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entonces tendremos necesidad el uno del otro.

Fragmento Le Petit Prince
Antoine de Saint-Exupéry



RESUMEN

Babesia bovis es uno de los protozoarios del filo Apicomplexa que causan
babesiosis bovina. Esta especie genera una enfermedad caracterizada por una alta
virulencia y mortalidad. No hay vacunas recombinantes a la fecha y, se ha
propuesto que parasitos como B. bovis producen proteinas que suprimen la
respuesta inmune. La proteina tumoral traduccionalmente controlada (TCTP, por
sus siglas en inglés) es una proteina multifuncional que tiene interacciones con
muchas moléculas. La TCTP en organismos del filo Apicomplexa ha sido estudiada
principalmente en Plasmodium spp. No se conocen las funciones especificas de
esta proteina, pero se ha comprobado que es secretada en la sangre del huésped.
En P. falciparum tiene funciones como estimular la liberacion de histamina y
citocinas en los baséfilos. También se ha postulado que podria bloquear la
respuesta inmunitaria y participar en la proliferacion y diferenciacion de los
parasitos; esta proteina no ha sido caracterizada en B. bovis. En el presente
proyecto se cloné el gen de tctp de los aislados de Zacatecas, EUA, Michoacén y
Nayarit y se secuencio. Se disefiaron péptidos con herramientas bioinformaticas,
los cuales fueron sintetizados y fueron utilizados para inmunizar conejos y bovinos,
demostrando su capacidad inmunogénica al producir anticuerpos especificos en
estas especies. Los bovinos inmunizados con estos péptidos fueron desafiados con
una cepa virulenta de B. bovis, evaluando por 15 dias variables como hematocrito,
temperatura corporal y cantidad de globulos rojos parasitados en sangre periférica.
Se observo una menor severidad en los signos clinicos y una menor cantidad de
eritrocitos infectados en los animales inmunizados con estos péptidos. Se concluye
gue esta proteina es muy similar ala TCTP de P. falciparum, los péptidos disefiados
fueron inmunogénicos en las especies evaluadas y se observo un uso potencial

como vacuna contra B. bovis.

Palabras clave: Babesiosis bovina, Babesia bovis, Proteina tumoral

traduccionalmente controlada, TCTP.



ABSTRACT

Babesia bovis is one of the apicomplex protozoa that cause bovine
babesiosis. This species generates a disease characterized by high virulence and
mortality. There are no recombinant vaccines to date; and parasites like B. bovis
have been proposed to produce proteins that suppress the immune response.
Translationally controlled tumor protein (TCTP) is a multifunctional protein that
interacts with many molecules. TCTP in aplicomplex organisms has been studied
mainly in Plasmodium spp. The specific functions of this protein-are not known, but
it has been shown that it is secreted into the host's blood. In P. falciparum it has
functions such as stimulating the release of histamine and cytokines in basophils. It
has also been postulated that it could block the immune response and participate in
the proliferation and differentiation of parasites; this protein has not been
characterized in B. bovis. In this project, the tctp gene was cloned from isolates from
Zacatecas, USA, Michoacan and Nayarit and sequenced. Peptides were designed
with bioinformatics tools, which were synthesized and used to immunize rabbits and
cattle, demonstrating their immunogenic capacity by producing specific antibodies
in these species. The bovines immunized with these peptides were challenged with
a virulent strain of B. bovis, evaluating variables such as hematocrit, body
temperature and amount of parasitized red blood cells in peripheral blood for 15
days. Less severe clinical signs and fewer infected erythrocytes were observed in
animals immunized with these peptides. It is concluded that this protein is very
similar to.the TCTP of P. falciparum, the designed peptides were immunogenic in
the evaluated species and a potential use as a vaccine against B. bovis was

observed.

Keywords: Bovine babesiosis, Babesia bovis, Translationally controlled

tumor protein, TCTP.
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1. INTRODUCCION

Babesia bovis es uno de los parasitos del filo Apicomplexa que causan una
enfermedad conocida como la babesiosis bovina. Es una enfermedad con alta
virulencia y mortalidad, debido a la acumulacion de eritrocitos parasitados en
capilares de pulmon, rifidn y cerebro, observandose parasitemia menor al 1%,
problemas respiratorios y babesiosis cerebral con signos.-como ataxia,
incoordinacion y convulsiones sin respuesta al tratamiento.. A pesar de que la
babesiosis es una enfermedad tratable en las primeras etapas de la enfermedad,
muchas veces el diagnoéstico no es preciso y es tardio debido a que no presenta
signos especificos, generando un fuerte impacto econémico en la produccion
ganadera, considerando el costo por pérdidas animales, genética, tratamientos,
control y la restriccion de exportacion de animales, principalmente en zonas
tropicales. Se han utilizado diversos tipos de vacunas, principalmente vacunas
vivas atenuadas, estds mostraron resultados favorables; sin embargo, tuvieron un
alto costo de produccién, riesgos de contaminacion y de reversion de la virulencia,
un corto tiempo de anaquel'y especificaciones especiales para el mantenimiento de
la cadena fria. Las vacunas recombinantes son una opcion sustentable para

controlar la enfermedad, pero no existen a la fecha contra esta enfermedad.

La proteina tumoral traduccionalmente controlada (TCTP, por sus siglas en
inglés) esta altamente conservada en eucariontes. Es una proteina multifuncional
que tiene interacciones con muchas moléculas; en los humanos, ratones y
levaduras, que es donde mas se ha estudiado, estimula la liberacion de histamina
en'mastocitos y basofilos, participa en la division celular, regula la proliferacion y la
apoptosis, participa en el crecimiento celular y en la transformacion de células
malignas. En células B, la TCTP, estimula su crecimiento, proliferacion y
diferenciacion, se une a la membrana e induce la produccién de citocinas como IL-
6 e IL-10, incrementa la expresién de MHC Il y otras moléculas de superficie, induce

la expresiéon de IgM, entre otras funciones.



En organismos del filo Apicomplexa, se ha estudiado la TCTP en
Plasmodium spp, debido a que este parasito causan la malaria, una enfermedad de
importancia en la salud humana. No se conocen sus funciones especificas en los
organismos de este filo pero se ha destacado que es similar estructuralmente en
artrépodos hematéfagos y parasitos transmitidos en sangre, aunque difiere con los
demas eucariontes; ademas de que es secretada en la sangre del huésped. En P.
falciparum, por ejemplo, se ha descrito que tiene funciones como estimular la
liberacion de histamina y citocinas en los basdfilos; también se ha postulado que
podria bloguear la respuesta inmunitaria y participar en la regulacion de la
proliferacion y diferenciacion de los parasitos. No hay reportes de este gen en

Babesia bovis ni de su uso como candidato vacunal contra esta especie.



2. ANTECEDENTES

2.1 PROTEINA TUMORAL TRADUCCIONALMENTE CONTROLADA
(TCTP)

La Proteina Tumoral Traduccionalmente Controlada (Translationally
Controlled Tumor Protein, TCTP) es altamente conservada en eucariontes, pero no
tiene secuencias consenso o dominios funcionales conocidos similares a otras
familias de proteinas. Ha sido llamada también Factor liberador de histamina (HRF),
p23, p21, Q23, fortilina, Mmilp (en levaduras) o Tptl (Gachet, et al., 1999; Hinojosa-
Moya, et al., 2008; Wu, et al., 2015; Telerman & Amson, 2017). Fue aislada
inicialmente en lineas celulares de tumor humano, cuando algunos equipos de
investigacion buscaban proteinas reguladas traduccionalmente. Fue mencionada
por primera vez en 1989 cuando se publicé la secuencia de ADNc de este gen
proveniente de células de carcinoma mamario humano (Gross, Gaestel, Bohm, &
Bielka, 1989).

Es una proteina principalmente citoplasmatica, pero se ha mencionado la
distribucion nuclear, sin asociacion con ningun organelo (Gachet, et al., 1999), es
una proteina que esté involucrada en un amplio rango de interacciones moleculares
con proteinas, péptidos, acidos nucleicos, carbohidratos y otras moléculas
pequefias; pero solo algunas de estas interacciones han sido estudiadas (Telerman
& Amson, 2017). La mayoria de las funciones identificadas estan relacionadas con
el crecimiento, division celular y con el sistema inmune estimulando la proliferacion
celular, en ambos casos, sugiriendo una funcién citoprotectora (Amzallag, et al.,
2004; Boomer & Thiele, 2004; Hinojosa-Moya, et al., 2008).



2.1.1 Estructura de TCTP en eucariontes

TCTP tiene una estructura altamente conservada en eucariontes (Hinojosa-
Moya, et al., 2008), similar a la familia Mss4/Dss4 de chaperonas libres de
nucleétidos de guanina (Thaw, et al., 2001). A partir de la demostracion de la
estructura tridimensional de la TCTP de S. pombee por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (NMR), se describio la estructura de la proteina la
cual consta de 4 laminas B y 3 hélices a conectadas en una topologia compleja,
demostrando que la molécula de TCTP tiene 3 dominios distintos: el dominio de la
lamina B central, un dominio a-hélice y una estructura de asa flexible (Figura 1)
(Thaw, et al., 2001). A través de la determinacion de las estructuras de alta
resolucion de la TCTP de diferentes organismos por resonancia magnética nuclear
(NMR) o por cristalografia de rayos X, se ha identificado que la region de union a
tubulina y la region de unién al calcio es la misma, siendo los dominios helicoidales
para ambas; observando que la estructura principal de la proteina es altamente
conservada (Figura 2) (Gachet, et al., 1999; Boomer & Thiele, 2004; Boomer U.-A.
, 2012; Telerman & Amson, 2017). Enla secuencia de ARNm no hay alguna regién
codificante para péptido sefial, ni se ha mencionado alguna proteina precursora
(Boomer & Thiele, 2004).



Asa flexible

T A
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Figura 1. Estructura tridimensional de la proteina TCTP de S. pombee, el domino de la ldmina-
B central esta en amarillo y el dominio a-hélice esta en rosa, PDB: 1H6Q (Thaw, et al., 2001).

a) b) c)

Figura 2. Estructuras de TCTP de a) humano, determinada con NMR b) Plasmodium falciparum,
determinada con rayos X y ¢) Plasmodium knowlesi, determinada con rayos X. Imagenes de RCSB
de PDB ID 2HR9 (Feng, Liu, Yao, & Wang, 2007), 3P3K (Eichhorn, Winter, Buchele, & al, 2013),
1TXJ ( (Vedadi, et al., 2007). Las regiones en espiral verde indican los dominios de hélices alfa.



2.1.2 Funciones biologicas de la TCTP en mamiferos

Esta proteina es expresada de forma general en todos los organismos
eucariontes con una vida media larga. Ha sido identificada en una gran cantidad de
tejidos y es expresada por muchos tipos de células, incluyendo células T,
monocitos, fibroblastos y algunas células tumorales, entre otras; aunque los niveles
de expresion dependen del tipo de tejido o célula y del estado de desarrollo
(MacDonald, Rafnar, Landon, & Lichtenstein, 1995; Amzallag, et al., 2004; Boomer
& Thiele, 2004). La expresion en mamiferos esta regulada por factores de
crecimiento, condiciones de estrés (choque térmico, metales pesados, inanicion,
citocinas o sefiales pro apoptoéticas), activacion de macrofagos, incremento de los
niveles de calcio citoplasmético y variaciones circadianas en plantas, tanto a nivel
traduccional como transcripcional (Figura 3) (Gachet, et al., 1999; Boomer, et al.,
2002).

Regulacion

Condiciones de estrés

Sefiales de crecimiento = Citocinas

Factores de desarrolio +  Senales pro apoptdticas
especifico de tejidos

Niveles de TCTP

Importancia celular Funciones extracelulares

Ciclo celular «  Estabilizacién de
Crecimlento celular microtdbulos.
Transformaclon +  Morfologia celular

< R : Funciones similares a citocinas
Apoptosis * Quimioresistencia

Figura 3. Regulacién y funciones de TCTP. Resumen de las sefiales extracelulares y condiciones
gue regulan los niveles de TCTP y la importancia celular y extracelular de la proteina. Traducido de
Boomer & Thiele, 2004 (Boomer & Thiele, 2004).

Se han descrito multiples funciones para esta proteina en mamiferos, asi
como su interaccion con un gran numero de diversas proteinas de procesos

celulares importantes (Boomer & Thiele, 2004; Wu, et al., 2009; Telerman & Amson,



2017). Inicialmente se identificé la participacion de esta proteina en la union del
calcio (Boomer, et al., 2002). Posteriormente, se ha descrito su participacion en
muchos procesos celulares en células de mamiferos como la regulacién de la
proliferacion y crecimiento celular, tamafio de los érganos, apoptosis y en el ciclo
celular; también interfiere en procesos celulares como en la respuesta al estrés
celular, choque térmico, desbalance iénico, reparacion de ADN dafado, inflamacion
en respuesta a agentes externos y liberacion de histamina en basdfilos. Se ha
planteado que la TCTP es una proteina que con frecuencia interactia en dos
formas diferentes al mismo tiempo, por lo que se requieren investigaciones
meticulosas para establecer las interacciones moleculares de TCTP (Boomer &
Thiele, 2004; Telerman & Amson, 2017).

Se ha demostraron que, en células de mamifero, TCTP tiene propiedades
de unioén a tubulina y a los filamentos de actina, donde se asocia a microtubulos en
forma dependiente durante la mayor parte del ciclo celular, participando en el
reordenamiento de los microtibulos y la estabilidad de la célula. Sugiriendo la
participacion en el ciclo celular; sin embargo, al haber una sobre expresién de esta,
en células de mamifero, hay un crecimiento lento, un retraso en el ciclo celular, una
alteracion en lared de microtubulos y en la morfologia de la célula formando células
multinucleadas (MacDonald, Rafnar, Landon, & Lichtenstein, 1995; Gachet, et al.,
1999; Hinojosa-Moya, et al., 2008; Boomer U.-A. , 2012). En levaduras se ha
demostrado que al final del ciclo celular esta proteina tiene una regulacién negativa
(Bonnet, et al., 2000). En células humanas, se ha estudiado la intervencion de esta
proteina en la traduccién de proteinas al interactuar con el factor de elongacion
eucariota 1B9, la cual es responsable por el transporte del ARN de transferencia al

ribosoma en la sintesis de proteinas (Wu, et al., 2015).

Una de las funciones extracelulares de esta proteina es su participacion
en la regulacion de la respuesta inmune. Se ha demostrado que es una molécula
de unién con multiples ligandos, la cual funciona como opsonina que promueve la

fagocitosis de microorganismos e induce la produccion de péptidos



antimicrobianos. Ademas, entre estas funciones, se ha mencionado que participa
en la respuesta inflamatoria promoviendo la liberacién de histamina en basofilos,
eosindfilos y mastocitos; dependiente e independientemente de la presencia de IgE
(participando en la respuesta alérgica aguda), ademas, estimula la produccién de
IL-4 e IL-13 en basdfilos, induce la produccion de citocinas en células By actGa

como factor de activacion de células B.

En las células B actta en diversas formas: estimula la proliferacion celular,
induce la expresion de MHC clase I, induce el crecimiento y la diferenciacion de
las células B y, estimula in vitro e in vivo la produccion de inmunoglobulinas en
células B, principalmente IgM, pero también estimula la produccién de IgG e IgA;
utilizando un receptor especifico en células B, que también se ha encontrado en
basdfilos, mastocitos y eosindfilos. Lo que sugiere que esta proteina participa en
diferentes respuestas inmunes (MacDonald, Rafnar, Landon, & Lichtenstein, 1995;
Gachet, et al., 1999; Kang, et al., 2001; Amzallag, et al., 2004; Hinojosa-Moya, et
al., 2008; Wang, Hu, Hua, Song, & Xia, 2013).

Se ha mencionado que TCTP es expresada durante el desarrollo y la
activacion de las células T, participando en el desarrollo de los timocitos e
induciendo la activacién mediada por TCR y la co-estimulacion de CD28 de éstas
células; también es muy importante para el mantenimiento de las células T

periféricas, a través de distintas redes de sefializacién (Wu, et al., 2009).

Muchos de los procesos donde se ha identificado la participacion de la
TCTP sdlo ocurre en algunas especies y, aunque la TCTP tiene un alto grado de
conservacion en eucariontes, indicando que es un proteina celular importante, las
proteinas a las que se unen no son conservadas en organismos eucariontes; por lo
gue es necesario estudiar la participacion de la proteina en diferentes especies
(Gachet, et al., 1999; Wu, et al., 2015).

Se ha propuesto que esta proteina es secretada por una via independiente

del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi, a través de exosomas en una via



no clasica con ayuda de la molécula transmembranal TSAP6 (tumor suppressor-
activated pathway 6), un gen diana transcripcional que regula la secrecion de
proteinas, la cual esté involucrada en el trafico vesicular. Estos exosomas son
pequefias vesiculas que se forman por gemacion los cuales posteriormente se
fusionan con la membrana plasmatica para liberar su contenido fuera de la célula.
Ademas, se ha sugerido que la TCTP es constitutivamente expresada, pero solo
una parte de esta es secretada, mientras que un porcentaje es mantenido dentro
del citoplasma efectuando sus funciones intracelulares (Amzallag, et al., 2004,

Lespagnol, et al., 2008).

2.1.3 TCTP en organismos del filo Apicomplexa.

Esta proteina ha sido identificada en el citoplasma de diversos organismos
del filo Apicomplexa, como Plasmodium spp, donde se ha estudiado ampliamente.
En P. falciparum se ha reportado su localizacién en las membranas de las vacuolas
y en las membranas externas del parasito, principalmente en los trofozoitos
(Bhisutthibhan, Philibert, Fujioka, Aikawa, & Meshnick, 1999; Mathieu, et al., 2015).
Es secretada por el parasito en altas cantidades en la sangre del huésped,
induciendo la liberacién de histamina, participando en la fase pre-eritrocitica del
parasito y, se une al calcio de huésped, siendo posible que esta proteina afecte la
respuesta inmune del hospedador (Bhisutthibhan, Philibert, Fujioka, Aikawa, &
Meshnick; 1999; MacDonald, et al., 2001; Mathieu, et al., 2015).

2.1.3.1 Estructura de la TCTP en organismos apicomplejos
Se ha identificado que esta proteina es similar estructuralmente dentro del
phylum, pero muy diferente con otras especies (Figura 4 y 5). La TCTP de P.
falciparum es 33% idéntica y 54% similar en la secuencia de aminoacidos ala TCTP

humana (MacDonald, et al., 2001), mientras que la TCTP de P. falciparumy TCTP



de P. yoelii son 88% idénticas y 97% similares en la secuencia de aminoacidos
(Walker, et al., 2000).

Esta proteina es muy similar entre los organismos del filo Apicomplexa,
principalmente en el dominio potencial de union con la proteina G donde estos
organismos tienen un segmento helicoidal adicional, en comparacién con la
estructura en mamiferos, el cual esta compuesto por 22 a 30 aminoacidos, muy
cerca de la bolsa de union a GTPasa; conformando una hélice alfa en lugar de la
hoja beta que esta presente en la estructura de la TCTP 'de los eucariontes
(Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano, 2017; Hinojosa-Moya, et al., 2008). Esta
alteracion en el dominio putativa de union a la proteina G genera una conformacion
con mayor afinidad a la proteina G en comparacioén con-la proteina humanay de S.
pombee, estas variaciones también se han predicho en otros miembros del género
Plasmodium (Calderén-Pérez, et al., 2014). Ademas, se ha mencionado que la
TCTP, de los organismo del filo Apicomplexa, contiene un dominio de transduccion
de proteinas localizado en el extremo terminal NH2 formando parte del potencial

sitio de union a proteina G (Calderon-Pérez, et al., 2014).

