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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue identificar epitopos conservados en la
proteina AMA-1 y evaluar si anticuerpos contra péptidos sintéticos conteniendo
epitopos, reconocen AMA-1 en Babesia bigemina. Usando herramientas de
bioinforméatica, se seleccionaron secuencias conservadas que contenian epitopos B de
la proteina AMA-1 y se eligid una secuencia de aminoacidos obtenida de forma
sintética, utilizandose para generar anticuerpos en conejos. Los anticuerpos fueron
evaluados mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta en frotis de sangre
obtenida de bovinos infectados experimentalmente con Babesia bigemina. Para
determinar si anticuerpos de bovinos naturalmente infectados con Babesia bigemina
identifican el péptido disefiado, se utilizé la técnica de ELISA sandwich. Los resultados
obtenidos en el andlisis bioinformatico permitieron seleccionar un péptido de diecinueve
aminoacidos conservado en cepas de seis paises. Anticuerpos de conejo contra este
péptido reconocieron parasitos intraeritrociticos mediante la inmunofluorescencia
indirecta mientras que los sueros de bovinos naturalmente infectados no detectaron el
péptido sintético mediante la técnica de ELISA. Se concluye que usando herramientas
de bioinformatica es posible disefar epitopos con potencial para candidato vacunal y
diagndstico para el control de la babesiosis bovina.
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SUMMARY

The objective of the present investigation was to identify conserved epitopes in AMA-1
protein and to evaluate if antibodies against synthetic peptides containing epitopes
recognize AMA-1 in Babesia bigemina. Using bioinformatics tools, we selected
sequences containing conserved B epitopes in AMA-1 protein and chose an amino acid
sequence obtained synthetically used to generate antibodies in rabbits. The antibodies
were evaluated with indirect immunofluorescence technique in smears of blood
obtained from bovines infected experimentally with Babesia bigemina. To determine if
antibodies of naturally infected bovines with Babesia bigemina identified the designed
peptide, we utilize the ELISA sandwich technique. The results obtained in the
bioinformatic analysis allowed us to select a nineteen amino acids peptide conserved in
strains from six countries. Rabbit antibodies against this peptide recognized
intraeritrocitic parasites with indirect immunofluorescence while the serum of naturally
infected bovine didn’'t detect the synthetic peptide with the ELISA technique. We
conclude that using bioinformatics tools it is possible to design epitopes with vacunal
candidate potential and diagnose potential for the control of bovine babesiosis.

Key words: Babesia bigemina, bioinformatics, AMA-1, epitope.
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INTRODUCCION

La Babesiosis es causada por un parasito intraeritrocitico del género Babesia,
el cual pertenece a un grupo de protozoos llamados comunmente piroplasmas (Wiser
2009). Estos parasitos son causantes de grandes pérdidas en el ganado en areas
endémicas y pueden infectar a un amplio rango de animales domésticos, animales
silvestres y ocasionalmente al hombre (Bock et al 2004). A pesar de haber un gran
namero de especies de Babesia distribuidas alrededor del mundo, todas tienen en

comun que utilizan como vector a la garrapata (Spickler, et al 2008, Bock et al 2004).

La babesiosis bovina es la enfermedad ocasionada por protozoarios mas
importante alrededor del mundo debido a las pérdidas directas que ocasiona en la
produccion (Radostits et al 2000). Estas pérdidas son grandes ya que los animales
infectados mueren o atraviesan un largo periodo de recuperacion, provocando pérdidas
en la produccion de leche y carne (Radostits et al 2000). Esta enfermedad es endémica
en México y también ha causado grandes mermas en la ganaderia bovina nacional,

especialmente en las areas tropicales y subtropicales del pais (Rodriguez, et al 2000).

Para poder diagnosticar la enfermedad, comunmente se realizan frotis
sanguineos, improntas en oOrganos (higado, bazo, miocardio o rifiones) e
inmunofluorescencias indirectas (Barriga 2002, Bock 2004). Estas formas de
diagndstico son las mas utilizadas de manera practica, aunque experimentalmente se
ha demostrado que pruebas como el Ensayo Inmonoenzimético Ligado a Enzimas
(ELISA), la Inmunoelectrotransferencia (Western Blot) y la Reaccién en Cadena de la

Polimerasa (PCR) son mas sensibles y especificas (Barriga 2002).



En muchos paises, incluyendo a México, la enfermedad se previene por
medio del control de la garrapata y programas de vacunacion en el ganado (Quiroz
2005). El control del vector se realiza mediante bafios garrapaticidas, mientras que
para el control de Babesia se han preparado vacunas con cepas vivas atenuadas, las
cuales se producen a partir de la sangre de animales previamente infectados. (Bock
2004). La problematica de estas dos medidas de control radica en que la resistencia
de las garrapatas a los acaricidas es cada vez mayor y la vacunacion con cepas vivas
puede presentar la posibilidad de inocular otros agentes patdgenos hacia los bovinos
(Mosqueda 2007 y Bock 2004). Debido a que las vacunas actuales presentan serias
desventajas, se ha propuesto la utilizacion de vacunas con subunidades parasitarias,
derivadas de antigenos del parasito o como proteinas recombinantes (Jenkins 2001).
Sinembargo el disefio de vacunas con subunidades se ha visto obstaculizado debido al
gran polimorfismo en algunas proteinas parasitarias (Jenkins 2001, Torina, et al 2009).

Debido a que Plasmodium y Babesia pertenecen al mismo phylum, estos
protozoarios comparten varios mecanismos para invadir células rojas; entre ellos la
proteina transmembranal AMA-1 que ya ha sido caracterizada en Plasmodium spp.
(Cooke, et al 2001, Wiser 2009, Torina et al 2009). Estudios con anticuerpos anti AMA-
1 contra Plasmodium knowlesi han demostrado detener la invasion del protozoario
hacia las células rojas y por ende AMA-1 se considera un fuerte candidato para la
produccion de vacunas con subunidades parasitarias contra malaria (Mitchell et al
2003). Sin embargo en Babesia sp. no se sabe si esta proteina tiene la misma funcion y

si AMA-1 genera anticuerpos que reconocen epitopes B expuestos.



Justificacion

Las regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo se han considerado
por su riqueza como zonas donde se puede cultivar y producir alimento a la poblacion
humana. Esto es debido a la alta fertilidad que tiene el suelo para facilitar el crecimiento
de forrajes, necesarios para la ganaderia. Sin embargo, la presencia de enfermedades
gue afectan a los animales, evitan aprovechar al maximo el potencial que tienen estas
areas (Fernandez et al 1995). Al menos 1.3 billones de animales domésticos estan en
riesgo de contraer Babesiosis, y la mayoria de la poblacién mundial bovina, estimada
en 1.2 x 10° de cabezas estd potencialmente expuesta a una o mas especies de
Babesia (Solorio et al 1997).

El impacto econdmico que tiene la babesiosis en la industria ganadera es muy
grande haciéndola menos rentable debido a: costos de medicamentos, mortalidad,
abortos, costos de medidas de control para garrapatas, vacunas, pérdida en la
produccion de leche y carne, y limitacion en la exportaciéon de ganado (Bock 2004).
Debido a lo anterior, esta enfermedad es considerada como una seria limitante para la
introduccién de razas especializadas para la produccion de carne y leche en zonas
potencialmente forrajeras como son el trépico y subtropico del pais (Fernandez, et al
1995).

El control de protozoarios de Babesia por medio de vacunacion ha ayudado a
controlar la incidencia de babesiosis bovina, sin embargo este método se considera
riesgoso debido a que las vacunas que se utilizan actualmente requieren de cepas
vivas y pueden presentar una virulencia atenuada en el bovino; ademas de existir el
riesgo de contaminacion con otros agentes patdégenos (Bock 2004). Actualmente se
intentan disefiar vacunas contra la babesiosis bovina que utilicen subunidades
parasitarias y no cepas vivas de Babesia, sin embargo esto se ha complicado debido al
gran polimorfismo que tienen algunas proteinas; especialmente las que se expresan en

la superficie del parasito (Jenkins 2001 Torina et al 2009).



Actualmente se han investigado proteinas que son fuertes candidatos
vacunales en otras especies del phylum Apicomplexa. Entre las proteinas mas
destacadas se encuentra la proteina de la membrana apical 1 (AMA-1) ya estudiada
en Plasmodium falciparum y que ha demostrado estar conservada entre diferentes
cepas (Stowers et al 2002, Mitchell et al 2003 Gaffar et al 2004, Kusi K.A 2010).

Hasta la fecha, no hay una vacuna de subunidades efectiva disponible
comercialmente para Babesia spp (Bock 2004). Por lo tanto el analisis de regiones
expuestas y conservadas de la proteina AMA-1 en Babesia bigemina permitira

proponer péptidos para el desarrollo de vacunas mas seguras.



Hipotesis.

Usando herramientas bioinformaticas, se pueden disefar péptidos que contengan
epitopos B en la proteina AMA-1 de Babesia bigemina que son reconocidos por

anticuerpos.
Objetivo general.

Disefiar un péptido que contenga epitopos B en la proteina AMA-1 de Babesia

bigemina que sea reconocido por anticuerpos.

Objetivos particulares.

1.- Seleccionar un péptido en la proteina AMA-1 que contenga epitopos B utilizando

herramientas de bioinformatica.
2.- Amplificar el gen ama-1 mediante la técnica de PCR.

3.- Generar anticuerpos contra el péptido disefiado de AMA-1 que reconozcan a

Babesia bigemina por medio de la técnica de inmunofluorescencia indirecta.

4.- Evaluar si sueros de bovinos naturalmente infectados con Babesia bigemina

identifican el péptido disefiado de AMA-1 por medio de la técnica de ELISA.



MARCO TEORICO

Definiciéon

La babesiosis bovina es una infeccion parasitaria causada por protozoarios
del género Babesia y transmitida por garrapatas de la familia Ixodidae. Esta
enfermedad se caracteriza clinicamente por la presencia de fiebre, anemia,

hemoglobinuria e ictericia en el ganado bovino. (Quiroz 2005, McCosker 1981).

Taxonomia

La clasificacion taxonOmica de Babesia segun Levine N.D. en 1982 es la

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

Hasta 1982 se han descrito mas de 70 especies de Babesia, de las cuales se
considera que solo 18 causan enfermedad en diferentes mamiferos domésticos y

Uunicamente se conocen los vectores de 15 de ellas (Levine 1982).



