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Resumen

La babesiosis canina es una enfermedad infecciosa, transmitida por garrapatas,
causada por protozoarios del género Babesia. Babesia vogeli es la especie de piroplasma con
mayor distribucion a nivel mundial y la que se ha descrito ocurriendo de manera natural en
perros de México. El mecanismo de invasion de Babesia al eritrocito es muy similar al de
otros microorganismos Apicomplexa; estos utilizan una serie de proteinas posicionadasen el
polo apical para lograr ingresar a la célula blanco. Las proteinas AMA-1 (antigeno de
membrana apical 1) y RAP-1 (proteina asociada a las roptrias 1) son secretadas durante la
invasion del parasito a los eritrocitos y por ende, han sido objeto de estudio debido a su
importancia bioldgica. Hasta ahora, no se ha descrito ninguna de estas proteinas en B. vogeli,
agente causal de la babesiosis canina en México. El objetivo de este trabajo fue caracterizar
los antigenos AMA-1 y RAP-1 de B. vogeli y comprobar su expresion en la fase
intraeritrocitica. Mediante reaccion en cadena de-la polimerasa (PCR) y secuenciacion
automatizada de Sanger se obtuvo un fragmento-de 407 pares de bases correspondiente a una
secuencia de 86 aminoacidos de la proteina AMA-1 y el gen completo de 1,335 pares de
bases correspondiente a una secuencia de 444 aminodacidos de la proteina RAP-1 de B. vogeli.
La expresidn de ambos genes se comprobo en las fases intraeritrociticas mediante un ensayo
de reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion (RT-PCR). Asimismo,
utilizando herramientas bioinformaticas se disefiaron dos péptidos de cada proteina que
contienen epitopos B predichos y se enviaron a sintetizar en sistema de dendrimeros de 8
ramas. Se inmunizaron dos conejos Nueva Zelanda con cada uno de estos péptidos, 4 veces
con intervalos de 21 dias; posterior a esto, se determino la generacién de anticuerpos en suero
sanguineo obtenido de cada uno de los conejos durante cada una de las inmunizaciones
mediante ensayo de ELISA indirecta. Por Gltimo, con los sueros hiperinmunes se realizaron
inmunofluorescencias indirectas, comprobando que anticuerpos anti AMA-1 y anti RAP-1
reconocen los merozoitos de B. vogeli con un patron de fluorescencia en el complejo apical,
confirmando la expresion de ambas proteinas. Con este trabajo se concluye que las proteinas
AMA-1 y RAP-1 son expresadas en las fases intraeritrociticas de B. vogeli y contienen
epitopos B capaces de desarrollar una respuesta inmunoldgica de tipo humoral en un modelo

in vivo.



Palabras clave: Apicomplexa, Babesiosis canina, Babesia vogeli, eritrocito, mecanismo de

invasion.



Summary

Canine babesiosis is an infectious, tick-borne disease, caused by protozoans of the
genus Babesia. Babesia vogeli is the species of pyroplasm with the highest worldwide
distribution and the one described to naturally occurring in dogs in Mexico. The Babesia
invasion mechanism to the erythrocyte is very similar to other Apicomplexan
microorganisms; they use a group of proteins located in the apical complex to enter into the
host cell. The apical membrane antigen 1 (AMA-1) and the rhoptry-associated protein 1
(RAP-1) are secreted during the parasite’s invasion into erythrocytes, therefore were studied
due to their biological importance. To date, none of these proteins have been described in B.
vogeli, the causal agent of canine babesiosis in Mexico. The aim-of this work was to
characterize the antigens AMA-1 and RAP-1 of B. vogeli, and to demonstrate their expression
in blood stages. A 407 base pairs fragment corresponding to an 86-amino acid sequence of
the AMA-1 protein and the complete 1,335 base pairs gene corresponding to a 444-amino
acid sequence of the RAP-1 protein of B. vogeli were both obtained through polymerase
chain reaction and Sanger’s automated sequencing. By retrotranscription polymerase chain
reaction (RT-PCR) assay, the expression of both genes was demonstrated in B. vogeli blood
stages. Likewise, using bioinformatic tools, two peptides of each protein containing predicted
B-epitopes were designed and sent to be synthesized in an 8-branch dendrimer system. Two
New Zealand rabbits were immunized with each one of these peptides, 4 times with 21 day
intervals; and antibody’s production was determined in blood serum obtained from each one
of the rabbits during each one of the immunizations by indirect ELISA assay. Finally, indirect
fluorescent antibody test was carried out with the hyperimmune sera, demonstrating that
antibodies against AMA-1 and RAP-1 recognized B. vogeli merozoites with a fluorescent
pattern in the apical complex. Thus, confirming the expression of both proteins. In this work,
it is concluded that AMA-1 and RAP-1 proteins are expressed in B. vogeli blood stages and
they contain B epitopes which are able to develop an immune response in an in vivo model,

demonstrating their antigenicity and immunogenicity.

Key words: Apicomplexan, Canine babesiosis, Babesia vogeli, erythrocyte, invasion

mechanism.
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1. INTRODUCCION

La babesiosis canina es una enfermedad infecciosa de caninos domesticos y silvestres
(Penzhorn, 2020). La principal especie causante de la babesiosis canina en México es B.
vogeli, contando con una distribucion a nivel mundial (Irwin, 2010; Panti-May y Rodriguez-
Vivas, 2020). Sin embargo, la investigacion sobre esta especie se ha limitado a realizar
andlisis epidemioldgicos y reportes de caso. Actualmente con el desarrollo y apoyo de las
herramientas bioinforméticas es posible desarrollar estrategias de caracterizacion
inmunoldégicas y moleculares de proteinas antigenicas de varios -microorganismos,

incluyendo las especies de Babesia (Hernandez-Silva et al., 2018; Mosqueda et al., 2019).

Los paréasitos de Babesia deben ingresar al eritrocito para su replicacion dentro del
hospedante vertebrado; el mecanismo de invasion depende de una maquinaria de proteinas
que son secretadas por organulos ubicados en el complejo apical, y que al estar expuestas al
sistema inmunitario, se genera una respuesta inmunitaria contra ellas (Yokoyama et al.,
2006). Por lo tanto, estas proteinas se han investigado con el fin de generar estrategias de

control basadas en la obtencion de candidatos vacunales o antigenos para diagndstico.

Hasta la fecha, B. vogeli no tiene caracterizada ninguna proteina involucrada en el
mecanismo de invasion, por lo que, el objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar,
mediante técnicas inmunoldgicas y moleculares, al antigeno de membrana apical 1 (AMA-

1) y a la proteina asociada a las roptrias 1 (RAP-1).



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes histdricos de la babesiosis en animales domésticos

El protozoario Babesia fue descrito por primera vez en 1888 por Viktor Babes en un
brote epidémico que ocasiond una mortandad importante en bovinos de Rumania (Babes,
1888). Babes reportd la presencia de unos microorganismos intraeritrociticos que. pudo
identificar mediante microscopia Optica, atribuyéndolos como los agentes etioldgicos de esta
enfermedad. Debido a que los principales signos clinicos presentes en estos animales eran la
presencia de orina color roja y la fiebre, a esta enfermedad se le acufié el nombre de

hemoglobinuria bovina o fiebre de agua roja (Babes, 1888; Homer et al., 2000).

Cinco afios después del reporte de Babes, Smith y Kilborne denominan por primera
vez con el nombre de Pyrosoma bigeminum a este parasito. intraeritrocitico, principalmente
por tener un aspecto morfologico en forma de pera (Smith y Kilborne, 1893). En la actualidad
este microorganismo es llamado Babesia bigemina y es el agente causal de la fiebre del
ganado de Texas, ademas cabe recalcar que este fue el primer reporte de caso en el que se
asociaba la diseminacion de una enfermedad a causa de la picadura de un vector artropodo
como las garrapatas (Homer et al., 2000; Schnittger et al., 2012). En la actualidad el
protozoario Babesia es considerado el pardsito mas frecuente en animales silvestres y

domeésticos (Jalovecka et al., 2019).

2.2 Babesiosis canina

2.2.1 Definicién, historia y reclasificacion

La babesiosis canina es una enfermedad de canideos domésticos y silvestres causada
por hemoprotozoarios del género Babesia (Irwin, 2010; Penzhorn, 2020). Esta enfermedad
es transmitida por las garrapatas de la familia Ixodidae (Irwin, 2010; Gray et al., 2019), y
origina un cuadro infeccioso caracterizado por alteraciones hematologicas, fallas

multiérganicas y en ocasiones la muerte (Matijatko et al., 2007, 2009; Zygner et al., 2007).

El primer caso reportado de babesiosis canina en el mundo ocurrié en Colonia del
Cabo, Sudafrica y data de 1893 (Hutcheon, 1983). En 1974, Osorno y Ristic confirmaron la



presencia de este parasito en México mediante la aplicacion de los postulados de Koch
(infeccion experimental en perros esplenectomizados) y de la técnica de inmunofluorescencia
directa (Osorno y Ristic, 1974). En la actualidad escasos reportes han sido documentados en
México, en donde se ha encontrado que la Gnica especie de Babesia presente en perros es B.
vogeli (Panti-May y Rodriguez-Vivas, 2020).

Hasta la década de 1980 se consideraba que solo una especie de Babesia era la que
infectaba a los perros, por lo cual, de manera general, al agente causal de esta enfermedad se
le denominaba como Babesia canis (sensu lato). Sin embargo, en 1989 el equipo de trabajo
de Uilenberg realizé la primera division entre especies de Babesia propias de caninos
(Uilenberg et al., 1989); esto debido a que observaron que las cepas que afectaban a perros
variaban en antigenicidad, patogenicidad, especificidad del vector'y distribucion geogréfica,
postulando una clasificacion de tres subespecies; Babesia canis canis, Babesia canis rossi y
Babesia canis vogeli. En la actualidad las subespecies de -Babesia canis (sensu lato) fueron
reclasificadas, como especies por separado (Cuadro 1), tomando como referencia una
perspectiva bioldgica y evolutiva, en vez de-una de diagndstico y con base en analisis

moleculares y serolégicos (Zahler et al., 1998; Uilenberg, 2006).

Anteriormente, B. vogeli era denominada como Babesia major, nombre actual de una
especie de Babesia de bovinos, por lo tanto, confusiones en la literatura publicada anterior a
la década de 1990 son comunes. Actualmente, se especula que el nombre de B. vogeli fue
puesto en honor a Hans VVogel, parasitélogo aleman que dedicé su vida a la investigacion de

helmintos, sin embargo, el motivo ain es desconocido (Penzhorn, 2020).

2.3 Babesia vogeli
2.3.1 Morfologia

B. vogeli es considerada un piroplasma grande, con base en el analisis y
caracterizacion de la subunidad ribosomal pequeria del gen 18S rRNA (18S rDNA), el cual,
al estar muy conservado entre especies de Babesia, ha servido para discernir genéticamente
entre éstas, debido a algunas variaciones en las secuencias nucleotidicas (Birkenheuer et al.,
2004; Hunfeld et al., 2008).



Su morfologia dentro del eritrocito puede ser piriforme o ameboidea y sus medidas
sonde 4 a5 umdelargoy 2 a 4 um de didmetro (Birkenheuer et al., 2004; Matjila et al.,
2004). Sin embargo, cuando estd en fase de merozoito puede haber de dos a cuatro
microorganismos en cada eritrocito infectado (Schnittger et al., 2012), como se muestra en

la Figura 1.

Cuadro 1. Denominacion actual de las 3 principales especies de Babesia (sensu lato) que

afectan a caninos.

_ Principal garrapata Distribucion
Nombre anterior Nombre actual .
vector geogréfica
Babesia canis canis Babesia canis Dermacentor reticulatus:  Europay Asia
Babesia canis vogeli ~ Babesia vogeli Riphicephalus sanguineus Mundial
o : : : : y Africay un
Babesia canis rossi Babesia rossi Haemaphysalis leachii
caso en USA

Fuente: Uilenberg et al., 1989; Irwin, 2010; Matijatko et al., 2012.

Figura 1. Frotis de sangre periférica de un canino infectado por B. vogeli (flecha negra).
Eritrocito conteniendo cuatro merozoitos, Barra negra: 5 um. Tincién de Diff Quick, 1000x.

(Fotografia: Aldo J. Pavon-Rocha).



2.3.2 Taxonomia
La taxonomia del parasito B. vogeli se describe seguin Levine et al. (1980), modificada
por Zahler et al. (1998) en donde se substituye: especie canis subespecie vogeli, por

Unicamente especie vogeli.

Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoa
Subclase: Piroplasmia
Orden: Piroplasmida
Familia: Babesiidae
Género: Babesia

Especie: vogeli



2.3.3 Ciclo bioldgico

El ciclo bioldgico de B. vogeli en el hospedante vertebrado, el canino doméstico y en
el hospedante invertebrado, la garrapata Rhipicephalus sanguineus sensu lato se muestra en
la Figura 2; el ciclo en general esta conformado por tres ciclos reproductivos diferentes: dos
asexuales que se desarrollan en las glandulas salivales de la garrapata (esporogonia) y en los
eritrocitos del canino (merogonia) y uno sexual que se lleva a cabo en el intestino de la
garrapata (gamogonia) (Homer et al., 2000; Schnittger et al., 2012; Jalovecka et al., 2019).
En el caso exclusivo de Rhipicephalus sanguineus s.l., sus tres estadios: larva, ninfa y adulto

tienen la capacidad de transmitir la infeccidn a su hospedante (Shortt, 1973).

El ciclo bioldgico de B. vogeli comienza cuando una garrapata R. sanguineus s.1.
infectada con esporozoitos de B. vogeli se alimenta de la sangre de un canino doméstico y
los inocula al expulsarlos mediante su saliva en el sitio de alimentacion; de esta manera al
ingresar al torrente sanguineo los esporozoitos utilizan-algunas proteinas secretadas por
organulos ubicados en el complejo apical, logrando de esta manera adherirse, posicionarse y
penetrar al eritrocito (Mosqueda et al., 2002; Yokoyama et al., 2006). Estos esporozoitos
provienen de las glandulas salivales de la garrapata donde se lleva a cabo el proceso de
esporogonia (Jalovecka et al., 2019), sin embargo, para que la infeccidn natural tenga éxito,
la garrapata debe permanecer adherida, alimentandose del canino por varios dias; esto debido
a gue la garrapata infectada, al momento de subirse al hospedante, tiene los esporoblastos
latentes encapsulados en_sus tejidos y células adyacentes, debido a esto, Shortt (1973)
hipotetizé que la garrapata al iniciar su alimentacién comienza a emitir un componente
hormonal, haciendo que los esporoblastos se activen y se movilicen, para dar inicio la
replicacion asexual (esporogonia), generando miles de esporozoitos y haciendo que la
infeccion. sea exitosa algunos dias después del inicio de la alimentacién (Shortt, 1973).
Posterior a la inoculacion, el esporozoito ingresa al eritrocito y e inicia su transformacion a
trofozoito; este uUltimo, se divide mediante fision binaria y logra desarrollar de 2 a 4
merozoitos. Este proceso recibe el nombre de merogonia (Jalovecka et al., 2019).
Posteriormente, los merozoitos pueden lisar el eritrocito donde se encuentra e invadir otros
eritrocitos, o detener su division y transformarse en pre-gametocitos para ser ingeridos por
una garrapata e iniciar asi su reproduccion sexual; en el intestino de la garrapata, los pre-

gametocitos se diferencian a gametocitos y ocurre la fusion sexual resultando en la formacion



de un cigoto movil; este proceso recibe el nombre de gametogonia (Jalovecka et al., 2019).
Los cigotos, a su vez, invadiran las células intestinales de la garrapata y mediante el
mecanismo de meiosis se formaran los quinetos. Estos quinetos se diseminaran a través de la
hemolinfa hacia los tejidos de la garrapata, incluyendo ovarios, glandula salival y tejidos
adyacentes. En este punto el ciclo se reinicia con el proceso de la esporogonia, la cual
finalizara en la produccion de esporoblastos en la glandula salival, que a su vez, al ser
activados por la alimentacion de la garrapata, generaran de nuevo esporozoitos infectivos,

asegurando la perpetuacion del parasito en el ambiente (Shortt, 1973; Irwin, 2010).

