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Resumen

Babesia bigemina es un parasito intracelular obligado transmitido por garrapatas
como Rhipicephalus microplus, ambos organismos causan pérdidas econdémicas
considerables en la industria de la ganaderia bovina en México y en todo el mundo.
Los bovinos se infectan cuando una garrapata se alimenta y transmite a los
esporozoitos de B. bigemina, los cuales penetran a los eritrocitos transformandose
en merozoitos. Este parasito ha sido estudiado durante afios, pero se desconoce el
patrén de expresion de algunas proteinas durante las fases infectantes del parasito
que corresponden a los merozoitos y esporozoitos, que pueden estar involucradas
en el establecimiento de la infeccién aguda por B. bigemina. La Proteina Tumoral
Controlada Taduccionalmente (TCTP, por sus siglas en inglés) es una proteina
conservada en organismos eucariotas asociada a funciones tanto intracelulares
como extracelulares. En parasitos intracelulares, TCTP cumple funciones
importantes, como la modulacién del sistema inmune, la resistencia a farmacos, el
crecimiento y desarrollo de los parasitos, y la invasion celular. El objetivo del
presente proyecto fue caracterizar la expresion y localizacion de BbiTCTP en las
fases infectantes de B. bigemina. Para cumplir dicho objetivo, se amplifico, clond y
secuencié la regidon codificante del gen Bbitctp de B. bigemina. La proteina
codificada por esta secuencia se caracterizo in silico de la proteina, la cual mostro
caracteristicas similares a las reportadas en Plasmodium falciparum a nivel de
secuencia y estructura 3D. En la parte experimental, se analizé la expresién del gen
por RT-qPCR y la abundancia de la proteina por ELISA cuantitativa, en muestras
de merozoitos in vivo e in vitro, asi como en esporozoitos (todas las muestras se
obtuvieron a partir de infecciones e infestaciones experimentales). Los resultados
mostraron una mayor expresion tanto del gen como de la proteina en los merozoitos
in vivo, seguido por los merozoitos in vitro, en comparacion con los esporozoitos,
en los cuales los valores fueron apenas cuantificables. Los ensayos de
inmunolocalizacién de BbiTCTP mostraron una distribucion en el citoplasma tanto
del parasito como de los eritrocitos infectados. Los resultados constituyen el primer
reporte sobre el patron de expresion diferencial de BbiTCTP en las fases infectantes

de B. bigemina, asi como la localizacion celular de esta proteina.



Abstract

Babesia bigemina is an obligate intracellular parasite transmitted by ticks such as
Rhipicephalus microplus. Both organisms cause considerable economic losses in
the cattle industry in Mexico and worldwide. Cattle become infected when a tick
feeds on them and transmits B. bigemina sporozoites, which penetrate erythrocytes
and transform into merozoites. This parasite has been studied for years, but the
expression patterns of some proteins during the infective stages of the parasite,
specifically the merozoites and sporozoites, remain unknown. These proteins may
be involved in the establishment of acute B. bigemina infection. The Translational
Controlled Tumour Protein (TCTP) is a conserved protein in eukaryotic organisms,
with both intracellular and extracellular functions. In intracellular parasites, TCTP
plays important roles, including modulating the immune system, conferring drug
resistance, regulating parasite growth and development, and facilitating cell
invasion. The objective of this project was to characterize the expression and
localization of BbiTCTP in the infective stages of B. bigemina. To achieve this
objective, the coding region of the B. bigemina Bbitctp gene was amplified, cloned,
and sequenced. Using this sequence, an in silico characterization of the protein was
performed, revealing characteristics similar to those reported for Plasmodium
falciparum at the sequence and structural levels. In the experimental phase, gene
expression was analyzed by RT-gPCR and protein abundance by quantitative ELISA
in merozoite samples in vivo and in vitro, as well as in sporozoites (all samples were
obtained from experimental infections and infestations). The results showed higher
expression of both the gene and the protein in merozoites in vivo, followed by
merozoites in vitro, compared to sporozoites, in which the values were barely
quantifiable. Immunolocalization assays for BbiTCTP showed cytoplasmic
distribution in both the parasite and infected erythrocytes. These results constitute
the first report on the differential expression pattern of BbiTCTP during the infective

stages of B. bigemina, as well as its cellular localization.



Introduccioén

1.1.1Babesiosis bovina

Una de las enfermedades de mayor relevancia en la industria de produccion
ganadera es la babesiosis bovina. El estudio de esta enfermedad se remonta a
1888, cuando Victor Babes describio por primera vez la presencia de
microorganismos en la sangre de bovinos afectados por hemoglobinuria en
Rumania, denominando al agente como Haematococcus bovis, posteriormente
reclasificado como B. bovis (Bock et al., 2004). En 1893, Theobald Smith y Fred
Kilborne identificaron en Estados Unidos al agente causal de la fiebre de Texas, al
que denominaron Pyrosoma bigeminum actualmente conocido como B. bigemina, y
demostraron por primera vez la transmision de un organismo patdégeno desde
artropodos como Boophilus annulatus hacia un hospedador mamifero como los
bovinos, describiendo asi una de las enfermedades mas importantes transmitida por
vectores (Smith & Kilborne, 1893). Estos protozoos del género Babesia fueron
descritos como parasitos obligados intracelulares, transmitidos principalmente por

garrapatas (Wodaje et al., 2019)

Tabla 1: Clasificacion taxondmica

Phylum Apicomplexa
Clase Sporozoasida
Orden Eucoccidiorida

Suborden Piroplasmorina
Familia Babesiidae
Género Babesia

Especies B.bovis

representativas en B. bigemina

México B.divergens



1.1.2 Signos en los bovinos
La babesiosis se caracteriza clinicamente por fiebre, anemia hemolitica,
hemoglobinuria, ictericia y, en casos graves, muerte de los bovinos infectados.
Durante la fase aguda, se pueden llegar a detectar porcentajes de parasitemias de
hasta un 3% de eritrocitos infectados por B. bigemina, teniendo un impacto marcado

en la economia de la industria ganadera (Alvarez, J. A., et al., 2019).

Los bovinos infectados que se recuperan permanecen infectados de forma
persistente con bajos niveles de parasitemia durante hasta 22 meses, lo que permite
la transmisidn continua a través de garrapatas hacia los bovinos y la permanencia
en el ambiente de esta enfermedad. En regiones con presencia constante de los
vectores, la reinfeccién temprana mantiene niveles subclinicos de parasitemia,

generando inmunidad de por vida (Giglioti et al., 2024; Alvarez, J. A., et al., 2019).

La susceptibilidad clinica varia segun factores como raza, edad y estado nutricional
del bovino (Bock et al., 1997; Jonsson et al., 2000), siendo los animales jovenes
mas resistentes gracias a un fendbmeno conocido como ‘resistencia inversa a la
edad” que es un claro ejemplo de inmunidad pasiva (Zintl et al., 2005). Cabe
destacar que, pueden presentarse casos clinicos en terneros entre los 30 y 120 dias
de edad, coincidiendo con la disminucion de anticuerpos presentes en el calostro y
leche materna, es decir que los animales jévenes que se alimentan de madres
inmunizadas cuentan con proteccion pasiva dada por los anticuerpos de la madre
(Giglioti et al., 2016). No obstante, aquellos que reciben una transferencia
insuficiente de anticuerpos generan poca inmunidad contra el parasito, asi como los
animales adultos o bovinos inmunocomprometidos son los mas vulnerables a la

infeccion por Babesia (Rimal et al., 2025).

1.1.3 Transmision de la babesiosis bovina
La transmision de la babesiosis bovina esta principalmente asociada a garrapatas
del género Boophilus, recientemente reclasificadas como Rhipicephalus.
Rhipicephalus microplus es el vector mas importante y el mas ampliamente
distribuido a nivel mundial. Esta especie, junto con otras, se considera endémica de

regiones tropicales y subtropicales, presentes en Australia, Africa, Asia, el sur de



Europa y América del Sur y Central, donde las garrapatas del género Rhipicephalus

sirven como vectores de enfermedades (Bock et al., 2004).

La dispersién de R. microplus en Africa se ve limitada por la presencia de
Rhipicephalus decoloratus (Wodaje et al., 2019). En ese continente, B. bigemina
presenta una mayor distribucion que B. bovis, debido a la capacidad vectorial
adicional que le brindan garrapatas como R. decoloratus y Rhipicephalus evertsi.
Por su parte, Boophilus annulatus actua como vector principal en regiones del norte
de Africa, Medio Oriente, Turquia y Europa. En contraste, Babesia divergens, de
distribucion mas restringida, es transmitida exclusivamente por Ixodes ricinus en
Europa, lo que limita su distribucion geografica. Este panorama resalta la
importancia de los vectores en la transmision de Babesia spp. y su relevancia en el

desarrollo de estrategias de control (Bock et al., 2004).

En México, la babesiosis bovina representa un problema endémico en regiones
ganaderas de clima tropical y subtropical, donde aproximadamente el 75 % del hato
nacional se encuentra expuesto a garrapatas y a las enfermedades que transmiten.
Entre las especies mas prevalentes causantes de la babesiosis en México se
encuentran B. bigemina y B. bovis (Mosqueda et al., 2012). Las distintas especies
de Babesia se transmiten por garrapatas duras; ademas, estas se propagan a los
huevos de las garrapatas mediante transmision transovarica. Los vectores mas
comunes para la transmision de B. bigemina son Rhipicephalus microplus y
Rhipicephalus annulatus, mientras que otros menos comunes, pero considerados
vectores competentes, son Rhipicephalus decoloratus, Rhipicephalus geigy y
Rhipicephalus evertsi. Por otro lado, los vectores comunes de B. bovis son R.
microplus y R. annulatus, y como vector poco comun pero competente se encuentra
R. geigy. Como ya se mencion0, B. bigemina y B. bovis pueden transmitirse entre
garrapatas por via transovarica. La diferencia entre estas especies de Babesia en
cuanto a la transmision radica en que B. bovis unicamente se puede transmitir a los
bovinos en los estadios larvarios de las garrapatas, mientras que B. bigemina se

transmite en los estadios de ninfa y adulto (Gray et al., 2019; Wodaje et al., 2019).



Ademas de la transmisién transovarica, se ha documentado la transmision
transestadial llevada a cabo por algunos géneros de babesia, en la cual el parasito
sobrevive a través de las distintas fases del ciclo de vida de la garrapata, desde
larva hasta adulto (Ravindran et al., 2023). Esta modalidad es particularmente
relevante en la persistencia de la infeccidn en poblaciones de garrapatas, incluso
en ausencia de hospedadores infectados. La eficiencia de transmision también
puede verse influenciada por factores como la densidad de garrapatas, la
susceptibilidad genética del hospedador, la temperatura ambiental y la humedad,
que afectan tanto la biologia del vector como la viabilidad del parasito (Antunes et
al., 2017).

Cabe destacar que la babesiosis bovina es considerada la enfermedad transmitida
por artropodos mas importante a nivel mundial, debido a su alta morbilidad,
mortalidad y pérdidas econdmicas, especialmente en paises tropicales y en vias de
desarrollo. Por ultimo, el impacto econdmico, médico y veterinario de esta
enfermedad es mayormente causado por las dos especies de Babesia

anteriormente mencionadas (Ayehu Menegesha., 2020).

1.1.4 Distribucién de la enfermedad

La distribucion geografica de la babesiosis bovina corresponde a la distribucion del
vector, en México se han descrito 77 especies de garrapatas de importancia en la
industria del ganado bovino como R. micropluss R. anulatus, R. decoloratus y R.
evertsi. Estas garrapatas se encuentran distribuidas en regiones tropicales y
subtropicales, donde las condiciones climaticas favorecen el establecimiento y
permanencia del vector junto con los patégenos que trasmiten como la babesiosis
bovina (SENASICA, 2025). En el territorio nacional R. microplus se distribuye en al
menos el 65.96% del territorio nacional. Mientras que un 30.60% del territorio se
encuentra libre del vector, lo cual corresponde a aquellos estados donde las
condiciones climaticas no favorecen su desarrollo, por ultimo, el 3.44% del territorio
nacional, se encuentra en fase de erradicacion, tal como se observa en la figura 1
(SENASICA, 2025).
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Figura 1: Distribuciéon nacional de R. microplus en México (Imagen tomada de
SENASICA, 2025).

La industria ganadera representa una de las mas importantes actividades
econdmicas en Meéxico, debido a que este pais es uno de los principales
exportadores de carne a nivel mundial, tan solo del aino 1989 and 2009 se exportd
en promedio mas de 1 millén de cabezas de ganado hacia los Estados Unidos (Peel
et al., 2012). Por esta razon, las infestaciones por garrapatas representan severas
pérdidas econdmicas a la industria ganadera, debido a que las exportaciones de
cabezas de ganado y la movilizacidn de este a nivel nacional, se ven limitadas por
la presencia del vector y otras enfermedades (Gonzalez Saenz Pard & Hernandez
Ortiz, R, 2012). Las pérdidas econdmicas estimadas para los estados unidos son
de 2.260 millones de ddlares lo que corresponde al 10% de las ganancias totales, a
nivel global las pérdidas econémicas por garrapatas y los patégenos que transmiten
van desde los $ 13,9 mil millones y US$ 18,7 mil millones de délares (Rodriguez-
Vivas et al., 2017).

1.1.5 Ciclo de vida de B. bigemina
El desarrollo del ciclo de vida de Babesia es complejo y comprende distintas etapas
que ocurren en dos hospederos: las garrapatas y los bovinos, donde se desarrollan
los estadios sexuales y asexuales, respectivamente (Fig. 2). El ciclo inicia cuando



los esporozoitos de Babesia son transmitidos por las garrapatas a bovinos sanos.
Los esporozoitos penetran la membrana de los eritrocitos mediante el uso del
complejo apical del parasito, que contiene organelos especializados como roptrias
y micronemas, encargados de secretar proteinas implicadas en la adhesion e
invasion al eritrocito, tal como se muestra en la figura 3 (Jalovecka et al., 2019; Cuy-
Chaparro et al., 2023).

Una vez dentro del eritrocito, los esporozoitos se transforman en trofozoitos, los
cuales posteriormente se dividen por fision binaria para dar lugar a dos merozoitos
lo que comprende a la fase asexual del parasito. Después, el eritrocito se lisa, lo
que permite la liberacién de los merozoitos, los cuales infectan nuevos eritrocitos
sanos, perpetuando la infeccidén en los bovinos, cabe mencionar que una parte de

los merozoitos de transforman en gametocitos (Fig. 2) (Mosqueda et al., 2012).

Durante estas fases infectivas (Merozoitos y esporozoitos), Babesia se replica en el
citoplasma del eritrocito. Ademas, Babesia spp. expresa proteinas de superficie
variables (VMSA y VESA) que permiten al parasito evadir la respuesta inmune del
hospedero y mantener infecciones a largo plazo (Jalovecka et al., 2019;
Rathinasamy et al., 2019).

En las garrapatas, la infeccion inicia cuando estas se alimentan de bovinos
infectados con Babesia spp. ingiriendo gametocitos y merozoitos. En el intestino de
la garrapata se da la formacion de los gametos que se fusionan para formar cigotos
moviles denominados ookinetos o cigotos, los cuales presentan una forma alargada
con una cabeza similar al pico de una flecha, lo que le ayuda a penetrar al intestino
de la garrapata (Jalovecka et al., 2019).

Dentro de las células intestinales, el cigoto pasa a ser cineto, el cual se disemina
por la hemolinfa hacia distintos tejidos de la garrapata, incluyendo glandulas
salivales y ovarios (Fig. 2). En este ultimo ocurre la transmision transovarica,
infectando los huevos de la garrapata. Este mecanismo de transmision transovarica
asegura la persistencia del parasito en generaciones sucesivas del vector
(Jalovecka et al., 2019; Cuy-Chaparro et al., 2023).



Loas garrapatas, ovopositan huevos infectados, posteriormente estos eclosionan a
larvas e infestan un bovino sano, en el hospedante estos ectoparasitos desarrollan
su proximo estadio que son las ninfas, en estas los cinetos invaden las glandulas
salivales y se desarrollan como esporogonia, durante el cual se forman
esporozoitos. Dicha fase permanece latente durante la muda de la garrapata de
huevo a larva y posteriormente a ninfa, lo que permite la transmisién transestadial y
asegura que el siguiente estadio del vector pueda transmitir la infeccién (Jalovecka
et al.,, 2019). Una vez que la garrapata infectada se alimenta nuevamente, los

esporozoitos son liberados en la saliva incitando al bovino.

Una de las principales diferencias en el ciclo de vida de B. bigemina y B. bovis es
que B. bovis se consideran infecciosos entre 2 y 3 dias después de ser transmitidos
a las larvas de las garrapatas, y que en R. microplus, B. bovis no puede sobrevivir
ni se transmite mas alla del estadio larval. Por otro lado, B. bigemina alcanza la
madurez aproximadamente 9 dias después de que la larva de la garrapata se
adhiere al bovino y las ninfas de garrapata son las responsables de transmitir a B.

bigemina (Mosqueda et al., 2012).
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Figura 2: Ciclo de vida de B. bovis. Hospedante: el vector (garrapata) y el
hospedante vertebrado (bovino). En la garrapata, el parasito desarrolla su estadio
sexual, comenzando con la formacion de gametos que se fusionan en el intestino
para formar ookinetes moviles, los cuales invaden las células intestinales y generan
cinetos. Estos cinetos se diseminan hacia los ovarios (transmision transovarica) y
las glandulas salivales (transestadial), donde se desarrollan esporozoitos. En el
bovino, los esporozoitos invaden a los eritrocitos mediante proteinas como AMA-1,
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RON2 y MSA-1, transformandose en trofozoitos y después en merozoitos,
perpetuando la infeccion. La figura también resalta las proteinas implicadas en el
contacto inicial, reorientacién apical e invasion, que son blancos clave para el disefio
de vacunas sintéticas (Cuy-Chaparro et al., 2023).

En particular, se han identificado péptidos conservados derivados de Babesia como
MSA-1, AMA-1 y RON2 que presentan capacidad de union a eritrocitos bovinos y
contienen epitopos B y T, lo que los convierte en candidatos prometedores para
vacunas sintéticas. Estos péptidos han demostrado inhibicion significativa de la
invasion eritrocitaria in vitro, y algunos inducen una respuesta Th1 duradera (Cuy-
Chaparro et al., 2023).

Ademas, lo anteriormente mencionado destaca como es que los esporozoitos y
merozoitos, representan puntos estratégicos para el desarrollo métodos de control
como las vacunas bloqueadoras de la transmision (Rathinasamy et al., 2019; Cuy-
Chaparro et al., 2023).

1.1.6 Proceso de invasion de Babesia spp a los eritrocitos

El proceso de invasion eritrocitaria por Babesia spp (Fig. 3), particularmente B.
bovis, constituye una etapa vital en el desarrollo asexual del ciclo de vida de este
parasito ya que a diferencia de otros apicomplexas como Plasmodium, los
esporozoitos de Babesia spp. invaden directamente a los eritrocitos del hospedador.
La invasion se lleva a cabo mediante una secuencia de eventos determinantes que
involucran la interaccion de proteinas del parasito con receptores presentes en la
membrana del eritrocito. En la fase inicial, los merozoitos extracelulares se adhieren
a la superficie del eritrocito mediante proteinas de superficie como los antigenos
MSA (del inglés, merozoite surface antigens), pertenecientes a la familia VMSA
(MSA-1, MSA-2a1, MSA-2a2, MSA-2b y MSA-2c) (Florin-Christensen et al., 2002;
Suarez et al., 2000).

Posteriormente, Babesia se reorienta para posicionar su complejo apical compuesto
por rhoptrias, micronemas y cuerpos esféricos, hacia la membrana del eritrocito. En
esta etapa se secretan proteinas implicadas en la invasion, tales como RAP-1
(rhoptry-associated protein 1), AMA-1 (apical membrane antigen 1) y TRAP

(thrombospondin-related anonymous protein), las cuales promueven la formacion



de una unién estrecha (tight junction) y la penetracién por el parasito. RAP-1 es una
proteina conservada y capaz de inducir respuestas inmunes humorales, mientras
que AMA-1 y TRAP contienen dominios adhesivos como von Willebrand A y
trombospondina tipo 1, que interacttan con receptores como los
glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) presentes en la superficie del eritrocito
(Yokoyama et al., 2006; Gaffar et al., 2004).

VMSAs
Heparin-binding.molecule

1) Attachment

2) Re-orientation

RAP-1
TRAP
AMA-1
5) Internalization 4) Invasion
SBPs

Figura 3: Invasion al eritrocito por B. bovis. 1) Attachment (fijacion): Union del
merozoito mediado por MSA-1, MSA, mediante la unién con acido sialico y
glicosaminoglicanos sulfatados del eritrocito. 2) Reorientacién: posicionamiento del
complejo apical compuesto por rhoptrias, micronemas y cuerpos esféricos para la
secrecion de proteinas de invasion. 3) Formacion de union estrecha (tight junction):
interaccién entre el complejo apical y la membrana del eritrocito, posteriormente se
da la secrecién de proteinas como RAP-1, AMA-1y TRAP. 4) Invasién: El merozoito
penetra la membrana del eritrocito en esta etapa se liberan proteinas desde los
cuerpos esféricos que facilitan la entrada y adaptacion intracelular. 5)
internalizacion: Establecimiento en el citoplasma del eritrocito, para la posterior
multiplicacion por fisién binaria, posteriormente los merozoitos salen de la célula,
invaden otros eritrocitos. Imagen tomada de Yokoyama et al., 2006.