Se ha sugerido que estas diferencias estructurales podrian permitir una
internalizacién mas eficiente de la proteina a la célula, siendo esta mas efectiva
para internalizarse que la TCTP de mamiferos. Ademéas estas diferencias
estructurales, causan que la TCTP de los parasitos del filo Apicomplexa inhiba la
respuesta inmunitaria actuando como mutante negativo. Bloqueando la interaccion
de la TCTP del huésped con la proteina G en la membrana de los linfocitos B y, por
lo tanto, evitando la activaciéon y la proliferacién de células B vy, la activacién de la
respuesta inmune; probablemente relacionado a la disminucién de células B de
memoria mencionada en malaria (Hinojosa-Moya, et al., 2008; Calderon-Pérez, et
al., 2014; Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano, 2017).
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Homo sapiens P. berguei

Figura 4. Comparacién de la estructura de TCTP entre mamiferos (Homo sapiens) y organismos del
filo Apicomplexa (Plasmodium berguei) (Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano, 2017).
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Figura 5. Comparacion de la estructura de TCTP entre Plasmodium knowlesi vy
Schizosaccharomyces pombe, la flecha indica la a hélice en P. knowlesi (Hinojosa-Moya, et al.,
2008).

2.1.3.2 Funciones de TCTP en organismos del filo Apicomplexa
Se han documentado pocas funciones de esta proteina en organismos del

filo Apicomplexa. Se sabe que es menos potente que el homdélogo en humanos
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(MacDonald, et al., 2001), se ha reportado una similitud el 54% de TCTP de P.
falciparum y P. berguei con la TCTP de mamiferos, sin embargo sdlo se ha
reportado que la TCTP de Plasmodium soélo interactia con células B, mientras que
la TCTP de mamiferos interactda con diferentes tipos de células (Mathieu, et al.,
2015). En Plasmodium se ha mencionado que es producido en las fases
eritrociticas del parasito por lo que podria participar en la patogénesis de la malaria
(Mathieu, et al., 2015). En P. berguei, se inform6é que TCTP interfiere con la
produccién de IL-6 (citocina pro inflamatoria que participa en la respuesta contra
parasitos), desconociéndose aun la forma en que lo controla, la cual regula la fase
aguda de la respuesta inmune y funciones de las células B y T, contribuyendo a la
eliminacion de los parésitos (Dermata-Gatsi, et al.,; 2016; Mathieu, et al., 2015). Se
ha reportado que estimula la produccion de diferentes interleucinas como IL-4 e IL-
13 (MacDonald, Rafnar, Landon, & Lichtenstein, 1995).

También se ha sefialado que TCTP en Plasmodium es sobre expresada
por parasitos resistentes a artemisina y que esta se une a este medicamento anti
malaria, lo que incrementa la resistencia a esta droga; por lo que esta proteina
podria estar involucrada en la patologia del parasito y la resistencia a farmacos
(Walker, et al., 2000; Boomer & Thiele, 2004). Y, esta proteina, se ha detectado en
altos niveles en. el suero de animales infectados con Plasmodium en
concentraciones correlacionadas directamente con el porcentaje de parasitemia
(Mathieu, et al., 2015; Pelleau, et al., 2012).

Se ha planteado que la TCTP en P. falciparum estimula la activacion de
basdfilos, asociados a la incapacidad de controlar la activacion modulada por la
TCTP del paréasito (MacDonald, et al., 2001; Pelleau, et al., 2012). Est& activacién
esta relacionada con la liberacion de histamina por parte de los basdfilos; la
histamina incrementa la expresion de trombomodulina, la cual activa a las células
endoteliales mediante la unién de las cadenas de Von Willebrand y la unién de
plaquetas, adquiriendo estas un estado pro adhesivo que permite el secuestro de

eritrocitos infectados. Se ha relacionado directamente los niveles de la histamina
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con la presencia de malaria severa o cerebral; ademas, el efecto vasodilatador de
la histamina, podria permitir que los parasitos circulen facilmente a través de los
capilares (MacDonald, et al., 2001; Bridges, et al., 2009; Pelleau, et al., 2012).
También se ha afirmado que induce la secrecién de IL-8 de eosinéfilos humanos
(MacDonald, et al., 2001). Se cree que esta proteina podria ser secretada por
parasitos del filo Apicomplexa por exosomas, al igual que en mamiferos (Mathieu,
et al., 2015).

2.1.3.3 Uso de la TCTP como vacuna potencial contra organismos del filo
Apicomplexa.

Se han realizado diferentes estudios con la TCTP en Plasmodium spp,
debido a su importancia en medicina -humana. Smooker y colaboradores
inmunizaron ratones con TCTP de Plasmodium falciparum en 3 ocasiones (cada 8
semanas), desafiandolos 6 semanas después con diferentes especies de
Plasmodium; observaron una. disminucion de la parasitemia y un retraso en la
aparicion de eritrocitos infectados en los ratones inmunizados, en comparacion con

los ratones del grupo control inmunizados con PBS (Taylor, et al., 2015).

También se realizé un experimento usando cepas knock out para el gen de
tctp de con P. berguei, estas cepas se utilizaron para inmunizar ratones; los cuales
posteriormente fueron desafiados en repetidas ocasiones con P. berguei o P. yoelii
en un periodo de un afio. Los ratones inmunizados estuvieron protegidos en todos
los desafios, sobreviviendo todo el tiempo del estudio. No se detectaron eritrocitos
infectados, ni esporozoitos en sangre; el parasito tampoco pudo ser detectado en
sangre por PCR. En este estudio también se analizaron los anticuerpos especificos
generados siendo en su mayoria IgG subclase IgG2c e 1gG3 los cuales
reconocieron estadios sanguineos de cepas salvajes de P. berguei. Estos
anticuerpos fueron purificados y transferidos a ratones sin exposicion previa al
parasito, los cuales fueron desafiados. Los ratones tuvieron una parasitemia baja,

con relacion al grupo control (Dermata-Gatsi, et al., 2016).
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En otro estudio, usando también esporozoitos de cepas knock out del gen
en P. berguei (hombrado HRFA1), se sefiald6 una infeccion del 40-50% de los
ratones inoculados con la cepa knock out, de los cuales solo el 10% desarrollo
signos neuroldgicos, en comparacion con una infeccion del 100% de los ratones
inoculados con cepas silvestres, de los cuales todos presentaron signos
neuroldgicos. Ademas de una carga parasitaria 2.5 veces menor en los animales
infectados con P. berguei HRFA1 y, una diferencia en la concentracion de IL-6 y el
numero de células B, siendo mayor en los animales infectados con P. berguei
HRFA1 (Mathieu, et al., 2015).

Calderon-Pérez y colaboradores (2014) incubaron TCTP humana
(nombrada HSTCTP) y de P. falciparum (nombrada PfTCTP) con células B de
ratones. En las células B incubadas con PfTCTP se reporté una menor proliferacion
de estas células en comparacion con las células incubadas con HsTCTP, pero al
medir la incorporacién de TCTP dentro-de las células, fue mayor en las incubadas
con PfTCT, siendo estas principalmente células apoptoticas a diferencia de las
incubadas con HSTCTP que eran células principalmente en la fase G1 del ciclo

celular (Calderon-Pérez, et al., 2014).

2.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE BABESIA SPP.

Babesia es un género de parasitos protozoarios del phylum Apicomplexa.
Estos parasitos son transmitidos por garrapatas y tienen un impacto mundial tanto
econGmico como veterinario. Las especies B. bovis y B. ovis fueron descritas por
V. Babes en 1988 y 1892, respectivamente, mientras que B. bigemina fue descrita
por primera vez por Smith y Kilborne en 1893 (Schnittger, Rodriguez, Florin-
Christensen, & Morrison, 2012). Babesia spp es un protozoario se encuentra dentro
de los eritrocitos de los vertebrados hospederos y en el intestino de las garrapatas

gue lo transmiten (Ahmed, 2002).
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Existen diferentes especies de Babesia con diferentes tamafios, vectores y
distribucion, que afectan a diferentes hospederos (cuadro 1). Sin embargo, el
cambio climético y el calentamiento mundial han modificado y extendido las areas
de distribucion de los vectores y de las garrapatas (de Waal & Combrink, 2006).
Las especies mas comunes y relevantes econémicamente que infectan a los
bovinos son B. bovis, B. bigemina y B. divergens (Schnittger, Rodriguez, Florin-
Christensen, & Morrison, 2012; Gohil, Herrmann, Giinther, & Cooke, 2013).

Cuadro 1. Especies de Babesia mas comunes en bovinos (adaptado de Kuttler, 2018)

Especies de | Tamafio largo/ancho Principales vectores Distribucion
Babesia (pum)
B. bigemina 4.5x2 pm Rhipicephalus annulatus, R. América, Europa del sur, Africa, Asia,
microplus, B. geigy Australia
B. bovis 2x1.5um R. annulatus,, R. microplus, B. geigy, América, Europa del sur, Africa, Asia,
Ixodes ricinus Australia
B. major 2.6-3.7 x 1.5 ym Haemaphysalis puntata Europa y norte de Africa
B. divergens 1.5-2 x.4 pm Ixodes ricinus Norte de Europa
B. jakimovi 45X 2 pm Ixodes ricinus Siberia y norte de Rusia
B. ovata 3.2x1.7 um Haemphysalis longicornis Japén
B. occultans 29x1.2pum Hyalomma m. rufipes Sur de Africa

B. bovis causa una enfermedad con mayor virulencia y mortalidad,
causando la acumulacion de eritrocitos parasitados en capilares, principalmente de
rifidn, pulmdn'y cerebro generando babesiosis cerebral y problemas respiratorios
los cuales no responden al tratamiento, al igual que una parasitemia baja, lo cual

dificulta-el diagnéstico (Bock, Jackson, Vos, & Jorgesen, 2004).

2.2.1 Genoma
El tamafio del genoma de Babesia bovis es de 8.2 Mbp con 4 cromosomas
(Jones, Lew, Jorgensen, & Barker, 1997; Brayton, et al., 2007; Barbet, 2009); de
similar tamafio a Theileria spp y caracteristicas estructurales muy similares a
Theileria parva. El genoma fue secuenciado en 2007 por un grupo de

investigadores de EE. UU y Reino Unido con el objetivo de facilitar el
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descubrimiento de un antigeno vacunal y permitir compararlo con otros parasitos
del filo Apicomplexa (Cuadro 2) (Brayton, et al., 2007).

Cuadro 2. Caracteristicas del Genoma de B. bovis, T. parva y P. falciparum (traducido de Brayton,

et al., 2007).

Especies
Caracteristicas i .
P. falciparum T. parva B. bovis
Tamafio (Mbp) 22.8 8.3 8.2
NUmero de cromosomas 14 4 4
Composicion total G+C (%) 19.3 34.1 41.8
Tamafio del genoma del apicoplasto (kpb) 35 39.5 33
Tamafio del genoma mitocondrial (kbp) 6 linear 6 linear 6 linear
Numero de genes de codificacion de proteinas
5268 4035 3671
nucleares
Longitud media del gen de codificacion de
. 2283 1 407 1514
proteinas (bp)a
Porcentaje de genes con intrones 53.9 73.6 61.5
Longitud media de la regién intergénica (bp) 1694 405 589
Composicion G+C en region intergénica 13.8 26.2 37
Composicion G+C en exones (%) 23.7 37.6 44
Composicion G+C en intrones (%) 13.6 25.4 35.9
Porcentaje de codificacion 52.6 68.4 70.2
Densidad de genesp 4 338 2 057 2228
aNo incluye intrones
» Tamafio del genoma/ nimero de genes codificantes a proteinas

El-conocimiento del genoma de estas y otras especies, en conjunto con
nuevas herramientas de investigacion gendmica, transcriptdmica y prote6mica han
permitido comprender mejor el parasito y proporciona nuevas lineas de
investigacion para desarrollar nuevas vacunas contra este parasito (Suarez & Noh,
2011).

2.2.2 Ciclo biolégico de B. bovis
B. bovis, como el resto de las especies de Babesia es transmitido por
diferentes géneros de garrapatas, dependiendo de la zona geografica y las

condiciones climaticas de la zona. En Meéxico, B. bovis es transmitida por
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garrapatas Rhipicephalus microplus las cuales se encuentran en zonas tropicales
y subtropicales del pais, presentes en el 65.96% del territorio nacional (Bock,
Jackson, Vos, & Jorgesen, 2004; Gohil, Herrmann, Gunther, & Cooke, 2013;
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2020).

El ciclo de vida de B. bovis se caracteriza por tener una fase sexual, dentro
de la garrapata y una asexual dentro del huésped vertebrado; siendo la célula
blanco los eritrocitos de bovinos (Chauvin, Moreu, Bonnet, Plantard, & Malandrin,
2009). Los esporozoitos de B. bovis entran al huésped en la saliva de la larva de la
garrapata R. microplus infectada al alimentarse (Suarez & Noh, 2011), invaden a
los eritrocitos con la participacion de antigenos de superficie del merozoito 1y 2
(MSA-1, MSA-2) y proteinas asociadas a roptrias 1 (RAP 1) (Mosqueda , McElwain,
& Palmer, 2002; Mosqueda J. , McElwain, Stiller, & Palmer, 2002); donde se dividen
asexualmente formando trofozoitos y después merozoitos, rompiendo los
eritrocitos para liberarse. La fase sexual de la Babesia spp. inicia cuando los
merozoitos son ingeridos por una garrapata cuando esta se alimenta de sangre
infectada, los merozoitos se desarrollan en gametocitos (femenino y masculino) los
cuales se fusionan para generar cigotos que invaden las células del intestino de las
garrapatas; los cigotos se transforman en quinetos los cuales migran por hemolinfa
hacia los ovarios e-invaden los huevos (transmision transovarica). Cuando la larva
nace, los quinetos migran e invaden la glandula salival de las larvas donde se
convierten en esporontes de los cuales salen cientos de esporozoitos que son

liberados en la saliva de la larva (Suarez & Noh, 2011).

2.3 BABESIOSIS POR B. BOVIS
Es una enfermedad causada por Babesia bovis infectan a un gran nimero
de animales domésticos, salvajes y al hombre, de distribucién mundial; es parasito
es transmitido por garrapatas. La infeccion por B. bovis desarrolla una enfermedad
en bovinos con alta mortalidad, es la especie mas virulenta que afecta al ganado
(Brown & Palmer, 1999).
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Tiene un periodo de incubacion entre 6 y 12 dias, presentandose el pico de
la parasitemia y los signos clinicos entre 3 a 5 dias después de la infeccion (Bock,
Jackson, Vos, & Jorgesen, 2004). Los principales signos clinicos son anemia
hemolitica progresiva, la cual contribuye a prolongar la enfermedad en casos
cronicos (Bock, Jackson, Vos, & Jorgesen, 2004), fiebre, anorexia, caguexia,
hemoglobinuria, letargia, taquicardia e ictericia. Los signos severos se manifiestan
cuando los eritrocitos parasitados se adhieren en los capilares de cerebro,
pulmones vy rifiones resultando en una baja parasitemia periférica, babesiosis
cerebral, problemas renales e infiltracion de neutréfilos en los capilares
pulmonares, edema, convulsiones, hiperestesia, paralisis y muerte (Brown &
Palmer, 1999; Suarez & Noh, 2011). Entre las lesiones se han descrito la presencia
de esplenomegalia, hepatomegalia, vesicula  biliar distendida, rifiones
congestionados, anemia generalizada, ictericia y edema pulmonar, ocasionalmente
(Bock, Jackson, Vos, & Jorgesen, 2004). La Babesiosis causada por B. bovis causa
alta mortalidad en adultos, pero los becerros menores a un afio son mas resistentes
(Suarez & Noh, 2011).

2.3.1 Mecanismos de infeccion.

Algunos patégenos como Babesia bovis y Plasmodium falciparum tienen la
habilidad para evadir el sistema inmune del hospedador, asegurando la
supervivencia del parasito y causando una enfermedad persistente (Suarez & Noh,
2011; Mathieu, et al., 2015). Esto se debe a que, B. bovis, expresa el antigeno de
superficie VESA (antigenos variante de superficie de eritrocito) causando cambios
antigénicos y morfoldgicos en la superficie de los eritrocitos parasitados con una
rapida variacion (O"Connor R. , Lane, Stroup, & Allred, 1997; Curnow, 1968),
permitiendo mecanismos de persistencia como la cito adhesion, la rapida variacion
del ligando adhesivo en B. bovis y una diversidad genética en diversas proteinas
en la etapa de merozoito que permite el secuestro de los eritrocitos parasitados en

los capilares, cerebrales y pulmonares principalmente, evitando el paso por el bazo
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y por lo tanto su fagocitosis por los macrofagos en bazo, y evadiendo el sistema
inmune (Barbet, 2009; Suarez & Noh, 2011; O"Connor R. , Lane, Stroup, & Allred,
1997).

2.3.2 Respuesta inmunitaria
La respuesta inmunitaria en los bovinos a la infeccion de parasitos intra
eritrociticos como B. bovis involucra mecanismos humorales y celulares (James,
1988; Ahmed, 2002).

Los monocitos activados, macréfagos, neutréfilos'y células NK proveen la
primera linea de defensa durante una infeccion por B. bovis. Los monocitos
derivados de macréfagos activados por B. bovis tienen una mayor actividad
fagocitica, expresan mas receptores de anticuerpos, tienen una mayor produccion
de mediadores citotoxicos y expresan niveles elevados de citocinas inflamatorias,
los cuales son importantes para estimular la inmunidad innata y adquirida contra
patdgenos protozoarios; ademas activan las células NK (Brown & Palmer, 1999;
Shoda, et al., 2000; Ahmed, 2002).

Los macréfagos activados por el parasito producen citocinas pro
inflamatorias como intermediarios reactivos de nitrégeno (RNI) y oxigeno (ROI),
IFN-qa, IL-12, IL-8, interleucina 1B (IL-1B), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), oxido nitrico (NO) y radicales de oxigeno y nitrdgeno (RNI y RNO); los cuales
promueven la produccion de IFN-y en células T CD4+. El INF-y es requerido para
la activaciéon de macréfagos y para potenciar la respuesta de anticuerpos IgG2
opsonizantes; el NO puede reducir la viabilidad de B. bovis. Las células T CD4+
también producen IL-4 que estimula la produccion de IgG1l, los cuales son
importantes en la respuesta inmune (Brown & Palmer, 1999; Bock, Jackson, Vos,
& Jorgesen, 2004). Sin embargo, la sobreproduccion de citocinas pro inflamatorias
como TNF-a puede causar patologias severas como la babesiosis cerebral y los

problemas respiratorios seguidas de la muerte (Brown & Palmer, 1999).
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Las células presentadoras de antigeno, como los macrofagos, fagocitan a
los eritrocitos infectados y presentan los péptidos del parasito a las células T CD4+,
estas producen IFN-Y que participa en la activacion de monocitos y macrofagos
para aumentar la fagocitosis y la produccién de NO (Ahmed, 2002). También se ha
reportado que los eritrocitos infectados por B. bovis inducen la produccion de TNF-
a, potenciado por IFN-Y, e induce regulacion positiva transcripcional de IL-12 p40
e IL-12 p35, sin importar la presencia o ausencia de IFN- Y. El tiempo 'y nivel de
produccion de estas moléculas determinara el resultado de la infeccion; pero la
resolucién de una infeccion aguda dependera de la muerte de los parasitos por
macrofagos activados, lo que conduce a la recuperaciéon de la enfermedad aguda
y una infeccion persistente (Shoda, et al., 2000; Brown & Palmer, 1999; Ahmed,
2002). Cuando los bovinos se recuperan-de. una infeccibn aguda, ya sea
naturalmente o con tratamiento, los bovinos permanecen como portadores,
persistentemente infectados de manera prolongada, siendo resistentes a futuras

infecciones de la misma cepa (Brown & Palmer, 1999).