Por altimo, otros mecanismos de infeccion pocos abordados pero que de igual manera
se ha comprobado la factibilidad de la transmision de B. vogeli, es la transmision mecéanica
mediante la aplicacion de transfusiones sanguineas a caninos sanos con sangre infectada por

este protozoario (Solano-Gallego et al., 2016).

Hospedante invertebrado N inennte Yertshrado ey}
(garrapata) Esporoblasto
ivo
Transmisién RS

transestadial
Esporozoito
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OEY icosonis

Multiplicaciéon de .

los quinetos en l Merozoito
tejidos de la
garrapata .

7 / Gametocito
*
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del ovario "
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Figura 2. Ciclo bioldgico de Babesia. Se observan las fases del ciclo en el hospedante
vertebrado (perro) y en el hospedante invertebrado (garrapata) (Modificado de Jalovecka et
al., 2019).



2.3.4 Patogenia

La babesiosis canina es una enfermedad que puede clasificarse segin su curso en
subclinico, agudo y cronico, incluyendo también la severidad de los signos clinicos en este
criterio (Irwin, 2010). Las infecciones por B. vogeli en la mayoria de los casos cursan de
manera subclinica y/o con manifestacion de signos clinicos de leves a moderados (Koster et
al., 2015; Wang et al., 2018). Los principales signos clinicos y alteraciones sanguineas se

describen en el Cuadro 2.

Estudios han descrito, como mecanismos de enfermedad, la lisis eritrocitica y la
respuesta inmunitaria por parte del hospedante. La lisis eritrocitica da origen a una anemia,
la principal manifestacion clinica de la babesiosis (Bilic et al., 2018). Esta anemia puede ser
de origen intravascular (lisis de eritrocitos dentro de los vasos sanguineos) y se sugiere que
los mecanismos que la preceden, pueden ser debido. a la multiplicacion parasitaria,
hemodilucién, eritrofagocitosis, falla en la eritropoyesis (Matijatko et al., 2012), asi como
hemolisis inmunomediada, la cual ha sido descrita en casos de babesiosis causada por B.
vogeli, observando una mayor probabilidad-de que se desencadene por la acumulacion de

anticuerpos en la superficie del eritrocito (Carli et al., 2009).

En cuanto a la respuesta inmunitaria por parte del hospedante, se ha documentado que
las condiciones llamadas MODS (sindrome de disfuncion orgénica madaltiple), SIRS
(sindrome de respuesta inflamatoria sistémica) y choque séptico son las principales causas
de muerte en los casos agudos de babesiosis canina (Welz et al., 2001; Matijatko et al., 2009;
Schetters et al., 2009). Estas manifestaciones son originadas por una elevada expresion de
citocinas pro-inflamatorias como la IL-1, IL-8, TNF «, KC-like (proteina quimiotactica de
queratinocitos) y MCP 1 (proteina quimiotactica de monocitos) (Zygner et al., 2014; Galan
et al., 2018). Pese a que estos mecanismos de patogenicidad se encuentran mejor descritos
en B. canis (Matijatko et al., 2012) ya se ha documentado que en la infeccion causada por B.
vogeli ocurre algo similar, sobretodo en cachorros y animales inmunodeprimidos donde los
signos clinicos pueden desencadenar complicaciones clinicas como las antes mencionadas
(Irwin, 2010; Wang et al., 2018).



Cuadro 2. Principales signos clinicos y alteraciones sanguineas en caninos que cursan

con infeccion por B. vogeli.

Babesiosis canina por B. vogeli

Signos clinicos Anormalidades en pruebas de laboratorio
-Membranas mucosas palidas -Anemia moderada (hemolitica)
-Hemoglobinuria -Trombocitopenia (méas del 95% de los casos)
-Fiebre (> 39.5 °C) -Hiperfibrinogenemia

-Anorexia -Leucopenia con neutropenia

-Letargia -Incremento moderado de ALT, AST, ALPy

-Ictericia Bilirrubina total en sangre
-Esplenomegalia -Ligero Incremento de urea 'y creatinina en sangre

Fuente: Furlanello et al., 2005; Wang et al., 2018.
ALT: Alanino amino transferasa; AST: Aspartato amino transferasa; ALP: Fosfatasa alcalina.

2.3.5 Epidemiologia
La babesiosis canina, causada por B. vogeli es una enfermedad parasitaria
ampliamente distribuida por el mundo, con una importancia veterinaria globalizada (Solano-
Gallego y Baneth, 2011; Penzhorn, 2020).

Anteriormente se consideraba que B. vogeli solo era endémica de las regiones
tropicales y subtropicales del continente Americano (Dantas-Torres, 2008a), sin embargo,
actualmente se ha reportado la presencia de esta especie de piroplasma en todos los
continentes del mundo incluyendo zonas geogréaficas poco favorables para el mantenimiento

del vector como el Norte de Europa (Irwin, 2010; Johnson et al., 2013; Johnson, 2016).

La garrapata R. sanguineus s.l. es el vector de B. vogeli (Irwin, 2010). Esta garrapata
ha sido identificada en México, mostrando incidencias altas y una amplia distribucion (Cruz-
Vazquez y Garcia-Vazquez, 1999; Tinoco-Gracia et al., 2009). Al ser la garrapata con mayor
incidencia en caninos del pais y tener la capacidad de transmitir diversos patdgenos, entre
ellos B. vogeli (Dantas-Torres, 2008b), la probabilidad de que exista una prevalencia alta de
este protozoario en caninos de México es posible, sin embargo esto ain no ha sido

investigado.



Dentro de los estudios epidemioldgicos publicados a nivel mundial acerca de la
presencia de B. vogeli, resaltan los llevados a cabo en paises sudamericanos donde la
presencia de la garrapata vector R. sanguineus s.l. es endémica y las condiciones

climatoldgicas y geograficas son similares a las de México (Cuadro 3).

La situacion epidemioldgica actual de la babesiosis canina en México es parcialmente
conocida, desde la primera documentacion en 1974 por Osorno y Ristic han surgido reportes
esporéadicos en distintos estados de la Republica Mexicana en donde, para el diagnéstico han
sido utilizadas técnicas de microscopia optica (Rodriguez-Vivas et al., 2000) y moleculares
(Panti-May y Rodriguez-Vivas, 2020), quedando de manifiesto la presencia de este parasito
en caninos y demostrando la presencia en México de B. vogeli; hasta el momento no ha
habido reporte de la presencia de Babesia canis, Babesia rossi y/o alguna otra especie de
piroplasma que infecta caninos en México. Sin embargo, estudios epidemiolégicos mas
completos se requieren para comprender el estatus de la enfermedad y por ende la magnitud
del problema en el pais, similar al caso de Brasil en donde la investigacion que se lleva a
cabo ha logrado crear una perspectiva propia frente a esta enfermedad y la manera de lidiar

con ella (Dantas-Torres y Figueredo, 2006; Paulino et al., 2018).

Cuadro 3. Estudios epidemioldgicos realizados en paises donde la garrapata R.

sanguineus s.l. es endémica.

) Prevalencia reportada  Prueba de )
Pais ) . Referencias
para B. vogeli diagnostico

) Rojas et al., 2014
Costa Rica 8% PCR

Costa-Junior et al., 2009
Brasil 15.66% a 28.7% PCR e IFI Pereira da Costa et al., 2015
Paulino et al., 2018

Colombia 51.6% IFI Vargas-Hernandez et al., 2012

(PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa; IFI: Inmunofluorescencia indirecta)
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2.3.6 Diagnostico

El abordaje diagndstico de la babesiosis canina inicia con una examinacion fisica y
una anamnesis completa (Dantas-Torres y Figueredo, 2006). La principal sospecha clinica se
debe a la presencia previa o actual de garrapatas (vector), asi como a la manifestacion de

signologia sugestiva como ictericia, letargia y fiebre (Irwin, 2010).

La prueba de diagndstico més utilizada para la deteccion de B. vogeli siempre ha sido
el frotis de sangre periférica tefiido con Giemsa u otra tincion policromética de tipo
Romanowsky (Figura 1), por ser una prueba muy simple, econémicay sensible. Sin embargo,
es muy poco especifica ya que solo nos brinda el diagndstico oportuno durante la fase aguda
de la enfermedad. De la misma manera una de las limitantes es que la microscopia 6ptica no
brinda una caracterizacion a nivel de especie (Dantas-Torres y Figueredo, 2006). En las fases
cronica y subclinica de la enfermedad, el diagnostico de B. vogeli se vuelve méas complicado
debido a la poca parasitemia presente y la baja sensibilidad del frotis, por lo que, la
implementacién de técnicas moleculares e inmunoldgicas son necesarias para confirmar la
presencia del material génetico (ADN) del parésito en muestras de sangre o tejidos y de

anticuerpos anti-B. vogeli en suero o plasma sanguineo (Osorno y Ristic, 1974; Irwin, 2010).

Los métodos de diagndstico inmunoldgicos para la deteccion de anticuerpos anti-B.
vogeli son muy variados, entre ellos, los mas comunes son la técnica de hemoaglutinacién
indirecta (Osorno y Ristic, 1974) (no utilizada en la actualidad para el diagnostico de B.
vogeli) y la técnica de inmunofluorescencia indirecta (Furuta et al., 2009; Costa-Junior et al.,
2009; Vargas-Hernandez et al., 2012; Pereira da Costa et al., 2015); es importante hacer
enfasis en que la prueba de inmunofluorescencia indirecta para el diagnostico de B. vogeli no
se encuentra validada como un método de diagndstico oficial, por lo que, los estudios que
utilizaron este método de diagnostico deben tomarse con precaucion. Una gran desventaja de
las técnicas inmunolégicas es que los anticuerpos no se hacen presentes hasta fases cronicas
de la enfermedad, por lo que, el abordaje diagndstico con estas técnicas no es relevante en

infecciones agudas.

También existe la prueba de ELISA tipo sandwich que se desarrolld utilizando un
anticuerpo monoclonal, la cual detecta antigenos circulantes de B. canis en los primeros 4

dias de la infeccién, con una sensibilidad del 100%, sin embargo, en esta técnica existe

11



reaccion cruzada con antigeno de B. vogeli mostrando una sensibilidad reducida del 53.8%
para esta especie y una especificidad del 86.4% (Eichenberger et al., 2017). Pese que este
método de ELISA es de los pocos publicados con una posible funcion para el diagndstico de
B. vogeli, la sensibilidad es muy baja y ademas es necesario contar con equipo especializado

haciendo muy costoso y poco rentable su aplicacion en el ambito clinico.

Por otro lado, el diagnostico molecular ha sido aplicado con méas frecuencia en
diversos estudios. El principal método de diagndstico estandarizado es la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), la cual se basa en la amplificacion de fragmentos de genes de B.
vogeli como el 18S rRNA vy el citocromo ¢ oxidasa 1 (cox-1). Dentro de este método
molecular destacan algunos estudios publicados debido a la capacidad de discernir entre
especies de Babesia de caninos (Duarte et al., 2008; Costa-Junior et al., 2012; Annoscia et
al., 2017; Troskie et al., 2019). Otros métodos moleculares-utilizados son la hibridacion
reversa de ADN (RLBH) (Yisaschar-Mekuzas et al., 2013), el analisis de polimorfismos
mediante fragmentos de restriccion (RLFP) (Jefferies et al., 2007) y la amplificacion
isotermica mediada por horquillas (LAMP) (Muller-et al., 2010), la cual, en este caso en
particular tuvo la desventaja de no ser especifica de especie, por lo que tiene sus limitantes
para el uso en investigacion. Estos métodos moleculares tienen muchas ventajas como alta
sensibilidad y especificidad analiticas, sin embargo, se requiere de equipo de laboratorio
costoso como termociclador, cdmara de electroforesis y equipos de quimioluminiscencia.
Debido a esto, su aplicacion no lo hace estar al alcance de todos los clinicos y laboratorios,
por lo tanto, sigue habiendo muchas limitantes y brechas en cuanto al diagndstico especifico

de B. vogeli en la‘actualidad.

2.3.7 Tratamiento

El tratamiento consiste en el uso de farmacos antiprotozoarios, antimicrobianos
(Cuadro 4), y terapia de sostén (Bilic et al., 2018). Los principales antiprotozoarios utilizados
en el tratamiento de la babesiosis canina son las diamidinas aromaticas como el dipropionato
de imidocarb y el aceturato de diaminaceno, los cuales a lo largo del tiempo han tenido un
buen efecto terapeutico contra las especies de Babesia grandes como B. canis, B. vogeli y B.
rossi (Dantas-Torres y Figueredo, 2006; Baneth, 2018).
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Cuadro 4. Farmacos utilizados en el tratamiento de babesiosis canina.

Farmaco Dosis Via de administracion
Dipropionato de 5-7 mg/kg. 2 dosis con intervalo de Subcutanea o
imidocarb 15 dias entre cada una. intramuscular
Aceturato de 3.5 mg/kg. Unica dosis Intramuscular
diaminaceno
Azitromicina 10 mg/kg, ¢/ 24 h por 10 dias. Oral
Clindamicina 10 mg/kg ¢/12 h por 14 dias. Oral
Atovaquone 13.3 mg/kg, ¢/24 h por 10 dias. Oral

Fuente: Dantas-Torres y Figueredo, 2006; Baneth, 2018.

El mecanismo de accion sugerido del dipropionato de imidocarb consiste en la
interferencia con la produccion o uso de poliaminas y la restriccion en la entrada del inositol
en el eritrocito infectado, causando la muerte del parasito por falta de nutrientes, por lo que,
se considera que es el unico farmaco babesiacida capaz de acabar con la parasitemia en el
hospedante (Mosqueda et al., 2012). Por su contraparte, el aceturato de diaminaceno actua
sobre la cadena de ADN, uniéndose en zonas ricas en adeninas y timinas, asi como la
inhibicion de la topoisomerasa mitocondrial tipo 1, causando la muerte del parasito por una
falta de replicacion y de oxigenacién debido al dafio mitocondrial. El atovaquone es otro
antiprotozoario cuya funcion es bloquear el canal de transporte de electrones, causando una
inhibicién de las pirimidinas y la sintesis de ATP, disminuyendo el rango de consumo de
oxigeno y el metabolismo celular del parésito (Mosqueda et al., 2012; Baneth, 2018). Los
antimicrobianos con accion comprobada contra Babesia en caninos son la azitromicina y la
clindamicina; estos farmacos pertenecen a los macroélidos y su funcion es la inhibicion de la

transcripcion y sintesis de proteinas mediante la unién a la subunidad 50S de los ribosomas
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(Baneth, 2018), los cuales, al no ser completamente eficientes en la eliminacion de la
parasitemia, se utilizan en combinacién con atovaquone (Vial y Gorenflot, 2006; Baneth,
2018). Por ultimo, el tratamiento de sostén consiste en mantener al paciente con un equilibrio
electrolitico y acido-base correcto, asi como garantizar una buena perfusién sanguinea a los
organos vitales mediante transfusiones sanguineas en caso de tener un volumen celular

aglomerado igual o menor a 15% (Dantas-Torres y Figueredo, 2006).