Una vez dentro del eritrocito, el parasito libera proteinas a través de los cuerpos
esféricos, como SBP-1, SBP-2 y SBP-3, las cuales se hipotetiza que modifican
intracelularmente al eritrocito estableciendo una interaccion directa con el
hospedante. La multiplicaciéon asexual ocurre por fisién binaria, dando como
resultado, nuevos merozoitos que salen al lisar la célula y reinfectan otros eritrocitos
(Yokoyama et al., 2006).



1.1.7.1 Métodos de control de la Babesiosis bovina
Los principales paises productores de ganado bovino se encuentran en América,
destacando Brasil, Argentina y México como lideres en produccion. En 2019, Brasil
reportd una produccion anual de 214,659,840 cabezas de ganado, seguido por
México con 35,224,960 y Argentina con 54,460. Esta actividad representa un pilar
economico fundamental para dichos paises, debido a la obtencién de productos
como carne, cuero y leche, lo que los posiciona como principales exportadores de
ganado y sus derivados a nivel mundial. En este contexto, las enfermedades
parasitarias como la babesiosis bovina constituyen una amenaza significativa para
la salud animal y el comercio internacional, ya que las infecciones por Babesia spp.
estan asociadas a cuadros clinicos que comprometen el estado nutricional, la

productividad y la supervivencia del ganado infectado (Ferreira et al., 2022).

La babesiosis bovina, causada principalmente por B. bovis y B. bigemina, es
endémica en regiones tropicales y subtropicales del continente americano, donde
las condiciones climaticas favorecen la proliferacion de su vector. Ante esta
situacion, se han desarrollado diversas estrategias de control para mitigar el impacto

de la enfermedad en la industria ganadera. Los principales métodos incluyen:

1.1.7.2 Control del vector

Las garrapatas del género Rhipicephalus, especialmente R. microplus, son
consideradas una de las mayores amenazas para la industria debido a su capacidad
para transmitir patdgenos como Babesia spp. y Anaplasma spp. Estas infestaciones

afectan directamente la productividad de la industria del ganado bovino.

Los métodos mas comunes de control incluyen la aplicacion de acaricidas como
organofosforados, piretroides, amidinas y fenilpirazoles (Tabla 2), los cuales se
emplean para reducir las infestaciones por garrapatas en bovinos y por lo tanto
disminuir la transmision de enfermedades. Estos productos actuan interrumpiendo
el ciclo de vida de las garrapatas, logrando desde la reduccion de infestaciones
hasta su eliminacién completa en algunos casos, lo que contribuye a disminuir la

incidencia de babesiosis bovina (Rodriguez-Vivas et al., 2006).
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Tabla 2: Algunos productos quimicos utilizados para el control de R. microplus.

Familia Mecanismo de | Moléculas ) ) Modos de
. Ventajas Desventajas
quimica daccion quimicas uso
) Alta toxicidad,
Inhiben la i . . n
o Eficaces, resistencia Aspersion,
acetilcolinesterasa, | Coumaphos, . ~
Organofosforados amplio frecuente, bafio de
provocando Diazinon ) i .
L espectro residuos en inmersion
paralisis
carne/leche
Baja
Alteran canales de toxicidad Resistencia
) ) sodio en Deltametrina, en generalizada, Aspersion,
Piretroides . ] ) )
membranas Cipermetrina | mamiferos, | efecto residual pour-on
neuronales accidn limitado
rapida
Bloguean canales Alta Costosos,
o GABA, inhibiendo . . eficacia, toxicidad Tapico, pour-
Fenilpirazoles o Fipronil N ]
la transmision accion ambiental on
nerviosa prolongada potencial
Residuos en
Accion lechefcame,
Modulan canales ) L . )
Lactonas ) lvermectina, | sistémica, resistencia Inyectable,
. de cloro mediados _ ) .
macrociclicas Moxidectina amplio emergente, pour-on, oral
por glutamato o
espectro eficacia
variable
Eficaz Toxicidad en »
) Aspersion,
o Activan receptores ) contra humanos, uso .
Amidinas L Amitraz o bafio de
octopaminergicos cepas restringido por _ B
) ) inmersion
resistentes normativas

Informacién tomada y modificada de Alonso-Diaz, M. A., & Fernandez-Salas, A.
(2022).

No obstante, el uso desmedido y prolongado de acaricidas ha generado multiples
efectos desfavorables, entre los que destacan la seleccidon de poblaciones de
garrapatas resistentes a acaricidas, la contaminacion de productos carnicos y

lacteos con residuos quimicos, y por ultimo un impacto ambiental considerable
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debido a la acumulacion de estos compuestos en suelos y cuerpos de agua, aunado
a la reduccion de insectos en las zonas donde de usan (Rodriguez-Vivas et al.,
2012; Alonso-Diaz & Fernandez-Salas, 2022).

Como alternativa al control quimico, se han desarrollado vacunas contra antigenos
de las garrapatas, consideradas una opcidon mas sostenible, amigable con el medio
ambiente y especifica para el control de infestaciones por garrapatas y la prevencion
de enfermedades transmitidas por estas. Las vacunas estan disefiadas con base en
antigenos especificos, como la glicoproteina de membrana Bm86, expresada
principalmente en el intestino medio de hembras de R. microplus (Bastos et al.,
2010).

El uso de vacunas basadas en la proteina Bm86 de la garrapata, como Gavac®,
TickGARD® e Ixovac®, ha demostrado reducir significativamente la cantidad de
garrapatas que concluyen su replecién, disminuir el porcentaje de ovoposicion y
afectar la supervivencia de las hembras repletas (Abbas, M. N et al., 2023).
Adicionalmente el silenciamiento de Bm86 mediante ARNi tiene como efecto una
menor eficiencia reproductiva y mayor mortalidad post replecion (Bastos et al.,
2010).

Entre las ventajas de estas vacunas se encuentran su especificidad, la reduccién
del uso de acaricidas y la disminucién del riesgo de residuos quimicos en productos
de origen animal. Ademas, al interferir con la capacidad digestiva del vector, las
vacunas pueden contribuir indirectamente a la reduccién de la transmision de
Babesia spp. en zonas endémicas. Sin embargo, su eficacia como estrategia unica
ha sido cuestionada, debido a que no eliminan completamente las infestaciones y
su efectividad puede variar segun la cepa de garrapata, la raza bovina y el estado
inmunoldgico del hospedante. Una de las principales razones de esta variabilidad
es la presencia de polimorfismos en el gen Bm86 entre diferentes aislados de la
misma especie de R. microplus, lo que afecta el reconocimiento del antigeno por los
anticuerpos (Bastos et al., 2010; Rodriguez-Vivas et al., 2014). Estos polimorfismos
pueden alterar la secuencia de los epitopos inmunogénicos, reduciendo la eficacia

de las vacunas.
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Asimismo, las vacunas requieren multiples aplicaciones para mantener niveles
protectores adecuados, y su aplicacion no garantiza la eliminacién de la garrapata,

por lo cual no excluye el uso de los métodos de control quimicos (INIFAP, 2022).

1.1.7.3 Control quimico de la babesiosis bovina

El control quimico es uno de los métodos mas utilizados para controlar la babesiosis
bovina en animales de campo e infecciones inducidas. Estos compuestos quimicos
se utilizan con fines tanto terapéuticos como profilacticos, especialmente en zonas
donde la Babesiosis se considera endémica, en las cuales su aplicaciéon busca
reducir la parasitemia y prevenir la aparicion de signos clinicos graves causados por
la enfermedad. Existe una amplia gama de compuestos quimicos con actividad

antiparasitaria, los cuales difieren en sensibilidad, especificidad y toxicidad.

Los primeros farmacos utilizados fueron el sulfato de quinuronio, amicarbalida, azul
tripan y dipropionato de imidocarb. Sin embargo, varios de estos compuestos han
dejado de ser distribuidos debido a dificultades en su fabricacion, comercializacion
y efectos adversos sobre los productos de origen animal, como la decoloracién de
la carne y la presencia de residuos farmacolégicos persistentes en dichos productos
(Mosqueda et al., 2012; Rimal et al., 2025).

Actualmente, los compuestos mayormente utilizados son el dipropionato de
imidocarb y el aceturato de diminazeno. Ambos presentan actividad contra B. bovis,
B. bigemina y B. caballi, y se administran por via parenteral en dosis especificas
dependiendo del peso del animal (Suarez et al., 2011; Todorovic et al., 1975). El
imidocarb, ademas de su efecto terapéutico, puede utilizarse como
quimioprofilactico en bovinos expuestos a zonas donde la babesiosis es endémica
(Mosqueda et al., 2012).

Diversos estudios han demostrado que el uso combinado de farmacos mejora la
eficacia terapéutica reduce el riesgo de resistencia, como en el caso de
combinaciones de imidocarb con atovaquona o 17-DMAG, que han mostrado
sinergia en la inhibicién de Babesia spp. (Suarez et al., 2019). No obstante, el uso

excesivo o indiscriminado de estos compuestos puede estimular la aparicion de
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cepas resistentes, comprometiendo su eficacia y aumentando el riesgo de toxicidad

en los animales tratados (Suarez et al., 2019).

La resistencia farmacoldgica ha sido documentada experimentalmente, como en el
caso de cepas de B. bovis resistentes al imidocarb, lo cual enfatiza la necesidad de
implementar nuevas medidas de control integradas que incluyan el monitoreo de
sensibilidad, el uso desmedido de farmacos y la aplicacion sinérgica de los
quimicos. Por lo anteriormente mencionado, es necesario que el control quimico
sea complementado con otras estrategias, tales como como el control inmunoldgico
de la babesiosis y el control del vector transmisor. Ademas, el desarrollo de nuevas
alternativas de compuestos con mayor especificidad y menor toxicidad
disminuyendo el impacto negativo que acompana al uso de estos quimicos en los
productos de origen animal (Mosqueda et al., 2012; Suarez et al., 2019; Rimal et al.,
2025).

1.1.7.4 Control inmunolégico

La vacunacion es uno de los métodos de bloqueo de la transmisidn de los parasitos
mas utilizados en los ultimos afios que tiene el fin de generar inmunidad contra
patdgenos, en este caso contra Babesia. El control inmunoldgico de la babesiosis
bovina se puede llevar a cabo mediante la inmunizacién natural, el uso de vacunas
vivas atenuadas, la busqueda de candidatos vacunales y el disefio de vacunas
bloqueadoras de transmision. De manera general este método de control tiene como
propdosito inducir respuestas inmunes protectoras, tanto humorales como celulares,
capaces de proteger a los bovinos contra la babesiosis o interrumpir el ciclo de vida
del parasito (De Waal & Combrink 2006).

La vacunacién es uno de los métodos mas utilizados para bloquear la transmisién
de parasitos intracelulares, con el objetivo de generar anticuerpos especificos contra
Babesia spp. Las vacunas con base en parasitos vivos atenuados o inactivos
inducen una respuesta inmunitaria similar a la infeccion natural (De Waal &
Combrink, 2006), ya que contienen una gran cantidad de antigenos que estimulan
tanto la inmunidad humoral como celular. Esta diversidad antigénica favorece una

inmunidad fuerte y duradera, lo que contribuye a reducir el impacto de la variacién
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antigénica y los signos clinicos de la enfermedad (Good & Stanisic, 2020). Sin
embargo, estas vacunas presentan limitaciones marcadas por ejemplo existe el
riesgo de reacciones adversas en animales adultos o susceptibles, la contaminacion
por otros agentes patdgenos, también esta la posibilidad de transmision del parasito
vacunal por garrapatas, ademas de los requerimientos logisticos estrictos como
cadena de frio y supervision post-vacunacion, interferencia por quimioprofilaxis
previa, y potencial reversion a virulencia en condiciones no controladas (Jerzak et
al., 2023).

Una alternativa a las limitaciones anteriormente mencionadas es el desarrollado de
vacunas recombinantes dirigidas contra antigenos especificos de Babesia, estos
candidatos vacunales pueden estar compuestos por un solo antigeno o una
combinacion de varios. La seleccion de estos antigenos depende de su expresion
en los estadios asexuales del parasito, es decir, aquellos que se desarrollan en el
hospedante bovino. Entre los candidatos mas prometedores se encuentran AMA-1
(Apical Membrane Antigen 1), MSA-1 y MSA-2c (Merozoite Surface Antigens), RAP-
1 (Rhoptry-Associated Protein 1), PROF (Profilina), y proteinas implicadas en la
invasion del eritrocito como RON2 (Rittipornlertrak et al., 2022).

Por otra parte, se ha reportado que la inmunizacion con los dominios | y Il
recombinantes de AMA-1 induce una respuesta Th1 robusta, caracterizada por la
activacién de linfocitos CD4+ y CD8+, produccion de IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-12, y
predominancia de IgG2 sobre IgG1 (Rittipornlertrak et al., 2022). Asimismo, se han
identificado péptidos de alta afinidad derivados de MSA-1 que interactuan con
algunas proteinas del eritrocito del bovino, lo que los convierte en candidatos
vacunales. RAP-1, por su parte, contiene epitopos B y T conservados que inducen
anticuerpos neutralizantes y una respuesta celular duradera (Hidalgo-Ruiz et al.,
2022). Profilina ha demostrado ser un antigeno comun entre B. bovis, B. bigemina
y B. microti, con capacidad para inducir inmunidad protectora en modelos murinos
(Jerzak et al., 2023).

No obstante, estos candidatos vacunales también presentan desafios, como el

tiempo que toma la generacién de anticuerpos especificos, ya que puede tardar dias
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0 semanas en detectarse titulos de anticuerpos en suero, y aunque estos
permanecen constantes tiempo después de la infeccion, no son suficientes por si
solos para eliminar una infeccidbn aguda. En algunos casos, se requiere la
complementacion con quimioterapia o el uso de farmacos antiparasitarios (Florin-
Christensen et al., 2014).

Por otra parte, una estrategia con un enfoque diferente la cual consiste en
interrumpir la transmision del parasito por su vector, R. microplus, mediante la
inmunizacion con antigenos especificos de estadios sexuales. Por ejemplo, el
antigeno HAP2, expresado exclusivamente en gametocitos masculinos en el lumen
del intestino medio del vector, ha demostrado ser un candidato eficaz. La
vacunacion con rHAP2 en bovinos impide completamente la transmision de B. bovis
por larvas de R. microplus, sin afectar el curso clinico de la infeccion sanguinea
(Silva et al., 2023). Este enfoque representa una alternativa prometedora para
generar vacunas contra los estadios que se desarrollan en la garrapata y reducir la
propagacion del parasito en zonas endémicas. Ademas, al dirigirse a proteinas no
expuestas al sistema inmune del hospedante bovino, las vacunas bloqueadoras de
transmision evitan la presion de seleccion que favorece la variabilidad antigénica, lo

que podria mejorar su eficacia a largo plazo (Mosqueda et al., 2012).

Cabe resaltar que el control inmunoldgico no siempre resulta eficiente: aunque la
parasitemia pueda ser controlada, la persistencia de infecciones cronicas evidencia
la capacidad de Babesia para evadir la respuesta inmune. Entre los mecanismos de
evasion descritos se encuentran la variacion antigénica, la modulacion del sistema
inmunoldgico del hospedador y la complejidad inherente al ciclo de vida del parasito,

lo que dificulta su eliminacion definitiva.

1.1.8 Respuesta inmune en infecciones por Babesia spp.
La respuesta inmunoldgica inducida por las infecciones causantes de la babesiosis
bovina implica una respuesta compleja en el hospedante bovino, caracterizada por
la activacién de mecanismos innatos y adaptativos. La eficacia de esta respuesta

esta determinada por diversos factores, entre los que destacan la virulencia de la
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cepa de Babesia, la edad del hospedante y su estado inmunologico previo (Brown
et al., 2006; Goff et al., 2001; Martinez-Garcia et al., 2025).

Inmunidad innata: activacién temprana y mediadores efectores

La respuesta inmune estimulada por parasitos intraeritrociticos como B. bigemina
esta regulada principalmente por la produccién de interferon gamma (IFN-y), factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y 6xido nitrico (NO), mediadores que inducen una
respuesta combinada humoral y celular dependiente de linfocitos T (Brown et al.,
2006). Estos mediadores son secretados por células del sistema innato como
monocitos, neutrofilos y células NK, que ademas participan en la fagocitosis de
eritrocitos parasitados y en la activaciéon de macréfagos mediante la producciéon de
oxido nitrico (ON) (Goff et al., 2001; Stich et al.,11998).

La eficacia de la respuesta inmunoldgica inducida por Babesia spp. estan
moduladas por la edad del hospedante. Por ejemplo, los terneros presentan una
inmunidad innata contra las infecciones por B. bovis durante los primeros seis
meses de vida, caracterizada por una activacion mas rapida que en bovinos adultos.
Esta respuesta estd mediada por la produccidn temprana de ON, IFN-y e
interleucina 12 (IL-12), y se ha asociado con una menor parasitemia y una mayor
eficiencia en el control de la infeccion (Goff et al., 2001). Adicionalmente, se ha
observado que los merozoitos de B. bovis pueden modular negativamente la
expresion de citocinas como IL-10, TNF-a y TNF-3, lo que sugiere un mecanismo
de evasién inmunolégica que contribuye a la persistencia del parasito en el
hospedador (Goff et al., 2001; Brown et al., 2006).

1.1.8.1 Inmunidad adaptativa

La respuesta adaptativa se activa tras la presentacion de antigenos parasitarios por
células presentadoras de antigeno en el contexto del MHC clase I, lo que conduce
a la activacién de linfocitos T CD4*. Estos linfocitos desempefian un papel central
en la inmunidad contra Babesia spp. al secretar IFN-y que potencia la actividad de
los macréfagos y favorece el cambio de tipo a 1gG2, el cual posee capacidad
opsonizante en bovinos (Goff et al., 2001).

17



En conjunto, la respuesta inmune del bovino frente a Babesia spp. se caracteriza
por una interaccion dinamica entre componentes innatos y adaptativos. La eficacia
de esta respuesta depende de la capacidad del hospedante para activar
mecanismos proinflamatorios y citotdxicos, asi como de la presentacion de antigeno
y activacién de linfocitos T. La e dad del animal, el perfil de citocinas secretadas y
la capacidad del parasito para modular la respuesta inmunoldgica son factores
determinantes en la evolucién clinica de la enfermedad y en el establecimiento de

infecciones persistentes.

1.1.9 Mecanismos de evasién de la respuesta inmune
Uno de los mecanismos de evasion de la respuesta inmune radica en la naturaleza
del ciclo de vida de los parasitos. Dado que Babesia spp. se replica exclusivamente
en eritrocitos, montar una respuesta inmune resulta complicado, pues esta debe
dirigirse hacia la membrana de los eritrocitos infectados, la cual es modificada por
Babesia spp. tanto estructural como funcionalmente, formando protuberancias que
dificultan el reconocimiento por parte de las células T. Otra forma de evasion es la
citoadherencia: los merozoitos y trofozoitos de B. bovis secuestran eritrocitos en el
endotelio de capilares venosos, generando aglutinacion en estas zonas y evitando

la eliminacion del parasito mediante la filtracion esplénica (Allred, 1995).

Una infeccién aguda en bovinos no expuestos previamente a antigenos de Babesia
conlleva a la activacion de la respuesta inmune innata, junto con la infiltracion de
leucocitos como monocitos, macréfagos, células NK y células dendriticas.
Asimismo, los macréfagos son activados por IFN-y secretado por células NK, lo que
a su vez estimula la secreciéon de 6xido nitrico (Suarez et al., 2019). Los bovinos
que sobreviven a la infeccién desarrollan una infeccidn persistente con resistencia
a la progresion clinica de la enfermedad; los parasitos residen dentro de los
eritrocitos, lo que complica su eliminacion. En una segunda exposicion a Babesia,
se activa la respuesta inmune adaptativa, mediada por la presentacion de antigenos
a los linfocitos T CD4*. Estos producen IFN-y, lo que favorece la activacion de
macrofagos y la produccion de anticuerpos neutralizantes de tipo IgG1 e 1gG2
(Brown et al., 2006).
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Estudios transcriptomicos realizados en bovinos infectados con cepas virulentas y
atenuadas de B. bigemina han demostrado que la cepa atenuada induce una mayor
transcripcion de genes inmunitarios en comparacion con la cepa virulenta. En
ambos casos, se observd una tendencia general hacia la regulacion negativa de
genes relacionados con inmunoglobulinas, el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) y receptores de células T. No obstante, en animales
infectados con la cepa virulenta se identificé una regulacion positiva de genes como
hspab, cd163, stat1 y sic11a1, previamente asociados con infecciones por otros

apicomplexos (Martinez-Garcia et al., 2025).

1.1.9.1 Variacioén antigénica

El sistema inmunolégico, como mecanismo de defensa, genera una respuesta
frente a los antigenos de B. bigemina presentes en los merozoitos y eritrocitos
infectados. En este contexto, la variacion antigénica se ha descrito como un
mecanismo de supervivencia que permite a parasitos como B. bigemina evadir la

respuesta inmune del hospedador.

En B. bovis se ha caracterizado una familia de proteinas denominadas VESA
(antigenos variables de la superficie del eritrocito), las cuales también estan
presentes en B. bigemina y participan tanto en la variacién antigénica como en la
citoadhesion de los eritrocitos al endotelio vascular (Esta ultima funcion es
caracteristica de B. bovis). Estas proteinas son sintetizadas por los merozoitos y
posteriormente exportadas a la superficie de los eritrocitos. Aunque las VESA son
reconocidas por el sistema inmunolégico, su rapida variacion antigénica se ha
asociado con la persistencia de infecciones cronicas y la evasion de la respuesta

inmune (Barbour & Restrepo, 2000).

