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1. Introduccion

La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa no contagiosa, provocada por una
bacteria del Orden Rickettsiales llamada Anaplasma marginale, esta es una bacteria
intraeritrocitica, Gram-negativa (Ristic and Mcintyre, 1981) y esta clasificada dentro de la
familia Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001). La anaplasmosis se caracterizada por la
presencia de anemia hemolitica progresiva que provoca abortos, pérdida de condicion,
disminucién en la produccidon de leche y la muerte del ganado bovino (Ristic and Mcintyre,
1981).
Su distribucion es endémica en areas tropicales y subtropicales del mundo (Kocan et al.,
2004). En México, los estudios serologicos y moleculares mostraron la presencia de esta
enfermedad en mas del 50% del ganado muestreado (Rodriguez et al., 2009). Esta
enfermedad es la responsable de hasta el 26% de las pérdidas totales de animales
comercializados en programas oficiales, teniendo un gran impacto en México tanto en el
sector productivo como reproductivo.
Su transmisién de forma biologica es causada por algunos géneros de garrapatas,
principalmente, Rhipicephalus spp. y Dermacentor spp. (Corona et al., 2012). La transmision
de forma mecanica puede ocurrir por artropodos que se alimentan de sangre o por el uso de
fomites con sangre contaminada (Kocan et al., 2003). Una vez que la bacteria entra en el
bovino, inicia su multiplicacion y durante los primeros 15 a 45 dias, los animales no muestran
signos clinicos de la enfermedad, A. marginale invade y se replica en los eritrocitos maduros y
durante la fase aguda de la enfermedad, la rickettsemia intraeritrocitica aumenta
dramaticamente (Rodriguez et al., 2003). Si el animal recibe tratamiento oportuno y se
controla la infeccion con antibidticos usados de manera rutinaria como lo son las tetraciclinas
e imidocarb, éstos, aun cuando ayudan a disminuir o eliminar los signos clinicos, no eliminan
por completo al agente infeccioso (Amaro et al., 2014).
A pesar de que A. marginale tiene un gran impacto global en la salud animal, hasta ahora no
existe una vacuna que esté mundialmente aceptada. A. centrale ha sido utilizada como
vacuna de sangre viva (inoculacion con sangre) (Pfister et al., 2015) y actualmente se utiliza
en Australia, Sudafrica, algunos paises sudamericanos como Argentina, Uruguay y Brasil y del
5



Medio Oriente como Israel. A. centrale brinda proteccidon contra algunas cepas de A.
marginale, sin embargo, se han realizado estudios demostrando que A. centrale proporciona
poca O ninguna proteccién frente a cepas endémicas de diferente pais (Bell-Sakyi et al.,
2015). En México esta especie no se encuentra presente, ademas de que su uso esta
prohibido por las autoridades por considerarse exotica (Vega y Murguia et al., 2010).

Las vacunas inactivadas estan basadas en el uso de la bacteria extraida de eritrocitos de
bovino. Son consideradas efectivas pero tienen como desventaja la posible contaminacion con
antigenos de la membrana eritrocitica, es decir con antigenos no asociados con la respuesta
inmune, ademas de que existe una amplia variacion antigénica entre cepas geograficas
(Ocampo Espinoza et al., 2006). En el caso de las vacunas muertas, es necesario la
aplicacidon de refuerzos anuales y la inmunidad protectora proporcionada por estas vacunas es
generalmente mas baja que la de las vacunas vivas (Kocan et al., 2010).

Investigaciones realizadas por Kocan et al., (2003) y Palmer et al., (1994), ha proporcionado
mucha informacion sobre la naturaleza de la respuesta inmune del ganado infectado con A.
marginale, asi como caracteristicas de antigenos claves de ésta. A partir de la secuencia del
genoma de A. marginale, y de analisis bioinformaticos, se han predicho algunas proteinas
putativas de superficie, estas proteinas se proponen como antigenos potenciales de la
respuesta inmunoprotectora en el ganado vacuno para el desarrollo de una vacuna
recombinante. Para llevar a cabo los objetivos de la vacunologia, es necesario entender la
estructura global de la respuesta inmune del huésped y los cambios que se producen después
de la vacunacion, asi como los estimulos requeridos para provocar una respuesta inmune

protectora (Quiroz-Castarneda et al., 2016).



2. Marco Teodrico

2.1. Agente causal

A. marginale es un patogeno Gram negativo y es el agente causal de la anaplasmosis bovina
(Ristic and Mcintyre, 1981). A. marginale esta clasificada dentro de la familia
Anaplasmataceae que pertenece al Orden Rickettsiales de acuerdo a los analisis genéticos
con los marcadores 16S rRNA, groELS y genes de proteina de superficie (Dumler et al.,
2001). Es un organismo intracelular obligado de forma esférica o cocoide, que infecta al
huésped mamifero que posteriormente permanecera infectado de forma persistente (Eriks et
al., 1993). A. marginale aparece dentro de los eritrocitos como cuerpos densos y redondos de
0.3-1.0 ym de diametro, la mayor parte de ellos situados en la zona marginal del eritrocito o en
su proximidad (Figura 1). Una vez dentro de éstos, la bacteria se multiplica por fision binaria
para llegar a formar un cuerpo de inclusion que contiene de 8 a 12 cuerpos iniciales (Corona
et al., 2012). Al abandonar el eritrocito por un proceso no litico, los cuerpos iniciales infectan
otros globulos rojos para repetir el proceso, se estima que también puede infectar a las células
endoteliales del bovino y posiblemente éste sea el sitio donde permanezca la bacteria en los
animales portadores, aunque no se conoce bien del proceso de replicacién dentro de las
células endoteliales (Carrefio et al., 2007).

~
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Figura 1. Gloébulos rojos infectados de A. marginale (cortesia Dr. Jesus francisco preciado, Unidad de Anaplamosis
CENID-PAVET/INIFAP).
Gldébulos rojos de bovino infectado con A. marginale tefiidos con colorante Giemsa, se observan como un punto color
morado en la zona marginal (flechas).



2.2 Mecanismos de transmision de Anaplasma marginale

Los principales vectores que participan en la transmision biologica de A. marginale son las
garrapatas de los géneros Dermacentor spp., Ixodes spp. y la especie Rhipicephalus
microplus. La transmision inicia a partir de que la garrapata se alimenta de bovinos infectados
y posteriormente inicia un nuevo ciclo de replicacion dentro de ésta (Ristic and Mcintyre,
1981) (Figura 2).

La transmision de forma mecanica ocurre por via de fomites contaminados provenientes de
las practicas veterinarias como: transfusiones de sangre, descornes, castracion, marcado,
tatuaje y el uso de la aguja hipodérmica de jeringas automaticas utilizadas para la
administracion masiva de vacunas, antiparasitarios o medicamentos. Estos procedimientos
favorecen que los eritrocitos infectados se transmitan de un animal enfermo a otro susceptible
cuando no se toman las medidas adecuadas (Aubry and Geale, 2011). La transmisién también
puede ocurrir por dipteros hematofagos de los géneros Tabanus, Stomoxys, Hematobia y
algunas géneros de mosquitos, como: Anopheles y Psorophora (Vega y Murguia et al., 2010).
La transmision de forma transplacentaria ocurre si al momento de la infeccion, cuando la
madre esta cursando el segundo o tercer tercio de la gestacion, las bacterias traspasan la
barrera placentaria, provocando el nacimiento de terneros con debilidad general, anemia e

ictericia, o muerte a los pocos dias de nacer (Calderon-Gongalves et al., 2005).
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Figura 2. Ciclo de vida de A. marginale (Rodriguez et al., 2009).
Una vez que la garrapata se alimenta de gldbulos rojos infectados con A. marginale, ésta inicia su replicacion en el intestino
medio de la garrapata, posteriormente entra en la hemolinfa para su desarrollo y finalmente llega a las glandulas salivales
de la garrapata, dando lugar a una infecciéon con A. marginale en un hospedero nuevo.

2.3 Signos clinicos

Los animales infectados pierden rapidamente la condicion, la produccion de leche disminuye
drasticamente, hay falta de coordinacion, provocando un pulso rapido, que suelen ser
evidentes en las ultimas etapas (Lew-tabor, 2017).

La enfermedad puede presentarse en forma hiperaguda, con estados febriles de hasta 41°C,
fallos cardiopulmonares y muerte en periodos de 24 a 32 horas después de la infeccién, la
forma aguda se caracteriza por fiebre de 40°C, respiracion acelerada, anemia progresiva,
ictericia, deshidratacién, heces de color oscuro, debilidad, pelo erizado, pérdida de peso,
aborto y muerte. Por otro lado la forma crénica tiene ausencia de signos clinicos tipicos
(Rodriguez Camarillo et al., 2003).



2.4 Distribucion geografica de la anaplasmosis bovina en México

A. marginale es la unica especie presente en México, siendo la mas patdégena y distribuida en
las areas tropicales abarcado mas de la mitad del territorio nacional. Se sabe que la mayoria
del territorio nacional esta constituido por areas tropicales en las que la enfermedad es
endémica (Garcia-Ortiz et al., 1999), como son la vertiente del Pacifico, el litoral del Golfo de
México y el Sureste, en donde estudios serolégicos y moleculares muestran prevalencias
superiores a 50% (Rodriguez, Garcia-Ortiz, et al., 2009) (Figura 3). Se ha hipotetizado que la
distribucion geografica de la anaplasmosis continuara cambiando como resultado del
calentamiento global, por influir sobre la distribucion de los vectores, al movilizar a las

garrapatas con sus hospederos (Vega y Murguia et al., 2010).

B Prevalencia > 50%
[l Prevalencia 10 a 50%
[ ] Prevalencia 1 a 10%

Figura 3. Distribucidn de prevalencia de la anaplasmosis bovina en México(Rodriguez, Garcia-Ortiz, et al., 2009).
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2.5 Importancia econdémica

El impacto econdmico que tiene la anaplasmosis bovina, puede verse desde el punto de vista
productivo (debido al decremento de produccion de leche y pérdida de peso en animales de
engorda) y reproductivo (aborto como causa secundaria de la infeccion, ademas de que los
animales de alta productividad son mas susceptibles, ya que no han tenido contacto con el
patdogeno en areas endémicas) (Rodriguez Camarillo et al., 2003; Vega y Murguia et al.,
2010).

Las pérdidas provocadas por la anaplasmosis son dificiles de estimar, excepto cuando ocurre
la muerte y se le asigna un valor al animal, el cual variara de acuerdo a la raza, sexo y edad;
como es el caso de animales de registro (Vega y Murguia et al., 2010). De acuerdo a la
informacion obtenida de las organizaciones ganaderas del norte de Veracruz, la introduccion
de este tipo de ganado a esa zona es en promedio de 300 animales por afio, con valores por
cabeza que oscilan entre los 30,000 y los 60,000 pesos (Amaro Estrada et al., 2014).

En México, tan solo en 1980, los estudios econdmicos al respecto estimaron pérdidas por mas
de tres mil millones de pesos, que en ese entonces representaban mas de US$130,000,000.
Por otra parte, en 1995 se le responsabilizé hasta por el 26% de la mortalidad total registrada
en bovinos manejados dentro del programa nacional de mejoramiento genético "Ganado
Mejor" (Rodriguez Camarillo et al., 2003)

Un estudio que realizoé la universidad de Tennessee en 2013, estimo el costo de un caso
clinico de anaplasmosis en mas de USD$400 por animal, con el costo total para la industria de
la carne en USD$300,000,000 por afo (Whitlock, 2017). En paises como Brasil, Colombia y
Argentina, tan solo en las décadas de los afios 80's y 90°s las pérdidas asociadas con la
anaplasmosis y la babesiosis, oscilaban entre 133, 99 y 120 millones de ddlares por afio,
respectivamente (Montero, 1992).