Las tres especies que mas se encuentran en el ganado bovino son: Babesia
bovis, Babesia bigemina y Babesia divergens (Spickler et al 2008). Otras especies
adicionales de Babesia que también pueden infectar al ganado incluyen a: Babesia

major, Babesia ovata, Babesia occultans y Babesia. Jakimovi (Barros 2008).

Sinonimias

Otros nombres con los que se le conoce a la enfermedad de babesiosis bovina

son:

Fiebre del Agua Roja, Fiebre Bovina Transmitida Por Garrapatas, Fiebre de Texas,

Piroplasmosis, Ranilla y Tristeza (Blood 2002, Quiroz 2005)

Agente Etiologico

A pesar del gran numero de especies descritas de Babesia, pocas especies
han sido reportadas en el continente americano (Barriga 2002). Dentro de las especies
de mayor importancia en bovinos, estdn Babesia bovis, Babesia bigemina y Babesia
divergens, aunque las dos especies que causan el mayor impacto econémico en la
industria ganadera a nivel mundial y nacional son Babesia bovis y Babesia bigemina
gue ademas son las unicas que se encuentran distribuidas en América (Spickler et al
2008, Bock et al 2004, Vignau 2005, Fernandez et al 1995, Barriga 2002).

Babesia bigemina

A Babesia bigemina se le cataloga dentro de las especies grandes de Babesia
debido a que los merozoitos ocupan un espacio mayor que el radio de los eritrocitos
(Chauvin et al 2009). Los trofozoitos de Babesia bigemina miden de 4 a 5 micras de
largo por 2 micras de ancho cuando se encuentran en su forma pareada (Quiroz
2005).



Distribucion Geografica

Babesia bigemina se distribuye en paises que se encuentran en los paralelos
32° sur y 40° norte con respecto al ecuador, siendo una especie endémica en las zonas
tropicales y subtropicales del mundo (McCoscker 1981, Bock 2004). La amplia
distribucion de este parasito es debido a la disposicién de sus vectores, dentro de los
cuales se encuentran las garrapatas: Boophilus annulatus, Boophilus microplus,
Boopilus australis, Boophilus calcaratus, Boophilus decoloratus, Haemaphylalis
punctata, Rhipicephalus appendiculatus y Rhipicephalus bursa (Quiroz 2005). A pesar
del gran numero de vectores, la garrapata Boophilus microplus es el vector que tiene

mayor importancia y el de mayor distribucion en el mundo (Bock et al 2004).

En México la babesiosis bovina esta restringida a las regiones tropicales y
subtropicales del pais, cubriendo el 51.5% del territorio nacional, siendo transmitida por
garrapatas Boophilus microplus, (Mosqueda 2007, Fernandez et al 1995). A pesar de
gue la babesiosis s6lo se localiza en lugares donde se encuentran las condiciones
climaticas para la proliferacion del vector, la Campafa Nacional Contra la Garrapata
Boophilus spp (NOM-019-Z0O0-1994) sefiala que la situacidbn zoosanitaria de los
estados que se encuentran como areas en fase de control son: Baja California,
Campeche, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango, Estado
de México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa,
Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan, Zacatecas. Mientras que los estados que la
Campafia considera como territorios libres son: Baja California, Sonora,
Aguascalientes, Tlaxcala y Distrito Federal. (SENASICA 2 2010).



Signos Clinicos

La babesiosis bovina ocasionada por Babesia bigemina puede ocurrir de forma
aguda, subaguda, cronica o asintomatica; siendo ésta Ultima caracteristica en los
animales jovenes (Barros 2008, Blood 2002). En todos los demas casos, los signos
clinicos observados son: aparicién repentina de fiebre alta de hasta 41 C°, abortos
debido al estado febril, taquicardia, taquipnea, mucosas en un inicio congestionadas,
después palidas por la hemolisis y posteriormente ictéricas por la destruccidon masiva
de eritrocitos, hemoglobinuria de un color rojo marrén con presencia de espuma,
depresion, debilidad, abatimiento, anorexia, ausencia de rumia, descenso en la
produccion lactea y posteriormente la muerte (Barros 2008, Blood 2002, Radostits et
al 2000). La mayoria de los animales que cursan la enfermedad de manera severa,
mueren en las primeras 24 horas, sin embargo aquellos que sobreviven a la infeccion

se recuperan gradualmente de la anemia y la emaciacion (Radostits et al 2000).

Ciclo de Vida

Para que Babesia bigemina pueda completar su ciclo de vida, necesita de un
huésped vertebrado (bovino) en el cual se lleva a cabo la reproduccién asexual, y uno
no vertebrado (garrapata) donde ocurre la reproduccion sexual del protozoario (Homer
2000, Smith 1978).

En el huésped bovino

Babesia bigemina tiene un ciclo de vida tipico del phylum Apicomplexa,
caracterizado por las fases de: merogonia, gametogonia y esporogonia (Wiser 2009). El
ciclo en el huésped vertebrado comienza en el momento que los esporozoitos son
inoculados mientras la garrapata se alimenta de la sangre del bovino (Wiser. F.M.
2009, Gutierrez 2000). El esporozoito al entrar al torrente sanguineo invade a los
eritrocitos; aunque la invasion del esporozoito al eritrocito todavia no es muy clara, se

piensa que es muy similar a la realizada por el merozoito (Mosqueda et al. 2002). Una



vez que el esporozoito se encuentra dentro de las células rojas del huésped, este se
transforma a trofozoito. Posteriormente los trofozoitos se dividen por fision binaria y
dan origen a dos nuevos merozoitos que ya tienen desarrollado su complejo apical
(Quiroz 2005 y Wiser 2009). Los dos merozoitos maduros, salen de los eritrocitos para
después infectar a otros eritrocitos (Chauvin 2009). Este proceso de multiplicacion
asexual eritrocitica continia en el hospedero vertebrado hasta que los eritrocitos

infectados son ingeridos por garrapatas (Wiser 2009, Riek 1963).

En la garrapata vector

Después de que la garrapata ingiere sangre infectada de bovino, hay
destruccion rapida de los eritrocitos, liberando asi las formas intracelulares de Babesia
en el lumen intestinal de la garrapata (Smith 1978). Solo una pequefia proporcion de
las formas sanguineas de Babesia ingeridas son infectivas para la garrapata, ya que la
mayor parte de estas se degradan debido a procesos digestivos dentro del vector
(Riek, 1964, Smith 1978). Los gametocitos son las Unicas formas de Babesia que
siguen teniendo un desarrollo posterior y son los responsables de iniciar la infeccion en
la garrapata (Rudzinska 1976, Wiser 2009). Después de la ingestion de eritrocitos
infectados, los gametocitos atraviesan por cambios morfologicos en el intestino debido
a variaciones en la concentracion de gases y en la temperatura, modificandose hasta
convertirse en cuerpos radiados o Strahlenkorper; los cuales son conocidos como las
fases sexuales de Babesia (Wiser 2009, Chauvin et al 2009, Rudzinska et al 1983,
Riek, 1964). Los cuerpos radiados se fusionan en el lumen del tracto digestivo de la
garrapata para formar al cigoto; el cual penetra en las células intestinales, sufriendo
una division meidtica para cambiar a un estadio motil lamado ooquineto (Chauvin et al
2009, Mosqueda et al 2004). Los ooquinetos invaden las células del epitelio intestinal
donde inician la esporogonia, originando gran cantidad de esporoquinetos, también
llamados vermiculas o quinetos (Vignau 2005, Bock et al 2004). Los quinetos escapan
del epitelio intestinal hacia la membrana basal para tener acceso a la hemolinfa,
invadiendo nuevos tejidos dentro de la garrapata como los hemocitos, las células de los
tubos de Malpighi, las fibras musculares, los oocitos y las células de las glandulas
salivales (Bock et al 2004, Vignhau 2005, Chiodini 2009). En las hembras de garrapatas
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adultas, la invasién de los oocitos da inicio a la transmisién transovarica (Bock et al
2004, Chauvin et al 2009). En el huevo de la garrapata mientras el tejido larval se
organiza, se lleva a cabo un ciclo de multiplicacion de babesias; aumentando asi el
namero de parasitos en el embrion (Riek, 1964). Los esporoquinetos migrar a las
células de las glandulas salivares, donde se lleva acabo el cambio a la forma infectante
de esporozoito, el cual es inoculado en el hospedero bovino en el momento que la

garrapata se alimenta de sangre (Chauvin et al 2009, Gutierrez 2000, Gallego 2007).

Periodo de Incubaciodn

Los signos clinicos de la babesiosis bovina causada por Babesia bigemina
normalmente aparecen de 2 a 3 semanas después de la infestacion por garrapatas.
Después de que se inoculan los esporozoitos al torrente sanguineo del bovino, el

periodo de incubacién es de 4 a 5 dias (Spickler, et al 2008).

Patogenia

Babesia bigemina no se considera una especie muy patdgena dentro del grupo
de enfermedades transmitidas por garrapatas, pero tiene gran importancia debido a la
presencia de casos mortales en el ganado (Solorio et al 1997).

La babesiosis bovina es reconocida por la presencia de anemia hemolitica en
los bovinos, que normalmente se muestra como una anemia macrocitica hipocrémica
(Bock 2004). La enfermedad puede tener un curso benigno con una rapida
recuperacion o progresar a una fase que produce una condicidn debilitante y
posteriormente la muerte (Solorio et al 1997). El principal factor que ocasiona los casos
de muerte en los bovinos estd relacionado con el cuadro anémico y la anoxia
ocasionada por el descenso de eritrocitos en el torrente sanguineo (Solorio et al 1997).
Este cuadro es ocasionado debido a que Babesia bigemina ejerce una accion
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traumatica cuando sale de las células sanguineas en forma de merozoitos,
provocando una hemodlisis intravascular que se manifiesta en anemia, ictericia y
debilidad en el huesped (Bock 2004, Salas 2000, Quiroz 2005).