La proteina VESA1 estd compuesta por dos subunidades, VESA1a y VESA1[,
codificadas por los genes vesla y ves1B, respectivamente. Estos genes se
transcriben de forma simultanea desde un promotor bidireccional ubicado en el
locus de transcripcion activa (LAT), y su expresion es monoalélica, lo que significa
que solo un par ves1a/ves1f se transcribe (Allred, 2019). Actualmente se postula

que la mayoria de los parasitos transcriben uno o un grupo reducido de genes

19



paralogos de manera simultanea. Por ejemplo, se estima que aproximadamente el
70 % de los genes ves, que codifican para las proteinas VESA, se expresan en un
momento dado. Ademas, se ha demostrado que la variacién de las proteinas VESA
esta mediada por un proceso de conversion genica segmentaria (Allred, 2021). Este
mecanismo implica la incorporacidon de fragmentos en la region que se transcribe,
es decir, secuencias cortas provenientes de genes donantes no transcritos, a los
genes ves activos. Este proceso ocurre sin alterar la secuencia del gen donante, lo
que da lugar a genes denominados mosaicos y proteinas con combinaciones

provenientes de regiones donantes y receptoras (Allred, 2019; Hakimi et al., 2022).

La variacion antigénica en B. bovis se caracteriza por una alta tasa de
recombinacion dirigida entre los genes de la familia ves, lo que genera una
diversidad estructural continua en las proteinas VESA1 durante el curso de la
infeccion. (Allred, 2019; Barbour & Restrepo, 2000).

Estructuralmente, VESA1a contiene dominios ricos en cisteina y lisina (CKRD),
secuencias conservadas dentro de regiones variables (VDCS1 y VDCS2), y una
region terminal transmembrana que ancla la proteina a la membrana del eritrocito.
VESA1b, por su parte, posee un dominio de baja complejidad (LCV) y también una
region transmembrana. Estas caracteristicas permiten su localizaciéon en las crestas
de los eritrocitos infectados, facilitando la citoadhesion y el escape inmunolégico
(Allred, 2019). La expresion secuencial y dinamica de los genes ves, junto con la
recombinacién dirigida y la diversidad estructural de las proteinas VESA1,
constituyen un sistema altamente eficiente de evasion inmunoldgica, que permite la
persistencia del parasito en el hospedador bovino durante largos periodos, incluso

en infecciones asintomaticas (Hakimi et al., 2022; Allred, 2019).

1.1.9.2 Modulacién del sistema inmune

Las fracciones lipidicas compuestas por fosfatidilserina y fosfatidilinositol, junto con
acido fosfatidico, secretadas por los merozoitos de cepas de B. bovis, interactiuan
con el receptor TLR2 de los macréfagos, estimulando la produccion de citocinas.

Esta interaccion activa la respuesta Th1, promoviendo el aumento de TNF-a e IL-6.
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Curiosamente, la respuesta Th2 no se ve estimulada, ya que la produccién de IL-4

e IL-10 no se incrementa (Giménez et al., 2010).

Otros compuestos relevantes descritos en B. divergens son las glicoproteinas
ancladas a glicosilfosfatidilinositol, las cuales inducen la produccion de citocinas
antiinflamatorias como IL-5, IL-2 e IL-10, sin estimular la produccion de TNF-a e IL-
12. Ademas, provocan una disminucion en la expresion del MHC clase Il en células
presentadoras de antigeno. En modelos animales, se ha observado que estas
glicoproteinas aumentan los niveles de fibrindbgeno, lo que conlleva a la activacion
de la tromboplastina, relacionandose asi con la modulacién de la coagulacion
(Debierre-Grockiego et al., 2019).

Una proteina que ha adquirido interés recientemente es la Proteina Tumoral
Controlada Traduccionalmente (TCTP), la cual en parasitos Apicomplexa como P.
falciparum actua como homologa del factor liberador de histamina (HRF) del
huésped vertebrado. La TCTP presenta la particularidad de ser una proteina
detectable en plasma, donde estimula la secrecion de IL-8 e histamina en eosindfilos
y basodfilos, respectivamente (MacDonald et al., 2001). Las caracteristicas

especificas de esta proteina se detallaran a continuacién
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Antecedentes particulares

1.2 Proteina Tumoral Controlada Traduccionalmente (TCTP).
La proteina tumoral controlada traduccionalmente (TCTP), también conocida como
p23 o factor liberador de histamina (HRF), fue denominada asi por Gross y
colaboradores en 1999, al identificarla como una proteina sobre expresada en lineas
celulares de carcinoma mamario. Su primera funcién descrita fue la de actuar como
mediador en la liberacién de histamina. TCTP ha sido detectada en fluidos
biolégicos de individuos alérgicos, como lavados broncoalveolares y secreciones
nasales, lo que respalda su implicacion directa en procesos inflamatorios. Esta
proteina activa células inmunoldgicas clave en la respuesta alérgica, incluyendo
basdfilos, eosindfilos, linfocitos T y B, y estimula la secrecion de citocinas como IL-
4, IL-8, GM-CSF e histamina (MacDonald, 2017). La regulacion de TCTP esta
asociada a la via de sefalizacion PI3K/AKT, modulada negativamente por la
fosfatasa SHIP-1. En modelos murinos transgénicos con sobreexpresion pulmonar
de TCTP, se ha observado un fenotipo asmatico exacerbad, lo que refuerza su
potencial como blanco terapéutico en enfermedades alérgicas. Ademas, la forma
extracelular dimérica de TCTP participa activamente en patologias como asma,
dermatitis atépica y alergia alimentaria, consolidandose como un mediador clave en

la inflamacién inmunoldgica (MacDonald, 2017; Bommer & Kawakami, 2021).

TCTP es una proteina conservada en eucariontes, con funciones tanto
intracelulares como extracelulares. La desregulacién de esta proteina se asociado
con diversos procesos patoldgicos, debido a su participacion en mecanismos clave
como la traduccién, respuesta al estrés, organizacion del citoesqueleto,
transduccion de senales, regulacion de proteosomas y nucleosomas, transcripcion,
interaccion con ARN y enzimas metabdlicas (Bommer, 2017). La estructura
tridimensional de TCTP esta considerablemente conservada entre organismos, lo
que probablemente determina que sus funciones esenciales se mantengan entre
organismos tan diversos como plantas, animales, hongos y parasitos (Ver tabla 3).
Lo conservado de la estructura de esta proteina, le confiere la capacidad de
interactuar con microtubulos, factores de elongacion, proteinas G y componentes

apoptéticos, regulando procesos como la proliferacién celular, la diferenciacion y la
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inhibicion de la muerte programada. Por ello, se ha vinculado su alteracion con

enfermedades como el cancer, la diabetes y trastornos cardiovasculares. Ademas,

TCTP puede ser secretada por vias no convencionales y actuar de forma paracrina,

como ocurre en su forma dimérica extracelular conocida como HRF (funcién

liberadora de histamina),

implicada en procesos

(Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano, 2017).

inflamatorios y alérgicos

Tabla 3: Funciones, caracteristicas estructurales, ubicacion celular y analisis
estructural de TCTP de algunas especies.

Especie S Organismo

Horma samens

Drasaphils
melanogasier

Arabidopsis thaliana

Candids albicans

Saccharomycses
cersvisise

Flasmodium
falciparurm

Meloidogymne
snferalobil

Micotiana tabscum .
Solanum
Nycopsrsicurr

Aspergilus nidulans

Maduwrels
mycetarmatis

Trvpanasoma brucsi

Funciones

Regulacion de
proliferacion, inhibicion
de apoptosis, liberacion

de histamina (HRF),
inferaccion con p53, Bol-
L

Regulacion del
crecimiento y tamano
celular, imteraccion con
Rheb

Regulacion del ciclo
celular, regeneracion
wvegetal, guia del tubo

polinico
Secrecion via exoscmas,
posible supresion de
respuesia inmune del
hospedero

Promacion de apoptosis
bajo estrés oxidativo,
proteccion de proteinas
en granulos de estrés

Secrecion en sangre,
induccion de histamina,
regulador negativo de
células B

Blogueo de apopiosis en
celulas vegetales
hospedadoras

Regulacion de muerte
celular inducida por
patogenos, secrecion en
xilema y tubo polinico

Regulacion de
ramificacion v
diferenciacion sexual

Secrecion de TCTP
homalogo durante
infeccion
Modulacion de respuesta

inmune vy parasitemia en
modelos murinos

Caracteristicas
estructurales

Estruciura tridimensional
conservada; forma
dimérica activa

Conservacion funcional;

fosforilacion por Pilk-1

Dos iscformas:
(ASTCTP1 vy AfTCTP2)
con diferencias en
secuencia

Presencia en vesiculas
extracelulares

Asociacion con
membrana mitocondrial
vy granulos de estrés

Helice o adicional en
regidn M-terminal

Mo caracterizada

Posible secrecion no
clasica; localizacion dual

Mo caracterizada

Mo caracterizada

Mo caracterizada

Estructura

Ubicacion celular -
experimental

Citoplasmatica,
nuclear y =]
extracelular

Citoplasmatica y
nuclear

ATTCTP:
citoplasmatica; Mo
AfTCTP2: nuclear

Citoplazmatica y
extracelular Mo
{exosomas)

Citoplasmatica,
mitecondrial

Citoplazmatica v
extracelular

Probablements
citoplasmatica

Citoplasmatica,
nuclear v n
fracciones en
pared celular

Citoplasmatica o
nuclear segln
fase de
crecimiento

Extracelular
(=ecrecion)

Citoplazmatica v
extracelular

Tabla tomada y modificada de Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano 2017.
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1.2.3 Modificaciones Postraduccionales en TCTP
La proteina TCTP presenta diversas modificaciones postraduccionales que
modulan su estructura, funcién y localizacion celular. Entre las mas relevantes se
encuentra la fosforilacion, que regula su participacion en procesos como la

proliferacion celular, la dinamica del citoesqueleto y la inhibicion de la apoptosis.

Uno de los sitios de fosforilacion mas estudiados es Serina 46 (Ser46), cuya
modificacion por la quinasa Polo-like kinase 1 (Plk-1) afecta la capacidad de TCTP
para estabilizar microtubulos durante la mitosis. Esta fosforilacion reduce su afinidad
por el huso mitético, provocando alteraciones en la division celular (Yarm, 2002;
Cucchi et al., 2010). Otra modificacion funcionalmente relevante es la formacion de
dimeros, la forma dimérica extracelular de TCTP, conocida como Histamine-
Releasing Factor (por sus siglas en inglés, HRF), es activa en procesos
inflamatorios y alérgicos, donde induce la liberaciéon de histamina por células
inmunes. Aunque los residuos especificos involucrados en la dimerizaciéon no han
sido completamente definidos, se ha propuesto que regiones expuestas del bucle
flexible (residuos T39-V66) y de las hélices a2—a3 participan en su estabilizacion
(Assrir et al., 2017). A nivel estructural, los residuos Aspartato 6 (Asp6) y Aspartato
11 (Asp11) contribuyen a la estabilizacion del nucleo estructural mediante puentes
de hidrégeno con Isoleucina 8, Serina 9 y Asparagina 139, reforzando la arquitectura
del pliegue B (Assrir et al., 2017).

Una de las modificaciones de TCTP mas relevantes es la SUMOilacién, el cual es
un proceso donde adiciona covalentemente una molécula de SUMO (Small
Ubiquitin-like Modifier) a residuos especificos de lisina, modulando la dinamica
funcional de la proteina. Diversos estudios han demostrado que TCTP puede ser
SUMOilada en multiples especies. Por ejemplo, en humanos, se ha identificado al
residuo de lisina 164 (K164) como el sitio principal de SUMOQilacion. La mutacion de
este residuo impide la conjugaciéon con SUMO-1, lo que compromete la capacidad
de TCTP para translocarse al nucleo Mediante ensayos de inmunoprecipitacion y
conjugacion in vitro, se confirmé que la SUMOilacién de TCTP depende de la
interaccién con la enzima conjugadora Ubc9, y que la modificacién incrementa su

peso molecular de 28 kDa a 42 kDA (Munirathinam & Ramaswamy, 2012).
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En el lepidoptero Bombyx mori, se ha reportado que TCTP también es SUMOilado
en el residuo K164, conservado respecto al humano. La SUMOilacién es mediada
por la enzima UBC9 y el modificador SMT3. La expresion de una proteina de fusién
TCTP-SMT3 estabiliza esta modificacion y potencia la actividad antiviral frente a la
infeccion por nucleopoliedrovirus. En contraste, la mutacion K164R reduce
significativamente la capacidad de TCTP para inhibir la replicacién viral y limita su
translocacion nuclear durante la infeccién (Lu et al.,, 2022). En conjunto, estos
hallazgos demuestran que la SUMOilacién de TCTP en el residuo K164 es una
modificacion conservada y funcionalmente relevante, que regula su transporte
nuclear y potencia su actividad inmunoldgica y antioxidante en distintos contextos

celulares (Munirathinam & Ramaswamy, 2012).

Estas modificaciones postraduccionales anteriormente mencionadas son clave para
la versatilidad funcional de TCTP, permitiéndole participar en procesos celulares

esenciales y adaptarse a contextos fisioldgicos y patolégicos diversos.

1.2.4 Estructura de general de TCTP
La estructura secundaria de TCTP en humanos esta compuesta por tres hélices a 'y
once laminas (3 organizadas (Assrir et al., 2017; Bommer, 2017). Este plegamiento
incluye dos hojas B menores y una hoja B mayor, que en conjunto forman un nucleo
hidrofébico compacto (Acunzo et al., 2014). Las hélices a2 y a3 adoptan una
conformacién de horquilla helicoidal que se posiciona sobre una de las caras de la
hoja B principal, contribuyendo a la estabilidad estructural y a la formacion de

superficies de interaccion (Fig. 4).
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G. duodenalis GL50803_6242  C. cayetanensis cyc_00965 T. gt

[}

ndii TGME49_251680

T. cruzi TcCLB.506207.50  A. castellanii ACA1_069360
L. infantum LINF_240020600 o

Figura 4: Comparacion de las estructuras tridimensionales predichas de los
ortélogos de TCTP en diversos protozoarios parasitos y la TCTP de humano.
A pesar de las diferencias en la secuencia primaria entre especies, la figura destaca
un alto grado de conservacion en la disposicion de la secundaria, especialmente de
las hélices a y laminas 3. Una diferencia notable es el tamafo del bucle flexible, que
tiende a ser mas largo en los parasitos comparado con el humano, lo cual podria
tener implicaciones funcionales en la interaccién con el hospedante o en la
regulacion del sistema inmune del mismo. Imagen tomada de Lagunas-Rangel
(2022).

Un elemento distintivo de la arquitectura de TCTP, es el bucle flexible entre las
laminas B5 y B6, compuesto por aproximadamente 30-33 aminoacidos, que
presenta alta movilidad conformacional y varia en longitud entre especies. Este
bucle es pobremente definido en estructuras cristalinas debido a su flexibilidad, pero
se conserva en su posicion general dentro del plegamiento (Assrir et al., 2017,
Lagunas-Rangel, 2022). La conservacion de esta organizacion secundaria entre
ortélogos de TCTP en protozoarios parasitos y humanos sugiere una fuerte presion
evolutiva para mantener su arquitectura funcional, a pesar de la divergencia en la

secuencia primaria (Lagunas-Rangel, 2022).
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1.2.5 Funciones intracelulares y extracelulares de TCTP

1.2.5.1 Funciones intracelulares

Una de las funciones mas comunes de TCTP es su papel como regulador anti
apoptético. Esta proteina interactia con miembros de la familia Bcl-2, como MCLA1
y Bcl-xL, estabilizandolos y previniendo la activacion de Bax. Lo que impide la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la liberacion de factores
proapoptoticos como citocromo ¢ (Nagano-lto & Ichikawa, 2012; Acunzo et al.,
2014). Ademas, TCTP posee un dominio BH3-like que potencia la actividad anti
apoptética de Bcl-xL (Assrir et al., 2017).

TCTP también regula la proliferacion celular mediante su asociacion con
microtubulos y el huso mitético. Esta proteina es fosforilada por la quinasa PLK1 en
residuos clave (Ser46, Thr65), lo que modula su actividad durante la progresion del
ciclo celular (Bommer, 2017; Acunzo et al., 2014). Asimismo, su interaccion con
factores de elongacién de la traduccion (eEF1A, eEF1B-) y su capacidad para
inhibir la disociacion de GDP refuerzan su papel en la sintesis proteica (Nagano-Ito
& Ichikawa, 2012).

En condiciones de estrés, TCTP actua como proteina chaperona, protegiendo
proteinas nativas y desnaturalizadas frente a dafios térmicos, oxidativos o por
calcio. La capacidad de la proteina de unirse a Ca**, le permite mitigar la apoptosis
inducida por desequilibrio i6nico o estrés del reticulo endoplasmico (Nagano-lto &
Ichikawa, 2012; Acunzo et al., 2014). Otro aspecto relevante es la regulacion de
p53. TCTP promueve la degradaciéon de p53 al unirse a MDM2, interfiriendo con la
via apoptética dependiente de p53 (Nagano-lto & Ichikawa, 2012; Bommer &
Kawakami, 2021). Finalmente, TCTP ha sido vinculado a la reparacion de dafio en
el ADN, facilitando la translocacion nuclear de proteinas implicadas en este proceso
y promoviendo la activacion de la via de union de extremos no homologos, lo que
sugiere un papel en el mantenimiento de la estabilidad genémica (Acunzo et al.,
2014).

En células inmunes, también se han descrito funciones intracelulares especificas de

TCTP. En basdfilos, se ha observado que su union estimula la actividad de inositol
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5-fosfato e inhibe la actividad de PI3-K, ademas de inducir la fosforilacion de la
proteina quinasa Akt, lo que regula la secrecion de citocinas. Asimismo, se ha
identificado su interaccion con el factor de elongacién eEF1B-(3, lo que sugiere un

papel adicional en la sintesis proteica (Langdon et al., 2004).

1.2.5.2 Funciones extracelulares

Ademas de sus funciones intracelulares, TCTP puede ser secretada por vias no
canodnicas, como la mediada por TSAP6 y exosomas, lo que le permite tener
funciones extracelulares (Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano, 2017; Bommer,
2017). En su forma extracelular, se ha descrito que TCTP es capaz de inducir la
liberacidn de histamina, IL-4 e IL-13 en basofilos, asi como de activar eosindfilos y
células epiteliales bronquiales para la produccion de citocinas proinflamatorias
(Bommer & Kawakami, 2021; Acunzo et al., 2014).

La funcién extracelular mas destacada de TCTP es su capacidad para modular la
respuesta inmune. Aunque inicialmente se pensaba que esta actividad dependia de
IgE, actualmente se ha demostrado que TCTP puede inducir la liberacion de
citocinas de forma independiente de esta inmunoglobulina. Por ejemplo, se ha
reportado la liberacion de IL-1 e IL-8 en células B, IL-4 e IL-13 en basdbfilos, inhibicion
de IL-2 e IL-13 en células T, y produccion de IL-8 en células epiteliales bronquiales.
Ademas, se ha observado que los dimeros de TCTP interactian con

inmunoglobulinas como IgG e IgE (MacDonald, 2012).

En plantas, aunque la secrecién de TCTP no es comun bajo condiciones normales,
se ha detectado en fracciones ricas en pared celular, en el xilema en respuesta a
patdgenos, y en el secretoma del tubo polinico, lo que sugiere funciones
extracelulares en fertilizacion y defensa (Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano,
2017). Asimismo, diversos parasitos como Plasmodium spp., Trypanosoma brucei
y Candida albicans secretan TCTP como estrategia para modular la respuesta
inmune del hospedero, lo que refuerza su papel como factor extracelular en
contextos patogénicos (Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano, 2017; Bommer &
Kawakami, 2021).
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1.2.6 TCTP en parasitos intracelulares
En algunos parasitos apicomplexa como P. falciparum, Toxoplasma gondii y
Trypanosoma brucei, se han descrito ortélogos de TCTP, las particularidades de

TCTP en estos parasitos sera descrita a continuacion.

1.2.6.1TCTP en T. brucei

En el parasito protozoario T. brucei, el agente causal de la tripanosomiasis humana,
la proteina TCTP no solo cumple funciones celulares criticas, sino que también
participa en la interaccién con el vector hematofago Glossina, 1o que amplia su
relevancia biolégica mas de su impacto en su fase infectante en el humano, sino

también en la transmisién y propagacion del parasito.

En T. brucei, se han identificado dos paralogos de TCTP, denominados TCTP1y
TCTP2, dispuestos en tandem en el cromosoma 8. Ambos comparten una region
5'UTR idéntica y presentan diferencias en su marco de lectura, dando como
resultado cambios en 5 residuos de aminoacidos, por otra parte, las regiones 3'UTR
difieren en longitud, junto con su expresion diferencial durante el ciclo de vida del
parasito. Por ejemplo, TCTP1 se expresa exclusivamente en la forma prociclica
(PCF), mientras que TCTPZ2 predomina en la forma sanguinea (BSF) (Jojic et al.,
2018). Esta regulacion postranscripcional esta mediada por elementos cis en las
3'UTR, como se demostré mediante ensayos de estabilidad del ARNm vy
construcciones quiméricas con genes reporteros. En particular, los primeros 160
nucledtidos de la 3'UTR de TCTP2 son suficientes para conferir estabilidad
especifica en la fase prociclica, incluso en el contexto de la 3'UTR de TCTP1, lo que
evidencia un mecanismo de control fino y ciclo-especifico (Jojic et al., 2018).

