON2). Las proteinas del cuello de las
roptrias denominadas proteinas RON (Rhoptry Neck Proteins), son un conjunto de
proteinas excretadas por medio del sistema apical de los apicomplexos. En
Plasmodium y Toxoplasma se ha demostrado que estas proteinas se internalizan
en la membrana de la célula hospedera en la cual se esté llevando la invasiéon para
posteriormente interactuar con la proteina AMAL y formar la union estrecha entre
las membranas de la célula parasitaria y la célula hospedadora (Proellocks, Coppel,
& Waller, 2010). Lamarque y colaboradores realizaron estudios para caracterizar la
proteina RON2 en T. gondii y su interaccion con AMAL durante uno de los pasos
que se llevan-a cabo en el proceso de invasion del eritrocito, uno de los aspectos
importantes en su investigacion es que demostraron por medio de
inmunoprecipitacion que la proteina RON2 era incapaz de unirse a anticuerpos
generados por medio de inmunizacidn con péptidos provenientes del extremo
carboxilo terminal de la proteina cuando se encuentra unida a AMA1L, analisis in
silico de las secuencias de este gen con diversos apicomplexos incluido B. bovis,
muestran que este fragmento de la proteina esta conservado entre los diferentes
apicomplexos, el analisis de los ortdlogos en este gen realizado por ellos concluye
que el fragmento amino terminal de la proteina posee variaciones importantes °.
En B. bovis se caracterizé la proteina RON2 y se demostré que posee epitopos B
conservados los cuales producen anticuerpos que neutralizan la invasion del
parasito al eritrocito %8, de igual forma la RON2 fue descrita en B. bigemina. En esta
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especie RON2 contiene epitopos B inmunodominantes y anticuerpos contra estos
epitopos son capaces de bloquear la invasion in vitro 3.

e Proteinas de los Micronemas (MIC-1). Las proteinas de los micronemas se
piensa que poseen un papel importante durante el proceso de invasion al eritrocito
del bovino, se ha sugerido que participa en la interaccion inicial de la célula
parasitaria y de la célula hospedante, se ha propuesto que la liberacién de esta
proteina por el complejo apical permite la penetracion del parasito y que son
mediadoras de esta interaccion célula-célula, debido a que poseen dominios de
adhesién y estos dominios estan conservados en diferentes especies de parasitos
apicomplexos 36829910 Sjlya y colaboradores demostraron anticuerpos anti-MIC-1
bloqueaban la invasién de B. bovis al eritrocito®, por su parte Hernandez-Silva y
colaboradores demostraron de igual forma que anticuerpos: anti-péptidos
conservados de MIC-1 eran capaces de bloquear también el proceso de invasion i-
vitro 82

eProteina Asociada alas Roptrias (RAP-1). Las proteinas asociadas a las roptrias
son una familia mutagénica de proteinas, en el caso de B. bigemina esta familia esta
compuesta de cinco genes dispuestos en grupo-designados como rap-la, entre
estos genes se encuentran otros genes denominados rap-1b los cuales estan
presentes en igual nimero de copias que rap-1ay en el mismo locus finalmente se
encuentra también un tercer gen de esta familia denominado como rap-1c. Los
productos de estos genes son expresados simultdneamente y se ha demostrado
que son conservados en cepas geograficamente distantes 191, En Babesia bovis se
ha demostrado que anticuerpos contra esta proteina son capaces de reducir la
invasion de parasito al eritrocito 3%, Se ha demostrado la capacidad inmunogénica
de esta proteina, inmunizacion con RAP-1 recombinante y fragmentos de esta
proteina han sido capaces de desencadenar una respuesta inmune con la
produccion de interferon gamma e 1gG2, tipico en una respuesta inmune contra la
babesiosis, sin embargo bovinos inmunizados contra esta proteina presentaron
signos clinicos a los pocos dias post-desafio, se hipotetizé que una objetivo
molecular no es suficiente para desencadenar una respuesta protectora 192,

eProteina de fusion de fases sexuales HAP2. La proteina HAP2/GCS1 fue
descubierta por primera vez en plantas, Mori y colaboradores encontraron esta
proteina en los gametos provenientes del polen (gametos macho) en plantas del
género Lilium, los analisis en bases de datos encontraron la presencia de
homélogos en algas rojas, en hongos mucilaginosos y en protozoarios como
Plasmodium y Leishmania %103, afios mas tarde el equipo de trabajo de Liu describe
por primera vez en células de Plasmodium berghei y en algas del género
Chlamydomonas reinhardtii “6. Todos los ort6logos predichos comparten una
estructura primaria los analisis de la secuencia de la proteina sugirieron que posee
una secuencia hidrofébica tanto en la porcion amino terminal como en el extremo
carboxilo terminal, este dltimo es rico en histidinas, un péptido sefial y un dominio
transmembranal 4%, Esta proteina ya se encuentra descrita en Babesia bovis y
Babesia bigemina, en ambos casos la proteina se expresa diferencialmente en
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fases sexuales pero no en otros estadios asexuales como merozoitos, esporozoitos
y quinetos 4647, Informacién mas detallada del papel de esta proteina se ha descrito

previamente en este texto en la seccion del ciclo de vida la reproduccion sexual de
Babesia sp.
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Capitulo I

[I.I  Justificacion

La babesiosis es una enfermedad del ganado bovino que causa pérdidas
econdémicas y representa un obstaculo para la produccién ganadera. La presencia
del vector, la garrapata Rhipicephalus microplus, esta intimamente relacionada con
la presencia de la enfermedad. En México la garrapata se encuentra ampliamente
distribuida en mas del 50% de territorio nacional, lo cual pone en riesgo al 70% del
ganado de contraer la babesiosis.

Por otra parte, los tratamientos antiparasitarios son Utiles Unicamente mientras se
encuentran en concentraciones adecuadas en torrente sanguineo, y su uso esta
limitado en ganado de consumo. Actualmente, en algunos paises se utilizan
vacunas de parasitos vivos atenuados, las cuales poseen desventajas que las
hacen poco accesibles econémicamente y para su aplicacién en campo.

El presente trabajo tuvo como objetivo generar una proteina quimérica con
capacidad inmunogénica a partir de DNA recombinante utilizando diferentes
epitopos de proteinas que intervienen en la invasion de B. bigemina al eritrocito
bovino y en la reproduccién sexual del parasito dentro de la garrapata, generando
asi una potencial vacuna que confiera proteccion al bovino blogueando el ciclo de
vida del parasito tanto en el hospedero como en el vector.
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lll.I  Hipdtesis
La proteina quimérica genera anticuerpos que bloquean la invasion de Babesia
bigemina al eritrocito y evitan la fusién de fases sexuales en el vector.
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[I.III Objetivos

Objetivo General

Generar una proteina quimérica de péptidos conservados de proteinas de Babesia
bigemina que intervienen en el mecanismo de invasién al eritrocito y en la fusion
de fases sexuales.

Objetivos especificos

1. Seleccionar la capacidad de anticuerpos contra péptidos individuales de
bloquear la invasion al eritrocito y la fusion de formas sexuales in vitro.

2. Generar y producir la proteina quimérica

3. Obtencion de anticuerpos bovinos contra la proteina quimérica

4. Evaluar la capacidad de los anticuerpos contra la proteina quimérica de
reconocer proteinas nativas de Babesia bigemina.
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Capitulo I

lll. Material y métodos

lll.I. Estrategia experimental:

Para cumplir cada uno de los objetivos de este estudio, se dividio la estrategia
experimental en etapas. A continuacion, se describe de forma resumida en
gue consintieron cada una de las cuatro etapas de este trabajo.

e Etapa 1: Se llevo a cabo la evaluacion de anticuerpos.contra diversos
péptidos de las proteinas AMA1, MIC1, SBP4, RAP-1a1 y RON2 con la
finalidad de elegir los péptidos que generaron anticuerpos con mayor
capacidad de bloquear la invasién de B. bigemina al eritrocito in vitro. De
forma paralela se evaluaron anticuerpos de 2 péptidos de la proteina HAP2
para elegir los que tuvieron la mejor capacidad de inhibir la fusién de las fases
sexuales in vitro.

e Etapa 2: Una vez seleccionados los péptidos que generaron anticuerpos con
capacidad de neutralizacion, se procedié a ensamblar un gen quimérico. La
secuencia de nucledtidos del gen se sintetiz6 por medio de una empresa
especializada de sintesis de biomoléculas (BIO BASIC Inc). Una vez que se
tuvo el gen, se clong, se expreso y se purificé su producto proteico para ser
utilizado como inmunégeno en bovinos.

e Etapa 3: Con la finalidad de confirmar si la proteina quimérica posee todos
los epitopos que se consideraron para su construccion se evalu6é por medio
de una inmunoelectrotransferencia con anticuerpos especificos contra cada
uno de los péptidos que la conforman la proteina.

e Etapa 4: La proteina producto del gen quimérico fue administrado bajo un
plan de inmunizacion en bovinos. Una vez concluida la programacion de
administracion de la proteina, se obtuvieron muestras sanguineas de las
cuales se separo el suero con anticuerpos anti-quimera.

e Etapa 5: Los anticuerpos anti-proteina quimérica fueron evaluados para
determinar si reconocen las proteinas nativas de Babesia bigemina.

A continuaciéon, se detalla metodol6gicamente cada una de las etapas con la
finalidad de profundizar e indicar de manera precisa las herramientas especificas
utilizadas en cada etapa.

Etapa 1:
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Cepas de Babesia bigemina y cultivo de parasitos in vitro.

Para llevar a cabo los ensayos de neutralizacion in vitro se utilizo la cepa Puerto
Rico de B. bigemina. El cultivo de merozoitos se realizé en placas de 96 pozos
utilizando medio HL-1, el cual fue suplementado con 5% de eritrocitos bovinos
resuspendidos en buffer VYM. Adicionalmente el medio de cultivo se suplemento
con 40% de suero bovino y se utilizé 0.1M TAPSO como amortiguador. El pH fue
ajustado a 7.2.

El medio de cultivo fue inoculado con la cantidad adecuada de células infectadas
para comenzar con una parasitemia 1%. El cultivo se incub6 a 37°C y 5% de
atmosfera de CO2. Cada 24 horas el 75% del volumen total del medio fue
reemplazado con medio fresco tratando de no perturbar las células rojas
sedimentadas en el fondo de la placa de cultivo. Cuando la parasitemia alcanzo el
5% se realizaron pases adicionando eritrocitos nuevos y cultivo fresco ajustando
nuevamente la parasitemia al 1%. Este procedimiento aseguro tener cultivo fresco
disponible para el momento en el que se llevaran a cabo los ensayos de
neutralizacion.

Ensayos de neutralizacion de las proteinas que participan en la invasiéon de
B. bigemina al eritrocito bovino.

Cada uno de los sueros con anticuerpos (antisueros) contra los 21 péptidos de las
proteinas AMA1, MIC1, SBP4, RAP-1a1 y RON2 fueron evaluados para determinar
el porcentaje del bloqueo de la invasion de los merozoitos de B. bigemina al
eritrocito bovino in vitro.

Para llevar a cabo este ensayo se utilizaron como controles sueros de conejo pre-
inmunizacion y cultivo a los cuales no se le adicionaron anticuerpos. Cada prueba
se realizo6 por triplicado, se tomo el porcentaje de cada de células infectadas como
variable de respuesta. Los resultados se sometieron a una prueba de comparacion
de medias t de student de muestras no pareadas comparando el cultivo adicionado
con anticuerpos con sus respectivos controles. Los analisis estadisticos fueron
llevados a cabo con un nivel de confianza del 95%.

Se realizo un cultivo de B. bigemina como se describié anteriormente hasta alcanzar
una parasitemia de 6.3%. Una vez que sucedio esto, se prepar6 una placa de cultivo
de 96 pozos con medio el medio de cultivo descrito en el parrafo anterior, al cual
ademas se les adicioné suero de conejo inmunizado que contenia anticuerpos
especificos contra cada uno de los 21 péptidos individuales de las proteinas AMA-
1, SBP-4, RON2, MIC-1, RAP-1a1 en una proporcion 1:5 del volumen total de medio
de cultivo por pozo (40 ul de cada suero anti-péptido por pozo).

Los cultivos fueron inoculados con un volumen de 16.4 pl del cultivo inicial, en este
volumen se calculé un aproximado de 1X10® merozoitos de B. bigemina. Se
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homogenizaron todos los componentes del cultivo pipeteando suavemente en
repetidas ocasiones. El cultivo se mantuvo en incubacion por 48 horas a 37°C y 5%
de atmosfera de CO2. Una vez terminado el tiempo de incubacion se resuspendieron
los eritrocitos pipeteando repetidamente con suavidad, se tomo una alicuota de la
suspension de células y se utilizo para preparar extendidos en laminillas los cuales
fueron tefiidos con Giemsa. La parasitemia se calculé contando células rojas
infectadas y no infectadas de cinco campos representativos .