2.6 Tratamientos

Se basan principalmente en medicamentos bacteriostaticos que funcionan mediante la
inhibicion de la sintesis de proteinas, intercalandose con el ADN o uniéndose de manera
reversible a los ribosomas y al ARN mensajero; a través de la union con la subunidad
ribosomal 30S. La clorotetraciclina y oxitetraciclina son los unicos compuestos derivados de la

tetraciclina aprobados para su uso en contra de brotes agudos de anaplasmosis bovina en los
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Estados Unidos, sin embargo, el tratamiento resulta costoso (Vega y Murguia et al., 2010). Si
el animal recibe tratamiento oportuno, el medicamento le ayuda a disminuir o eliminar los
signos clinicos, pero no elimina al agente infeccioso, lo que favorece la permanencia del

patogeno en el hospedero (Amaro Estrada et al., 2014).

2.7 Vacunas contra la anaplasmosis

Se dividen en dos tipos principales: vacunas vivas y muertas. Ambos tipos de vacunas
dependen del uso de A. marginale de eritrocitos bovinos infectados e inducen inmunidad
protectora que reduce o previene la enfermedad clinica. Estas vacunas no impiden que el
ganado tenga una infeccidn persistente una vez que ya ha sido infectado, contribuyendo a su
propagacion y sirviendo como un reservorio para la transmision o como una fuente de

infeccion (Kocan et al., 2003).

2.7.1 Vacunas de organismos vivos

El primer intento de vacunacion contra la anaplasmosis fue a principios del siglo XX.
Utilizando el aislado de A. centrale, ya que es una cepa menos virulenta que induce la
proteccion cruzada a las cepas virulentas. A. centrale se ha utilizado como vacuna viva por
mas de 100 afios, y actualmente se utiliza en Australia y en paises de Africa, América del Sur
y Medio Oriente. Aunque A. centrale ha brindado proteccién contra algunas cepas de A.
marginale, en paises como Zimbabwe, Paraguay y Argentina, algunos estudios han
demostrado que A. centrale no proporciona el 100% de proteccién, a pesar de los beneficios
de esta vacuna viva. Por otro lado, su uso representa un riesgo de transmision de otros
patdogenos de rumiantes que podrian ser transmitidos por la sangre como el virus de leucosis
bovina, ademas del que las vacunas vivas no estan autorizadas para su uso en muchos
paises, incluidos los Estados Unidos, México y la Union Europea (Quiroz-Castarieda et al.,,
2016).

Las cepas atenuadas también han sido consideradas para uso en vacunas vivas comerciales.
La atenuacion de A. marginale se ha realizado por irradiacién o por el paso del organismo en
ovejas o ciervos, sin embargo, en algunos paises no se ha logrado este tipo de atenuacion
con éxito. Este tipo de vacunas ya han sido desarrolladas y probadas, en los ensayos de la
vacuna atenuada desarrollada por Ristic en 1977, demostro ser efectiva y segura para ganado
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de cualquier edad, sexo y raza. Sin embargo, otros autores han observado reacciones post
vacunacion por el uso de esta vacuna, algunos reportes en Argentina han informado que
vacas lecheras inoculadas con esta cepa atenuada, sufrieron reduccion en la produccion de

leche, fiebre, anorexia, ictericia y muerte en las vacas mas afectadas (Kocan et al., 2003).

2.7.2 Vacunas de organismos muertos

Estas vacunas fueron desarrolladas utilizando una técnica de produccion a gran escala de A.
marginale a partir de sangre infectada, sin embargo, estas vacunas fueron retiradas del
mercado ya que algunas vacunas mostraron falta de proteccion. Por otro lado, se demostro
que algunos aislados de A. marginale no protegian contra la gran variedad de cepas
conocidas, por lo que estas vacunas podrian ser mas eficaces cuando se hacen a partir de
aislamientos locales (Kocan et al., 2003).

El uso de vacunas con organismos muertos es otra alternativa en la vacunologia. Estas
vacunas tienen ventajas sobre las demas vacunas mencionadas, ya que el riesgo de
contaminacién con sustancias indeseables e infecciones es bajo y el costo de
almacenamiento es barato. Ademas de que producen reacciones postinocultivas minimas, las
desventajas de estas vacunas son: el uso constante de refuerzos, el costo de la purificacion
de A. marginale, y la falta de proteccion cruzada entre los aislamientos geograficamente
distintos (Ocampo Espinoza et al., 2006). Por estas razones en México y en muchos otros
paises incluyendo a los Estados Unidos, no existen alternativas comerciales para el control de
la enfermedad (Rodriguez Camarillo et al., 2003).

2.8 Analisis del genoma de Anaplasma marginale y proteinas de superficie

El genoma circular completo de la cepa St. Maries de A. marginale contiene 1,197,687 pb, de
las cuales existen 949 regiones codificantes, a partir de éstas se identificaron dos
superfamilias que contienen proteinas inmunodominantes, la superfamilia msp2 y la
superfamilia msp1 (Brayton et al., 2005).

La superfamilia msp1 es un heterodimero, es decir la proteina esta compuesta de dos
polipéptidos heterogéneos no relacionados, MSP1a codificada por el gen msp1a y MSP1b
codificado por al menos dos genes msp1Rl y msp132 (Viseshakul et al., 2000). El gen msp1a
se ha utilizado para la identificacion de cepas de A. marginale mexicanas y de todo el mundo,

ya que se considera un marcador genético conservado. Consta de una region conservada y
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una variable, la regidn variable esta conformada de uno o varios polipéptidos muy semejantes,
cada uno de estos estda compuesto de 23 a 31 aminoacidos, también conocidos como
repeticiones, las cuales tienen diferentes clasificaciones de letras griegas, letras del alfabeto y
numeros de acuerdo a su publicacion (Ocampo et al, 2012) (Tabla 1). MSP1a ha
evolucionado bajo la presion selectiva del sistema inmune del huésped, lo que ha permitido
obtener diferencia de peso molecular de los péptidos en diferentes cepas geograficas a nivel
mundial (Palmer et al., 2004).

La diversidad genética de A. marginale se ha clasificado de acuerdo a las proteinas MSP,
utilizando MSP1a, MSP4 y MSP5 que estan codificados por un sélo gen. Estos genes han
sido ampliamente utilizados para la caracterizacion molecular de A. marginale (Quiroz-
Castafieda, Amaro-Estrada and Rodriguez-Camarillo, 2016).

La superfamilia msp2 se construye de las proteinas abundantes de superficie (MSP, por sus
siglas en inglés) MSP2, MSP3, MSP4, MSP5. Existen 15 genes con identidad de secuencia
con los miembros centrales de la superfamilia (msp2-4), estos han sido designados OMP1-15.
Los restantes miembros de la superfamilia corresponden a pequefios genes llamados orfX y
orfY (Brayton et al., 2005). Las proteinas de membrana externa (OMPs, por sus siglas en
inglés) que pertenecen a la superfamilia msp2, funcionan principalmente como una interface
dinamica entre la célula y su entorno, participando en el mantenimiento de la estructura
celular, transporte pasivo y activo, adhesion a otras células, union a variedad de sustancias y
resistencia a los antimicrobianos (Sun et al., 2013).

MSP2 es una proteina codificada por una familia multigénica (36 kDa), la cual consiste de
cinco a siete pseudogenes los cuales contienen epitopos B altamente inmunogénicos que
recombinan con un gen principal que se encuentra de forma conservada, de manera que se
expresa una variante nueva en cada ciclo de rickettsemia, permitiéndole evadir el sistema
inmune del bovino (Palmer and Brayton, 2007).

MSP3 es una proteina de aproximadamente 86 kDa que se presenta de forma polimorfica
dentro de una misma infeccidon, ademas de que se especula que parte de la variabilidad se
deriva de su posible recombinacion con MSP2 (Alleman and Barbet, 1996).

MSP4 tiene un peso aproximado a 31 kDa y es altamente conservada entre distintas aislados
de A. marginale. Debido a su baja variabilidad es utilizada para realizar estudios
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filogeograficos aunque se cree que es de baja capacidad inmunoprotectora (Jiménez-Ocampo
et al., 2008).

MSPS5, por el contrario, es altamente inmunogénica y extremadamente conservada entre
aislados de A. marginale y no es filogenéticamente informativo, sino que es mas utilizado para

el diagnéstico molecular de la infeccion por A. marginale (Torioni De Echaide et al., 1998).

Se han identificado mas de 20 proteinas de membrana inmunogenas subdominantes en la
fraccion de membrana externa protectora de A. marginale, entre las que se encontraban
varios miembros del sistema de secrecion tipo IV (T4SS, por sus siglas en inglés) (Sutten et
al., 2010). En bacterias Gram-negativas, algunas proteinas secretadas se exportan a través
de las membranas interna y externa en un solo paso a través de los sistemas de secrecion
tipo I, lll, IV o VI. Los T4SS estan relacionados ancestralmente con los sistemas de
conjugacion de ADN bacteriano y pueden secretar una variedad de sustratos, incluyendo
proteinas individuales, asi como complejos proteina-proteina y ADN-proteina. Los T4SS
segregan sustratos en una amplia gama de células diana, incluyendo otras bacterias (de la
misma o diferentes especies) y células eucariotas. Los T4SS son capaces de transferir ADN y
proteinas, que pueden servir en una variedad de funciones, incluyendo la transferencia
conjugativa, absorcion, liberacion de ADN, asi como la translocacion de proteinas efectoras o
complejos ADN (Green and Mecsas, 2015).
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Tabla 1. Estructura de los repetidos en aislados mexicanos analizados con el marcador msp1a.
Analisis de los genotipos con base a las secuencias de la region variable de mspla de aislados
mexicanos secuenciados en el estudio realizado (*) y comparados con los ya reportados (Ocampo et
al., 2012).

Cepas Repeticiones

Flonda, E.U® A B B B B B B B
Mex-31-096-01 Tizimin, Yuc.10 T C B B C B =«
*Mex-30-130-01 Playa Vicente, Ver. T C B B €C B C
*Mex-30-184-03 Tlapacoyan, Ver. T C B B C C
Mex-15-099-01 Texcoco, Mex.10 a B B T
Mex-17-030-01 Yautepec, Mor. 10 a B B I
Mex-30-193-01 Veracruz, Ver. 10 a B B T
*Mex-18-017-01 Tepic, Nay. a B B T
Mex-07-068-01 Pichucalco, Chis.14 a B B I B T
Mex-07-068-02 Sta. Martha, Chis. 4 a B B I B
Tamaulipas 17 y 18 (G10)15 a B B B I
*Mex-07-065-01 Palenque, Chis. B B B B I
*Mex-30-184-02 Tlapacoyan, Ver. 73 B B B I
Tamaulipas 15 (G9)15 r 57 13 18
*Mex-14-010-01 Atitalagquia Hgo. r 57 13 18
*Mex-28-03701 Soto laMarna, Tam. r 57 13 18
*Mex-28-03702 SotolaMarna, Tam. 28 29 74 209 M F
*Mex-30-184-01 Tlapacoyan, Ver. 72 C F

*Mex-31-089-01 Ticul, Yuc. F MM

Mex-17-017-01 Pte. de Ixtla, Mor.14 12 13 14

Mex-01-001-01 Aguascalientes, Ags.™ 4 9 10 11 9
Tamaulipas 1 (G1)15 5 57 58 59

Tamaulipas 13 (G2)15 4 9 10 10 9
Tamaulipas 4 (G3)15 60 61 61 62 61
Tamaulipas 7, 9, 10y 12 (G4)5 4 63 63 27 12
Tamaulipas 11 (G5)15 67 68 63 27 12
Tamaulipas 14 (G6)'5 60 61 70 71 61
Tamaulipas 5 (G7)15 64 65 D 65 66
Tamaulipas 6 y 8 (G8)15 D 65 D 65 66




2.9 Nuevas estrategias para el control y prevencion de la anaplasmosis bovina
La modificacién genética de los microorganismos permite el desarrollo de prometedoras
vacunas que podrian sustituir a las vacunas tradicionales, las cuales presentan problemas en
cuanto a su seguridad (Lopez et al., 2004). Diversos genes de agentes etiologicos han sido
clonados, expresados y purificados para ser probados como vacunas. Por otro lado, existe
una variedad de sistemas de expresion para proteinas, tales como bacterias, levaduras,
células de insecto y células de mamifero, en las que se inserta y expresa el ADN que codifica
para determinada proteina. Sin embargo, varios factores deben tenerse en cuenta antes de
seleccionar el sistema para la expresion, como: el nivel de expresion obtenido utilizando cada
vector de expresiéon, asi como el promotor, la presencia o ausencia de modificaciones post-
traduccionales, entre otras, son caracteristicas esenciales que interfieren en la eficacia de la
produccién de antigenos recombinantes como vacunas (Nascimento and Leite, 2012). Las
proteinas de las membranas externas de los patdégenos bacterianos intracelulares determinan
las funciones necesarias para la supervivencia, la replicacion y la transmision (Junior et al.,
2010). Por lo tanto, las proteinas expresadas en las superficies de estos patdégenos son
candidatos potenciales para el desarrollo de vacunas, dirigidas a la induccidén de respuestas
inmunitarias protectoras en los huéspedes. La caracterizacion de proteomas de superficie es
fundamental para el desarrollo de vacunas y este proceso ha sido acelerado por la
secuenciacion del genoma de A. marginale (Noh et al., 2008).