2.3.8 Control y prevencion

Actualmente las medidas de control y prevencion contra la infeccion por B. vogeli,
han sido enfocadas hacia la eliminacién de la garrapata vector R. sanguineus s.l. del
hospedante mediante la utilizacién de productos quimicos (Dantas-Torres, 2008b). Los
métodos de prevencion enfocados al control del vector se desglosan en el Cuadro 5. El
mecanismo de accion varia en cada producto, siendo el uso de collares, productos topicos y
pastillas masticables las que predominan en el mercado. La efectividad en la mayoria de los
estudios existentes se ha probado en el modelo de garrapata D. reticulatus y de la especie B.
canis; esta efectividad ha oscilado entre el 95% Yy el 100% de prevencién en contra de la
infeccion por B. canis en perros, en condiciones de laboratorio, por lo que, algunos autores
hipotetizan que estos productos podrian-evitar en gran porcentaje el riesgo de infeccion por
otras especies de Babesia como B. vogeli y B. rossi en caninos de zonas endémicas (Dumont
et al., 2015). Aunque ya existen algunos productos en el mercado mexicano, el problema de
usar estos controles quimicos a largo plazo es el desarrollo de resisitencia a acaricidas como
las reportadas actualmente en la garrapata R. sanguineus s.l. de una zona en el sureste de
México (Rodriguez-Vivas et al., 2017). Debido a esta problematica, la busqueda de nuevas
estrategias de control quimicas y no quimicas en contra de la garrapata siempre sera motivo

de nuevas investigaciones (Dantas-Torres, 2008b).

En cuanto a control inmunoldgico, la creacién de vacunas para la generacion de
inmunidad humoral protectora en caninos solo se ha desarrollado para el control de la
infeccion causada por B. canis (Schetters, 2005); contra B. vogeli no existe un inmundgeno
comercial hasta el momento. La vacuna que se ha utilizado para la prevencion de la
babesiosis canina en Europa es Pirodog® de Laboratorio Merial. Este inmundgeno esta

hecho a partir de antigenos solubles de sobrenadante proveniente de cultivo in vitro de B.
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canis (Molinar et al., 1982), combinado con saponina como adyuvante (Moreau et al.,1989;
Schetters et al., 1992). Estos antigenos solubles generan una inmunidad humoral en pocos
dias, sin embargo, no evita la infeccidn y solo logra disminuir los signos clinicos agudos de
la enfermedad, evitando la disminucion abrupta del volumen celular aglomerado y del
desarrollo de esplenomegalia, facilitando la recuperacion del canino (Schetters et al., 1994).
Debido a que esta vacuna esta hecha del cultivo in vitro de B. canis, la inmunidad generada
no responde ante el desafio con otra especie de Babesia como lo es B. rossi (Schetters et al.,
1995). Actualmente existe una vacuna en fase experimental contra B. canis utilizando la
proteina recombinante del mismo antigeno vacunal ya utilizado, evitando asi el uso de sangre
y suero de animales vivos (caninos) para la generacion del inmundgeno. Este nuevo método
tuvo resultados similares en cuanto a proteccion en comparacién.con la vacuna hecha de
cultivo in vitro (Moubri et al., 2018).
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Cuadro 5. Farmacos utilizados para evitar la infestacion de garrapatas en caninos.

Principio activo

Nombre

comercial

Via de

administracion

Referencia

Fipronil-Amitraz-(S)

methoprene

Imidacloprid/Flumethrina

Afoxolaner

Permetrina-Fipronil

Permetrina-Fipronil

Fluralaner

Fluralaner

Sarolaner

Lotilaner

CERTIFECT™

SERESTO™

NexGard™

Effitix™

Frontline Tri-
Act/Frontect™

Bravecto™

Bravecto™

Simparica™

Credelio™

Tépica

Tépica

Oral

Tépica

Tdpica

Oral

Tépico

Oral

Oral

Jongejan et al., 2011

Fourie et al., 2013

Beugnet et al., 2014

Navarro et al., 2015

Dumont et al., 2015

Taenzler et al., 2015

Taenzler et al., 2016

Geurden et al., 2017

Cavalleri et al., 2017




2.4 Mecanismo de invasion de Babesia al eritrocito

El mecanismo de invasion celular de Babesia es muy similar al de otros
microorganismos Apicomplexa como Plasmodium y Toxoplasma; estos utilizan una serie de
proteinas posicionadas en el polo apical para lograr la penetracion en la célula blanco. Los
pasos en los que el parasito Babesia logra invadir el eritrocito se han detallado y clasificado
de la siguiente manera: 1) Fijacion: en este paso el parasito tiene el primer contacto con la
célula hospedera y mediante proteinas de superficie como las de la familia MSA (antigenos
de superficie de los merozoitos), logra adherirse a la superficie de esta; 2) Reorientacion: este
proceso involucra el posicionamiento correcto del aparato apical, de tal manera que logre
quedar en contacto directo con la superficie de la célula hospedera, lo cual, favorecera el
siguiente paso; 3) Union estrecha: este paso es considerado el eje central del proceso de
invasion debido a que la membrana del parasito y de la célula-hospedera entran en contacto
mediante la interaccion de ciertas proteinas como AMA-1 (antigeno de membrana apical 1),
RON-2 (proteina del cuello de las roptrias 2), RAP-1 (proteina asociada a las roptrias 1),
TRAP (proteina andnima relacionada con-la. trombospondina), entre otras, con el
citoesqueleto del eritrocito; 4) Invasion: en este paso se logra la entrada del paréasito en la
célula hospedera y es llevado a cabo gracias a la funcion de varias proteinas anteriormente
mencionadas, pero en esta ocasion se favorece la formacion de una vacuola parasitéfora, la
cual aisla y protege al paréasito del ambiente hostil de la célula y permite su supervivencia
inicial. 5) Internalizacion: por ultimo, este paso permite al parasito acoplarse al interior de la
célula, pierde la vacuola parasitofora y otras proteinas como las de los cuerpos esféricos
(SBPs) se secretan, propiciando el desarrollo y multiplicacion del parasito para
posteriormente lisar la célula y continuar con el ciclo infectivo (Yokoyama et al., 2006;
Collins y-Blackman, 2011; Tyler et al., 2011).

La mayoria de las proteinas involucradas en el mecanismo de invasion de Babesia al
eritrocito son secretadas por organulos presentes en la estructura sub celular del parasito
como se muestra en la figura 3. A la fecha, no hay caracterizada ninguna proteina involucrada
en el proceso de invasion en B. vogeli. Dos de las mas importantes y mejor caracterizadas
son: el antigeno de membrana apical 1 (AMA-1) y la proteina asociada a las roptrias 1 (RAP-

1), que se describen a continuacion.
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2.5 Antigeno de membrana apical 1 (AMA-1)

Para que un paréasito apicomplexa pueda invadir la célula hospedante, es necesario
que secrete una serie de proteinas provenientes de sus organulos; uno de los pasos méas
importantes en este mecanismo de invasion es lograr de manera exitosa un anclaje con su
membrana y el citoesqueleto de la célula blanco. Una de las proteinas més estudiadas en
distintos modelos apicomplexa, cuya funcion recae especificamente en este anclaje, es el
antigeno de membrana apical 1 (AMA-1), la cual fue descrita por primera vez en Plasmodium
kwolesi como un antigeno de superficie de merozoito y donde es considerado y. estudiado
como un candidato vacunal en este modelo de parasito apicomplexa (Remarque et al., 2008).
AMA-1 es una proteina producida por los organulos secretores mas pequefios presentes en

el polo apical del parasito Babesia, las micronemas (Gubbels y Duraisingh, 2012).

Esta proteina estd constituida por un péptido sefial, tres ectodominios ricos en
cisteinas, una region transmembranal y una region -citoplasmatica (Salama et al., 2013).
AMA-1 se caracteriza por formar complejos de union con las proteinas del cuello de las
roptrias (RONSs), conformando una estructura clave en el proceso de invasion denominado
unién en movimiento estrecha (tight move junction, por sus siglas en inglés) de
microorganismos apicomplexa, el cual consiste en conectar las proteinas actinas corticales
de las dos células, sirviendo como-anclaje para que el merozoito ingrese y forme una vacuola
parasitofora (Tyler et al., 2011). Otro dato importante respecto a la funcion de AMA-1, es
que la cola citoplasmatica se une con la proteina aldolasa, sirviendo como puente con la F-
actina, desencadenando un reordenamiento del citoesqueleto y promoviendo asi, la invasion

del parasito (Bargieriet al., 2013).

Esta proteina es altamente conservada entre especies de Babesia y ha sido objetivo de
estudio en el desarrollo de prototipos de vacunas, ya que, se ha demostrado que anticuerpos
anti AMA-1 son capaces de bloquear la invasion de merozoitos de Babesia a los eritrocitos
(Gaffar et al., 2004; Salama et al., 2013; AbouLaila et al., 2019).

En cuanto a diagnostico de babesiosis, hay informacion que demuestra que AMA-1
de B. bovis contiene ciertos péptidos especificos de especie, capaces de usarse como

diagnostico inmunologico (Barreda et al., 2019).
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Hasta el momento no se ha reportado la caracterizacion de la proteina homdloga
AMA-1 en B. vogeli.

2.6 Proteina asociada a las roptrias 1 (RAP-1)

Las roptrias son los organulos mas grandes del complejo apical y almacenan proteinas
involucradas en el proceso de invasion de Babesia al eritrocito. Las roptrias se dividen en
dos compartimentos distintos, el cuello y el bulbo posterior; estos organulos secretan una
variedad de proteinas, entre las que destacan RAP-1 (proteina asociada-a las roptrias 1) y
RONs (proteinas del cuello de las roptrias) (Gubbels y Duraisingh, 2012). Una de las
funciones méas importantes de RAP-1, es la formacion de la membrana vacuolar parasitéfora,
la cual es esencial en la supervivencia del parasito dentro de la celula hospedante (Y okoyama
et al., 2006).

En un modelo similar a B. vogeli, como lo es B. bigemina, se encontrd que el gen rap-
1 estaba conformado por una familia de genes multicopia, organizados en tandem,
conformados por tres diferentes genes: rap-1a, rap-1b y rap-1c (Suarez et al., 2003). Por
otro lado, en B. bovis se ha demostrado quela proteina RAP-1 se expresa en esporozoitos y
que antiuerpos especificos pueden inhibir el anclaje a los eritrocitos (Mosqueda et al., 2002);
asimismo se ha estudiado el efecto-inmunoprotector de anticuerpos anti RAP-1 de B. bovis
en desafios, demostrando que, pese a generar una respuesta inmunoldgica de tipo TH1, la
inmunidad de bovinos vacunados con RAP-1 recombinante resulta insuficiente para proveer

proteccidn ante desafios con cepas virulentas (Normine et al., 2003).

Respecto al uso de esta proteina como antigeno de diagnostico, hay evidencia que
respalda su aplicacion en ensayos de deteccion de anticuerpos contra B. bigemina y B. caballi
(Kappmeyer et al., 1999; Boonchit et al., 2006). Sin embargo, por ser una proteina
conservada entre algunas especies de Babesia, la probabilidad de que ocurran reacciones

cruzadas entre distintas especies gque infectan un mismo hospedante, son factibles.

En cuanto a la caracterizacion molecular e inmunolégica de la proteina RAP-1 en
otras especies de Babesia que infectan caninos, se encuentra publicada una secuencia putativa

de Babesia canis (M91168.1) (Dalrymple et al., 1993) y la secuencia homologa de Babesia
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gibsoni (DQ386864), la cual corresponde a un gen de 1425 pares de bases (pb) y a una
proteina de 474 aminoécidos, con un peso molecular de 52 kDa (Zhou et al., 2007). Babesia

vogeli actualmente carece de una caracterizacién inmunolégica y molecular de esta proteina.

Algunas de las proteinas
secretadas durante el
mecanismo.de invasion de
Babesia al eritrocito

Proteuel antigeno de
m ana apical (AMA-1
[Giyana apical (AMAD)

U Proteina asociada a las
) roptrias (RAP-1)

Proteinas del cuello de las
roptrias (RON)

apicoplasto

mitocondrion

Proteina de los cuerpos
esféricos (SBP-4)

crestas

Figura 3. Esquema gréafico de eritrocito infectado por merozoitos de Babesia spp. Se
observan los organulos presentes en la estructura sub celular. En el esquema adyacente se
desglosan algunas de las proteinas secretadas durante el mecanismo de invasion al eritrocito
por parte de Babesia (Modificado de Gohil et al., 2010 ).
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1. JUSTIFICACION

B. vogeli es una especie de piroplasma mundialmente distribuida y es la Unica que se ha

identificado hasta el momento como agente causal de la babesiosis canina en México.

La situacién epidemiolégica actual de la babesiosis canina en muchos paises, incluyendo
México, es desconocida y por consecuente no se ha determinado el impacto econdmico ni se

han implementado medidas de control adecuadas.

Por consecuente, una de las principales limitantes para el estudio de B. vogeli es la falta
de herramientas aplicadas al diagnéstico y al escaso conocimiento acerca de los genes que
codifican a proteinas antigenicas, candidatos vacunales o de diagnostico. Por lo que, conocer
las secuencias de genes de B. vogeli involucrados en el proceso de invasién al eritrocito como
ama-1y rap-1, permitira caracterizar inmunomolecularmente estas proteinas con el objeto
de analizar en un futuro a corto y mediano plazo su uso potencial en estrategias de control y
prevencion de la babesiosis canina causada por B. vogeli en México y otras regiones

endémicas de la enfermedad.
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IV. HIPOTESIS

B. vogeli tiene los genes ama-1y rap-1 los cuales expresan a las proteinas AMA-1y RAP-1

en las fases eritrociticas.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

= Identificar los genes ama-1y rap-1y evaluar la expresion de las proteinas AMA-1y
RAP-1 de B. vogeli.

5.2 Objetivos especificos

Obtener las secuencias predichas de las proteinas RAP-1y AMA-1 de B. vogeli.
Evaluar si B. vogeli transcribe los genes rap-1y ama-1.
Obtener anticuerpos contra las proteinas RAP-1 y AMA-1 de B. vogeli.

Eal A

Evaluar si B. vogeli expresa las proteinas RAP-1y AMA-1.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Material bioldgico utilizado
El aislado de B. vogeli utilizado en esta investigacion fue colectado en el municipio
de Ciudad Victoria, en el estado de Tamaulipas, y se caracterizd en el Laboratorio de

Investigacion en Inmunologia y Vacunas de la Universidad Autdnoma de Querétaro.

Para llevar a cabo una infeccion experimental se utilizé un canino domestico de 8
afios de edad. Para la generacion de anticuerpos contra las proteinas caracterizadas en este
trabajo se utilizaron 9 conejos machos de dos meses de edad, raza Nueva Zelanda, los cuales
fueron mantenidos en el area de cunicultura (ARCUN) de la Facultad de Ciencias Naturales,

campus Amazcala.

Todos los procedimientos de experimentacion con animales fueron previamente
evaluados y aprobados por el comité de bioética perteneciente a la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro-bajo el nimero de aprobacion
18FCN20109.