La inmunidad adquirida, ya sea por infecciébn o inmunizacion, depende de las
células Th y de los anticuerpos. Las células Th proporcionan las citocinas
necesarias para la produccién de isotipos de inmunoglobulinas de alta afinidad y
para la activacion de macréfagos. La proliferaciéon de las células mononucleares en
sangre periférica, en respuesta a una nueva infeccion, son mas altas en
comparacién a la de un bovino sin exposicidn previa al parasito; esto provocara una
respuesta inflamatoria, con una respuesta con IgG opsonizante y fijacion del
complemento (Brown & Palmer, 1999). La actividad citotoxica mediada por
anticuerpos de las células mononucleares es importante para la resolucion de la
infeccion, ya que estos actian como opsoninas para los macrofagos activados
(Goff, Warner, & Craig, 1984; Brown & Palmer, 1999). Es por esto que las vacunas
se deben dirigir a epitopos especificos para estimular a las células T CD4+ de
memoria, productoras de IFN-Y y, a los macrofagos para producir IFN | (Brown &
Palmer, 1999) (Figura 6).
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Se han reportado diferencias importantes en la respuesta que producen los
becerros y adultos. Los becerros poseen una fuerte inmunidad innata contra la
infeccion de B. bovis, la respuesta es Thl con una produccion temprana de
interleucina 12 (IL-12) e interferon gama (IFN-Y), con una expresiéon de la enzima
oxido nitrico sintetasa (INOS); también hay una recuperacion del nimero de
linfocitos circulantes, siendo la inmunidad innata suficiente para controlar la
infeccion en los becerros. Los bovinos adultos expresan IL-10 (que estimula la
produccion de inmunoglobulinas); pero mientras en los becerros los niveles de
leucocitos retorna a niveles normales, en los adultos estos niveles contindan

disminuyendo hasta que el animal muere. (Goff, et al., 2001).

Infeccion aguda Infeccidn persistente/ inmunizado

(Inmunolégicamente virgen) (Inmunoléaicamente exnuesto)

IFN-I ]
IL-12 } Célula T CD4+

__ . IL-18
TNF-
NO
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\

IFN-=y IL-4

|

IgG2 lgG1
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Proteccion

Figura 6. Mecanismos de inmunidad innata y adquirida frente a B. bovis. Traducida de Brown, 1999.
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2.3.3 Impacto econémico de la babesiosis bovina

La importancia del impacto econdémico de la babesiosis bovina depende de
las circunstancias, condiciones climaticas y principalmente a la susceptibilidad a la
infeccion por garrapatas en el ganado de la region (Jongejan & Uilenberg, 2004).
Se debe de considerar el costo por pérdidas animales, pérdidas de genetica,
abortos, tratamientos, control, disminucién en la produccion carnica y lactea vy, la
restriccion de exportacion de animales; ademas se debe considerar que el dafio
causado por la mordedura de la garrapata deprecia el valor de las pieles para la

manufactura de cuero (Jongejan & Uilenberg, 2004).

En México, la babesiosis es una de las enfermedades que causan mayores
problemas econdémicos a los productores de ganado en las regiones tropicales; se
estima que el 66% del territorio nacional est& infestado con R. microplus, por lo que
todos los bovinos de esta zona estan expuestos a sufrir babesiosis por B. bovis y/o
B. bigemina (Alvarez, et al., 2004; Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria, 2020). Rodriguez Vivas y colaboradores analizaron el
potencial impacto econdmico causada por la garrapata R. microplus considerando
el niumero total de animales en riesgo, posibles efectos dafinos del parasitismo
sobre la produccion de leche y ganancia de peso, basandose en el rendimiento de
animales no tratados; estim6 una pérdida de 68,878,694.00 délares en el ganado
lechero y una pérdida potencial total de 573°608,076 ddlares, sin embargo este
estudio no incluy6é el costo de las enfermedades transmitidas por garrapatas
(Rodriguez-Vivas, et al., 2017).

Se han calculado importantes pérdidas econdmicas generadas por la
babesiosis y anaplasmosis en areas tropicales y subtropicales del mundo; en 1999
se calculé que los costos en pérdidas y en medidas de control de babesiosis y
anaplasmosis bovinas eran aproximadamente 16.9 millones de dolares
estadounidenses en Australia; ademas estimaron pérdidas entre los 0.6 y 57.2
millones de délares estadounidense en diversos paises de Africa y Asia. Sin

embargo, en México no es posible hacer un calculo estimado debido a la falta de
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datos epidemioldgicos, como numero de casos, numero de abortos por babesiosis,
mortalidad, etc. (Bock, Jackson, Vos, & Jorgesen, 2004; Rodriguez-Vivas, et al.,
2017).

2.3.4 Control de la babesiosis
Se ha considerado que el protocolo mas eficiente en relacidbn costo-
beneficio debe incluir el uso de vacunas, manejo de garrapatas, quimioprofilaxis y
la rotacion de praderas en pastoreo (Suarez & Noh, 2011; de Waal & Combrink,
2006). Incluso se ha planteado la posibilidad de complementarlo con el uso de
hongos entomopatdégenos (Fernandez-Salas, Rodriguez-Vivas, & Alonso-Diaz,
2012).

Para el control de estos parasitos, se han utilizado principalmente
vacunadas basadas en parasitos vivos atenuados, de las cuales se han sugerido
grados variables de proteccion (Suarez & Noh, 2011) y el control de la garrapata
usando acaricidas (de Waal & Combrink, 2006). Sin embargo, los acaricidas son
toxicos, dejan residuos en leche y carne, causan contaminacion ambiental; ademas
del incremento de la resistencia a los acaricidas de las garrapatas (Jongejan &
Uilenberg, 2004), el alto costo y el arduo trabajo (Jongejan & Uilenberg, 2004; de
Waal & Combrink, 2006).

Se han desarrollado diversos tipos de vacunas contra Babesia spp, las
vacunas vivas tienen diversos inconvenientes como el mantenimiento de la cadena
fria, unavida (til corta, la potencial contaminacion y reversién de la virulencia (Fish,
Leibovich, Krigel, McElwain, & Shkap, 2008). Se intenté producir una vacuna
utilizando sangre de animales recuperados tratando de simular la estabilidad
endémica, sin embargo estas presentaron una infectividad variable y alta virulencia
(de Waal & Combrink, 2006). En Irlanda se prob6é una vacuna viva contra B.
bigemina de sangre completa de jerbos, pero fue cesada su produccién en 2002

porque se consideré insegura (Bock, Jackson, Vos, & Jorgesen, 2004).
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Se ha realizado estudios con cepas atenuadas de Babesia spp por pasajes
rapidos y en serie de cepas virulentas (Suarez & Noh, 2011). En Sudafrica se
desarroll6 una vacuna viva bivalente (con cepas atenuadas de B. bovis y B.
bigemina) congelada para bovinos de 9 meses de edad, con bajo costo de
produccion y larga vida util; generando, después de una aplicacién, una inmunidad
protectora de 16 meses contra B. bigemina y 3 afios para B. bovis, sin embargo al
ser una vacuna atenuada existe el riesgo de reversion de la virulencia en animales
susceptibles o0 mayores (de Waal & Combrink, 2006). También se desarroll6 en
Austria, en el Instituto Federal Austriaco para el Control .de Enfermedades
Infecciosas en Animales, una vacuna inactivada con parasitos intraeritrociticos,
inactivados por formalina, reportando altos titulos de anticuerpos, con una
disminucién de los signos clinicos y parasitemia, evitando asi el tratamiento. A
pesar de esto la vacuna fue descontinuada por considerarse peligrosa (Edelhofer,
Kanout, Schuh, & Kutzer, 1998).

En México se ha usado un inmundgeno mixto compuesto por antigenos
parasitarios solubles, usado dos cepas atenuadas de B. bovis (cepa BOR) y B.
bigemina (cepa BIS) derivadas de cultivo in vitro como inmun6geno obteniendo del
100 al 70% de proteccién contra estas dos especies de Babesia, variando segun el
lugar de desafio sin-importar si el inmundgeno se usa congelado o fresco (Canto
Alarcén, et al;, 2003; Cant6 A., et al., 2003; Alvarez, et al., 2004).

La quimioprofilaxis se ha usado como proteccion de corta duracion usando
Dipropionato de Imidocarb en diferentes dosis, principalmente frente a brotes (de
Waal & Combrink, 2006) o dentro de un protocolo junto con vacunacion (Taylor &
Mc-herdy, 1979). Pero, se ha reportado la resistencia experimental inducida de B.
bovis (Rodriguez & Tress, 1996) ademas se ha asociado a problemas de residuos

en alimentos (Mdachi, Murilla, Omukuba, & Cagnolati, 1995).
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3. JUSTIFICACION

La babesiosis bovina es una enfermedad presente en todo el mundo,
ocasionada por parasitos del género Babesia. En México, es causada por Babesia
bovis y B. bigemina, sin embargo B. bovis presenta una mayor virulencia y tasa de
mortalidad en comparacion con otras especies de Babesia, lo que ocasiona la
pérdida de animales con alto valor genético. Es importante buscar medidas para

reducir los signos en animales infectados.

A pesar de que la babesiosis es una enfermedad tratable, muchas veces el
diagndstico no es preciso debido a que no presenta signos especificos, generando
un fuerte impacto econémico en zonas endémicas considerando los costos del
tratamiento, atencidbn médica veterinaria, los productos garrapaticidas, el deterioro
de las pieles y las barreras para la exportacion de los bovinos; sumandole la
posibilidad de resistencia de los garrapaticidas y los tratamientos anti Babesia.
Debido a esto se ha impulsado en desarrollo de nuevos métodos para la
prevencion. Se han trabajado con diversos tipos de vacunas, principalmente
vacunas vivas atenuadas, estas han mostrado resultados favorables. Sin embargo,
estas tienen un alto costo de produccion, con riesgos de contaminacion y reversion
de la virulencia, un corto tiempo de anaquel y especificaciones especiales para el
mantenimiento de la cadena fria. Las vacunas recombinantes son una opcién

sustentable para controlar la enfermedad.

La secuenciacion de los genomas de diferentes organismos junto con el
desarrollo de nuevas técnicas de gendmica, bioinformética y biologia celular han
permitido nuevas investigaciones que generen un mejor entendimiento de la
biologia, la respuesta inmune y el ciclo de vida de diversos organismos, que han
permitido investigaciones en nuevas vacunas; pero es necesario seguir
investigando a nivel molecular para identificar los diferentes mecanismos
moleculares, funciones de las proteinas y sefalizaciones involucradas en los

estadios del parasito. La TCTP es una proteina que ha sido estudiada en diferentes
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especies de Plasmodium (organismos del filo Apicomplexa), postulado la
participacion de esta proteina en el establecimiento de la parasitemia bloqueando
el sistema inmune del hospedador. En B. bovis esta proteina no habia sido
caracterizada, sin embargo debido a que también pertenece al filo Apicomplexa, es
probable que también exprese la TCTP; por lo que es necesario investigar y evaluar
su participacion en el establecimiento de la infeccion; ademas del uso de las
herramientas de gendémica comparativa, como las busquedas Blast, que facilitan la
identificacion de genes que codifican a proteinas de interés que ya han sido
identificados en otros Apicomplexa y por lo tanto, la identificacién de candidatos de

antigenos vacunales.
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4, HIPOTESIS

La Proteina Tumoral Controlada Traduccionalmente (TCTP) se expresa en
Babesia bovis y participa en el establecimiento y mantenimiento de la infeccién.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar la TCTP y su participacion en la infeccion de Babesia bovis.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Caracterizar el gen que codifica a la TCTP de B. bovis.
Comprobar la expresion y transcripcion del gen de tctp de B. bovis.
Evaluar el efecto de los anticuerpos contra la TCTP de B. bovis en el

establecimiento de la infeccion.
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6. MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Inmunologia y
Vacunas y en el campus Amazcala de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autbnoma de Querétaro.

6.1 OBTENCION DE CEPAS VIVAS DE B. BOVIS

6.1.1 Obtencion de garrapatas
Se obtuvieron garrapatas repletas de unidades de produccion bovinas de

diferentes estados de la republica mexicana, positivas a la infeccién por B. bovis.

e Nayarit
o Sitio experimental El Verdinefio, INIFAP, Municipio de Compostela.
e \Veracruz
o Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Ganaderia
Tropical (CEIEGT) de la Facultad de Medicina Veterinaria 'y Zootecnia
de la Universidad Nacional Autbnoma de México, municipio de
Tlapacoyan.
e Puebla
o Santa Cruz, Hueltamalco
o Buena vista, Ayotaxco de Guerrero
o El Paraiso, Ayotaxco de Guerrero
e Jalisco
o Municipio de Puerto Vallarta
e Querétaro

o Municipio de Arroyo Seco
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6.1.2 Lavado de garrapatas

Se colocaron las garrapatas en una coladera de plastico bajo el chorro de
agua hasta que no hubiera tierra o algtn otro contaminante.

Se desinfectaron con cloruro de benzalconio al 10% por 10 minutos.

Se colocaron en toallas de papel para secarlas y, una vez que estuvieron
secas, se pusieron en cajas Petri con 20 garrapatas cada una, etiguetadas
con el lugar de origen y la fecha de recoleccion.

Se colocaron en incubadora a 25°C con 70% de humedad.

6.1.2.1 Extraccién de hemolinfa

Se registr6 como dia 0 cuando las garrapatas en incubacion comenzaron

a depositar los huevos y se obtuvieron muestras de hemolinfa los dias 5y 7 post

ovoposicion. Para ello:

1.

Se prepararon portaobjetos con 8 circulos cada uno marcados con un lapiz
de punta diamante.

Se tomo cada garrapata se limpio con etanol al 70% y toallas de papel,
usando una tijera fina se cortd entre el tarso y metatarso de una pata y se
colocé la gota de hemolinfa en el circulo correspondiente de la laminilla.
Una vez completada la laminilla se fijé en etanol sumergiéndola en una Caja
Coplin por 30 segundos.

Se tifieron las laminillas usando colorantes para tincion policroma rapida de

frotis (Hemocrom®), para la observacion de quinetos.

6.1.3 Extracciéon de ADN.

Se extrajo ADN gendmico de huevos, larvas, garrapatas adultas, sangre

infectada y papel filtro de celulosa, de diferentes procedencias (cuadro 3), siguiendo

los protocolos adecuados para cada caso.
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Cuadro 3. Relacién del tipo de muestras con el lugar de procedencia.

Precedencia/ Muestra Sangre de bovinos ADN

Huevos, larvas y
garrapatas R. microplus

Nayarit X

Veracruz X

Puebla

Jalisco

Querétaro

X[ X| X[ X| X
x

Michoacan

Colima

Zacatecas

X X| X| X

Chiapas

Tamaulipas X

Trinidad y Tobago X

EUA (cepa T2Bo) X

6.1.3.1 Extraccion de ADN de larvas y garrapatas.

Se extrajo ADN genomico de larvas y garrapatas usando el Kit de

extraccibon DNeasy Blood & Tissue® No0.69506, Qiagen® con rendimiento

declarado por el fabricante de 6 ug/30 ug, siguiendo las instrucciones del fabricante:

1.

Se limpi6 todo el material con etanol, ademas el personal involucrado utilizo
guantes'y cubre bocas.

Las larvas y garrapatas se separaron en un tubo y se pusieron en
congelacion (-20 °C).

Los morteros de porcelana con pistilo se refrigeraron por 5 minutos a -20°C,
previo a su utilizacion.

Fuera del refrigerador, se colocaron las larvas o garrapatas en los morteros,
con nitrogeno liquido y se maceraron con el pistilo.

Se les agreg6 180 ul de Buffer ATL, 20 ul de proteinasa K incluida en el kit
y, 200 ul de RBC, se macerd y después se mezcld en agitador vortex a
temperatura ambiente.

Se dejo incubar a 55°C 3 horas con agitacion a 400 rpm o toda la noche
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7. Se homogenizo por inversion 4 veces y se centrifugd a 2500 rpm/2 min.
Se tomo el sobrenadante y se pas6 a un nuevo tubo.

9. Se le agregd 200 pl de Buffer ALT, se puso en un agitador vortex a
temperatura ambiente por 10 segundos y se dejo incubar a 70°C por 10
minutos.

10.Se le agregaron 200 pl de etanol grado biologia molecular y, se mezclé por
inversion.

11.Esta solucion se paso a las columnas de filtracion, provistas por el fabricante,
y se centrifugé a 8 000 rpm por 2 minutos o hasta que el liquido pasara
totalmente.

12.Se desecho el tubo de colecta, se puso uno nuevo agregandose 500 pl de
buffer AW y se centrifug6 a 8 000 rpm por 2 min.

13.Se desecho el liquido que quedo en el tubo, se agregd a la columna 500 pl
de buffer AW2 y se centrifugd a 8 000 rpm por 2 minutos.

14.Se descarto el liquido de la columna y se centrifugd a 12 000 rpm por 2 min
para secar la columna.

15.Se puso la columna_en un tubo nuevo, se le agregd 100 ul de Buffer AE
(buffer de elucién), se incubo6 a 38°C/ 5 min y se centrifugé a 800 rpm/2 min.

16.Se incubd a 65°C/. 10 min para inactivar las ADNasas.

17.El eluido se guard6 debidamente identificado a -20°C.

18. Se cuantificé por espectrofotdmetro (NanoDrop)

19.Se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para observar la
integridad del ADN extraido.

6.1.3.2 Extraccion de ADN de huevo de garrapata.

Se extrajo ADN de huevo ovopositados por garrapatas provenientes de
Veracruz y Nayarit, usando el kit de extraccion Dneasy Blood & Tissue kit (No.
69506, Qiagen):
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1. Se limpiaron los morteros de porcelana con pistilo con etanol y se colocaron
los huevos de las garrapatas que se lograron tomar con la punta de una
espatula de madera, se le afiadieron 180ul de buffer ALT, 20 pl de proteina
K'y 200pI de buffer de lisis; se pasé a un tubo conico de 1.5 mly se mezclaron
en agitador vortex por 1 minuto a temperatura ambiente. Se dejo incubar a
55°C por toda la noche.

2. Los tubos se centrifugaron a 2500 rpm/ 30 segundos y se transfiere el
sobrenadante a un tubo conico de 1.5 ml estéril, se le agregd-200ul de buffer
AL y se mezcla en agitador vértex a temperatura ambiente por 1 minuto.

3. Los tubos se incubaron a 70°C por 10 minutos y, se agrego 200ul de etanol
(96-100% biologia molecular), se mezclé en agitador vortex a temperatura
ambiente por 1 minuto.

4. El contenido se paso a una columna con tubo colector, se centrifugé a 8 000
rpm/ 1 minuto, repitiendo la centrifugacion en caso de que el sobrenadante
no pasara la columna.

5. Se paso la columna a un nuevo tubo colector, se agregd 500ul de buffer AW1
y centrifugd a 8 000 rpm/1 minuto.

6. Se paso la columna a un nuevo tubo colector (desechando el anterior), se le
agreg6 500pl de buffer AW2 y se centrifug6 a 14 000 rpm/1 min. Se descarto
el sobrenadante y se volvi6 a centrifugar a 12 000 rpm/ 2 min, para secar la
columna.

7. Se transfirid la columna a un nuevo tubo cénico de 1.5 ml estéril se agrego
50ul de buffer AE (buffer de elucion) en el centro de la columna, se dej6
incubar a 37°C por 5 minutos y se centrifugé a 8 000 rpm. Se agregaron
otros 50ul de buffer AE, se dejo6 incubar a 37°C por 5 minutos y se centrifugé
a 8 000 rpm.