2.9.1 Péptidos multiples antigénicos

Los péptidos multiples antigénicos MAP’s, (Multiple Antigenic Peptides, por sus siglas en
inglés) son péptidos que se ramifican artificialmente, en los que los residuos de lisina son
utilizados como nucleo de andamio para soportar una formacién de 8 ramas con diferentes o
las mismas secuencias de péptidos. Los MAP’s, si se usan como inmunogenos, presentan
muchas ventajas sobre las vacunas convencionales, ya que pueden incluir uno o mas
epitopos relevantes de un unico o multiples organismos que proporcionan proteccion contra
uno o mas antigenos, los MAP’s son altamente inmunogénicos, induciendo asi respuestas de
anticuerpos capaces de neutralizar receptores o proteinas asociadas a la invasion en virus

como el dengue, bacterias como el antrax, o incluso tumores (Kowalczyk et al., 2011).
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2.9.2 Vacunas recombinantes

Las vacunas recombinantes dependen de la capacidad de uno o multiples antigenos definidos
para inducir inmunidad contra el patdégeno, las vacunas a partir proteinas recombinantes
respecto a las basadas en macromoléculas purificadas evitan problemas como el riesgo de
co-purificacion de contaminantes no deseados o reversion de los toxoides a sus formas
toxigénicas. El desarrollo de estas nuevas estrategias de inmunizacion consiste en disefar
vacunas que produzcan el tipo apropiado de respuesta inmune para conferir inmunidad, en el
caso de la anaplasmosis contra patogenos intracelulares, es por esto que se requiere
profundizar en el conocimiento bioldégico de aquellos potenciales antigenos conservados
implicados en la patogénesis de distintas cepas de Anaplasma y de los mecanismos
inmunitarios para la proteccion (Nascimento and Leite, 2012).

Algunos estudios de las proteinas recombinantes, principalmente las MSP’s, han dado lugar a
la proteccidn incompleta contra el desafio homologo y heterdlogo, por estas razones
actualmente no hay alternativas comerciales disponibles para el control de la anaplasmosis
bovina en México (Rodriguez et al., 2003).

Estudios recientes han demostrado que las proteinas recombinantes por si solas no son lo
suficientemente capaces de despertar la respuesta inmune y es necesario adyuvantes o
acarreadores para mejorar la activacion de las células dendriticas y generar respuestas
inmunes fuertes (Zhao et al., 2014), esto se ha demostrado en estudios de proteinas de
superficie como las OMP y MSP1a de A. marginale, las cuales poseen epitopos tipo B
conservados, capaces de ser reconocidas por IgG2 de animales inmunizados y promover la
proliferacion de los linfocitos T CD4+ bovinos (Deringer et al., 2017; Cangussu et al., 2018).
También se han utilizado proteinas como VirB9-1 y VirB9-2 del sistema de secrecion tipo 1V,
las cuales fueron acopladas a particulas de silice con una pared delgada y un tamafo de poro
de 5.8 nm. Una vez acopladas las proteinas, se realizaron pruebas de inmunizacion en
ratones, y pruebas in vitro con células T bovinas, de las cuales se obtuvieron resultados

positivos en la proliferacion (Zhao et al., 2016).

2.9.3 Sintesis de péptidos
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Las vacunas de péptidos sintéticos representan fragmentos de secuencias de antigeno de
proteina, que se sintetizan a partir de aminoacidos y se ensamblan en una sola molécula o un
complejo supramolecular o simplemente mezclados mecanicamente. Estos al ser reconocidos
inducen la respuesta inmune que puede implicar células T citotoxicas o células B dirigidas a la
elaboraciéon de anticuerpos especificos (Moisa and Kolesanova, 2009). Dichas vacunas
pueden contener también algunos compuestos individuales o complejos supramoleculares,
como: micelas, liposomas, particulas de polimero, que pueden activar de forma no especifica
o especifica ciertas etapas de la respuesta inmune, y por tanto potenciar esta respuesta. El
aumento de la estabilidad quimica de los péptidos se consigue mediante su union a
portadores que actuan simultaneamente como activadores de la respuesta inmune. Estas
vacunas peptidicas se caracterizan por tener ventajas sobre las vacunas basadas en
patdogenos muertos, vacunas subunitarias y recombinantes, como: tecnologias de produccion
relativamente baratas y seguras, eliminacion de fragmentos de antigeno que exhiben
alergenicidad y la posibilidad de conjugar varios péptidos de diferentes antigenos (Van der
Burg et al., 2006; Moisa and Kolesanova, 2009).

Los requisitos especificos de un péptidos antigénico son (Hancock and O’Reilly, 2005):

. Poseer regiones conservadas
. Presencia de dominios hidrofilicos
. Longitud de 10-20 aminoacidos

2.10 Respuesta inmune en bovinos

El sistema inmunoldgico es responsable de reconocer, resistir y eliminar los problemas de
salud causados por patdogenos. Este sistema es capaz de reaccionar y trabajar de forma
rapida cuando sea necesario para que las funciones productivas del animal no se vean
afectadas. Es por esto, que un sistema inmune competente es fundamental para el
rendimiento Optimo del ganado. De forma general el sistema inmunoldgico se puede separar
en dos componentes: el sistema innato y el sistema adaptativo.

El sistema innato es la primera linea de defensa contra cualquier desafio de salud. Esta
constituido por barreras fisicas como la piel y componentes celulares que no reaccionan
especificamente a la enfermedad que el animal adquiera, esto significa que el sistema inmune

innato respondera de manera similar a diferentes patdgenos, lesiones o factores de estrés, ya
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que carece de memoria. Sin embargo, el sistema inmune innato se activa casi
inmediatamente después de que el animal esta expuesto a problemas de salud. Esta
caracteristica del sistema innato proporciona el tiempo requerido por el sistema adaptativo
para desarrollar una respuesta especifica y mas eficiente, que puede tomar hasta varios dias.

El sistema innato esta compuesto principalmente de:

. Barreras fisicas: Incluye la piel, mucosas y fluidos como la saliva y lagrimas

o Componentes celulares: Principalmente constituidos por los glébulos blancos que
proporcionan proteccion mediante la ingestion y la muerte de patdégenos que eventualmente

entran en el cuerpo

El sistema adaptativo constituye una respuesta inmune para cada desafio que el animal
encuentra. Sin embargo, toma mas tiempo (dias o0 semanas) para ser eficaz en comparacion
con el sistema inmune innato, a veces hasta varios dias después de la infeccion. El sistema
adaptativo se caracteriza por la produccion de anticuerpos que son especificos para cada
patégeno, y también por su caracteristica de memoria. Si el animal es infectado una segunda
vez por un patdégeno, el sistema adaptativo recuerda la primera infeccion y provoca una
respuesta mas rapida y fuerte para eliminar el patdogeno. Esta caracteristica de memoria es la
base para el desarrollo de vacunas para proteger a los animales de enfermedades
especificas. El sistema adaptativo puede dividirse ademas en una respuesta de anticuerpo y
una respuesta mediada por células.

Los componentes principales del sistema inmune adaptativo son:

. Organos linfoides: estos érganos son responsable de producir y activar las células
inmunes que median el sistema inmune adaptativo. En general, la médula 6sea produce
células B, mientras que el timo produce las células T. Las células B y T se activan en el bazo
o en los ganglios linfaticos, donde se encuentran con el patégeno "presentado" por los

glébulos blancos del sistema inmune innato.
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. Células B: son las células que se encargan de la secrecion de anticuerpos, cuando la
célula B encuentra al patdgeno, inicia la produccion anticuerpos especificos para ese
patdgeno, estos se uniran a cada patdogeno objetivo que encuentren y lo "marcaran” para

destruccion por otras células, como glébulos blancos, células T e incluso células B.

. Células T: son responsables de eliminar células que contienen el patdégeno (respuesta
mediada por células). De forma similar a las células B, las células T comienzan a multiplicarse
y se vuelven especificas al patégeno presentado, cuando las células T activadas encuentran
glébulos blancos y células B que han ingerido el patdégeno blanco, estas atacan y eliminan
todo el complejo célula-patogeno (Hairgrove and Hammack, 1914; Cooke, 2010).

La respuesta inmune es la conjugacidén de un gran numero de mecanismos heterogéneos de
defensa contra sustancias y agentes extrafos, generalmente estas sustancias extraias se les
denomina antigenos (Calderon, 2007). El antigeno se describe como una molécula de
procedencia exdgena o endogena que resulta extrafa al organismo. Puede ser
especificamente unida por un anticuerpo o por un receptor de célula T, sin embargo, no
necesariamente genera una respuesta inmune, este fendomeno se conoce como antigenicidad
de una molécula (Srivastava and Sinha, 2006; Bertha and Robledo, 2009). El inmunogeno, por
otra parte, es una sustancia que induce una respuesta inmune especifica y el fenomeno se
conoce como inmunogenicidad, los inmunogenos son generalmente proteinas o polisacaridos.
de bacterias, virus y otros microorganismos (Srivastava and Sinha, 2006). Los anticuerpos,
también conocidos como inmunoglobulinas (Igs), permiten el reconocimiento de antigenos y
son producidos por células plasmaticas derivadas de células B. Los anticuerpos se localizan
principalmente en sangre, bazo y médula 6sea, y son utilizados eficazmente por el sistema
inmunoldgico para identificar, matar o neutralizar las bacterias invasoras, parasitos, toxinas y

virus y destruir otros compuestos extrafios (Houen, 2015).

Estudios realizados de los diferentes isotipos de las inmunoglobulinas G (IgG) del bovino han
comprobado que las IgG2 a diferencia de las 1gG1, estan relacionada con la resolucidén de
procesos infecciosos. Esta capacidad se ha confirmado para el caso de anaplasmosis bovina,

ya que estos anticuerpos producidos por animales inmunes son capaces de opsonizar
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eritrocitos infectados para ser fagocitados, a diferencia de la IgG1 que no es capaz de mediar
la fagocitosis por neutréfilos o monocitos. (Rodriguez Camarillo et al., 2003).

Diferentes subgrupos de células T ayudan a la generacion de la respuesta inmune mediada
por células. Las células T cooperadoras de tipo Th1, que estimulan la sintesis de IgM e IgG2
por las células B y activan a los macrofagos. Por otro lado, la respuesta Th2 que promueve
citocinas que estimulan también células B pero hacia la produccién de IgG1 (Rodriguez
Camarillo et al., 2003).