Preparacién del medio gy .
Homogenizacion de

de cultivo HL-1 Inoculacion de cultive pipeteando
adicionado con aproximadamente 1X106 o pIp
. . . repetidamente con
anticuerpos anti- parasitos.

péptidos de B. bigemina. suavidad.

Resuspender células de Incubacién a 37°C, 5%

Preparacién d.e’frotls por CU|tIV'O pipeteando atmosfera de CO, por 48
extension. repetidamente con horas
suavidad. ’
. Determinacion de
Tincién de Giemsa. ’ Lectura de 5 campos porcentaje de céluas

representativos. infectadas y analsis
estadisticos.

Figura 1. Diagrama del proceso de evaluacion de la neutralizacion de la
invasion de B. bigemina al eritrocito.

Evaluacion de lainhibicion de fusién de fases sexuales.

Los sueros con anticuerpos anti-péptidos de la proteina HAP2 fueron evaluados con
la finalidad de determinar si evitan la fusion de gametos de B. bigemina. Se utilizaron
suero pre-inmunizacion y un cultivo sin suero de conejo como controles negativos.
Cada prueba se realizo por triplicado. La variable de respuesta que se evaluo fue el
porcentaje de cigotos formados. Los resultados se sometieron a una prueba de
comparacion de medias t de student de muestras no pareadas entre cultivos de
induccion de gametos adicionado con anticuerpos anti-péptidos de HAP2 y sus
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respectivos controles. Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con un nivel
de confianza de 95%.

La induccion de fases sexuales se llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito
anteriormente por Mosqueda et. al % con modificaciones. A continuacion, se
describe brevemente el protocolo con modificaciones.

Se infectd de manera experimental un bovino macho de raza Holstein de 8 meses
de edad al cual se le extirpé el bazo. La infeccion fue transmitida de manera natural
por medio de garrapatas infectadas con B. bigemina. La infeccion de la garrapata
se confirm6 por métodos moleculares (PCR anidada). Se  colocaron
aproximadamente 10,000 larvas de R. microplus infectadas y después de 29 dias el
bovino presento signos clinicos y una parasitemia de aproximadamente 3.5%, la
cual se calculé contando 2000 células en frotis tefliidos con Giemsa. Posteriormente
se obtuvo una muestra de sangre completa de la vena yugular a la cual se le elimino
el coagulo de fibrina. La sangre desfibrinada se transfirié a tubos conicos de 50 ml
y se lavd 4 veces con medio VYM para eliminar el suero bovino y la capa flogistica,
manteniendo en todo momento las muestras en hielo.

El medio de cultivo se prepar6 hidratando un vial de polvo para 1L de medio de
cultivo 199, al cual se le adicion6 bicarbonato de sodio de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante (Sigma-Merk, USA), se complementé con acido
xanturénico a una concentracion final de 100uM y con 40% de suero bovino
descomplemetarizado. A diferencia del medio de cultivo de merozoitos, el pH del
medio de cultivo de induccion no fue ajustado. El medio de cultivo se esterilizé por
medio de filtracion y se almaceno en refrigeracion hasta su uso.

Los eritrocitos infectados lavados anteriormente se agregaron al medio de cultivo a
una concentracion final del 20%. El cultivo se transfirié a botellas de cultivo de 25
cm? y a cada cultivo se le adiciond suero de conejo con anticuerpos anti-péptido 2
y anti-peptido 3 de la proteina HAP2 de B. bigemina en una proporcion 1:10. Los
cultivos se colocaron en incubacion a 28°C sin atmosfera de CO2. La induccion fue
monitoreada en intervalos de 3 horas a partir de las primeras 12 horas de cultivo
hasta que se confirmd la formacion de cigotos en los cultivos (aproximadamente a
las 36 horas).

Las células de los cultivos se centrifugaron después de detectarse cigotos en los
cultivos de induccion sin anticuerpos, se descarté el sobrenadante y las células se
mantuvieron en hielo.

Posteriormente, se llevé a cabo una recuperaciéon de cigotos y fases sexuales por
medio de un gradiente de densidad con Percoll (GE Healthcare, Chicago, EUA)
(descrito por Mosqueda et. al 104).
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Primeramente, se prepard una solucion stock de Percoll isoosmético mezclando 9
partes (v/v) de Percoll con 1 parte de buffer de fosfatos 10X (V/V). Posteriormente
se diluyd la soluciéon de Percoll al 47% con buffer de fosfatos 1X.

Los cultivos de induccién se retiraron de la incubadora y se transfirieron a tubos
conicos de 50 ml, se centrifugaron a 4,000 rpm para eliminar el medio de cultivo. El
paquete celular se lavo tres veces con buffer de fosfatos 1X y al término de lavado
se resuspendié en 2ml de buffer de fosfatos 1X. La suspension celular se deposito
en un tubo para centrifuga de fondo redondo el cual contenia 27 ml de la solucién
de Percoll 47%, la adicion de las células al tubo con la solucién de Percoll se realizé
con suavidad para formar una pelicula sobre el Percoll. Se procedi6 a centrifugar
las células a 20,000 X g durante 20 minutos a 4°C, se observé la formacion de un
gradiente donde en el fondo del tubo se observaron los eritrocitos y una interfase
hacia la superficie donde se encontraron las células de B. bigemina (fases sexuales
y cigotos) y fantasmas de eritrocitos. Se recuperd la interfase donde esta contenidas
las células y se lavo tres veces con buffer de fosfatos 1X'y se prepararon frotis que
fueron tefiidos con Giemsa. Se contaron las fases sexuales y los cigotos formados
a lo largo de la preparacion. El porcentaje de la formacion de cigotos se calcul6
tomando en cuenta las medias de las repeticiones y tomando como un 100% todas
las células contadas incluyendo cigotos y fases sexuales.
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Figura 2. Diagrama del proceso de evaluacion de la inhibicion de la fusion de
las fases sexuales de B. bigemina.

Etapa 2.

Ensamble del gen quimérico

Con base en los resultados de la etapa 1 se consideraron los péptidos que
generaron anticuerpos con capacidad de inhibir la invasién de B. bigemina al
eritrocito y la formacion de cigotos.

La secuencia de aminoacidos de los péptidos seleccionados se utilizé para
ensamblar in silico un.gen quimérico. Las secuencias de los péptidos se colocaron
de manera continua agrupando los péptidos de acuerdo a la proteina a la cual
pertenecen, es decir, todos los péptidos de la proteina “A” por ejemplo, se colocaron
adyacentes unos de otros, sin colocar ningun péptido de otra proteina diferente a
“A” entre ellos. Lo anterior con la finalidad de evitar la formacion de nuevos epitopos
yuxtapuestos entre secuencias de péptidos provenientes de dos proteinas distintas.

Diferentes versiones de la proteina quimérica fueron elaboradas y cada una de ellas
se sometio a analisis bioinformaticos para predecir péptidos con alta probabilidad
de ser epitopos B. Cada version se sometio a los algoritmos de las herramientas del
ABCpred (http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/), Bcepred
(http://crdd.osdd.net/raghava/bcepred/) e IEDB
(https://www.iedb.org/home _v3.php). Se realizé la seleccién de la proteina con base
en los siguientes criterios:
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1. Todos los péptidos originales deben ser predichos en la secuencia de la proteina
qguimérica por al menos dos de los tres algoritmos.

2. No se deben formar epitopos yuxtapuestos resultado de la posicion de dos
péptidos de proteinas diferentes, (por ejemplo, péptidos contiguos como
XXXXXXYYYYY; entiéndase que la letra “x” se refiere a un péptido de una proteina
y la letra “y” a otro de una proteina distinta, la formacion del epitopo yuxtapuesto
se denota en negritas).

3. Los epitopos de una misma proteina se colocaron en orden consecutivo
siguiendo el orden de aparicién en la secuencia de la proteina original (por
ejemplo: péptido A, péptido B y péptido C, en la secuencia original de la proteina
el péptido B se encuentra primero hacia el amino terminal, hacia el carboxilo
terminal le sigue el péptido C y al ultimo el péptido A, por lo que el orden en la
proteina quimérica fue, péptido B- péptido C- péptido A).

4. Los epitopos que presentan traslapamiento en la secuencia de la proteina
original se colocaron de forma adyacente sin repetir los amino&cidos traslapados
(por ejemplo, secuencia de péptido A: MTLMNRTKHIGFDEACD, secuencia de
péptido B: GFDEACDMPTREFDAACMKIL, ‘en negritas se muestran los
aminoacidos que se traslapan, por lo que estos péptidos de la misma proteina
se ensamblarian de la siguiente manera:
MTLMNRTKHIGFDEACDMPTREFDAACMKIL).

Con ayuda del software Gentle (Magnus Manske, Cologne, Alemania) se buscé la
secuencia de nucleodtidos que codifica cada péptido incluido en la proteina
qguimérica. Las secuencias de nucleétidos se colocaron de acuerdo al orden de la
version de la proteina que cumplié con los criterios de seleccion mencionados
anteriormente. La secuencia de ADN se sometié a un andlisis de uso de codones
preferenciales con la finalidad de obtener una secuencia del gen quimérico con
codones que E. coli utiliza en alto porcentaje. La optimizacién de la secuencia se
realizé utilizando el programa COOL (Codon Optimization On-Line %, disponible
en: https://cool.syncti.org/index.php). Asimismo, la secuencia de ADN se analizé
para eliminar en la medida de lo posible los sitios de restriccion que pudieran
interferir con la estrategia de clonacion.

EL gen-quimérico fue sintetizado por la empresa BioBasic Inc (Ontario, Canada), el
cual-se remitié al Laboratorio de Inmunologia y Vacunas clonado en el plasmido
pUC57 flanqueado con las secuencias de restriccion de la enzima EcoRV.

Clonacion del gen quimérico
Se disefid un juego de oligonucleotidos para amplificar el gen quimérico. Se coloco
en el extremo 5’ del oligonucledtido sentido la secuencia accesoria CCAC, que
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permitird la clonacion direccional del gen, la secuencia de los oligonucleétidos
corresponde a los primeros 23 nucledtidos del gen quimérico (5-
CACCTCGTCCCACGGTGACTATCATCA-3), mientras que en el oligonucledtido
antisentido se coloco el codon de paro UAA, la secuencia de este oligonucledtido
corresponde a los dos ultimos nucleétidos del gen hacia el extremo 3’ (5-
AATACCCAGGGTATCGATGTGGCAC-3).

El gen fue amplificado por medio de PCR utilizando la enzima de alta fidelidad
Accuzyme DNA Polymerase (Bioline Meridian Bioscience, Reino Unido), utilizando
el siguiente programa de termociclado: un solo paso a 95°C durante tres minutos,
treinta y cinco ciclos con un paso a 95°C durante 30 segundos, una temperatura de
alineamiento de 65°C durante 30 segundos y una temperatura de extension de 72°C
por 1 minuto, se realiz6 un paso final de extensién a 72°C por 5 minutos.

Para poder clonar, los amplicones fueron purificados del gel de agarosa con ayuda
del kit QIAquick Gel Extraction Kit de la compafia. Qiagen (Hilden, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN de los amplicones purificados
fueron cuantificados y se procedioé inmediatamente a realizar la clonacion. En tubo
de 0.2 ml se realiz6 la mezcla de reaccion considerando la relacion molar inserto:
vector 3:1.

Reactivos Volumen

Producto fresco de |0.5a4pl

PCR

Solucién de sales 1yl

Agua estéril Afadir a volumen final de 5 pl
Vector TOPO 1l

Volumen final 6 ul

Cuadro 1. Reaccion de clonacién en pENTER/D-TOPO segun fabricante.

El gen quimérico fue clonado primeramente en el vector pENTR/D-TOPO
(Invitrogen-Thermo Scientific, Carlsbad EUA), este ultimo posee en uno de sus
extremos la secuencia accesoria complementaria que se afadio al oligonucleotido
forward-por lo que permite la clonacion direccional. El inserto quedo flanqueado por
dos secuencias de recombinacion sitio especifico attbR y attL utilizada en la
clonacion por medio de la tecnologia Gateway. Esta primera clonacién permitio
generar lo que se denomina un “clon de entrada” (entry clone).