8. Se cuantifico por espectrofotometro (NanoDrop)

9. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para observar la
integridad del ADN extraido.

10.Se almacend a -20°C.
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6.1.3.3 Extraccion de ADN en papel filtro de celulosa.

Se recibio, en colaboracion con la Universidad de las Indias Occidentales
de Trinidad y Tobago, una muestra de ADN de un aislado de B. bovis de este pais
en papel filtro de celulosa. Se extrajo del papel filtro de celulosa usando dos
protocolos similares, buscando una mayor concentracion de ADN.

Protocolo A

1. Se cortaron piezas de 0.5 x 0.5 cm del papel filtro con el ADN.

2. Cada pieza se coloco en un tubo conico de 1.5 ml con 20 pl de agua libre de
nucleasas y se dejé incubar por 20 minutos a temperatura ambiente.

3. Se centrifugaron a 12 000 rpm/ 1 minuto.

4. Se realiz6 una electroforesis con gel de agarosa 1% para comprobar la
extraccion.

5. Se cuantifico la concentracion de DNA por espectrofotdmetro (Nanodrop).

Protocolo B
Para aumentar la concentracién se ajusto el protocolo.

1. Se cortaron piezas de 0.5 x 0.5 cm de papel filtro con el ADN.

2. Cada pieza se colocé en un tubo conico de 1.5 ml con 50 ul de agua libre de
nucleasas y se dejo incubar por 20 minutos a temperatura ambiente.

3. Se retird la pieza de papel filtro y se incubé en Termoblock© a 65°C por 10
minutos, para eliminar DNAsas.

4. Se repitid el paso 2 y 3 cuatro veces.

5. Se realiz6 una electroforesis con gel de agarosa 1% para comprobar la
extraccion.

6. Se cuantificd la concentracion de ADN por espectrofotometro (Nanodrop).
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6.1.3.4 Extraccion de ADN en sangre infectada.

Se extrajo ADN de sangre de bovinos congelada, proveniente de Zacatecas

y Michoacéan previamente identificados como positivos a B. bovis, se extrajo segun

las indicaciones del fabricante con el kit de extraccion DNeasy Blood & Tissue kit
(No. 69504), Quiagen:

1.

Se colocaron de 50-100 pl de sangre infectada con anticoagulante en tubo
conico de 1.5 ml, se agregaron 20ul de proteinasa K y se ajusté el volumen
a 220ul con PBS.

. Se agregaron 200 pl de buffer AL, se mezclo-en agitador vortex, a

temperatura ambiente por 15 segundos y se incubo a 56°C/10 min.

Se afadieron 200 pl de etanol grado biologia molecular y se mezclé en un
agitador vortex por 15 segundos a temperatura ambiente.

La solucion se transfirio a la columna incluida en el kit, se afiadieron 500 pl
de buffer AW1 y se centrifug6 a 8 000 rpm/ 1 min. Se descartd el
sobrenadante.

Se colocé la columna en un nuevo tubo de coleccion, se afiadieron 500 pl
de buffer AW2, se centrifug6 a 14 000 rpm/ 3 min y se descarto el
sobrenadante con el tubo de coleccién.

Se colocé la-columna en un tubo cénico de 1.5 ml estéril, se afiadieron 100
ul de buffer AE (buffer de elucién) en el centro de la columna, se incubd a
37°C/5 minutos y se centrifugd a 8 000 rpm/ 1 minuto. Se afiadieron otros

100 pl de buffer AE en el centro de la columna y se repitieron los pasos.

7. Se cuantificé por espectrofotometro (NanoDrop)

Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para observar la
integridad del ADN extraido.
Almacenar a -20°C.
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6.1.4 Diagnéstico de Babesia bovis y bigemina por PCR anidado.

El ADN extraido de las diferentes muestras fue analizado por PCR anidado
para confirmar la presencia de ADN de B. bovis y/o B. bigemina. Se utilizaron los
oligonucledtidos y el programa de termociclado planteado por Romero Salas 'y
colaboradores. Las condiciones de termociclado de las amplificaciones de PCR
punto final inicial incluyen con una desnaturalizacién inicial a 95°c por 3 minutos,
30 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30 s, un alineamiento de acuerdo a los
oligonucledtidos de 52°C por 30 segundos y una extension de 72 °C por 30 s; al
final tuvo una extension final de 72°C por 7 minutos. El programa de termociclado
para el PCR anidado fue igual con la unica diferencia en la temperatura de

extension de 54°C. (Romero-Salas, et al., 2016) (Figura 7 y 8).

Hemoparasite Assay Primer name Primersequence Amplicon size (bp)
B. bovis PCR oBb.mit.F TGAACAAAGCAGGTATCATAGG 260
oBb_mit R CCAAGGAGATTGTGATAATTCA
nPCR iBb.mit_F TCCACGATCTGTGATACGTCA 195
iBb.mit.R CAAATCCTTTGCAAACTCCAA
B. bigemina PCR oBbig.mit_F TCCAACACCAAATCCTCCTA 394
oBbig.mit.R CCTGGCTTTCGTTTTIGTAT
nPCR iBbig.mit F AAGAGATACCATATCAGGGAACCA 250
iBbig.mit F TTGGGCACTTCGTTATTTCC

Figura 7.0ligonucleétidos usados para la deteccién de DNA de B. bovis y B. bigemina con el tamafio
de amplicén esperado (Romero-Salas, et al., 2016).

g5° | a5°
9 30"
72° 72°
= 30" 7
30"
1gicle 30 giclos. 1giclo

Figura 8. Programa de termociclado para la amplificacion de B. bovis y B. bigemina.
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6.2 CARACTERIZACION DEL GEN TCTP DE B. BOVIS

6.2.1 Identificacion del gen de tctp de B. bovis por bioinformatica.
Se identifico el gen de tctp en el genoma de B. bovis buscando genes
ortologos a través de homologia en la secuencia de aminoéacidos utilizando la base
de datos del Centro Nacional Informacidn Biotecnolégica (NCBI, por sus siglas en

inglés).

1. Se obtuvo la secuencia previamente reportada de TCTP de Plasmodium
falciparum (No. de acceso GenBank 3P3K_A).
2. Se realiz6 un alineamiento de la secuencia de nucleétidos de TCTP de

Plasmodium falciparum y el genoma de B. bovis, utilizando BLAST.

6.2.2 Disefio de oligonucledtidos.

En la region identificada por BLAST del gen de TCTP en el genoma de B.
bovis se disefiaron oligonucleotidos de acuerdo a los lineamientos especificos:
tamafio (20 y 25 nucledétidos), temperatura de alineamiento (entre 50 y 65°C)
considerando una temperatura similar de alineamiento entre ambos
oligonucledtidos, contenido de guaninay citosina (40% guanina-60% citocinas), sin
regiones repetidas. de mas de 3 bases iguales continuas, evitando auto
complementariedad -y estructuras secundarios, siendo necesarios que los
oligonucledtidos sean idénticos y especificos a la secuencia de nucledtidos. Estos
oligonucleétidos se utilizaron para amplificar el gen completo con intrones, estos

oligonucledtidos se mandaron a sintetizar al Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

6.2.3 Estandarizacion de PCR.

Se amplific6 el gen completo de tctp usando los oligonucleotidos
previamente disefiados usando PCR. Se hizo programa para gradiente de
temperatura en el alineamiento de 64°C a 55°C en reacciones de 12.5 pl con el
ADN extraido de Sta. Cruz, Puebla y de Zacatecas y un control negativo (figura 9).
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Se realiz6 un gel de agarosa al 1% para electroforesis, para visualizar el amplicon

esperado.

a5® aa5®

72° 72¢

B4-55°

30"

}
1gich 230 giclos, ! 1 gichn

Figura 9. Programa de termociclado para la amplificacion del gen de tctp en B. bovis con gradiente
en la temperatura de alineamiento para estandarizacion.

6.2.4 Amplificacion del gen de tctp por PCR.

Con base en los resultados de la seccion 6.2.3, se amplifico el gen de tctp
en los ADN extraidos de Michoacan, la cepa de referencia T2Bo, Zacatecas,
Trinidad & Tobago, Tepic'y Santa cruz (Puebla), con el siguiente programa de
termociclado: inicia con una desnaturalizacion inicial de 95°C por 3 minutos, a
continuacioén 35 ciclos con una desnaturalizacion a 95°C por 30 s, un alineamiento

a 56°C por 30 sy una extension a 72°C por 1 min; al final se dejé una extensién

o5* a5°
7 30"
72° 720
Lk i -
20
1 35 giglps, 1gigh

Figura 10. Programa de termociclado para la amplificacién del gen de tctp en B. bovis

38



final

de 72°C por 7 minutos (figura 10). Se realizdé un gel de agarosa al 1% para

electroforesis, para visualizar el amplicon esperado.

6.2.5 Clonacion del gen de tctp de diferentes aislados en TOPO TA cloning®

Se cloné el gen de tctp del ADN de B. bovis de Zacatecas, Tepic, la cepa

de referencia T2Bo y Michoacan, segun este protocolo:

1.

Se realizé un PCR previo de la secuencia a clonar del DNA especifico, para
asegurarse que la secuencia esta en la muestra

Se hicieron dos reacciones de PCR con los oligonucleétidos de la secuencia
de interés de 50 pl cada una, con un control.negativo de 10 pl

Se hizo un gel de agarosa al 1% en electroforesis, para confirmar que la
secuencia esperada se amplifico.

Si el gel de PCR mostré que se amplificd el gen esperado, se hace un gel
grueso de agarosa al 1% para electroforesis poniendo todo el producto del
PCR (50 pl) con buffer de carga. Se ubico la banda en el lugar esperado y
se cort6 la banda para purificar.

Se purifico la banda del gel con kit “Molecular biology kit ez-10 spin column
DNA gel extraction miniprep kit®, BioBasic”, siguiendo las instrucciones del
fabricante:

a. Cortar la banda deseada con una navaja de bisturi, usando la placa 'y
poniendo foto protector solar las manos y guantes. Poner en un tubo
de 1.5 ml estéril.

b. Pesar el gel y agregar 400 ul de buffer de unién (buffer binding),
proporcionado por el fabricante, por cada 100 mg del peso del gel, se
incubo de 50 a 60°C por 10 minutos en agitacion lenta por 10 minutos
hasta que la agarosa esté completamente disuelta.

c. Si después de la adicion del buffer la mezcla es observa amarilla,
indica que se obtuvo un pH 6ptimo y se puede continuar con el resto

de los pasos. Sila mezcla se torna azul o morada es necesario ajustar
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el pH usando 3 M de acetato de sodio (pH 5) hasta obtener la
coloracion amarilla (obtener el pH optimo)

d. Ponerlamezclaen la columna a base geles de silice EZ-10 las cuales
retienen el ADN sin contaminantes, provistas por el fabricante y dejar
por 2 minutos, centrifugar a 10 000 rpm/2 minutos y descartar el
sobrenadante.

e. Afadir 750 pl de la solucién de lavado y centrifugar a 10 000 rpm/ 1
min, descartar la solucién en el tubo.

f. Repetir el paso y centrifugar una vez mas a 10 000 rpm/1 min para
remover residuos del buffer de carga

g. Poner la columna en tubos de micro centrifuga de 1.5 ml y afadir de
30-50 pl de buffer de elucién en el-centro de la columna e incubar a
temperatura ambiente por 2 minutos. Centrifugar a 10 000 rpm por 2
minutos para eluir el ADN. Se puede incubar de 37° a 55° para
incrementar la concentracion).

6. Una fraccion del ADN ‘eluido se analiz6 en gel de agarosa al 1% para
comprobar la correcta purificacion.

7. Se calculd la relacion molar del inserto-vector (3:1), utilizando la herramienta
bioinformética: Biomath Calculator® (Promega corporation, 2020), para
calcular-la cantidad de inserto necesaria y asi obtener un inserto adecuado.

8. Se clong el gen de tctp de B. bovis purificado, por medio de la tecnologia
TOPO TA Cloning® de Invitrogen®, el cual utiliza una con topoisomerasa |
la cual permite una clonacién rapida y eficiente para la insercion directa de
productos de PCR amplificados con polimerasa Taq (Life Technologies,
2014):

a. Se puso en un tubo de 0.2 ml estéril:

i. Cantidad del purificado calculado en la relacion inserto-vector
ii. 1 plde sales
iii. 1 pl de vector/topoisomerasa mix

iv. Cbp de agua libre de nucleasas
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b. Se agitdé suavemente e incubd en termociclador a 23°C por 30 min,
cuando fue necesario se dej6é a -20°C hasta que se continué el
protocolo (no mas de una semana).

9. Para la transformacion bacteriana se colocaron dos alicuotas de células E.
coli competentes, previamente preparadas por el personal del laboratorio, en
hielo por 30 min. Se agrego el producto de la clonacién en campana de flujo
laminar y se puso 30 s a 42°C, seguido por 5 minutos aproximadamente en
hielo por 5 min. Después se agregaron, en campana de bioseguridad, 250
pul de SOC (medio enriquecido para bacterias calcio-competentes) y, se
incubo a 37°C/ 1 hora sin agitacion.

10.EIl producto se puso en cajas de Petri con medio LB (Luria Berthani) con
ampicilina (100 pg/ml) dentro de una campana de flujo laminar, con puntas
estériles cerca de una lampara de alcohol, dividido en 3 cajas Petri: 50 pl,
150 ul y el resto. Se esparcieron con asa de cristal en L hasta que el producto
inoculado se secd y se incubaron por 12 horas a 37°C.

11.A las colonias que crecieron en cada una de las cajas de Petri con medio LB
se les realiz6é un PCR de colonia, utilizando el mismo programa que se utilizé
para amplificar el gen de TCTP en B. bovis, afiadiendo 2 minutos mas en el
tiempo de desnaturalizacion inicial. Ademas, cada una de las colonias
analizadas se sembraron en una caja de Petri con medio LB.

12.Se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 1% con el producto de
los PCR de cada colonia, observandose que el tamafio del inserto tuviera el
tamafio de banda esperado, segun el amplicon obtenido con los
oligonucledtidos disefiados para amplificar del gen de tctp de B. bovis (1199
pb). Se descartaron las clonas que presentan bandas diferentes a las
esperadas.

13.De las clonas donde se observd una banda del tamafio esperado se
escogieron 4, se pusieron en tubos conicos de 50 ml con caldo LB, que
proporciona los nutrientes necesarios para el crecimiento de las colonias y

un antibiotico (ampicilina a 100 pg/ml) y, se dej6 en incubacién con agitacion
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a 250 rpm 37°C/ 16 h de incubacion junto con la placa de Petri con medio
LB donde se sembraron las colonias.

14.Los tubos que se quedaron en incubacién se observaron y los turbios se
consideraron como positivos. Se extrajo ADN plasmidico con kit “Nllustra™
plasmidPred Mini Spin Kit 28-9042-69®” de GE Healthcare®, para extraery
purificar el ADN plasmidico de las células competentes, segun las
instrucciones del fabricante.

15.Se hizo una electroforesis en gel agarosa para verificar el inserto.

16.Se mantuvo a -20°C hasta utilizarlo.

6.2.6 Secuenciacion del gen de tctp de las diferentes cepas.

El DNA plasmidico resultado de la clonacion de los aislados de unidad de
produccién bovinas ubicadas en el estado de Zacatecas, Michoacan y en la ciudad
de Tepic se mandaron a secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la UNAM, se
envié a codificar usando los oligonucleétidos especificos del gen de tctp en sentido
delante y reversa y, los oligonucledtidos M13/pUC REVERSE (5°-TTG TGA GCG
GAT AAC AAT TTC-3") y T7 PRIMER (5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3).

6.2.7 Andlisis de la topologia de la TCTP.

Para predecir y poder comparar la estructura y funciones de esta proteina,
las secuencias obtenidas se compararon usando herramientas bioinformaticas. Se
obtuvo una secuencia consenso y se analizé la topologia de la proteina mediante
diferentes herramientas bioinformaticas. Se analiz6 la secuencia para predecir la
presencia de una region posible como péptido sefial con SignalP-5.0 (Almagro
Armenteros, et al.,, 2019), regiones transmembranales con TMHMM server 2.0
(Mdller, Croning, & Apweiler, 2001) y dominios de proteinas con Pfam (El-Gebali,
et al., 2019).
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6.2.7.1 Comparacion de la secuencia de animoacidos con la TCTP de otras
especies.

Para identificar la similitud de la TCTP de B. bovis con TCTP de otras
especies, se hizo un alineamiento multiple de las secuencias de aminoécidos con
la herramienta bioinformatica Clustal Omega (Madeira, et al., 2019) de la TCTP de
B. bovis con la TCTP de Bos Taurus (NCBI, NP_001014410.1) y la TCTP de Bos
indicus (NCBI, XP_019826794.1). También se hizo un alineamiento usando la
misma multiple con la herramienta bioinformética Clustal Omega (Madeira, et al.,
2019) de la TCTP de B. bovis con la TCTP de B. bigemina (NCBI,
XP_012768057.1), para ver la similitud entre estos.

6.2.7.2 Prediccion de la estructura terciaria de la TCTP de B. bovis.

Se usO la herramienta bioinformatica de modelado de homologia de
estructuras de proteinas Swiss Model Repository (Bienert, et al., 2017) para
predecir la estructura tridimensional de TCTP. Partiendo de la secuencia obtenida
de las cepas secuenciadas y, comparandose con la estructura tridimensional
descrita en la TCTP de P.falciparum (Eichhorn, Winter, Blichele, & al, 2013).

6.2.8 Prediccion de péptidos con alta probabilidad de ser epitopo B.

Para predecir regiones con alta probabilidad de ser epitopos B se usaron
programas de bioinformatica. Estos programas predicen, a partir de bases de datos
preexistentes, la posicion de epitopos segun las caracteristicas de los aminoacidos;
permitiendo identificar probables regiones hidrofilicas, flexibles, accesibles, giros,
superficies expuestas, polares y con propension antigénica. Se us6 BCEpred (Saha
& Raghava, BcdPred: Prediction of continuous B-cell epitopes in antigenic
sequences using physicochemical properties, 2004), Bepipred 2.0 (Jespersen,
Peters, Nielsen, & Marcatili, 2017) e IEDB (Vita, et al., 2018). Las predicciones se
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acomodaron en una hoja de datos Excel Microsoft Office® para identificar

facilmente las regiones con mayores predicciones de cada algoritmo.

A partir de las predicciones, se disefiaron en las regiones seleccionadas 4
péptidos entre 18 y 24 aminoacidos, nombrandolos Péptido TCTP | a IV. Se
sintetizaron quimicamente, 6 mg de cada péptido con la empresa Peptide 2.0
(Peptide 2.0, 2020), usando un formato MAPS 8 (péptidos antigénicos iguales
lineales), donde se unen 8 péptidos unidos a un nucleo de lisina dandole a la
molécula un mayor tamafio teniendo mayor probabilidad de producir altos titulos de

anticuerpos (Ganesharo Joshi, Dighe, Thakuria, Malik, & Kumar, 2013).

6.3 EVALUACION EL EFECTO DE LOS ANTICUERPOS CONTRA LATCTP
DE B. BOVIS EN EL ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION.

El manejo de los animales se hizo después de que el comité de bioética de
la FCN, UAQ aprobd el protocolo (15FCN2019).