Lesiones Post Mortem

Los hallazgos a la necropsia en ganado que muere de babesiosis por Babesia
bigemina incluyen lesiones relacionadas con hemolisis intravascular (Barros 2008).
Entre los hallazgos mas comunes debido a la hemolisis y anemia se observan: la vejiga
con orina de un color rojo obscuro, las membranas mucosas palidas o ictericas, sangre
acuosa de menor densidad, intensa coagulacion intravascular, contenido rectal ictérico
o hemorragico, serosa intestinal de color rosa obscuro debido a la inmbibicion de la
hemoglobina y los tejidos subcutaneo, adiposo abdominal y el omento presentan un
color amarillento debido a la ictericia (Barros 2008, Quiroz 2005 Blood 2002, Spickler,
et al 2008). Tambien se encuentra hepatomegalia, nefromegalia, esplecnomegalia y
con poca frecuencia edema pulmonar (Barros 2008, Blood 2002, Bock 2004, Spickler,
et al 2008).

Dentro de las lesiones histoldgicas se encuentran: necrosis renal asociada con
proteinosis tubular, higado con infiltracion grasa y/o necrosis centrolobular debido a
hipoxia, y eritrofagocitosis en higado, bazo, ganglios linfaticos y médula 6sea (Barros
2008).
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Diagnostico

Diagndstico Presuntivo

La presencia de fiebre, anemia, ictericia y hemoglobinuria son signos clinicos
gue sugieren la presencia de babesiosis en ganado que se encuentra en areas
enzodticas. Los signos clinicos de enfermedades que sugieren una enfermedad
hemolitica junto con los hallazgos a la necropsia y la presencia del vector, permiten un
diagnostico presuntivo soélido dirigido a la babesiosis bovina (Barros 2008, Solorio et al
1997).

Diagnéstico Diferencial

Debido a que la babesiosis tiene similitud con enfermedades que causan
anemia hemolitica, se tienen que considerar en el diagnostico diferencial las siguientes
enfermedades: Eperitrozoonosis, Leptospirosis, Hemoglobinuria Bacilar,
Anaplasmosis, Intoxicacion por S-metil-L-cisteina sulféxido e Intoxicacion por cobre.
(Blood 2002, Spickler et al 2008).

Diagndstico por Frotis Sanquineo e Improntas

El método comunmente usado para identificar Babesia spp en animales
infectados es mediante el examen microscopico de frotis sanguineos tefiidos con
Giemsa (Bock 2004). Esta técnica es uno de los pocos métodos diagndésticos que se
utilizan en México de manera oficial para confirmar el diagnéstico de babesiosis bovina
(SENASICAP 2010, NOM-019-ZO0-1994). Para la realizacion de frotis sanguineos, la

NOM-019-Z00-1994 sugiere que la sangre sea obtenida de la vena caudal o auricular.
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Normalmente el frotis sanguineo es una técnica confiable, para la deteccion de
infecciones agudas, no lo es para la deteccion de portadores asintomaticos donde las
parasitemias son bajas debido a la baja sensibilidad de esta prueba (Bock 2004,
Mosqueda 2007).

También se puede realizar el diagnostico por medio de improntas en tejidos
de: corteza cerebral, rifiones, higado, bazo y médula 6sea, sin embargo en México solo
tienen validez diagnostica las improntas en cerebro y rifion (Spickler, et al 2008, NOM-
019-Z0O0-1994).

Diagnostico por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Otra técnica diagnostica utilizada en México para la deteccion de babesiosis
bovina es la inmunofluorescencia indirecta (SENASICAP 2010). Esta prueba
inmunolégica es utilizada ampliamente en México para detectar la presencia de
Babesia spp. La IFI consiste en detectar la presencia de anticuerpos especificos contra
un determinado microorganismo, mediante un anticuerpo anti-anticuerpo marcado con
un fluorocromo (Bock 2004, Florentino S.G 1994, Tortora et al 2007).

La técnica de inmunfluorescencia indirecta tiene la desventaja de requerir
formas intraeritrociticas de Babesia bovis y Babesia bigemina como antigenos para
poder distinguir entre las dos diferentes especies, lo cual es muy dificil de obtener y
procesar (Mosqueda 2007). También es necesaria la capacitacion de personal
especializado y requiere mucho tiempo para poder interpretar las muestras, por lo que
el andlisis de varios sueros es complicado y tardado (Mosqueda 2007, Florentino S.G
1994).
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Diagndstico por Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA)

La técnica de ELISA indirecto permite identificar anticuerpos contra antigenos
especificos mediante la interaccion antigeno anticuerpo y la accion de una enzima
ligada a un anticuerpo secundario (Tortora et al 2007). Esta prueba permite detectar la
presencia de anticuerpos contra Babesia spp.; no obstante en México aun no existe un
ELISA definido para el diagndstico de Babesia bigemina (Goff et al 2008, Spickler et al
2008, NOM-019-Z00-1994). Esta problematica se debe a que los anticuerpos contra
estos protozoarios tienen baja especificidad, sin embargo se estan proponiendo nuevas
soluciones para poder diferenciar entre Babesia bigemina y Babesia bovis por medio de
nuevos antigenos para su implementacion en ELISAs (Bock 2004, Goff et al 2008,
Spickler et al 2008).

La técnica de ELISA es una prueba rapida, se pueden procesar un gran
nimero de muestras y no se requiere de una capacitacion extensa para la
interpretacion de los resultados, debido a que la lectura es por medio de un escaner
computarizado (Tortora et al 2007 Florentino S.G 1994). A pesar de que la técnica de
ELISA tiene numerosas ventajas sobre otras pruebas diagndsticas, actualmente esta
prueba no tiene validez de forma oficial para el diagndstico de babesiosis bovina en
México (NOM-019-Z0O0-1994).

Diagnéstico por medio de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La babesiosis bovina puede diagnosticarse por medio de la prueba de PCR,
teniendo como ventaja la posibilidad de detectar y diferenciar entre Babesia bigemina y
Babesia bovis (Spickler et al 2008). La prueba de PCR es una técnica que permite
amplificar muestras pequefias de DNA de modo que sea posible confirmar la presencia

del agente por medio de electroforesis en un gel de agarosa (Pestana et al 2010).

15



Se considera que el diagnostico por medio de PCR es mucho mas sensible
gue todas las pruebas antes mencionadas, debido a que esta técnica puede identificar
niveles de parasitemia de hasta 0.000001%; el equivalente a 3 eritrocitos infectados en
20 ul de muestra (Figueroa et al 1994). Desafortunadamente en México, este método
aun no se aplica de manera oficial para el diagnostico de babesiosis (NOM-019-ZOO-
1994).

Tratamiento

Para poder tratar exitosamente la babesiosis bovina, se requiere de un
diagndstico temprano seguido de una correcta e inmediata administracion de
medicamentos. Los medicamentos de uso mas comun para el tratamiento de

babesiosis son:

FARMACO DOSIS

Aceturato de Diminazeno | 3-5 mg/kg (Intramuscular)

Imidocarb 5-10 mg/kg (Intramuscular)

Amicarbalida 5-10 mg/kg (Intramuscular)

(Barros 2008)

Desafortunadamente el tratamiento farmacoldgico no tiene ningun efecto si los
bovinos presentan debilitamiento producido por la anemia, ya que los farmacos
controlan la infeccidn pero no eliminan por completo al parasito; haciendo que el
diagndstico temprano sea esencial para el tratamiento exitoso de la babesiosis bovina
(Barriga 2002, Barros 2008). Otra inquietud que existe por el uso de medicamentos
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para el control de la babesiosis es su efecto residual en la leche y en la carne, haciendo
mas controvertido su uso por la creciente preocupacion acerca de los residuos

farmacoldgicos en los alimentos de consumo humano (Spickler et al 2008).

Vacunas Contra Babesia

El método mas comun para la inmunoprofilaxis de babesiosis en areas
enzoodticas es la inoculacion de cepas vivas, la cual requiere de cepas vivas atenuadas
de Babesia bigemina y Babesia bovis (Bock 2004, Spickler et al 2008, Palmer y
McElwain 1995). La mayor parte de la produccion de estas vacunas para el ganado se
lleva a cabo en instalaciones apoyadas por el gobierno, principalmente en Australia,

Argentina, Sudéafrica, Israel y Uruguay (Bock 2004, Bock et al 2004).

La vacunacion de animales susceptibles con inéculos de parasito virulento o
atenuado, ha sido un abordaje exitoso para la vacunacion contra la babesiosis; sin
embargo las vacunas vivas atenuadas presentan notorias desventajas entre las cuales
estan la necesidad de estar constantemente almacenadas en frio, su corta vida de
anaquel, la probabilidad de causar morbilidad y mortalidad en animales vacunados,
riesgo de contaminacion con otros agentes patdgenos y la posibilidad de que los
parasitos atenuados reviertan a una virulencia mayor (Jenkins 2001, Bock 2004,
Alvarez et al 2004, Mosqueda 2007). Debido a que actualmente las vacunas contra
babesiosis bovina no son seguras y presentan diversos inconvenientes, una alternativa
para lidiar con estas desventajas es el desarrollo y utilizacion de vacunas con
subunidades parasitarias (Jenkins 2001, Alvarez et al 2004, Mosqueda 2007). Avances
en el entendimiento del mecanismo de inmunidad de los protozoarios y el desarrollo de
herramientas moleculares permiten el desarrollo de vacunas hechas con subunidades
de antigenos, aunque se debe de considerar la variacién antigénica entre diferentes
cepas debido a que una vacuna hecha con una subunidad variable podria no actuar

contra cepas heterélogas (Jenkins 2001).
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Proteina de la membrana apical 1 (AMA-1)

AMA-1 es una proteina transmembranal de tipo | con tres estructuras
caracteristicas: un ectodominio N-terminal rica en cisteina, un dominio transmembranal
hidrofébico y una cola citoplasmatica C-terminal (Gaffar et al 2004). Esta proteina se
localiza en el complejo apical de los merozoitos y es secretada de los micronemas
permitiéndole al merozoito extracelular infectar las células sanguineas (Soldati et al
2001, Howell et al 2003). Cuando los merozoitos tienen contacto con los eritrocitos,
requieren reorientar su complejo apical para ponerlo en contacto con la membrana
plasmatica del eritrocito (Soldati et al 2001). La proteina AMA-1 permite la reorientacion
del complejo apical del merozoito para su posterior invasion y replicacion en las células

sanguineas (Mitchell et al 2003).