Posteriormente el producto de la clonacion se utilizé para transformar células calcio
competentes de E. coli OneShot TOP10. Las células transformantes se incubaron
durante la noche. Con la finalidad de confirmar la correcta clonacién del plasmido
se procedio6 a realizar en paralelo dos reacciones de PCR de colonia utilizando en
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una de ellas oligonucleétidos especificos y en los otros oligonucleétidos universales
M13. Los productos de PCR se observaron por medio de electroforesis en un gel de
agarosa al 1%.

Una vez confirmado por PCR la presencia del gen se procedio a realizar el cultivo
de las clonas en caldo LB adicionado con 100 pg/ml de Kanamicina, el cultivo
permanecio en incubacién durante la noche y al dia siguiente se procedio a realizar
una extraccion de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina con ayuda de
columnas de purificacion con el Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA (Promega,
Madison, EUA). El ADN plasmidico purificado se utilizé para realizar un analisis de
restriccion como segundo método para confirmar la insercion del gen y
consecuentemente la obtencién del “clon de entrada”. La digestion del plasmido se
llevé a cabo con la enzima EcoRl y los resultados se confirmaron por medio de una
electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

Una vez confirmado la clonacién del gen en el “clon de entrada” se procedié a
realizar una subclonacién en el plasmido de expresion pDEST-17. Este plasmido de
expresion posee las secuencias de recombinacién sitio especificas attL y attR al
igual que el “clon de entrada”. Se colocaron en un tubo de 0.2 ml los componentes
de la reaccion de recombinacion como se muestra a continuacion:

Componente Muestra
Entry clone (pENTR/D-TOPO maés | 1-7 pl
inserto 150ng/reaccion)
Vector de destino (150ng/ pl) 1pl

TE buffer pH 8.0 c.b.p. 8 ul
Cuadro 2. Reaccién de recombinacion del vector pENTR/D-TOPO y pDEST-
17de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

La recombinacion se llevd a un cabo en iguales concentraciones de plasmido
destino y del plasmido “clon de entrada”, la mezcla de reaccién se colocé a incubar
en el termociclador sin calentar la placa superior de la tapa por 4 horas.
Posteriormente se procedié a transformar la cepa DH5a de alta eficiencia para
libreria (invitrogen, California). El vector pDEST-17 poseen un doble mecanismo de
seleccion, uno de ellos es el gen de resistencia a ampicilina por lo que las células
transformadas se cultivaron en placas de agar LB con 100 pg/ml de ampicilina,
ademas posee el gen ccdB el cual es letal para las cepas de E. coli utilizadas en la
transformacion. Solo las clonas que posean plasmidos que con el inserto de interés
podran sobrevivir. Los cultivos se incubaron a 37°C durante la noche y al dia
siguiente se analizaron las clonas por medio de PCR de colonia utilizando
oligonucledtidos especificos, utilizando el oligonucleétido sentido del promotor T7 y
el antisentido especifico. Asi mismo se realizé un andlisis de restriccion utilizando
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la enzima EcoRI. Los productos de PCR y restriccion se analizaron por medio de
electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

Una vez confirmado los resultados de la recombinacion, se seleccionaron 4 clonas
y se colocaron en caldo LB adicionado con 100 pg/ml de ampicilina, se incubaron
durante la noche (no mas de 16 horas). La biomasa se utilizo para extraer DNA
plasmidico utilizado el procedimiento mencionado anteriormente. EI DNA
plasmidico se remitié para secuenciacion capilar por método Sanger al Laboratorio
de Genética para la Biodiversidad LANGEBIO, CINVESTAV (Irapuato, Guanajuato),
utilizando oligonucleétidos especificos. Los electroferogramas resultantes de la
secuenciacion se analizaron, se editaron y se ensamblaron por medio del software
Gentle (Cologne, Alemania). La confirmacion del marco de lectura abierto y de la
correcta clonacién y recombinacion se realizaron comparando la secuencia del gen
quimérico y la secuencia del gen quimérico clonado in silico en el plasmido pDEST-
17.

Posteriormente, se selecciond solo uno de los plasmidos secuenciados y se utilizo
para transformar la cepa de E. coli BL-21-Al la cual posee la transcriptasa del
bacteriéfago T7 lo que permite la transcripcién del gen de interés. Las células se
incubaron bajo las condiciones mencionadas anteriormente y al dia siguiente se
seleccionaron 4 clonas para realizar un ensayo piloto de expresion.

Clonacidn del producto
Amplificacion gen Purificacién del en pENTR/D-TOPO para
quimperico por PCR " o producto de PCR generar un "clon de
entrada"
Analisis de las clonas Subclqnac.lcl)n por Seleccién de las clonas
transformantes por PCR recombinacion LR en transformantes por PCR
? . por i plasmido de expresién P por
y analisis de restriccion pDEST-17 y andlisis de restriccidn
CIOS:::E:';C;;(}?; d§E4$T— Seleccién de las clonas Transformacion de
P . P transformates por PCR cepa para expresion E.
17 con el inserto del g . .
gen quimérico y analisis de restriccion coli BL-21-Al

Figura 3. Diagrama del proceso de clonacién del gen quimérico.
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Ensayo piloto de la expresion de la proteina quimérica

Se colocaron 4 clonas a crecer en caldo LB adicionado con 100 pg/ml de ampicilina
durante la noche, después de aproximadamente 16 horas de cultivo se midié la
densidad 6ptica a 600nm de longitud de onda. Se calcul6 un in6culo con la D.O.e00
para comenzar un nuevo cultivo de 5 ml de caldo LB con ampicilina con una D.O.s00
a 0.05. Los tubos se colocaron en incubacion a 37°C en agitacion hasta alcanzar
una D.O.e00 de 0.4 (mitad de la fase exponencial), se procedi6 a inducir la expresidn
del gen quimérico afiadiendo L-arabinosa a una concentracion final del 0.2%. Se
tomaron muestras justo al inicio de la induccién (tiempo 0), y cada hora durante
cuatro horas. En paralelo se coloc6 un cultivo de la misma cepa de E. coli
transformada con pUC19 como control negativo, a este cultivo se le realizaron los
mismos procedimientos (induccidon, muestreo e incubacion): mencionados
anteriormente. Las muestras tomadas durante la expresion de la proteina se
centrifugaron para eliminar el medio de cultivo y se almacenaron en congelacion.
Una vez terminada la induccién se le afiadio a las células buffer de lisis (50mM de
fosfato de potasio pH 7.8, 400mM cloruro de sodio, 100mM cloruro de potasio, 10%
glicerol, 0.5% triton X-100, 10mM imidazol) y se sometieron los tubos a 4 ciclos de
congelacion con nitrégeno y calentamiento a 42°C, el lisado se centrifugd a maxima
velocidad por 1 minuto a 4°C y se separ0 el sobrenadante del sedimento. Con la
finalidad de determinar si la proteina quimérica expresada se encuentra en la fase
soluble (sobrenadante del lisado celular) o en la fase insoluble o cuerpos de
inclusion (sedimento celular) se analizaron ambas fracciones por medio de un gel
de electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes en un gel de
poliacrilamida al 12%.

Una vez confirmada la expresion de la proteina quimérica se procedio a realizar la
expresion de la proteina en un volumen de medio litro para proceder a su
purificacion.
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transfomardas incubacion 16 h 37°C fresco a una D.0.g

. Pre-incoculo Inoculacion de medio
Seleccidon de 4 clonas
en agitacioén de 0.05

Inc.uba.r, as7Cen Adicion del inductor Incubar hasta
agitacién y tomar
y toma de muestra a alcanzar una D.O.gy
muestras cada hora
TO de 0.4
durante 4h
Lisis y centrifugar analsis de la fraccidon
para separa fraccidon soluble e insoluble
de proteinas solubles por medio de SDS-
e insolubles PAGE

Figura 4. Diagrama del ensayo piloto para la expresiéon de la proteina

quimérica.
Purificacidon de la proteina quimérica.
Se colocé un cultivo de 500 ml siguiendo el mismo procedimiento de inoculacion,
induccion mencionado en la seccién anterior. Una vez terminado el tiempo de
incubacion el cultivo se centrifugd para recuperar la biomasa y eliminar el medio de
cultivo. Las células se lavaron con buffer de fosfatos pH 7.4, se guardaron a -20
secas para propiciar la ‘lisis- celular. Las células se descongelaron y se
resuspendieron en 5 ml de buffer de fosfatos pH 7.4 y se sometieron a lisis por
medio de sonicacion a 80% de amplitud por 5 minutos en pulsos de 10 segundos
cada uno, los tubos se mantuvieron en todo momento en bafo de hielo. El lisado se
centrifugo y el sedimento se lavo 3 veces con 10 ml de buffer de fosfatos pH7.4,
para eliminar proteinas solubles propias de la bacteria. Se procedié a la purificaciéon
de la proteina utilizando condiciones desnaturalizantes utilizando columnas con
perlas-de niquel del kit NINTA de Qiagen (Hilden, Alemania).

Al sedimento celular se le afiadieron 5 ml de buffer B (100 mM NaH2PO4, 100 mM
Tris-Cl, 8 M urea, pH 8.0) y se dejé incubar en agitacion suave hasta que se
solubilizé todo el sedimento (aproximadamente 1 h), posteriormente se trasfirio la
suspension a la columna que contiene las perlas de niquel y se dejo incubar por 2
horas a 4°C en un agitador de 360°C tipo rostizador, pasado este tiempo se procedio
a eliminar por gravedad el liquido y se continuo con los lavados afiadiendo buffer C
( buffer B a pH 6.3 y 15 mM de imidazol), se realizaron tres recambios de buffer cy
se dej6 incubando 15 minutos cada uno, un cuarto recambio se realizé y se dejo
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incubando toda la noche, un altimo recambio de buffer C se realizé al dia siguiente.
Se procedio a eluir la proteina quimérica utilizando el buffer D (buffer B pH 5.9 con
15 mM de imidazol), una vez que se eliminé por completo el buffer de lavado se le
afiadio 1 ml de buffer D y se dejé incubando 5 minutos en agitacion, y se procedio
a recuperar la fraccion numero 1, siguiendo este procedimiento se recuperaron 20
fracciones las cuales se analizaron por medio de un gel de electroforesis de
proteinas en condiciones desnaturalizantes. La dialisis de la proteina se llevo a cabo
por medio de un buffer de replegamiento (500 mM NacCl, 20 mM Tri-Cl, 20% glicerol)
el cual contenia urea 2M, cada recambio durante la dialisis se realiz6 sin urea
recambiando solamente 500 ml del buffer de esta manera la concentracion de urea
disminuy6 al 50% de su concentracion aproximadamente, se realizaron 6 recambios
y se mantuvo el pH de los buffers siempre a pH 5.5 para evitar la precipitacién de la
proteina quimérica. La proteina dializada se cuantific6 por medio-del método de
Bradford y se utiliz6 para procedimientos posteriores.

Inducir la expresionde
la proteina quimperica
en medio litro de
cultivo.

colectar la biomasa por
medio de
centrifugacion.

Disolver lisado con
Buffer B en agitacion
suave por 1h

Lavarla biomasa con
buffer de fosfatos pH
7.4.

Centrifugar lisado'y
lavar tres veces qcon
buffer de fosfatos pH

7.4

Congelar la biomasa
seca por una noche.

Trasnferir a la columna
de cromatografia de
afinidad e incubar por
2h

Sonicar a 80% de
amplitud pulsos d 10
segundos por 5 minutos
en bafio de hielo

Afadir buffer C de
lavado e incubar

Resuspender biomasa
en 5ml de buffer de
fosfatos pH 7.4

Eluir proteina con
buffer D

Analizar fracciones por
medio de SDS-PAGE

Figura 5. Diagrama del proceso de purificacion por cromatografia de afinidad
de la proteina quimérica.