6.3.1 Inmunizaciones con péptidos de B. bovis a conejos.

Para comprobar que los cuatro péptidos sintetizados generaran
anticuerpos se inmunizaron conejos; para esto se solubilizaron cada uno de los
péptidos en 100 pug/ml en PBS a una concentracion final de 100 pg/ml. Cada péptido
se prepar6 en una suspension con 30% del péptido diluido en PBS y 70% del
adyuvante Montanide ISA 71 VG® (Deville, Ben Arous, Bertrand, & Dupuis);
emulsionando con un sonicador hasta observar micelas homogéneas en el
microscopio (100x). Se prepararon 5 inmundgenos, uno por cada péptido mas un
control con PBS y adyuvante Montanide ISA 71 VG® y, se conservaron a 4°C hasta

Su uso.
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1. Se utilizaron conejos raza Nueva Zelanda de 6 semanas de edad. Previo a

cada inmunizacién se obtuvo 6 ml de sangre por puncién en la arteria auricular de

una oreja. La sangre se centrifug6 a 2500 rpm por 5 minutos, se separ6 el suero y

se congeld a -20°C identificado con numero de conejo y fecha de muestreo para

posteriores pruebas.

2. Se inmunizaron 2 conejos por cada péptido con 1ml del inmundgeno

preparado (100 pug/ml) dividido en dos inyecciones subcutaneas de 0.5 ml cada una,

una alrededor de los linfonodos preescapulares y la otra alrededor delos linfonodos

inguinales y dos conejos control inmunizados con Montanide ISA 71 VG al 70% con

PBS al 30%, siguiendo la relacion mostrada (cuadro 4).

Cuadro 4. Relacion de los conejos inmunizados con el péptido utilizado.

No. Conejo Péptido
2 Control negativo
6 Control negativo
7 TCTP IV
8 TCTP |
10 TCTP |
12 TCTP I
14 TCTP I
19 TCTP IV
20 TCTP IlI
22 TCTP I

3. Los conejos se inmunizaron cada 21 dias por 5 ocasiones (Cuadro 5), al final

se realizé una eutanasia a los conejos para la obtencion final de sangre.
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Cuadro 5. Calendario de inmunizacion y obtencién de sangre de conejos.

Actividad Fecha
Obtencién sangre pre-inmunizacion 4y 15/febrero/2020
Obtenci(’).n de s.angr(? pre-inmunizacion/ 12 o8/ febrero/2020
inmunizacion
Obtencidén de sangre 12 inmunizacién/ 22 inmunizacion 20/marzo/2020
Obtencién de sangre 22 inmunizacion/ 3% inmunizacion 10/abril/20202
Obtencién de sangre3?2 inmunizacion/ 42 inmunizacion 1/mayo/2020
Obtencidén de sangre 32 inmunizacién/ 42 inmunizacion 22/mayo/20202
Obtencién de sangre final/ eutanasia conejo 1/junio/2020

6.3.2 Inmunizacion de bovinos con los péptidos disefiados.

Se solubilizaron los péptidos I, Il y IV en PBS (pH 7.4) en una
concentracion final de 60 pg/ml, de cada uno de los péptidos, en la misma
suspension. Los péptidos se prepararon en una suspension con 30% de los
péptidos diluidos en PBS y 70% del adyuvante Montanide ISA 71 VG® (Deville, Ben
Arous, Bertrand, & Dupuis) emulsionando con sonicador cada uno hasta observar

micelas homogéneas en el microscopio (100x). Se conservé a 4°C hasta su uso.

1. Se utilizaron 8 bovinos machos de alrededor 10 meses de edad, con
diagnosticos previos negativos de B. bovis, B. bigemina, Brucella y
tuberculosis. Se dividieron en 2 grupos; el grupo control, inmunizado con el
PBS con adyuvante vy, el grupo inmunizado con la mezcla de péptidos. Se
obtuvo sangre antes de cada inmunizacién por puncién en la yugular,
obteniendo alrededor de 30 ml de sangre en tubos Vacutainer®, la cual se
centrifugdé a 2500 rpm por 5 minutos, se separo el suero y se congelo a
-20°C identificado con fecha y namero del bovino para su uso en pruebas

posteriores.
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2. Se inmunizaron 4 bovinos en cada grupo. El grupo inmunizado se inmunizé
con 1 ml de la mezcla de los péptidos II, 1lI, y IV (180 pg/ml) dividido en dos
inyecciones intramusculares de 0.5 ml cada una, alrededor de los linfonodos
preescapulares e inguinales y, el grupo control se inmuniz6 con Montanide
ISA 71 VG al 70% con PBS al 30%, siguiendo la relacion mostrada (cuadro
6).

Cuadro 6. Relacién de los becerros inmunizados con el inmunégeno-utilizado

No. bovino Péptido
7288
7280
9631
7281
7294
7289
7279
9648

Control negativo

TCTP

3. Ambos grupos de bovinos se inmunizaron cada 21 dias en 3 ocasiones

(Cuadro 7), tomando una muestra final de sangre previa al desafio

6.3.3 Desafio contra B. bovis en bovinos.

Para el desafio se activd una cepa de campo (procedente de Puebla) de B.
bovis en eritrocitos lavados, crio preservada en nitrogeno liquido y transportada en
nitrégeno liquido. Se limpid la zona con cloruro de benzalconio y se inoculd 1 mi
intravenoso y 1 ml intramuscular a una becerra de 8 meses de edad
esplenectomizada, proveniente del campus Amazcala de la FCN de la UAQ. Se le
hizo un seguimiento por 9 dias midiendo temperatura corporal, se obtuvo sangre

de yugular con el que se midié el volumen celular aglomerado, por medio del
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hematocrito y, se realizaron frotis sanguineos de capilares hasta observar una

parasitemia cuantificable.

Una vez que se obtuvo una parasitemia cuantificable se extrajeron 400 ml
aproximadamente de sangre de esta becerra utilizando matraces con perlas de
vidrio, agitando para separar la fibrina; previa limpieza y desinfeccion de la zona de
puncién. La sangre obtenida se centrifugd a 3500 rpm por 20 minutos a 4°C y se
retir6 el suero. Los eritrocitos obtenidos se lavaron con VYM (Vega, Buening,
Green, & Carson, 1985), centrifugando a 3500 rpm por 15 minutos a 4°C para quitar
suero y la capa leucocitaria, suspendiendo al final en VYM-a una proporcién 50:50.
Después se calcul6 el porcentaje de células infectadas contando el nimero de
eritrocitos por microlitros usando una camara de Neubauer y, contando el
porcentaje de células infectadas en un frotis-de los eritrocitos lavados tefiidos con
Giemsa. Se prepararon dosis infectivas con 1x108 con eritrocitos lavados infectados

con B. bovis.

Ambos grupos de bovinos se desafiaron 24 dias después de la 32
inmunizacién (Cuadro 6) con las dosis infectivas preparadas de eritrocitos lavados

infectados y se aplicaron de forma intramuscular.

6.3.4 Evaluacion de la respuesta en los bovinos.
Una vez desafiados se realiz6 un examen fisico diario a los bovinos
midieron y registraron diariamente por 15 dias los siguientes parametros (Cuadro
7):

e Temperatura corporal: se midi6 la temperatura de forma rectal usando un
termometro clinico de mercurio marca Predent®, colocandolo en el ano de
los bovinos en contacto con la mucosa por 1 minuto.

e Frecuencia cardiaca: Se usé un estetoscopio marca Checkatek E1-6S®,
auscultando entre la 32 y 6a costilla del lado izquierdo del bovino, por un

minuto.
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Frecuencia respiratoria: Se usé un estetoscopio marca Checkatek E1-6S®,
auscultando en la zona entre el borde supero posterior caudal de la
escapula, por debajo de las apofisis transversas de las vértebras toracicas y
lumbares hasta el penultimo espacio intercostal hasta el olecranon, por un
minuto.

Tiempo de llenado capilar: Se midié en la mucosa oral, presionando por 5
segundos y midiendo el tiempo que tarda en la coloracion inicial con
cronémetro digital.

Color de mucosas: se observé en la mucosa oral tomando como colores
posibles: rojo, rojo-rosa, rosa, rosa-blanco y blanco.

Volumen globular aglomerado (VCA): .Se obtuvo 6 ml sangre,
aproximadamente, de la vena coxigea con BD Vacutainer ® 6, se llenaron
dos tercios de tubos capilares con heparina KimbleChase® sellando un
extremo con calor y centrifugandolos por 10 minutos en una centrifuga de
microhematocrito modelo KHT-400® serie 914263 marca Gemmy®. Se
determiné el VCA usando el método de microhematocrito.

Porcentaje de eritrocitos infectados: Se obtuvo aproximadamente 6 mi
sangre de la vena coxigea con BD Vacutainer ® 6, con los que se realizaron
frotis sanguineas, los cuales se tifieron con un hemocolorante rapido marca
Hycel®, se observaron en un microscopio 100x contando la cantidad de
eritrocitos infectados en 200 eritrocitos.

Movimientos ruminales: se auscultdé con un estetoscopio marca Checkatek

E1-6S® sobre el hueco del ijar izquierdo, durante 2 minutos.

Para determinar la muerte clinica se considerd: la presencia de parasitos

en frotis sanguineo, mas de tres dias con una temperatura corporal >40.5 °C,

descenso el volumen celular aglomerado (>40%) y signos como anorexia,

depresion y letargia (Canto Alarcon, et al., 2003). Al determinarse la muerte clinica

los animales fueron tratados con Dipropionato de Imidorcab de Sanfer® a una dosis
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de 1ml/100 kg y Napzin® de PiSa Agropecuaria® (Meglubina de flunixin) a una
dosis de 1.1mg/kg cada 24 h hasta que la temperatura corporal disminuyé. Se
verifico la diferencia estadistica significativa entre los dos grupos, en cada variable,
con una prueba de T de Student para muestras independientes suponiendo

varianzas iguales.

Cuadro 7. Calendario de inmunizacién, obtencién de sangre, desafio con B. bovis y examen fisico
de los bovinos.

Actividad Dia Fecha

Obtencion de sangre pre-inmunizacion/ .

. o 0 14/ abril /2020
12 inmunizacién
Obtencién de sangre 12 inmunizacién/

) L 21 5/mayo/2020
22 inmunizacion
Obtencién de sangre 22 inmunizacién/

) L 42 26/mayo/2020
32 inmunizacion
Obtencién de sangre 32 inmunizacion 65 18/junio/2020
Desafio con B. bovis 66 19/junio/2020
Examen fisico de bovinos 67-81 20/junio-4/julio/2020

6.3.5 Inmunofluorescencia indirecta.
Para observar la especificidad de los anticuerpos generados contra la
proteina en B. bovis, una vez obtenidos los sueros de los conejos y los bovinos
inmunizados con los péptidos se hicieron pruebas de inmunofluorescencia

indirecta, siguiendo el siguiente protocolo:

1. Se utilizaron como antigeno laminas con frotis grueso de eritrocitos
lavados infectados con B. bovis con una parasitemia de 1.8%
previamente preparados congelados a -20°C.

2. Se sacaron las laminas congeladas y se dejaron secar las laminillas por
30 minutos con ventilador.

3. Sefijaron las laminillas en acetona puro (para suero de conejo) o acetona

90% + metanol 10% (para suero bovino) a -20°C por 30 minutos.
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. Se dejaron secar en ventilador y se dibujaron 6 circulos por laminilla con
esmalte de ufias color negro.

Las laminillas, utilizadas con suero bovino, se bloquearon con suero de
conejo sin inmunizar a una dilucion 1:100 filtrado con filtros de jeringa
estériles Corning®.

. Se usaron como anticuerpo primario los sueros de los animales,
diluyendo los sueros de conejo en 1:50 (sueros pre inmunizacion y 32
inmunizacién), de los bovinos en 1:60 (sueros re inmunizacién y 2da
inmunizacién) y 1:80 (sueros pre inmunizacién y: 32 inmunizacion);
incluyendo un control positivo (suero de bovino infectado con B. bovis, en
ambos casos) y un control negativo (PBS pH 7.4 en las laminas para
suero de conejo y suero de bovino no-infectado para las ldminas para
suero bovino).

Las laminillas se colocaron en una camara humeda y se dejaron incubar
por 30 minutos a 37°C.

Al finalizar se realizaron -3 lavados a las laminillas con movimientos
suaves por 5 minutos cada lavado, en una cubeta de tincion de vidrio con
PBS-Tween 1% (pH 7.4) y un lavado mas con agua destilada. Se dejaron
secar las laminillas con ventilador.

Se coloco en cada uno de los circulos en la laminilla el anticuerpo
secundario a una dilucion 1:200: anti IgG de conejo conjugado con Alexa
488 (Alexa fluor® 488-conjugated affiniPure donkey anti-rabbit IgG (H+L),
Cdédigo 711-545-142, Lote 116141, Jackson Immunoresearch®) o anti
IgG de bovino conjugado con Alexa 488 (Alexa fluor® 488-conjugated
affiniPure rabbit anti-bovine IgG (H+L) Cddigo 301-545-003, lote 99654,
respectivamente, y se dejaron incubar en camara humeda protegida de
la luz por 30 minutos a 37°C. En las IFI donde se uso el suero de la 32
inmunizacion se hizo un duplicado usando como ademas el marcador

fluorescente DAPI para observar el nicleo del parasito.

51



6

10. Al finalizar la incubaciéon del anticuerpo secundario, se realizaron 3
lavados a las laminillas con movimientos suaves por 5 minutos cada
lavado, en una cubeta de tincion de vidrio protegida de la luz con PBS-
Tween 1% (pH 7.4) y un lavado mas con agua destilada. Se dejaron secar
las laminillas con ventilador.

11. Se observaron las laminillas en el microscopio de fluorescencia a 100x

con glicerina fosfatada.

.3.6 Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA).

6.3.6.1  Titulacion de los péptidos TCTP 11,111, IV.

Se titularon los péptidos Il, Il y IV utilizados en la vacunaciéon de bovinos

por medio de ELISA.

1.

Se sensibilizaron placas de ELISA de 96 pozos Costar® (ref 3590) con una
concentracion inicial de 8 pg/ ml de cada uno de los péptidos, diluidos en
solucion tampon de carbonatos y, se hizo una dilucion seriada hasta 1ug/ ml.
Se cubri6 la placa con plastico para envoltura de alimentos y se dejé incubar
toda la noche a 4°C.

Las placas se lavaron con 200ul de PBS-T 0.05% (pH 7.4) en cada pozo 3
veces, secando entre cada lavado.

Se bloquearon todos los pozos de las placas con 200pul de leche descremada
diluida en PBS-T 0.05% (pH 7.4), se dejé incubar a 37°C/1 hora con agitacion
leve.

Las placas se lavaron 3 veces de la misma forma explicada anteriormente y
se adicionaron 100 pl de cada uno de los sueros de los 8 becerros por
triplicado previamente diluido en 1:500, con control de PBS y control de
conjugado.

Se incubaron a 37°C/1 hora y se lavé de la misma forma.
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6. Se colocaron en cada pozo 100ul del anticuerpo secundario anti IgG de
bovino (Peroxidase-conjugated affiniPure goat anti-bovine++ 1gG (H+L),
Cddigo 101-035-165, lote 132133, Jackson Immunoresearch®) a una
dilucion 1:6000, en leche descremada 2% diluida en PBS-T 0.05% y se
incub6 a 37°C/1 hora. Se lavaron las placas de la misma forma descrita
anteriormente mas un lavado adicional con PBS (pH 7.4).

7. Se puso 100ul de la solucién de revelado en cada pozo.

8. Se detecto6 la densidad Optica a 450 nm en un lector de absorbancia de
placas de ELISA (iMark™ Microplate Absorbance Reader, Biorad®) a los 10,
15, 20, 25 y 30 minutos.

6.3.6.2 Titulacién de anticuerpos en suero de bovinos inmunizados y grupo
control

1. Se sensibilizaron placas de ELISA de 96 pozos Costar® (ref 3590) con 100pl
de 4 pg/ ml de cada uno de los péptidos diluidos en buffer de carbonatos. Se
cubrié la placa con plastico para envoltura de alimentos y se dejo incubar
toda la noche a 4°C.

2. Las placas se lavaron con 200 pl de PBS-T 0.05% (pH 7.4) en cada pozo 3
veces, secando entre cada lavado.

3. Se bloquearon todos los pozos con 200ul de leche descremada diluida en
PBS-T 0.05% (pH 7.4), se dejo incubar a 37°C/1 hora con agitacién leve. Las
placas se lavaron 3 veces de la misma forma explicada anteriormente.

4. Se adicion6 100 pl de los sueros de cada animal pre inmunizacion y de la 32
inmunizacién por triplicado previamente diluido en 1:500 y se realizaron 11
diluciones seriadas hasta 1:1 240 000, con control de PBS y control de
conjugado.

5. Las placas se incubaron a 37°C/1 hora y se lavaron de la misma forma.
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. Se coloc6 en cada pozo 100ul del anticuerpo secundario anti IgG de bovino
(Peroxidase-conjugated affiniPure goat anti-bovine++ IgG (H+L), Cddigo
101-035-165, lote 132133, Jackson Immunoresearch®) a una dilucion
1:6000, en leche descremada 2% diluida en PBS-T 0.05% y se incubd a
37°C/1 hora. Las placas se lavaron de la misma forma mas un-lavado
adicional con PBS (pH 7.4).

7. Se pusieron 100pl de la solucion de revelado en cada pozo.

. Se detect6 la densidad Optica a 450 nm en un lector de absorbancia de
placas de ELISA (iMark™ Microplate Absorbance Reader, Biorad®) a los 10,
15, 20, 25 y 30 minutos.

. Se calculé la diferencia estadistica significativa entre el suero pre
inmunizacién y de la 32 inmunizacion en lamisma dilucion, usando el analisis

estadistico de T de Student para muestras pareadas (P<=0.05).

6.3.6.3 Determinacion de anticuerpos

. Se sensibilizaron placas de ELISA de 96 pozos Costar® (ref 3590) con 100ul
de 4 pg/ ml de cada uno de los péptidos diluidos en solucion tampon de
carbonatos. Se cubrio la placa con plastico para envoltura de alimentos y se
dejé incubar toda la noche a 4°C.

. Las placas se lavaron con 200ul en cada pozo de PBS-T 0.05% (pH 7.4) 3
veces, secando entre cada lavado.

. Se bloguearon todos los pozos con 200ul de leche descremada al 5% diluida
en PBS-T 0.05% (pH 7.4), se dej6 incubar a 37°C/1 hora con agitacion leve.
Las palcas se lavaron 3 veces de la misma forma explicada anteriormente.

. Se adicionaron 100 pl de cada uno de los sueros de cada animal pre
inmunizacién, primera, segunda y tercera inmunizacion por triplicado

previamente diluido en 1:4000, con control de PBS y control de conjugado.
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5. Las placas se incubaron a 37°C/1 hora y se lavaron de la misma forma.

6. Se colocaron en cada pozo 100ul del anticuerpo secundario anti IgG de
bovino (Peroxidase-conjugated affiniPure goat anti-bovine++ 1gG (H+L),
Cdédigo 101-035-165, lote 132133, Jackson Immunoresearch®) a una
dilucién 1:6000, en leche descremada 2% diluida en PBS-T 0.05% y se
incubd a 37°C/1 hora. Se lavaron de la misma forma mas un lavado adicional
con PBS (pH 7.4).

7. Se pusieron 100pl de la solucion de revelado en cada pozo.

8. Se detectd la densidad Optica a 450 nm en un lector de absorbancia de
placas de ELISA (iMark™ Microplate Absorbance Reader, Biorad®) a los 10,
15, 20, 25 y 30 minutos.

6.5.6.4 Titulacion de anticuerpos totales

Para analizar si existia una diferencia en la cantidad de anticuerpos totales
entre los animales del grupo control y vacunado, se hizo una titulacién de los
anticuerpos totales en el suero de los bovinos. Considerando que, la actividad de
los anticuerpos estimulados por la inmunizacion con los péptidos, podrian interferir
en la union de la TCTP de B. bovis en las células B de los bovinos; permitiendo asi,
gue la TCTP de los bovinos se una al receptor especifico de las células B del bovino

y las active, aumentando la cantidad de anticuerpos totales.