La localizacién subcelular de TCTP en ambas formas del parasito es
predominantemente citoplasmatica, aunque también se ha observado en el nucleo.
Esta distribucion se mantiene constante durante el desarrollo del ciclo celular y
corresponde con lo reportado en otros organismos. Adicionalmente, el
silenciamiento de TCTP1 en PCF mediante ARN/ conduce a un fenotipo de
crecimiento lento, acompafado de alteraciones morfoldgicas celulares (morfologia

de renacuajo), acumulaciones mitocondriales y cambios en los acidocalcisomas, los
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cuales aumentan en tamano y disminuyen en numero. Estos efectos sugieren que
TCTP participa en la regulacion de la morfogénesis celular y en el mantenimiento
de la homeostasis de los organelos, posiblemente a través de su capacidad de union

a calcio (Jojic et al., 2018).

En contraste, el silenciamiento de TCTP2 en BSF provoca la interrupcion de la
progresion del ciclo celular, indicando un bloqueo en la citocinesis. A diferencia de
PCF, no se observaron alteraciones morfologicas evidentes ni cambios en la
estructura mitocondrial o en los acidocalcisomas. Sin embargo, en células BSF
expuestos a estrés térmico, el silenciamiento de TCTPZ2 redujo su recuperacion
post-exposicién a 42 °C, lo que sugiere un papel especifico de TCTP en la respuesta
al estrés en esta etapa del ciclo. Este efecto no se observd en PCF, lo que refuerza
la idea de funciones diferenciadas entre los paralogos segun el estadio del parasito
(Jojic et al., 2018).

Por otra parte, TCTP también ha sido implicada en la interaccion entre el parasito y
su vector. Bossard et al. (2017) caracterizaron la proteina recombinante rTbgTCTP
de T. brucei y demostraron su capacidad para unirse especificamente a bacterias
que componen a la microbiota del intestino medio de Glossina. De un total de 39
cepas bacterianas analizadas, 24 mostraron interaccion positiva con rTbgTCTP, y
en 14 de ellas se observo un efecto significativo sobre el crecimiento bacteriano,
especialmente bajo condiciones de anaerobiosis. En algunos casos, la presencia de
rTbgTCTP inhibié drasticamente el crecimiento bacteriano (Bossard et al., 2017).
Estos resultados sugieren que TCTP secretada por el parasito podria modular la
composicion del microbiota intestinal del vector, favoreciendo un entorno mas

propicio para la supervivencia y transmision.

En conjunto, los estudios realizados en T. brucei revelan que TCTP es una proteina
multifuncional cuya expresion esta finamente regulada segun el estadio del ciclo de
vida. Su implicacion en procesos celulares criticos como la citocinesis, la
morfogénesis, la homeostasis de los organelos y la respuesta al estrés, asi como
su potencial papel en la modulacion del microbioma del vector, subrayan su

relevancia biolégica y su potencial como blanco para estrategias de control.
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1.2.6.2 TCTP en T. gondii

En T. gondii TCTP desempefia un papel crucial en el crecimiento rapido y el
mantenimiento del desarrollo intracelular del parasito. La expresion del gen que
codifica para la proteina es significativamente mayor en la cepa RH (cepa virulenta)
en comparaciéon con cepas atenuadas. La delecion de TgTCTP mediante
CRISPR/Cas9 provoca una disminucion en la capacidad de invasién, adhesion y
replicacién, asi como una salida prematura de la célula del hospedante, lo que
evidencia su importancia funcional en la progresion del ciclo de vida y en la
virulencia. Ademas, un analisis transcriptdmico revelé que la delecién de TgTCTP
altera la expresion otros genes del parasito, lo que sugiere que esta proteina podria
participar en redes de regulacion postraduccional, estabilizacion de ARN
mensajeros o interaccion con factores de transcripcion. La localizaciéon
citoplasmatica constante de TgTCTPy su capacidad de formar multimeros facilitan

la adaptacién del parasito al ambiente intracelular (Zheng et al., 2018)

1.2.6.3 TCTP en Dictyostelium discoideum

En D. discoideum, la proteina TCTP tiene funciones esenciales en la homeostasis
y plasticidad celular. TCTP en este sistema ha sido implicada en la regulacion del
crecimiento, la morfologia celular y la estructuracion del citoesqueleto (organizacion
de microtubulos). El silenciamiento de TCTP mediante ARN/ regula negativamente
la proliferacion celular, altera la morfologia y compromete la capacidad del
organismo para responder ante condiciones de estrés, como la privacion de
nutrientes. Ademas, TCTP parece participar en la transicion entre estados
unicelulares y multicelulares, lo que sugiere un papel clave en la coordinacion de
senales de desarrollo. La estructura y localizacion citoplasmatica de esta proteina,
esta conservada respecto a lo reportado en otros organismos. Estos hallazgos

posicionan a TCTP como indispensable para D. discoideum (Kumar et al., 2020).
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1.2.6.4 TCTP en P. falciparum.

Los estudios publicados sobre la proteina TCTP de P. falciparum posicionan a
PfTCTP como un blanco terapéutico contra la malaria, debido a las multiples
funciones descritas como moduladoras de la respuesta inmunitaria del hospedador.
Asimismo, se ha identificado que la proteina TCTP de P. falciparum es un homélogo
funcional del factor liberador de histamina (HRF) de humanos, con un 54 % de
similitud de secuencia con la HRF humana (MacDonald et al., 2001). Por otra parte,
de manera interesante, PfTCTP ha sido detectada en el plasma de voluntarios
humanos con infecciones leves y en nifios de Malawi con malaria severa, en
contraste con pacientes control no infectados. Funcionalmente, en estudios in vitro,
la proteina recombinante PfTCTP ha demostrado tener la capacidad de estimular la
liberacion de histamina por baséfilos y la secrecion de interleucina-8 (IL-8) por
eosindfilos del hospedante humano, replicando asi la actividad biolégica de la HRF,
lo que sugiere que la PfTCTP secretada por el parasito puede contribuir a las
respuestas alérgicas e inflamatorias que normalmente son inducidas por la TCTP
del hospedante (MacDonald et al., 2001).

En otro estudio realizado por Pelleau y colaboradores (2012), se reporto la
presencia de PfTCTP en el suero de pacientes infectados con malaria grave. De
igual forma, los pacientes PfTCTP-positivos manifestaron una reactividad basofilica
significativamente mayor ex vivo. Adicionalmente, la ausencia de anticuerpos IgG
anti-PfTCTP en pacientes con malaria grave se asocié con las respuestas mas
elevadas de los basdfilos, lo cual refuerza la hipotesis de un papel patogénico de la
PfTCTP, en el establecimiento de la infeccion al promover un mecanismo de tipo

alérgico que contribuye a la gravedad de la enfermedad (Pelleau et al., 2012).

También se ha documentado la modulacion de células del sistema inmune
adaptativo por P. falciparum. Calderén-Pérez y colaboradores (2014) reportaron que
la proteina recombinante PfTCTP se incorpora a los linfocitos B de manera mas
eficiente y rapida que su homaologo humano. A pesar de esta mayor internalizacion,
la PFTCTP mostrd un efecto proliferativo menor sobre las células B en comparacion
con la proteina humana. Este mecanismo de mimetismo molecular sugiere una

posible via por la cual la PFTCTP podria interferir de forma selectiva con la respuesta
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inmune del hospedante, regulando negativamente la proliferacion de linfocitos B y

favoreciendo asi el establecimiento de la infeccién (Calderén-Pérez et al., 2014).

Debido a las funciones de la TCTP de P. falciparum anteriormente mencionadas, se
ha propuesto como un candidato vacunal. En estudios de desafio experimental, se
ha observado que la inmunizacion de ratones con PfTCTP retrasa el establecimiento
de la infeccidon por Plasmodium (Taylor et al., 2014). Este hallazgo refuerza la
hipétesis de que la TCTP desempefa un papel importante en el establecimiento o
mantenimiento de la parasitemia, consolidandola como un blanco potencial para

futuras intervenciones

1.2.6.5 TCTP en B. bovis

En B. bovis recientemente se identifico a TCTP como un antigeno altamente
conservado con implicaciones relevantes en el establecimiento de la infeccion
aguda y en la modulacion de la respuesta inmunitaria del hospedante. El gen fctp
fue identificado en el genoma de B. bovis mediante analisis de homologia con la
secuencia de P. falciparum, y se confirmé su conservacion en multiples aislados de
la misma especie de B. bovisy en la cepa de referencia T2Bo. La proteina BboTCTP
presenta una estructura terciaria similar a la de TCTP de P. falciparum, incluyendo
una hélice alfa extra, caracteristica de las TCTP de los apicomplexa, que podria
conferirle mayor afinidad con los receptores celulares del hospedante. También se
hipotetiza que puede interaccionar con proteinas G y regular la proliferacién celular
como es el caso de P. falciparum (Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano 2017).
Asimismo, se ha reportado la expresién BboTCTP en los estadios intraeritrociticos
mediante Western blot y microscopia confocal (Figura 5), lo que sugiere un papel

activo durante la fase aguda de la infeccion y la invasion al eritrocito.
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Figura 5: Expresion de TCTP en merozoitos de B. bovis. Eritrocitos infectados
cultivados in vitro, incubados con antisueros especificos generados en conejos
inmunizados con péptidos de BboTCTP. La senal de fluorescencia verde (Alexa-
488) indica la presencia de TCTP en el citoplasma de los merozoitos, mientras que
la tincion con Hoechst 33342 permite visualizar el nucleo del parasito. El control
negativo, correspondiente a eritrocitos tratados con suero de conejo inmunizado
solo con PBS y adyuvante, no mostré sefal especifica, confirmando la especificidad
de los anticuerpos. Analisis realizado por microscopia confocal. Imagen tomada de
Pérez-Almeida et al., 2025.

Por otra parte, se ha evaluado el potencial inmunogénico de esta proteina mediante
el disefio de péptidos sintéticos con epitopos B derivados de BboTCTP, los cuales
fueron utilizados para inmunizar bovinos. Los animales inmunizados e infectados
mostraron signos clinicos mas leves y una recuperacion mas rapida tras el desafio
con una cepa virulenta de B. bovis, en comparacion con el grupo control. Ademas,
los sueros postinmunizacion inhibieron significativamente la invasion eritrocitaria in
vitro, 1o que indica que los anticuerpos generados contra BboTCTP poseen
capacidad neutralizante. Estos hallazgos sugieren que BboTCTP podria interferir
con la proliferacién de linfocitos B, afectando la generacion de células B de memoria
y la produccion de anticuerpos, lo cual se refleja en los niveles mas bajos de IgG
total observados en animales no inmunizados tras el desafio. En conjunto, estos
resultados posicionan a BboTCTP como un candidato prometedor para el desarrollo
de vacunas contra la babesiosis bovina y como un modelo para estudiar los

mecanismos de evasion inmunitaria en apicomplexos (Pérez-Almeida et al., 2025)
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1.2.6.6 TCTP en B. bigemina

En B. bigemina, se ha encontrado que el gen fctp se expresa durante la fase
intraeritrocitica del parasito in vitro, confirmandose la transcripcion de tctp por RT-
PCR. Adicionalmente se han disefiado y sintetizado péptidos de TCTP, con epitopos
B conservados, cuya inmunizacion en conejos y bovinos indujo la produccion de
anticuerpos especificos detectados por ELISA e inmunofluorescencia. Estos
anticuerpos reconocieron la proteina nativa de B. bigemina y mostraron reaccion
cruzada con TCTP de B. bovis, ademas de reducir significativamente la invasion
eritrocitaria en ensayos de neutralizacion en cultivo in vitro. Estos resultados
sugieren que TCTP podria participar en la evasion inmunitaria y posicionarse como
un candidato vacunal prometedor contra la babesiosis bovina (Gonzalez, V. G. D.
L. C. 2023).
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Justificacion:
La babesiosis bovina es un ejemplo destacado de enfermedades trasmitidas por
garrapatas del género Rhipicephalus. Esta enfermedad es causada por protozoarios
del género Babesia la cual prevalece en lugares con climas tropicales y
subtropicales, generando pérdidas econdmicas a la industria ganadera. En México
se estima que el 75 % del ganado vacuno estd expuesto a la infestacion por
garrapatas y a las enfermedades transmitidas por este vector como la infeccién por

B. bigemina (Rodriguez-Vivas et al., 2006).

En parasitos Apicomplexa como P. falciparum, la proteina TCTP modula la
secrecion de citocinas e histamina mediante la interaccién con células del sistema
inmune como eosindfilos y basdfilos, lo que facilita la diseminacion del parasito en
el hospedador. El uso de TCTP de P. falciarum como candidato vacunal demostro
la reduccion del porcentaje de parasitemia en estudios realizados en ratones (Taylor
et al., 2015). El estudio de las moléculas implicadas en la infeccién de B. bigemina
a los eritrocitos (esporozoitos y merozoitos) genera informacion sobre la interaccion
del patégeno con el hospedador. TCTP es una proteina con multiples funciones que
se expresa en merozoitos, pero se desconoce si se expresa en esporozoitos y si en
ambos estadios se expresa diferencialmente. Tampoco se sabe si BbiTCTP se
relocaliza en eritrocitos de los bovinos durante la enfermedad aguda, favoreciendo
el establecimiento de la infeccidn. Este proyecto se enfocé en determinar si Bbitctp
se expresa en esporozoitos y si existe una expresion diferencial de Bbitctp en
merozoitos y esporozoitos de B. bigemina. Finalmente, también se determiné la
inmunolocalizacion de BbiTCTP de B. bigemina en eritrocitos infectados con

merozoitos tanto in vivo como in vitro.
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Hipotesis

TCTP se expresa diferencialmente en las fases infectantes de B. bigemina.
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Objetivo general

Caracterizacion de la expresion y localizacion de BbiTCTP en fases infectantes de

B. bigemina

Objetivos particulares:

1. Caracterizar molecularmente a BbiTCTP de B. bigemina in silico

2. Analizar la expresion de Bbitctp y la abundancia de BbiTCTP en fases

infectantes de B. bigemina

3. Estudiar la inmunolocalizacién de BbiTCTP en merozoitos de B. bigemina in

vitro e in vivo
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2. Materiales y Métodos

2.1 Analisis in silico de la proteina BbiTCTP
La secuencia de nucledétidos de la region codificante del gen fctp fue traducida a
aminoacidos utilizando la herramienta Expasy. La estructura secundaria de TCTP

de B. bigemina se analiz6 mediante el programa Phyre2
(https://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index).

La prediccién de la estructura tridimensional de TCTP se realizé en la plataforma
Google Colab, mediante “ColabFold v1.5.5: AlphaFold2 using MMseqs2”, tomando
como referencia la estructura cristalina de P. falciparum (PDB: 3P3K).
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFol
d2.ipynb)

La identificacion de los residuos de aminoacidos conservados de TCTP se
determiné mediante un alineamiento multiple usando el programa Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo), con las secuencias de TCTP de

otros organismos apicomplexas (B. ovis: AOAQWS5TDE9 BABOV, B. ovata:
UP000236319, B. bovis: A7TAQL5_BABBO, B. duncani: AOAAD9PLV4_9APIC, T.
annulata: AOA3BOMXD7, B. microti: I7I8BM0_BABMR, P. falciparum: TCTP_PLAF7,
P.yoelii: TCTP_PLAYO, P. knowlesi: TCTP_PLAKN, C. hominis: AOAOS4TFB6 y B.
Taurus :TCTP_BOVIN).

El analisis filogenético de TCTP en parasitos del filo Apicomplexa se llevd a cabo
mediante la descarga de secuencias ortdlogas desde la base de datos
PiroplasmaDB https://piroplasmadb.org/piro/app/ (tabla suplementaria 1). Las
secuencias fueron analizadas mediante un alineamiento multiple utilizando Clustal
Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo). La construccion de arboles
filogenéticos se realizé en MEGA, empleando el método de Maxima Verosimilitud
con un bootstrap de 500 réplicas (https://www.megasoftware.net/). Finalmente, el
arbol filogenético resultante fue visualizado y editado en FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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2.2 Obtenciéon de merozoitos in vivo y esporozoitos
Para la obtencion de las muestras se infestd un bovino con 5 g de larvas de R.
microplus, al dia 14 post infestacion se infecté al bovino con un vial de 4 ml de
eritrocitos infectados con B. bigemina 1x108, el avance de la infeccion por B.
bigemina se monitoreo contando el porcentaje de parasitemia mediante tincidn con
colorante Giemsa, al dia 8 post infeccidn se colecto sangre del bobino infectado con
B. bigemina con un porcentaje de parasitemia del 0.4%. Al dia 21 post infestacién
se recolectaron las garrapatas repletas, para corroborar que las garrapatas
estuvieran infectadas, se les tomé muestra se hemolinfa la cual se tifio con colorante
de Giemsa en frotis, las garrapatas que resultaron infectadas con B. bigemina se
incubaron a 28° C con 5 % de humedad, hasta que ovopositaron, los huevos de
garrapatas infectadas se aislaron e incubaron con las mismas condiciones hasta
que eclosionaron a ninfas, las cuales fueron utilizadas para infestar a otro bovino
sano, al dia 12 post infestacion se colectaron las ninfas de R. microplus infectadas

con B. bigemina a partir de las cuales se extrajeron los esporozoitos.

2.3 Obtencién de merozoitos in vitro
El cultivo celular se mantuvo siguiendo el protocolo de Hernandez-Arvizu y
colaboradores 2024. En cual consistio en lo siguiente: las muestras de sangre de
un bovino no infectado se centrifugaron a 3500 rpm por 15 min a 4°C para retirar el
suero el cual se almaceno a -80° C, a los eritrocitos se les agregd un volumen de
1:1 de solucion VyM y se lavaron 5 veces centrifugando a 3500 rpm por 15 min a
4°C, posteriormente a los eritrocitos se les agrego soluciéon VyM y se almacenaron
a 4° C hasta su uso. Para el establecimiento del cultivo, bajo estrictas condiciones
de esterilidad B. bigemina fue mantenida in vitro en el Laboratorio de Inmunologia y
Vacunas de la Universidad Autdbnoma de Querétaro. Para el cultivo, se utilizaron
100 pl (10%, v/v) de eritrocitos infectado, los cuales se mezclaron con 1000 pl de
medio M199 suplementado con 40% de suero bovino y una solucion antibiética-
antimicética. Las muestras se incubaron en placas de cultivo de 24 pozos a 37 °C
con 4.7% de CO,. Diariamente se reemplazaron 800 pl del medio M199, y se
realizaron subcultivos cuando el porcentaje de eritrocitos infectados superé el 3%.

El crecimiento del parasito fue monitoreado constantemente para determinar el
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porcentaje Optimo de eritrocitos infectados necesario para los ensayos

antimicrobianos.

2.4. Extraccion de ARN y obtencion de cADN
Los niveles de expresion del gen tctp de B. bigemina fueron determinados mediante
RT-qPCR, para lo cual se realizé la extraccion de ARN siguiendo el protocolo
descrito a continuacién: Previo a la extraccion, los eritrocitos fueron lavados con
PBS (pH 7.4) mediante centrifugacién a 2,500g durante 5 min, decantando el
sobrenadante en cada ciclo hasta que este presentdé un color traslucido.
Posteriormente, se afadieron 900 pl de Tri Reagent™ por cada 100 ul de eritrocitos;
las muestras fueron homogeneizadas en vortex y almacenadas a —80 °C hasta su
uso. Para la fase de separacion, se agregaron 200 ul de cloroformo a cada muestra,
se homogeneizaron durante 15 s y se incubaron a temperatura ambiente durante 5
min. Las muestras fueron centrifugadas a 12,000g durante 15 min, y el

sobrenadante que contenia el ARN fue transferido a tubos limpios.

La precipitacion del ARN se realiz6 anadiendo 500 pl de isopropanol a cada
muestra, las cuales se incubaron a 4 °C durante toda la noche y posteriormente se
centrifugaron a 12,000 g por 15 min a 4 °C. El pellet obtenido fue lavado tres veces
con etanol al 75 % (grado biologia molecular) mediante centrifugacién a 8,800 g
durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente, se retiré el sobrenadante, el
pellet se dejo secar durante 60 min y se resuspendido en agua grado biologia
molecular. Cuando las muestras de ARN fueron analizadas por electroforesis en gel
de agarosa al 1 % y cuantificadas en nanodrop, se trataron con DNasa libre de
ARNsa (RQ1 DNase) (Promega Biotech, EUA), para esto se preparo la reaccion de
digestion con DNasa mezclando entre 1 y 8 ul de ARN, 1 ul de tampdn de reaccion
10X libre de ARNsa (RQ1), y 1 unidad de DNasa libre de ARNsa (RQ1) por cada
microgramo de ARN. Se ajusto el volumen final a 10 ul con agua libre de nucleasas.
Luego, la mezcla se incub6 a 37 °C durante 30 min. Para detener la reaccion, se
afiadio 1 pl de la solucién de detencion de DNasa (RQ1) y se incubd a 65 °C durante

10 min para inactivar la enzima.
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Para la obtencion de cDNA se utilizé el ARN tratado anteriormente en la reaccion
de transcripcion reversa (RT) utilizando el kit “USB corporation cat 78355, Two step
RT-PCR Kit 50 RT reactions, 100 PCR reactions”. Se aplicd un protocolo estandar
que incluy6 una reaccion de RT seguida de una reaccion de PCR en punto final. La
mezcla inicial se preparo en un volumen total de 10 pl, combinando 100 ng de ARN,
1 ul de primer reverso especifico del gen (a una concentracion de 10 uM) y agua
libre de ARNsas. Esta mezcla fue homogeneizada en vortex y centrifugada
suavemente. Posteriormente, se incubé a 75°C durante 5 min y se transfirio

inmediatamente a hielo por otros 5 min.