Etapa 3

Identificacién de los péptidos en la proteina quimérica por medio de
inmunoelectrotransferencia.
Con la finalidad de confirmar si los 21 péptidos se encuentran en la proteina
quimérica se llevé a cabo una inmunoelectrotrasnferencia utilizando anticuerpos
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especificos contra cada uno de los péptidos individuales. Se llevo a cabo
inicialmente una electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes en un
gel de poliacrilamida al 12% con un peine preparativo en donde se cargaron 100 ug
de proteina, el gel se trasfiri6 a una membrana de nitrocelulosa y se confirmo la
correcta transferencia tifiendo la membrana con rojo Ponceau al 0.2%.
Posteriormente se cortaron tiras de la membrana de 0.5 cm y se colocé cada una
en solucion de bloqueo elaborada con buffer TBS-T (20 mM Tris pH7.5, 150 mM
NaCl, 0.1% Tween 20) con leche baja en grasa al 5%. Se dej6 incubar durante toda
la noche en agitacién a 4°C. Al dia siguiente se eliminé el buffer de bloqueo y se
colocé a incubar durante una hora con el anticuerpo primario. Los sueros de conejos
gue contenian los anticuerpos primarios especificos contra cada peéptido se
diluyeron en TBS-T con leche al 2%, se colocaron en incubacion a temperatura
ambiente en agitacion. Pasado el tiempo de incubacion, las tiras se lavaron tres
veces con TBS-T 20 minutos con agitacion fuerte. Se realizé un segundo bloqueo
durante una hora en agitacion con TBS-T con leche al 5% después de eliminar los
anticuerpos primarios, se descarto la solucion de bloqueo y se afadio el anticuerpo
de bovino secundario anti-lgG de conejo en una dilucién 1:5000 en TBS-T con leche
al 2%. Las tiras se incubaron durante 1 hora y se lavaron siguiendo el procedimiento
mencionado anteriormente. Se elimind el buffer del Gltimo lavado y se revelaron con
utilizando luminol ECL Amersham (GE healthcare, Chicago, EUA), las membranas
fueron reveladas en un cuarto oscuro usando placas radiograficas exponiéndolas
por intervalos de 15 segundos, 1 minuto y 5 minutos.

Electroforesis SDS-
PAGE

Electrotrasnferencia a
membrana de
nitrocelulosa

Incubacién con
anticuerpo secuendario
anti-IgG de conejo
acomplado a HRP

Bloqueo de membrana
conTBS-T 5% leche
descremada

3 lavados con TBS-T

3 lacados con TBS-T

Incubacién anticuerpos
primarios1haT®
ambiente

Revelado con luminol
ECL AMersham

Exposicion de placas
radiograficas.

Figura 6. Diagrama del proceso para la identificacion de los péptidos en la
proteina quimeérica.
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Etapa 4

Obtencidn de anticuerpos de bovino anti-proteina quimérica

Antes de iniciar con esta etapa experimental fue necesario realizar el diagnostico
inmunoldgico a diferentes bovinos con la finalidad de seleccionar los individuos que
no hayan sido expuestos previamente a la babesiosis. Se muestrearon alrededor de
18 bovinos de diferentes ranchos del estado de Querétaro, se tomaron muestras de
la vena coccigea en tubos vacoutainer sin aditivos (tapon rojo) una vez coagulada
la muestra se procedié a la separacion del paquete celular y el coagulo por medio
de centrifugacion. El suero fue evaluado por medio de inmunofluorescencia indirecta
para determinar la presencia de anticuerpos anti-B. bigemina en el Laboratorio de
Inmunologia y Vacunas de la Facultad de Ciencias Naturales UAQ y para
anticuerpos anti-B. bovis en el Centro Nacional de Investigacién Disciplinaria en
Parasitologia Veterinaria, (Cuernavaca, Morelos). El procedimiento para llevar a
cabo el diagndstico fue llevado a cabo de acuerdo.ala metodologia que describe
mas adelante en esta seccion.

Para la obtencion de anticuerpos de bovino anti-proteina quimérica se prepararon
vacunas con 100 pg/ml del antigeno de-acuerdo a la siguiente metodologia. Una
vez cuantificada la proteina se ajustaron los volimenes para agregar a un tubo
conico de 50 ml lo suficiente para preparar todas las dosis necesarias para tres
inmunizaciones para dos bovinos. La dosis de la vacuna se prepardé en una
proporcion 50% de proteina resuspendida en buffer de replegamiento pH 5.5y 50%
de adyuvante Montanide ISA 61VG, se utiliz6 un homogeneizador para emulsificar
la mezcla agregando paulatinamente gota a gota la suspension de proteinas al
adyuvante, se dejé emulsificando a maxima velocidad por intervalos de cinco
minutos, en cada intervalo se tomo6 una muestra para observarla al microscopio, una
vez que las particulas de la fase dispersa tuvieron un tamafio uniforme menor a una
micrémetro se procedid a alicuotar las dosis y almacenarlas a 4°C hasta su
aplicacion.

Se utilizaron dos bovinos de raza charolais y dos beef master de aproximadamente
16 meses de edad, dos fueron inmunizados con la proteina quimérica mientras que
los otros dos fueron inmunizados Unicamente con buffer de replegamiento y
adyuvante. La inmunizacion se realizé por via subcutanea en la tabla del cuello
cerca del ganglio pre-escapular, la vacuna se administré en intervalos de 21 dias
tomando muestra de sangre sin anticoagulante previo a cada inmunizacion, la dltima
muestra se tomo 10 dias después de la tercera inmunizacion. El suero se separo
del paquete globular por medio de centrifugacion, se filtr6 con una membrana con
poro de 0.22 um de diametro, se realizaron alicuotas y se almacenaron en
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congelacion a -20°C hasta su utilizacién. Los procedimientos de estabulacion,
sujecion y manejo general de los animales se encuentran descritos en la seccion de
Apéndices en el Apéndice I, el uso de animales en este proyecto fue aprobado por
el comité de bioética de la Facultad de Ciencias Naturales, de la Universidad
Autonoma de Querétaro (nUmero 27FCN2016).

La produccion de anticuerpos se evalué por medio de ELISA. Se utilizaron
microplacas de 96 pozos de poliestireno de alta unién las cuales fueron forradas
con 5 ug de la proteina quimérica resuspendida en buffer de carbonatos 0.2 M a pH
9.2 en un volumen total de 100 pl. Las placas se dejaron incubando durante toda la
noche a 4°CYy al dia siguiente se retir0 el antigeno realizando tres lavados con Buffer
de fosfatos pH 7.2 con 0.5% de Tween 20 (PBS-T). Las placas se bloquearon con
una solucién de PBS-T y leche al 5% durante una hora a 37°C y se les realizaron
tres lavados con PBS-T. Los anticuerpos primarios fueron evaluados haciendo
diluciones seriadas de los sueros de los bovinos inmunizados con la finalidad de
titular los anticuerpos. Los anticuerpos primarios se incubaron por una hora a 37°C
y se retiraron de la placa lavando tres veces con PBS-T. Se utilizé6 un anticuerpo
secundario anti-lgG de bovino hecho en conejo conjugado a peroxidasa de rabano,
el cual se usé en una dilucion 1: 2,500, se incubo por una hora a 37 °C y se retird
con tres lavados con PBS-T. La placa se reveld utilizando ortofenilendiamina y
perdxido de hidrogeno, se incub6 en oscuridad hasta la primera lectura a los 15
minutos y se tomaron lecturas a los 20 y alos 30 minutos después de la adicion del
sustrato. Las placas se leyeron en un lector de microplacas a 450 nm de longitud de
onda (Bio-Rad, Hercules, EUA).

Etapa 5

Evaluacion de los anticuerpos anti-proteina quimérica para reconocer los
antigenos nativos de B. bigemina.

Con la finalidad de confirmar si los anticuerpos que fueron generados por las
inmunizaciones con la proteina quimérica son capaces de reconocer los antigenos
nativos de B. bigemina se llevaron a cabo inmunofluorescencias indirectas
utilizando como antigeno sangre infectada con B. bigemina cepa Puerto Rico
proveniente de cultivo. Las laminillas se fijaron con acetona fria por 20 minutos y se
dejaron secar al aire, para el ensayo se utilizaron sueros pre-inmunizacion y sueros
post-inmunizacién de los bovinos vacunados con la proteina quimérica, los sueros
se diluyeron a una proporcion 1:250 y se incubaron en camara humeda por 1 h,
posteriormente se lavaron los frotis con PBS-T y se dejaron secar al aire. Se utilizo
un anticuerpo secundario de conejo anti-IgG de bovino acoplado a Alexa 488 en
una dilucién 1:1,500, a la dilucion del anticuerpo secundario se le afladié DAPI para
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tefiir los nucleos a una concentracion de 1ug/ml, las laminillas se incubaron durante
1 h en una camara humeda y se retir0 el anticuerpo secundario por medio de tres
lavados con PBS-T y nuevamente se dejaron secar al aire. Las laminillas se leyeron
con un microscopio de plataforma invertida modelo DMi8 de la marca Leica
(Wetzlar, Alemania).

Con la finalidad de evaluar la capacidad de los anticuerpos anti-proteina quimérica
para reducir la formacién de cigotos in vitro, se realizaron ensayos de induccion de
fases sexuales, los cultivos se adicionaron con sueros de bovinos vacunados con la
proteina quimérica. Las concentraciones y caracteristicas de cultivo, asi como las
condiciones de incubacion, purificacion y lectura de los resultados se llevaron a cabo
siguiendo el protocolo que se describio anteriormente.

Fijacién con acetona

Descongelar frotis . Incubar con
o fria por 20 \ , S
de eritrocitos . ﬁ anticuerpos primario
) minuntos, secar al o
infectados ; ’ por1ha37°C
aire
Incubar con
3 lavados con PBS-T anticuerpo 3 lavados con PBS-T
en agitacion secundariopor1ha en agitacion
37°C

Figura 7. Diagrama del proceso para identificacion de las proteinas nativas
de B. bigemina por medio de inmunofluorescencia indirecta.
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Capitulo IV

Resultados
Etapa 1:

Ensayos de neutralizacion de lainvasion de B. bigemina al eritrocito bovino

de la fusién de fases sexuales.

Se utilizé la Puerto Rico de B. bigemina para esta etapa experimental. Los
anticuerpos anti-B. bigemina utilizados en este proyecto fueron capaces de
reconocer las proteinas nativas del parasito por medio de inmunofluorescencia
indirecta en eritrocitos infectados con una cepa mexicana de B. bigemina. Aunque
los péptidos se disefiaron disefiados en regiones conservadas en cepas de México
y el mundo se decidié amplificar los genes de cada proteina y llevar a cabo una
secuenciacion para asegurarnos que las secuencias de los péptidos estuviesen
presentes en la cepa utilizada para este ensayo. Como se esperaba los péptidos se
encuentran conservados también en esta cepa en-la cepa Puerto Rico de Bi
bigemina.

Se llevaron a cabo ensayos de neutralizacion con la finalidad de saber si los
anticuerpos generados previamente contra los epitopos B predichos de las
proteinas AMA-1, MIC-1, SBP-4, RAP-1a1 y RON2 son capaces de bloquear la
invasion de B. bigemina al eritrocito bovino.

Los resultados de los porcentajes de parasitemia de los cultivos adicionados con
sueros inmunes mostraron una diferencia significativa en comparacion con los
cultivos adicionados con sus respectivos sueros pre-inmunizacion, a excepcion de
los péptidos AMA-1C vy RAP-T1 en los cuales no hubo una diferencia
estadisticamente significativa. Los anticuerpos especificos contra los péptidos de
las proteinas de B. bigemina lograron inhibir en diferentes porcentajes la invasion
del parasito a la célula hospedera en cultivo. Los anticuerpos que presentaron una
disminucién mayor del porcentaje de parasitemia fueron los anticuerpos contra el
péptido B de la proteina RAP-1a1 con un porcentaje de células infectadas de 1.04%,
seguido por el péptido A de la proteina MIC-1 el cual mostro un porcentaje de células
infectadas de 1.18%, ambos en comparaciéon con los cultivos con suero pre-
inmunizacién donde los porcentajes de células infectadas fueron de 4.22% y 3.9%
respectivamente. Los porcentajes de parasitemia mas altos, es decir, los
anticuerpos que bloguearon en menor medida el proceso de invasion fueron el
péptido B de la proteina MIC-1 y el péptido D de la proteina AMA-1. Los resultados
de los porcentajes de células infectadas se muestran en la Figura 8. Los anticuerpos
contra los péptidos AMA-1C y RAP-1014 no presentaron diferencia
estadisticamente significativa, quiza se deba al hecho de que presentan una
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desviacion estandar muy amplia, en el caso de los anticuerpos anti-RAP-1a1T1 el
cultivo adicionado con suero pre-inmunizacion presentd menor parasitemia que el
contenia anticuerpos, por lo que no se considerd para evaluaciones posteriores.
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Figura 8.Comparacion del porcentaje de parasitemia entre cultivos adicionados con
suero de conejo antes y después de la inmunizacion con péptidos de proteinas de
B. bigemina. Los datos se analizaron haciendo comparaciones de medias entre los
sueros pre-inmunizacion y post-inmunizacion, los asteriscos indican diferencia
estadisticamente significativa.