La titulacién de los anticuerpos totales se realiz6 con el suero de los
bovinos pre inmunizacion, el suero de la 32 inmunizacion (pre desafio) y el suero

tomado 20 dias después del desafio, segun el siguiente protocolo:

1. Se sensibilizaron placas de ELISA de 96 pozos Costar® (ref 3590) con 100
pl de los sueros de cada inmunizacién de animal, a una dilucion 1:100 en

buffer de carbonatos por triplicado y, se hizo una dilucién seriada e base 10
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hasta 1: 1:100 000 000 000. Las placas se cubrieron con plastico para
envoltura de alimentos y, se dejaron incubar toda la noche a 4°C.

. Las placas se lavaron con 200ul en cada pozo de PBS-T 0.05% (pH 7.4), 3
veces, secando entre cada lavado.

. Se bloguearon todos los pozos con 200ul de leche descremada al 5% diluida
en PBS-T 0.05% (pH 7.4), se dejé incubar a 37°C/1 hora con agitacién leve.
Se lavaron 3 veces de la misma forma explicada anteriormente.

. Se colocaron en cada pozo 100ul del anticuerpo secundario anti IgG de
bovino (Peroxidase-conjugated affiniPure goat anti-bovine++ IgG (H+L),
Cddigo 101-035-165, lote 132133, Jackson ‘Immunoresearch®) a una
dilucion 1:6000, en leche descremada 2% diluida en PBS-T 0.05% y se
incubo a 37°C/1 hora. Se lavo de la misma forma mas un lavado adicional
con PBS (pH 7.4).

. Se puso 100pl de la solucién de revelado en cada pozo.

6. Se detectd la densidad éptica a 450 nm en un lector de absorbancia de

placas de ELISA (iMark™ Microplate Absorbance Reader, Biorad®) a los 20,
25, 30 y 35 minutos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 OBTENCION DE CEPAS DE B. BOVIS.
7.1.1 Extraccion de hemolinfa.
Se extrajo hemolinfa de garrapatas provenientes de los estados de
Veracruz, Puebla y Nayarit. Al observarlos al microscopio, en los frotis de hemolinfa
de garrapatas provenientes de Tepic, Nayarit y de Hueltamalco, Puebla se

encontraron quinetos (Figura 11).
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Figura 11. Quinetos en hemolinfa de garrapatas provenientes de A: “El verdirefo”, Nayarit y de B:
“Santa Cruz”, Puebla.

7.1.2 Extraccion de ADN
El ADN extraido de las diferentes muestras se analizdé en un gel agarosa
observando su-integridad. En el ADN extraido de Chiapas y de la unidad de
produccion “Buena vista”, Ayotaxco de Guerrero, Puebla se observé degradado.
Mientras el ADN extraido de las unidades de produccion “Sta. Cruz” y “El paraiso”
en Puebla y de las muestras procedentes de Veracruz, Tamaulipas y Colima,
estaba integro (figura 12).
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1500 pb
1500 pb

1000 ob
1000 pb

Figura 12. Gel de integridad del ADN extraido. 1: Marcador de talla molecular 1 KB, 2: ADN extraido
de larvas de Nayarit, 3: ADN extraido de garrapatas de Tamaulipas, 4: Marcador de tamafio
molecular 5: ADN extraido de garrapatas de “Buena vista”, 6: ADN extraido de garrapatas de “Sta.
Cruz”, 7: ADN extraido de garrapatas de “Sta. Cruz”, 8: ADN extraido de garrapatas de “El paraiso”,
9: ADN extraido de garrapatas de “El paraiso”, 10: ADN extraido de sangre de bovinos de Chiapas,
11: ADN extraido de sangre de bovinos de-Veracruz, 12: ADN extraido de sangre de bovinos de
Colima.

7.1.3 Diagnostico de Babesia bovis y bigemina por PCR anidado.

Las muestras extraidas de ADN se analizaron con PCR anidado. Se
observaron las bandas del tamafio esperado a B. bovis (196 pb) en las larvas y
garrapatas de Puebla y en 2 muestras del papel de celulosa de Trinidad y Tobago.
Y, se observaron bandas del tamafio esperado para a B. bigemina (250 pb) en las

larvas y garrapatas de Puebla y un aislado de Trinidad y Tobago (Figura 13).
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Figura 13. PCR diagnéstico de B. bovis y B bigemina.1: marcador de talla molecular 1 kb, 2: control
positivo, 3: control negativo, 4: larvas “Sta. Cruz”, Puebla, 5: Garrapatas, “Sta. Cruz’, Puebla, 6:
Garrapatas “Sta. Cruz”, Puebla, 7: R91 Trinidad y Tobago, 8: R85 trinidad y Tobago, 9: Vacio, 10:
Marcador de talla molecular 1kb, 11: control positivo, 12: control negativo, 13: larvas “Sta. Cruz”,
Puebla, 14: Garrapata “Sta. Cruz’, Puebla, 15: Garrapatas “Sta. Cruz, Puebla”, 16: R91 T&T, 17:
R85 T&T.

7.2 CARACTERIZACION DEL GEN TCTP DE B. BOVIS.

7.2.1 ldentificacién del gen de tctp de B. bovis por bioinformatica.

Al alinear la secuencia de aminoacido de TCTP de B. bovis y de P.
falciparum, se orbserv6 una porcentaje de cobertura en la proteina del 93% y una
identidad del 58% (Figura 14). Mediante las herramientas bioinforméticas se
identifico la secuencia de nucleétidos dentro del genoma de B. bovis, esté se
encuentra en el cromosoma 4, conformado por 889 pb con 3 exones y 2 intrones
(Figura 15). Se encuentra en la base de datos del NCBI con el Gene Id: 5478636
(U.S. National Library of Medicine, 2020).
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histamine-releasing factor [Babesia bovis T2Bo]

Sequence ID: XP_001610402.1 Length: 175 Number of Matches: 1
e See 2 maore lifle(s)
Per

Range 1: 1 to 175 GenPept  Graphics

Score Expect Method Tdentities Positives Gaps
208 bits(529) 1le-65 Compositional matrix adjust. 102/175(58%) 129/175(73%) 4/175(2%)

Query 5 MEVFEKOVFTNDEVCSDSYVOQDPFEVPEFRETAFEVEKSHNKRIKGNEDYGIA- -DNSEDAY 62
, M VKDHFT DEVCSDHY +PF+ PEF +AFEVKS+K KGNEDYGIA D+ E
shict 1 MLVYKDLFTGDEVCSDAY THLNPFDNPEFASVAFEVESSKVAKGNEDYGIACNDDEEGGG 6@

Query 63 EGMGAD--VERVIDIVDSFQLTSTAFSKKEYSAYIKNYMOKVAKY LEEKKPDRVETFETK 120
+ AD VE VIDIVD+F+L T F+K EY+ YIK Y+++V +LEE PD+V FK
shjct &1 SEVAADPTVEMVIDIVDAFRLOQETPFTKAEYTGYIKKYTKRVTAHLEENAPDEVTSFKDD 126

Query 121 AQPFIKHILTNFDOFEFYMGESLDMEAGLIVSYYKGEELTPRFVYISDGLFEEKY 175
0 F+KH+L NF DFEFY+GESLIHEAGHIY+YY GEE+ PR VYT + L EE+Y
Shict 121 IQKFVEHVLGNFSOFEFYIGESLDLEAGLIYAYYNGEELAPRLVYIKEALTEERY 175

Figura 14. Alineamiento de la proteina de TCTP de P. falciparum y B. bovis.

Babesia bovis T2Bo chromosome 4 gcontig_1104837696308, whole genome shotgun
sequence
NCB| Reference Sequence: NW_D01820857 1

Link To. This View | Focdback

= MW O0LEI0ESZ.1 - | Find: o Tools - | ¥ Tracks - 3 =
PG SBE a7 [za7. 3ea a7 be =0T Sen |EEr [ee7 Fen
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Figura 15. Gen de tctp en el genoma de B. bows con 3 exones y dos intrones.

7.2.2 Disefio de oligonucleotidos
Una vez identificado el gen de tctp dentro del genoma de B. bovis, se
disefaron oligonucleotidos en sentido y anti sentido para amplificar el gen completo
incluyendo sus-intrones siguiendo los lineamientos necesarios para su disefio
(cuadro 8) y se mandaron a sintetizar en el IBT, UNAM. Estos amplificaron un
fragmento de 1119 pb del genoma de B. bovis, amplificado el gen de tctp completo

con.intrones (figura 16).
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Cuadro 8. Caracteristicas de los oligonucle6tidos usados para amplificar el gen de tctp en el genoma
de B. bovis.

TGA TGT CAC AAG
GGATGT GC

20 50% 55.3°C -2.41 -5.25
-4.64

ATA CCG TAG TCC

TCG TTT CC 21

42.9% 52.6°C ‘ -0.04 ‘ -4.64

TTTCTCAAATCCATGCTTCTCATCTGCTAGTAGCTTATCTTTCGCARATTGATICGTCARATGCTTGCGE
ARGCTGTCTTCCGAGCCTTTGAATTTTAACACTTCTATTGCACT T .~ T
ATGARRATTCTTTATGCAAAATGGATCCTAGTGTGTCCATAT TTATTAT TTACAAATATATATGTGTAAT

TTGCATTTTACATCTGTATGTAGTGCCGTTGTTGGCCTATATAGACATATTCACCATAGCGCCCTGCTAC
CAAGACAGCTGCCACTAATATGAACARATTAGACCGACTATT

ATGAARATGTGGAATAATCCAGTTATCGGTTTARAATTTAGCGTCTTTA
TCCTAATTAGTATGGGGGATCGCCGEACGTTT GGGGTTTGATTGA
CTAGATTGCGGGCTTATTAACCCGCAATATGTGAGTCGTTCCCTAGTATAACTTATTCGTGTCATATTCA

i

Figura 16. Fragmento del genoma de B. bovis con el gen de tctp amplificado por los oligonucleétidos
disefiados. El resaltado morado indica la localizacion del oligonucledtido en sentido, el resaltado
verde indica la localizacion del oligonucleétido en anti sentido, el resaltado azul indica el gen de tctp
y las letras azules indican el fragmento amplificado de 1199 pb por los oligonucledétidos.

7.2.3 Estandarizacion de PCR.
Una vez recibidos los nucleétidos se estandarizaron usando dos muestras
de B. bovis: Sta. Cruz, Puebla y de Zacatecas. Se realizé un gradiente de
temperatura de alineamiento de 55 a 64°C, decidiendo que la mejor temperatura

para la mejor amplificacion del gen es de 56°C (figura 17).
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7.2.4 Amplificacion del gen de tctp por PCR.
Siguiendo el programa de PCR estandarizado, se amplificaron fragmentos
del tamafio esperado (1119 pb) en los aislados de B. bovis de Michoacan, T2Bo,
Zacatecas, Trinidad & Tobago, Tepic y Santa cruz (Puebla), usando el marcador de

talla molecular de 1 kb HypperLadder™ de Bioline® (figura 18).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1500 pb

1000 pb

Figura 17. Gradiente de temperatura de alineamiento para amplificar el gen de tctp con los
oligonucledtidos especificos en el genoma B. bovis. 1: marcador de talla molecular 1 kb, 2: control
negativo 58°C, 3: B. bovis Zacatecas 58°C, 4: B. bovis Puebla 58°C, 5: control negativo 57°C, 6: B.
bovis Zacatecas 57°C 7: B. bovis Puebla 57°C, 8: control negativo 56°C, 9: B. bovis Zacatecas 56°C,
10: B. bovis Puebla 56°C, 11: control positivo 55°C, 12: B. bovis Zacatecas 55°C, 13: B. bovis Puebla
57°C. Amplicén esperado 1199 pb.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 18. Amplificacion del gen de tctp en diferentes aislados de B.bovis: 1: marcador de talla
molecular, 2: control negativo, 3: ADN B. bovis Michoacén, 4: ADN B. bovis Michoacéan, 5: Control
positivo, 6: ADN B. bovis T2Bo, 7: ADN B. bovis Jalisco, 8:ADN B. bovis Tepic, 9: ADN B. bovis
Michoacan, 10: ADN B. bovis Zacatecas. Tamafio de banda esperado 1199 pb.

1500 pb

1000pb
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7.2.5 Clonacion del gen de tctp de diferentes aisaldos.

En la clonacién del gen de tctp, se lograron obtener diferentes colonias
positivas de las clonas del gen de tctp en aislados de B. bovis de Zacatecas, Tepic,
la cepa T2Bo y Michoacéan (figura 19 y 20). Las colonias positivas se dejaron crecetr,
se extrajo ADN plasmidico y, se midi6 la concentracion por espectrofotometria en
Nanodrop® (Cuadro 9).

11 12 14 15

1500 pb
1000 pb

Figura 19. PCR de las colonias clonadas del gende tctp de B. bovis aisladas de la cepa de referencia
T2Bo y Zacatecas. 1: Marcador de talla molecular, 2: Control negativo, 3: control positivo, 4: Clona
1 T2Bo, 5: Clona 2 T2Bo, 6: Clona 3 T2Bo, 7: Clona 4 T2Bo, 8: Clona 5 T2Bo, 9: Clona 6 T2Bo, 10:
clona 1 Zacatecas, 11: clona 2 Zacatecas, 12: clona 3 Zacatecas; 13: clona 4 Zacatecas, 14: clona
5 Zacatecas, 15: clona 16 Zacatecas, 16: clona 7 Zacatecas. Tamafo esperado de banda 1199 pb.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 20. PCR de las colonias clonadas del gen de tctp de B. bovis aisladas de Michocan y Tepic.
1: Marcador de talla molecular, 2: Control negativo, 3: control positivo, 4: Clona 1 Michoacan, 5:
Clona 2 Michoacén, 6: Clona 3 Michocén, 7: Clona 4 Michoacén, 8: Clona 5 Michoacan, 9: Clona
6tepic Michoacan, 10: clona 1 Tepic, 11: clona 2 Tepic, 12: clona 3 Tepic; 13: clona 4 Tepic, 14:
clona 5 Tepic, 15: clona 6 Tepic. Tamafio esperado de banda 1199 pb.

1500 pb

1000 pb
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[ <] <JN <M <]

Aislado | Concentracion Aislado Concentracion
o 7 14.9 ng/ul
c
% 6 12.8 ng/yl \g 2 17.95 ng/pl
N 4 19.9 ng/ul 2
. 5 17.8 ng/pl
2 16.7 ng/ul =
o
'05). 5 24 ng/pul
T 6 22.65 ng/pl

Cuadro 9. Nanogramos por microlitros de ADN plasmidico medido por espectofotometria de las
diferentes colonias de los asilados de B. bovis de Zacatecas, Michoacan y Tepic.

7.2.6 Secuenciacion del gen de tctp de las diferentes cepas.

Se recibieron varios electroferogramas de las secuencias secuenciadas y
fueron editadas. Se hizo un alineamiento con la herramienta bioinforméatica BLAST
con la secuencia del gen tctp reportada en el NCBI, observando una similitud en el
porcentaje de identidad de nucledtidos del 99.2% en la secuencia de tctp del aislado
de B. bovis de Zacatecas (Figura 21) y del 99.6% % en la secuencia de tctp del
aislado de B. bovis de Michoacan; y un 100% de identidad en aminoacidos en

ambas secuencias, con lo que se obtuvo una secuencia consenso (Figura 22).

Max  Toial Query E Per.

Descrpfion Score Score Cover value  dent Aucession
Babesia bovis BBOV 4004730 mRNA for histamine-releasing factor, putative, complete cds, clone: XBBk017152 strain; Texas 496 1199 65% 00 99.20% AK441563.1
Babesia hovis histamine-releasing factor, putative (BBOV 1V004730) partial mRNA 870 150 2% 00 9917% XM 0016103521
Babesia bowis WY ND finger domain protein, putative (BBOV 1V004720) partial mRNA 176 176 9%  5e-40 100.00% XM 0016103511

Babesia bovis BBOV 11004720 mRNA for MYND finger domain protein, putative, complete cds, clone: XBBK023288, sirain: Texas 169 169 8%  3e-37 100.00% AK4419311

Figura 21. Resultado del alineamiento de nucleétidos con la herramienta Blast del NCBI de la
secuencia de tctp de B. bovis de Zacatecas.

Secuencia predicha de aminoacidos:
MVIDIVDAFRLQETPFTKAEYTGYIKKYIKRVTAHLEENAPDKVTSFKDDIQKFVK
HVLGNFSDFEFYIGESLDLEAGLIYAYYNGEELAPRLVYIKEALTEERY

Figura 22. Secuencia consenso del gen de tctp de los aislados de B. bovis utilizados.
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7.2.7 Andlisis de la topologia de la TCTP.
En el analisis de la topologia usando herramientas bioinformaticas, no se

pudo predecir un péptido sefial (figura 23), ni dominios transmembranales (figura

24) y se predijo un dominio de proteina TCTP (figura 25).

SignalP-5.0 predicien (Eubaryak Saquence
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Proteln sequence

Figura 23. Prediccion de la presencia de péptido sefal en la secuencia de aminoacidos de TCTP
con la herramienta bioinformatica Signal P.
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Figura24. Prediccion de la presencia de regiones transmembranales en la secuencia de
aminoacidos de TCTP con la herramienta bioinformatica TMHMM 2.0.

| Envelope | Alignment | HMM HMM | Bit Predicted | Show/hide

E-value

End | Start | End | From | To | length | score | activesites | alignment

TCTR  Translationally controlled tumeur protei .~ Domain  CLOOSO 1 165 166 1824 B.1e-54
S VIV tgHERFsDsy. . . Kike. . Wkdginyevepkat kkegnid] i ganasacese  eguddevekndivdfifriqet i
HTCH 4 & HOHHY B T mEe o
e ’ 08B74443325.57 BEETITY
#5EQ L PFIMp=FRA

Figura 25. Prediccién de dominios de proteina TCTP en la secuencia de aminoacidos de TCTP con
la herramienta bioinformética Pfam.
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7.2.7.1 Comparacion con la TCTP de otras especies.
En el alineamiento mdltiple entre la TCTP de Bos taurus, Bos indicus y B.
bovis (figura 26) se encontré un 100% de identidad entre TCTP de Bos taurus y
Bos indicus. Entre estos y la TCTP de B. bovis se encontré una identidad del

31.76%, en la secuencia de aminoacidos (figura 27).

B.T. MITYRDLISHDEMFSDIYKIREVADGL----- CLEVEGKMVSRTEGNIDDSLIGGNASAE 55

B.I. MIIYRDLISHDEMFSDIYKIREVADGL----- CLEVEGKMVSRTEGMNIDDSLIGGNASAE 55

B.bov MLVYKDLFTGDEVCSDAYTHLNPFDNPEFASVAFEVKSSK - -VAKGNEDYGIACNDDEEG 58

o pEE L R owE oW o= LR L

B.T. GPEGEGTESTVITGVDIVMNHHLQETSFTKEAYKKYIKDYMKSIKGKLEEQRPERVKPFM 115

B.I. GPEGEGTESTVITGWDIVMNHHLQETSFTKEAYKKYIKDYMKSIKGKLEEQRPERVKPFM 115

B.bov GGSSU&&DPTVEHVIDIVD&FRLQETPFTK&EYTGYIKKYIKRVT&HLEEH&PDKVTSFK 118
v £ & *** . 3":":":" R *_ *** * * -yt :"3"3" :'::::<_ *

B.T. TGAAEQTIKHILANFKNYQF FIGENMNPDGMVAL LDYREDGVTPYMIFFKDGLEMEKC 172

B.I. TGAAEQIKHILANFKNYQFFIGENMNPDGMVALLDYREDGVTPYMIFFKDGLEMEKC 172

B.bov DDIQKFUKHVLGNFSDFEFYIGESLDLE&GLIY&YYNGEELﬂPRLUYIKEﬂLTEERY 175
SHK K KE e EEE - * T o

Figura 26. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoécidos de la TCTP de Bos taurus (B.T.),
Bos indicus (B.l.) y B. bovis (B.bov).