6.2 Cirugia e infeccion experimental

Para obtener sangre infectada con una mayor parasitemia de B. vogeli, se realizd una
infeccion experimental en un canino doméstico de aproximadamente 8 afios de edad, mestizo,
hembra. La infeccion experimental se llevd a cabo en la Nave de Infectomica Animal de la
Facultad de Ciencias Naturales, del campus Amazcala y la cirugia esplenectomia en el
quirdfano perteneciente a la licenciatura en medicina veterinaria y zootecnia de la Facultad

de Ciencias Naturales, del campus Juriquilla.

La cirugia de esplenectomia se realiz utilizando un protocolo de anestesia fija basado
en la administracion de clorhidrato de xilacina a dosis de 1 mg/kg via intramuscular, mas
tiletamina con zolazepam a dosis de 7 mg/kg, via endovenosa (Plumb, 2010). La técnica
quirtrgica empleada fue hecha con base en el protocolo descrito por Fossum (1999). Quince
dias después de la esplenectomia, se llevé a cabo la infeccion experimental. Para esto, se le
administraron 5 ml de sangre infectada con Babesia vogeli por via intravenosa (Wang et al.,
2018), con un porcentaje de eritrocitos parasitados (PEP) del 0.1 %. El progreso de la

infeccion fue monitoreado diariamente verificando la temperatura corporal, volumen celular
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aglomerado (método del microhematocrito) y un frotis sanguineo tefiido con colorante

Giemsa utilizando sangre extraida de la vena yugular (Furuta et al., 2009).

6.3 Procesamiento de la sangre infectada

Cuando el canino infectado alcanzo el porcentaje de eritrocitos parasitados de 9.0, se
procedi6 a obtener la sangre infectada con B. vogeli. La extraccion de sangre fue llevada a
cabo con previa sedacion utilizando tiletamina con zolazepam a la dosis anteriormente
especificada. Para el procesamiento de la sangre se utilizé un matraz Erlenmeyer con tubo de
desprendimiento de 250 ml; para esto, se le coloco una manguera de hule en la tapa del matraz
y otra en el tubo de desprendimiento, posteriormente se le agregaron aproximadamente 25
gramos de céanicas de vidrio para poder desfibrinar la sangre mediante agitacion y se sello
con papel parafilm y aluminio. En el extremo de la manguera paosicionada en la tapa se le
incorporod a presion una jeringa de 3 ml con una aguja 20 G x.32mm, después se cubrieron
los dos extremos con papel estraza y papel aluminio y se-esterilizo en autoclave a 15 Lbs de
presion durante 15 minutos. Una vez estéril y frio se le colocd una pinza hemostatica en cada
extremo de las mangueras. Posteriormente, se procedid a extraer el vacio del matraz mediante

una bomba extractora.

Para realizar el sangrado se depild la zona del cuello para poder visualizar de manera
uniforme la vena yugular y se realiz6 asepsia con alcohol etanol al 70% Yy una solucion de
iodopovidona comercial. Después de esto, se procedio a puncionar la vena yugular con la
aguja acoplada al matraz con tubo de desprendimiento. Una vez en vena se retird la pinza
hemostatica de ese extremo y mediante el vacio la sangre empez6 a fluir hacia el interior del
matraz. Cuando se termind de extraer un volumen de aproximadamente 100 ml (< 10% del
peso vivo ‘del ‘animal) se volvio a colocar la pinza y se retir6 la aguja. Inmediatamente
después, se empez6 a mover el matraz suave y constantemente en forma oscilatoria durante
20 minutos, hasta la visualizacion del coagulo de fibrina; ya retraido el codgulo, se almaceno

el matraz en hielo y se cubrié de la luz hasta el procesamiento de la sangre en el laboratorio.

Para llevar a cabo el lavado de la sangre se preparo solucion Vega y Martinez (VY M)
estéril (Vega et al., 1985). El proceso de lavado se inicié pasando la sangre del matraz a dos
tubos estériles de polipropileno de 50 ml utilizando pipetas estériles de transferencia

serologicas de 15 ml. Posteriormente se centrifugaron ambos tubos a 3,500 rpm durante 20
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minutos a 4 grados celsius, después se retird el suero y la capa flogistica conformada por
glébulos blancos y plaquetas y se les agreg6 solucion VYM hasta aforar a 45 ml; se repitio
la centrifugacion con las mismas condiciones antes mencionadas tres veces en total. Al final
de los tres lavados, se logrd obtener unicamente el paquete globular de eritrocitos infectados
con B. vogeli. Posteriormente, con los eritrocitos infectados se prepararon frotis de sangre
para la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y alicuotas en tubos de 1.5 ml-para
extraccion de &cidos nucleicos. Todo el material bioldgico se almacené a -20 °C hasta su

posterior uso.

6.4 Obtencidn de las secuencias predichas de RAP-1y AMA-1 de B. vogeli

6.4.1 Extraccién de ADN

El ADN se extrajo de eritrocitos infectados con B. vogeli (porcentaje de eritrocitos
parasitados del 9%) previamente procesados. El-método de extraccion de ADN se realizd
siguiendo el protocolo del kit comercial Dneasy® Blood & Tisuue kit de la empresa Qiagen

(Hilden, Alemania) y se realizo de la siguiente forma:

A) En un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml se agreg6 20 ul de proteinasa K, 100
ul de sangre completa y 100 ul de buffer de fosfatos (PBS 1x, pH 7.4).

B) Después se agreg6 200 pl de solucion AL y se procedio a mezclar mediante vortex
por 5 a10 segundos e inmediatamente después se pasé a incubar a 56 °C durante
10 minutos.

C) Posteriormente se adicionaron 20 ul de etanol al 100% y se volvié a mezclar
mediante vortex. Toda la mezcla se paso a una columna Dneasy spin, la cual se
coloco previamente en un tubo colector, después se centrifugé a 8,000 rpm
durante 1 minuto y el tubo colector se desechd junto con el liquido sobrante.

D) Se colocé la columna en un tubo colector nuevo y se le agreg6 500 ul de solucion
AWL1 y se repitié la centrifugacion con las mismas condiciones anteriores. Se

desecho de nuevo el tubo colector y se posiciond la columna en uno nuevo.
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E) Se continudé agregando 500 ul de solucion AW?2 y esta vez se procedid a
centrifugar a 13, 000 rpm durante 3 minutos. Se volvié a descartar el tubo colector
y esta vez se colocd un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml nuevo y estéril.

F) Por dltimo, se adiciond 100 ul de solucién AE y se incub6 por 1 minuto a
temperatura ambiente. Se centrifug6 una ultima vez a 8,000 rpm durante 1 minuto
y lo que se colectd en el tubo de 1.5 ml es el ADN aislado de la muestra.

G) El ADN extraido se cuantificO mediante espectrofotometria utilizando el equipo
Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000c y se evalud el indice de pureza
mediante la obtencion de los valores 260/280 y 260/230. También se le realiz6
una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para verificar la integridad. Las

muestras de ADN fueron almacenadas a -20 °C hasta su posterior uso.

6.4.2 Disefio de iniciadores
Los iniciadores que se utilizaron para amplificar los genes ama-1y rap-1 de B. vogeli
fueron disefiados con los programas en linea Oligo Analyzer de la compafiia IDT

(www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) (Owczarzy et al., 2008) y Primer-

Blast® del National Center  for  Biotechnology Information  (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqgi) (Ye et al., 2012).

Debido a que no se cuenta con el genoma anotado de B. vogeli se analizaron las
secuencias de nucledtidos del gen ama-1 de otras especies de Babesia ya reportadas en la
base de datos Nucleotide del Genbank®, NCBI. Todas las secuencias de nucledtidos
obtenidas fueron alineadas mediante el programa bioinformatico Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Madeira et al., 2019), esto con el fin de buscar

regiones conservadas que pudieran servir como iniciadores para la amplificacion parcial del
gen.ama-1 de B. vogeli. De igual manera, se hizo una exhaustiva revision de literatura para
buscar iniciadores publicados que sirvieran para amplificar un fragmento del gen ama-1 en
organismos genéticamente relacionados con Babesia como todos los protozoarios del filo
Apicomplexa. En esta busqueda se encontré un par de iniciadores degenerados que al
analizarlos in silico mostraba una posible amplificacion de 880 pb, correspondiendo a un

fragmento del gen ama-1 de cualquier especie de Babesia (Tarigo et al., 2019).
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Para el gen rap-1 de B. vogeli se encontraron dos secuencias reportadas en la base de
datos Nucleotide del Genbank®, NCBI. Una de estas estaba anotada como gen putativo de
B. canis, reportada por Dalrymple et al. (1993) con clave de acceso M91168.1, la cual sirvié
como secuencia molde para el disefio de los iniciadores. Por ultimo, una vez obtenida la
secuencia completa o parcial de los genes, se disefiaron un par de iniciadores para cada gen
utilizando como secuencia molde una region de nucleétidos interna, evitando tomar
secuencias en regiones de intrones, con el fin de realizar una reaccion en cadena de la

polimerasa a partir de una retrotranscripcion (RT-PCR, por sus siglas en inglés).

Para el disefio en general de los iniciadores se consideraron las especificaciones
necesarias como el tamafio ideal de 16 a 28 nucle6tidos, contenido. de entre 40 y 60% de
C/Gs, una temperatura de entre 50 °C a 62 °C, asi como, que no formaran horquillas,
homodimeros y heterodimeros por complementariedad (Chuang etal., 2013). Los iniciadores
disefiados se mandaron a sintetizar al Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México (Cuernavaca, Morelos, México) y a la empresa ADN sintético SAPI
de CV (Irapuato, Guanajuato, México). Las secuencias de los iniciadores utilizados en este

trabajo se describen en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Iniciadores disefiados para la amplificacion de los genes ama-1y rap-1.

Tamafo
Gen Secuencia de iniciadores de Referencia
amplicon
Fw 5'-ATGGCNAARTTYGAYATHGC-3'
880 pb  Tarigoetal., 2019
Rv 5'-GCCCARTTDATNCCNACNCC-3'
ama-1
Fw-RT 5-CTCCAGAGGCAGAACTCGTC-3' 314 pb  Este trabajo
Rv-RT 5-TGTCGCTCTTCAGTGGTCTC-3'
Fwrapl 5-GAAGCGGGTGAAAAGCATTGT-3' )
1997 pb  Este trabajo
. Rvrapl 5-GTGCCACGAAGCCTTGTATG-3'
rap-

F-RT 5'GACCTTGTCTACCCTTCTTAACG-3'

R-RT 5-CGTTGTACTTNCCNAAGTCTTC-3'

632 pb  Este trabajo
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6.4.3 Amplificacion de los genes rap-1y ama-1 de B. vogeli

Utilizando el ADN extraido de eritrocitos infectados con B. vogeli se realizé una
reaccion en cadena de la polimerasa punto final (PCR, por sus siglas en inglés) para la
amplificacion de los genes ama-1 y rap-1. Este procedimiento se llevd a cabo en un

termociclador modelo T100 ™ marca Bio-rad.

La reaccién se estandarizd en un volumen final de 12.5 pul, utilizando 6.25 ul del
master mix 2x (Promega®, Madison, USA), 10 uM de cada iniciador a una concentracion
final de 0.4 uM, 50 — 100 ng de ADN Yy cuanto baste de agua grado biologia molecular. Los
parametros de termociclado utilizados para la amplificacion de un amplicon de 1997 pb
correspondiente al gen rap-1 de B. vogeli fueron: una desnaturalizacion inicial de 5 minutos
a 95 °C, después 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 1 minuto a 52 °C, 1:45 minutos a 72 °C
y por ultimo una extension final de 5 minutos a 72 °C. Para la amplificacion parcial del gen
ama-1 de B. vogeli se utilizaron los iniciadores publicados por Tarigo et al. (2019), para esto,
se prepar6 la reaccion a un volumen final como se describi6 anteriormente y se utilizd un
protocolo de termociclado con ciertas -modificaciones; estos parametros fueron una
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95 °C, después 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 45 s a 56

°C, 1:30 min a 72 °C y por tltimouna extension final de 3 minutos a 72 °C.
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6.4.4 Clonacion, transformacion de células competentes y secuenciacion

Los productos de PCR obtenidos en las amplificaciones del gen rap-1y ama-1 de B.
vogeli se procedieron a purificar mediante el kit comercial Molecular Biology, EZ-10 Spin
Column DNA Gel Extraction (Southern Labware®, Cumming, Georgia, USA) siguiendo las

indicaciones del fabricante.

Una vez purificados los amplicones, para el caso particular del fragmento del gen
ama-1 de B. vogeli se procedio a enviarlo a secuenciacion por el método de Sanger al Instituto
de Biotecnologia de la UNAM (Cuernavaca, Morelos, México) utilizando el producto de la
purificacion del amplicon. En el caso del gen rap-1, se llevé a'cabo una clonacién y
transformacion en células competentes, utilizando un vector comercial 2.1 PCR TOPO TA,
Invitrogen® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) y la cepa E. coli
TOP10. Este proceso se llevd a cabo agregando el producto de la purificacion en unarelacién
inserto/vector 3:1; con base en las indicaciones de la péagina biomath de la empresa
Promega® (https://worldwide.promega.com/resources/tools/biomath/). Después de calcular
la relacion inserto vector, se procedid a realizar la clonacién, siguiendo las indicaciones
sugeridas en el manual del producto: brevemente, en un microtubo de 0.2 ml se afiadié 1 ul
de sales, 1ul del vector 2.1 PCR TOPO TA Cloning, la cantidad necesaria del producto de la
purificacion (relacién 3:1) y agua libre de nucleasas para aforar a un volumen final de 6 pl.

La mezcla se agitd suavemente y se incubo en el termociclador a 23 °C por 30 min.

Posteriormente, se continud con la transformacion bacteriana. Se tomaron 2 viales de
50 ul de células competentes y se colocaron en hielo por 30 min, después de este tiempo se
agregaron 3 pl del producto de clonacion a cada uno de los viales. Posteriormente se realizd
un choque térmico de temperatura poniendo los tubos a 42 °C durante 30 s y de inmediato se
paso a hielo por 5 min. Una vez terminado el choque térmico se colocaron 250 ul de medio
SOC (2% de triptona, 0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgClz,
10 mM MgSOs4,20 mM de glucosa) y se incub6 a 37 °C durante 1 hr con agitacion a 200 rpm.
Una vez terminado el tiempo de incubacion, se colocaron 100 pl de este cultivo en cajas petri

con medio LB (Lurian Berthani) solido, adicionado con 100 pug/ml de ampicilina; el cultivo
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se esparcié de manera uniforme con un asa bacteriologica estéril y se puso a incubar a 37 °C
durante 12 hr. Pasando las 12 hr de incubacion se tomaron aleatoriamente 8 colonias
bacterianas crecidas en el medio y con un palillo de madera estéril se tomé una pequefia
muestra y se procedid a determinar la presencia del inserto en las bacterias mediante una
reaccion en cadena de la polimerasa de colonia (PCR Colony). Una vez confirmada la
presencia de la secuencia de interés. Una vez confirmada la presencia de la secuencia de
interés, se realizd una expansion de estas colonias bacterianas, en 5 ml de caldo LB
adicionado con 100 pg/ml de ampicilina. Estos cultivos se pusieron a incubar a 37 °C durante
16 hrs con una agitacion promedio de 250 rpm utilizando una incubadora con agitacion
(Modelo MAXQ4450, Thermo Scientific).Al dia siguiente, se realizé la extraccion de ADN
plasmidico mediante el kit comercial ilustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare,

Chicago, Illinois, USA) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

Para la secuenciacion del gen ama-1 se utilizaron-los-iniciadores especificos. Para el
gen rap-1 se utilizaron los iniciadores universales con sitios de hibridacion en la secuencia
del vector M13 y T7 reverse y un iniciador interno. disefiado para obtener una secuencia que
se sobrelapara a las otras dos derivadas de los iniciadores universales. Por ultimo, se enviaron
a secuenciar los amplicones en ambas direcciones utilizando de 300 a 500 ng de ADN
plasmidico purificado de 2 clonas diferentes, mediante el metodo de Sanger, al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM (Cuernavaca, Morelos, México). Las secuencias obtenidas se

ensamblaron utilizando el programa Clustal Omega (Madeira et al., 2019).