La secrecion de citocinas por parte de las células dendriticas que fagocitan los patogenos y
presentan sobre su superficie los antigenos, es crucial para la induccién de una respuesta
inmune especifica. Entre éstas, algunas citocinas de perfil Th1 como el INFy, el factor de
necrosis tumoral (TNF) y la IL-2, son importantes en la promocion de la proliferacion,
maduracion y activacion de macrofagos y granulocitos. Por otra parte, algunas de las citocinas
de perfil Th2 producidas son la IL-4, IL-6 e IL-10, son responsables de la activacion de células
B y el desencadenamiento de una respuesta de tipo humoral (Rodriguez Calderon, 2012).
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2.11 Antecedentes

2.11.1 Proteina AM592

De acuerdo con un trabajo previamente realizado (Cano-Tavira, 2014), se logro aislar el gen
amb92 de A. marginale a partir de la secuencia anotada en la base de datos del Instituto
Europeo de Bioinformatica (EMBL-EB), donde se ubico entre el nucledtido 540,314 hasta el
nucleotido 541,048 del genoma de la cepa St. Maries con un tamario de 735 pares de bases
(pb), correspondiente a 244 aminoacidos (aa). Mediante los analisis bioinformaticos de
epitopos lineales tipo B, se predice que en la secuencia del gen am592 existen regiones de
epitopos tipo B inmunorelevantes que coincidian y prevalecian en posiciones similares. Con la
finalidad de contar con una secuencia del gen amb92 que unicamente contenga la region
altamente antigénica, dicha secuencia fue reducida a un tamafo de 593 pb, correspondiente a
197 aa. De acuerdo con un analisis de alineamiento de secuencias de aa del gen am592
obtenidas se cepas mexicanas de A. marginale, se observaron mutaciones que no
presentaron algun cambio significativo al traducirse (silenciosas) y se determino la presencia
de dominios funcionales: OMP_b-brl y Surface_Ag_2, los cuales se sabe que se encuentran
en proteinas de membrana externa y que tienen una funcién importante en la etapa inicial de
la infeccion.

Un analisis bioinformatico mas mostré que la proteina AM592 esta conformada en su mayor
parte por regiones hidrofilicas, que no tiene regiones transmembranales y que es una proteina
extracelular. Se demostré que la proteina AM592 esta conservada dentro de la especie, ya
que, al comparar con cepas de los Estados Unidos, la identidad entre estas de 99-100%, por
otro lado, al comparar contra las cepas de A. centrale, presenta una identidad del 73%.

En la Unidad de Anaplasmosis del (CENID-PAVET, INIFAP) se cuenta con la construccion
recombinante del gen amb92 en el vector de expresion pET22b (NOVAGEN). Los ensayos de
expresion de la proteina muestran que AM592 se expresa a partir de la hora 17.

2.11.2 Evaluacién antigénica de los péptidos de MSP1a y MSP5
En dos trabajos previamente realizados (Tapia Uriza, 2018; Valencia Mujica, 2018) se llevo
acabo la prediccion de los péptidos sintéticos de las proteinas MSP1a y MSP5 de A.

marginale utilizando las siguientes herramientas bioinformaticas:
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Prediccidn de que las proteinas contengan epitopos reconocidos por anticuerpos o células B,
con los programas BcePred (http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/), BEPIPRED
(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) y EPITOPIA (http://epitopia.tau.ac.il/). Identificacion
de regiones transmembranales con el servidor TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMMY/).

Una vez identificadas las regiones con potencial antigénico, se disefiaron péptidos que

poseian el mayor potencial antigénico e inmunogénico de acuerdo con analisis bioinformaticos

previos, estos fueron sintetizados por la companiia Peptide 2.0 con una pureza del 75%.

Péptidos sintetizados de MSP1a y MSP5:
MSP1a

ERSRELSRARQEDQQ

MSP5

VGDKKPSDGDID

Utilizando estos péptidos en ensayos iELISA y sueros de bovinos infectados, se identifico la
cantidad minima detectable de péptido, siendo 0.25 ug por pozo. Posteriormente se llevaron a
cabo mas ensayos, concluyendo que los péptidos sintetizados de MSP1a y MSP5 son
reconocidos por anticuerpos presentes en los sueros de bovinos natural o experimentalmente

infectados con A. marginale, es decir, que tienen potencial antigénico (Tabla 3).
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Tabla 2. [ndice de positividad de la presencia de anticuerpos contra A. marginale en sueros de bovino
indice de positividad de la presencia de anticuerpos contra A. marginale en sueros de bovino que pueden o no estar
infectados con A. marginale, utilizando los péptidos MSP1a y MSP5 como antigeno. Como control positivo se utilizd
extracto crudo de A. marginale y como control negativo, suero del animal 1154 (suero de una cria libre de
Anaplasma). En color amarillo se observan los sueros positivos (IP>1) y el color blanco los negativos (IP<1).

N2 Muestra MSP1la MSP5
C+ 2.45 1.55

1154 C- 0.72 0.45

1 1155 0.98 0.75

2 1162 2.38 1.49

3 9919 1.17 0.78

4 9931 1.82 1.33

5 9953 2.31 1.51

6 1171 1.03 0.75

7 6599 1.7 1.09

8 1168 1.35 1.35

9 2899 0.77 0.61

10 9912 1.63 0.91

En la tabla anterior se muestran los resultados obtenidos en los trabajos ya realizados en la
Unidad de Anaplasmosis, utilizando los péptidos de MSP1a y MSP5 como antigenos en
algunos de sueros utilizados. Se calculo el indice de positividad, en donde las lecturas con un
indice de positividad mayor o igual a 1 son considerados positivos y menor a 1 son negativos

a la presencia de anticuerpos contra A. marginale.

25



3. Justificacion

Los agentes causantes de enfermedades a las que se encuentra expuesto el ganado bovino
tienen una repercusion directa tanto en el sector productivo como reproductivo, provocando
grandes pérdidas economicas anuales.

En México no existen vacunas comerciales contra la anaplasmosis bovina y las vacunas
derivadas de cepas de A. marginale vivas o muertas de otros paises han demostrado no tener
efecto contra las cepas mexicanas. En el resto del mundo tampoco existen vacunas
comerciales, aunque se producen vacunas gubernamentales que usan a A. centrale viva
como inmundgeno. Sin embargo, en nuestro pais no se permite la introduccion y manejo de
esta especie por el riesgo que representa para el ganado nacional.

Por otro lado, se ha demostrado que entre las cepas nacionales de A. marginale existe una
variacion antigénica importante que puede explicar algunos de los fracasos en el empleo de
inmundgenos provenientes de regiones geograficas distintas. Actualmente el uso de nuevas
estrategias de vacunologia es de gran importancia para no tener pérdidas econdmicas
importantes en el pais.

Por lo anterior, este trabajo propone la evaluar una proteina recombinante y péptidos
sintéticos a partir de proteinas de superficie altamente conservadas entre las diferentes cepas
de A. marginale nacionales y con un potencial antigénico e inmunogénico, lo que permitiria

desarrollar una vacuna a nivel nacional contra la anaplasmosis bovina.
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4. Hipotesis

La proteina recombinante AMP592 y los péptidos sintéticos de las proteinas de superficie
MSP1a y MSP5 de Anaplasma marginale, son capaces de actuar como inmundgenos en
presencia de células T de bovino.
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5. Objetivo General

Evaluar in vitro el potencial inmunogénico de la proteina recombinante AM592 y dos péptidos
sintéticos de Anaplasma marginale.

5.1 Objetivos especificos

1. Expresar y purificar la forma recombinante de la proteina AM592 de Anaplasma
marginale.

2. Determinar el potencial antigénico de la proteina recombinante AM592 y los péptidos
mediante un ensayo de ELISA indirecto.

3. Establecer el ensayo in vitro de proliferacién de linfocitos T de bovino para evaluar el
potencial inmunogénico de la proteina AM592 y los péptidos sintéticos de las proteinas
de superficie MSP1a y MSP5 de Anaplasma marginale.
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6. Metodologia

6.1 Extraccion de ADN plasmidico

Se realizaron dos extracciones de ADN plasmidico a partir de células TOP10 sembradas en
medio LB sdélido (0.015% agar bacterioldgico, 0.025% LB broth) las cuales contenian el
plasmido pET22b (Figura 4) vacio y pET22b con el gen amb592, el cual habia sido previamente
clonado (Cano-Tavira, 2014).

Ava l(158)

Xho |(158)

Not |(166)

Eag Ivss)
pET-22b(+) sequence landmarks s:“’( 1%; 73)
T7 promoter 361-377 Sac I(190)
T7 transcription start 360 EcoR I(192)
pelB coding sequence 224-289 / s:g‘r(‘zlz(;)”}
Multiple cloning sites Msc I(225)
(Neol - Xhol) 158-225 Dra lll5251) ggga 'lg‘zzggll
His+*Tag coding sequence  140-157 Nde |(2§,3)
T7 terminator 26-72 Xba 1{326) Bal ll(382)
lacl coding sequence 764-1843 ~ SqrA 1(433) )
pBR322 origin 3277 Sph |{589)
bla coding sequence 4038-4895 o PiIM '%96)
f1 origin 5027-5482 ApaB kroe)

Sca l(4588)

Pvu l(4478) N
ul(1114)
Pst 1(4353) Bcel l{1128)

BSstE ll{1295)

Bsa l(4169 Bmg I(1323)
Apa 1{1325)
Eam1105 l(4108) pET_22b(+)
(5493bp)

BssH ll{1525)

Hpa I(1620)

AlwN I(3831)
PshA 1{1959)

Psp5 l1(2221)

BspLU11 1(3215) Bpu10 lz3s

Sap |(3099)
Bst1107 l(2986)

Tth111 I(2860) BspG l(2741)

Figura 4. Mapa del vector pET-22b(+)
El vector de expresion pET22b (Novagen), aflade una cola de seis histidinas en el extremo carboxilo terminal, ademas de
gue contiene un gen de resistencia a ampicilina para la seleccién de colonias positivas. El gen am592 se encuentra en el sitio
multiple de clonacién, en los sitios de restriccion de las enzimas Xhol y Ncol.
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Se selecciond una clona con el vector pET22B vacio y una clona del pET22B-am592, por
duplicado (nombradas 1+, 2+ y 1-, 2-) y se incubaron a 37°C durante toda la noche a 250 rpm
en un tubo de ensayo con 5 mL de medio LB adicionado con ampicilina (100 pg/mL). Al dia
siguiente, se realizo la extracciéon del ADN plasmidico con el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep
(ZYMO RESEARCH)

Brevemente, las muestras fueron centrifugadas a 15,600 x g por un minuto en tubos
eppendorf de 1.5 ml. Una vez que toda la muestra fue centrifugada y se eliminé el
sobrenadante, a la pastilla de células se le adicionaron 100 uL del buffer de lisis 7X, se mezcld
por inversidon de 4 veces y se incubo por 2 minutos. Posteriormente, se adicionaron 350 uL del
buffer de neutralizacidén y se mezclé uniformemente para después centrifugar las muestras por
4 minutos a 11,000 x g. Se colectd el sobrenadante y se paso6 por la columna Zymo-Spin™
lIN, la cual estaba en un tubo de coleccion, se centrifugd por 15 segundos, se descarté el
sobrenadante y se adicionaron 200 yL del buffer de lavado (Endo-Wash), posteriormente se
centrifugo la columna por 30 segundos a 11,000 x g. Al terminar, se agregaron 400 uL del
buffer de lavado (Zyppy™ Wash) y se centrifugd por un minuto a 11,000 x g, la columna se
transfirid a un tubo de coleccidén nuevo y se adicionaron 30 pL de agua milli Q en la matriz de
la columna, esta se dejo incubando a temperatura ambiente por un minuto para

posteriormente centrifugar por 30 segundos a 11,000 x g y eluir el DNA plasmidico.

6.2 Amplificacién por PCR del gen amb592
Se realizé la siguiente reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en un termociclador
(Biometra, TProfessional Basic Gradient) con las cuatro muestras obtenidas de DNA
plasmidico, utilizando oligonucleétidos que se unen a la region de inicio y terminacion del
promotor T7, éstas amplifican una region de aproximadamente 350 pb, con el fin de verificar la
presencia del gen am592 en el vector pET-22b (+).
Reaccion de PCR (25 uL):

1. 4 yL DNA plasmidico (100 ng)

2. 2 L oligonucleotidos T7 (10 pmol/uL)

3. 12.5 pL Master Mix (MyTaq™ Mix, BIOLINE)

SN

. 6.5 pL agua milli Q
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Oligonucleotidos T7 (5°-37)

Forward: TAATACGACTCACTATAGGG
Reverse: GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Para los controles negativos se realizé una reaccion de PCR en la que se utilizé agua milli Q.
Programa PCR por 30 ciclos.