La mezcla de RT se completd hasta un volumen final de 25 pl, afnadiendo 6.75 ul de
agua libre de ARNsas, 5 ul de tampdén RT 5X, 1.25 ul de mezcla de nucleétidos
(10 mM), 1 ul de inhibidor de ARNsa (4 U/pl) y 1 ul de transcriptasa reversa M-MLV
(25X). Para cada reaccién, tanto para tctp como para gapdh, se incluyeron sus

respectivos controles negativos de transcripcion reversa (RT-).

La mezcla final fue homogeneizada nuevamente por vortex y centrifugada
brevemente para reunir el contenido en el fondo del tubo. La reaccion se incubd a
42 °C durante 30 min, seguida de una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5

min. Posteriormente las muestras de cDNA se almacenaron a -20° hasta su uso.

2.5. Cuantificacién de Bbitctp por gPCR
Con el cDNA previamente sintetizado, se cuantificaron los niveles de expresion del
gen tctp mediante gPCR cuantitativo. Para ello, se disefi6 un par de oligonucledétidos
con base en las secuencias del gen Bbitctp de B. bigemina (ID: 24564412) y del gen
gapdh (LK391708). Dichos oligonucleétidos fueron empleados, por una parte, para
la construccion de una curva estandar con concentraciones conocidas del numero
de copias de cada gen, y por otra, para el analisis de los niveles de expresion de

tctp en las fases infectantes del parasito.
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Tabla 4: Set de oligos de Bbitctp y gapdh utilizados en tiempo real

Longitud GC

Secuencia ™
(pb) (%)
Bbitctp
AGAACTTCGTCAAGCACGTC 20 50 55
forward
Bbitctp GTCCTTGATGTAGACAAGCC
Amplicon  50.0 55
reverse
de: 140
gapdh 55
GTATTGGCCGTCTGGTTCTC 20 55
forward
22
gapdh
AGGTACTCCATGTAGTCAGAGG Amplicon  50.0 55
reverse de: 100
e:

Para ambos pares de primers se utilizaron con las siguientes condiciones de PCR

en punto final:

95°C

/ 5 min

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2 %, y la longitud de los amplicones y la concentracién del nimero de copias para
cada gen se estimo por comparacion con un marcador de talla molecular GeneRuler
100 bp DNA Ladder (Promega cat: G2101). Una vez obtenido el gel se cuantificé el

numero de pixeles de cada amplicén respecto al marcador de talla molecular.
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Tabla 5: Cuantificacion de los amplicones de Bbitctp y gapdh por densitometria

# total de Value int

pixeles
Ladder 5136 11389.9
Bbitctp 5136 15778.8
gapdh 5136 11905

Cuantificaciéon de pixeles para Bbitctp

(5136 * 15778.8)

113899 = 7115.06

Concentracidon de Bbitctp respecto al marcador de talla molecular que tenia una

concentracion de 0.26 ng/ul.

(0.26 ng/ul * 7115.06)

=0.36n
5136 g
Estimacién del numero de copias para Bbitctp
Cantidad de ADN Constante de Avogadro
¢

Amount (ng) x 6.022 x 1023
Length (bp) x 1 x 10° X 660 -

Numero de copias =

Longitud del ADN - Factor de conversion. Masa promedio
de 1pb de dsADN

(0.36ng * 6.022x1023)

= 2.3x10°
(140 * 1x10° * 660) x

# de copias de Bbitctp =

Cuantificacién de pixeles para gapdh

(5136 x 11905)

113809 >368.69

Concentracion de gapdh respecto al marcador de talla molecular que tenia una

concentracion de 0.26 ng /ul.

(0.26 ng/ul * 5368.69)
5136

=0.27ng

Estimacién del numero de copias para Bbitctp
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Cantidad de ADN Constante de Avogadro

¢
Amount (ng) x 6.022 x 1023

Length (bp) x 1 x 10° x 660 -~
Longitud del ADN -

Numero de copias =

Factor de conversion  Masa promedio
de 1pb de dsADN

(0.27ng * 6.022x1023)
(100 * 1x10° * 660)

# de copias de Bbitctp = = 2.4x10°

Los productos de PCR obtenidos se emplearon para la construccion de curvas
estandar correspondientes a los genes Bbitctp y gapdh, abarcando concentraciones
desde 1x102 hasta 1x10* copias/ul; gapdh fue utilizado como gen enddgeno de
referencia. Para el analisis cuantitativo del numero de copias de Bbitctp mediante
PCR en tiempo real (QPCR), se obtuvieron muestras de ARN correspondientes a
las fases infectantes de B. bigemina, a partir de las cuales se generd cDNA. Este
cDNA fue utilizado para evaluar los niveles de expresion del gen Bbitctp mediante
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), utilizando el equipo Rotor-
Gene Q, con las mismas condiciones de PCR anteriormente descritas. Los datos
obtenidos fueron normalizados con base en las curvas estandar previamente
construidas para ambos genes, y analizados mediante el método ACt. Finalmente,
los resultados fueron sometidos a analisis estadistico utilizando ANOVA de una via
(One-way ANOVA) y se les aplico la prueba pos hoc tukey en el programa GraphPad
Prism 8.

2.6 Extraccion de proteinas totales de las fases infectantes de B. bigemina
La extraccion de proteinas totales se realizé a partir de ninfas infectadas y eritrocitos
infectados de un cultivo in vitro y de sangre proveniente de un bovino infectado, con
un 3 % de parasitemia confirmada, para la obtencién de los extractos proteicos, las
muestras fueron transferidas a tubos de 50 ml y centrifugadas a 2,500 x g durante
15 min. Posteriormente, se realizaron varios lavados con 10 a 20 ml de PBS pH 7.4
frio, suplementado con inhibidor de proteasas (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail
EDTA-free, cat: 11873580001), asegurando la completa resuspension del pellet en

cada paso, hasta que el sobrenadante se observé translucido. El pellet obtenido se
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congel6 a —80 °C durante toda la noche. Una vez descongelado sobre hielo, se lavo
nuevamente en PBS 1X frio con inhibidor de proteasas, repitiendo el proceso de
centrifugacion a 1860 x g durante 15 min por 3 a 4 ciclos, hasta obtener un pellet

rosado o blanquecino.

El pellet final, correspondiente a cada una de las fases infectantes parasitarias, se
resuspendieron en un volumen adecuado de buffer de lisis 2X, también
suplementado con inhibidor de proteasas (entre 100 y 400 pl, de acuerdo al tamano
del pellet). Las muestras se almacenaron a —80 °C toda la noche y posteriormente
se sonicarén 3 min (80% amplitud, 30 s de pulso, 30 s de pausa), manteniéndolas
sobre hielo entre cada ciclo para evitar el sobrecalentamiento. Finalmente, se
conservaron a —20 °C hasta su uso. Para el analisis de la integridad de los extractos
proteicos, se mezclaron con buffer de carga 6X, de cada muestra se prepar6é un
volumen de 20 pl en total, se hirvieron durante 5 min y sonicaron durante 3 min (60%
amplitud, 30 s de pulso, 30 s de pausa), posteriormente se centrifugaron a 12,000 x
g por 5 min a4°C, de cada muestra se tomaron 10 ul del sobrenadante y se corrieron
en un gel desnaturalizante al 10% de acrilamida/bisacrilamida. Por ultimo, el gel fue
tefiido con azul de Coomassie r-250 en agitacién durante 30 min, y se lavd con

solucién destefidora 3 veces en agitacion durante 30 min.

2.7 Concentracion y cambio de buffers de los extractos proteicos
La concentracién y cambio de buffer se realizé utilizando el kit “ReadyPrep™ 2-D
Cleanup Kit” (Biorad, cat: #163-2130) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor, brevemente, los extractos proteicos obtenidos de fases infectantes
fueron transferidos a microtubos de 1.5ml, asegurando una concentracion de
300 ug de proteina en un volumen final de 100 pl. A cada muestra se le afiadieron
300 ul del agente precipitante 1, mezclando en vortex y manteniéndolas en hielo
durante 15 min. Posteriormente, se anadieron 300 ul del agente precipitante 2,
mezclando nuevamente por vortex. Las muestras se centrifugaron a 12,000 x g
durante 5 min. Una vez formado el pellet, se elimind cuidadosamente el
sobrenadante sin tocar el pellet, y se realizé una segunda centrifugacion breve (15—

30 s) para recuperar cualquier liquido residual, el cual también fue retirado.
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Sobre el pellet se anadieron 40 ul del reactivo de lavado 1, seguido de una
centrifugacion a velocidad maxima durante 5 min. El sobrenadante fue descartado,
y se afiadieron 25 ul de agua grado protedmico, resuspendiendo el pellet en vortex
durante 10-20 s. Posteriormente, se agregé 1ml del reactivo de lavado 2
(preenfriado a —20 °C por al menos una hora) y 5 pl del aditivo 1, mezclando por
vortex durante 1 minuto. Las muestras se incubaron a —20 °C durante 60 min,
agitando por vortex cada 15 min durante 30 s. Finalizada la incubacion, se
centrifugaron nuevamente a velocidad maxima durante 5 min para formar un pellet
compacto, eliminando el sobrenadante y cualquier residuo mediante una
centrifugacion adicional breve. El pellet se dejé secar a temperatura ambiente por
no mas de 5 min, hasta observar una apariencia translucida. Cada pellet fue
resuspendido en un volumen adecuado de PBS 1x con inhibidor de proteasas y se
mezclo por vortex hasta disolver completamente el pellet. Si el pellet permanencia
compacto se procedioé a sonicar la muestra por 3 min (60% amplitud, 30 s de pulso,
30 s de pausa). La integridad de las muestras de proteinas se analizd por
Electroforesis SDS-PAGE gel de poliacrilamida al 12 % y se tifio con azul de

Coomassie r-250 y se destifio como se menciond en el apartado anterior.

2.8 Cuantificaciéon por el método de Bradford

Para la cuantificacion de proteinas de las muestras se utilizé el método de Bradford
M. M. (1976), construyendo una curva estandar construida a partir de cinco
diluciones seriadas de albumina bovina (BSA, sigma aldrich) en PBS, con
concentraciones de 80, 40, 20, 10 y 5 ug/ml; PBS se empled como blanco. Se
cargaron 160 pl de cada punto y de cada muestra en una placa de 96 pozos, por
triplicado, después se adicionaron 40 ul de reactivo concentrado Dye Reagent (Bio-
Rad). Las mezclas se agitaron suavemente y se midié la absorbancia a 595 nm en
un espectrofotémetro (SPECTROstar Nano, BMGLABTECH).

Las proteinas recombinantes rBbiTCTP y rGP45, previamente purificadas y
dializadas, fueron cuantificadas de igual manera por el método de Bradford, con los
siguientes puntos de la curva estandar de BSA: 8, 4, 2, 1 y 0.5mg/ml y de cada

muestra se dispensaron 20 upl y 200 pl del reactivo de Bradford 1x.
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2.9. Deteccién de Bbi|TCTP por Western Blot
Antes de proceder a la cuantificacion de la proteina BbiTCTP en las fases
infectantes de B. bigemina por ELISA, se verific6 mediante Western blot la
especificidad de los anticuerpos de conejo anti-péptidos de BbiTCTP,
proporcionados por el Laboratorio de Inmunologia y Vacunas de la Universidad
Auténoma de Querétaro. Se confirmé que dichos anticuerpos reconocen tanto la
proteina nativa como la proteina recombinante rBbiTCTP (obtenida como parte del
objetivo 3 de este proyecto). Para ello, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
las proteinas obtenidas de una muestra de sangre de bovino con 3% de
parasitemia, junto con 80 ug/ml de proteina recombinante rBbiTCTP. Las muestras
fueron previamente separadas mediante electroforesis SDS-PAGE al 12 %.
Posteriormente, se realizé la transferencia a membranas de nitrocelulosa de
0.45um (Bio-Rad, EUA) a 100V en frio durante 1 hora. Las membranas fueron
bloqueadas durante 2 horas a 37 °C con TBS-T con leche al 5%. Se realiz6 un
lavado TBS-T con leche al 0.1 %, y se incubaron los anticuerpos primarios de sueros
preinmunes e inmunes con anti-TCTP en una dilucion 1:3000 en TBS-T con leche
al 1 %, durante toda la noche a 4 °C con 120 rpm. Posteriormente, las membranas
se lavaron cinco veces con TBS-T con leche al 0.1 %, en agitacion durante 10 min.
Finalmente, se incubaron los anticuerpos secundarios en una dilucion 1:3000
durante 1 hora con agitacion a temperatura ambiente, se realizaron cinco lavados
adicionales con TBS-T y se revelaron mediante el sustrato ECL (Bio-Rad, EUA). La
visualizacion de las bandas se llevd a cabo utilizando el fotodocumentador
ChemiDoc (Bio-Rad, EUA). Una vez comprobado que los anticuerpos reconocian

especificamente a la proteina se procedié a la cuantificacion por ELISA.

2.10 Clonacién del gen Bbitctp y gp45 en el vector de expresion y analisis de
las clonas.

El gen Bbitctp de B. bigemina fue clonado en el plasmido pColdll, a partir de cDNA

obtenido como se describié anteriormente, utilizando los oligonucledtidos sentido y

antisentido que incluian sitios de restriccién (BamHI y Hindlll respectivamente):

B.big_tctp_BamHI_F: GGATCCATGCTTGTCTACAAGGATCT
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B.big_tctp_Hindlll_R: GAATTCTCAGTAGCGCTCCTCCGTCAA

Con las siguientes condiciones de PCR:

95° C 95° C

5 min 30s
72°C| 72°C

1min| 7 min

58°C

30s

Tanto el plasmido como los productos de PCR fueron visualizados en gel de
agarosa al 1% para verificar su integridad. Posteriormente, se sometieron a
digestion enzimatica con BamH| y Hindlll durante 3 horas a 37 °C en bafo Maria. El
plasmido fue tratado con fosfatasa alcalina de intestino de camardn (Thermo Fisher,
EUA) para eliminar los grupos fosfato libres y evitar religacion. Finalmente, tanto el
vector como el producto de PCR fueron cuantificados y purificados a partir de gel
de agarosa al 1 % utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega), dejandolos listos para la reaccion de ligacion.

La reaccion de ligacion se realizé utilizando una relacion molar vector:inserto de 1:3,
correspondiente a 50 ng del vector pColdll previamente digerido con BamH|'y Hindlll
y tratado con fosfatasa alcalina de intestino de camarén (Thermo Fisher, EUA), y
150 ng del producto de PCR del gen Bbitctp. La mezcla de ligacion se preparé en
un volumen final de 20 yl, incluyendo 1 ul de enzima T4 ligasa y 4 pl de amortiguador
de ligasa (Thermo Fisher, EUA, cat: EL0014). La reaccion se incub6 durante toda la
noche a 16 °C en Bano Maria. Como controles, se incluyeron dos reacciones
adicionales: una reaccion sin inserto (solo vector y ligasa) para evaluar la religacion
del vector, y otra sin inserto ni ligasa (solo vector) para descartar autofosforilacion o

contaminacion.

El gen gp45 fue amplificado a partir de cDNA utilizando los oligonucledtidos:
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B.big_gp45_BamH_F: CCGGATCCATGATGCTCGCTACGTTTTCT

B.big _gp45_Hindlll_R: CATCAAGCTTTTAAAATGCAAAAGCAGCACTC

Con las siguientes condiciones de PCR:

95°C 95°C

5 min 30s
72°C| 72°C

1min| 7min

57°C

30s
4°C

Los primers incluyeron sitios de restriccion para BamH| y Hindlll, compatibles con
el sitio multiple de clonacién del vector de expresion pColdll. La metodologia de
clonacion, ligacion y transformaciéon fue la misma utilizada para Bbitctp, descrita

anteriormente.

2.11 Transformacion de E. coli Rosetta gami
La transformacion se realizé descongelando un vial de células competentes E. coli
Rosetta gami en hielo durante 5 min. Se tomaron 50 ul de células y se adicionaron
10 pl de la mezcla de ligacion correspondiente. Las muestras se mantuvieron en
hielo durante 30 min y posteriormente se sometieron a un choque térmico a 42 °C
durante 30 s. Inmediatamente después, se colocaron en hielo por 2 min. Se
afiadieron 250 ul de medio S.O.C. previamente atemperado a temperatura ambiente

y se incubaron a 37 °C durante 1 hora con agitacion a 180 rpm.

Posteriormente, se sembraron 50 ul y 100 pl de cada transformacion en placas con
medio LB suplementado con ampicilina (100 ug/ml). Como control negativo, se
transformaron células unicamente con el vector pColdll sin inserto. Las colonias
obtenidas fueron seleccionadas y analizadas mediante miniprep, seguidas de
digestion enzimatica y visualizacion en gel de agarosa al 1% para confirmar la

presencia del inserto. Finalmente, se realiz6 la secuenciacion del plasmido
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recombinante para verificar que el fragmento insertado correspondia al gen Bbitctp
de B. bigemina y que se encontraba en el marco de lectura correcto para su

expresion.

2.12 Expresion y analisis de la solubilidad de las proteinas recombinates
rBbiTCTP y rGP45.
La expresion de la proteina recombinante rBbiTCTP se llevé a cabo a partir de
clonas positivas que contenian el inserto. Una clona fue seleccionada y cultivada en
50 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml), incubada a 37 °C y 180 rpom durante
toda la noche. Posteriormente, se transfirié el precultivo a un matraz con 450 ml de
medio LB-ampicilina y se continué la incubacion bajo las mismas condiciones. El
crecimiento bacteriano fue monitoreado hasta alcanzar una densidad o6ptica (OD)
entre 0.4 y 0.6, momento en el cual se tomaron 10 ml como muestra a utilizar como
control no inducido. Al volumen restante se le adicion6 IPTG a una concentracion
final de 1 mM para inducir la expresion de la proteina recombinante, incubando a

16 °C durante 14 horas con agitacion a 180 rpm.

Las muestras inducidas fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 12% en
condiciones desnaturalizantes, y tefiidas con azul de Coomassie R-250. Asimismo,
se realiz6 un analisis por Western blot empleando anticuerpos anti-His tag (sc-8036)
en una dilucion 1:3000 y anticuerpos secundarios anti- ratén (goat anti-mouse 1gG-

HRP: sc-2005) a una dilucion 1:5000, siguiendo el protocolo previamente descrito.

Para evaluar la solubilidad de la proteina recombinante, se realizé un ensayo de
lisis celular mediante sonicacion. Se tomaron 1 ml de cultivo inducido, se mantuvo
en hielo y se sonico por 3 min (80% amplitud, 30 s de pulso, 30 s de pausa). Las
muestras fueron centrifugadas a 7,500xg durante 20 min, separando el
sobrenadante (fraccidén soluble) del pellet (fraccién insoluble). Ambas fracciones
fueron analizadas por SDS-PAGE al 10 %, tefiidas con azul de Coomassie R-250,
observandose que la proteina rBbiTCTP se encontraba unicamente en la fraccion
soluble, por otro lado, la proteina recombinante rGP45 se encontré tanto en la
fraccion soluble como en la insoluble, por lo que se procedid a purificarla de la

fraccién soluble al igual que rBbiTCTP.
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2.13 Purificacion de las proteinas rBbiTCTP y rGP45 (incluir GP45)
Una vez confirmada la presencia de las proteinas recombinantes rBbiTCTP y rGp45
en la fraccion soluble mediante SDS-PAGE gel de poliacrilamida al 12% y al 10%
respectivamente, se procedid a su purificacion por cromatografia de afinidad. A
partir de 100ml de cultivo inducido, se obtuvo una pastilla de bacterias
centrifugando a 7,500 x g durante 20 min. El pellet fue resuspendido en 10 ml de
buffer A1 y sometido a sonicacion en alicuotas de 1 ml por 3 min (80% amplitud, 30
s de pulso, 30 s de pausa), manteniendo las muestras en hielo. Los 10 ml sonicados
fueron reunidos en un tubo estéril y centrifugados nuevamente para separar el

sobrenadante, que contenia la proteina soluble.

El sobrenadante fue filtrado a través de membranas de 0.45 um y cargado al equipo
AKTA go™ chromatography system Cytiva utilizando una columna de afinidad de
niquel (HisTrap™) siguiendo el protocolo de purificacién para proteinas solubles
precargado en el equipo. Se recolectaron 30 fracciones resultado de la elucion y se
analizaron unicamente las fracciones que se veian por debajo del pico del
electroferograma mediante SDS-PAGE al gel 10% y 12 % dependiendo el caso, con
el fin de verificar la presencia y pureza de la proteina rBbiTCTP. Posteriormente, se
seleccionaron las fracciones mas enriquecidas, las cuales fueron concentradas y
dializadas en PBS pH 7.4 con inhibidor de proteasas utilizando filtrosAmicon Ultra
de 15ml (10,000 NMWL). Las muestras obtenidas fueron analizadas mediante SDS-
PAGE al 12 % y cuantificadas por Bradford.

2.14 Cuantificacion por ELISA de BbiTCTP en fases infectantes de B.
bigemina
Para la cuantificacién de la proteina BbiTCTP mediante ELISA, se fijaron en una
placa de 96 pozos diluciones seriadas de la proteina recombinante rBbiTCTP, desde
20 yg/ml hasta 0.156 pg/ml, con cinco réplicas por concentracion. En la misma placa
se incluyeron muestras correspondientes a fases infectantes de B. bigemina, con
una concentracion de 280 pg/ml, también por quintuplicado. Para la fijaciéon del
antigeno, cada muestra se mezclé con buffer de carbonatos (pH 9.6) y se
adicionaron 100 pl por pozo; la placa fue incubada durante toda la noche a 4 °C.

Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS-Tween al 0.05 %, seguido de
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un bloqueo con suplementado con BSA al 1 % en PBS-Tween al 0.05 % durante 60
min a 37 °C. Posteriormente se realizaron tres lavados adicionales con PBS-Tween
al 0.05 % y se anadieron 100 pl del anticuerpo primario, a cada uno de los pozos en
dilucion 1:3000, asi como el control negativo (PBS-Tween 0.05 % con leche al 5 %),
todos por quintuplicado. Las muestras se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Luego,
se realizaron tres lavados con PBS-Tween al 0.05 % y se adiciond el anticuerpo
secundario (mouse anti-rabbit IgG-HRP: sc-2357) en diluciéon 1:3000, también en
PBS-Tween al 0.05 %, incubando nuevamente por 1 hora a 37 °C. Finalmente, se
realizaron cinco lavados y se agrego la solucion sustrato OPD (SIGMAFAST™,
peroxidase substrate, chromogenic, Tablet) en condiciones de oscuridad. La lectura
de absorbancia se realizd6 a 492nm utilizando el lector de microplacas
(SPECTROstar Nano) y se leyé cada 5 min hasta el minuto 20. Los valores de las
concentraciones de BbiTCTP se obtuvieron de la comparacion de las absorbancias
respecto a la curva estandar, una vez obtenidas las concentraciones de cada
lectura, se cargaron los datos el programa GraphPad Prism 8 y se les aplicé el
analisis estadistico de varianza ANOVA de una sola via, con la prueba poshoc tukey
para determinar las diferencias estadisticas entre la abundancia de BbiTCTP en las

fases infectantes de B. bigemina.

2.15 Obtencién de anticuerpos anti rBbiTCTP de B. bigemina en bovinos
La obtencién de anticuerpos anti-rBbiTCTP de B. bigemina se llevé a cabo mediante
la inmunizacion de bovinos. Inicialmente, se extrajo sangre para obtener suero
preinmune. Posteriormente, se inmunizaron bovinos con 100 ug/ml de proteina
recombinante rBbiTCTP, combinada con el adyuvante Montanide ISA™ 201. Se

realizaron dos inmunizaciones, con un intervalo de 21 dias entre cada una.

Al término del esquema de inmunizacién, se extrajo sangre de los animales
inmunizados y se centrifugd a 1,700 x g durante 20 min. El suero colectado fue
analizado mediante Western Blot, con el objetivo de corroborar que los anticuerpos

generados reconocian especificamente la proteina recombinante rBbiTCTP.
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2.16 Obtencién de anticuerpos anti rGP45 de B. bigemina en conejos.
La obtencion de anticuerpos anti-GP45 de B. bigemina se llevo a cabo mediante la
inmunizacion de conejos Nueva Zelanda. Previamente, se extrajo sangre para
obtener suero preinmune. Posteriormente, los animales fueron inmunizados con 80
pMg/ml de proteina recombinante rGP45, formulada con el adyuvante Montanide
ISA™ VG100. El esquema consistié en dos inmunizaciones, con un intervalo de 21

dias entre cada una.

Al finalizar el protocolo, se extrajo sangre de los conejos inmunizados y se centrifugo
a 1,700 x g durante 20 min. El suero colectado posterior a la segunda inmunizacion

fue utilizado como marcador de membrana en la microscopia.

2.17 Inmunolocalizaciéon de BbiTCTP de B. bigemina mediante microscopia
confocal
La inmunolocalizacién de la proteina BbiTCTP de B. bigemina fue realizada
mediante analisis de microscopia confocal. Se prepararon frotis a partir de cultivos
de eritrocitos infectados con B. bigemina, con una parasitemia del 1 % y de sangre
de un bovino infectado con 0.7 % de parasitemia. Los frotis fueron dejados secar a
temperatura ambiente con corriente de aire directa, posteriormente las laminillas
fueron permeabilizadas durante 40 min a 4°C con una solucién de acetona:metanol

(1:1) previamente enfriada a =20 °C.

Las laminillas fueron bloqueadas con PBS-TWEEN 0.5% con BSA al 10 %,
incubadas en camara humeda a 37 °C durante 1 hora temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo, se realizé 1 lavado con PBS por decantacion.

Se emplearon anticuerpos primarios anti-BbiTCTP (1:200) y anti-GP45 (1:200) de
B. bigemina, diluidos en PBS-T. Las laminillas fueron incubadas a 37 °C durante 1
hora en camara humeda. Posteriormente, se realizaron tres lavados en PBS por 10
min con agitacion sumergiendo las laminillas en cubeta de coplin, después se
procedié a la incubacién con anticuerpos secundarios: Alexa Fluor-488 (1:200),
conjugado con affinipure goat anti-IgG bovino (Cat: 131259), y Alexa Fluor-594
(1:200), conjugado con affinipure goat anti-IgG conejo (Cat: 142848). La incubacién

se realizdé en camara humeda a 37 °C durante 1 hora cubriendo las laminillas de la
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luz todo el tiempo. Luego, se efectuaron tres lavados adicionales con PBS-T durante

10 min cada uno en cubeta de coplin.

Finalmente, se retird el exceso de liquido de las laminillas, se adicion6 25 uL del
medio de montaje VECTASHIELD con DAPI (Vector Laboratories, H120010), se
colocé el cubreobjetos y se sellaron las orillas con barniz transparente, por ultimo,
las muestras fueron analizadas mediante microscopia confocal FLUOVIEW
FV4000.
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A)

Resultados
El conjunto de datos que se mostraran a continuacion, son resultado de analisis in
silico como experimentales sobre la proteina BbiTCTP para determinar su
importancia en el desarrollo del ciclo de vida de B.bigemina, especialmente en las

fases infectantes del parasito.

3.1 caracterizacion in silico a BbiTCTP de B. bigemina
El analisis in silico de la secuencia de BbiTCTP de B. bigemina se llevd a cabo
mediante la obtencion de la secuencia codificante del gen Bbitctp, derivada de la
secuenciacion del inserto ligado al vector pColdll. En la Figura 6A se presenta la
secuencia de nucledtidos de Bbitctp, la cual fue traducida utilizando la herramienta
Expasy para obtener la secuencia de aminoacidos (Fig. 6B). A partir de dicha
secuencia, se analizo la estructura secundaria de BbiTCTP de B. bigemina (Fig.
6C), donde se observaron cuatro hélices alfa y ocho laminas beta, junto con una
region desordenada caracteristica de las TCTP en otros organismos. En el circulo
rojo se muestran los 10 primeros residuos de aminoacidos que corresponden al
dominio de transduccién de proteinas (reportado en humanos), en el circulo verde,
se muestra el dominio de dimerizacion de TCTP ubicado en el bucle flexible de la

proteina, y en el circulo azul la region de union a microtubulos.

ATGCTTGTCTACAAGGATCTTTTCACCGGCGACGAGGTTTGCTCGGACGCCTACGCCCACCTCAACC B) MLVYKDLFTGDEVCSDAYAHLNPFDNADFANVAFEVKSNKVAKGNEDYGIACN
CCTTCGACAACGCCGACTTTGCCAACGTTGCCTTCGAAGTCAAGTCGAACAAGGTGGCAAAGGGTAA DDEEGGSSGPAADPGVEMVIDVVDAFRLQETPFTKAEYTSYIKKYIKRVATHLE

CGAGGACTACGGTATCGCTTGCAACGATGATGAGGAGGGTGGAAGCTCGGGACCCGCTGCCGACC ENQPDRVAAFKTDIQNFVKHVLSNFNDFEFYIGESLDLEAGLVYAYYNGEEVAP
CCGGCGTGGAGATGGTGATCGACGTCGTCGACGCCTTCAGGCTGCAGGAAACCCCCTTCACCAAGG RLVYIKDALTEERY
CCGAGTACACCAGCTACATCAAGAAGTACATCAAGCGTGTGGCCACCCACCTCGAGGAGAACCAGC
CCGACCGCGTTGCCGCCTTCAAGACCGACATCCAAAACTTCGTCAAGCACGTCCTCTCCAACTTCAA
CGACTTCGAGTTCTACATTGGCGAGTCCCTTGACCTTGAGGCCGGACTTGTCTACGCCTACTACAAC
GGTGAGGAGGTTGCGCCCAGGCTTGTCTACATCAAGGACGCCTTGACGGAGGAGCGCTACTGA

MLVYKDLF DEVCSDAYAHLNPFDNADFANVAFEVKSNKVAKGNEDYGI ACNDDEE

— —_— —_— —_—
SRR T T N S S s s s s s s s s s s s s s s s R R Y T R s s s s s e

D EMVIDVVDAFRLQETPFTKAEY YIKKYI KRV HLEENQPDRV FKTD

IQNFVKHVLSNFNDFEFYI GESLDLE LVYAYYNGEE RLVYIKDALTEERY

Figura 6: Analisis in silico de la secuencia de TCTP. A) Secuencia de nucleottidos
de la regién codificante de BbiTCTP. B) Secuencia de aminoacidos obtenida
mediante la traduccidén de dicha region en la herramienta Expasy. C) Estructura
secundaria de BbiTCTP de B. bigemina: en verde se muestran los residuos de
aminoacidos que conforman las cuatro hélices alfa de esta proteina; en azul, las
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ocho laminas beta; y en morado, la regién desordenada caracteristica. El dominio
de transduccién de proteinas (reportado en humanos) se muestra en color rojo, en
el circulo verde el dominio de dimerizacion ubicado en el bucle flexible, y en el
circulo azul la regién de unidn a microtubulos.

Posteriormente, se realizé modelaje 3D de BbiTCTP de B. bigemina (Fig. 7A). En
este caso, se observan regiones con alta confiabilidad estructural (pLDDT = 90),
correspondientes a elementos secundarios como hélices alfa y laminas beta. Las
zonas con pLDDT < 70 coinciden con la region desordenada, donde se localiza el
dominio de dimerizacion de esta proteina. En este analisis resaltan estos elementos

estructurales y probablemente funcionales con TCTP de otros organismos.

plDDT: =M Very low (<50) Low (60) 0K (70) Confident (80) = Very high (>90)

Figura 7: Estructura 3D proteina BbiTCTP de B. bigemina generado por
AlphaFold2. A) La estructura tridimensional muestra la organizacion espacial de los
residuos de BbiTCTP, coloreados segun el valor de confianza local (pLDDT). Las
regiones con alta confianza (pLDDT = 90) se representan en azul oscuro, mientras
que las zonas con menor confianza se degradan hacia el amarillo y el rojo. B)
Comparacion del modelo de BbiTCTP (Azul) con el cristal de TCTP de P. falciparum
(PDB: 3P3K, verde). El valor de RMSD entre ambas estructuras es de 0.500 A.

En el analisis de superposicion entre el cristal de TCTP de P. falciparum 'y BbiTCTP
(Fig. 7B), se observa que ambas proteinas presentan una estructura 3D
conservada, donde las hélices alfa y laminas beta empalman entre ambas
estructuras. En rojo se senala una hélice alfa extra, reportada en P. falciparum 'y
que también esta presente en B. bigemina, que es caracteristica de los parasitos
Apicomplexa. La conservacion estructural entre las proteinas sugiere una funcion

esencial compartida.
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Posteriormente, se realizé un alineamiento multiple de las secuencias de proteinas
TCTP de parasitos del phylo Apicomplexa y de Bos taurus, uno de los hospedantes
de B. bigemina. En dicho alineamiento (Fig. 8A), se identificaron regiones y residuos
de aminoacidos conservados entre especies, asi como los porcentajes de identidad
correspondientes (Fig. 8B), lo cual proporciona indicios sobre las posibles funciones
de la BbiTCTP de B. bigemina, ademas de aportar informacién sobre las relaciones
evolutivas de esta proteina (Fig. 8C), considerando que las secuencias similares

suelen compartir funciones o derivar de un ancestro comun.
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Figura 8: Comparacién de las secuencias de TCTP de parasitos del phylo
Apicomplexa con BbIiTCTP. A) Boxshade del alineamiento multiple de las
secuencias de TCTP de parasitos Apicomplexa, las regiones en negro son regiones
conservadas, las regiones grises representan cambios en los residuos de
aminoacidos que conservan propiedades bioquimicas similares. B) Porcentajes de
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identidad de las secuencias utilizadas para el alineamiento multiple y C)
Construcciéon de un arbol filogenético, en el clado verde se sefala a B. bigemina 'y
en el clado azul se sefiala a P. falciparum.

En el arbol filogenético de la secuencia de la proteina BbiTCTP, mostré que B.
bigemina se encuentra agrupada dentro de un clado monofilético que incluye otras
especies del género Babesia, como B. ovata, B. caballi, B. gibsoni, B. divergens, B.
bovis y B. ovis. Cercano este clado se ubican especies del género Theileria, como
T. orientalis, T. parva, T. annulata 'y T. equi, formando un conjunto cohesivo dentro
del filo Apicomplexa. Por su parte, P. falciparum se agrupa con P. reichenowi y P.
gaboni, lo que refleja la conservacion de la proteina TCTP en el género Plasmodium.
Ambos clados, aunque separados por una distancia evolutiva considerable, se
integran dentro del mismo clado de los apicomplexa, lo que sugiere una

conservacion funcional de TCTP entre géneros.
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3.2 Analisis de la expresion de Bbitctp las fases infectantes de B. bigemina
Para la estandarizacion de la RT-qPCR, se realiz6 la extraccion de ARN a partir de
muestras de eritrocitos infectados con B. bigemina, y se realiz6 RT-PCR en punto
final con los primers disefiados de Bbitctp y gapdh. A partir de los productos de PCR
en punto final (Fig. 9A), se cuantificd la concentracion y el numero de copias para
construir una curva a partir de un numero de copias determinado de Bbitctp y gapdh,
con el fin de cuantificar la expresién de Bbitctp en las fases infectantes. Los puntos
de las curvas fueron 1 x 108, 1 x 107, 1 x 10%, 1 x 10° y 1 x 10* copias. En la figura
9 se muestra la curva para Bbitctp (Fig. 9B) y gapdh (Fig. 9C), este ultimo

corresponde al gen constitutivo utilizado para normalizar la expresion de Bbitctp.
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Figura 9: PCR en punto final y curva de Bbitctp y gapdh. Panel A: gel de agarosa
al 2 %; carril 1, amplicén de Bbitctp (140 pb); carriles 2 y 3, controles RT-y C- de
tctp; carril 4, amplicon de gapdh (100 pb); carriles 5 y 6, controles RT- y C-,
respectivamente. Curvas de qPCR de gapdh (Panel B) y Bbitctp (Panel C) con los
puntos 1 x 108, 1 x 107, 1 x 10%, 1 x 10° y 1 x 10* numeros de copias.

En la Figura 10, panel A, se presenta el analisis de la expresion de Bbitctp en las
fases infectantes de B. bigemina evaluadas mediante qPCR. Las fases procesadas
y analizadas fueron esporozoitos (obtenidos de ninfas de R. microplus infectadas
con B. bigemina) y merozoitos, tanto in vivo como in vitro (eritrocitos de un bovino
infectado con B. bigemina y eritrocitos de un cultivo celular infectado,

respectivamente).
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En la figura 10 se muestra un ensayo realizado a partir de ANR extraido de intestinos
de garrapata R. mictoplus infectados con B. bigemina (en distintos tiempos post
replecion: 0 h, 24 h, 48 h y 72 h) Fig. 10B); el tiempo postreplecion se refiere al
intervalo que ocurre después de que la garrapata termina de alimentarse de sangre,

iniciando la infeccidn del parasito en los tejidos de la garrapata.
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Figura 10: Expresiéon diferencial de Bbitctp de fases infectantes de B.
bigemina. Panel A: Niveles de expresion relativa de Bbitctp de Merozoitos in vivo
(Bovino infectado con B. bigemina), Merozoitos in vitro (cultivo celular de B.
bigemina) y esporozoitos (ninfas de R. microplus infectadas de B. bigemina). Panel
B: Expresion diferencial de Bbitctp de B. bigemina en R. microplus. Comparacion de
la expresion diferencial de Bbitctp en intestinos de garrapatas infectas con B.
bigemina alas 0, 24, 48 y 72 horas post replecion. Datos analizados por ANOVA de
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una sola via. *Diferencia significativa de la expresion entre fases infectantes (P <
0,05).

Los resultados mostraron una expresién significativamente mayor de Bbitctp en los
merozoitos in vivo, seguido de los merozoitos in vitro, en comparacion con los
esporozoitos, los cuales presentaron los niveles mas bajos de expresion de Bbitctp,
tal como se observa en la Figura 10 A. Este patrén sugiere que la expresion de
Bbitctp esta estrechamente vinculada con la fase asexual del parasito, donde tiene
interaccion directa con el hospedante vertebrado. Ademas, la expresion de Bbitctp
en garrapatas R. microplus infectadas con B. bigemina, mostré una subexpresion

del gen en los estadios que se desarrollan dentro del vector.

3.3 Abundancia de BbiTCTP en las fases infectantes de B. bigemina
Para determinar la abundancia de la proteina BbiTCTP en las diferentes fases
infectantes de B. bigemina, se llevd a cabo la obtencion de una proteina

recombinante, la cual se muestra a continuacion:

3.3.1 Clonacién gen Bbitctp en el vector de expresion pColdll y caracterizacion
de clonas transformadas.

La cuantificacién de la abundancia de la proteina BbiTCTP de B. bigemina se realiz6
mediante la comparacidon con una curva estandar basada en diferentes
concentraciones de la proteina rBbiTCTP. A continuacion, se muestra la obtencion
de la construccion Bbitctp/pColdll para la obtenciéon de la proteina recombinante
anteriormente mencionada. Para esto, se realiz6 la extraccion de ARN de muestras
de eritrocitos infectados con B. bigemina para la obtencién de cDNA y amplificacion
de la regidén codificante de Bbitctp de 528 pb (Fig. 11A) con los primers que incluyen
las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI.
Posterior a la amplificacion, el producto de PCR se concentré mediante precipitacion

con etanol absoluto grado biologia molecular (Fig. 11B).
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Figura 11: Amplicén de la region codificante de Bbitctp de B. bigemina. Gel de
agarosa al 1% tenido con GelRedTM Nucleic Acid. A) Marcador de 100 pb (1),
amplificacion de Bbitctp (2), Rt- (3). B) Amplicon de Bbitctp concentrado después de
la precipitacién con etanol. Marcador de 100 pb (1), amplicon de Bbitctp (2), control
negativo (3), RT- (4).

Posteriormente se prepard el inserto y el vector pColdll, realizado una doble
restriccion con las enzimas BamHI| y Hindll; los cuales fueron analizados por
separado en un gel de agarosa (Fig. 12A). La ligacién del inserto con el vector se
llevé a cabo con la enzima T4 ligasa con sus respectivos controles. Posterior a la

ligacion, se comparo el DNAp de la clona positiva con el vector vacio (Fig.12B).
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500 pb —»| «+—528 pb fctp

3000 pb —>

Figura 12: Obtencién de la construccion pColdll/Bbitctp. A) Analisis del inserto
y el vector para la ligacion: Marcador de 100 pb (1), Amplicon Bbitctp [34.4 ng/ul]
(2), pColdll [19.1 ng/ul] (3). B) Analisis del DNAp de una clona: Marcador de 1 Kb
(1), Clona candidata de la ligacion pColdll + Bbitctp (2), pColdll sin inserto (3).

La construccion pColdll/Bbitctp se transformd en células competentes Rosetta-
gami™. Una de las clonas liberé el inserto cuando se analizé6 por una doble

restriccidn enzimatica con BamH| 'y Hindlll (Fig. 13A) y por secuenciacion (Fig. 13B).
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TGCTTGTCTACAAGGAT CTTTTCACCGGCGACGAGGTTTGCTCGGACGCCTACGCCCACCTCAACCCCTTCGACAACGCCGACTTTGCCAACGTTGCCTTCGAAGTCAAGTC
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Figura 13: Analisis de la construccion pColdil/Bbitctp. Analisis de doble
restriccion con Hindlll y BamHI| del DNAp de la clona obtenida: Marcador de 100 pb

(1), Inserto liberado: pColdll/Bbitctp (2). B) Electroferograma de la secuenciaciéon de
Bbitctp en pColdll.

3.3.2 Evaluacion de la expresion de la proteina recombinante rBbiTCTP y su
purificacion mediante cromatografia de afinidad.

La expresién de la proteina recombinante en células competentes Rosetta-gami™
fue inducida con IPTG, lo cual fue evaluado mediante SDS-PAGE gel de
poliacrilamida al 12%, donde se detectd una banda de aproximadamente 22 kDa,
correspondiente al peso molecular estimado de rBbiTCTP (Fig. 14A). La identidad

de esta banda fue confirmada mediante Western blot, utilizando anticuerpos
antihistag (Fig. 14B).