A pesar de que la mayoria de los estudios de AMA-1 provienen de
investigaciones con Plasmodium spp, los miembros del phylum Apicomplexa coinciden
en el método de invasion de células blanco (Stowers et al 2002, Mitchell et al 2003,
Gaffar et al 2004 Torina et al 2009). Aunado a esto, homélogos de la proteina AMA-1
ademas de estar presentes en todas las especies de Plasmodium, también se
encuentran en otros apicomplexas como Babesia (Howell et al 2003, Gaffar et al 2004,
Torina et al 2009). Estudios con AMA-1 en Babesia bovis han mostrado que
anticuerpos anti-AMA-1 contra el dominio N-terminal pueden reconocer a la proteina
recombinante de AMA-1 y a merozoitos de Babeisa bovis (Gaffar et al 2004). También
se mostré que hay una disminucion en la capacidad de invasion de células rojas por
parte de los merozoitos de hasta un 65% cuando anticuerpos anti-AMA-1 se incuban
con eritrocitos y merozoitos de Babesia bovis en un ensayo de invasion (Gaffar et al
2004).
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Actualmente no solo se estan haciendo estudios en Plasmodium spp para
saber como funciona la proteina AMA-1 en la invasion de los merozoitos, también se
esta investigando su potencial como candidato vacunal para su inclusién como posible
vacuna de subunidades parasitarias contra la enfermedad de malaria en humanos
(Stowers et al 2002, Mitchell et al 2003, Kusi K.A 2010).

Herramientas de Bioinformatica

La bioinformatica se puede definir como la unidn entre las ciencias bioldgicas e
informaticas, la cual permite almacenar, recuperar, manipular y distribuir informacién
relacionada con macromoléculas como el DNA, RNA, y proteinas mediante el uso de
bases de datos y programas computacionales (Luscombe et al 2001, Xiong 2006).

Anteriormente la informatica era una disciplina en la cual matematicos,
estadisticos, cientificos computacionales e ingenieros desarrollaban tecnologia para
manejar y apoyar campos de informacion destinados a las ciencias de la salud (Mount
2004). Sin embargo ahora la bioinformatica organiza gran cantidad de datos bioldgicos
relacionado con los genomas; teniendo un enfoque aplicado a varias areas de
investigacion como la biologia molecular, la agricultura, la medicina, la farmacologia,
entre otras (Mount 2004).

El objetivo de la bioinformatica es entender cdmo funciona la célula a un nivel
molecular mediante el andlisis de informacion estructural y secuencias moleculares
(Xiong 2006). La razén por la cual las funciones celulares se pueden entender
mediante el analisis de estas secuencias es debido a que todas las funciones celulares
son realizadas por proteinas cuyas capacidades y caracteristicas son determinadas
por sus secuencias moleculares (Xiong 2006). EI DNA al ser el componente basico
para la traduccion de proteinas, toma un papel esencial para la comprension del
funcionamiento de las células, en la cual la bioinformatica puede ser una herramienta
muy util (Xiong 2006).
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MATERIAL Y METODOS

Lista de equipo, material, reactivos y soluciones

Equipo:

Agitador Orbital.
Marca Felisa, No de Catalogo: FE-315

Agitador Vortex.
Marca Daigger, Vortex Genie 2, Cat.22220A

Autoclave.
Marca Felisa, No de Catélogo: FE-397

Balanza de Precision.
Marca Ohaus, Adventurer Pro, No de Catalogo: AV213C

Bafo Maria a 60°C.

Marca Felisa No. de Catalogo FE-371

Céamara de electroforésis.
Marca Bio-Rad, No. De Catalogo 170-4467

Campana de flujo laminar.
Marca Labconco No. de Catalogo: 3620804 DELTA

Centrifuga.
Marca Sorvall, Legend Mach 1.6 R,No. de Catalogo:75004337

Congelador a -20°C.
Marca Frigidaire. No de Catalogo: FGCH25M8LW

Fotodocumentador.
Marca Bio-Rad Doc XR Model Universal Hood, No. de Catalogo200902015716

Fuente de poder para Electroforesis.
Marca Bio-Rad, No. De Catalogo 165-5052

Incubadora.

Marca felisa. No de catélogo: FE-133

Lector de ELISA.
Marca Bio-Rad imark microplate reader,No. de Catalogo: 11437

Microcentrifuga para hematocrito.
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Marca Clay Adams, Autrocrit Il Mod. 0574

Microcentrifuga Para viales de 1.5ml.
Marca Eppendorf, Centrifuga 5418,No. de Catalogo: 22331

Microscopio binocular para campo claro.

Marca Carl Zeiss Referencia de Catélogo: Axiostar Plus

Microscopio Laser Confocal.
Marca Leica TCS-SP2

Platina.
Marca CIMAREC, No. de Catalogo: SP131325

Potenciometro.
Marca Hanna, No. de Catalogo 736-HI 2211

Refrigerador.
Marca Mabe, No de Catdlogo: RM43S07B.BLA

Termociclador C1000.
Marca Bio-Rad, No. de Catalogo 185-1096

Ultracentrifuga.
Marca IES centra MP4R

Material de Cirugia:

Alcohol al 70%.
Alcoholera del centro, No Cat: 750 13807 00113

Algodon.
Marca Zuum, No. de Catélogo: 1224

Botén grande de 2cm de didmetro

Cloruro de Benzal Rojo.

Marca Antibenzil de Farmaceuticos Altamirano.

Cuerdas para sujecion de bovino.

Marca Monitex de Industrial Sisalara, No. de Catalogo: ME-M58

Diaceturato 4-4' diazoaminodibenzamidina trihidratada.
Marca Ganaseg de Novartis. No. De Registro: MB7605000

Instrumental quirdrgico de cirugia general
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Jabon quirdrgico Verde.

Marca Antibenzil de Farmaceduticos Altamirano

Jeringas de 5ml, 10mly 20ml.
Marca TERUMO. No Cat: 389701002736-01, 389701002712-01 y
SS+20ES1

Lidocaina 2.0 g/100 ml.
Marca Xylocaina de AstraZeneca. No. de Catélogo: 0186-0232.

Nylon calibre 1.
Marca Ethilon, No. de Catalogo: 489T

Penicilina G procainica, penicilina G sddica, estreptomicina y
flumetasona.

Marca Flumivet 80 de Vetilablnternacional.

Xilacina al 10%.

Marca Procin de PISA

Yodopovidona.

Marca Germisin de Farmaceduticos Altamirano.

Material de Monitoreo y Recoleccioén de Sangre:

Agujas vacutainer.

Marca Becton Dickinson Eclipse, No. de Catalogo: 368607

Bolsa para recoleccion de sangre.
Marca Becton Dickinson Vacutainer Safety lok. No. de Catélogo:
367283

Camisa para Vacutainer.

Marca Becton Dickinson, No. de Catalogo: 364893

Matraz Kitazato de 500 ml.

Marca Pyrex

Perlas de vidrio

Portaobjetos.

Marca Pearl, No. de Catalogo: 7102

Termoémetro 10047 rectal de mercurio.
Marca Le Roy, No. de Catélogo: 729513100471
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Tubos capilares de vidrio con heparina.
Marca Fisher, No. de Catalogo: 02-668-25

Tubos Vacutainer de 6ml sin anticoagulante.

Marca Becton Dickinson, No. de Catalogo: 367815

Tubos Vacutainer de 6ml con heparina.

Marca Becton Dickinson, No. de Catalogo: 367878

Material de Laboratorio:

Aceite de inmersion.
Marca Zeizz, Immersol 518N, No. de Catalogo000000-1111-806

Caja de Coplin.
Marca Wheaton. No de Catalogo: 900470

Céamara de incubacién

Expert Portable Pipet Aid.
Marca BD Falcon, No. de Catalogo: 357590

Frasco 250ml, 300ml, 500ml y 1l.

Marca Pyrex

Gradillas para tubos de 15 ml, 50mly 1.5ml

Guantes de nitrilo.
Marca Kimberly Clark, No de Catalogo: N220M

Marco para ELISA.
Marca Becton Dickinson, No de catalogo 353913

Matraz de Erlenmeyer.

Marca Pyrex

Micropipetas de 10pl, 20ul, 200ul y 1000ul. Marca Gilson

Pipeta multicanal de 300l.
Marca High Tech Lab, No. de Catélogo: 5424

Pipetas desechables de 10mly de 25ml.
Marca Falcon, No de catalogo: 356550y 357535

Pizeta

Portaobjetos.
Marca Pearl, No. de Catalogo: 7102
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Pozos para ELISA.
Marca Becton Dickinson, No. de Catalogo: 353279

Probetas de 250ml, 500ml y 1lI.

Marca Pyrex

Puntillas de 10pl, 20ul, 200u! y 1000ul.
Marca Molecular BioProducts, ART. No de catalogo: 2139, 2149, 2069
y 2275

Toallas interdobladas.

Marca Sanitas, No de catalogo: 92231

Tubos de propileno libres de nucleasas y estériles de 15 ml y 50ml.
Marca Falcon. No de Catélogo: 352097 y 352073

Vaso de precipitados de 100ml, 250ml, 500ml.

Marca Pyrex

Viales de 1.5 ml.
Marca Fastgene, No de catélogo: KJ306

Viales para PCR de 0.5ml.
Marca Thistle scientific. No de catélogo: AX-PCR-05D-B

Wizard® Genomic DNA Purification Kit.

Marca Promega

Material Biol6gico

Bovinos experimentales

Babesia bigemina Cepa Salto

Babesia bigemina Cepa Xochitepec

Conejos experimentales

Péptido sintético AMA-1
(TGVCRILNATPTCLIINAG)

Suero de Bovinos Infectados con Babesia bigemina
Suero de Conejo Anti-AMA-1
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Reactivos:

Acetona.
Marca: J.T. Baker, No. de Catalogo: 9006-03

Acido cloridrico.
Marca J.T. Baker, No. de Catélogo: 9535-05

Acido Xanturénico.

Marca Sigma, No. de Catalogo: X-3250

Adyuvante Montanide ISA 070.
Marca Sigma Aldrich, No. de Catalogo: f5506

Agarosa.

Marca invitrtogen Ultra pure, No. de Catalogo: 15510-027

Agua destilada

Agua libre de nucleasas.

Marca Promega

Alcohol metilico absoluto.
Marca J.T.Baker, No. de Catélogo: 9093-68-C

Antibidtico-antimicotico.
Marca Invitrogen No. de Catalogo: 15240-062

Anticuerpo secundario (FITC donkey anti-rabbit IgG).