1. Desnaturalizacion: 94 °C durante 30 segundos
2. Alineamiento: 50 °C durante 30 segundos
3. Elongacioén: 72 °C durante 35 segundos

4. Elongacion final: 70 °C durante 10 minutos (1 ciclo).

Para verificar que la amplificacion se llevé a cabo, los productos de PCR se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 100 volts por 35 minutos. Se utilizé el marcador de
peso de 1kb (ThermoFisher Scientific)

6.3 Preparacion de células electrocompetentes

Las células competentes de E. coli TOP10 y BL21 (DE3) se prepararon con el siguiente
protocolo.

Se dejo un preinoculo incubando durante toda la noche a 37°C a 300 rpm, el cual constaba de
4 mL de medio YENB (extracto de levadura 0.075%, caldo nutritivo 0.8%) con una asada de
células de E. coli TOP10 / BL21 (DE3). Al dia siguiente, se utilizaron 2 matraces de 500 mL
con 50 mL de medio YENB fresco cada uno, y se inocularon con150 puL del preinoculo. El
cultivo se incub6 a las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad optica (DOsoo) de 0.5
(2 horas aproximadamente), posteriormente el cultivo se incubd en hielo por 15 minutos para
después ser centrifugados en tubos de punta conica de 50 mL (frios) a 10,250 x g por 5
minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante por decantacion y se resuspendid la pastilla de
células con agua fria estéril, pipeteando suavemente para nuevamente centrifugar a las

mismas condiciones por duplicado. La pastilla de células obtenida después de los lavados, fue
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resuspendida con 2 mL de glicerol frio al 10% y centrifugada nuevamente, eliminado el
sobrenadante por completo utilizando una micropunta. Finalmente, la pastilla de células fue
resuspendida con 0.25 mL de glicerol frio al 10%, se hicieron alicuotas de 50 pyL que se

almacenaron a -70°C.

6.4 Transformaciéon en células E. coli TOP10

La celda de electroporacion (0.2 mm) previamente fue sometida a luz ultravioleta (UV) por 10
minutos para su esterilizacién y posteriormente se enfrié por 5 minutos en hielo.

En la celda se adicionaron 4 pL (120 ng) de plasmido pET-22b con el gen am592 (muestra
1+), posteriormente se adicion6 una alicuota de células competentes, rapidamente se llevaron
al electroporador (Eppendorf® Multiporator® Electroporation Systems) y se sometieron a 2500
V por 5 ms, al finalizar este proceso, rapidamente se adicion6 1 mL de medio SOC (triptona
2%, extracto de levadura 0.05%, MgSOs 0.12%, MgCl> 6H20 0.2%, KCI 1.25mM, glucosa
20mM) a la celda para resuspender las células y recuperarlas por una hora a 37°C.
Posteriormente, las células recuperadas fueron sembradas en medio LB solido con ampicilina
(100 pg/mL) e incubadas a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente, con el fin de
descartar la presencia de falsos positivos se realizé un PCR de colonia de 8 clonas obtenidas
de la transformacion y se resuspendieron en 13 pL de agua milli Q, de los 13 ul, se sembraron
3 UL de en una caja LB-solido con ampicilina (100 ug/mL), y los otros 10 pL fueron sometidos
a lisis celular (5 min a 98°C y 5 min a 4°C).

Una vez que se tenian las muestras lisadas se procedié a preparar las reacciones de PCR
que fueron amplificadas de acuerdo al programa ya mencionado. Finalmente, éstas fueron
sometidas a una electroforesis en gel de agarosa al 1% a 100 V por 35 minutos.

Reaccion de PCR en colonia:

. 10 pL lisado celular

J 2 pL oligonucledtidos T7 (10 pmol)

. 12.5 yL Master Mix (MyTag™ Mix, BIOLINE)

Se selecciond una colonia para hacer una minipreparacion y posteriormente se realizdé una
PCR utilizando los oligonucledtidosT7 para corroborar la presencia del gen amb592 en el

plasmido.
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6.5 Transformacion en células E. coli BL21 (DE3)

Se realiz6 una transformaciéon en E. coli BL21 (DE3) para poder expresar de proteina
recombinante con una mayor eficiencia. Siguiendo el protocolo de transformacion previamente
descrita, en este caso, a diferencia de la transformacion en TOP10, se agregaron 2 pL (120
ng) del plasmido de la colonia seleccionada.

De la misma forma, se realizé una PCR de 8 colonias, se verifico la presencia de la region del
promotor T7 por electroforesis en gel de agarosa 1%, a 100 volts por 35 minutos. Se utilizo el
marcador de peso de 100 pb (ThermoFisher Scientific) y se selecciond una clona que se

utilizaria para la expresion de la proteina recombinante.

6.7 Expresion de la proteina recombinante AM592

El preinéculo se preparéo tomando una asada de la colonia seleccionada (C1), se dejo en
incubacion toda la noche con 5 mL de medio liquido LB con ampicilina (100 ug /mL) a 37°C y
200 rpm.

Al dia siguiente se tomaron 25 pL de preinéculo que sirivieron para inocular 50 mL de medio
LB liquido con ampicilina (100 pg/mL) en un matraz con una capacidad para 200 mL el cual se
dejé incubando por aproximadamente 4 horas bajo las mismas condiciones del preindculo
(37°C / 200 rpm), hasta que alcanzé una DOego de 0.5. El cultivo fue dividido a la mitad en
diferentes matraces (25 mL y 25 mL) con capacidad de 100 mL, y uno de estos fue inducido
con 1 mM de IPTG (Thermo Fisher Scientific Inc.) y el otro no fue inducido, ambos fueron
incubados a 30°C y 200 rpm durante 24 horas. Se tomaron alicuotas de ambos cultivos de 2
mL, a las 17, 20 y 24 horas, las cuales fueron centrifugadas para eliminar el sobrenadante por

decantacion y almacenar las pastillas a -20°C hasta su uso.

6.7.1 Electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE

A las 6 muestras colectadas de los dos cultivos (17, 20 y 24 horas) se les adicioné 500 pL de
buffer Laemmli 2X (65.8 mM Tris-Cl; pH: 6.8, 20% Glicerol, 0.05% 2-Mercaptoetanol, 4% SDS-
10%, 0.04% Azul de bromofenol), posteriormente se hirvieron por 5 minutos y se enfriaron en
hielo por 5 minutos mas. Las muestras fueron cargadas en un gel de acrilamida al 12% (y una
réplica) que consta de dos geles, el concentrador (70% H20, 16.6% solucion poliacrilamida,
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12.6% 1 M Tris; pH 6.8, 1% SDS-10%, 1% APS-10%, 0.1% TEMED) y el separador (34%
H20, 40% solucion poliacrilamida, 26% 1.5 M Tris; pH 8.8, 1% APS-10%, 1% SDS-10%,
0.04% TEMED), colocados dentro de una camara de electroforesis (Hoefer™ Mighty Small™
Il Mini Vertical Electrophoresis Systems) en presencia del buffer de corrida 1X (0.03% Tris
base, 1.44% Gilicina, 1% SDS). Se coloco el marcador de peso (ThermoFisher Scientific) en el
primer pozo (3 pL) y las 6 muestras en los pozos siguientes del gel (15 pL), como control
positivo se utilizaron 5 pL de proteina AM592 (23.3 kDa), obtenida de una purificacion parcial
previamente realizada en la Unidad de Anaplamosis (CENID-PAVET, INIFAP). Estas fueron
sometidas a 45 V por 20 minutos y posteriormente a 100 V por 2 horas (PowerPac Universal
Power Supply, Bio-Rad Laboratories Inc.). Uno de los geles fue incubado con solucién de
tincion (0.02% Coomassie brillant blue, 50% metanol, 10% acido acético) por toda la noche y
al dia siguiente incubado con solucion para destefir (40% metanol, 10% acido acético) y el
otro gel se utilizé para transferirlo a una membrana de PVDF y realizar un Western blot.

6.7.2 Inmunodeteccidn de proteinas por la técnica de Western blot

Una membrana de 0.2 ym de polivinildifluoruro o PVDF (Roche) fue activada con metanol por
5 segundos, posteriormente fue lavada con agua destila por 5 minutos e incubada (al igual
que el gel a transferir) con buffer de transferencia (0.303% Tris base, 1.44% glicina, 20%
metanol) por 15 minutos.

En la camara de transferencia (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories
Inc.), se colocd en una almohadilla de transferencia humeda con buffer de transferencia,
posteriormente se coloco la membrana de PVDF, el gel de acrilamida y otra almohadilla. El gel
fue sometido a 250 mA por 1.15 horas, una vez que termino el tiempo de transferencia, la
membrana fue incubada durante toda la noche con PBS 1X (0.8% NaCl, 0.02% KCI, 0.144%
Na2HPO4, 0.024% KH2PO4, pH 7.4) con 3% de leche descremada en polvo (SVELTY, Nestle)
utilizada como solucion de bloqueo. Al dia siguiente, la membrana fue lavada por triplicado
con 5 mL de PBS 1X-Tween20 0.05% por 5 minutos e incubada por 2 horas con el anticuerpo
primario 6X His-tag (eBioscience Inc.) en 20 mL en una dilucion de 1:5000 en PBS 1X. Al
término de la incubacion, la membrana fue lavada nuevamente e incubada con el anticuerpo
secundario anti-raton (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.) en una dilucién 1:5000 en

PBS 1X, posteriormente la membrana fue lavada por triplicado con 5 mL de PBS 1X-Tween20
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0.05% por 5 minutos, al terminar se dejo incubando protegiendo de la luz con 2 mL de
solucién NBT-BCIP® (SIGMA-ALDRICH), por aproximadamente 20 minutos para su revelado.
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6.8 Purificacién parcial de la proteina AM592

Utilizando el siguiente protocolo para la purificacion de proteinas en condiciones
desnaturalizantes del proveedor (QUIAGEN), se logréo obtener una elucion de la proteina
AM592, la cual ademas contenia proteinas inespecificas.

En un tubo de ensayo, se dejo incubando un preinéculo de 5 mL con una asada de la colonia
seleccionada (C1, obtenida en la transformacion en E. coli BL21 (DE3) durante toda la noche
a 37° Cy 200 rpm, al dia siguiente en 2 matraces de 1.5 L que contenian 500 mL de medio LB
se inocularon con 250 yL del preindculo, al llegar a una DOsoo de 0.5, los cultivos fueron
inducidos con 1mM de IPTG (ThermoFisher Scientific) e incubados por 20 horas a 30° C y 200
rpm. Al finalizar el tiempo de expresion, se tomaron muestras de 100 mL y se centrifugaron a
4000 x g por 15 minutos, eliminando el sobrenadante por decantacién y recuperando la
pastilla bacteriana, la cual fue almacenada a 4 °C.

Se tomo una pastilla almacenada a 4°C y se le adicionaron 10 mL de buffer B (100 mM
NaH:PO4, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 8.0), ésta se llevo a lisis por sonicacion a 40 pulsos por
30 segundos, dejando enfriar la muestra en hielo por 10 segundos (SONIC RUPTOR 400)
repitiendo este paso 10 veces, el producto de lisis fue centrifugado a 4,000 xg por 15 min para
recuperar el sobrenadante, la pastilla celular lisada se almacend6 a 4°C. Por otro lado, a una
columna de cromatografia (Poly-Prep®, BIO-RAD) se le adicionaron 500 uL de suspensién de
Ni-NTA agarosa (QIAGEN) y se equilibré con 1 mL de buffer B el cual atraveso la columna por
goteo, evitando que la resina se secara. Posteriormente, se adiciono el sobrenadante obtenido
de la lisis, y cuando la muestra paso por completo a través de la columna, se realiz6 un lavado
adicionando 1.5 mL del buffer C (100 mM NaH:PO., 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 6.3) a la
columna, al término de este lavado se realizaron dos eluciones utilizando 500 pL de buffer E
(100 mM NaH:PO.+, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 4.5), para eluir las proteinas con etiqueta de
histidinas que se unieron a la columna de niquel. Al finalizar la purificacion se obtuvieron
cuatro fracciones: la muestra de proteinas que no se uni6 a la columna (FT), lavado (L) y dos
eluciones (E1y E2), que posteriormente fueron almacenadas a 4°C.