1: B.T. l8e.08 1oB.8e 31.76
2: B.I. 189 .08 100.8e 31.76
3: B.bov 31.76 31.76 189.89

Figura 27. Matriz de identidad porcentual entre la secuencia de aminoécidos de TCTP de Bos taurus
taurus (B.T.), Bos indicus (B.l.) y B. bovis (B.bov).

En-el alineamiento multiple entre la TCTP de B. bovis y B. bigemina (figura
28) se encontr6é un 86.29% de identidad, en la secuencia de aminoéacidos (figura
29).
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B.bovis MLVYKDLFTGDEVCSDAYTHLNPFDNPEFASVAFEVKSSKVAKGNEDYGIACNDD----- 55

B.bigemina MLVYKDLFTGDEVCSDAYAHLNPFDNADFANVAFEVKSNKVAKGNEDYGIACHDDNGLNA 68
EEEEREEERREEERERER  RRRREEE Rk RREEREE REEERREERREERREE

B.bovis - -EEGGGSSVAADPTYEMVIDIVDAFRLOETPFTKAEYTGY IKKYIKRVTAHLEENAPDK 113

B.bigemina LSEEGGSSGPAADPGVEMVIDVVDAFRLQETPFTKAEYTSY IKKYIKRVATHLEENQFDR 12e
EEEE R NEER EOREREE . ERMRERRREREEREEEE ERREREERE. CEEEEE EE.

B.bovis VTSFKDDIQKFVKHVLGNFSDFEFYIGESLDLEAGLIYAYYNGEELAPRLVYIKEALTEE 173

B.bigemina VAAFKTDIQNFVKHVLSNFNDFEFYIGESLDLEAGLVYAYYNGEEVAPRLVYIKDALTEE 188
Mook EEE L RCRREE  RR KR RMGORREHRRER R, RRRERRE . R RER R R R, KRR

B.bovis RY 175

B.bigemina RY 182
*

Figura 28. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoécidos de la TCTP de B. bovis y B.
bigemina.

1: B.bovis 186.00 86.29
2: B.bigemina 86.29 186.00

Figura 29. Matriz de identidad porcentual entre la secuencia de aminoécidos de TCTP de B. bovis y
B. bigemina.

7.2.7.2 Prediccion de la estructura terciaria de la TCTP de B. bovis.

Usando un modelado bioinforméatico se predijo la estructura
tridimensional de la TCTP obtenida de las cepas secuenciadas (figura 30), se
predijo una estructura terciaria muy similar a la descrita en P. falciparum, con la
hélice alfa caracteristica de la TCTP en organismos del filo Apicomplexa, entre los

aminoacidos 23y el 31 (figura 31).

7.2.8 Prediccion de péptidos con alta probabilidad de ser epitopo B.
Con las predicciones hechas por los programas bioinformaticas, en la
secuencia concenso de aminoacidos predicha sin exones se identificaron las
regiones con mayores posibilidades de ser epitopos B (figura 32) y, se

seleccionaron 4 regiones para ser sintetizados como péptidos (figura 33).
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Figura 30. Prediccion bioinformaética de la estructura tridimensional de la TCTP de B. bovis a partir
de la secuencia de aminodcidos obtenida.

o
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Figura 31. Alineamiento de la estructura terciaria de TCTP de P. falciparum (3p3k.1.A) y de la
secuencia concenso predicha de las secuencias obtenidas de B. bovis (Model_03). Las flechas
verdes sobre las secuencias indican la prediccion de laminas (3 y los recuadros lilas las hélices a.
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Figura 32. Prediccion de regiones con probabilidad de ser epitopos B, las marcas azules indican las
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regiones predichas por las diferentes herramientas bioinforméticas y en rosa las regiones

seleccionadas para sintetizar como péptidos.
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7.3 EVALUACION EL EFECTO DE LOS ANTICUERPOS CONTRA LA TCTP DE
B. BOVIS EN EL ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION.

7.3.1 Inmunofluorescencia indirecta.

7.3.1.1 Inmunofluorescencia indirecta con suero de conejos

Se usaron los sueros pre inmunizacion y de la 32 inmunizacibn como
anticuerpo primario, usando como referencia los sueros pre inmunizacion de cada
conejo. Se analizo que en el suero de los conejos inmunizados con el péptido | se
observaron, en el suero del conejo 8, eritrocitos infectados con una fluorescencia
con distribucion citoplasmatica y, en el conejo 10, no se observan claramente los
merozoitos de B. bovis (figura 34). En las laminillas donde se usé el suero de la 32
inmunizacién de conejos inmunizados con el péptido Il, en los conejos 12 y 14, se
observaron eritrocitos infectados (figura 35). Cuando se uso el suero de la 32
inmunizacion de conejos inmunizados con el péptido Ill, en los conejos 20 y 22 no
se observaron claramente eritrocitos infectados (figura 36) y, en las que se uso el
suero de la 32 inmunizacién de conejos inmunizados con el péptido IV, se puede
observar, en el suero del conejo 17, eritrocitos infectados con fluorescencia con
distribucion citoplasmatica, mientras que, en el conejo 19, no se observan
claramente los merozoitos de B. bovis (figura 37). Al no tener sefiales positivas
claras se decidi6 hacer dos inmunizaciones mas. Sin embargo, se logr6é observar
gue-los péptidos son inmunogénicos debido a que se observd sefial positiva. La
sefial no fue observada cuando el frotis con glébulos rojos infectado fue incubado
con el suero pre inmunizacion o el suero de los conejos control inmunizados con

adyuvante.
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Figura 34. Inmunofluorescencia del suero de los conejos inmunizados con el péptido | de TCTP de

B. bovis, a una dilucién 1:50. A: suero pre inmunizacion conejo 8, B: suero pre inmunizacién conejo
10, C: suero 32 inmunizacion conejo 8, D: suero-32 inmunizacion conejo 10.

A .

Figura 35. Inmunofluorescencia del suero de los conejos inmunizados con el péptido Il de TCTP de
B. bovis, a una dilucién 1:50. A: suero pre inmunizacion conejo 12, B: suero pre inmunizacién conejo
14, C: suero 32 inmunizacion conejo 12, D: suero 32 inmunizacion conejo 14.
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Figura 36. Inmunofluorescencia del suero de los conejos inmunizados con el péptido Il de TCTP de
B. bovis, a una dilucién 1:50. A: suero pre inmunizaciénconejo 20, B: suero pre inmunizaciéon conejo
22, C: suero 32 inmunizacion conejo 20, D: suero 32 inmunizacién conejo 22.
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Figura 37. Inmunofluorescencia del suero de los conejos inmunizados con el péptido IV de TCTP de
B. bovis, a una dilucién 1:50. A: suero pre inmunizacién conejo 7, B: suero pre inmunizacién conejo
19, C: suero 32 inmunizacién conejo 7, D: suero 32 inmunizacién conejo 19.
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7.3.1.2 Inmunofluorescencia indirecta suero de bovinos, segunda
inmunizacion.

Para examinar la presencia de anticuerpos circulantes en los bovinos,
después de la 2da inmunizacién se hicieron pruebas de Inmunofluorescencia
indirecta usando como anticuerpo primario el suero de dos bovinos de cada grupo
(control y vacunados). En las IFI con el suero de la segunda inmunizacion de los
animales del grupo vacunado (7294 y 7279) se observaron eritrocitos parasitados
(figura 38), mientras que en los frotis de eritrocitos infectados. con B. bovis
incubados con el suero pre inmunizacion y el suero del grupo control inmunizado
con adyuvante (7280 y 9631) no se observaron sefales claras de eritrocitos
infectados (figura 39); por lo que se decidi6 empezar con el desafio. Los controles
negativo y positivo en laminilla tuvieron resultados correspondientes (figura 40).

5pm S pm
— —

Figura 38. Inmunofluorescencia indirecta del suero de la 22 inmunizacién de los bovinos inmunizados
con la mezcla de péptidos de TCTP de B. bovis, a una dilucién 1:60. A: suero pre inmunizacién
bovino 7294, B: suero pre inmunizacion bovino 7279, C: suero 22 inmunizacion bovino 7294, D:
suero 22 inmunizacion bovino 7279.
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Figura 39. Inmunofluorescencia indirecta del suero de la 22 inmunizacién de los bovinos del grupo
control A: suero pre inmunizacion bovino 7280, B: suero pre inmunizacién bovino 9631, C: suero 22
inmunizacion bovino 7280, D: suero 22 inmunizacion bovino 9631.
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Figura 40. Controles de la inmunofluorescencia indirecta con suero de bovinos. A: Control negativo
de la laminilla, inmunofluorescencia con suero de un bovino sano no infectado. B: Control positivo
de la laminilla, inmunofluorescencia indirecta con suero de un bovino infectado con B. bovis.
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7.3.1.3 Inmunofluorescencia indirecta suero de bovinos, tercera inmunizacion.
Para evitar observar reacciones inespecificas en la IFl, se bloquearon los
frotis de eritrocitos lavados infectados con B. bovis, con suero de conejo sano antes
de poner el suero de los bovinos; se uso el suero de los bovinos pre inmunizacion
y de la 3% inmunizacién, usando como anticuerpo secundario DAPI y Alexa 488. En
los frotis de eritrocitos infectados con B. bovis incubados con el suero de los
animales del grupo control inmunizados con adyuvante no se observaron eritrocitos
infectados (figura 41 a 44), de igual manera que al ser incubados con los sueros
pre inmunizacion. En el grupo de animales vacunados, con el suero del becerro
7289 se observa pocos eritrocitos infectados correspondientes con el frotis
marcado con DAPI (figura 45), en la IFls con los sueros de los becerros 7279 y
7294 se observan eritrocitos infectados correspondientes con las marcas por DAPI,
aunque no se ven claramente (figura 46 y 47 respectivamente) y, en el becerro 9648
se observan claramente los eritrocitos infectados correspondientes con la tincién
con DAPI (figura 48). Los controles negativo y positivo en laminilla tuvieron
resultados correspondientes (figura 49).

A

Figura 41. Inmunofluorescencia indirecta del suero del becerro 7281 del grupo control. A: suero pre
inmunizacion Alexa 488, B: suero pre inmunizacién DAPI, C: suero 32 inmunizacién Alexa 488, D:
suero 32 inmunizacion DAPI.
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Figura 42. Inmunofluorescencia indirecta del suero del becerro 9631 del grupo control. A: suero pre
inmunizacion Alexa 488, B: suero pre inmunizacién DAPI, C: suero 32 inmunizaciéon Alexa 488, D:
suero 32 inmunizacién DAPI.

10 pm

Figura 43. Inmunofluorescencia indirecta del suero del becerro 7288 del grupo control A: suero pre
inmunizacion Alexa 488, B: suero pre inmunizacion DAPI, C: suero 3% inmunizacién Alexa 488, D:
suero 32 inmunizacion DAPI.
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Figura 44. Inmunofluorescencia indirecta del suero del becerro. 7280 del grupo control. A: suero pre
inmunizacion Alexa 488, B: suero pre inmunizacion DAPI, C: suero 32 inmunizacién Alexa 488, D:

suero 32 inmunizacion DAPI.
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Figura 45. Inmunofluorescencia indirecta del suero del becerro 7289 del grupo inmunizado. A: suero
pre inmunizacion Alexa 488, B: suero pre inmunizacién DAPI, C: suero 32 inmunizacion Alexa 488,
D: suero 32 inmunizacion DAPI.

D
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Figura 46. Inmunofluorescencia indirecta del suero del becerro 7279 del grupo inmunizado. A: suero
pre inmunizacién Alexa 488, B: suero pre inmunizacion DAPI, C: suero 32 inmunizacién Alexa 488,
D: suero 32 inmunizacion DAPI.

Figura 47. Inmunofluorescencia indirecta del suero del becerro 7294 del grupo inmunizado. A: suero
pre inmunizacion Alexa 488, B: suero pre inmunizacién DAPI, C: suero 32 inmunizacion Alexa 488,
D: suero 32 inmunizacion DAPI.
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Figura 48. Inmunofluorescencia indirecta del suero del becerro 9648 del grupo inmunizado. A: suero
pre inmunizacién Alexa 488, B: suero pre inmunizacion DAPI, C: suero 32 inmunizacién Alexa 488,
D: suero 32 inmunizacion DAPI.

A

Figura 49. Controles de las laminillas utilizadas en la prueba de inmunofluorescencia indirecta. A.
control negativo de la laminilla, inmunofluorescencia indirecta con suero de un bovino sano no
infectado. B: control positivo de la laminilla, inmunofluorescencia indirecta con suero de un bovino
infectado con B. bovis.
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7.3.2 Evaluacion de la respuesta en los bovinos.

Se realiz6 un examen fisico diario a los bovinos, midiendo y
registrando diariamente los parametros por 15 dias. Los registros de los animales
se promediaron y se sac6 la desviacion estandar por grupo, se verifico la diferencia
estadisticamente significativa usando prueba de T de Student a traves del analisis
de datos de Excel®.

e Temperatura corporal: en el grupo control se registré un aumento de la
temperatura mayor a 40.5°entre el dia 7 post infeccion (7288 'y 9631) y el dia
8 post infeccion (7280 y 7281), el becerro 7280 tuvo temperatura mayor a
40.5°C por 4 dias y los becerros 7281 y 9631 por 5 dias hasta que fueron
tratados, el 7288 tuvo mas de 40.5°C por 5dias, pero la temperatura empezé
a disminuir de forma natural (Cuadro 10, figura 50). La temperatura corporal
en promedio del grupo control se elevé mas rapido con respecto al grupo
vacunado y, se observo una diferencia significativa (P<0.05) entre los grupos

en los dias 10 y 11 post desafio.

Control Vacunado
inr?]ﬁlr?izp;csign Promedio D.E. Promedio D.E.
2 39.525 0.449 39.3 0.308
3 39.225 0.228 39.025 0.370
4 40.2 0.354 39.475 0.370
5 39.225 0.415 39.65 0.433
6 39.6 0.394 39.725 0.334
7 40.275 0.438 40 0.644
8 40.875 0.426 40.675 0.487
9 40.85 0.35 40.85 0.320
10 40.95 0.415 41.2 0.367
11 41.475 0.228 40.775 0.356
12 40.4 1.032 39.95 0.618

Cuadro 10. Promedio y desviacion estandar diaria por grupo de la temperatura corporal en
grados centigrados.
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Figura 50. Grafico con promedio y desviacion estandar de la temperatura corporal por grupo.

Frecuencia cardiaca: En general en ambos grupos se registro una frecuencia
cardiaca mayor a las referencias (60-80 Ipm) (Jackson & Cockcroft, 2002), a
partir del dia 5 post desafio en el grupo control y del dia 5 post desafio en el
grupo vacunado, con una diferencia significativa entre los dias 10 a 12 post
desafio (P<0.05) (Cuadro 11, figura 51).

Control Vacunado
inraﬁlr?i;:;gn Promedio D.E. Promedio D.E.
4 75.0 15.843 74.0 20.494
5 75.0 13.379 81.0 14.248
6 93.0 9.539 101.0 15.330
7 86.5 7.399 79.5 8.047
8 85.0 15.588 92.0 16.248
9 94.0 6.633 95.0 15.588
10 100.0 6.928 106.0 10.770
11 96.0 11.662 110.0 24.413
12 94.7 10.499 103.0 12.450

Cuadro 11. Promedio y desviacién estandar diaria por grupo de la frecuencia cardiaca, en
latidos por minuto (Ipm).
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Figura 51. Grafico con promedio y desviacion estandar de la frecuencia cardiaca diaria por
grupo.

e Frecuencia respiratoria: En general- en ambos grupos se registré una
frecuencia respiratoria mayor a las referencias (15-30 rpm) (Jackson &
Cockcroft, 2002) mayor a las referencias (60-80 Ipm), con una diferencia

significativa entre los dias 11 a 12 post desafio (P<0.05) (Cuadro 12, figura

52).
Control Vacunado
inraﬁr?;:;gn Promedio D.E. Promedio D.E.
2 50 6.000 48 5.65685425
3 39 3.317 46 9.16515139
4 46 10.392 50 7.21110255
5 44 11.662 48 10.198039
6 525 7.794 43 6.40312424
7 39.5 9.937 39 6.40312424
8 60 18.547 59 16.583124
9 56 12.961 71 25.6709953
10 61 25.199 66 15.3622915
11*%* 56.5 16.394 73 24.7184142
12* 42.67 1.886 56 8.48528137

Cuadro 12. Promedio y desviacion estandar diaria por grupo de la frecuencia respiratoria, en
respiraciones por minuto. El asterisco indica diferencia significativa entre los dias.
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Figura 52. Grafico con promedio y desviacion estandar de la frecuencia respiratoria diaria

por grupo.

e Tiempo de llenado capilar: En general en ambos grupos el tiempo de llenado
capilar se mantuvo ligeramente. arriba de los rangos de referencia (<2
segundos) (Jackson & Cockcroft, 2002), pero se mantuvo menor a 5
segundos, indicando que hay un problema menor, sin llegar a ser un tiempo
anormal (Jackson & Cockcroft, 2002). Se observé una diferencia significativa
de los dias 9 a 12 post desafio (P<0.05) (Cuadro 13, figura 53).

Control Vacunado

inn?ti;igggén Promedio D.E. Promedio D.E.

2 2.3 0.957 25 0.957

3 2.3 0.500 2 0.500

4 3.0 0 2.25 0

5 2.5 0.577 2.5 0.577

6 2.0 0 2.25 0

7 2.0 0 2 0

8 2.5 0.577 2.5 0.577

9 25 0.577 35 0.577

10 3.0 0.816 25 0.816

11 2.8 0.500 3.25 0.500

12 3.3 0.577 2.75 0.577

Cuadro 13. Promedio y desviacién estandar diaria por grupo del tiempo de llenado capilar, en
segundos.
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Figura 53. Grafico con promedio y desviacion estandar del tiempo de llenado capilar diario por grupo.

e Volumen celular aglomerado: En el grupo control, los dias 12 y 13 post
infeccion se mostré en promedio menor en el hematocrito (16%) (Cuadro 14,
figura 54) y, la mayor disminucion del porcentaje del hematocrito (40.69%)
fue el dia 12 post infeccion (Cuadro 15, figura 55). En el grupo vacunado, el
dia 12 post infeccion se observé un promedio menor en el hematocrito
(16.5%) (Cuadro 14, figura 54) y, la mayor disminucion en el porcentaje del
hematocrito (39.58%) fue el dia 12 post infeccion (Cuadros 15, figura 55). El
volumen_celular aglomerado estuvo por debajo del limite inferior de las
referencias (24-26%) (Jackson & Cockcroft, 2002) a partir del dia 10 post
desafio, sin diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de
hematocrito, pero si hay en el porcentaje de disminucién del hematocrito en

los dias 8 y 9 post infeccién (P<0.05).
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Control Vacunado
inn?&iiggzitén Promedio D.E. Promedio D.E.
2 26.75 3.403 275 4.933
3 26 3.367 275 5.447
4 26.75 3.202 28.25 2.872
5 24.75 2.986 27.25 4.349
6 23.75 4.992 24.25 4.349
7 24 5.477 24.75 3.948
8 25.25 5.560 24 4.082
9 24.75 7.411 22 5.228
10 21.25 5.560 19.75 4573
11 18.75 5.377 185 4.655
12 16 3.367 16.5 3.873
13 16 2.944 16.75 3.775
14 16.5 3.109 17.25 3.594
15 16.75 3.775 17.5 4.203

Cuadro 14. Promedio y desviacién estandar diaria por grupo del hematocrito, en porcentaje.
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Figura 54. Grafico con promedio y desviacion estandar del hematocrito diario por grupo.
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Dia post inmunizacién
Grupo Animal 10 11 12 13 14 15

7280 27.27 45.45 50.00 36.36 40.91 45.45

7281 10.71 21.43 35.71 53.57 46.43 42.86

Té 9631 10.00 20.00 40.00 36.67 33.33 30.00
@]

O 7288 37.04 37.04 37.04 33.33 33.33 33.33

Promedio 21.26 30.98 40.69 39.98 38.50 37.91

DE 13.20 12.36 6.46 9.18 6.38 7.41

7279 9.52 19.05 28.57 33.33 33.33 38.10

_8 7289 25.00 28.57 42.86 39.29 35.71 28.57

g 7294 24.24 27.27 33.33 33.33 33.33 33.33
]

IS 9648 50.00 53.57 53.57 50.00 46.43 46.43

= Promedio 27.19 32.12 39.58 38.99 37.20 36.61

DE 16.79 14.91 11.06 7.86 6.25 7.62

Cuadro 15. Promedio y desviaciéon estdndar diaria por grupo, control o vacunado, del
porcentaje de disminucién de hematocrito.
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Figura 55. Grafico con promedio y desviacion estandar del porcentaje de disminucion del
hematocrito diario por grupo.