Laboratorios Jackson Inmuno Research, No. de Catalogo: 711096152

Conjugado Peroxidase-Conjugated AffiniPure Rabbit Anti-Bovine 1gG
(H+L)

Etanol desnaturalizado.
J.T. Baker, No. de Catalogo: 9014-02

Acido sulfarico.
Marca Sigma, No. de Catalogo:320501

Hidroxido de potasio.
Marca Sigma Aldrich, No. de Catalogo: 221473-500g

Hojuelas de sosa.
Marca J.T. Baker, No. de Catalogo: 3722-01

Isopropanol.
Marca J.T.Baker, No. de Catalogo: 9080-01

KCI.
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Marca J.T. Baker, No. de Catalogo: 3040-01

Fosfato biacido de Potasio(KH2PO4).
Marca Quimica dinamica SA de CV, No. de Catalogo: 95300

Marcador de Peso molecular

Medio M199.
Marca Sigma, No. de Catalogo: M-5017

Metanol.

Marca Productos quimicos Monterrey SA, No. de Catalogo: 06122

Carbonato de Sodio (Na2CO3).
Marca J.T.Baker, ,No. de Catalogo: 3602-01

Fosfato Dihidrogenado de Sodio (Na2HPOA4).
Marca Productos quimicos Monterrey SA, No. de Catalogo: 35932

Cloruro de Sodio.
Marca J.T.Baker, No. de Catélogo: 3624-01

Fosfato monohidrato de Sodio (NaH2PO4H20).
Marca J.T.Baker, No. de Catélogo: 3818-01

Bicarbonato de Sodio (NaHCO3).
Marca Merck, No. de Catalogo: 1.06329.0500

Percoll.
Marca Sigma No. de Catalogo: P-1644

Proteinasa K

Sustrato diluido.
Marca Amresco TMB LIQUID-1 COMPONENT

Tincion de giemsa.
Marca Merck KGaA

Tween 20,
Marca Sigma Aldrich,No. de Catalogo: 63158

Xileno (C8H10).
Marca Sigma Aldrich,No. de Catalogo: X1040-4L
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Soluciones:

TAE (1x)

TAE 40x 25 ml
Agua destilada 975 ml
Volumen Final 1 litro

PBS (10X) pH 7.2 (IFI)

NacCl 80.06 g
KCI 2.23 ¢
Na;HPO, 11.35¢g
KH2PO4 2729
Agua destilada CbpllL

PBS (1X) pH 7.2 (ELISA)

Na>HPO4 0.23¢g
Na2HPO4 1.18¢
NacCl 9.00g
Agua destilada CbpllL

Solucién de Bloqueo (ELISA)

Leche Svelty

39

PBS

Cbp 100ml

Solucion Buffer de carbonatos
(ELISA) pH 10.3

Carbonato de Sodio 10.60g
Bicarbonato de Sodio 975 ml
Agua Destilada Cbp 100 mi

Solucion de lavado (ELISA)

Tween 20

1.5 ml

PBS

Cbp 300 mi

27



Solucion de dilucion de
anticuerpos (ELISA)
Tween 20 1.5ml
PBS Cbp 300 mi

Solucién de paro (ELISA)
H2S04 0.15 Normal
Agua destilada Cbp 100 ml

Gel de Agarosa(15x15 cm)

TAE (1x) 356.4 ml
Agarosa 3649
Volumen final 360 ml

Gel de Agarosa(7x7 cm)

TAE (1x) 39.6 ml
Agarosa 049
Volumen Final 40 mi

Diseno del péptido AMA-1

Para seleccionar y disefiar el péptido de AMA-1 primero se determino la
secuencia de aminoacidos del péptido sefial en la proteina predicha de Babesia
bigemina cepa  México por medio del programa @ SignalP 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, Nielsen H. et al 1997, Dyrlgv2004). Después

se predijeron las regiones transmembranal y citoplasmatica de la proteina utilizando el

programa TMHMM v. 2.0 (www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/). Una vez que se

obtuvo la secuencia de aminoacidos correspondiente a la region extracelular de AMA-1
se determinaron las regiones consideradas como epitopes B utilizando los programas

ABCpred (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/, Saha y Raghava 2006); BcePred

(http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/, Saha y Raghava 2004 ) y Antigenic

(http://bicinfo.bgu.ac.il/cgi-bin/emboss.pl? action=input& app=antigenic). Después de
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tener un panel de péptidos candidatos a epitopo B, se seleccionaron aquellos péptidos
localizados en las regiones mas conservadas en la secuencia predicha de aminoacidos
de 6 cepas de Babesia bigemina :México, Brasil, Argentina, Turquia, Australia e Italia.
Posteriormente se predijo la estructura tridimensional de la proteina AMA-1 en el
servidor SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.ora/, Arnold et al 2006, Kiefer et al

2009, Peitsch 1995) utilizando como molde la estructura de la proteina AMA-1 de
Plasmodium vivax. Se escogié como molde esta proteina debido a la similitud que
posee con AMA-1 de Babesia bigemina; la cual se determind por medio de una
busqueda BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, NCBI/Blast 2010) en la base
de datos del Banco de Proteinas (PDB de las siglas en inglés Protein Data Bank)
(RCSB PDB 2010). Al contar con la estructura predicha de la proteina de AMA-1 en

Babesia bigemina cepa México, se identifico la localizacion de los péptidos candidatos
a epitopo B en las regiones mas expuestas de la estructura tridimensional predicha de

la proteina.

Cepa de Babesia bigemina

Para la obtencién de eritrocitos infectados con Babesia bigemina, se
inocularon 70 ml de sangre infectada con Babesia bigemina cepa Xochitepec
mantenida en nitrégeno liquido en un bovino Bos taurus esplenectomisado (35 ml via
intravenos y 35 ml via intramuscular). La Técnica quirargica para la esplenectomia del
bovino se realizO conforme al procedimiento descrito en el liboro de Técnicas

Quirargicas en Animales (Alexander, afo).

Monitoreo clinico y deteccion de parasitos en sangre infectada

El monitoreo de la parasitemia del bovino consisti6 en la deteccion de
merozoitos de Babesia bigemina en frotis sanguineos tefildos con Giemsa, la
determinacion del Volumen Celular Aglomerado (VCA) mediante la técnica del micro

hematocrito y el monitoreo de la temperatura rectal. La temperatura rectal y las
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muestras sanguineas fueron analizadas diariamente después del dia 5 post
inoculacién. Cuando el bovino mostré signos clinicos positivos a babesiosis y el
monitoreo sanguineo reveld una parasitemia mayor al 1%, se extrajo sangre el animal
usando bolsas de sangrado con citrato de sodio como anticoagulante que fueron
mantenidas a 4 °C. Se centrifugo la sangre completa en tubos de propileno estériles de
15 ml a 3500 revoluciones por minuto (rpm) durante 25 minutos. Inmediatamente la
muestra se llevé a la campana de flujo laminar para desechar el plasma y la capa
flogistica. El paquete de eritrocitos infectados se utilizé para realizar frotis en laminillas

gue fueron congeladas a -20 °C o para la extraccion de ADN.

Extraccion de ADN de Babesia bigemina a partir de eritrocitos infectados

Para la extraccion de ADN de la sangre infectada con Babesia bigemina, se
utilizé un protocolo modificado del kit de extraccién promega (especifica))e centrifugd la
sangre completa en tubos de propileno estériles de 15 ml a 3500 revoluciones por
minuto (rpm) durante 25 minutos. El paquete celular de eritrocitos se lavd con PBS y
centrifugacion. Se repitio este procedimiento hasta obtener un pellet claro, al cual se le
agrego proteinasa K en una concentracion de 50 pg/ml y se dejé incubando en bafio
maria toda la noche a 55 °C. La muestra se transfirio a un vial de 1.5 ml y se le
afiadieron 900 pl de Solucion de Lisis de Células para incubarlo a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Se centrifugd la muestra a 13,000 rpm por 20 segundos
y se agregaron 300 ul de Solucién de Lisis de Nucleos, dejandolo incubar a 37 °C por
una hora. Después se afiadieron 100 ul de Solucion de Precipitacion de Proteinas, se
homogeniz6 la muestra y se centrifugd a 13,000 rpm por 3 minutos. Se transfirio el
sobrenadante a un tubo estéril de 1.5 ml y se agregaron 300 pl de isopropanol, se
volvid a homogeneizar y se centrifugé a 13,000 rpm por un minuto. Terminando el
proceso de centrifugado, se retir6 el sobrenadante, se agregé etanol al 70% vy se
centrifugé nuevamente a 13,000 rpm por un minuto. Se retiré el etanol del vial y se dejo

secar por 15 minutos sobre papel absorbente limpio en la campana de flujo laminar.
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Por ultimo se agregaron 100 pl de Solucion de Rehidratacion de ADN y se dejo incubar

toda la noche a 4 °C.

Amplificacion del gen ama-1 en Babesia bigemina mediante PCR

El protocolo de ciclado de PCR utilizado para la amplificacion de ama-1 fue el
siguiente: Para la desnaturalizacion inicial de la doble cadena de ADN se realizé un
calentamiento a 95 °C durante 1 minuto. Para la amplificacion exponencial se
realizaron 35 ciclos de: desnaturalizacion por 15 segundos a 94 °C, 1 minuto a 60 °C
para el alineamiento y 1 minuto a 72 °C para la fase de extensién. Posteriormente
para la extension final se mantuvoa 72 °C por 7 minutos (ver Fig 1). La secuencia de
los primers utilizados se muestra en el cuadro 1 y el protocolo de la reaccion de PCR

incluyendo el volumen y los reactivos empleados se muestra en el cuadro 2.

95°c J 94°c
1:00 TR 60°C 72°C 72°C
o0 1:00 7:00
10°C
1 2 (35%) 3 4 *

Figura 1. Programa de PCR utilizado para la amplificacion del gen ama-1.
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Oligonucledtido Secuencia Orientacion

ama-1 Forward GTG CTC TTA CAA ACG CAG GC Sentido

ama-1 Reverse CGT TGA TGA TGA GGC AGG Antisentido
TAG

Cuadro 1. Primers utilizados para ampliar el gen ama-1 de Babesia bigemina. Los primers utilizados para la

amplificacion del gen ama-1 fueron disefiados para amplificar un fragmentoc de 732 pares bases (pb) del

gen.
Componente ADN Control positivo | Control
muestra negativo
Mastermix (Promega) 12.5 pl 12.5 pl 12.5 pl
Agua libre de nucleasas 55 ul 6.5 ul 10.5pl
ADN con Babesia bigemina 5ul -- --
Xochitepec
ADN con Babesia bigemina -- 4 ul --
cepa México
Oligonucleotido Forward 1l 1l 1l
Oligonucledtido Reverse 1l 1l 1l
Volumen final 25 ul 25 ul 25 ul

Cuadro 2. Protocolo de la reaccién de PCR incluyendo el volumen y los reactivos empleados.