6.8.1 Inmunodeteccién de proteinas por la técnica de Dot blot
En una membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD, 0.2 um) se colocaron muestras de 10 yL de
cada una de las fracciones recuperadas de la purificacion (FT, L, E1 y E2) y como control
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positivo se utilizaron 3 pL de la proteina AM592 purificada, previamente obtenida. La
membrana se dejo incubando durante toda la noche con solucién de bloqueo, al dia siguiente
ésta fue lavada por triplicado por 5 minutos con PBS1X-Tween20 0.05%, al terminar los
lavados se dejo incubando por una hora con 20 mL con el anticuerpo anti-His6-Peroxidase
(Roche) en una dilucion 1:5000 en PBS 1X, al terminar la incubacion se realizaron 3 lavados
nuevamente con PBS 1X-Tween20 0.05% por 5 minutos y se dej6 incubando con 9.954 mL de
PBS1X, 40 pL de H2O> (Jaloma) y 6 mg de diaminobencidina (SIGMA-ALDRICH) para su

revelado, por aproximadamente 30 minutos y protegiendo de la luz.

6.8.2 SDS-PAGE y Western blot

Se tomaron 100 pyL de cada fraccion obtenida en la purificacion (FT, L, E1 y E2) y de una
suspension de PBS 1X con la pastilla de células lisadas, se les adicioné 100 yL de buffer
Laemmli 2X, siguiendo los pasos ya descritos en la metodologia anterior (pagina 31), se
realizd una electroforesis y posteriormente un Western blot. Esto se realizé con el fin de
identificar en qué fracciones de la purificacién se encontraba la proteina AM592.

6.9 Purificacién de la proteina AM592

De acuerdo con los resultados obtenidos en la purificacidon con el protocolo del proveedor
(QUIAGEN), las fracciones de elucién aun contenian restos de proteinas de E. coli. Con el fin
de obtener una elucion de la proteina AM592 mas pura, se realizé la siguiente metodologia,
adicionando lavados con buffers (100 mM NaH-PO.4, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea) apH 6.8y 7.2 en
lugar de los realizados con el buffer C, de esta forma se descartaron aquéllas proteinas
inespecificas presentes en la elucion, y utilizando un buffer a pH 5.9 (buffer D) para eluir la
proteina AM592, ademas del buffer a pH 4.5 (buffer E) utilizado también para la elucion.

Se tomo una pastilla almacenada a 4°C, proveniente de una alicuota de 300 mL del cultivo de
0.9 L previamente realizado, se dejo en hielo por 10 minutos, posteriormente ésta fue pesada
y se le adicion6é 5 mL de buffer B (100 mM NaH:PO., 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 8.0) por
gramo, se homogenizd por vortex y se dejo en agitacion basculante por una hora a
temperatura ambiente, al término, la muestra fue centrifugada a 10,000 x g por 10 minutos
para quedarnos con el sobrenadante de la lisis. Se tomaron 500 pL de la suspensién de Ni-
NTA agarosa (QIAGEN), se mezclaron con 500 pyL de buffer B y se dejo incubando con el

producto de lisis toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, el producto de lisis con la resina, se
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colocod en una columna de cromatografia (Poly-Prep®, BIO-RAD) y se elimind por goteo el
buffer B con el que activd e incubd la resina. Al terminarse esta muestra, evitando que la
agarosa se seque, se realizaron lavados con 15 mL el buffer (100 mM NaH:PO., 10 mM Tris-
Cl, 8M Urea) a pH 7.2, adicionando 5 mL por vez en la columna, al término de este lavado, se
realizo otro de la misma forma pero con buffer (100 mM NaH2PO., 10 mM Tris-Cl, 8M Urea) a
pH 6.8. Una vez que terminaron los lavados se realizaron las eluciones de la proteina AM592,
utilizando 3 mL de buffer D (100 mM NaH:PO., 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 5.9) adicionando
500 uL por vez, y posteriormente otra elucion con 3 mL con el buffer E (100 mM NaH:PO., 10
mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 4.5) adicionando 500 pL por vez. Al finalizar el proceso de
purificacion se obtuvieron cuatro fracciones: la muestra de proteinas que no se unié a la
columna (FT), un lavados (L) y dos elucion (E1 y EZ2). Posteriormente estas fueron
almacenadas a 4°C.

Este proceso de purificacion se también se llevd a cabo utilizando la cepa de E. coli BL21
(DE3) y E. coli BL21 (DE3) con el vector pET-22b vacio, como controles negativos de la
expresion.

6.9.1 Electroforesis de la proteina AM592 en geles SDS-PAGE

Se tomaron 30 yL de cada fraccién obtenida en la purificacion (FT, L1, L2 Y E) y se les
adicion6 30 pyL de buffer Laemmli 2X, siguiendo los pasos ya descritos (pagina 30), se
cargaron 10 yL de las muestras de FT y 20 pL del resto de las muestras, en un gel de
acrilamida al 12%, y se sometieron a una electroforesis a 45 V por 20 minutos y
posteriormente a 90 V por 2 horas.

6.9.2 Concentracion de la proteina AM592

Una vez que se confirmo la presencia de la proteina AM592 en el SDS-PAGE, se llevo a cabo
una concentracion con acetona al 80% de la proteina AM592 para realizar los ensayos
iIELISA, asi como los de linfoproliferacién. A un tubo falcén de 15 mL que contiene la proteina
AMS92 eluida, se le adicion6 4 veces su volumen de acetona, se homogenizo y se dejo
incubando por 2 horas a -20 °C. Al término de la incubacion se centrifugd la muestra por 20
minutos a 6000 rpm, se elimind el sobrenadante y se lavé el pellet con 500 pyL de acetona,
para centrifugar la muestra nuevamente bajo las mismas condiciones. Finalmente, se elimino

por completo la acetona con una micropunta y se dejo evaporar la muestra a temperatura
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ambiente por aproximadamente 20 minutos, para eluir la pastilla de proteinas con 1 mL PBS
1X (0.8% NaCl, 0.02% KCI, 0.144% Na2HPO4, 0.024% KH2PO4, pH 7.4).

6.9.3 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Se realiz6 una curva estandar con diluciones conocidas de albumina de suero bovino (BSA),
utilizando concentraciones de 0, 0.01, 0.05, 0.1, y 0.2 pg en un volumen de 160 L de buffer
Tris-Cl 50 mM; pH 7, las muestras (por duplicado) colocaron en una placa de iELISA y se les
adiciono 40 pL de la solucion Bradford Protein Assay (Bio Rad), se homogenizé con palillos y
se dejo incubando por 15 minutos. Al término de la incubacién, se realizdé una lectura en un
espectrofotdbmetro para placas IiELISA (Bio Rad iMark™ Microplate Reader), a una
absorbancia de 595 nm.

Se determind la concentracion de las fracciones purificadas, utilizando 160 yL de muestra. De
acuerdo a las lecturas obtenidas del espectrofotometro y a la extrapolacion en la curva

estandar se determiné la concentracion de las fracciones purificadas.

6.10 Evaluacion del potencial antigénico de los péptidos sintéticos mediante

ensayos ELISA indirecto

Previamente, en la Unidad de Anaplasmosis, se han realizados ensayos para evaluar la
antigenicidad de los péptidos sintéticos MSP1a y MSP5 (Tapia Uriza, 2018; Valencia Mujica,
2018). En este trabajo, se realizaron evaluaciones antigénicas utilizando los dos péptidos
sintéticos en ensayos iELISA indirecto, utilizando sueros de bovino obtenidos a partir de
muestreos de campo, es decir naturalmente infectados y de animales infectados
experimentalmente. Cada péptido fue adsorbido de manera electrostatica en placas de
poliestireno de 96 pozos (Costar, Corning) en presencia de solucion amortiguadora de
carbonatos (SAC), utilizando la concentracion de 0.25 ug de péptido por pozo, como control
negativo y positivo se seleccionaron los sueros de los animales 4697 y 1160,
respectivamente, segun los trabajos ya realizados en la Unidad de Anaplamosis (Tapia Uriza,
2018; Valencia Mujica, 2018). Las pruebas iELISA se realizaron utilizando diferentes sueros
de bovinos que contienen o no, anticuerpos contra A. marginale (Banco de sueros de la
Unidad de Anaplamosis (CENID-PAVET/INIFAP), al finalizar se realizé una lectura de la
absorbancia de 405 nm para registrar los resultados mediante un lector de placas.

39



6.10.1 Sensibilizacion de placas
Para una placa de iELISA (Costar, Corning No. de Cat. 3590), se resuspendieron 25 ug de

cada uno de los péptidos liofilizados en 20 mL de una solucidn amortiguadora de
carbohidratos SAC (0.318% Na>COs, 0.588% NaHCO.; pH 9.6). Por cada pozo de la placa se
depositaron 200 yL de esta solucion (0.25 ug de péptido) y se incubaron toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente, se eliminé la solucion de las placas, y se realizaron 5 lavados a temperatura
ambiente con soluciéon PBS 1X/Tween20 (0.05%) por 3 minutos cada uno, eliminando el buffer
de la placa en la tarja con una fuerte inversion sobre una toalla de papel.

6.10.2 Bloqueo
Al finalizar los lavados, se depositaron 200 yL de leche descremada en polvo (SVELTY,

Nestlé) al 7% en PBS 1X/Tween20 por cada pozo y se incub6 por una hora a 37° C, al término
de la incubacion, se descarto la leche y se realizaron 5 lavados a temperatura ambiente con

solucion PBS 1X/Tween20 (0.05%) por 3 minutos cada uno.

6.10.3 1era. Incubacioén (reacciéon Ag-Ac)
Para este proceso, se depositaron 200 pyL por cada pozo de una dilucién (1:100) en PBS

1X/Tween20 con suero bovino, incluyendo controles positivos y negativos, a excepcion del
blanco (todo se realizé por triplicado). Estos se incubaron a 37°C por una hora y al término de
la incubacion, se descartaron los sueros de bovino y se realizaron 5 lavados a temperatura

ambiente con 200 uL de solucién PBS 1X/Tween20 (0.05%) por 3 minutos cada uno.

6.10.4 2da. Incubacion (Ac secundario)
Se depositaron 200 yL de una dilucion (1:5000) en PBS/Tween 20 del anticuerpo secundario

Anti-lgG bovina el cual esta acoplado a fosfatasa alcalina (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.), en cada pozo y se dejaron incubar a 37°C por una hora. Al término de la
incubacion, se descartd la solucion del anticuerpo secundario y se realizaron 3 lavados a

temperatura ambiente con soluciéon PBS 1X/Tween 20 (0.05%) por 3 minutos cada uno.

6.10.5 Revelado
Una vez finalizados lo lavados, se depositaron 200 uL de una disolucién de sustrato p-

nitrofenilfosfato (SIGAMA-ALDRICH) al 0.075% en solucién Tris (100mM pH 9.5), y se dejaron
incubando a 37° por una hora. La coloracidon generada por la reaccion de la fosfatasa alcalina
con el sustrato p-nitrofenilfosfato fue registrada es un espectrofotdmetro para placas ELISA
(Bio Rad iMark™ Microplate Reader), a una absorbancia de 405 nm.