12 3 1 2 3

"B = o

25 KDa —»| — ‘ <«— rBbiTCTP 22.06 KDa 25 KDa —

Figura 14: Analisis de la expresion de rBbiTCTP. A) SDS-PAGE gel de
poliacrilamida al 12 % tefido con azul de coomasie; Marcador de peso molecular
(1), cultivo inducido (2), cultivo no inducido (3). B) Western blot de rBbiTCTP
membrana de nitrocelulosa incubada con antihistag: Marcador de peso molecular
(1), cultivo inducido (2), Cultivo no inducido (3).

d <«— rBbiTCTP 22.06 KDa
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El ensayo de solubilidad mostré a la proteina recombinante rBbiTCTP en la fraccidn
soluble (Fig. 15A). Por esta razon, se procedid a su purificacion mediante
cromatografia de afinidad utilizando columnas HisTrap (Fig. 15B). Las fracciones
obtenidas durante la elucién fueron analizadas por SDS-PAGE al 12 % (Fig. 15C).
Estas fracciones fueron posteriormente dializadas, concentradas y cuantificadas
(Fig. 15D), con el propdsito de construir una curva de referencia que permitiera

determinar la abundancia relativa de BbiTCTP en las fases infectantes de B.

bigemina.
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Figura 15: Analisis de la proteina recombinante rBbiTCTP. A) Ensayo de
solubilidad de rBbiTCTP. SDS-PAGE tefido con azul de coomasie: Marcador de
peso molecular (1), fraccion soluble (2), fraccién insoluble (3). B) Purificacion de
rBbiTCTP a mediante cromatografia de afinidad usando columnas HisTrap FF; en
la imagen se observan dos picos definidos de las fracciones 7 a la 15. C) Analisis
de las fracciones purificadas de rBbiTCTP: Marcador de peso molecular (1), fraccion
7-15 de la purificacion de rBbiTCTP. D) rBbiTCTP dializada y concentrada en
centricon: Marcador de peso molecular (1), Fraccion 10 antes (2), Fracciéon 10
dializada y concentrada 0.8 mg/ml (3).
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Esta proteina en condiciones nativas permitié construir una curva de referencia,
utilizada posteriormente para cuantificar la abundancia de BbiTCTP en las distintas

fases infectantes de B. bigemina.

Por otra parte, con la proteina recombinante rBbiTCTP se llevo a cabo la
preparacion del inmunogeno para la inmunizacion en bovinos. Esta emulsion fue
administrada por via subcutanea en un esquema de inmunizacion largo que incluyo
dosis. con el objetivo de inducir una respuesta humoral especifica contra la proteina

recombinante.

3.3.3 Evaluacién de anticuerpos para el reconocimiento de BbIiTCTP
recombinante y nativa

En el momento en que se llevd a cabo este experimento, aun no se disponia de
anticuerpos policlonales contra rBbiTCTP, debido a que en un primer experimento
los sueros del bovino previamente inmunizado con la proteina recombinante no
mostraron anticuerpos detectables y se tuvo que repetir el esquema de
inmunizacion (Fig. 16 A; grupos 2 y 3). Por esta razén, se decidié trabajar con sueros
de conejos inmunizados con péptidos sintéticos de BbiTCTP (Fig. 16 A; grupos 3, 4
y 5). Ademas, se evalué un suero de un bovino inmunizado con la proteina
recombinante rTCTP de B. bovis (Fig. 16, panel A). Todos los sueros mencionados
fueron analizados mediante Western blot, utilizando membranas de nitrocelulosa

sensibilizadas con la proteina recombinante rBbiTCTP.
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Figura 16: Western Blot utilizando anticuerpos anti-TCTP. Panel A: Membrana
de nitrocelulosa de rBbiTCTP incubada con distintas diluciones de suero pre inmune
bovino (1), suero bovino de la cuarta inmunizacion con rBbiTCTP (2), sueros de
conejo con anticuerpos anti pétidos de BbiTCTP conejo 2 (3), conejo 5 (4), conejo
7 (5) control positivo con anti histag (1:2000) (6). Panel B: Membrana de
nitrocelulosa de rBbiTCTP incubada con distintas diluciones de sueros anti TCTP
de B. bovis.
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Los resultados mostraron que los sueros de los bovinos inmunizados con rBbiTCTP
no generaron anticuerpos detectables contra la proteina recombinante, a diferencia
de los sueros de conejo, donde se observd una seial prominente a una dilucion
1:500 (Figura 16 A; grupos 3 y 4). Esta dilucion fue seleccionada como punto de
partida para los experimentos posteriores. Ademas, se observé que los anticuerpos
anti-TCTP generados contra la proteina recombinante de B. bovis (1:500)
reconocen a la rBbiTCTP de B. bigemina, lo cual indica que estos sueros podrian
ser empleados en ensayos futuros para evaluar reactividad cruzada y abundancia

relativa (Figura 16, panel B).

Una vez comprobado que los sueros de conejos inmunizados con péptidos de
BbiTCTP y los sueros de bovinos inmunizados con TCTP de B. bovis reconocian la
proteina recombinante, se procedidé a extraer proteinas de las fases infectantes de
B. bigemina (Fig. 17A), con el objetivo de verificar, mediante Western blot, que

dichos sueros también reconocen la proteina nativa (Fig.17 B, C, Ey F).

Los resultados del Western blot presentados en la Figura 17, que corresponden a
las fases infectantes incubadas con anti-TCTP de B. bovis a una dilucion de 1:500
(Fig. 17B) e incubadas con los sueros de conejo anti-péptidos de BbiTCTP a una
dilucion de 1:500 (Fig. 17C), no mostraron bandas correspondientes a BbiTCTP de
B. bigemina, por lo que se decidi6é eliminar las proteinas abundantes, como la
hemoglobina, que pudieran enmascarar el reconocimiento de BbiTCTP en los

extractos de proteinas y sobre todo concentrar las muestras realizando “Clean up”.

En la Figura 17, panel D, se muestra la integridad de los extractos proteicos después
del clean-up de las fases infectantes de B. bigemina en un gel de poliacrilamida al
12 %. Estos extractos fueron posteriormente transferidos a una membrana de
nitrocelulosa y, por una parte, se incubaron con el suero anti-TCTP de B. bovis
(1:500) (Fig. 17E), y por otra, con los sueros de conejos anti-péptidos de BbiTCTP
(1:500) (Fig. 17F). Cabe destacar que en experimentos anteriores se observo que
los sueros de B. bovis mostraron menor capacidad para reconocer la proteina
recombinante (Fig. 16B), por ello se decididé continuar los ensayos unicamente con

los sueros anti-péptidos contra BbiTCTP.
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Adicionalmente, en el ensayo de Western blot se evalué el anticuerpo anti-tubulina
en una dilucion 1:100, el cual serviria como control constitutivo para el analisis de la
abundancia de BbiTCTP. Este anticuerpo presenté reaccion cruzada con la tubulina
de la garrapata (Fig. 17B), por lo cual no se utilizé para ningun ensayo. Por esta
razon, se decidio llevar a cabo la cuantificacion de BbiTCTP mediante una curva

con concentraciones conocidas de la proteina recombinante empleando ELISA.
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Figura 17: Deteccion de la proteina nativa BbiTCTP. (A) SDS-PAGE al 12% de
proteinas totales de las fases infectantes de B. bigemina tefiido con azul de
coomasie (1) Ninfas infectadas con esporozoitos de B. bigemina, (2) Merozoitos in
vitro y (3) Merozoitos in vivo. (B) Membrana de nitrocelulosa sensibilizada con
proteinas totales de fases infectantes carril 1, 2 y 3, carril 4 control positivo de
rBbiTCTP, incubado con anti-tubulina (1:100) y anti TCTP de B. bovis (1:500). (C)
Membrana de nitrocelulosa sensibilizada con proteinas totales de fases infectantes
de B. bigemina carril 1, 2 y 3, incubada con anti péptidos de BbiTCTP (1:500). (D)
SDS-PAGE de proteinas totales de las fases infectantes de B. bigemina después
del clean up tefido con azul de coomasie (1) Ninfas infectadas con esporozoitos,
(2) Merozoitos in vitro y (3) Merozoitos in vivo. (E) Membrana de nitrocelulosa
sensibilizada con proteinas de fases infectantes post clean up incubadas con anti
TCTP de B. bovis (1:500). (F) Membrana de nitrocelulosa sensibilizada con
proteinas de fases infectantes post clean up incubadas con anti péptidos de
BbiTCTP (1:500). Membrana de nitrocelulosa sensibilizada con de rBbiTCTP
incubada con anti péptidos (1:500).

La estandarizacion del Western blot se llevd a cabo extrayendo proteinas totales de
eritrocitos infectados con B. bigemina de un bovino que tuviera mas del 3 % de
parasitemia, con el fin de comprobar que los sueros utilizados reconocen

especificamente a BbiTCTP y asi poder realizar el ensayo de cuantificacion
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mediante ELISA indirecta. A estos extractos de proteinas también se les realizé
clean-up y fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa. En la Figura 18 se
observa la especificidad de estos anticuerpos antipeptidos por la proteina
recombinante y nativa. La proteina recombinante rBbiTCTP se detecté a un peso
molecular aproximado de 20 kDa (peso tedrico), mientras que la proteina nativa de
B. bigemina se observo a un peso molecular cercano a 25 kDa. Adicionalmente, se
incluyeron sueros preinmunes como controles negativos en los ensayos de Western
blot, los cuales no mostraron sefales inespecificas, confirmando la especificidad de

la deteccion.
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Figura 18: Western blot de proteinas totales post clean-up de sangre infectada
con B. bigemina (merozoitos in vivo). Membrana de nitrocelulosa incubada con
sueros de conejo anti-péptidos de BbiTCTP en dilucion 1:1500 (1 y 2). Carril 1:
merozoitos; carril 2: rBbiTCTP. Controles con suero preinmune (3 y 4): carril 3:
merozoitos; carril 4: rBbiTCTP.

El resultado anterior permitié validar la deteccidon especifica por los anticuerpos,
ademas, se observo que la sefal obtenida con los sueros anti-péptidos fue mas
intensa en comparacion con la membrana incubada con sueros anti-TCTP de B.
bovis, lo que reforzd la decision de emplear exclusivamente los anticuerpos anti

péptidos de BbiTCTP para los ensayos de cuantificacion por ELISA indirecta.

3.3.4 Cuantificaciéon de BbiTCTP en las fases infectantes de B. bigemina

Para abordar la cuantificacion de la abundancia de la proteina BbiTCTP, se
implemento un ensayo de ELISA indirecta con el fin de determinar la concentracion
absoluta en las fases infectantes de B. bigemina. Para ello, se utilizaron los sueros

anti-péptidos de BbiTCTP de B. bigemina. Se extrajeron las proteinas totales de
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dichas fases, las cuales fueron comparadas contra una curva estandar construida
con concentraciones conocidas de la proteina recombinante (1.25, 2.5, 5y
10 pg/ml). Tanto las muestras como los puntos de la curva estandar fueron cargados
por quintuplicado, y las concentraciones de proteina total fueron previamente
igualadas para permitir una estimacién precisa de la abundancia de BbiTCTP. Cabe
destacar que la curva de rBbiTCTP fue estandarizada mediante multiples
experimentos independientes, y los puntos incluidos representan el resultado de
una estandarizacién. La deteccion se realizé utilizando anticuerpos anti-péptidos de
BbiTCTP en conejo a una dilucion de 1:3000, seguidos de un anticuerpo secundario
anti-lgG conejo conjugado a HRP también a una dilucion de 1:3000. A los valores
de absorbancia obtenidos en el ensayo de ELISA indirecta se les aplicé un analisis
estadistico de ANOVA de una via, seguido de una prueba post hoc de Tukey para
identificar diferencias significativas entre grupos, tal como se muestra en la Figura
19.
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Figura 19: Abundancia de la proteina BbiTCTP en fases infectantes de B.
bigemina. Comparaciéon entre merozoitos in vivo de un bovino infectado con B.
bigemina (azul), merozoitos in vitro de cultivo celular de B. bigemina (rojo) y
esporozoitos de ninfas de R. microplus infectadas con B. bigemina (verde). Los
datos fueron analizados en GraphPad Prism 8 mediante un analisis estadistico de
ANOVA de una sola via, seguido de una prueba post hoc de Tukey. Diferencia
significativa en la abundancia de BbiTCTP entre fases infectantes (P < 0.05).

En la Figura 19 se observa una diferencia significativa en la abundancia de la
proteina BbiTCTP de B. bigemina, siendo mas elevada en los merozoitos in vivo

obtenidos de sangre infectada de un bovino, seguida por los merozoitos in vitro
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cultivados en células, y finalmente por los esporozoitos provenientes de ninfas de
R. microplus infectadas. Esta tendencia en los niveles de abundancia proteica se

correlaciona con los niveles de expresion del mARN.

3.4 Inmunolocalizacién de BbiTCTP en merozoitos de B. bigemina in vitro e in
vivo

Para cumplir este objetivo, se procedié a la obtencidon de dos proteinas
recombinantes: rGP45, utilizada como marcador de membrana de B. bigemina, y
rBbiTCTP. Ambas proteinas recombinantes fueron utilizadas como inmundgenos
para inducir la produccion de anticuerpos especificos en animales: por una parte,
se inmunizaron conejos Nueva Zelanda con rGP45 para generar anticuerpos anti-
GP45, mientras que dos bovinos fueron inmunizados con rBbiTCTP para obtener
anticuerpos anti-BbiTCTP. Los anticuerpos obtenidos fueron empleados en ensayos
de inmunolocalizacion mediante microscopia confocal, con el propdsito de
determinar la distribucién celular de BbiTCTP en las fases infectantes de B.

bigemina, tanto in vitro como in vivo.

3.4.1 Obtencién de anticuerpos anti-BbiTCTP
El esquema de inmunizacion de bovinos con la proteina recombinante rBbiTCTP se
repitio, por lo cual se procedid a una nueva purificacion de dicha proteina mediante
cromatografia de afinidad utilizando columnas HisTrap FF (Figura 20A). La proteina
recombinante rBbiTCTP purificada, se dializd, concentrd y cuantificd (Figura 20B)
para llevar a cabo la formulacion del inmunégeno. Esta preparacion fue utilizada

para inmunizar a dos bovinos mediante un esquema de inmunizacion subcutaneo.
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Figura 20: Purificacion de rBbiTCTP. (A) Electroferograma de la purificacién de
rBbiTCTP por cromatografia de afinidad utilizando columnas his-trap. (B) SDS-
PAGE tefiido con azul de coomasie de rBbiTCTP purificada carril 1y 2.
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El esquema de inmunizacion inicio el 23 de abril y concluy6 el 26 de mayo del 2025.
Una vez obtenidos los sueros, se evalud su capacidad para reconocer la proteina
recombinante, con el fin de utilizarlos posteriormente en la determinacion de la

localizacion subcelular de BbiTCTP en merozoitos, tanto in vivo como in vitro.

Control1  Control 2 Bovino 1 Bovino 2
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Figura 21: Western blot de rBbiTCTP: Membrana de nitrocelulosa sensibilizada
con rBbiTCTP, incubada con sueros anti-BbiTCTP obtenidos de bovinos
inmunizados, evaluados a distintas diluciones (1:500 y 1:1000). Los controles 1y 2
corresponden a sueros preinmunes, mientras que los sueros de bovino 1 y bovino
2 representan muestras postinmunizacion.

En la Figura 21 se evidencia el reconocimiento de los anticuerpos generados como
resultado del esquema de inmunizacion en bovinos. Tanto el bovino 1 como el
bovino 2 generaron anticuerpos especificos contra BbiTCTP, lo que confirmé la
eficacia del inmunogeno recombinante en inducir una respuesta humoral detectable
mediante Western blot. Posteriormente, estos sueros fueron utilizados en ensayos
de microscopia confocal.

3.4.2 Clonacion gen gp45 en el vector de expresiéon pColdll y caracterizacién
de clonas transformadas.

La proteina recombinante rGP45 de B. bigemina fue empleada en este obijetivo

como inmundégeno para la generacion de anticuerpos en conejos, los cuales fueron

posteriormente utilizados para la inmunolocalizacion de BbiTCTP en los merozoitos.

A continuacion, se presenta la obtencion de la construccion pColdll/gp45.

En la Figura 22A se muestra la amplificacion de la region codificante de gp45
mediante RT-PCR, utilizando cDNA obtenido a partir de eritrocitos infectados con
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B. bigemina. El amplicén fue restringido junto con el vector pColdll utilizando las
enzimas Hindlll y BamHI, y ambos elementos fueron analizados por electroforesis
en gel de agarosa (Figura 22B). La ligacion se realizé utilizando T4 ligasa con sus
respectivos controles, posteriormente la construccién pColdll/gp45 se utilizé para

transformar células competentes Rosetta-gami.

Las clonas obtenidas fueron analizadas por restriccion para confirmar la insercion
del gen (Figura 22C), y la identidad de la secuencia fue verificada por secuenciacion
(Figura 22D).
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Figura 22: Construccién y analisis de pColdll/gp45 de B. bigemina. A) RT-PCR
de gp45 Gel de agarosa al 1 % GelRedTM Nucleic Acid (1: Marcador de talla 1 Kb,
2: RT-, 3: H20, 4. ™=58, 5. ™=57). B) Preparacion para la ligaciéon de la
construccion pColdll/gp45, Gel de agarosa al 1 %,1: Marcador de 1Kb, 2: Amplicén
gp45, 3: pColdll). C) Analisis las clonas por doble restriccidon con Hindlll y BamHl:
Marcador de 1 Kb (1), Inserto liberado: pColdll/gp45 (2-9). D) Electroferograma de
la secuenciacion de la regidon codificante de gp45 (en azul se muestra la secuencia
correspondiente a gp45).

3.4.3 Analisis de la induccion de rGP45 y su purificacion mediante
cromatografia de afinidad.

La proteina recombinante rGP45 fue expresada en E. coli Rosetta-gami. El ensayo
de induccion se realizo con IPTG donde el analisis por SDS-PAGE gel al 12% del

lisado celular total mostré una banda de aproximadamente 45 kDa, correspondiente
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al peso molecular tedrico de rGP45 (Figura 23A), lo que confirmd la induccion de la
expresion.

Al mismo tiempo se realizé un ensayo de solubilidad donde se observo a rGP45
distribuida tanto en la fraccidén soluble como en la fraccion insoluble. Adicional a este
ensayo se determind la identidad de las bandas vistas en el cultivo inducido

mediante Western blot, utilizando anticuerpos antihistag (Fig. 23B).
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Figura 23: Analisis de la expresion de rGP45. A) Ensayo de induccién y
solubilidad de rGP45, SDS-PAGE gel de poliacrilamida al 10 % tefido con azul de
coomassie: Marcador de peso molecular (1), Cultivo inducido (2), Cultivo no
inducido (3), Fraccion soluble (4), Fraccion insoluble (5). B) Western blot de rGP45
membrana de nitrocelulosa incubada con antihistag: Marcador de peso molecular
(1), cultivo inducido (2), Cultivo no inducido (3).

Dado que rGP45 se encontraba en la fraccién soluble, se procedié a su purificacion
bajo condiciones nativas mediante cromatografia de afinidad, utilizando columnas
HisTrap FF (Figura 24A). Las fracciones eluidas fueron analizadas por SDS-PAGE
gel al 10% (Figura 24B), observandose una banda unica de aproximadamente 47

kDa correspondiente a esta proteina recombinante.
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Figura 24: Purificacion de rGP45. (A) Electroferograma de la purificacion de
rGP45 por cromatografia de afinidad utilizando columnas his-trap. B) Fracciones
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purificadas de rGP45, SDS-PAGE gel de poliacrilamida al 10 % tefido con azul de
Coomassie: Marcador de peso molecular (1) Fracciones 16 a 19. (C) SDS-PAGE
tefido con azul de coomasie: marcador de peso molecular (1), fracciones después
de dializar y concentrar (2).

La proteina purificada fue posteriormente concentrada y dializada en centricon

(Figura 24C), se empled para la formulacion del inmundgeno.

3.4.5 Obtencién de anticuerpos anti-rGP45

El esquema de inmunizacién de conejos con la proteina recombinante rGP45 se
llevé a cabo entre el 14 de abril y el 22 de mayo del 2025. Se inmunizaron dos
conejos de la raza Nueva Zelanda cada 21 dias. Previo a cada inmunizacion, se
realizaron extracciones de sangre para la obtencion de suero. Una vez recolectado
el suero, se llevd a cabo microscopia confocal con el objetivo de evaluar la

colocalizacion de BbiTCTP utilizando los anticuerpos generados
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3.4.6 Inmunolocalizacion de BbiTCTP en merozoitos in vivo e in vitro de B.
bigemina
Como se menciondé anteriormente, GP45 es una proteina de B. bigemina que se
encuentra en la membrana de los merozoitos, por ello fue utilizada al montar las
laminillas para colocalizar a BbiTCTP en B. bigemina. Lo cual se muestra en la figura
25 panel A, donde vemos eritrocitos infectados con merozoitos in vivo como in vitro,

permeabilizados y no permeabilizados.

TCTP GP45 DAPI MERGE
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Figura 25 panel A: Localizacién de BbiTCTP en merozoitos in vivo e in vitro.
Eritrocitos infectados con B. bigemina obtenidos de un bovino infectado (in
vivo) y de cultivo celular (in vitro). Inmunolocalizacion de la proteina BbiTCTP
usando anticuerpos anti-BbiTCTP (verde), anti-GP45 (rojo) y el colorante DAPI
(azul). La linea blanca indica la escala de cada imagen, correspondiente a una
longitud de 3 um. Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia de escaneo
laser confocal FLUOVIEW FV4000. Los controles negativos se presentan en la
figura 20 panel B.