Analisis de los amplicones por medio de electroforesis

Se preparé un gel de agarosa a una concentracion del 1% diluyendo la
agarosa en bufer TAE (1X) calentandolo a punto de ebullicibn y enfriando en un
recipiente con agua a temperatura ambiente. Previamente se coloco el peine en la
charola de preparacion, y cuando la agarosa aun estaba liquida se verti6 sobre el

recipiente de gelificacion y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. El gel de agarosa
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se colocd en la camara de electroforesis y se vertid buafer TAE (1X) hasta cubrirlo
completamente. Para cargar el ADN en el gel se prepararon 10 pl de muestra con 3 pl
de bufer de carga y se utilizaron también 5 pl de marcador molecular con 3 pl de bufer
de carga en viales de 0.2 ml. Se deposit6 el marcador molecular y las muestras en los
pocillos del gel de agarosa y se corridé en la camara de electroforesis a 75 voltios por
una hora. El gel se tiid con bromuro de etidio y los amplicones se visualizaron en el

fotodocumentador.

Generacion de Anticuerpos de conejo Anti-AMA-1

Para la generacion de anticuerpos Anti-AMA-1 se utilizaron dos conejos
machos raza California. Antes de la primera inmunizacibn se tomO una muestra
sanguinea para obtener el suero pre-inmune de ambos conejos. Cada inmunizacion se
realiz6 con 100 pg del péptido sintético TGVCRILNATPTCLIINAG acoplado a la
hemocianina de lapa (KLH) y emulsificado con adyuvante Montanide ISA 70 para
obtener un volumen final de 2.5 ml. Cada inmunizacion se realizO de manera
subcutanea en la zona de la ingle en ambos costados. El calendario de inmunizacion

utilizado se muestra en el cuadro 3.

Dia Inoculaciones

0 Primera inoculacion
15 | Segunda

inoculacion

25 | Tercera inoculacion

35 | Cuarta inoculacion

41 | Exsanguinacion

Cuadro 3. Calendario de inmunizacion de los conejos con el péptido sintético AMA-1
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El dia 41 post inoculacién se realizé la exanguinacion en tubos de propileno de
50 ml y la sangre se centrifug6é a 3500 rpm durante 25 minutos para la separacion del
suero. Las muestras de suero se colocaron en viales de 1.5ml estériles y se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta

Para la relizacion de la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta, se
descongelaron las laminillas previamente preparadas. Una vez secas, se fijaron por
inmersion en acetona al 100% durante 10 minutos. Las laminillas se dejaron secar a
temperatura ambiente por 15 minutos y después se cuadricularon con esmalte de ufias.
Se agrego el suero post-inmunizacion anti-AMA-1 de cada conejo en las cuadriculas
superior e intermedia y como controles negativos se utilizé el suero pre-inmunizacion
en la cuadricula inferior en una dilucion 1 en 50 con PBS para un volumen final de 100
pl. Una vez agregado el anticuerpo primario, las laminillas se incubaron a 37°C por 30
minutos en la camara humeda. Terminando el tiempo de incubacion, se realizaron 2
lavados con PBS y uno con agua destilada para después dejarse secar a 37°C durante
15 minutos. Se agreg6 anticuerpo secundario conjugado con FITC en una diluciéon 1 en
50 diluido con PBS para un volumen final de 50 ul, a cada una de las cuadriculas
previamente incubadas con el anticuerpo primario y se volvieron a incubar por 30
minutos a 37°C en la camara humeda. Se realizaron 2 lavados con PBS y uno con
agua destilada y al secarse las laminillas, se procedié a hacer la lectura en el

microscopio de inmunofluorescencia con filtro especial para FITC.

Prueba de ELISA sandwich

Para determinar la presencia de anticuerpos contra el péptido
TGVRILNATPTCLIINAG en bovinos naturalmente infectados con Babesia bigemina, se

analizaron 10 sueros de bovinos de zonas endémicas de babesiosis y positivos a
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Babesia bigemina mediante una técnica de ELISA sandwich cuyo protocolo se describe
a continuacion. Se tapizo el fondo de los pozos con 10 pg/ml de anticuerpo de conejo
anti AMA-1, en un volumen final de 200 pl de bufer de carbonatos, se cubrié con papel
encerado y se dejé incubando toda la noche a 4°C. Se realizaron 5 lavados con la
solucion de lavado, aplicando 200 ul por pozo. Después se agregaron 200 pl de
solucion bloqueadora y se incubd 1 hora a 4 °C. Se lavé 5 veces con 100 ul de solucién
de lavado, se agreg6 el péptido el péptido sintético a una concentracion de 20 ug/ml en
un volumen final de 100 ul de solucion bloqueadora y se incub6 2 horas a temperatura
ambiente. Se lavo 5 veces con 100 pl de solucidén de lavado y se adicionaron los 10
sueros problema, a una dilucion 1:100 con solucion bloqueadora en un volumen final de
100 pl por pozo. Se dejo incubando la placa a temperatura ambiente durante 1 hora y
se realizaron 5 lavados con 100 ul de solucion de lavado. Se agreg6 el conjugado a
una dilucién 1:1000 en un volumen final de 100 ul por pozo, se incubd 2 horas a
temperatura ambiente y se hicieron los ultimos cinco lavados con 100 pl de solucién de
lavado. Posteriormente se agregaron 100 pl de sustrato TMB por pozo, se dejo reposar
durante 12 minutos y se agregaron 100ul de solucién de paro por pozo para poder
realizar la lectura en el lector de ELISA a 450 nm. Como controles negativos se usaron
2 sueros de bovinos no infectados y como controles positivos se utilizaron 2 sueros de
bovinos infectados con Babesia bigemina. Cada suero fue analizado por triplicado y el
promedio de las lecturas de los sueros controles negativos se utilizé6 para obtener el

valor del punto de corte.
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RESULTADOS

Objetivo 1: Seleccionar un péptido en la proteina AMA-1 que contenga epitopos B

utilizando herramientas de bioinformatica.

Determinacion del péptido sefal en la proteina AMA-1 de Babesia bigemina

La prediccion del péptido sefial en la secuencia de aminoacidos de AMA-1 en
Babesia bigemina cepa México (Figura 2) fue realizada en el programa SignalP 3.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). De acuerdo con los resultados arrojados en

este andlisis (Grafica 1), el péptido sefial se encuentra entre el aminoacido 1

(Metionina) y el aminoacido 30 (Cisteina).

>pigemina_mexico 595 bp

MOQCILNRITLLATPVIFFLWLSMEISPAGCAFVTFQNEPTSARGTRRSSRSSRHQQATSS
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYY
RMPTGKCPVMGKV I SLASGADFLEP I SADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGN IH
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPFVYDGKEEMCY ILYSP
MQYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSAR I DPKWDQNCPMKP I KDA
IFGTWVSGACVALESAFEEYVNSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNE I SELYNGLKN
LOLQQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCL I INAGSLAM
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSG I TTALNMKTLKCTKYVHSKY

SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKK_

Figura 2. Secuencia de aminoacidos de la proteina AMA-1 en Babesia bigemina cepa México. En verde se
muestra la localizacion del péptido sefial, en rojo la regién transmembranal, en azul la region intracelular y
en (color) laregién extracelular.
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Grafica 1. Determinacion del péptido sefial en la proteina AMA-1 de Babesia bigemina. Se muestra la
prediccion del péptido sefial de AMA-1, donde C score (linea roja) muestra el corte del péptido sefial,
mientras que S score (linea verde) muestra los aminoacidos que constituyen el péptido sefial y Y score (linea
azul) muestra el punto de corte mas probable para el péptido sefial.

Determinacion bioinformatica de las regiones extracelular, transmembranal e

intracelular de la proteina AMA-1 de Babesia bigemina

La prediccion de las regiones extracelular, transmembranal e intracelular fue
analizada con el programa TMHMM v. 2.0 (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/).

Los resultados de este analisis (Grafica 2) indican que eliminando la secuencia del
péptido sefal, la region transmembranal se encuentra entre el aminoacido 483
(Alanina) y el 501 (Tirosina), mientras que la region transmembranal se encuentra entre

el aminoacido 502 (Glutamina) y el 565 (Asparginina).
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Grafica 2. Determinacion bioinformatica de las regiones extracelular, transmembranal e intracelular de la
proteina AMA-1 de Babesia bigemina. Se muestra la localizacion de la region extracelular (rosa), la regiéon
transmembranal (rojo) y la region intracelular (azul) de acuerdo a su posicién numérica en la secuencia de
aminoacidos de AMA-1.

Prediccion de epitopos B

El andlisis para la prediccién de candidatos a epitopos B en AMA-1 se realizo
en los programas ABCpred, BcePred y Antigenic. Los resultados del andlisis
bioinformatico en los programas BcePred (Figura 3), Antigenic (Cuadro 4) y ABCpred
(Cuadro 5), revel6 una gran cantidad de posibles péptidos candidatos a epitopo B, los
cuales se analizaron y compararon en la secuencia de 6 cepas de Babesia bigemina
(Figura 4).
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IAFVTFQNEPTSARGTRRSSRSSRHQQATSSTSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRY
MIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYYRMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYR
GLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIHGNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSD
QRTKYRYPFVYDGKEEMCYILYSPMQYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHL
YYGSARIDPKWDQNCPMKPIKDAIFGTWVSGACVALESAFEEYVNSAEECAAILFENSAADV
DIDIDSERYNEISELYNGLKNLQLQQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCR
ILNATPTCLINAGSLAMTALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNM
KTLKCTKYVHSKYSESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYOQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWI
YQRLWSTKKGRQHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLT
KLN565

Figura 3. Resultados de la prediccion de epitopos B en el programa BcePred. Los epitopos B en la secuencia
de aminoacidos de AMA-1 se encuentran subrayados y marcados en azul.