6.10.6 Calculo del indice de positividad
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Para poder determinar si un valor fue negativo o positivo, se calcul6 el indice de positividad
(IP) de cada suero utilizado, a partir de los valores obtenidos de las lecturas de los ensayos
iELISA, todos los calculos se realizaron en una hoja de Microsoft Excel. Se obtuvo el
promedio de las lecturas de la densidad optica del control blanco, este valor fue restado a las
lecturas de los controles y sueros problema. Se calcul6 el promedio y la desviacion estandar
(DE) de los valores de las tres repeticiones y se utilizaron las siguientes formulas para
conocer el punto de corte (PC) a partir del control negativo utilizado y el indice de positividad
(IP) de cada suero, para determinar si eran positivos o negativos. Las lecturas con un indice
de positividad mayor o igual a 1 son considerados positivos a anticuerpos contra A.

marginale.

IPC = (DE *3) + Promedio de valores

valores
PC

I[P = Promedio de

6. 11 ldentificacién de anticuerpos IgG1 e 1IgG2

Utilizando el protocolo anterior de los ensayos iELISA, se realizaron ensayos con el fin de
identificar el tipo de anticuerpos que reconoce a los péptidos y a la proteina AM592. Como
control positivo y negativo, se utilizaron los sueros pertenecientes al kit PADIANAVET, el cual
permite el diagndstico serolégico de la anaplasmosis utilizando el extracto crudo de A.
marginale. Ademas, como control negativo (C--), se utilizo el suero de un animal infestado con
garrapatas (Riphicephalus microplus) las cuales no estaban infectadas con A. marginale, es
decir, un suero de un animal el cual su sistema inmune ha sido estimulado y ha generado una
respuesta de anticuerpos pero no hacia A. marginale.

Para llevar a cabo estos ensayos se utilizaron los mismos moles de péptidos asi como de
proteina AM592 como antigeno unido a la placa, de esta forma se utilizaron 0.25 ug de los
péptidos de MSP5 y MSP1a, 5 ug de la proteina AM592, 5 ug de extracto crudo de A.
marginale como control positivo y como control negativo para la proteina AM592, también se
realizd un ensayo con 5 ug proteinas totales de E. coli. Como anticuerpo primario se utilizaron
5 sueros de los bovinos 1783, 1756, 9899, 2899 y 135 en las diluciones establecidas (1:5000),

asi como 2 ug de IgG2 purificado del bovino 135. Como anticuerpo secundario para identificar
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inmunoglobulinas de bovino, se utilizaron los anticuerpos anti-IgG totales (Jackson
Immunoresearch Laboratories, Inc.), anti-lgG1 e 1gG2 (BETHYL Laboratories, Inc) en
diluciones 1:5000.

Para el caso de la proteina AM592 realizaron ensayos de Western blot para identificar qué
proteinas de la fraccion concentrada es reconocida por los anticuerpos. Para estos ensayos
se utilizd el protocolo ya descrito (pag. 31), utilizando 15 pg de la fraccion de elucion
concentrada y como control negativo, proteinas de E. coli. Una vez que se realizé el SDS-
PAGE y el Western blot (Anti-His), se realizaron los Western blot, en los que, como
anticuerpo primario se utilizé el suero del animal 135 (Bovino hiperinmunizado) en una dilucion
1:5000 y como anticuerpo secundario se utilizd6 anti-IgG totales (Jackson Immunoresearch
Laboratories, Inc.), anti-lgG1 y anti-igG2 (BETHYL Laboratories, Inc) en diluciones 1:2500

para cada ensayo realizado.

6.12 Estandarizacion de la extraccion y purificacion de linfocitos bovinos

Se llevd a cabo la extraccion y purificacion de los linfocitos a partir de sangre de bovino, esta
fue recolecta el mismo dia del ensayo, en tubos de punta cénica de 50 mL. Se colectaron 20
mL de sangre en 20 mL de solucion Alsever (2.05% dextrosa, 0.42% NaCl, 0.8% NasCeHs07),
esta muestra se centrifugo a 4,500 x g por 30 minutos a 4 °C (HERMLE, Z 400 k), al finalizar
este proceso, se removid parte del plasma con la solucion de Alsever sin eliminarlo por
completo, utilizando una pipeta de 10 mL, evitando tocar la pastilla formada con los glébulos
rojos con una ligera capa blanca de células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Esta
pastilla celular con plasma se aforé con PBS 1X a un volumen de 40 mL y posteriormente se
homogenizé suavemente por inversion. Es un tubo nuevo de 50 mL se colocaron 15 mL de
Ficoll-Paque™PLUS (Amersham Biosciences) y 15 mL de la suspension de globulos rojos,
evitando mezclar ambas fases, posteriormente la muestra se centrifugd a 900 x g por 30
minutos con desaceleracion lenta (Jouan BR4i). Al terminar, se colectd el anillo formado entre
el plasma y el Ficoll, evitando tomar los globulos rojos. La muestra colectada se coloco en un
tubo nuevo y se aforé a 50 mL con PBS 1X y se centrifugd a 250 x g por 15 minutos (Jouan
BR4i), al término, se elimin6 el sobrenadante y se reservd la pastilla blanca obtenida para
después ser resuspendida en 2 mL con PBS 1X. Posteriormente, se llevd a cabo el conteo
celular para determinar la viabilidad, para ésto, a 10 yL de muestra (células resuspendidas en
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PBS 1X) se le adicionaron 10 pyL de solucion de azul tripano (0.4%), se homogenizd y se
colocaron en una camara de Neubauer. Una vez que se determind la viabilidad y el numero de
células obtenidas por mL de sangre, estas se dejaron incubando con medio RPMI (GIBCO™
RPMI Medium 1640) por 72 horas a 37°C bajo una atmdsfera de 5% de CO:2 en el aire,
posteriormente, se tomaron muestras del cultivo y se realizaron improntas, para determinar la

morfologia de las células mediante tincion de Giemsa.

6. 13 Evaluacion del potencial inmunogénico de la proteina AM592

Para este ensayo se sembré una concentracién de 5x10° células en cada pozo por triplicado
para cada una de las muestras a evaluar con 200 yL de medio suplementado en placas de 96
pozos (Costar™ Cell Culture Plate, 96 Well). Estas fueron incubadas durante 24, 48 y 72
horas a 37°C, bajo una atmésfera de 5% de COg, utilizando una concentracion de antigeno
(proteina AM592) de 5 pg. Como control positivo se utilizé concanavalina (ConA), ya que es
una lectina mitogénica que activa los linfocitos T, como control negativo se utilizaron proteinas
de E. coli BL21 (DE3) con el vector pET-22b vacio, ademas de un control con células no
tratadas. Pasado el tiempo de incubacion establecido las células se realizé la cosecha celular
colectando el sobrenadante de cada ensayo y se almaceno a 4 °C con 5% V/V de inhibidor de
proteasas (cOmplete™ Roche) en cada una, para posteriormente analizar la produccion de
citocinas de las células linfaticas por citometria de flujo en el Laboratorio Nacional de
Citometria de Flujo (LabNalCit).

Se realizo la cuantificacion de la proliferacion como resultado de la induccion con el antigeno,
asi como del control positivo y negativo, utilizando el Kit comercial CellTiter 96® AQueous
One Solution Proliferation Assay, este un método colorimétrico para determinar el numero de
células viables en ensayos de proliferacion. El reactivo de solucion CellTiter 96® AQueous
One, contiene un compuesto de tetrazolio (MTS), el cual es biorreducido por las células a un
producto de formazan (la cual puede ser medida a 490 nm), esta conversion es realizada por
NADPH o NADH producidas por enzimas deshidrogenasas en células metabdlicamente
activas.

Todos los pozos se llevaron a un volumen final de 100 pL con PBS 1X, posteriormente se la
adicion6 20 pL del reactivo CellTiter 96® AQueous One Solution Proliferation Assay, se
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homogenizé suavemente con una micropipeta y se dejé incubando por 2 horas bajo las
mismas condiciones, al término de la incubacion, se determind la densidad o6ptica de las
muestras a 490 nm en un espectrofotometro para placas ELISA (Bio Rad iMark™ Microplate
Reader).

Previamente al ensayo de proliferacion, siguiendo el protocolo ya descrito de cuantificacion y
como control de la proliferacion, se determiné la DO inicial de las 5x10° células linfaticas, para

conocer el numero de células final en cada uno de los ensayos con el antigeno.
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/. Resultados

7.1 Verificacion de la presencia del gen am592 en el plasmido pET22B

Una vez que se realiz6 la extraccion del DN plasmidico que contiene el gen amb92, se realiz6
una PCR para amplificar la regién de inicio y terminacion del promotor T7 (Figura 5), la cual
tiene un tamafno aproximado de 350 pb, esta regidén flanquea al gen am592, el cual tiene un
tamano aproximado a 600 pb. Como se observa en la figura 5, la amplificacion por PCR
genero un producto con un peso aproximado de 950 pb, que corresponde a la fraccion
recortada del gen amb592 y las regiones del promotor T7. Por la diferencia en el tamafio del
producto de PCR de las amplificaciones de la construccion y el plasmido vacio, se corroboro
la presencia del gen amb592 en el plasmido pET22b(+).

MPM 1+ 2+ 1- 2- CN

3

1000 pb —»| = -

750 pb —» .

Figura 5. Producto de PCR para la verificacion del gen am592 en el vector pET-22b (+).

MPM: marcador de peso molecular 1 kb; (+): Amplificacion por PCR de el gen am592 en el vector pET22b que corresponde
a 950 pb. (-): Amplificacién por PCR de la regién de inicio y terminacién del promotor T7 que corresponde a 350 pb. CN:
Control negativo (Agua).

7.2 Transformacion en células E. coli TOP10

Una vez realizada la extraccion del plasmido pET22b con el gen am592 se transformaron
células de E. coli TOP10 con dicha construccion. Estas células se caracterizan por un alto
rendimiento en la extraccion de plasmido y una replicacion estable del mismo. Una vez que
realizé la transformacion por electroporacién en E. coli TOP10 se seleccionaron 8 clonas con
resistencia a ampicilina. Con el fin de descartar clonas falsas positivas se realizé una PCR de

colonia utilizando los oligonucleétidos de la region del promotor T7 (Figura 6). Se observé una
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banda de aproximadamente 950 pb en cada clona seleccionada, dicha banda corresponde a
la versidon acortada del gen am592 y las regiones de inicio y terminacién del promotor T7.

MPM C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 CN

1000 pb —»

750pb —» S T e A S wp WD D

Figura 6. Producto de PCR de colonias seleccionadas E. coli TOP10.
MPM: Marcador de peso molecular 1 kb; C1-C8: Colonias seleccionadas; CN: Control negativo (agua). Amplificacién por PCR
de el gen am592 en el vector pET22b que corresponde a 950 pb, debajo de las 750 pb se observan amplicones
inespecificos.
De las 8 clonas, se seleccioné la clona 8 y se realiz6 una nueva extraccion de plasmido, para
obtener mayor cantidad de DNA. Posteriormente se realiz6 una PCR para la amplificacién de
la regién de inicio y terminacion del promotor T7 (Figura 7), y de esta forma verificar
nuevamente la presencia del gen amb92 en la construccion recombinante.

MPM CN

1000 pb —» o
750 pb —> e

Figura 7. Producto de PCR del plasmido de la clona 8(E. coli Top10).

MPM: Marcador de peso molecular 1 kb; CN: Control negativo (agua). Amplificacién por PCR de el gen am592 en el vector
pET22b (950 pb) de la colonia 8 seleccionada.

El producto de PCR amplificé una banda con un tamano aproximado de 950 pb, lo que indica
la presencia del gen am592 en el plasmido.
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7.3 Transformacioén en células E. coli BL21 (DE3)

Para llevar a cabo la expresion del gen amb92, se transformaron células de E. coli BL21
(DE3) con el DNA plasmidico que contiene dicho gen. Esta cepa de E. coli permite una mejor
expresion del gen de interés debido a la deficiencia de proteasas, ademas de que la expresion
esta bajo el control del promotor T7. Después de la transformacién, se seleccionaron 8 clonas
resistentes a ampicilina y con el fin de descartar falsos positivos se realizé un PCR de colonia,
utilizando los oligonucleoétidos de la region de inicio y terminacion del promotor T7. Como se
muestra en la Figura 8, se amplificod una banda con un tamafo aproximado de 950 pb.