6.4.5 Analisis de las secuencias obtenidas

Se analizo la presencia de un marco de lectura abierto mediante el programa ORF

Finder.de la plataforma del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) (Rombel et al.,

2002). Para la deteccion del nimero de intrones y exones se utiliz6 el programa GENSCAN
online tool (http://hollywood.mit.edu/GENSCAN.html) (Burge y Karlin, 1997). La
secuencia de nucleotidos fue traducida a aminoacidos mediante el programa Translate de la

plataforma Expasy ( ) (Gasteiger et al., 2005). Se realizd un

analisis comparativo de las secuencias de nucle6tidos y de aminoacidos obtenidas mediante
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la herramienta bioinformatica BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et
al., 1990).

Para evaluar la estructura secundaria de las proteinas se les realiz6 una serie de anélisis
bioinforméticos que se describen a continuacion. Para predecir regiones hidrofobicas se

utilizé el programa Protscale (https://web.expasy.org/protscale/) (Gasteiger et al., 2005), el

péptido sefial fue determinado mediante SignalP-5.0 Server

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)  (Almagro et al., 2019), las regiones

transmembranales  fueron identificadas utilizando el TMHMM  Sever v.2.0
( ) (Krogh et al., 2001) y los dominios de las proteinas
fueron identificados por el programa Pfam ( ) (Finn et al., 2014). Se disefiaron
dos péptidos de cada proteina con probabilidad de ser epitopo B, descartando las regiones
del péptido sefial, dominios hidrofébicos, transmembranales e-intracelulares. Para identificar
los epitopos B se utilizaron los programas ABCpred (crdd.osdd.net/ raghava/abcpred/) (Saha
y Raghava, 2006), BCpred (crdd.osdd.net/raghava/bcepred/) (Sahay Raghava, 2004) y IEDB
(www.iedb. org/) (Zhang et al., 2008). Se seleccionaron los péptidos con base en los puntajes
mas altos presentados en los tres algoritmos. Por ultimo, las secuencias péptidicas fueron
analizadas mediante la herramienta bioinforméatica BLAST (Altschul et al., 1990) para
confirmar que no tuvieran regiones altamente conservadas con otras secuencias de

microorganismos similares o que estuviesen presentes en las proteinas de los caninos.

6.5 Analisis de la transcripcion de los genes rap-1y ama-1 de B. vogeli

6.5.1 Extraccién de ARN total

La extraccion de ARN total se realizd a partir de eritrocitos infectados con el aislado de
B. vogeli anteriormente descrito; para esto se utilizd la metodologia de Trizol® Reagent
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA), con el fin de evaluar la expresion de ambos genes

caracterizados en fases intraeritrociticas. A continuacion se detalla la metodologia.
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A)

B)

C)

D)

E)

F)

G)

H)

J)

K)

La muestra de eritrocitos infectados preservado en Trizol se descongel6 gradualmente
en hielo, con el fin de que no sufriera un cambio radical de temperatura. Después se
le realiz6 agitacion con vortex y una vez descongelada la muestra, se extrajo 1 ml de
esta y se agrego a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml estéril; posteriormente se le
adicionaron 200 pl de cloroformo y se volvié a agitar mediante vortex.

Después de este primer paso se deja reposar la muestra durante 3 minutos a
temperatura de cuarto (25 °C promedio).

Posteriormente se procedié a centrifugar durante 15 minutos a 12,000 rpm a 4 °C.
Una vez terminado esto, el sobrenadante se pasé a un tubo de microcentrifuga de 1.5
ml nuevo y estéril. Después se le agregaron 100 ul de cloroformo (aproximadamente
una quinta parte del volumen resultante).

La muestra se volvio a agitar mediante vortex y se le dejo reposar durante 3 minutos
a temperatura de cuarto; posteriormente se centrifug6-durante 15 minutos a 12,000
rpma4 °C.

Concluido el paso anterior, se pasa el sobrenadante en un tubo nuevo con mucho
cuidado de no remover el sedimento. Después se afiadieron 500 ul de isopropanol frio
(aproximadamente lo equivalente a un volumen).

Se agito por inversion 10 veces, se dejo incubar a temperatura de cuarto durante 10
minutos y se procedio a centrifugar durante 10 minutos a 12,000 rpm a 4 °C.

En este momento se prepararon 20 ml de etanol grado biologia molecular al 75% (15
ml de etanol y 5 ml de agua grado biologia molecular).

Se desech6é muy cuidadosamente por inmersion el sobrenadante, quedando en el tubo
la pequefia masa de ARN extraido. Posteriormente se afiadié 1 ml de etanol al 75% y
se vortexeo hasta despegar la masa.

Se centrifugo6 a 7,500 rpm por 5 min a 4 °C; se repitieron el paso H y el I dos veces
mas concluyendo asi los lavados con etanol.

Consecuentemente se descartd el sobrenadante y se dejo secar la pequenia masa
resultante, hasta que el tubo estuvo completamente seco.

Por Gltimo, se rehidrat6 con 15 ul de agua grado biologia molecular. Se dio vortex y

se almacend a -20 °C hasta su uso.
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L) Para corroborar que se habia extraido ARN total, se cuantifico mediante
espectrofotometria utilizando el equipo Thermo Scientific™ NanoDrop™
2000/2000c a una longitud de onda de 260 nm.

6.5.2 RT-PCR

Para evaluar si los genes rap-1y ama-1 de B. vogeli se transcriben se procedio a realizar
una reaccion en cadena de la polimerasa punto final a partir de ADN complementario

obtenido de una retrotranscripcion (RT-PCR punto final).

La retrotranscripcion fue realizada mediante un kit comercial' SuperScript® Il
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) utilizando 1ug de ARN -total y siguiendo las

indicaciones del fabricante.

Una vez terminada la retrotranscripcion se procedio a realizar una PCR punto final
utilizando el ADN complementario generado. Los componentes de esta PCR fueron
calculados para un volumen final de 12. 5 ul, constituidos por 10 uM de cada primer interno
especifico para el gen rap-1 0 ama-1 (cuadro 6), 1. 25 ul de ADNCc, 6.25 ul de PCR Master
Mix 2x Bioline (Meridian Bioscience, London, UK) y 4 ul de agua grado biologia molecular.
Como control negativo se utilizo ARN total tratado con buffer de ADNasa y sin procesarlo
con enzima retrotranscriptasa. Las condiciones de termociclado para el gen rap-1 fueron las
siguientes; una desnaturalizacion inical a 95 °C por 3 min, 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 52 °C
por 30 s, 72 °C por 30 s y un paso de extension final de 72 °C por 3 min, para obtener al final
un amplicdn de aproximadamente 600 pb. Para el gen ama-1 las condiciones de termociclado
fueron las siguientes; una desnaturalizacion inicial a 95 °C por 2 min, 30 ciclos de 95° C por
30's, 55 °C por 30 s, 72 °C por 20 s y un paso final de 72 °C por 2 min, para obtener al final

un amplicon de aproximadamente 314 pb.

35



6.6 Obtencion de anticuerpos cotra las proteinas RAP-1 y AMA-1 de B. vogeli
6.6.1 Sintesis de péptidos

Con base en los analisis bioinformaticos anteriormente descritos, se seleccionaron
dos péptidos por proteina y se mandaron a sintetizar quimicamente a la empresa PEPTIDE?2
(Chantilly, Virginia, USA) en un sistema de dendrimeros de 8 ramas. (MAPS-8).

6.6.2 Inmunizaciones

Para la generacion de anticuerpos contra las proteinas AMA-1Y RAP-1 se
inmunizaron conejos de dos meses de edad, raza Nueva Zelanda con cada péptido
seleccionado (MAPS-8). Las inmunizaciones se llevaron a cabo en el &rea de cunicultura
ubicada en la Facultad de Ciencias Naturales, Campus Amazcala, de la Universidad
Autonoma de Querétaro. Se utilizaron dos conejos por cada péptido y un conejo como control
negativo. Estos conejos fueron mantenidos en jaulas individuales con alimento comercial y
agua ad libitum. La dosis en la que se preparo el antigeno con la que se inmunizo cada conejo
fue administrada en un volumen final de 1 ml; esta contenia 100 ug de péptido diluido en
300 pl de PBS 1x estéril, pH 7.4 y 700 ul de adyuvante Montanide ISA 71VG (Seppic®,
Francia). Para inmunizar al conejo control negativo se utilizd Gnicamente 700 ul de
adyuvante y 300 ul de PBS 1x esteéril, pH 7.4. Las inmunizaciones se realizaron con una
jeringa hipodérmica de 3 ml con aguja de calibre 22, administrando la mitad de la dosis en
un sitio cercano al linfonodo subescapular y la otra mitad cerca del linfonodo popliteo, via
subcutanea El calendario de vacunacion dio inicio con la primera inmunizacion (dia 0), en
donde ademas-se obtuvo suero pre — inmunizacién y posteriormente se aplicaron tres
refuerzos cada veinti y un dias, para terminar con cuatro inmunizaciones en total (dia 0, 21,
42, 63); quince dia posteriores (dia 78) a la ultima inmunizacion se realizo el sacrificio de los
animales y la obtencion de los sueros hiper inmunes (figura 5) (Valdez-Espinosa, 2015;
Mosqueda et al., 2019).
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Calendario de inmunizacion

Obtencion de suero

5 g 1% inmunizacion 2* inmunizacién 3® inmunizacién 4® inmunizacién Sangrado final
pre-inmunizacién
Dia 0. Dia 0. Dia2l. Dia 42. Dia 63. Dia 78.
= % -, = - -
Suero pre-inmunizacién Suero post-1¢ Suero post-2* Suero post-3* Suero post-4*
inmunizacion inmunizacién inmunizacién inmunizacién

Figura 4. Calendario de vacunacién utilizado para la generacion de anticuerpos contra las
proteinas RAP-1 y AMA-1 de B. vogeli.

6.6.3 Determinacion de anticuerpos mediante ELISA indirecta

Para determinar el incremento de anticuerpos en los conejos inmunizados se realizd
un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) de tipo
indirecta. Se utilizd el protocolo descrito por Hernandez-Silva et al., (2018) con ciertas

modificaciones. A continuacion se desglosa el procedimiento.

A). Se sensibilizaron placas de 96 pozos de poliestireno de alta unién de la marca
Costar® (Corning Incorporated, No. Cat. 3590), con un volumen final de 100 pl
a una concentracion de 4 ug/ml de cada péptido a analizar diluido en buffer de
carbonatos pH 9.6 y se dejo durante toda la noche a 4 °C.

B) Al dia siguiente se retiro el buffer de carbonatos y se procedio a lavar la placa
aplicando 200 pl de PBS Tween al 0.05%, pH 7.4. El lavado se repitio tres veces,
aplicando pequefios movimientos oscilatorios a la placa, para después de 1 min

decantar el buffer de lavado.
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C)

D)

E)

F)

G)

H)

Después de haber realizado el primer lavado, se continu6 con el blogueo de la
placa, para lo cual se agregaron 200 ul de leche descremada al 5% diluida en PBS
Tween 0.05% y se dejé incubando a 37 °C durante 1 hr.

En este paso se prepararon las diluciones del anticuerpo primario, es decir, el
suero pre inmunizacion y todos los sueros post inmunizacion de los conejos
inmunizados con cada uno de los péptidos sintéticos.

Al terminar el tiempo de incubacion del bloqueo, se procedio a repetir el lavado,
como se describi6 anteriormente.

Ya lavadas y escurridas las placas, se inicié con la incubacion del anticuerpo
primario, colocando por cada conejo 100 ul de suero pre inmunizacion y todos
los sueros post inmunizacion por triplicado; se pasé a incubar 37 °C durante 1 hr
y al término de este tiempo, se volvio a lavar con PBS Tween 0.05%.

Después, se incubaron 100 ul del anticuerpo secundario diluido en leche al 2% en
1:3,500, durante 45 minutos; el anticuerpo secundario consistié en un Anti Ig G
H+L de Conejo hecho en cabra conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP)
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA). Una vez terminada
esta incubacion se repitieron los lavados, ahora solo incrementandose a cuatro.
Se preparo la solucion de revelado; esta se conformé de citrato de sodio al 0.1 M
y acido citrico al 0.1 M, en un volumen de 5 ml cada uno, posteriormente se le
agregaron 4 mg de dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD) y 8 ul de peroxido
de hidrégeno (H202). Estos volumenes son los correspondientes para el revelado
de una placa.

Para revelar, se agregaron 100 ul de solucion de revelado por pozo, sin agregar
solucidn de paro y se tomo lectura a los 20 minutos a una longitud de onda de 450
nm. Los resultados se evaluaron y graficaron utilizando el software GraphPad
Prism® version 8.4.2 (464).
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6.7 Andlisis de expresion de las proteinas mediante inmunofluorescencia

indirecta

Para

llevar a cabo la localizacion subcelular se realiz6 una técnica de

inmunofluorescencia indirecta, utilizando laminas con eritrocitos infectados con B. vogeli y

los sueros hiper inmunes obtenidos de los conejos inmunizados con los péptidos sintéticos.

Esto con el fin de demostrar que anticuerpos anti AMA-1 y anti RAP-1 de B. vogeli son

capaces de reconocer la proteina nativa presente en el parasito. Se utilizé el procedimiento

descrito en Mosqueda et al. (2019), con algunas modificaciones.

A continuacién se describe el método de inmunofluorescencia indirecta utilizado.

a)

b)

d)

f)

Se extrajeron las laminas del congelador y se pusieron-a secar por 30 min en
la cabina de flujo laminar.

Una vez secas, se pusieron a fijar en una solucién con 90% acetona y 10%
metanol por 30 minutos; la solucion fijadora se colocé en congelacién 24 h
antes.

Después de terminar el tiempo de fijacion, se dejo secar y se procedio a
realizarle sobre la Iamina el nimero de circulos necesarios utilizando esmalte
oscuro. Los circulos se hicieron con un didametro entre 1 a 1.5 cm.
Posteriormente se diluyen los sueros a analizar en solucion PBS Tween al 1%.
Para este experimento se utilizd la dilucion 1:40 para el anticuerpo primario y
1:150 para el anticuerpo secundario, el cual correspondia a un anti 1gG de
conejo- hecho en cabra conjugado con Alexa Flour™ 488 (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA).

Se coloco el anticuerpo primario (sueros pre y post inmunizacion) en los pozos
hechos con esmalte y se incub6 durante 30 min a 37 °C en cdmara humeda.
En cada lamina se colocdé un control negativo de reaccioén (solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS, pH 7.4)).