Puntaje | Secuencia Posicion
1.266 GYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRL | 466
1.173 MCYILYSPM 203
1.170 GTWVSGACVALES 273
1.156 TLKCTKYVHSKYSESCGTYYYCSE 439
1.130 ETGVCRILNATPTCLIINAG 367
1.128 RYPFVYD 192
1.128 SSLLCMKP 231
1.127 ITPVHLT 556
1.126 EEYVNSAEECAAILFEN 288
1.125 GKCPVMGKVISLASGADFLEPI 95

Cuadro 4. Resultados para la prediccion de epitopos B en el programa Antigenic. Un mayor puntaje indica
que el péptido tiene mayor posibilidad de ser un epitopo B.
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Rango Secuencia Posicion Puntaje
1 MTALGSPLESDAINYP 390 0.97
2 EAVGNKYYRMPTGKCP 83 0.94
3 KSEADAHLYYGSARID 240 0.92
4 NYESETGVCRILNATP 363 0.91
5 PLESDAINYPCHIDTL 396 0.90
6 KSAASATLSKGVGMNW 346 0.89
7 LASGADFLEPISADNP 106 0.88
8 MSKYEYDDVSHDNIEP 520 0.87
9 CSEEKSGYLSRLYQFM 460 0.86
10 EMCYILYSPMQYNQGT 202 0.85
11 NSGITTALNMKTLKCT 428 0.84
12 PETVIKHTGASAGALT 129 0.83
13 DEDGSAKEGPSSLLCM 221 0.82
14 TKKGRQHDDYDRLMSK 507 0.81
15 DOQRTKYRYPFVYDGKE 186 0.80
16 PWTRYMIKYDIARCHG 57 0.79
17 SRLYQFMCSHNVKKAA 469 0.78
18 KDAIFGTWVSGACVAL 268 0.77
19 LCLAIYWIYQRLWSTK 493 0.76
20 KCTKYVHSKYSESCGT 441 0.75
21 SERYNEISELYNGLKN 315 0.74
22 AGALTNAGNIHGNLSP 140 0.73
23 AYIWGEAAARPSDITP 543 0.72
24 AVTNCAEYASNIVPGS 170 0.71
25 CLIINAGSLAMTALGS 380 0.67
26 HNVKKAAVISTALVLL 478 0.66
27 VCRILNATPTCLIINA 370 0.60
28 DNPRYRGLAFPETVIK 119 0.58
29 AAARPSDITPVHLTKL 549 0.54
30 ISELYNGLKNLQLQQI 321 0.53

Cuadro 5. Resultados para la prediccidon de epitopos B en el programa ABCpred. Un mayor puntaje indica
que el péptido tiene mayor posibilidad de ser un epitopo B.
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Figura 4. Alineamiento de secuencia de los primeros 392 aminoacidos de AMA-1 en 6 cepas de Babesia
bigemina. En color azul se muestran los aminoacidos conservados; en verde, los aminoacidos similares; en
blanco, los aminoacidos no similares; en amarillo, los aminoéacidos de secuencia idéntica y marcado en rojo,
el péptido seleccionado
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Prediccion de la estructura tridimensional de AMA-1 vy eleccion del epitopo B

Para la prediccion de la estructura tridimensional de la proteina AMA-1 de
Babesia bigemina, se eligido una proteina cuya estructura tridimensional ya estuviera en
el PDB. Para escoger el molde se hizo wuna busqueda BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) de la secuencia de AMA-1 de Babesia bigemina

y el resultado del valor mas alto fue el de AMA-1 en Plasmodium vivax con una
cobertura del 71%. Utilizando a AMA-1 de Plasmodium vivax, se model6 la proteina de
AMA-1 de Babesia bigemina con el programa SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/). Al localizar los péptidos candidatos a epitopo B en la
estructura tridimensional (Figura 5), se eligio el péptido TGVCRILNATPTCLIINAG
(Figura 4).

Figura 5. Estructura tridimensional de la proteina AMA-1 de Babesia bigemina (Izquierda) y la porcion del
peptido TGVCRILNATPTCLIINAG marcado en amarillo en la misma proteina (Derecha).
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Objetivo 2: Amplificar el gen ama-1 mediante la técnica de PCR

Amplicon del gen interno de ama-1 de Babesia bigemina

La amplificacion de ama-1 a partir de ADN de Babesia bigemina fue hecha por
medio de la técnica de PCR utilizando primers especificos para el gen ama-1(Figura 6).
En las muestras de Babesia bigemina cepa México (Carril 3) y Xochitepec (Carril 4), se
visualiz6 un amplicén del tamafio esperado (732 pb); mientras que para la muestra

control negativo (Carril 2) no se observo ninguna sefial de amplificacion.

Figura 6. Amplificacion del gen ama-1 mediante la técnica de PCR. Carril 1) Marcador de pares de bases;
Carril 2) Muestra sin ADN como control negativo; Carril 3) Muestra con ADN de Babesia bigemina cepa
Xochitepec; Carril 4) Muestra con ADN de Babesia bigemina cepa México.

Objetivo 3: Generar anticuerpos contra el péptido disefiado de AMA-1 que reconozcan

a Babesia bigemina por medio de la técnica de inmunofluorescencia indirecta.

Analisis de anticuerpos anti AMA-1

El andlisis de la generacidon de anticuerpos anti AMA-1 de Babesia bigemina se
realiz6 por medio de la técnica de inmunofluorescencia indirecta, utilizando parasitos
intraeritrociticos. Al analizar las muestras de eritrocitos infectados con Babesia
bigemina en el microscopio de fluorescencia, se observaron sefales positivas en
aquellas muestras que fueron incubadas con los sueros de los dos conejos contra el
péptido TGVCRILNATPTCLIINAG de AMA-1 (Figura 7). Por otro lado, las muestras de
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eritrocitos infectados e incubados con suero pre inmunizacion utilizadas como control

negativo, no mostraron fluorescencia (Figura 7).

.
.

Figura 7. Evaluacion de la generacion de anticuerpos anti AMA-1 de Babesia bigemina por medio de
Inmunofluorescencia indirecta. Panel A: Eritrocitos infectados incubados con suero pre inmune del conejo
1; Panel B: Eritrocitos infectados incubados con el suero del conejo 1 anti-AMA 1 post inmunizacién, Panel
C: FEritrocitos infectados incubados con suero pre inmune del conejo 2; Panel D Eritrocitos infectados
incubados con suero del conejo 2 anti-AMA 1 post inmunizacion.

Objetivo 4 Evaluar si sueros de bovinos naturalmente infectados con Babesia bigemina

identifican el péptido disefiado de AMA-1 por medio de la técnica de ELISA sandwich.

Evaluacion de sueros bovinos contra AMA-1

Para determinar si los anticuerpos de bovinos naturalmente infectados con
Babesia bigemina identifican el péptido TGVCRILNATPTCLIINAG de AMA-1, se
analizaron 10 sueros de bovinos mediante la técnica de ELISA sandwich. De las 10
muestras analizadas, los sueros 1, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 11 y 57 no mostraron sefal positiva
mientras que el suero 2 mostrd una sefial positiva al sobrepasar el punto de corte con
un valor de 0.1270 (Gréfica 3). Como controles negativos se usaron dos sueros de
bovinos no infectados y como controles positivos se usaron sueros de dos bovinos

inmunizados con el péptido sintético de AMA-1. Cada suero se analizo por triplicado.
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Grafica 3. Evaluacién de sueros de bovinos naturalmente infectados a la presencia de anticuerpos contra un
péptido de AMA-1 de Babesia bigemina. Se muestran los valores promedio de tres repeticiones obtenidas
de cada suero y su relacion al punto de corte
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DISCUSION

La babesiosis bovina es una enfermedad econ6micamente importante en
México y hasta la fecha no hay vacunas comerciales disponibles en el pais. Las
vacunas actuales para la profilaxis de la babesiosis bovina presentes en el mercado
presentan numerosos riesgos por utilizar cepas vivas para su elaboracion. Para poder

elaborar vacunas mas seguras, se propone utilizar subunidades proteicas.

Las proteinas de superficie de los merozoitos son de vital importancia para la
invasion de eritrocitos y por ende son proteinas muy significativas para el desarrollo de
los protozoarios de Babesia. AMA-1 es una proteina de superficie y participa en la
reorientacion en los merozoitos al momento de invadir las células rojas, por lo que se
considera un buen candidato para su inclusibn en vacunas con subunidades
parasitarias. Sin embargo, actualmente no hay estudios de la proteina AMA-1 en
Babesia bigemina ni su uso como inmundgeno. Es por esto que el objetivo de la
presente tesis es disefiar un péptido que contenga epitopos B en la proteina AMA-1 de
Babesia bigemina que sea reconocido por anticuerpos.

Para poder identificar epitopos dentro de la secuencia de aminoacidos de
AMA-1, primero se identifico el péptido sefial por medio del programa bioinformético

SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Con los resultados arrojados por

este analisis, se determind que la primera porcion de 30 aminoacidos en la secuencia
de AMA-1 de Babesia bigemina cepa México, fue predicha como péptido sefial (Nielsen
H. et al 1997, Dyrlav2004).

Debido a que en el momento que se transcribe una proteina membranal, el
péptido sefal se hidroliza y no forma parte de la proteina madura; la primera porcion de
30 aminoacidos de la secuencia AMA-1 no se tomo en cuenta para la prediccion de
epitopos B (Vargas 2005). Se considerd que al momento que se transcribe la proteina 'y

se transloca a la membrana celular del protozoario, este péptido se hidroliza y por lo
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tanto, el sistema inmunitario del bovino no generaria una respuesta inmune contra esta

primera porcién de aminoéacidos.

La proteina AMA-1 cuenta con un dominio transmembranal y una cola
citoplasmatica ademas de la region extracelular (Gaffar et al 2004). De acuerdo con los

resultados del programa TMHMM Server v. 2.0 (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-

2.0/), la region transmembranal de Babebesia bigemina consta de 19 aminoacidos y
empieza en el amino&cido 483 A (Alanina) y termina en el aminoécido 501 Y (Tirosina).
Por su parte, la region intracelular consta de 64 aminoacidos y comienza en el
aminoacido 502 Q (Glutamina) y termina en el aminoacido 565 N (Asparginina)

(www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/). Debido a que estas 2 regiones de la proteina

AMA-1 no se encuentran expuestas de manera extracelular en la membrana del
parasito (Gaffar et al 2004), se considerd que el sistema inmunitario del bovino no
podria producir anticuerpos que reconociesen a la proteina AMA-1 en un merozoito de
Babesia bigemina y por lo tanto no se consideraron estas dos regiones para la

prediccion de epitopos B.