Porcentaje de eritrocitos infectados: en ambos grupos se observaron
eritrocitos parasitados en los frotis de sangre venosa, en el grupo control se
observd hasta un 0.45% de eritrocitos infectados en los animales 7281 y
7288 en los dias 10 y 11 post infeccion, respectivamente; en el grupo

vacunado se observo hasta un 0.35% en el becerro 7289 al dia 9 post
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infeccion (Cuadro 16, figura 56); se observo una diferencia estadisticamente

significativa en el dia 12 post infeccion (P< 0.05).

Control Vacunado
inn?&?liggiitén Promedio D.E. Promedio D.E.
6 0.03 0.025 0.01 0.022
7 0.03 0.025 0.01 0.022
8 0.13 0.103 0.14 0.089
9 0.19 0.134 0.16 0.114
10 0.24 0.160 0.19 0.054
11 0.18 0.160 0.13 0.075
12 0.12 0.131 0.05 0.035

Cuadro 16. Promedio y desviacion estdndar diaria por grupo, control o vacunado, del
porcentaje de eritrocitos infectados.
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Figura 56.‘Grafico con promedio y desviacion estdndar del porcentaje de eritrocitos
infectados diario por grupo.

Un aspecto importante observado fue el comportamiento de los

animales, en el grupo control se observaron los animales con animo de

regular a malo, observandose letargicos y deprimidos a partir del dia 9 post

infeccion hasta que se determind la muerte experimental (figura 57 y 58); los

animales del grupo vacunado mantuvieron un buen animo y rumiando, el dia

13 y 14 pos infeccién algunos animales de este grupo se observaron con un

animo regular, todos los animales de este grupo recuperaron el buen animo

a final del estudio. Del grupo control 3 de los 4 animales se determinaron en
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muerte experimental el dia 13 (7280) y 14 (7281 y 9631) post infeccién, del

grupo vacunado ningun animal fue determinado en muerte experimental

(Cuadro 17).

Parasito en Temperatura Disminucién .
Grupo | Animal frotis >40.5°C mas del dL:t?(;gilgH Anorexia o '\g:?nrteental
sanguineo de 3 dias hematocrito P P
7280 X X X X X X
° 7281 X X X X X
<
8 7288 X X
9631 X X X X X X
7279 X X
o
] 7289 X X
c
§ 7294 X
> 9648 X X X

Cuadro 17. Signos clinicos observados en cada uno de los animales para determinar la
muerte clinica y dar tratamiento.

Figura 57. Becerro 7280 con letargia y depresion. En ambas imagenes se observa el becerro
apartado, acostado, letargico con la cabeza y orejas hacia abajo mientras que el resto de los
animales permanecen activos, curiosos Yy alerta.
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Figura 58. Becerros 7281 y 9631 con letargia.y depresion. Se observan ambos becerros
apartados, acostados y letargicos con la cabeza y orejas hacia abajo, mientras que el resto
de los animales comen y permanecen activos; curiosos y alerta.

Ademas, se observo la condicién corporal de los animales, en el grupo
control se observo que los animales tuvieron una pérdida de peso que
continué hasta después de finalizado el estudio, en cambio los animales del
grupo vacunado bajaron su condicién corporal pero se recuperaron hacia el
final del estudio. También, se observo en el grupo control la presencia de
problemas digestivos (diarrea en un animal) y problemas respiratorios (tos
en dos animales). Cémo hallazgo en el frotis de sangre venosa de los
animales del grupo vacunado a partir del dia 13 post infeccién se observaron
signos de regeneracion de eritrocitos como metarubricitos y cuerpos de

Howell-Jolly.
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7.3.3 Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA).

7.3.3.1

Titulacion de los péptidos TCTP 11,111, IV.

Se titularon los péptidos usando el suero de dos animales de cada grupo

(vacunado y control) con diferentes concentraciones de cada uno de los péptidos 8

pg/ml, 4 pg/ml, 2 pg/mly 1 pg/ml y se midié la absorbancia a los 10, 15, 20 y 25

minutos a 450 nm. Se observé una mayor diferencia a los 20 minutos con 4ug/mi

de concentracion de cada uno de los péptidos (figura 59).
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Figura 59. Titulacién de los péptidos por ELISA, densidad éptica observada a los 20 minutos.
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7.3.3.2

grupo control.

Titulacion de anticuerpos en suero de bovinos inmunizados y

Con los resultados de la titulacion de los péptidos se sensibilizaron las

placas de ELISA con 4 pg/ml de los péptidos en cada pozo, se colocé el suero pre

inmunizacion y de 32 inmunizacién en diluciones seriadas de 1:500 a 1:1 240 000;

se midio la absorbancia a los 20 minutos a 450 nm. En los animales del grupo

control no se observo diferencia entre el suero pre inmunizacion y el suero de la 32

inmunizacion (figura 60y 61). En los animales del grupo vacunado se midio un titulo

de anticuerpos en el suero de la 32 inmunizacién, se obtuvo un titulo de anticuerpos
de 1:32 000 en los becerros 9648 y 7294 (figura 62 y 63) y 1:2000 en los becerros

7289y 7279 (figura 64 y 65).
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Figura 60. Gréficas de la titulaciébn de anticuerpos usando el suero pre inmunizacion y de la 32
inmunizacion del becerro 7281 y 7280, ambos de grupo control.
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Figura 61 Graficas de la titulacion de anticuerpos usando el suero pre-inmunizaciéon y de la 32

inmunizacion del becerro 7288 y 9631, ambos de grupo control.
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Figura 62. Gréficas de la titulacién de anticuerpos usando el suero pre inmunizacion y de la 3?2

inmunizacion del becerro 9648, del grupo vacunado.
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Figura 63. Graficas de la titulaciébn de anticuerpos usando el suero pre inmunizacion y de la 32

inmunizacion del becerro 7294, del grupo vacunado.
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Figura 64. Gréficas de la titulacion de anticuerpos usando el suero pre inmunizacion y de la 32
inmunizacion del becerro 7289, del grupo vacunado.
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Figura 65. Grafica de la titulacion de anticuerpos usando el suero pre inmunizacién y de la 32
inmunizacion del becerro. 7279, del grupo vacunado.

7.3.3.3 Determinacién de anticuerpos.

Se sensibilizaron las placas con 4ug/ml de cada uno de los péptidos en
cada pozo, se coloco el suero pre inmunizacién, de la 12 a la 32 inmunizacién en
una dilucién 1:4000; se midi6 la absorbancia a los 20 min a 450 nm. En los animales
del grupo control no se observé diferencia entre las inmunizaciones (figura 66),
mientras, en los animales del grupo inmunizado, se observé un aumento de

anticuerpos a partir de la segunda inmunizacion (figura 67).
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Figura 66. Gréfica de la determinacion anticuerpos del grupo control, usando los sueros de pre
inmunizacion a los sueros de la 32 inmunizacion, dilucién 1:4000.
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Figura 67. Gréfica de la determinacion anticuerpos del grupo inmunizado.

7.3.3.4 Titulacién de anticuerpos totales.

Para verificar si existe una diferencia en la cantidad de anticuerpos totales
entre los animales del grupo control y vacunado, se hizo una titulaciéon de los
anticuerpos totales en suero de los bovinos con el suero de los bovinos pre
inmunizacion, el suero de la 32 inmunizacion (pre desafio) y el suero tomado 20
dias después del desafio, en diluciones seriadas en base 10 de 1:100 a 1: 1:100

000 000 000; se midi6 la absorbancia a los 25 minutos a 450 nm. En los animales
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del grupo control se observa que en 3 de los animales (7280, 9631 y 7288) la

absorbancia medida en el suero post desafio es igual que en el suero pre

inmunizacion y pre desafio (figura 68); en el grupo inmunizado se observé en 3 de

los 4 animales (7294, 9648 y 7289) que la absorbancia medida de suero post

inmunizacion es mas alta con respecto a los sueros pre inmunizaciéon y pre desafio

(figura 69).
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Figura 68. Graficas de la titulacion de anticuerpos totales del grupo control, usando sueros de pre
inmunizacion hasta después del desafio, diluciones 1:100 000 a 1:100 000 000.
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Figura 69. Gréaficas de la titulacion de anticuerpos totales del grupo inmunizado, usando sueros de
pre inmunizacién hasta después del desafio, diluciones 1:100 000 a 1:100 000 000.
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8. DISCUSION

La identificacion y estudio de la TCTP en B. bovis es importante por su
potencial papel en la respuesta inmune del hospedador, siendo estudiado su
potencial como vacuna en otros organismos del filo Apicomplexa. Este estudio

describe la identificacion y caracterizacion del gen de TCTP en B. bovis.

La TCTP es una proteina abundante, conservada y con muchas funciones
importantes dentro de la célula, ha sido identificada la mayoria de los organismos
eucariontes (Hinojosa-Moya, et al., 2008); como era de esperarse, esta proteina se
identificd en los diferente aislados de B. bovis. También se analizé la similitud de
esta proteina con su homologa en los bovinos, para saber si podia tener estructuras
y por lo tanto funciones similares. Tanto en Bos taurus como en B. indicus, siendo
esta proteina 100% idéntica entre las dos especies de bovinos, pero con una
similitud de estos con la proteina enB. bovis del 31.76%; siendo una similitud menor
a la mencionada entre P. falciparum y la TCTP de mamifero del 54% (Mathieu, et
al., 2015). También se observd una similitud con P. falciparum del 58% y, con B.
bigemina del 81%, una similitud menor a la mencionada entre TCTP de P.
falciparum y P. berguei del 97% (Mathieu, et al., 2015), y con P. yoelii del 97%
(Walker, et al., 2000). De igual manera a lo mencionado entre diferentes cepas de
P. yoelii (Walker, et al., 2000), no hubo diferencias en la secuencia de aminoacidos
de TCTP de B. bovis de los aislados secuenciados; sugiriendo la posibilidad de que

la proteina tenga una funcién similar en B. bovis.

Al predecir con herramientas bioinforméticas la estructura terciaria de la
TCTP de B. bovis y compararla con la estructura descrita de P. falciparum, son muy
similares entre si, presentando la alfa hélice caracteristica de los organismos del
filo Apicomplexa en los mismos aminoéacidos, por lo que la funcion de la TCTP de

B. bovis podria ser muy similar a la documentada de la TCTP de P. falciparum.
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Se predijeron 4 péptidos usando diferentes herramientas bioinformaticas
identificando regiones hidrofilicas, flexibles, accesibles, giros, superficies
expuestas, polares y con propension antigénica para predecir péptidos con alta
probabilidad de ser epitopo B. Se ha propuesto el disefio de una vacuna basada en
péptidos de TCTP de P. falciparum (Elhag, et al., 2020), donde se us6 también la
herramienta bioinformatica del IEDB para predecir péptidos B, T y.regiones con
afinidad a alelos de MHC | y Il. En este estudio se disefio un péptido entre el
aminoacido 17 a 25 de la secuencia de aminoacidos de TCTP de P. falciparum, por
su afinidad a las células B; similar al péptido 4 que se disefié en este trabajo entre
el aminoacido 14 y 35. También disefiaron 2 péptidos entre los péptidos 141 a 148
por su afinidad a los alelos del MHC | y, entre los aminoacidos 146 a 160 por su
afinidad a los alelos del MHC II. Nosotros no analizamos la afinidad a MHC debido
a que no existen aun las herramientas bioinforméticas para predecir los alelos de
MHC en bovinos. En el disefio de la vacuna basada en péptidos de TCTP de P.
falciparum disefiaron péptidos pequefios de entre 9 y 15 aminodacidos, nosotros
disefiamos péptidos de mayor tamafio, entre 19 y 23 aminoacidos, ya que estimulan
una mayor respuesta inmune y el cambio de isotipo de IgM a IgG. También se han
utilizado péptidos disefiados con las herramientas bioinformaticas de ABCpred,
BCEpred y IEDB en la proteina Hap2 de B. bigemina, donde disefiaron 2 péptidos
de 17 y 26 aminoacidos, los cuales se usaron para inmunizar conejos (Camacho-
Nuez, et al., 2017). Y, utilizando las mismas herramientas bioinforméticas para
disefiar péptidos, en la proteina RAP-2 de B. bovis disefiaron péptidos de 16 a 36
aminoacidos para inmunizar bovinos, sefialando que los anticuerpos generados por
estos péptidos eran capaces de producir una respuesta inmune (Hidalgo-Ruiz, et
al., 2018).

En los conejos se realizaron en total 5 inmunizaciones cada 21 dias, de
manera similar a lo indicado en otro estudio donde también utilizaron péptidos de
la proteina HAP2 de B. bigemina, donde inmunizaron en 5 ocasiones pero cada 15

dias (Camacho-Nuez, et al., 2017)y, en otro estudio los conejos se inmunizaron en
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6 ocasiones cada 15 dias utilizando 3 péptidos de la proteina MIC-1 (proteina del
micronema) de B. bigemina (Hernandez-Silva, et al., 2018). En bovinos se
realizaron 3 inmunizaciones en total cada 21 dias, observando anticuerpos después
de la segunda inmunizacion; en otros estudios se ha mencionado el uso de 4
inmunizaciones cada 21 dias en bovinos inmunizados con péptidos de RON-2
(proteina del cuello de las roptrias) de B. bovis (Hidalgo-Ruiz, et al., 2018).

Se produjeron anticuerpos especificos tanto en conejos y bovinos. En las
IF1 usando el suero de conejo de la 32 inmunizacion, se pudo observar la presencia
de anticuerpos contra B. bovis, observando sefales positivas mas claras con el
péptido Il, un poco menor con los péptidos |y Ill, y muy poca sefal con el péptido
IV, debido a esto se decidié hacer dos inmunizaciones mas; sin embrago se pudo
observar una distribucion citoplasmatica de la proteina, muy similar a la descrita al
realizar IFI en eritrocitos infectados con P. berguei y suero de ratones inmunizados
con HRF (Mathieu, et al., 2015; Dermata-Gatsi, et al., 2016). En la IFI usando el
suero de los bovinos, se pudo observar en el suero de los 4 animales los
anticuerpos especificos a B. bovis, confirmando con DAPI. En bovinos inmunizados
con péptidos de RON-2 de B. bovis también se han mencionado la generacion de

anticuerpos especificos observados por IFI (Hidalgo-Ruiz, et al., 2018).

En el desafio con el aislado de campo de B. bovis, 3 de los 4 animales del
grupo control inmunizado con adyuvante requirieron tratamiento para evitar la
muerte del animal. Se pudo identificar una diferencia en el porcentaje de
parasitemia entre el grupo control y el grupo inmunizado. Se ha mencionado que al
inmunizar ratones inmunizados con P. berguei sin el gen de tctp, hay una reduccion
y.un retraso en la aparicion de la parasitemia (Mathieu, et al., 2015). Mencionando
resultados similares el inmunizar con TCTP de P. falciparum y desafiar con P. yoelii,
o al inmunizar con TCTP de P. yoelii y desafiar con Plasmodium chabaudi chabaudi;
donde se observa un retraso en el porcentaje de parasitemia en los ratones
inmunizados con la proteina en comparacion con los ratones inmunizados con PBS
(Taylor, et al., 2015).
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En el presente trabajo también se observé una menor severidad en los
signos clinicos observados en los bovinos del grupo inmunizados con una
recuperacion mas rapida; el tiempo de llenado capilar se registré ligeramente arriba
de los pardmetros pero se mantuvo menor a 5 segundos, indicando que hay un
problema menor, sin llegar a ser un tiempo anormal (Jackson & Cockcroft, 2002).
Similar a lo reportado en ratones, donde al inmunizar ratones con P. berguei sin el
gen de tctp, se destacé una disminucion del 90% en signos neurolégicos en

comparacién con el grupo control (Taylor, et al., 2015).

Se otros estudio, inmunizando bovinos con cepas-atenuadas de B. bovis y
B. bigemina, observaron signos dieciocho dias después del desafio, pero los
bovinos fueron llevados a una zona endémica de la enfermedad donde esperaron
a que las garrapatas se alimentaran de estosbovinos y les transmitieran el parasito.
En comparacién los becerros del presente trabajo, presentaron sintomas a los 9
dias, sin embargo, en nuestro estudio-se utilizaron eritrocitos parasitados para el

desafio.

De manera similar observaron que ambos grupos presentaron sintomas,
aumento de la temperatura y disminucion del volumen celular aglomerado, siendo
mas severos en el grupo control, siendo la principal diferencia los signos como
anorexia, disminucién de peso, postracion y depresion, por lo que estos bovinos
requirieron tratamiento (Cant6 Alarcén, et al., 2003). Se pudo observar que no hay
relacion entre el titulo de anticuerpos especificos y la severidad de signos clinicos

presentados en el desafio.

En el titulo total de anticuerpos, se observé que en el grupo control se
observa la misma cantidad de anticuerpos totales en las 3 muestras, incluso en dos
animales es menor la cantidad de anticuerpos en el suero post desafio que en el
suero pre desafio o pre inmunizacion. En el grupo inmunizado se observéd que la
mayoria de los animales presentan una mayor cantidad de anticuerpos totales en
el suero post desafio en comparacion con el suero pre desafio y pre inmunizacion.

Esta diferencia podria estar correlacionada con el titulo de anticuerpos especificos
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contra TCTP de B. bovis, ya que los animales que muestran mayor a diferencia
entre los sueros son los animales que tienen un mayor titulo de anticuerpos con
TCTP; sin embargo es importante estudiar a fondo la interaccion de esta proteina

en B bovis con células de B de bovinos.
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9. CONCLUSIONES

Se logré identificar y amplificar el gen de TCTP en diferentes asilados de
B. bovis de diferentes regiones; al caracterizarla se verificé que es muy similar a la
TCTP de P. falciparum. Con herramientas bioinformaticas se disefiaron péptidos,
los cuales demostraron ser inmunogénicos al producir anticuerpos especificos en
conejos y bovinos. Ademas, se observd su potencial uso como vacuna contra B.
bovis al presentarse una menor severidad en los signos clinicos de los bovinos en

el desafio.
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