Ya terminada la primera incubacion, se colocaron las laminas en cajas Coplin
de vidrio y se dieron tres lavados con PBS Tween al 1% con agitacion leve y
un lavado final con pura agua destilada. Cada lavado cont6 con un tiempo de

5 min.
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9)

h)

Se repitié el secado de las laminas y se continué con la incubacién del
anticuerpo secundario durante 30 minutos a 37 °C, procurando tapar las
camaras htmedas con papel aluminio.

Se repitieron los 4 lavados como se describié anteriormente y se volvieron a
secar las 1aminas.

Por altimo, se montaron con glicerina fosfatada (solucién conformada por
50% de glicerol y 50% de PBS 1x) y se procedio a observar en el microscopio

de epifluorescencia a aumento de 1000x.
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7 RESULTADOS

7.1 Amplificacién de los genes ama-1y rap-1 de B. vogeli

Mediante la realizacion de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final
y la utilizacion de ADN gendmico de B. vogeli extraido de eritrocitos de perro infectados, se
logro la amplificacion de un fragmento parcial de aproximadamente 880 pb correspondiente

al gen ama-1 (Figura 6).

1500 pb

1000 pb

800 pb

Figura 5. Amplificacién parcial del gen ama-1 de B. vogeli. La reaccion en cadena de la
polimerasa se visualizd en un gel de agarosa al 1%, utilizando “red” gel. Carril 1: Marcador
de talla molecular 1 kbp. Carril 2: Control negativo. Carril 3: ADN gendémico de B. vogeli.

La amplificacion corresponde al tamarfio de pares de bases aproximado de 880 pb.
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Para el caso del gen rap-1 de B. vogeli, se obtuvo un amplicon de 1997 pb, el cual

corresponde al tamarfio del gen de acuerdo al disefio de los iniciadores (Figura 6).

2,500 pb

2,000 pb

1,500 pb

Figura 6. Amplificacion del gen rap-1 de B. vogeli. La reaccion en cadena de la polimerasa
se visualizé en un gel de agarosa al 1%, utilizando “red” gel. Carril 1: Marcador de talla
molecular 1 kbp. Carril 2: ADN gendémico de B. vogeli. Carril 3: Control negativo. La

amplificacion corresponde al tamafio de pares de bases aproximado de 1997 pb.
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7.2 Clonacién de los amplicones y transformacién en células competentes

El amplicon de 1997 pares de bases correspondiente al gen rap-1 de B. vogeli, fue
clonado en un vector 2.1 PCR TOPO TA Cloning y transformado en células competentes E.
coli Top10. A continuacion, se analizé el producto de PCR de colonia hecho para determinar

la presencia del inserto en el ADN plasmidico bacteriano.

Se logr6 comprobar que en cinco de ocho colonias analizadas se encontraba el inserto.
Esta reaccion se realizd con iniciadores especificos del gen rap-1 de B. vogeli, y el tamafio
del fragmento amplificado fue de aproximadamente 1997 pb (Figura 7). Asimismo, se agrego
a la reaccion un control positivo (ADN gendmico B. vogeli) y un control negativo (agua libre

de nucleasas).

2,500 pb

2,000 pb

1,500 pb

Figura 7. Amplificacién del gen rap-1 de B. vogeli mediante un PCR de colonia. Se logré
obtener 5 clonas de E. coli Top 10 con el inserto esperado; comprobando que la clonacion y
transformacion del gen rap-1 de B. vogeli fue hecha de manera exitosa. Carril 1: Marcador
de talla molecular 1 kbp. Carril 2: Control positivo (ADN genémico B. vogeli). Carril 3:
Control negativo (agua libre de nucleasas). Carril 4-8: Colonias bacterianas analizadas. La

amplificacion corresponde al tamafio de pares de bases aproximado de 1997 pb.
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7.3 Secuenciacion y analisis de las secuencias nucleotidicas

7.3.1 Genama-1

En este caso en particular se envio a secuenciar directamente el producto de PCR
purificado, utilizando los iniciadores especificados en el cuadro 6. El fragmento del gen ama-
1 de B. vogeli que obtuvimos fue de 407 pares de bases (la secuencia en formato FASTA se
muestra en el anexo 1). Al analizar la secuencia para buscar intrones, los resultados fueron
negativos, lo que sugiere que el fragmento obtenido es un exdn. Por ultimo, al realizar una
busqueda de marcos de lectura abiertos, se encontré uno en el ORF 2; sin.embargo, no fue
posible obtener la secuencia desde el coddn de inicio. El analisis BLAST de la secuencia

nucleotidica del gen ama-1 de B. vogeli se desglosa en el cuadro 7.

Cuadro 7. Analisis BLAST de las secuencias obtenidas de nucledtidos y aminoacidos

correspondientes a AMA-1 de B. vogeli.

Secuencias homologas Nucledtidos Aminoacidos
Identidad (%) Identidad (%)
B. gibsoni 89 69.57
B. divergens 89 74.47
B. bovis 78 69.05
B. bigemina 70 74.47
B. ovata 70 70.21
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7.3.2 Genrap-1

Para el gen rap-1 se obtuvieron dos pares de secuencias en ambas direcciones,
provenientes de dos clonas positivas al inserto de interés. Las secuencias obtenidas se
utilizaron para obtener la secuencia completa del gen. No se encontraron regiones predichas
como intrones. Se encontrd un marco de lectura abierto en el ORF 2, con un total de 1,335
pares de bases (la secuencia en formato FASTA se muestra en el anexo 1). El analisis BLAST

de la secuencia del gen rap-1 se desglosa en el cuadro 8.

Cuadro 8. Analisis BLAST de las secuencias obtenidas de nucledtidos'y aminoacidos

correspondientes a RAP-1 de B. vogeli.

Secuencias homolédga Nucle6tidos

Aminoécidos

Identidad (%)

B. canis 99.55
B. divergens 75.79
B. sp. Xinjiang 73.78
B. caballi 73.26
B. gibsoni 66.17

Identidad (%)

96.93

43.60

41.30

41.98

37.50
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7.4 Analisis de las secuencias de aminoacidos y de la estructura secundaria de

las proteinas

7.4.1 Proteina AMA-1

La secuencia de aminoacidos predicha correspondiente al fragmento parcial de la
proteina AMA-1 de B. vogeli fue de 86 aminoacidos (la secuencia en formato FASTA se
muestra en el anexo 1). Esta secuencia de aminoacidos fue analizada mediante distintos
programas bioinformaticos con el fin de evaluar su homologia con otras proteinas similares

Yy su estructura secundaria.

El anélisis de identidad se llevd a cabo mediante la herramienta BLAST (cuadro 7).
Asimismo, se realiz6 un alineamiento de la secuencia de aminoacidos obtenida de B. vogeli,
con las secuencias homologas anteriormente mencionadas, utilizando el programa Clustal
Omega de EMBL-EBI (figura 8). En este alineamiento se encontrd que la regién de la

proteina que se obtuvo forma parte del ectodominio 1 de la proteina AMA-1.

AMAL.B.vogeli ---MRPAFHLFQQRTSSSGSTSNDVANCAEYASNIVPQSDKDTKYRY PFVYDSKEEMCHI 57
AMAL.B.gibsoni EASISPV---TAADLRGHGYDGDDVANCAEYASNIVSLADONTKYRYPFVYDAKDEMCYV 57
AMAL.B.bovis AAKLSPV-~--SAKDLRRWGYEGNDVANCSEYASNLIPASDKTTKYRYPFVFDSDNQMCYI 57
AMAL,B.divergens EIILSPV=-<SAADLVRWGYDGNDVANCAEYAGNIIPASDTATKYRYPFVYDAKEEMCHI 57
AMAL,B.bigemina HGNLSPV-~--SAADLRKHGYKGNAVANCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPFVYDGKEEMCYI 57
AMAL.B.ovata HGNLSPV---SAADLRKWGYKGNAVSNCAEYASNVVPGSDQRTKYRY PFVYDGKEEMCYI 57
vk, LA *:i*:*i*’*:: (2] ***i****:*..::**::
AMAL.B.vogell YTPQSSTTRVPGIVITTVRRRKEPAPCSV-- 86
AMAL,B/gibsoni LYTPIQYNQGARYCDND--GKRDEGDSSMLC ~ 86
AMAL.B, bovis LYSATQYNQGSRYCDND--GSSEEGTSSLLC 86
AMAL.Bidivergens LFTPMQYNRGSRYCDND--GSQDEGTSSLLC 86
AMAL.B.bigemina LYSPMQYNQGTRYCDED--GSAKEGPSSLLC 86

AMAL.B.ovata LYSPMOYNQGGRYCDED--GSTKEGPSSLLC 86
. *
Figura 8. Alineamiento mdltiple de la secuencia parcial de aminoacidos correspondiente a
la proteina AMA-1 de B. vogeli. Se compara la secuencia obtenida con otras secuencias
homoldgas de Babesia (se muestra en asteriscos y puntos los aminoacidos conservados en la

secuencia de distintas especies).
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El anélisis de hidrofobicidad de la secuencia fue llevado a cabo con la herramienta
bioinformatica Protscale y nos mostré no tener regiones hidrofébicas, con base en la escala
Kyte & Doolittle (las regiones hidrofobicas tienen un valor superior a 1.5) como se muestra

en lafigura 9.

Mediante el programa TMHMM Server v.2.0 se realizé la prediccion de hélices
transmembranales en la secuencia parcial de aminoacidos de AMA-1; como se muestra en la
figura 10, no se encontrd ninguna region de la proteina con estas caracteristicas, indicando
que la secuencia que logramos obtener Unicamente forma parte de los. dominios
extracelulares de la proteina AMA-1 (linea color rosa). EI dominio transmembranal ubicado
cerca de la region C-terminal de AMA-1, es un dominio conservado entre organismos
Apicomplexa, sin embargo, no fue obtenido y analizado en B. vogeli, debido a que el
fragmento de la proteina que obtuvimos corresponde al ectodominio 1, cerca de la region N-

terminal .

ProtScale output for user sequence
1.5 T T

Hphob. / Kyte & Doolittle ———

Score

_3 1 1 1 1 1 1 1 1
10 20 30 40 50 60 70 80

Position

Figura 9. Analisis de prediccidn de regiones hidrofébicas en la proteina AMA-1 de B. vogeli

con el programa Protscale del servidor Expasy.
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Figura 10. Analisis bioinformatico de prediccion de hélices transmembranales en la proteina
AMA-1 con el programa TMHMM Server v.2.0.

Utilizando el programa SignalP 5.0 no se identifico ninguna region correspondiente
a un péptido sefial en la secuencia parcial de la proteina AMA-1, como se muestra en la

figura 13.

Download: "NG JEPS T

SignalPs5.0 prodiction (Fubkarya): 1

CWR K N M N X XXX X EN KK KN NN XXX XXX NN NN NN XXX XN N NN NN XX XENMNNENNNE

Figura 11. Analisis de la prediccion de péptido sefial en la proteina AMA-1 con el programa
SignalP 5.0.
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En la basqueda de dominios funcionales mediante el programa Pfam, se encontr6 que
la secuencia parcial de aminoéacidos de la proteina AMA-1 pertenece a la familia de las
proteinas de antigeno apical de membrana de organismos Babesia, la cual corresponde al

ectodominio 1 de la proteina (figura 12).

Figura 12. Analisis de dominios funcionales en la proteina AMA-1 mediante el programa

Pfam. Se observa en en el recuadro gris el fragmento de la proteina AMA-1 de B. vogeli.
7.4.2 Proteina RAP-1

La secuencia de aminoacidos predicha correspondiente a la proteina RAP-1 de B.
vogeli fue de 444 aminoéacidos (la secuencia en formato FASTA se muestran en el anexo 1)

y un peso molecular predicho de 50.95 kDa.

Los resultados del analisis BLAST se desglosan en el cuadro 8. Se realiz6 un
alineamiento de la secuencia de aminoacidos de RAP-1 de B. vogeli obtenida aqui, con la
secuencia putativa homologa de Babesia canis utilizando el programa Clustal Omega (figura
13). Se encontro que la secuencia obtenida de RAP-1 mostraba una ausencia de 12
aminoacidos, comparada con la secuencia publicada de RAP-1 de B. canis. Esta delecion se

ubico cerca de la region C-terminal de la proteina, en una zona rica en repetidos en tandem.

El anélisis de hidrofobicidad de la secuencia fue llevado a cabo con la herramienta
bioinformaética Protscale y nos mostr6 no tener regiones hidrofobicas, con base en la escala

Kyte & Doolittle (valor superior a 1.5) como se muestra en la figura 14.
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raplmex MRLVEQAIGTLVLAFTTSAFAYEVPGFGGILSKSDGAERTLSTLLNVDASTRAALEGYRM 60

raplaust MRLVEQAIGTLVLAFTTSAFPAVKVPGFGGILSKSDGAEKTLS TLLNVDASTRAALEGYRM 60
bk Rk ko ook kb kR kR R

raplmex NAAMANFSHGRREEVVEAVCGN IAEETECQKSVAEYVESCVRYDCFSIENQKYPQEREYQ 120

raplaust HARMANFSHNGRREEEEEAVCGN IAEETECQOKSVAEYVESCVRYDCFSIENOKYPQEKEYQ 120
PP R R R R R R R AR R e

raplmesx PLTLPNPYQLEAAFYVFRNSESNE IKNPTEAFWMRFRHGGRYGAYHNFLVNILYKNLSDS 180

raplaust PLTLPNPYQLEAAFYVFRNSESNE IKNPTEAFWMRFRHGGRYGAYHNFLVNILYKNLSDS 180
AR AR AN R KRR R AR R AR R AR AR AR

raplmesx MVDDNLEGFVRKYAYMATMYYKTYTALDVVNART TNKIAF SRHLFGROTRNALTNI IRSH 240

raplaust MVDDNLEGFVRKYAYMATMYYKTYTALDVVNARTI INKIAF SRHLFGROIRNALTNI IRSN 240
.

raplmex IPEDFGKYNVDRLRHVMGGYEEYMMEQVP SLENFAKKY AGMVVESLIKNVGAYQEQPWEFK 100

raplaust IPEDFCKYNVDRLREVMGGYEEYMMEQVE SLENFARKYACHVVESLIENVCAYQKQPHWEK 1 1)
T Rk bk bk kR kR bk kR

raplmex KLNNQIRNFFVNEIHEPTKEFEVNEIEEPTKEFFVNE- - - ————————- IHEPTKEFFVH 348

raplaust KLNNQIRNFFVNKIHEPTKEFFVNKIHEPTKEFFVNKIHEPTKEFFVNKIHEPTEEFFVE 160
RRERARR AR R RS ok rhkamsERnE.

raplmesx KLHEPTKEFFVNKLHEPTKEFFSNMVPGAFQKISEKAGRHLRSSKTVVPEDEPSSSLENE 408

raplaust KLHEPTKEFFVNKLHEFTKEFF SHMVPGAFQK [ SEKAGRHLRSSKTVVPEDEPSSSLENE 420
AR AR AN R KRR KRR R AR AR AR AR

raplmesx AVEDGOLTMGDVTDFEMATPTYEQGSQESLNEVGHE 444

raplaust AVEDGOLTMGDVTDFEMATPTYEQGSQESLNEVGHE 456
N R e

Figura 13. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoécidos de RAP-1 de B. vogeli. La
secuencia obtenida fue comparada con la secuencia homologa putativa reportada para la
proteina RAP-1 de B. canis mostrando que esta conservada entre estos diferentes aislados (se

observa en asteriscos los aminoacidos conservados en ambas secuencias).