Adicionalmente se evalu6 si los anticuerpos contra dos péptidos que forman parte
de la proteina HAP2 son capaces de inhibir la formacion de cigotos in vitro. Se
evaluaron sueros de conejo inmunizados con los péptidos 2 y péptido 3 de la
proteina HAP2. En este ensayo se observé la formacion de cigotos en los cultivos
controles sin anticuerpos alrededor de las 36 horas de cultivo. Acto seguido se
separaron tanto las fases sexuales como los cigotos de B. bigemina por medio de
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un gradiente densidad con Percoll, se determiné el nUmero de células, tanto cigotos
como fases sexuales a lo largo de los frotis tefliidos y con estos se calculo el
porcentaje de inhibicion de cigotos. De acuerdo a los resultados obtenidos se
determind que existe una diferencia estadisticamente significativa en la formacion
de cigotos en los cultivos adicionados con anticuerpos anti-HAP2 en comparacion
con el cultivo adicionado con el suero control. Los cigotos formados en los cultivos
adicionados con anticuerpos solo alcanzaron 26.34% y 26.70% para el péptido 2 y
el péptido 3 respectivamente (Figura 9A), tomando como el 100% el total de cigotos
formados en el cultivo control.
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Figura 9.Inhibicion de formacion de cigotos usando anticuerpos anti-HAP2.

A. Porcentaje de cigotos en cultivos con anticuerpos contra péptidos
inmunogénicos de HAP-2, B. Agregados de estadios sexuales en frotis tefiido
con Giemsa preparado a partir del cultivo adicionado con anticuerpos anti-
péptido 2 HAP2, C. Magnificacion de la imagen B, se pueden observar
gametos no apilados (puntas de flechas). D. Cigotos observados en frotis
tefiidos con Giemsa a partir de cultivos adicionados con suero de conejo
inmunizado con adyuvante.
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Con los valores que se obtuvieron de los porcentajes de formacion de cigotos y de
neutralizacion, se procedio a calcular los porcentajes de inhibicidn de cada muestra
de suero con anticuerpos anti-B. bigemina. La figura 10 muestra los porcentajes de
inhibicion que se calcularon. Como se puede observar los porcentajes de inhibicion
muy variados, siendo los anticuerpos anti-MIC-1B el menor con 31.78% de
inhibicion y el méaximo los anticuerpos anti-RAP-B2 con 74.86% de inhibicion.
Debido a que todos los péptidos presentaron porcentajes de inhibicion se decidio
incluirlos en el disefio de la proteina quimérica con la justificacion de que en la
mayoria de los casos la mezcla de los anticuerpos tuvo un efecto aditivito. De la
misma manera se decidio incluir al péptido AMA-1C en el disefio aunque los ensayo
de neutralizacion no haya presentado diferencias estadisticas. El péptido RAP-T1
no fue considerado debido a los resultados obtenidos donde el cultivo adicionado
con suero pre-inmunizacién mostré un menor numero de eritrocitos infectados que
el cultivo con anticuerpos anti-RAP-1a1, aunque estos resultados podrian atribuirse
al efecto del suero de ese individuo per se, en ese momento no logramos determinar
si los anticuerpos contra el péptido en cuestion son capaces de neutralizar la
invasion del parasito.

SBP4-D
SBP4-C
SBP4-B
SBP4-A
RON-2B %
RON-2A
RAP-T2
RAP-B3
RAP-B2 . U 4
RAP-B1
RAP-14
MIC=1C
MIC-1B
MIC-1A

HAP2-3
HAP-22
AMA-1E
AMA-1D
AMA-1C

AMA-1B

\ \
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Porcetaje de Inhibicion

Figura 10. Porcentajes de inhibicion de los ensayos de neutralizacion de la
invasion al eritrocito bovino y de la fusion de gametos.
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Etapa 2:

Ensamblaje del gen quimérico

Una vez determinado el porcentaje de inhibiciébn de los anticuerpos contra cada
péptido inmunogénico se comenzo el disefio y ensamblaje del gen quimérico. Se
analizaron mas de 20 versiones de proteinas quiméricas. Las causas mas comunes
de rechazo de las diferentes versiones fueron la generacion de nuevos epitopos
yuxtapuestos, los cuales presentaban puntajes de seleccién generados por los
algoritmos muy altos, incluso mayores que los que presentaban los péptidos
originales de los cuales se formaron esos nuevos epitopos. Para omitir la formacion
de esos epitopos se decidid utilizar entre péptidos con esta tendencia incluir
residuos de glicina por ser el aminoacido con cadena lateral mas sencilla y evitar
que aminoacidos con cadenas lateras mas complejas contribuyeran a la formacion
de estos nuevos epitopos.

Los analisis de prediccion de epitopos B determinaron la permanencia de los
epitopos previamente predichos. La version 19 de la proteina quimérica fue la que
presento menor numero de epitopos yuxtapuestos siendo dos solamente entre los
péptidos B y A de la proteina RON2 y los cuales se eliminaron in silico con la adiciéon
de glicinas entre estos péptidos (anillos en color rojo, Figura 11). De ahora en
adelante a través del texto nos referiremos a la proteina como CHPV1.9 y al gen
que la codifica como chpv1.9 (Chimeric Protein Version 19).

RAP-1al HAP2 SBP-4 RON-2 MIC-1 AMA-1

R EIOY - SRR ) YOS

Figura 11. Esquematizacion de la proteina quimérica CHPV1.9.

En morado se representan los péptidos de la proteina RAP-1a1 (cinco
péptidos), en azul la proteina HAP2 (dos péptidos), en amarillo la proteina
SBP-4 (cuatro péptidos), en turquesa la proteina RON-2 (dos péptidos), en
verde la proteina MIC-1 (tres péptidos) y en rosa la proteina AMA-1 (cinco
péptidos). Los anillos de color rojo representan residuos de glicinas
adicionados para eliminar la formacion de epitopos yuxtapuestos.

Se realizo la busqueda de los péptidos en las secuencias de aminoacidos predichas
a partir de los resultados experimentales de la secuenciacion de la etapa 1
(confirmacion de la presencia de péptidos en cepa Puerto Rico de B. bigemina). Una
vez con la secuencia de nucledtidos se comenzd a ensamblar en el orden adecuado,
obteniendo una secuencia de nucleétidos de 1107 pb.

La secuencia de nucledtidos fue sometida a analisis bioinformaticos para optimizar
el uso codones preferenciales debido a que esta proteina fue expresada en E. coli.
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La secuencia de nucledtidos del gen quimérico se mando a sintetizar y se obtuvo
clonada en el plasmido pUC57 por medio de extremos de restriccion de EcoRV, este
ADN fue utilizado como molde para las posteriores amplificaciones en los
experimentos de clonacion.

Clonacién del gen quimérico chpv1.9
Se realiz6 la amplificacion del gen chpv1.9 por medio de PCR utilizando una enzima
de alta fidelidad utilizando los oligonucleétidos descritos en la seccion de
metodologia. Se logré observar un fragmento del tamafio esperado (1107 pb) el cual
se muestra en la Figura 12. Una vez purificado el producto de PCR y se procedio
con la clonacion en el plasmido pENTR/D-TOPO. Para este procedimiento se
cuantificé el producto de PCR y se procedio a calcular la relacion molar inserto:
vector utilizando la siguiente férmula:
kb de inserto )
*h do vector X ng de vector = ng de inserto
El resultado obtenido para dicha férmula es la cantidad de ADN del inserto necesario
para la clonacion en una relacion molar 1:1, porlo que el resultado se multiplicé por
3.

1000pb

Figura 12.Amplificacion del gen quimérico chpv1.9.
Carril 1: Marcador de talla molecular 1Kb (Bioline, NUum. Cat. Bio-33025);
Carril 2: amplificacion del gen chpv1.9; Carril 3: control negativo.

Una vez llevada a cabo la reaccion de clonacién, se tomo el producto de la reaccién
y se adiciond a células competentes y se procedid a transformarlas. Dieciséis de las
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clonas obtenidas de la transformacién con el “clon de entrada” (pENTR/D-TOPO)
se analizaron para determinar si contenian el gen chpvl.9. Lo anterior se llevo en
primer lugar por medio de una PCR de colonia usando los oligonucleotidos descritos
anteriormente. Se observl una banda cercana a las 1000 pb en trece de las quince
colonias analizadas (Figura 13).

M Clonas analizadas C+ C-

1000 pb
800 pb

Figura 13. Andlisis de colonias transformantes con pENTR/D-TOPO por
medio de PCR.

Se realiz0 una reaccion de colonia. Se analizaron las colonias transformantes
por medio de PCR utilizando oligonucledtidos especificos para Chpv19. M:
Marcador de Talla molecular 1Kb, C+: Control positivo, C-: Control Negativo.

Antes de proceder en la metodologia se realiz6 un analisis de restriccion del “clon
de entrada” con la finalidad de confirmar por un segundo método la presencia del
gen de interés. Se extrajo ADN plasmidico de cinco clonas y se realiz6 una digestion
del pladsmido con la enzima EcoRlI, los resultados se analizaron en un gel de
electroforesis de agarosa al 1%. Se escogi6 esta enzima ya que en la secuencia del
gen de interés existen dos sitios de restriccion para esta enzima, confirmando la
presencia de chpvl.9-en el clon de entrada. El resultado in silico de la digestion
mostro tres fragmentos de ADN, uno de 111 pb correspondiente a los dos cortes
dentro del gen'y uno mas de 2,756 pb del cual el sitio de corte se encuentra en la
secuencia del vector (Figura 14). Adicionalmente se realizé una digestion con las
enzimas Ascl y Notl como lo sugieren los procedimientos del fabricante, la digestion
con estas dos enzimas permite la liberacién del inserto, por lo que deberia
observarse en el caso de “clon de entrada” de chpvl.9 un fragmento de
aproximadamente 1,107 pb y un fragmento de 2,600 pb correspondientes al inserto
y al vector respectivamente. Sin embargo, en los resultados obtenidos de este
procedimiento se observo solamente un fragmento cercano a las a las 3,500 pb lo
gue corresponde a la suma del inserto y el vector juntos. Se asumi6 que alguna de
las dos enzimas utilizadas en este procedimiento no se encontraba en condiciones
optimas de funcionalidad, no se realizaron pruebas adicionales para confirmar lo
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anterior. Los resultados experimentales de la digestion con la enzima EcoRI
confirman la presencia del gen chpv1.9 en el clon de entrada.

Clona 1 Clona 2 Clona 3 Clona 4 Clona 5

M A B C A B C A B C A B CA B C

4,000pb P
2,500 pb
2,000 pb
1,500 pb
1,000 pb

800 pb
600 pb

200 pb

Figura 14. Analisis de restriccion para confirmar la presencia del gen chpv1.9
en el plasmido pENTR/D-TOPO.

1: Marcador de talla molecular 1Kb (Ndm. Cat. Bio-33025); A: Digestion
plasmido con Ascl y Notl; B: Digestion plasmido con EcoRlI; C: Plasmido sin
cortar.

El plasmido de la clona 3 fue seleccionado para proceder con la recombinacién LR
y subclonar el gen en el plasmido de expresién. El plasmido del “clon de entrada”
se resuspendio en buffer TE pH 8.0, se utilizaron mismas concentraciones de ambos
plasmidos para la subclonacion y se incubaron por 4 horas a 23°C una vez que se
afiadio la LR recombinasa. El producto de recombinacién se uso para transformar
la cepa DH5a Library High Efficiency con 2ul del producto de recombinacion y se
cultivaron en agar LB con 100ug/ml de ampicilina. Se obtuvieron cerca de 50 clonas
de las cuales 9 fueron analizadas por medio de dos reacciones de PCR de colonia
utilizando por-una parte oligonucleotidos especificos del gen chpv1.9 y por otra parte
el oligonucledtido forward del promotor 7 (secuencia que es parte del plasmido
pDEST17) y el reverse especifico del gen chpvl.9, (Figura 12). Se logré observar
una banda de aproximadamente 1,000 pb de que corresponde al tamafio del
amplicon esperado, en el caso del amplicon en el cual se utilizé cebador del
promotor T7 se observa un amplicon ligeramente mas grande debido a que el
promotor se encuentra cerca de 100 pb rio arriba del sitio de donde comienza el
gen.
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PCR Oligonucleétidos especificos PCR T7-sentido + Chpv19-Antisentido

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1000 pb

Figura 15. Analisis por medio de PCR de colonia de las clonas obtenidas de
la transformacién con el plasmido pDEST-17.

MM: Marcador de talla molecular 1KB (Num. Cat. Bio-33025), 1-9 clonas
analizadas, 10: Control negativo.