Una vez determinada la secuencia de aminoacidos que se encuentran en la
proteina madura y la porcidon extracelular de esta proteina en la membrana de Babesia
bigemina, se buscaron las porciones de aminoacidos mas antigénicas y con mayor
posibilidad de ser epitopos B. Debido a que los métodos experimentales para la
caracterizacion de epitopos B requiere de un costo elevado y mucho tiempo (Saha y
Raghava 2006), se utilizaron programas bioinformaticos para predecir epitopos B. Para
este anadlisis se eligieron 3 diferentes programas bioinformaticos debido a que cada
programa predice de diferente manera y con distintos algoritmos las regiones
antigénicas de las proteinas. Al utilizar 3 programas para la prediccion de regiones
antigénicas y encontrar similitudes en la prediccion, se hipotetiza que el disefio del
péptido serd& mas confiable. Los resultados de los programas ABCpred
(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/), BcePred (http://www.imtech.res.in/
raghava/bcepred/) y Antigenic (http://bioinfo.bgu.ac.il/cgi-bin/femboss.pl?_action=i

nput& app =antigenic), mostraron una gran cantidad de candidatos para epitopos B.
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Como se esperaba, hubo un nimero elevado de péptidos predichos para epitopo B por
los 3 programas por lo tanto, los péptidos conservados presentes en la secuencia de
AMA-1 de 6 cepas de Babesia bigemina del mundo incluyendo: México, Brasil,
Argentina, Turquia, Australia e ltalia, fueron comparados. Debido a que la variacién
antigénica es uno de los mayores problemas para la elaboracion de vacunas con
subunidades parasitarias en Babesia spp (Dalrymple B.P., 1993), se escogié un péptido

con baja variacion en las secuencia de aminoacidos de AMA-1 en Babesia bigemina.

Para seleccionar una secuencia de aminoacidos con elevada probabilidad de
ser un epitopo B, se obtuvo un modelo tridimensional de la estructura predicha de
AMA-1. Esto es porgue a la fecha no se cuenta con la estructura tridimensional para
esta proteina en Babesia bigemina en la base de datos del Banco de Proteinas,
Unicamente se encuentra la estructura tridimensional de AMA-1 de algunos
protozoarios de Plasmodium spp (RCSB PDB 2010). Por lo tanto, para poder hacer un
modelo tridimensional de AMA-1, se buscé en el PDB un modelo ya existente que
tuviera la mayor similitud posible a AMA-1 de Babesia bigemina para utilizar como un
molde principal. La basqueda en el PDB mostr6 que la estructura con mayor similitud a
AMA-1 de Babesia bigemina fue la estructura de la proteina AMA-1 de Plasmodium
vivax (RCSB PDB 2010).

Ya con la estructura tridimensional predicha de AMA-1 por el programa
SWISS-MODEL (Arnold et al 2006, Kiefer et al 2009, Peitsch 1995) y con base en
todos los analisis bioinformaticos previamente hechos, se eligié la secuencia de
aminoacidos TGVCRILNATPTCLIINAG que fue una de las pocas secuencias de
aminoacidos que mostraron estar en la superficie de la estructura tridimensional
predicha de AMA-1; tuvo un valor predictivo elevado de ser candidato a epitopo B y
estd en una regién conservada dentro de la secuencia de 6 cepas de Babesia

bigemina.

48



La confirmacion de que la secuencia de nucleétidos del gen ama-1 se
encuentra en el material genético de Babesia bigemina, fue comprobada cuando se
amplific6 una seccion interna del gen ama-1 por medio de la técnica de PCR. El
resultado en la amplificacion del gen ama-1 en las muestras con Babesia bigemina,
mostré un resultado positivo al analizar las muestras por medio de electroforesis,
mientras que la muestra sin material genético no mostro ninguna amplificacion. Debido
a que los primers se disefiaron especificamente en la parte interna del gen ama-1, el
amplicén tuvo un peso molecular esperado de 732 pb. Con los resultados de la prueba
de PCR se demostré que el gen se encuentra en la secuencia genética de Babesia
bigemina de la cepa utilizada en este trabajo experimental. Reportes de otros genes de
B. bigemina como el gen gp45 han mostrado que algunas cepas no tienen esos genes
0 bien la secuencia es muy variable y no se puede amplificar el gen con los mismos
pares de primers (Fisher et al 2001). El hecho de que estos pares de primers amplifican
un fragmento de ama-1 de cepas de seis paises distintos sugiere que pueden tener
potencial como una herramienta diagndstica para la Babesiosis bovina. Debido a que
los primers son especificos para el gen ama-1 de Babesia bigemina también se podrian
utilizar para discriminar entre Babesia bigemina y Babesia bovis de acuerdo a los
analisis BLAST que se hicieron en este trabajo (NCBI/Blast 2010).

Para evaluar si el péptido seleccionado por medio de analisis bioinformaticos
es inmunogénico y por lo tanto induce la generacién de anticuerpos anti AMA-1 de
Babesia bigemina, se analiz6 el suero de conejos inmunizados con este péptido por
medio de la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Las muestras de fases
eritrociticas de B. bigemina incubadas con suero de conejo anti péptido de AMA-1
mostraron sefial positiva demostrando que el péptido de AMA-1 genera anticuerpos
gue reconocen la proteina nativa en fases eritrociticas de Babesia bigemina y por lo
tanto es inmunogénico. Este andlisis inicial es muy importante porque a pesar de que el
sistema inmunologico del conejo es distinto al del bovino, indica que hay una alta
probabilidad de que el sistema inmune de bovinos inmunizados con este péptido

puedan generar anticuerpos que reconozcan a la proteina de AMA-1 en merozoitos de
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Babesia bigemina y bloquear la invasién eritrocitica como en estudios hechos con
anticuerpos anti AMA-1 de Plasmodium knowlesi (Mitchell et al 2003).

Una vez que el péptido de AMA-1 se analiz6 por medio de diferentes
herramientas bioinformaticas y se comprob6 que podia ser reconocido por anticuerpos
especificos, se esperaba demostrar que el sistema inmunitario de animales que viven
en zonas endémicas de babesiosis bovina, generan anticuerpos anti AMA-1 contra el
péptido TGVCRILNATPTCLIINAG. Para logar esto, 10 sueros de bovinos nativos de
una zona endémica de babesiosis y que habian sido positivos a Babesia bigemina por
inmunofluorescencia indirecta, se analizaron mediante la técnica de ELISA sandwich.
Los resultados de la prueba de ELISA mostraron que de los diez sueros analizados
so6lo uno tuvo sefial positiva en la prueba de ELISA, lo cual sugiere que la mayor parte
de los bovinos infectados con Babesia bigemina no generan una inmunidad humoral
contra el péptido TGVCRILNATPTCLIINAG de AMA-1. Debido a que se esta buscando
gue los anticuerpos generados contra el péptido sintético de AMA-1 sean anticuerpos
gue puedan proteger al bovino contra la infeccion por B. bigemina, se esperaba que la
mayoria de los sueros de bovinos infectados de zonas endémicas tuviera anticuerpos
gue reconocieran a este péptido. A pesar de los resultados de este analisis, esto no
guiere decir que el péptido sintético de AMA-1 no sea un candidato vacunal potencial.
Se hipotetiza que el sistema inmune del bovino monta una respuesta humoral hacia los
epitopos inmunogénicos que no necesariamente son los epitopos neutralizantes
protectivos y excluye al mismo tiempo a otros epitopos, esta es una estrategia de
evasion de la respuesta inmune utilizada por la mayoria de los patégenos (Kuby, 2007,
Roitt et al 2008). Si este péptido es utilizado como componente de una vacuna contra la
babesiosis bovina, una vez que se demuestre su potencial protector, al momento de
inocularlo a los bovinos, se intentaria generar linfocitos B de memoria especificos para
él, de tal manera que el bovino pueda montar una respuesta secundaria protectora

cuando tenga su primer reto con Babesia bigemina.
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CONCLUSION

La babesiosis bovina es una enfermedad muy importante en los tropicos del
mundo, incluyendo a México. Babesia bigemina es uno de los patdgenos causantes de
esta enfermedad y a la fecha no hay vacunas ni métodos de diagndsticos eficientes
contra ella. Para investigar un método de control para esta enfermedad se trabajo con
AMA-1; una proteina con un potencial muy elevado como candidato vacunal y de
diagnostico donde la bioinformética fue una herramienta muy util debido al gran
potencial que tiene para apoyar en la elaboracion de vacunas contra la babesiosis
bovina. Utilizando estas herramientas se pudo seleccionar un péptido en la secuencia
de aminoacidos de AMA-1 que tuviera potencial inmunogénico; permitié la prediccion
de regiones de AMA-1 tales como el péptido sefial, la regidn extracelular y la region
citoplasmatica, asi como el analisis de epitopos B y la formacion de un modelo
tridimensional predicho de esta proteina.

Por medio de anticuerpos anti péptido AMA-1 analizados por
inmunofluorescencia indirecta, se comprobd que el péptido seleccionado
(TGVCRILNATPTCLIINAG) tiene un alto potencial inmunogénico y capacidad para la
generacion de anticuerpos debido a que estos fueron capaces de reconocer a Babesia
bigemina; caracteristicas necesarias para la prodicion de una vacuna elaborada con

sub unidades parasitarias.

La secuencia de aminoacidos TGVCRILNATPTCLIINAG no es un péptido que
el sistema inmune de los bovinos analizados que sufrieron un reto previo a Babesia
bigemina utiliza para generar una respuesta humoral. Sin embargo no se descarta la

posibilidad de utilizar este péptido como un candidato para la elaboracién de vacunas.
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De acuerdo con la investigacion que se realizO en el presente trabajo,
mediante herramientas bioinformaticas se disefid un péptido de la secuencia de AMA-1
gue contenia epitopos B con la capacidad de ser reconocidos por anticuerpos
generados contra el péptido. Esto nos permite proponer a este péptido como un sélido
candidato para ser incluido en una vacuna contra la babesiosis bovina causada por

Babesia bigemina.
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