El anélisis de hidrofobicidad de la secuencia fue llevado a cabo con la herramienta
bioinformatica Protscale y mostro no tener regiones hidrofobicas, con base en la escala Kyte

& Doolittle (las regiones hidrofdbicas tienen un valor superior a 1.5) (Figura 14).

ProtScale output for user_sequence

Hphob. /Kyte & Doolittle

1.5

0.5

0.5 |

Score

-1.5

2.5 |

-3.5

50 100 150 200 250 300 350 400
Position

Figura 14. Analisis de prediccién de regiones hidrofdbicas en la proteina RAP-1 de B. vogeli
con el programa Protscale del servidor Expasy.
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Mediante el programa TMHMM Server v.2.0 se realizo la prediccion de hélices
transmembranales en la secuencia de aminoacidos de RAP-1. Como se muestra en la Figura
15, no se encontrd ninguna region de la proteina con estas caracteristicas, indicando que la
proteina no tiene regiones transmembranales (linea color rosa superior); esto concuerda con
la estructura de otras proteinas RAP-1 de Babesia, demostrando que es una proteina que se

secreta al medio extracelular.

TMHMM posterior probabilities for RAP1Bvogeli

1.2
1
08 r
ey
o]
8 06
=
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S0 100 150 200 250 300 350 400
transmembrane inside outside

Figura 15. Anélisis bioinformatico de prediccion.de hélices transmembranales en la proteina

RAP-1 con el programa TMHMM Server v.2.0.

Utilizando el programa SignalP.5.0 se identificé un péptido sefial en la proteina RAP-
1 conformado del aminoécido 1 al 21 (sitio de corte: linea verde), como se muestra en la

Figura 16.

SignalP-5.0 predicuon (Eukaryay RAP1Bvogel

Probahility

MBELVEQALGTLVLAFTTSAFAYKVPEFGGEILSKSDGAERTLSTLLNVDASTRAALEGYRMNAAMANFSNGEG

Figura 16. Analisis de la prediccion de péptido sefial en la proteina RAP-1 con el programa

SignalP 5.0.
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En el andlisis de dominios funcionales, los resultados indicaron que la secuencia de
de aminoécidos de la proteina predicha obtenida en este trabajo, pertenece a la familia de las
proteinas asociadas a las roptrias de organismos Babesia. En la Figura 17 se observa el

dominio correspondiente a esta familia.

S RAR: D —

Figura 17. Analisis de dominios funcionales en la proteina RAP-1 mediante el programa

Pfam. Se observa en color verde la proteina RAP-1 de B. vogeli.

7.5 Analisis de la transcripcion de los genes

751 Genama-1

Para evaluar si el gen ama-1 se transcribe en la fase intraeritrocitica en B. vogeli, se

realiz6 un analisis de RT-PCR con iniciadores especificos.

El resultado de RT-PCR mostré un amplicén de 314 pares de bases, confirmando la

transcripcion de este gen en fases intraeritrociticas (Figura 18).

1 2 3

400 pb
300 pb

200 pb

Figura 18. RT-PCR para comprobar la transcripcion del gen ama-1. Carril 1: Marcador de
talla molecular 100 pb. Carril 2: ARNm de B. vogeli con transcriptasa reversa. Carril 3:
ARNmM de B. vogeli sin transcriptasa reversa. La amplificacion corresponde al tamafio

esperado de 314 pares de bases.
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7.5.2 Genrap-1

Para evaluar si el gen rap-1 se transcribe en la fase intraeritrocitica en B. vogeli, se

realiz6 un analisis de RT-PCR con iniciadores especificos.

El resultado de RT-PCR mostré un amplicon de aproximadamente 632 pares de bases,

confirmando la transcripcion de este gen en fases intraeritrociticas (Figura 19).

700 pb
600 pb

Figura 19. RT-PCR para comprobar la transcripcion del gen rap-1. Carril 1: Marcador de
talla molecular 100 pb. Carril 2: ARNm de B. vogeli con transcriptasa reversa. Carril 3:

ARNmM de B. vogeli sin transcriptasa reversa. La amplificacion corresponde al tamario

esperado de 632 pares de bases.
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7.6 ldentificacion y seleccidn de péptidos con epitopos B predichos

Con base en los resultados obtenidos en el analisis de la estructura secundaria de las

proteinas, se descartaron las regiones con dominios transmembranales, intracelulares y la

region del péptido sefial; posteriormente se procedio a seleccionar y predecir mediante

herramientas bioinformaticas, dos secuencias peptidicas presentes en cada una de las

proteinas AMA-1y RAP-1 de B. vogeli, predichas como epitopo B.

A continuacidn, en el cuadro 9 se muestran la secuencia de los péptidos seleccionados

para cada proteina, el nombre asignado, la longitud en aminoécidos y la-posicion en la

estructura primaria de la proteina.

Cuadro 9. Péptidos disefiados en sistema MAP-8 de las proteinas AMA-1y RAP-1 de B. vogeli.

Nombre ) .
) Longitud en Posicion en ) .
Proteina del . ) Secuencia de aminoacidos
o aminoacidos  la secuencia
péptido
AMA 1.1 23 Desconocida IVPQSDKDTKYRYPFVYDSKEEM
AMA 1 )
AMA 1.2 20 Desconocida HLFQQRTSSSGSTSNDVANC
RAP 1.1 21 141-161 aa ESNPIKNPTEAFWMRFRHGGR
RAP 1
RAP 1.2 22 413-434 aa GQLTMGDVTDFEMATPTYEQGS
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7.7 Resultados de la evaluacion de los anticuerpos contra las proteinas AMA-1y
RAP-1 mediante ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas indirecto
(ELISA indirecta)

7.7.1 Determinacion de anticuerpos anti RAP-1 de B. vogeli

En las figuras 20, 21, 22 y 23 se observan las graficas que demuestran la generacion
de anticuerpos contra cada uno de los péptidos de la proteina RAP-1 de B. vogeli. Este analisis
fue hecho mediante la técnica de ELISA indirecta, utilizando los sueros de conejo de cada

una de las inmunizaciones.

En este experimento se analizo la respuesta de anticuerpos contra el péptido RAP-
1.1, observando un incremento en la produccién de anticuerpos en cada conejo inmunizado
en comparacion con el control negativo. En el suero posterior a la cuarta inmunizacion fue
donde se obtuvo una mayor densidad Optica, reflejando un incremento en la concentracion

de anticuerpos anti RAP-1.1 en ambos congjos.

Determinacién de anticuerpos anti péptido RAP-1.1

0.4+

—-o- Conejo 3
4a .
-& Conejo Control
0.3+ 2a 3a J
=
=
(=3
< 0.2
a 1a
S Pre
0.1
0.0 | | | |
0 20 40 60 80

Dias

Figura 20. Gréafica de determinacion de anticuerpos en el conejo (no. 3) inmunizado con el

péptido RAP-1.1. Los sueros fueron utilizados en una dilucién 1:6,400.
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Determinacion de anticuerpos anti péptido RAP-1.1

0.6 Ja
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0.0 T T T 1
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Figura 21. Gréafica de determinacion de anticuerpos en el conejo (no. 4) inmunizado con el

péptido RAP-1.1. Los sueros fueron utilizados en una dilucién 1:6,400.

Al analizar los sueros de los conejos inmunizados con el péptido RAP-1.2 se pudo
observar un mayor incremento de anticuerpos en comparacion con los sueros anti RAP1.1,
sin embargo, en el suero posterior a la cuarta.inmunizacion de un conejo (numero 13) se
observé un ligero decremento en comparacién con el suero posterior a la tercera
inmunizacion. El péptido RAP1.2 demostrd ser mas inmunogenico que RAP 1.1, ya que en

un conejo (11) alcanzd densidades épticas superiores a 1.0.

Determinacién de anticuerpos anti péptido RAP-1.2

1.5+

» 4a -o- Conejo 11
-= Conejo Control
- 2a
E 1.0 la
(=3
w
<
2
© 0.5
Pre
N — - -
0.0 T T T 1
0 20 40 60 80

Dias
Figura 22. Gréafica de determinacion de anticuerpos en el conejo (no. 11) inmunizado con el

péptido RAP-1.2. Los sueros fueron utilizados en una dilucion 1:12,800.
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Determinacion de anticuerpos anti péptido RAP-1.2

0.5+ )
. -o- Conejo 13
a

0.4 -= Conejo Control

0.D 450 nm

0 20 40 60 80

Dias
Figura 23. Grafica de determinacion de anticuerpos en el conejo (no. 13) inmunizado con

el péptido RAP-1.2. Los sueros fueron utilizados en una dilucion 1:12,800.

7.7.2 Determinacion de anticuerpos anti AMA-1 de B. vogeli
En las figuras 24, 25 y 26 se observan las graficas que demuestran la generacion de
anticuerpos contra cada uno de los péptidos de la proteina AMA-1 de B. vogeli. Este anélisis
fue hecho mediante ELISA indirecta, utilizando los sueros de conejos de cada una de las

inmunizaciones.

En este experimento se analizo la respuesta de anticuerpos contra el péptido AMA-
1.1y AMA-1.2, observando un.incremento en la produccion de anticuerpos en cada conejo
inmunizado en comparacion con el control negativo. En el suero posterior a la cuarta
inmunizacion fue donde se obtuvo una mayor densidad éptica, reflejando un incremento en
la concentracidn de anticuerpos anti AMA-1 en todos los conejos inmunizados. En el conejo
1 se observ6 un rapido incremento de la densidad Optica a partir del suero posterior a la
primera inmunizacion, lo que indicé que la estimulacion de la produccion de anticuerpos fue

mas eficiente en este individuo. Los dos péptidos demostraron ser inmunogénicos.
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Determinacion de anticuerpos anti-AMA 1.1
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Figura 24. Gréafica de determinacion de anticuerpos en el conejo (no.-1) inmunizado con el

péptido AMA-1.1. Los sueros fueron utilizados en una dilucion 1:3,200.

Determinacion de anticuerpos anti-AMA 1.1
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Figura 25. Gréfica de determinacion de anticuerpos en el conejo (no. 17) inmunizado con el

péptido AMA-1.1. Los sueros fueron utilizados en una dilucién 1:400.
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Determinacion de anticuerpos anti péptido AMA-1.2
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Figura 26. Gréfica de determinacién de anticuerpos en el conejo (no. 21) inmunizado con el

péptido AMA-1.2. Los sueros fueron utilizados en una dilucién 1:1,600.
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7.8 Analisis de expresion de las proteinas AMA-1y RAP-1 de B. vogeli mediante

inmunofluorescencia indirecta (1FI)

El analisis de la expresion de las proteinas se llevd a cabo mediante la técnica de
inmunofluorescencia indirecta; con el fin de demostrar que los anticuerpos anti AMA-1y
anti RAP-1 generados en los conejos, eran capaces de reconocer a los merozoitos de B.

vogeli.

El resultado de las inmunofluorescencias mostr6 un patron de marcado. fluorescente
definido y homogéneo, ubicandose la mayor intensidad de la sefial en el complejo apical de

los merozoitos y en algunos casos, el contorno de la membrana de los parasitos.

En el anélisis de los sueros provenientes de los conejos inmunizados con el péptido
RAP-1.1, se observé un marcaje muy tenue de la silueta del merozoito de B. vogeli, y un nulo
patrén de fluorescencia en complejo apical (Figura 27, panel A 'y B); este resultado sugiere
que los anticuerpos anti RAP-1.1 generados en este individuo no tuvieron una alta afinidad.
Por otra parte, el otro conejo mostré un marcaje fluorescente mas intenso en complejo apical,
demostrando la expresion de la proteina (Figura 27, panel C y D). En cuanto a los sueros
provenientes de los conejos inmunizados con el péptido RAP-1.2, se pudo observar que la
afinidad y la cantidad de los anticuerpos-generados fue mayor en comparacion a los sueros
anti RAP-1.1. El patrén de fluorescencia mostrado fue exclusivamente en el complejo apical
del merozoito de B. vogeli (Figura 28, panel A y B); cabe mencionar que la intensidad de la
fluorescencia fue mayor en el conejo 11, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en
la ELISA. El suero del conejo 13 mostro reconocer a los merozoitos con el mismo patron
descrito en el individuo anterior (Figura 28, panel C y D), pero se not6 una disminucién leve
en la intensidad de la fluorescencia. Con base en los resultados obtenidos en las
inmunofluorescencias y en las ELISAS, el péptido RAP-1.2 demostrd ser mas inmunogénico

que RAP-1.1 en el modelo in vivo de conejos.

Los sueros provenientes de los conejos inmunizados con los péptidos AMA-1.1y
AMA-1.2 se evaluaron mediante inmunofluorescencia. Los resultados demostraron que el
patron de reconocimiento de fluorescencia se manifestaba en el complejo apical, en la
membrana del merozoito y en algunas partes de la membrana del eritrocito. En comparacion

con el patron de fluorescencia obtenido con los anticuerpos anti RAP-1 en donde el marcaje
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era de un unico punto fluorescente en el complejo apical, aqui el marcaje fue mucho mas
difuso. El péptido AMA-1.1 demostré ser inmunogeénico, al observarse que el conejo 1
gener0 anticuerpos que generaban un patron de marcaje fluoresente de mayor intensidad
(Figura 29, panel Ay B). Por su contraparte, el suero del conejo 17 demostro reconocer al
merozoito por inmunofluorescencia (Figura 29, panel C y D), pero con una intensidad menor,
lo que concuerda con los resultados obtenidos en la ELISA. El péptido AMA-1.2 mostro su
inmunogenicidad al generar anticuerpos que reconocen al merozoito de B. vogeli (Figura 30,
panel Ay B). El patron de fluorescencia obtenido con los anticuerpos anti AMA-1.2 fue muy

similar al anteriormente descrito para los anticuerpos anti AMA-1.1.
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Figura 27. Los anticuerpos anti péptido RAP-1.1 reconocen los merozoitos intraeritrociticos

de B. vogeli mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero pre-inmunizacion del conejo
3. B) Suero post-inmunizacién del conejo 3. C) Suero pre-inmunizacion del conejo 4. D)

Suero post-inmunizacion del conejo 4. Objetivo 100, Alexa Flour™ 488.
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Figura 28. Los anticuerpos anti péptido RAP-1.2 reconocen los merozoitos intraeritrociticos

de B. vogeli mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero pre-inmunizacion del conejo
11. B) Suero post-inmunizacion del conejo 11. C) Suero pre-inmunizacion del conejo 13. D)

Suero post-inmunizacion del conejo 13. Objetivo 100x, Alexa Flour™ 488.
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Figura 29. Los anticuerpos anti péptido AMA-1.1 reconocen los merozoitos

intraeritrociticos de B. vogeli mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero pre-
inmunizacion del conejo 1. B) Suero post-inmunizacion del conejo 1. C) Suero pre-
inmunizacién del conejo 17. D) Suero post-inmunizacién del conejo 17. Objetivo 100X,
Alexa Flour™ 488.
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Figura 30. Los anticuerpos anti péptido AMA 1.2 reconocen los merozoitos intraeritrociticos

de B. vogeli mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero pre-inmunizacion del conejo

21. B) Suero post-inmunizacion del conejo 21. Objetivo 100x, Alexa Flour™ 488.
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8 DISCUSION

La babesiosis canina es una enfermedad infecciosa que afecta a caninos domesticos y
silvestres en zonas endémicas de garrapatas (Dantas-Torres y Figueredo, 2006, Irwin, 2010).
Una de las principales especies distribuidas mundialmente y causante de la babesiosis canina
en México es Babesia vogeli. El estudio de esta especie ha sido muy limitado a analisis
epidemiologicos y reportes esporadicos (Osorono y Ristic, 1974; Panti-May y Rodriguez-
Vivas, 2020). Sin embargo, se han descrito pocos aspectos bioldgicos relacionados con la
caracterizacion de proteinas involucradas en el mecanismo de invasion al eritrocito. Estas
caracterizaciones moleculares e inmunologicas de proteinas antigenicas han sido muy
aplicadas en la obtencidn de candidatos vacunales o de diagnostico-en otras especies de
Babesia (Hernandez-Silva et al., 2018; Hidalgo-Ruiz et al., 2018; Barreda et al., 2019;
Mosqueda et al., 2019. Debido a esto, se propuso caracterizar dos proteinas antigenicas de
B. vogeli, utilizando una metodologia similar a. las-desarrolladas en otros trabajos
(Hernandez-Silva et al., 2018; Mosqueda et al., 2019), con el fin de comprobar su expresion

e inmunogenicidad.