Nuevamente como estrategia para confirmar por un segundo método que el
plasmido de expresion contiene el gen chpvl1.9 se realizé una digestion enzimatica
utilizando EcoRI. De acuerdo al andlisis de restriccion realizado in silico se
esperaban fragmentos de 4, 717 pb, 2015 pb y 111 pb. En la figura 16 podemos
observar el ADN plasmidico obtenido de cinco clonas transformadas, los carriles
sefalados con la letra A muestran el ADN plasmidico digerido con la enzima de
restriccion EcoRI, mientras que-los carriles sefialados con la letra B muestra el ADN
plasmidico integro (no digerido) de cada clona. Se observa tres fragmentos de
tamafnos esperados, el peso del fragmento de menor tamafio corresponde con la
doble digestibn que ocurre dentro de la secuencia del gen como se describid
anteriormente, por lo que esto confirma el éxito de la recombinacion y la presencia
del gen chpv1.9en el plasmido de expresion.

Antes de proceder a la expresion de la proteina fue necesario remitir a
secuenciacion el ADN plasmidico de las clonas analizadas en los parrafos
anteriores con la finalidad de confirmar que el marco de lectura abierto del gen
estuviera en la correcta posicion. El servicio de secuenciacion fue llevado a cabo
por el Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO-
CINVESTAYV, Irapuato, Guanajuato) por medio del método Sanger en electroforesis
capilar. El electroferograma obtenido como resultado de la secuenciacion fue
analizado minuciosamente y editado por medio del programa Gentle. Las
secuencias ensambladas fueron alineadas con el mismo programa, no se
observaron diferencias en los nucledtidos de las secuencias obtenidas
experimentalmente en comparacion con la secuencia de la construccion. Se logro
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confirmar también la correcta posicién del marco de lectura abierto (ver apéndice
I1.), finalmente se realiz6 un traduccion in silico del gen completo incluyendo la cola
de histidinas situada en el amino terminal de la proteina, prediciendo asi una
producto del gen chpvl.9 de aproximadamente 50 kDa, con un punto isoeléctrico
tedrico que oscila de los 6.7 a los 7.7 (el valor del pl calculado es variable
dependiendo de los valores de pK, no hay uniformidad en los valores determinados
de pK para cada amino&cido, los valores varian de acuerdo a los obtenidos
experimentalmente por diferentes autores). Se selecciono el ADN plasmidico de la
clona 3 para proceder con la estrategia experimental.

Clonal Clona3 Clona 4 Clona7 Clona?9
MM A B A B A B A B A B

Figura 16. Analisis de restriccién del producto de la recombinacion LR, de
plasmido pDEST-17.

MM: Marcador de talla molecular 1Kb, A: Digestion del plasmido pDEST-17
con nucleasa EcoRlI, B: Plasmido sin digerir.

Se tomaron 15ng del plasmido de la clona 3 y se utilizo para llevar a cabo una
transformacién de la cepa BL-21-Al de E. coli, esta cepa contiene en su cromosoma
el gen que codifica la ARN polimerasa T7 (T7RNAP) lo que la hace capaz de llevar
a cabo la expresion de proteinas heterélogas. Una vez transformadas se colocaron
en incubacion y al dia siguiente se obtuvieron aproximadamente 20 clonas
transformadas, se seleccionaron 4 de ellas para llevar a cabo un ensayo de piloto
de expresion. Las cuatro clonas se colocaron en cultivo y se indujeron con L-
Arabinosa, los resultados se observaron por medio de una electroforesis de
proteinas en condiciones desnaturalizantes. Los resultados mostraron que las
cuatro clonas son capaces de expresar la proteina quimérica CHPV1.9. La figura 17
muestra los resultados de la prueba piloto de expresion de la proteina chpvl.9. En
laimagen A de la figura 17 se muestran las proteinas contenidas en el sobrenadante
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del lisado de las células bacterianas de un cultivo con el inductor (a) y un cultivo sin
inductor (b) de cada clona. El la imagen B de la figura 17 de observa el sedimento
del mismo lisado celular de igual de un cultivo con inductor (a) y otro sin inductor
(b). En el sedimento de lisado celular se observa una banda de aproximadamente
50 kDa de peso molecular que corresponde al peso esperado de la proteina
CHPVL1.9, esta banda no esti presente en los cultivos no inducidos, ni en las
muestras del sobrenadante del lisado celular, tampoco se observan en los cultivos
controles (imagen c de la figura 17) los cuales son cultivos de la misma cepa de E.
coli transformada Unicamente con pUC19. Estos resultados muestran el éxito en la
expresion de la proteina quimérica formada por 21 péptidos de B. bigemina en un
sistema bacteriano. Cabe resaltar que estos resultados también muestran que la
por su naturaleza proteina al ser expresada se deposita en cuerpos-de inclusion, lo
anterior es el motivo de porque en los geles de electroforesis la observamos en el
sedimento del lisado celular, donde se encuentran todas las proteinas. Debido a
que la expresién de la proteina es gobernada por la presencia del operén araBAD
se procedid a realizar un ensayo con diferentes concentraciones de inductor y
diferentes tiempos de incubacion, con la finalidad de determinar si es posible regular
la expresion de la proteina y obtenerla como proteina soluble en el sobrenadante
del lisado celular.
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Figura 17. Prueba piloto de expresion de la proteina quimérica.

Después de la induccion vy lisis de los cultivos bacterianos se realizaron
electroforesis en condiciones desnaturalizantes en la cuales se corrieron los
cultivos inducidos (a) y los cultivos de las mismas clonas sin induccion (b).
Asi mismo se corrieron geles de los sobrenadantes (A) y de los sedimentos
(B) resultantes de la lisis de cada cultivo, en estos ultimos podemos observar
una banda cercana a los 50KDa ausente en los cultivos no inducidos, asi
mismo se uso como control una sola clona de la misma cepa de E. coli
transformada con el vector pUC19 a cual se realizé el mismo procedimiento
(ay @’ cultivo inducido, b y b’ cultivos no inducidos, a, by a’, b’ corresponde
al sobrenadante y sedimento después de la lisis celular respectivamente).

La imagen Ay B de la figura 18 muestran los resultados de los cultivos inducidos y
no inducidos (a y b respectivamente) a cuatro diferentes concentraciones del
inductor, se tomaron muestras de los cultivos cada hora, sin embargo, se muestran
Unicamente los resultados de las muestras colectadas después de 3 horas de
cultivo. Se observaron los mismos resultados en todas las muestras a diferentes
tiempos y diferente concentraciéon de inductor, la proteina siempre es depositada en
cuerpos de inclusion incluso al inicio de la induccion. Por lo anterior se procedi6 a
realizar la purificacién de la proteina por medio de cromatografia de afinidad en
condiciones desnaturalizantes.
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Figura 18. Resultados de expresibon de CHPV1.9 a diferentes
concentraciones de L-Arabinosa.

El primer intento en la purificacion de la proteina quimérica se llevo a cabo con los
buffers que se describen la seccién de metodologia, sin la adicion de imidazol, las
fracciones de proteina purificada resultantes de este primer ensayo se corrieron en
un gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Se observo la proteina
guimérica en el peso esperado, sin embargo, también se observaron proteinas que
se corporificaron inespecificamente. Después de afiadir adicionar los buffers con
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imidazol a una concentracion final de 15 mM de imidazol logramos obtener una
purificacion de la proteina quimérica de mejor calidad (Figura 19). Se analizaron 5
fracciones obtenidas de la purificacion las cuales se eluyeron con el buffer D
(carriles 2 al 6), al disminuir el pH con el buffer E se observo la presencia de
proteinas de diferentes tamafos. Se seleccionaron Unicamente las fracciones
obtenidas de la elucion con el buffer D las cuales fueron dializadas con buffer de
replegamiento, posteriormente se utilizaron para preparar las dosis paralas
inmunizaciones.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

75 kDa -
50 kDa .

B SR e s B
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x

Figura 19. Resultados de la purificacién de la proteina CHPV1.9 por medio
de cromatografia de afinidad.

Se observa en los carriles 1-5 las eluciones llevadas a cabo con buffer D, las
eluciones 6, 7 y 8 corresponden a las realizadas con buffer E.

Etapa 3:

Identificacién de los péptidos de B. bigemina en la proteina quimérica.

Se realizaron inmunoelectrotrasnferencias para determinar si cada uno de los
péptidos incluidos in silico en la proteina quimérica estan presentes en la proteina
que se expreso experimentalmente. Para este ensayo se utilizaron sueros de
conejos que fueron inmunizados individualmente con cada uno de los péptidos (un
conejo por cada péptido). Los anticuerpos anti-péptidos de B. bigemina lograron
reconocer especificamente una proteina cercana a los 50 kDa como se muestra en
la figura 20. Esto confirma que la proteina efectivamente esta formada por los 21
péptidos de B. bigemina, también se logré detectar la proteina con un anticuerpos
anti cola de histidinas elaborado por este equipo de trabajo usando un péptido de
histidinas dendrimérico (MAPS).
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Figura 20. Inmunoelectrotransferencia de la proteina CHPV1.9 con sueros
anti-péptidos de B. bigemina.

Etapa 4.

Determinacion del titulo de anticuerpos de bovinos anti-CHPV1.9

Se llevo a cabo el diagnéstico por medio de inmunofluorescencia de 18 bovinos
localizados ‘en diferentes ranchos del estado de Querétaro, lo anterior para
determinar si presentaban anticuerpos anti-Babesis bigemina y anti-Babesia bovis.
La figura 21 muestra los resultados de la inmunofluorescencia de 8 de los 18
individuos diagnosticados, 4 bovinos ubicados en Guadalupe La venta en el
municipio del Marqués fueron seleccionados. De acuerdo al registro los bovinos son
provenientes del estado de Durango, zona libre del vector de la babesiosis. La
imagen E y J corresponden al control positivo y negativo respectivamente, laimagen
C, D, H e | corresponden a los 4 bovinos seleccionados para esta etapa
experimental, como se puede observar en la imagen a diferencia de los otros
individuos, se demostr6 que los cuatro bovinos seleccionados no presentaron
anticuerpos contra B. bigemina, de igual forma los resultados de los 4 bovinos
provenientes de Durango para anticuerpos anti-B. bovis emitidos por el Centro
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Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria resultaron
negativos.

Figura 21. Diagnéstico de anticuerpos anti-Babesia bigemina por medio de
inmunofluorescencia indirecta.
A, B, F y G: bovinos provenientes de diferentes ranchos del estado de Querétaro;

C, D, H e I: bovinos provenientes del estado de Durango; E y J: Control positivo y
negativo respectivamente.

El bovino 4811 y 7483 fueron vacunados exitosamente con la proteina CHPV1.9,
las vacunaciones se realizaron con 21 dias de diferencia. Diez dias después de la
tercera inmunizacién se tomaron los sangrados finales. Los sueros de estos
animales fueron analizados por medio de un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas en un formato indirecto (ELISA indirecta) usando como antigeno proteina
quimérica CHPV1.9. Las graficas de la figura 22 nos muestran los resultados de la
titulacion de los anticuerpos producidos por los bovinos después de la tercera
inmunizacién. Como se puede observar en la grafica A de la figura 22, logramos ver
en color azul la curva de los titulos de anticuerpos del bovino 4811 después de la
tercera inmunizacién, las diluciones de los sueros fueron seriadas al doble
comenzando con una dilucion 1:100 hasta 1:6,400(1 y 7 en el eje de las X
respectivamente), en color rojo se observa la media de la densidad 6ptica del suero
pre-inmune a las mismas diluciones mas tres desviaciones estandar, el valor de la
media de la densidad Optica a la dilucion mas alta se encuentra muy alejada del
valor de la densidad Optica de los negativos, sin embargo, se realiz6 una
comparacion de medias de muestras no pareadas con nivel de confianza del 95%,
donde el valor de la media de la densidad dptica de las muestras prei-nmunizaciéon
mas tres desviaciones estandar es estadisticamente diferente que la media de la
densidad o6ptica del suero post-inmunizacién. Por otra parte el bovino 7483 (gréafica
B, figura 22) presento titulos mas bajos, debido a que en la dilucién 4 (dilucion 1:800)
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los valores de las medias de las densidades 6pticas de las muestras pre-inmunes y
post-inmunes estan muy cercanos (grafica B, figura 22) fue necesario llevar a cabo
una comparacion de muestras no pareadas, a pesar de que graficamente se
observa el valor de la densidad 6ptica del suero post-inmune por encima de la media
del suero pre-inmune no hay diferencia estadisticamente significativa, los resultados
de la comparacion de medias de los sueros pre-inmunes y post-inmunes de la
dilucion 3 muestras diferencia estadisticamente significativa. Lo anterior quiere decir
que, el bovino 4811 alcanzo titulos de anticuerpos hasta 1:6,400, mientras que la
respuesta del bovino 7483 fue més baja presentando titulos de anticuerpos hasta 1:
400 solamente.
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Figura 22. Gréfica de los titulos de anticuerpos de bovinos anti-CHPV1.9.
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Etapa 5

Los anticuerpos anti-CHPV1.9 son capaces de reconocer los antigenos en
las células de B. bigemina

Para determinar si los anticuerpos elaborados contra la proteina quimérica CHPV1.9
son capaces de reconocer los péptidos que se encuentran en las proteinas nativas
del parasito se realizaron inmunofluorescencias indirectas utilizando eritrocitos
infectados con B. bigemina.