La localizacién de BbiTCTP se observa de manera intracelular tanto en las muestras

in vivo como in vitro. Ademas, se evidencia una diferencia en la distribucion
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extracelular, lo que podria indicar que BbiTCTP se encuentra fuera del parasito y
distribuida en el citoplasma del eritrocito infectado (figura 25 panel A) en
comparacion de los controles con sueros pre inmunes (figura 25 panel B). Mediante
microscopia confocal, se detectd que BbiTCTP se localiza predominantemente en
el citoplasma del parasito, con una sefal adicional en el citoplasma del eritrocito
infectado, lo que sugiere una posible secrecién o liberacion de la proteina hacia el

entorno intracelular del hospedador.
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Figura 25 Panel B: Controles de muestras de merozoitos in vivo e in vitro
incubadas con sueros preinmunes. Eritrocitos infectados con B. bigemina
obtenidos de un bovino infectado (in vivo) y de cultivo celular (in vitro). Laminillas
correspondientes a los grupos control fueron incubadas con sueros preinmunes
anti-BbiTCTP (verde), anti-GP45 (rojo) y el colorante DAPI (azul). La linea blanca
indica la escala de cada imagen, correspondiente a una longitud de 3 um. Las
imagenes fueron obtenidas mediante microscopia de escaneo laser confocal
FLUOVIEW FV4000.

La distribucion espacial refuerza la hipétesis de que BbiTCTP participa en procesos

de interaccion parasito-hospedador, y podria ser participe de la modulacién del
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ambiente celular o la evasion inmunoldgica. Cabe destacar que en los controles
negativos no se observo una sefal evidente, lo que confirma la especificidad de la

deteccion y la ausencia reaccion cruzada.

79



Discusion

La proteina TCTP es una proteina multifuncional conservada estructuralmente entre
organismos eucariontes como levaduras, plantas, humanos y parasitos como P.
falciparum y Babesia. En B. bigemina se ha reportado en las bases de datos la
secuencia putativa del gen y de la proteina de TCTP, se desconoce su estructura y
patron de expresion asociado a los estadios del parasito, por ello es importante
describir las caracteristicas de la proteina, y determinar si el patrén de expresion de
BbiTCTP es diferencial entre estadios infectantes de B. bigemina, con vistas al

desarrollo de métodos mas eficaces de control del parasito.

El analisis in silico de la proteina BbiTCTP de B. bigemina mostré caracteristicas
estructurales conservadas, a los ortélogos de TCTP de parasitos tomando en cuenta
lo reportado por Lagunas-Rangel (2022) en su analisis comparativo de ortélogos de
TCTP en protozoarios de importancia humana. El modelo estructural de BbiTCTP
de B. bigemina, generado mediante AlphaFold2, mostré elementos tridimensionales
que incluye cuatro hélices alfa, ocho laminas beta y una regién desordenada, patron
que coincide con el observado en el cristal de P. falciparum (Bommer, U. A. 2017)

y con las estructuras predichas de T. gondii y Acanthamoeba castellanii.

La presencia de una hélice alfa extra en B. bigemina, reportada en P. falciparum,
coincide con los elementos estructurales exclusivos para el phylo Apicomplexa. Esta
hélice podria estar relacionada con funciones importantes para el parasito, como la
interaccion con componentes del hospedador o la modulacion de la respuesta
inmune, tal como se ha propuesto para TCTP secretada por Plasmodium en su
respectivo hospedante. Ademas, el dominio de dimerizacion localizado en el bucle
flexible, una region estructuralmente variable entre las TCTP, pero funcionalmente
importante, fue identificado en B. bigemina, lo cual es consistente con su naturaleza
desordenada y probablemente con su papel en la dimerizacién de TCTP, estructura
necesaria para las funciones extracelulares de esta proteina, como se ha descrito

en ortélogos de otros parasitos (Lagunas-Rangel 2022).
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En humanos se ha reportado a los primeros diez residuos de aminoacidos como los
componentes fundamentales en el dominio de transduccién de proteinas
("Met,lle,lle,Try,Arg,Asp,Leu,lle,Ser,His'®) importantes para la interaccion e
internalizacién de TCTP en células B, este dominio esta compuesto por residuos
claves que componen un nucleo hidrofébico de interaccidén con la membrana
compuesto por la Met', lle? e lle3, Asp® Leu’ mientras que los residuos polares como
la Tyr* y la Arg® son indispensables para la interaccion a través de las membranas
celulares y la entrada de TCTP a la células B (Maeng & Lee, 2022). En la secuencia
de BbiTCTP ('Met,Leu,Val,Tyr,Lys,Asp,Leu,Phe, Thr®), se observan residuos de
aminoacidos con propiedades bioquimicas similares a los residuos de TCTP de
humanos, como los componentes de un nucleo hidrofobico Met', Leu?, Val®, Asp®,
Leu’ y los residuos Tyr* y Lys® similares a la Tyr* y la Arg® encargados de la
internalizacién, por lo que estos 10 primeros residuos de aminoacidos podrian tener
una funcién similar en cuanto a la interaccion con células del sistema inmune. En P.
falciparum se ha reportado que la recombinante PfTCTP (Pf= P. falciparum), tiene
un mayor porcentaje de incorporacion a células B y un efecto negativo en la
proliferacion de estas células (Calderén-Pérez et al., 2014), respecto a la TCTP

humano.

El estudio de Eichhorn et al. (2012) reporté que la artemisinina se une a regiones
especificas de PfTCTP, particularmente entre los residuos de aminoacidos que
forman parte de los dominios implicados en regulacién celular y respuesta
inmunoldgica. La superposicion estructural entre BbiTCTP de B. bigemina y la
estructura cristalografica de PTCTP (PDB: 3P3K) arrojo un valor de RMSD de 0.500
A, lo que indica una alta similitud espacial entre estas proteinas. Dado que las
regiones de union de artemisinina en PfTCTP se localizan dentro de elementos
estructurales bien caracterizados como la alfa hélice extra, la conservacion de estos
elementos en B. bigemina sugiere que BbiTCTP podria tener funciones similares.
Ademas, Eichhorn et al. descartaron que la unién del farmaco dependa
exclusivamente del residuo de cisteina (C14), lo que amplia el nimero de residuos

donde TCTP podria ser farmacolégicamente relevante (Eichhorn et al., 2012).
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El alineamiento multiple de secuencias entre TCTP de B. bigemina, apicomplejos y
B. taurus permiti6 identificar residuos conservados que podrian estar implicados en
funciones estructurales y celulares (mencionadas anteriormente). La conservacion
de estos residuos en B. bigemina sugiere que su BbiTCTP podria desempefiar roles
similares a los observados en otros parasitos, incluyendo la evasién de la respuesta
inmune mediante mecanismos de mimetismo molecular o interferencia con la

sefalizacion del hospedador.

Finalmente, el analisis filogenético mostré a B. bigemina dentro de un clado
monofilético junto a otras especies del género Babesia y cercano a especies del
género Theileria. Esta agrupacion es coherente con la filogenia del filo Apicomplexa
y con los patrones observados en el estudio comparativo de TCTP en protozoarios
humanos. Aunque Plasmodium y Babesia se agrupan en clados distintos, ambos
comparten una arquitectura estructural conservada, lo que sugiere una funcién que

se mantiene entre los apicomplexa (Lagunas-Rangel, 2022).

Los valores mayores de la expresion de tctp de B. bigemina fueron detectados en
merozoitos in vivo, seguida por los merozoitos in vitro, y una expresion mucho
menor en los esporozoitos. Estos resultados sugieren que Bbitctp esta regulada
positivamente durante la fase asexual, que se desarrolla en los eritrocitos, en la cual
existe una interaccidn con el hospedante, y que su expresion se reprime durante el

desarrollo de los estadios sexuales en la garrapata vector.

En la literatura solo hay un trabajo reportado sobre la expresion diferencial de tctp
en otros parasitos como es el caso de T. brucei, donde se han identificado dos
paralogos de TCTP (TCTP1y TCTP2) que se expresan especificamente segun la
etapa del ciclo de vida de parasito: TCTP1 se expresa exclusivamente en la forma
prociclica y TCTP2 en el estadio sanguineo (Jojic et al., 2018). Ademas, en T.
brucei, TCTP es esencial para la progresion del ciclo celular, la recuperacion post
estrés térmico y la citocinesis (Jojic et al., 2018).

Los resultados del analisis de la expresion de Bbitctp a partir de los intestinos de R.
microplus infectados con B. bigemina, mostraron una regulacion negativa de

Bbitctp. En este ensayo los valores mayores de la expresion de Bbitctp se
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detectaron a las 0 h post replecion, esto se puede deber a que en el lumen del
intestino de la garrapata una parte de merozoitos y gametocitos comienzan a
liberarse de los eritrocitos y probablemente se detectdé el remanente de estos, ya
que aque las 24 h, 48 hy 72 h, comienza el desarrollo de las etapas sexuales del
parasito y la invasion a los tejidos de la garrapata (Mosqueda et al., 2012). La
expresion de Bbitctp en los estadios de B. bigemina dentro de la garrapata a
distintos tiempos fue consistentemente subexpresada en comparacion de los
estadios en el hospedante vertebrado, lo que sugiere una represién transcripcional
durante el desarrollo sexual y la invasibn de B. bigemina al vector. Esta
subexpresion contrasta con la sobreexpresion observada en los merozoitos, donde
Bbitctp podria estar implicado en procesos de proliferacion, evasion inmunoldgica e
invasion eritrocitica en el bovino (Calderon-Pérez et al., 2014; MacDonald et al.,
2001).

La cuantificacion de la proteina BbiTCTP mediante ELISA indirecta reveld
diferencias significativas en su abundancia entre las fases infectantes de B.
bigemina, siendo mayor en los merozoitos in vivo, seguida por los merozoitos
cultivados in vitro, y con niveles minimos en los esporozoitos. Esta tendencia
proteica se corresponde con los niveles de expresion de Bbitctp, es decir que la
traduccidn esta sucediendo de manera proporcional a los niveles del mensajero de
Bbitctp, el cual muestra ser estable en esos estadios (Cenik et al., 2015) lo que
refuerza la hipotesis de que BbiTCTP puede desempenar funciones relevantes en

la fase intraeritrocitica del parasito.

La presencia de BbiTCTP en los merozoitos in vitro, aunque se observé menor
cantidad respecto a los merozoitos in vivo, indica que la expresion se mantiene en
estas condiciones, la menor abundancia de la proteina detectada in vitro se puede
deber a que el parasito no enfrenta la presion ejercida por el sistema inmune del
hospedante, sin embargo podria estar implicada en la invasién al eritrocito, por ello
se detectan niveles de expresiéon y abundancia de la proteina en los merozoitos in
vitro, a pesar de la ausencia del sistema inmune del bovino, lo cual se sustenta del
trabajo de tesis realizado por De la Cruz Gonzélez, V. G. (2023), donde se demostro,

mediante un ensayo de neutralizacion in vitro con anticuerpos dirigidos contra
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péptidos de BbiTCTP, una reduccion significativa en el porcentaje de eritrocitos
parasitados, por otro lado, la baja expresion de BbiTCTP en esporozoitos indica una
regulacion negativa durante los estadios sexuales de B. bigemina, donde no se
requiere la expresion de Bbitctp lo que se corresponde con los resultados obtenidos

en los ensayos cuantitativos de la expresion de Bbitctp.

En B. bovis, TCTP ha sido identificado como un antigeno inmunogénico que
participa en el establecimiento de la infeccion aguda y contiene epitopos B, ademas
se ha observado que la inmunizacion con TCTP de B. bovis recombinante genera
anticuerpos capaces de reconocer la proteina nativa en merozoitos, y que estos
anticuerpos tienen capacidad neutralizante en ensayos in vitro (Pérez-Almeida et
al., 2021). La implicacién directa de TCTP en la fase infectante y la capacidad para
inducir respuesta humoral refuerzan su relevancia como blanco inmunoldgico y una

proteina importante del estadio asexual de B. bigemina.

La localizacion de BbiTCTP observada mediante microscopia confocal refuerza la
posible participacion en procesos de interaccion parasito-hospedador. En la figura
20, panel A, se evidencia que BbiTCTP se encuentra predominantemente en el
citoplasma del parasito tanto en muestras in vivo como in vitro, 10 que sugiere una
funcion intracelular, estas funciones intracelulares de BbiTCTP pueden ser similares
a las reportadas para T. brucei, donde TCTP regula procesos intracelulares
esenciales como la citocinesis, la morfogénesis celular, la homeostasis de organelos
y la respuesta al estrés térmico (Jojic et al., 2018). En T. gondii, TCTP es crucial
para la invasion, adhesién, replicacion y permanencia intracelular del parasito
(Zheng et al., 2018). En D. discoideum, TCTP controla el crecimiento, la morfologia
celular, la organizacién del citoesqueleto y la transicion entre estados unicelulares

y multicelulares (Kumar et al., 2020).

Por otra parte, la presencia adicional de senal de BbiTCTP en el citoplasma del
eritrocito infectado indica una posible secrecién de la proteina hacia el citoplasma
del eritrocito o al medio extracelular del hospedante, lo cual podria estar relacionado
con la modulacién del sistema inmune. De manera general TCTP no tiene péptido

sefal para ser secretada de la célula, asi que probablemente es secretada por vias
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no candnicas como la secrecion en micro vesiculas tal como se ha reportado para
P. falciparum (Balmer, E. A., & Faso, C. 2021). Ademas, en P. falciparum, la proteina
PfTCTP cumple funciones clave que contribuyen al establecimiento vy
mantenimiento de la infeccibn. También se ha identificado como un homodlogo
funcional del factor liberador de histamina (HRF) humano (MacDonald et al., 2001).
PfTCTP ha sido detectada en el plasma de pacientes con malaria leve y grave, y se
ha demostrado que estimula la liberacion de histamina por basdéfilos y la secrecién
de IL-8 por eosindfilos, promoviendo respuestas inflamatorias que podrian favorecer
al establecimiento de la infeccion (MacDonald et al., 2001; Pelleau et al., 2012).
Ademas, como se mencioné anteriormente, PfTCTP se incorpora mas
eficientemente en linfocitos B humanos que el homdélogo humano, regulando
negativamente la proliferacion de estas células, lo que sugiere un mecanismo de
mimetismo molecular que interfiere con la respuesta inmune (Calderén-Pérez et
al.2014).

Estos ultimos resultados sugieren que BbiTCTP podria desempefar un papel como
componente funcional dentro del parasito, y como posible modulador extracelular

del sistema inmune del hospedante.

En conjunto, los resultados obtenidos en B. bigemina respaldan la hipétesis de que
BbiTCTP cumple funciones criticas durante las fases infectivas que se llevan a cabo
en el hospedante bovino, posiblemente relacionadas con la proliferacion, la
modulacién inmunolégica y la adaptacion celular. La subexpresion observada en
esporozoitos y en los estadios sexuales en garrapatas podria implicar que BbiTCTP

no es necesaria para la invasion del vector.
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Conclusiones

X/
L X4

El gen Bbitctp se expresa mas abundantemente en los merozoitos en
condiciones in vivo e in vitro, en comparacién con los esporozoitos, lo que
sugiere una regulacion positiva asociada al establecimiento de la infeccion

en el hospedante bovino.

La abundancia de la proteina BbiTCTP, determinada mediante ELISA
indirecta, mostré una tendencia concordante con los niveles de mARN,

siendo mas elevada en los merozoitos in vivo.

El analisis de inmunolocalizacion reveld que BbiITCTP se encuentra
predominantemente en el citoplasma del parasito, con una sefal adicional en
el citoplasma y en la membrana del eritrocito infectado. La ausencia de sefal
en los controles negativos confirma la especificidad del reconocimiento por

los anticuerpos utilizado.
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Perspectivas del proyecto

¢+ Evaluacion del potencial inmunogénico de BbiTCTP como candidato vacunal.

X/
L X4

X/
L X4

Caracterizacién del mecanismo de secrecion o exportacion de BbiTCTP.

Validacién funcional de BbiTCTP como posible factor de virulencia o proteina
de interaccién parasito-hospedante, mediante ensayos de silenciamiento
(ARNi) o delecién especifica (CRISPR-Cas), que permitan evaluar su

impacto en la viabilidad y capacidad infectiva de B. bigemina.
La deteccion de BbiTCTP en suero de bovinos infectados con B. bigemina

representa una linea prometedora para el desarrollo de herramientas

diagndsticas sensibles y especificas.
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Anexos

Anexo 1: Tabla con secuencias de TCTP utilizadas para la construccién del arbol

filogenético de la figura 8 C.

Especie

Accession Number

Adineta steineri
Amoeboaphelidium protococcarum
Amoeboaphelidium protococcarum
Anaeramoeba flamelloides
Anaeramoeba flamelloides
Babesia bigemina

Babesia bovis T2Bo

Babesia caballi

Babesia divergens

Babesia duncani

Babesia gibsoni

Babesia microti strain Rl
Babesia ovata

Babesia ovis

Babesia sp. Xinjiang

Besnoitia besnoiti

Blepharisma stoltei
Cardiosporidium cionae
Caulochytrium protostelioides
Cryptosporidium andersoni
Cryptosporidium bovis
Cryptosporidium canis
Cryptosporidium felis
Cryptosporidium hominis TU502
Cryptosporidium meleagridis

Cryptosporidium muris RN66

CAF0730184.1
KAI3633020.1
KAI3641277.1
KAJ3430405.1
KAJ3444100.1
XP_012768057.1
XP_001610402.1
G1X66225.1
KAK1934895.1
KAK2197249.1
KAK1442123.1
XP_012647937.1
XP_028865997.1
GFE53679.1
XP_028870200.1
XP_029215456.1
CAG9329875.1
KAF8821033.1
RKP03062.1
Ol1176468.1
KAH7649783.1
KAJ1606166.1
KAF7459210.1
XP_668673.1
POM84409.1
XP_002141641.1
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Cryptosporidium parvum lowa Il

Cryptosporidium ryanae

Cryptosporidium  sp.  chipmunk

genotype |
Cryptosporidium tyzzeri
Cryptosporidium ubiquitum

Cryptosporidium xiaoi

Cyanidiococcus yangmingshanensis

Cyanidioschyzon merolae strain 10D

Cyclospora cayetanensis
Cystoisospora suis

Eimeria acervulina

Eimeria brunetti

Eimeria maxima

Eimeria mitis

Eimeria necatrix

Eimeria tenella

Galdieria partita

Galdieria sulphuraria
Galdieria yellowstonensis
Ichthyophthirius multifiliis
Macrostomum lignano
Macrostomum lignano
Monocercomonoides exilis
Neospora caninum Liverpool
Paramecium octaurelia
Piliocolobus tephrosceles
Planoprotostelium fungivorum
Plasmodium berghei ANKA

Plasmodium chabaudi

XP_626765.1
KAH8741888.1

KAH8585081.1
TRY52662.1
XP_028872964.1
KAK6589158.1
KAF6004781.1
XP_005538060.1
XP_022592776.1
PHJ23507.1
XP_013247987.1
CDJ52797.1
XP_013334322.1
XP_013350336.1
XP_013439832.1
XP_013235093.1
GJQ15932.1
XP_005702445.1
KAK4524630.1
XP_004032352.1
PAA86325.1
PAA87426.1
KAH7826455.1
XP_003886276.1
CAD8175588.1
VWU48843.1
PRP87318.1
XP_034422313.1
AAP74554.1
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Plasmodium chabaudi adami
Plasmodium chabaudi adami
Plasmodium chabaudi chabaudi
Plasmodium cynomolgi strain B
Plasmodium falciparum
Plasmodium falciparum 3D7
Plasmodium falciparum 3D7
Plasmodium falciparum FCH/4
Plasmodium fragile
Plasmodium gaboni
Plasmodium gallinaceum
Plasmodium gonderi
Plasmodium inui San Antonio 1
Plasmodium knowlesi
Plasmodium knowlesi strain H
Plasmodium malariae
Plasmodium ovale curtisi
Plasmodium ovale wallikeri
Plasmodium reichenowi
Plasmodium relictum
Plasmodium sp. gorilla clade G3
Plasmodium vinckei
Plasmodium vinckei brucechwatti
Plasmodium vinckei lentum
Plasmodium vinckei petteri
Plasmodium vinckei petteri
Plasmodium vinckei vinckei
Plasmodium vivax

Plasmodium yoelii

Plasmodium yoelii

SCM22186.1
SCN60948.1
XP_742494.1
XP_004222904.1
AAZ73158.1
3P3K_A
XP_001351667.1
ETW28067.1
XP_012337815.1
XP_018643045.1
XP_028530684.1
XP_028544036.1
XP_008815080.1
P84152.1
XP_002259707.1
XP_028859798.1
SBS84564.1
SBT36458.1
XP_012761625.1
XP_028533562.1
SOV74352.1
CAD2108284.1
CAD2094841.1
CAD2094860.1
ADG01609.1
EUD73218.1
XP_008624482.1
XP_001613845.1
AAD28740.1
XP_725272.1
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Pneumocystis canis
Pneumocystis murina B123
Pseudocohnilembus persalinus
Saitoella complicata NRRL Y-17804
Streblomastix strix

Stylonychia lemnae

Tetrahymena thermophila SB210
Theileria annulata

Theileria equi strain WA

Theileria orientalis

Theileria orientalis

Theileria orientalis strain Shintoku
Theileria parva strain Muguga
Toxoplasma gondii ME49

Vitrella brassicaformis CCMP3155

KAG4303156.1
XP_007874558.1
KRW99548.1
XP_019026239.1
KAA6388004. 1
CDW75000.1
XP_001025866.1
XP_954451.1
XP_004829997.1
UKJ87786.1
UKK00197.1
XP_009689088.1
XP_765803.1
XP_002367410.1
CEM11640.1
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Anexo 2: Actividades de retribucién social.
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