Los resultados de la caracterizacion parcial de la proteina AMA-1 fue posible gracias a
la utilizacion de una estrategia de amplificacion basada en el uso de iniciadores con bases
degeneradas. Los iniciadores utilizados en la amplificacion fueron disefiados por Tarigo et
al. (2019), tomando como base, secuencias conservadas del gen ama-1 de microorganismos
genéticamente relacionados como algunas especies de Plasmodium y Babesia. En este
trabajo se logré amplificar un fragmento de aproximadamente 880 pares de bases, lo cual
concuerda con lo obtenido por Tarigo et al. (2019). Al secuenciar el amplicon obtenido,
pudimos. tnicamente ensamblar un fragmento de 407 pares de bases; esto debido a que la
secuenciacion se llevo a cabo utilizando directamente el producto purificado de la PCR, y no
se clono en un vector plasmidico, haciendo que tuvieramos que remover pares de bases en
los extremos 5"y 3" de las secuencias obtenidas, con el fin de generar una secuencia consenso
gue concordara en ambas direcciones. Al comparar la secuencia obtenida con otras en las
bases de datos, pudimos confirmar que se trataba de un fragmento del gen ama-1, debido a
que al analisis BLAST (Altschul et al., 1990) mostro un alto porcentaje de identidad con

otras secuencias de genes ama-1 pertenecientes a otras especies de Babesia, siendo B.
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divergens y B. gibsoni las mas parecidas a nivel nucleotidico con un 89% de identidad. Esto
se debe a que el gen que codifica para la proteina AMA-1 de organismos Babesia es muy

conservado entre especies (Bargieri et al., 2013; Salama et al., 2013; Tarigo et al., 2019).

En cuanto al resultado obtenido en el analisis de transcripcion, se comprobd que los genes
ama-1y rap-1 de B. vogeli se transcriben en las fases intraeritrociticas; esto concuerda con
los estudios donde se logré amplificar a partir de ADN complementario el gen ama-1 de B.
bovis (Gaffar et al., 2004; Salama et al., 2013), B. bigemina (AbouLaila et al., 2019), B.
gibsoni (Zhou et al., 2006) y B. divergens (Montero et al., 2009), entre otros. El'gen rap-1,
se ha demostrado que se transcribe en fases intraeritrociticas en la especie B. bigemina
(Suérez et al., 2003), B. bovis (), B. gibsoni (Zhou et al., 2007), entre otras.

La proteina AMA-1 de B. bovis esta conformada por 605 aminoacidos y la de B. bigemina
por 595 aminoéacidos; al comparar la proteina parcial AMA-1de B. vogeli se observé que la
secuencia obtenida era la region homoldga correspondiente del amindacido 190 al 276
(Gaffar et al., 2004) y la region homoldga del aminoacido 179 al 263 de B. bigemina (Torina
et al., 2010; AboulLaila et al., 2019). Por lo tanto, la region del dominio funcional obtenido
en este trabajo corresponde a un fragmento-del ectodominio 1 de AMA-1 de B. vogeli, mismo
que ha sido utilizado para generar anticuerpos anti AMA-1 en ensayos inmunol6gicos. En el
estudio de Salama et al. (2013) los anticuerpos contra esta regién inhibieron en un 70% la
eficiencia de invasion al eritrocito por parte de B. bovis. Al disefiar los péptidos con epitopos
B, observamos que el péptido AMA-1.1 de B. vogeli contenia 8 aminoacidos conservados
entre especies de Babesia; este peptido conservado se ha utilizado exitosamente para generar
anticuerpos anti AMA-1 de B. bigemina, denominandolo péptido AMA 1C (Valdez-
Espinosa, 2015) y PLAMA en B. bovis (Barreda et al., 2019). Por lo tanto, nuestros resultados
concuerdan. con estos trabajos, ya que, se logré generar anticuerpos confirmando que esta

region de la proteina es inmunogénica.

Respecto a especies de Babesia que infectan caninos, Unicamente se encuentra
caracterizada la proteina AMA-1 de B. gibsoni, la cual estd conformada por 1,794 nucle6tidos
que codifican a una proteina de 598 aminoéacidos, con un peso molecular de 66 kDa (Zhou et
al., 2006), por lo cual, se hipotetiza que las caracteristicas de esta proteina en B. vogeli, sean

similares.
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En el caso de la proteina RAP-1, se encontrd una secuencia homologa obtenida de una
cepa de Babesia canis en Australia (Dalrymple et al., 1993); esta secuencia habia sido
reportada en el GenBank como putativa, por lo que, no contaba con experimentos que
respaldaran su expresion. Esta secuencia se tom6 como molde para el disefio de los

iniciadores utilizados para obtener el gen rap-1 en B. vogeli.

Con base en el analisis bioinformatico de la secuencia obtenida de rap-1 de B. vogeli, se
observo que el porcentaje de identidad era de un 99.55% comparada con la secuencia putativa
reportada por Dalrymple et al. (1993); esto puede atribuirse a que, en realidad la secuencia
reportada por el grupo australiano era B. vogeli y no B. canis. Esto puede justificarse debido
a que hay estudios donde mencionan que la Unica especie grande de Babesia que infecta
caninos en Australia es B. vogeli (Greay et al., 2018). Asimismo, Penzhorn (2020) menciona
que hay mucha discrepancia entre la literatura de Babesia canis (sensu lato) reportada en los
altimos 50 afios, y es muy probable que los grupos de investigacion anteriormente se
refirieran a B. canis (s.I) como una denominacion uniforme para todas las especies de Babesia

grandes de caninos.

La proteina RAP-1 de B. vogeli caracterizada en este trabajo estd conformada por 444
aminoacidos y tiene un peso molecular estimado de 50.95 kDa; esto es similar a lo encontrado
con otras proteinas RAP-1 de Babesia, como B. gibsoni, la cual esta conformada por 474

aminoacidos y un peso molecular de 52 kDa (Zhou et al., 2007).

Al no tener disponible el genoma anotado de B. vogeli es dificil poder predecir si también
el locus del gen rap-1 esta conformado por multicopias separadas por regiones intergénicas,
asi como evaluar si existen las variantes denominadas rap-1a, rap-1b y rap-1c, similar a lo

encontrado en B. bigemina (Suérez et al., 2003 ) y B. gibsoni (Terkawi et al., 2009).

Al realizar la inmunofluorescencia indirecta con los anticuerpos anti AMA-1y anti RAP-
1 de B. vogeli se logro observar un patron de expresion en la membrana y el complejo apical
de los merozoitos intraeritrociticos, concordando con lo observado en otros trabajos para B.
bigemina y B. bovis (Yokoyama et al., 2002; Salama et al., 2013; Valdez-Espinosa, 2015).
Estos resultados confirmaron que los anticuerpos generados en los conejos reconocian a la

proteina nativa de B. vogeli, comprobando la expresion de AMA-1y RAP-1.
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9 CONCLUSIONES

Se logro obtener por primera vez una secuencia parcial del gen que codifica a la proteina
antigeno de membrana apical 1 (AMA-1) y el gen completo que codifica a la proteina
asociada a las roptrias 1 (RAP-1) de B. vogeli. Asimismo, se comprobd su expresion en fases
intraeritrociticas, demostrando que es un gen gue se transcribe. De igual manera se demostré
gue anticuerpos anti péptidos de AMA-1 lograron reconocer mediante inmunofluorescencia
indirecta merozoitos de B. vogeli marcando un patron de fluorescencia difuso

especificamente en el complejo apical.

Algo importante que recalcar en este trabajo, es que, utilizando la estrategia de
amplificacion con iniciadores degenerados para el gen ama-1, se puede llegar a obtener un
fragmento parcial de la proteina AMA-1 de cualquier otra especie de Babesia. Este fragmento
al ser parte del ectodominio 1y al ser conservado entre apicomplexos, codifican a una region
inmundgenica de la proteina capaz de ser utilizada como candidato vacunal, segin otros

estudios realizados en B. bovis y B. bigemina.

Se concluye que AMA-1y RAP-1 de B. vogeli son proteinas inmundgenicas capaces de
desarrollar una respuesta inmunolégica en un modelo in vivo, las cuales se expresan en las
fases intraeritrociticas de B. vogeli. Estos hallazgos sugieren el posible uso de estas proteinas

como candidatos vacunales 0 de diagnostico por su inmunogenicidad demostrada.

Se recomienda hacer un ensayo de inhibicidn in vitro para corroborar que los anticuerpos
generados brinden proteccion contra la invasion de B. vogeli al eritrocito, asi como, un ensayo
de inmunoelectrotransferencia (Western Blot), para corroborar que los anticuerpos anti

AMA-1 y anti RAP-1 reconocen de manera especifica a la proteina nativa.
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11. ANEXO 1

A continuacion, se adjuntan las secuencias obtenidas de los genes y las proteinas de
AMA-1y RAP-1 de B. vogeli en formato FASTA.

>amal.B.vogeli aislado Tamaulipas secuencia de nucle6tidos parcial

CTCCAGAGGCAGAACTCGTCCAAAGGAAGATGAGACCCGCATTTCACCTGTTTCAGCAGAGGAC
CTCATCAAGTGGAAGTACGAGTAACGATGTTGCCAACTGTGCCGAATACGCCAGCAACATAGTT
CCCCAGTCTGACAAGGACACTAAATATAGGTACCCGTTCGTTTACGACAGCAAGGAGGAGATGT
GCCACATCTATACACCCCAATCCAGTACAACCAGGGTTCCAGGTATTGTGACAACGACGGTTCG
AAGGAGGAAGGAGCCAGCTCCTTGCTCTGTATGAGACCACTGAAGAGCGACATCGACTCGCATC
TCTACTACGGTCTGCCAATCTTGACCCCACCGGGAAGAAAACTGTCCATGTCACCAGTCAGAAA
TGCTATATTCGGAAGGTGGTCCA

>AMA-1.B.vogeli aislado Tamaulipas secuencia de aminoacidos parcial

MRPAFHLFQQRTSSSGSTSNDVANCAEYASNIVPQSDKDTKYRYPFVYDSKEEMCHIYTPQSSTTRV
PGIVTTTVRRRKEPAPCSV
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>RAP-1.B.vogeli aislado Tamaulipas secuencia de nucleétidos completa

ATGAGGCTAGTGAAACAAGCTATCGGCACCCTGGTGTTAGCATTCACCACTTCTGCTTTTGCATA
CAAGGTTCCAGGTTTTGGCGGTATTCTTTCTAAATCAGATGGAGCCGAAAAGACCTTGTCTACCC
TTCTTAACGTTGACGCATCGACGAGAGCGGCTTTAGAAGGCTACAGAATGAATGCTGCTATGGC
AAACTTTTCAAACGGTCGCAGGGAAGAGGTGGTGGAAGCTGTCTGTGGAAACATCGCAGAGGA
GACTGAATGTCAGAAGAGCGTAGCTGAGTATGTTGAAAGCTGCGTCAGGTACGACTGCTTTAGC
ATTGAGAACCAGAAGTACCCTCAAGAGAAGGAATACCAGCCGCTGACCCTTCCCAACCCTTATC
AATTGGAGGCCGCGTTCTATGTCTTCAGAAACAGTGAATCAAACCCAATTAAAAACCCAACGGA
AGCTTTCTGGATGCGTTTTCGTCACGGCGGACGTTATGGCGCCTATCACAATTTCCTGGTGAATA
TTCTATATAAAAACCTCAGCGATAGCATGGTGGATGATAACCTCGAAGGTTTCGTACGCAAATA
TGCTTACATGGCCACCATGTATTACAAGACATACACCGCTTTGGATGTTGTAAATGCCAGGATCA
TTAACAAAATTGCCTTCTCCCGCCACTTGTTCGGAAGGCAGATTAGGAACGCCCTAACGAATAT
AATCCGCAGTAACATTCCCGAAGACTTCGGCAAGTACAACGTTGACCGCCTGAGGCACGTGATG
GGTGGCTACGAGGAGTACATGATGAAGCAAGTACCATCTCTTCCAAATTTCGCCAAGAAATACG
CGGGAATGGTGGTAAAGAGTTTAATTAAGAATGTGGGAGCTTACCAGAAGCAGCCATGGTTCAA
AAAGCTGAACAATCAAATAAGAAACTTCTTCGTGAACAAGATCCATGAACCTACTAAGGAGTTC
TTCGTGAACAAGATCCATGAACCCACCAAGGAGTTCTTCGTGAACAAGATCCATGAACCCACCA
AGGAGTTCTTCGTGAACAAGCTCCATGAACCCACCAAGGAGTTCTTCGTGAACAAGCTCCATGA
ACCCACCAAGGAGTTCTTCTCTAACATGGTACCCGGGGCATTCCAGAAGATATCTGAAAAGGCA
GGTAGACACCTGAGAAGTTCTAAGACAGTTGTCCCTGAAGACGAGCCCTCATCGTCTCTGGAAA
ATGAGGCTGTAGAGGATGGTCAACTTACAATGGGGGATGTGACCGATTTTGAAATGGCGACTCC
CACCTATGAGCAGGGCTCACAGGAGAGTTTAAATGAAGTTGGTAACGAATAA

>RAP-1.B.vogeli aislado Tamaulipas secuencia de aminoacidos completa

MRLVKQAIGTLVLAFTTSAFAYKVPGFGGILSKSDGAEKTLSTLLNVDASTRAALEGYRMNAAMAN
FSNGRREEVVEAVCGNIAEETECQKSVAEYVESCVRYDCFSIENQKYPQEKEYQPLTLPNPYQLEAA
FYVFRNSESNPIKNPTEAFWMRFRHGGRY GAYHNFLVNILYKNLSDSMVDDNLEGFVRKYAYMAT
MYYKTYTALDVVNARIINKIAFSRHLFGRQIRNALTNIIRSNIPEDFGKYNVDRLRHVMGGYEEYMM
KQVPSLPNFAKKYAGMVVKSLIKNVGAY QKQPWFKKLNNQIRNFFVNKIHEPTKEFFVNKIHEPTKE
FFVNKIHEPTKEFFVNKLHEPTKEFFVNKLHEPTKEFFSNMVPGAFQKISEKAGRHLRSSKTVVPEDEP
SSSLENEAVEDGQLTMGDVTDFEMATPTYEQGSQESLNEVGNE
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