La figura 23 muestra los resultados de la inmunofluorescencia indirecta en la que
los sueros de bovinos inmunizados con la proteina CHPV1.9 reconocieron a las
proteinas nativas de B. bigemina en eritrocitos infectados. Se observan los acidos
nucleicos de cada célula tefiidos en azul (Hoescht 3342) mientras que las proteinas
de B. bigemina se observan en color rojo debido a los anticuerpos conjugado con el
fluorocromo Texas Red que estan unidos a los anticuerpos anti-CHPV1.9. Aunque
el bovino 7483 no logrd tener un titulo elevado de anticuerpos se logra observar las
células de B. bigemina en la preparacion.

Debido a que algunos de los péptidos tienen regiones que estan presentes en
Babesia bovis se decidié hacer este mismo ensayo con eritrocitos infectados de B.
bovis. La figura 24 muestra los resultados.
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Figura 23. Inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-CHPV1.9 con
células infectadas de B. bigemina.
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Figura 24. Inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-CHPV1.9 con células
infectadas de B. bovis
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Con la finalidad de determinar si los anticuerpos anti-CHPV1.9 poseen un efecto en
el ciclo de vida de B. bigemina se llevé a cabo un ensayo de inhibicion de la
formacion de cigotos y adicionalmente por medio de un proyecto paralelo al
presente se evalud el efecto de la vacunacion en bovinos desafiados con B.
bigemina. Los resultados de la inhibicion de la formacion de cigotos mostraron que
no existe una diferencia significativa el porcentaje de formacién de cigotos en los
cultivos adicionados con anticuerpos anti-CHPV1.9 y los cultivos adicionados con
suero pre-inmunizacion del mismo bovino. Por otra parte, los bovinos vacunados
desafiadas mostraron una diferencia significativa en los porcentajes de parasitemia,
el volumen celular aglomerado y temperatura rectal.
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Capitulo V

Discusion.

Anteriormente se ha buscado la manera de desarrollar vacunas efectivas contra la
babesiosis bovina, en la que el uso de cultivo celular y de animales no sea
necesario. Las vacunas disponibles contra la babesiosis son elaboradas de
parasitos vivos atenuados, aunque son efectivas poseen desventajas como altos
costo de elaboracion y posible reversion de la virulencia. Algunos de los esfuerzos
por encontrar un candidato vacunal que elimine las desventajas de las vacunas
actuales involucra el uso de herramientas bioinformaticas e ingenieria genética. En
este trabajo de investigacion se hizo uso de herramientas bioinformaticas que
ayudaron a seleccionar péptidos con alta probabilidad de ser epitopos, el uso de
softwares para el desarrollo de vacunas no es algo reciente, el surgimiento del
término “vacunologia reversa” hace alusion al uso de estas herramientas con la
finalidad de discernir si alguna proteina de importancia en el ciclo de vida de los
patdogenos tiene potencial para producir una respuesta inmune protectora.
Actualmente existen un sinfin de trabajos de investigacion donde el uso de estas

herramientas ha representado un avance gigantesco en el desarrollo de vacunas
106-108

Diferentes grupos de trabajo alrededor del mundo han colaborado para encontrar
un antigeno que genere proteccion contra la babesiosis. Diferentes candidatos han
sido propuestos como posibles agentes vacunales, entre ellos proteinas periféricas
del parasito, proteinas involucradas en el ciclo de vida, etcétera. Algunas proteinas
como RAP-1 192 han sido expresadas de forma recombinante en diferentes
versiones, ya sea la proteina completa o fragmentos que contienen dominios
inmunogénicos. En el.caso particular de esta proteina, a pesar de que los bovinos
inmunizados con estas proteinas recombinantes desarrollaron una fuerte respuesta
inmune con produccion de interferbn gamma, una proliferacién celular de linfocitos
Ty IgG especificas anti-RAP-1, los bovinos no generaron una respuesta protectora.
Otros intentos se han llevado a cabo con otros candidatos vacunales, las 12D3,
11C5, MSA-1, MSA-2c de B. bovis son algunos ejemplos y otros mas han sido
estudiados!®®-111, Sin embargo, en la mayoria de los casos a pesar de la aparente
respuesta inmune por parte de los animales vacunados, estos individuos no logran
desarrollar una respuesta inmune protectora. Algunos autores especulan que la
causa del poco éxito de estas vacunas es que las células parasitarias poseen un
variado arsenal para lograr penetrar las células del hospedante, ademas de que la
variabilidad antigénica y la diferente topologia de las proteinas recombinantes
difiere con las proteinas nativas.
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El desarrollo de una vacuna quimérica con 6 diferentes antigenos de B. bigemina
surge con la finalidad de aumentar el nimero de dianas moleculares, con péptidos
gue sean conservados en diversas cepas de México y el mundo, aumentando asi
las probabilidades de éxito de este candidato vacunal. Para llegar a este punto fue
necesario evaluar anticuerpos anti-péptidos individuales para determinar si por si
solos tenian capacidad de neutralizar las proteinas que participan en la invasion de
B. bigemina al eritrocito in vitro. Otros autores han reportado diferentes resultados
en los porcentajes de inhibicion de las células infectadas in vitro con el uso de
anticuerpos contra proteinas del parasito 3>%:3%112 en este estudio encontramos
diferentes porcentajes de inhibicién causados por anticuerpos anti-epitopos de las
proteinas usadas en este estudio. En la mayoria de los casos logramos observar
una disminucién estadisticamente significativa de la reduccion de células
parasitadas en comparacion con los cultivos adicionados con sueros pre-inmunes.
El porcentaje mas alto fue obtenido por los anticuerpos contra el péptido B2 de RAP-
lal con un 74.86 % de inhibicién, mientras que el menor fue causado por los
anticuerpos contra el péptido B de la proteina MIC-1, a pesar de esta gran diferencia
de porcentajes, se observé que la mezcla de anticuerpos tuvo un efecto aditivo en
reduccion del nimero de células infectadas. De igual forma se logré observar que
los péptidos anti-HAP2 tienen un efecto en el porcentaje de formacion de cigotos in
vitro, resultados similares fueron obtenidos por Blagborough y colaboradores
utilizando anticuerpos anti-HAP2 en Plasmodium berghei '3, en donde ellos
determinaron que estos anticuerpos inhibian hasta en un 81% la formacion de
ooquinetos, cabe sefalar que este porcentaje fue determinado por medio del conteo
de ooquinetos y gametos femeninos de P. berghei (sin tomar en cuenta los gametos
masculinos), en el género Babesia no existe dimorfismo sexual por lo que resulta
imposible separar los gametos por lo que los resultados obtenidos en este trabajo
incluyen todas las ceélulas sexuales independientemente de la expresion de esta
proteina.

Con base en los resultados anteriores se decidid incluir todos los péptidos
inmunogénicos a la construccion de la proteina quimérica. Diversas estrategias han
incluido © la  construccibn de proteinas multiantigénicas contra parasitos
apicomplexos, El Bissati y colaboradores desarrollaron una proteina con péptidos
de diversos antigenos de superficie de T. gondii, donde observaron una diferencia
estadisticamente significativas en la produccion de INF-y en células mononucleares
de sangre periférica estimuladas con los péptidos individuales en comparacion con
las proteinas quimeéricas que fueron disefiadas, obteniendo en esta ultima mayor
produccion de esta citocina. Adicionalmente, lograron observar una diferencia
significativa en la tasa de supervivencia de ratones inmunizados al ser retados
contra el parasito. Por otra parte, también existen reportes de la generacion de
proteinas multiantigénicas contra B. bovis, Jaramillo-Ortiz y colaboradores 4
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desarrollaron una proteina quimérica que contiene tres diferentes péptidos
inmunogénicos MSA-2c, HSP20 y RAP-1 en la cual observaron la produccion de
INF-y e inmunoglobulinas el tipo IgG2 que correlacionan con una respuesta Th1l del
tipo protectora contra Babesia, ademas de que la proteina disefiada por ellos fue
reconocida por sueros de bovinos de campo.

Por lo anterior, se escogio la estrategia de generar in silico un gen sintético que
codifica para una proteina que contiene 21 péptidos de 6 proteinas diferentes, de
las cuales 5 proteinas participan en el proceso de invasion de B. bigemina, la sexta
proteina participa en la fusion de fases sexuales. A pesar de que existen diversos
estudios sobre el uso de proteinas de fusién o proteinas quiméricas como agentes
vacunales, no existen reglas escritas sobre su disefio. Como estrategia para
aumentar las probabilidades de éxito en la utilizacion de estas posibles vacunas, en
algunas de ellas se afiaden secuencias accesorias como. potenciadores de la
inmunogenicidad o como adyuvantes, tal como el péptido PADRE, secuencias CpG
0 agonistas de los receptores tipo Toll 115, de igual forma la adicién de aminoacidos
espaciadores que prevengan la formacion de “neopéptidos” por la yuxtaposicion de
dos secuencias de diferentes proteina 116117, El disefio de la proteina CHPV1.9 si
bien no involucro la adicion de secuencias potenciadoras de la inmunogenicidad, si
tomo en cuenta el uso de espaciadores para eliminar la prediccion de neopéptidos
yuxtapuestos, la proteina quimérica posee unresiduo de glicina como espaciadores
entre los péptidos B y A de la proteina RON-2 y dos residuos de glicina ente el
péptido A de la proteina RON-2 y el péptido A de la proteina MIC-1.

Uno de los principales objetivos en la busqueda de una vacuna efectiva contra la
babesiosis bovina es disminuir los costos de produccién. En la actualidad existen
diversos productos farmacéuticos los cuales son producidos por medio de fuentes
bioldgicas, es decir, proteinas, vitaminas o metabolitos que son expresados o
producidos por bacterias u hongos. En este estudio se logré clonar y expresar una
proteina heteréloga sintética. La proteina CHPV1.9 no existe de forma natural en el
género Babesia, sino que es el conjunto de fragmentos de seis proteinas diferentes.
La expresion de esta proteina se llevd a cabo en Escherichia coli debido a la
diversidad de ventajas que posee, primero por su facil manipulacion, propagacion y
tiempo de generacion. Esta bacteria es una de las mas estudiadas debido a que ha
sido-el modelo de estudio de los mecanismos y procesos celulares de los eucariotas
por lo que se conoce a fondo su genética y fisiologia. Por lo anterior se cuenta con
una gran diversidad de estrategias para la expresion de proteinas recombinantes,
gue ademas la expresiéon de las mismas puede ser encendida, apagada o regulada
en caso de ser proteinas que puedan ser toxicas para las células bacterianas 18-
120 Se logr6 purificar la proteina CHPV1.9 por medio de cromatografia de afinidad;
sin embargo, fue necesario recurrir a condiciones desnaturalizantes para lograr
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obtener la proteina desnaturalizada. Lo anterior debido a que después de los
analisis de expresion la proteina quimérica fue localizada en la fraccion insoluble
del lisado celular. Generalmente las proteinas heterdlogas se encuentran en
cuerpos de inclusién cuando son sobre expresadas en E. coli, esta sobreexpresion
se debe a diversas causas, entre ellas la presencia de promotores fuertes, altas
concentraciones de las moléculas inductoras e incluso factores fisicos, como la
temperatura, disponibilidad de oxigeno, pH y temperatura 121123, En un intento por
obtener la proteina quimérica en la fraccion soluble y facilitar su purificacion se
llevaron a cabo diferentes cultivos bajo diferentes condiciones para su expresion,
entre ellas la adicion de diferentes concentraciones de la L-arabinosa como inductor,
ademas de que estos cultivos se colocaron a incubar a temperatura ambiente en un
agitador orbital (Resultados mostrados en Figura 18), bajo ninguna de las diferentes
concentraciones de inductor se observo que la proteina fuera expresada en la
fraccion soluble. Un analisis mas profundo de la secuencia de la proteina CHPV1.9
revel6 que posee un valor del indice GRAVY (Grand Average of Hydropathy) de -
0.475. El indice de hidropatia es calculado por los residuos de aminoacidos que
contiene una proteina, donde la cadena lateral de cada residuo aporta
caracteristicas de hidrofobicidad o hidrofilicidad. De acuerdo a la escala propuesta
por Kyte and Doolittle 124125 valores negativos del indice GRAVY indican proteinas
no polares, por lo tanto insolubles. Debido a lo anterior se puede explicar el motivo
por el cual la proteina quimérica siempre es expresada en cuerpos de inclusién, por
su propia naturaleza no polar lo cambios en las condiciones de cultivo no fueron
suficiente para hacer que la proteina se encontrara en la fraccion soluble del lisado
celular.

Debido a lo anterior, fue necesario realizar la purificacion de la proteina en
condiciones desnaturalizantes, estas condiciones de purificaciébn se lograron
utilizando buffers con 8M de urea, ya que la proteina quimérica es un conjunto de
epitopos unidos_entre si, y no es una proteina que posea actividad catalitica, las
condiciones de purificacion, el replegamiento y/o topologia de la proteina no se
consideran como un punto critico para su uso como inmundogeno; sin embargo fue
necesario utilizar condiciones de acidez para la dialisis de la proteina. Lo anterior
debido a que el punto isoeléctrico tedrico de la proteina oscila entre 6.5 y 7.0, al
llevar esta proteina a condiciones de pH fisioldgico propicia el paso por su punto
isoeléctrico ocasionando que se precipite en el medio, el proceso de dialisis de la
proteina quimeérica se llevo a cabo en un gradiente de urea comenzando con una
concentracion de 1.5 M hasta reducirla por debajo de 0.05M (aproximadamente
0.046M), al igual que en este proyecto de investigacion diferentes autores han
optado por estas estrategias para la obtencién de proteinas solubles que puedan
ser plegadas y tener un estado catalitico activo o que estén en condiciones
adecuadas para estudios de cristalografia 9%
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Por otra parte, la proteina CHPV1.9 fue reconocida por anticuerpos anti-péptidos y
se determind experimentalmente por medio de Western Blot que la proteina
quimérica estd conformada por los 21 epitopos con los que fue disefiada.
Anticuerpos generados a partir de inmunizaciones con cada uno de los péptidos
individuales reconocieron una banda de aproximadamente 50 kDa, que
corresponde con el peso calculado experimentalmente y el observado en
experimentos previos. Resultados similares obtuvo Jaramillo-Ortiz y colaboradores
114 al evaluar la proteina quimérica disefiada de proteinas de B. bovis.

Finalmente se utiliz6 esta proteina para inmunizar bovinos provenientes de zonas
libres del vector de la babesiosis. Al igual que en otros estudios, la administracion
de proteinas recombinantes fue Gtil para la produccion de anticuerpos especificos
contra esta proteina, en este trabajo se confirmé la produccién de anticuerpos
especificos contra la proteina quimérica por medio de un ensayo de ELISA indirecto,
a pesar de que la respuesta de los dos bovinos utilizados no fue de igual magnitud,
se logré comprobar que los anticuerpos de ambaos individuos reconocen merozoitos
de B. bigemina y debido a que algunos de estos epitopos son conservados también
en B. bovis, los anticuerpos anti-CHPV1.9 fueron capaces de reconocer merozoitos
de ambas especies. Estos resultados concuerdan con otros autores donde el uso
de proteinas recombinantes, fragmentos de proteinas o péptidos inmunogénicos
son capaces de producir anticuerpos-que reconocen las proteinas nativas presentes
en las células de B. bigemina 43468283 "estos resultados le dan un valor agregado a
esta proteina, ya que no solo puede llegar a servir como inmundgeno sino que
ademas puede ser utilizada como potencial herramienta para el desarrollo de
pruebas diagndsticas basadas en fundamentos inmunoldégicos.
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Capitulo VI

Conclusiones

Los péptidos inmunogénicos de las proteinas RAP-1al, HAP-2, MIC-1, RON-
2, SBP-4 y AMA-1 son capaces de generar anticuerpos que inhiben la fusion
de fases sexuales y la invasion de B. bigemina al eritrocito bovino in vitro.
Se logré construir un gen sintético quimérico que codifica a una proteina
multiepitdpica formado de 21 péptidos de 5 proteinas diferentes.

El gen quimérico codifica para una proteina de aproximadamente 50kDa.

Se confirmdé experimentalmente que la proteina CHPV1.9 esta conformada
de los 21 péptidos con los cuales fue disefiada.

La proteina quimérica es inmunogénica y produce anticuerpos que
reconocen merozoitos de B. bigemina y de B. bovis.
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Capitulo Vi

Material publicado y productos obtenidos.

Del presente trabajo de investigacion se generd informacion y resultados los cuales
fueron publicados en revistas internaciones. A continuacion, se muestra dicho
material.

e Articulo de primer autor
Immunomolecular Characterization of MIC-1, a Novel Antigen in-Babesia
bigemina, Which Contains Conserved and Immunodominant B-Cell Epitopes
that Induce Neutralizing Antibodies.
Vet. Sci. 2018, 5(2), 32; https://doi.org/10.3390/vetsci5020032

e Articulo de segundo autor
Hap2, a novel gene in Babesia bigemina is expressed in tick stages, and
specific antibodies block zygote formation.
Parasites & Vectors201710:568; https://doi.org/10.1186/s13071-017-2510-0

Pérez-Soria, M. M. E., Herndndez-Silva, D. J. & Mosqueda, J. Analysis of the
allelic variability of BmVDAC and Subolesin, two vaccine candidates against
Rhipicephalus microplus in isolates from Mexico. Nova Sci. 11, 126-142
(2019).

e Articulo como colaborador
Mosqueda, J., Hidalgo-Ruiz, M., Calvo-Olvera, D., Hernandez-Silva, D., Ueti,
M., Mercado-Uriostegui, M., . . . Igarashi, I. (2019). RON2, a novel gene in
Babesia bigemina, contains conserved, immunodominant B-cell epitopes that
induce antibodies that block merozoite invasion. Parasitology, 146(13), 1646-
1654. doi:10.1017/S0031182019001161

e Capitulo de libro
Juan Mosqueda, Diego Josimar Hernandez-Silva and Mario Hidalgo-Ruiz
(December 20th 2017). Genome-Based Vaccinology Applied to Bovine
Babesiosis, Farm Animals Diseases, Recent Omic Trends and New Strategies
of Treatment, Rosa Estela Quiroz-Castafieda, IntechOpen, DOI:
10.5772/intechopen.72636. Available from:
https://www.intechopen.com/books/farm-animals-diseases-recent-omic-trends-
and-new-strategies-of-treatment/genome-based-vaccinology-applied-to-bovine-
babesiosis

e Registro de patente
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https://www.intechopen.com/books/farm-animals-diseases-recent-omic-trends-and-new-strategies-of-treatment/genome-based-vaccinology-applied-to-bovine-babesiosis

La proteina desarrollada en este trabajo de investigacion al momento de la
publicacion de este documento se encuentra bajo tramite de registro de
patente.

Asistencia a congresos

Los resultados parciales de este proyecto fueron presentados durante
el X Congreso Nacional de Parasitologia Veterinaria “Un mundo, una
salud”, celebrado del 9 al 11 de agosto del 2016 en la ciudad de
Puebla, Pue, México

Este proyecto fue presentado en la Segunda Reunion de la Babesiosis
celebrada el 17 y 18 de abril del 2019 en la Universidad de Yale, New
Haven, Connecticut, EUA.
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Capitulo VI

Financiamiento

Este proyecto se llevé a cabo gracias al financiamiento de los siguientes programas
e instituciones

e ‘FONDO DE PROYECTOS ESPECIALES DE RECTORIA” de la

Universidad Autonoma de Querétaro en dos afios consecutivos durante el
2018 y 2019.

e Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia-Ciencia Basica numero 167129.
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Apéndices

Apéndice I. Consideraciones Bioéticas

Previo a la realizacién de este proyecto, el protocolo del mismo fue sometido al
comité de bioética de la Facultad de Ciencias Naturales, mismo que fue revisado y
aprobado por el comité. Folio de aprobacion: 27FCN2016.

Manejo, almacenamiento y disposicion final de residuos peligrosos
bioldgicos infecciosos

Las muestras biologicas derivadas del presente estudio tales como sangre, suero y
plasma sanguineo seran depositados en contenedores para liquidos rigidos, con
sellado hermético de polipropileno, color rojo, con la leyenda “Residuos Peligrosos
Bioldgico Infecciosos” y con el simbolo universal de riesgo biolégicos sin ser
llenados mas del 80% de su capacidad. Los cultivos bacterianos y materiales
involucrados en el proceso seran sometidos a esterilizacion en autoclave 15
minutos, 15 libras de presion y 121°C, los solidos resultantes seran dispuestos en
bolsas rojas de polietiieno con la leyenda “Residuos Peligrosos Biologico
Infecciosos” y con el simbolo universal de riesgo bioldgico sin rebasar la capacidad
de llenado mas de 80%. De igual manera los materiales sdlidos tales como guantes,
tubos y papel contaminados seran dispuestos en bolsas rojas con las mismas
caracteristicas mencionadas con anterioridad. Los materiales punzocortantes seran
colocados en contenedores rigidos de polipropileno con sello hermético resistente
a fracturas de color rojo con la leyenda “Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos”
y el simbolo universal de riesgo bioldgico. Dichos materiales seran almacenados
temporalmente no mas de treinta dias, estando a cargo de su recoleccion y
disposicion final la empresa. “Transporte y Recoleccion Integral de Residuos
Peligrosos S.A. de C.V.” misma que presta sus servicios a la Universidad Auténoma
de Querétaro. La manipulacién, almacenaje, transporte y disposicion final se llevara
a cabo bajo las consideraciones de la norma mexicana vigente NOM-087-ECOL-
SSA1-2002 [69].

Obtencion de muestras bioldgicas e inmunizacion de bovinos

El manejo de animales, la toma de muestra y la administracién de antigeno estara
a cargo del Maestro en Ciencias y MVZ Roberto José Rodrigo Morales Garcia el
cual esta capacitado y cuenta con cuatro afios de experiencia en el manejo, cuidado
y manipulacion de ganado bovino.

Para este estudio se requerira de dos bovinos ubicados en la division de la Facultad
de Ciencias Naturales campus Amazcala de la Universidad Autonoma de Querétaro,
a cada uno de ellos se le tomara una sola muestra de sangre de la vena yugular
externa de un volumen minimo de 500ml y maximo de 750ml utilizando como
método de sujecién una manga de manejo. La primera muestra sera tomada de un
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solo bovino durante la fase I, una vez tomada la muestra se prescinde de este
individuo. Durante la fase Il de la estrategia experimental descrita en la metodologia
del presente documento, a un segundo individuo se le aplicaran 3 inmunizaciones
de un mililitro de volumen con la proteina de estudio como antigeno, utilizando
agujas de 18G de calibre y 1 pulgada de longitud. Las tres inmunizaciones tendran
espacio de una semana entre cada una de ellas y serdn administradas por via
subcutanea en la zona del cuello entre el ganglio pre-escapular y retrofaringeo, una
vez concluido el esquema de inmunizacion se tomara una muestra sanguinea de la
misma forma descrita con anterioridad, una vez tomada la muestra se prescinde del
individuo. Las venopunciones seran tomadas por medio de dispositivos de
extraccién sanguinea con vacio utilizando agujas de calibre 18G y 2 pulgadas de
longitud. Dentro del presente protocolo se toma en consideracion laregla de las tres
R, reduciendo al maximo el nimero de individuos y maximizando el refinamiento de
las metodologias empleadas en el manejo de los bovinos. Dichos-animales tendran
alimento que cumpla con sus necesidades fisioldgicas y-agua potable ad libitum, de
igual forma el estabulamiento cuenta con condiciones propicias de
tamarfio(superficie entre 175 a 225 metros cuadrados), sombra (de 18 a 25 metros
cuadrados), inclinacién (libre de encharcamientos), alimentacién (comedero de
concreto tipo canoa y bebedero de pileta en la periferia del establo), higiene de suelo
y area de descanso (concreto para evitar acumulacion de lodo), asi como
enriguecimiento que propicien y favorezcan comportamientos apropiados de la
especie. Dicho corral no contiene mas de cinco individuos de manera simultanea.
Todo lo anterior con fundamento establecido en el Cdédigo Sanitario para los
Animales Terrestres, Capitulo 7: Bienestar animal, 2015 de la Organizacién Mundial
de Sanidad Animal [70].
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Apéndice Il. Alineamiento de la secuencian del gen chpv1.9.
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