MPM CN C1 C2 C3 C4 C5 Cé6 Cc7 Cs8

3000 pb —»

500 pb —»!

Figura 8. Producto de PCR de colonias seleccionadas E. coli BL21(DE3).

MPM: Marcador de peso molecular 100 pb; C: Colonia; CN: Control negativo. Amplificacién por PCR de el gen am592 en el
vector pET22b que corresponde a 950 pb, debajo de las 750 pb se logran ver amplicones inespecificos.

Una vez verificada la presencia del gen am592, se selecciond la clona C1 para llevar a cabo la

expresion.
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7.4 Expresion de la proteina recombinante AM592

Después de la transformacién de células de E. coli (DE3) y de verificar la presencia del gen
amb92, se procedié a realizar una cinética de expresion de la proteina AM592, evaluando
dicha expresién a diversos tiempos. Como control negativo se utilizé el cultivo sin inducir,
tomando muestras a los mismos tiempos. Como control positivo se utilizé la proteina AM592
previamente purificada (trabajo ya realizado en la Unidad de Anaplasmosis). Se colectaron las
muestras a las 16, 20 y 24 horas y fueron resuspendidas en buffer de Laemmli 2X para ser
sometidas a una electroforesis SDS-PAGE (Figura 9).

El peso de la proteina AM592 es de aproximadamente 23.3 kDa. En las tres muestras
tomadas del cultivo inducido se observa una banda en el peso esperado, al igual que el

control positivo; dicha banda no se observa en los controles no inducidos.

25 KDa

Figura 9. Expresion de la proteina recombinante AM592en un gel SDS-PAGE al 12%.

MP: Marcador de peso molecular; NI: Control No inducido; I: Muestras Inducidas; CP: control positivo (proteina AM592
purificada). En el recuadro rojo se puede observar una banda en las muestras inducidas, y al igual que el control positivo
tiene un peso tedrico de 23.3 kDa; dicha banda no se observa en las muestras no inducidas, lo que sugiere la presencia de la
proteina AM592.

Una vez que se observé la presencia de la proteina AM592, ésta fue reconocida mediante un
Western blot, utilizando como anticuerpo primario un anticuerpo anti-histidinas y como

anticuerpo secundario un anticuerpo anti-raton acoplado a la fosfatasa alcalina (Figura 10).
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Figura 10. Identificaciéon de la proteina AM592 por Western blot.

MP: Marcador de peso; NI: No inducido; I: Inducido; h: Horas; CP: Control positivo (proteina AM592 purificada). Se puede
observar el reconocimiento de proteinas en las muestras inducidas y en el control positivo, sin embargo, se observan dos
bandas adicionales, con un peso mayor a los 25 y 35 KDa, que podrian ser resultado de un reconocimiento inespecifico,
ademas del reconocimiento de la proteina AM592 (recuadro rojo).

Como se observa en la figura 10, solo en las muestras inducidas hubo reconocimiento de la
proteina AM592 que tienen un peso aproximado a 23.3 kDa. El anticuerpo también reconoce
dos bandas mas de proteinas de alrededor de 30 y 35 kDa. En el control positivo, que
corresponde a la proteina purificada, reconoce una proteina de aproximadamente 23.3 kDa.
Tomando en cuenta estos resultados se decidié tomar la hora 20 como hora final de expresion

para proceder a la purificacion de la proteina AM592.

7.5 Purificacién parcial de la proteina AM592

Se partio de un cultivo de 1 L, el cual fue dividido en muestras de 100 ml cada uno. La pastilla
que se utilizé proviene de sélo 100 ml del cultivo mencionado. Posteriormente se realizo la
purificacion siguiendo el protocolo mencionado en la metodologia, obteniendo cuatro
fracciones: muestra de proteinas que no se unieron a la columna (FT), lavado (L), y dos
fracciones de elucion (E1y E2).

Con el fin de evaluar la expresion de la proteina AM592 y determinar en qué fraccion de la
purificacion se encuentra, se realizé un Dot blot utilizando los anticuerpos ya mencionados

para el Western blot. (Figura 11).
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Figura 11. Identificacion de la proteina AM592 mediante Dot blot.

FT: Muestra de proteinas que no se unieron a la columna; L: Lavado; E1: Primera elucién; E2: Segunda elucién 2; CP: Control
positivo (proteina AM592 purificada). Hay reconocimiento del anticuerpo anti His por la proteina AM592 como se muestra
en las fracciones de elucidn, asi como en el control positivo (proteina AM592 purificada). El halo del reocnocimiento por la
proteina (flecha) se muestra sobre el punto marcado para identificar las diferentes muestras.

En el Dot blot hubo reconocimiento de proteinas que tienen etiqueta de histidinas en el control
positivo y en las fracciones de elucion (E1 y E2), fracciones en donde se esperaba que
hubiera reconocimiento.

Con la finalidad de evaluar la purificacion de la proteina AM592, se realiz6é una electroforesis
con las fracciones correspondiente a las proteinas que no se unieron a la columna (FT), el
lavado (L) y las eluciones (E1y E2).

Para esto, se tomaron 100 uL de las fracciones obtenidas de la purificacion, asi como de la
pastilla celular lisada y se las adicion6 100 pL de buffer Laemmli 2X, como control positivo se
utilizé proteina AM592 previamente purificada (Figura 12).
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25 KDa

Figura 12. SDS-PAGE al 12% de las fracciones proteicas obtenidas después de la purificacion.

MP: Marcador de peso; P: Pastilla celular; FT: Muestra de proteinas que no se unieron a la columna; L: Lavado; E1: Primera
elucién 1; E2: Segunda elucién 2; CP: Control positivo (proteina AM592 purificada). En el recuadro rojo se observa una
banda en las fracciones de eluciéon E1y E2, que al igual que el control positivo tienen un peso predicho de 23.3 kDa.

En los carriles de las eluciones E1 y E2 se observa una banda con un peso aproximado de
23.3 kDa, en la primera elucion se sugiere mayor cantidad de proteina, debido a la intensidad
de banda. Sin embargo, aun se observan bandas inespecificas con pesos distintos a lo largo
de todo el carril, indicando que la muestra de elucidn en donde se encuentra la proteina
AMS592 no se encuentra completamente pura (Figura 12).

Con el fin de identificar de forma especifica la proteina AM592 en las fracciones obtenidas de
la purificacion se realizé un Western blot utilizando los anticuerpos ya mencionados (Figura
13).
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MP P FT L El E2 cpP

25 KDa

Figura 13. Identificacion de la proteina purificada AM592 por Western blot.

MP: Marcador de peso; P: Pastilla celular; FT: Muestra de proteinas que no se unieron a la columna; L: Lavado; E1: Primera
elucién 1; E2: Segunda elucidon 2; CP: Control positivo (proteina AM592 purificada). Reconocimiento obtenido por la
proteina AM592 en muestras E 1, 2 y CP. Después de la purificacion las bandas reconocidas en la expresién (Figura 12)
fueron eliminadas.

Como se observa en la figura 13, se identifico a la proteina AM592 en las muestras de la
pastilla (P) y de proteinas que no se unieron a la columna (FT), lo que indica que aun hay
proteina AM592 en los restos celulares. Por otro lado, aunque se puede apreciar una banda
en el carril perteneciente a la muestra de proteinas que no se unieron a la columna (FT), ésta
no coincide en el peso. En las muestras de las dos eluciones, al igual que en el control
positivo, sélo se aprecia una banda con el peso aproximado de 23.3 kDa que corresponde a la
proteina AM592.

7.6 Purificacién de la proteina AM592

Utilizando una muestra de cultivo de 300 mL, se realiz6 la metodologia ya mencionada para la
purificacion de la proteina. Cabe mencionar que en esta purificacidon se realizaron mas
lavados con los buffers a pH 7.2 y 6.8 (L), para eliminar la mayor cantidad de las proteinas
inespecificas en la elucion, ademas de que se adiciond una elucidn de buffer D (E2),
obteniendo asi dos fracciones de elucion mas limpias que las mostradas con el protocolo del

proveedor (Figura 12)
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Una vez que se realizo la purificacion se obtuvieron cuatro fracciones: muestra de proteinas
que no se unieron a la columna (FT), lavados (L) y dos fracciones de elucion (E1 y E2). Se
tomaron 10 pL de la muestras FT y L y 20 uL de E1 y E2, y se sometieron a electroforesis en

un gel de acrilamida al 12% (Figura 14).

MP FT L E1 E2

25 KDa 23 KDa

Figura 14.SDS-PAGE al 12% de las fracciones proteicas obtenidas después de la purificacion.

MP: Marcador de peso; FT: Muestra de proteinas que no se unieron a la columna; L: lavados; E: Elucidn. Después de la
tincion con azul de Coomasie sélo se identificd una banda en las dos eluciones obtenidas con un peso predicho de 23.3 KDa
en las dos fracciones de elucidn, en las cuales ya no se logran observar mas bandas como en la purificacion anterior (Figura
12). Indicando que los cambios realizados en la metodologia fueron eficientes.

Se observa en las muestras E1 y E2 que ambas presentan una banda con un peso
aproximado de 23.3 kDa (proteina AM592), sin embargo, para el caso de la fraccién E2 se
observa una menor intensidad de ésta, lo que indica menor cantidad de proteina eluida. En
comparacion con las anteriores, en esta purificacion ya no se observan bandas de proteinas
inespecificas, lo que indica que los lavados realizados con los buffers de pH 6.8 y 7.2

permiten obtener fracciones mas puras.

Para corroborar que esta banda pertenece a la proteina AM592 se utilizaron como controles
las purificaciones de la cepa de E. coli BL21 (DE3) y E. coli BL21 (DE3) con el vector pET-22b
vacio. Utilizando una muestra de cultivo de 300 mL, se realizé la misma metodologia de

purificacion para estas muestras y se obtuvieron cuatro facciones: FT, L, E1y E2. Se tomo el
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mismo volumen de muestras que en el gel anterior y se sometieron a electroforesis en un gel

de acrilamida al 12% (Figura 15).

pET-22b BL21 (DE3)
MP FT L E1 E2 FT L El E2

25 KDl
—>

Figura 15. SDS-PAGE al 12% de las fracciones proteicas control obtenidas después de la purificacion.

MP: Marcador de peso; FT: Muestra de proteinas que no se unieron a la columna; L: lavados; E: Elucién. Una vez realizada la
tincidn con azul de Coomasie no se observan bandas en las fracciones de elucién.

Como se muestra en la figura 15, las fracciones de E1 y E2 de las muestras tanto de E. coli
BL21 (DE3) como de E. coli BL21 (DE3) transformada con el vector pET-22b, no presentan
bandas de proteina con el peso molecular de la AM592, indicando que la banda que se

observa en la fraccion E de la figura 14 es la proteina AM592.

7.7 Concentracion de la proteina AM592

Después de llevar a cabo la concentracion de las muestras de elucién con acetona, se realizd
un SDS-PAGE al %12 y posteriormente un Western blot (anti-His) con las muestras obtenidas
después de la purificacion: muestra de proteinas que no se unieron a la columna (FT), lavados

(L) y las fracciones de elucion concentradas (E) (Figura 16).
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MP FT L E MP FT L E

25 KDa
—Pp 25 KDa

Figura 16. SDS-PAGE al 12% (izquierda) y Western blot anti-His (derecha) de las fracciones proteicas obtenidas después
de la purificacién y concentracion.

MP: Marcador de peso; FT: Muestra de proteinas que no se unieron a la columna; L: lavados; E: Eluciéon concentrada (Aprox.
1 ug). Una vez que se realizo la concentracidn de la proteina AM592, se identificé una banda tefida con azul de Coomasie
(figura izquierda) mds intensa la cual tiene un peso aproximado a 23.3 KDa, misma que fue identificada utilizando un
anticuerpo anti Histidinas (figura derecha).

En la figura 16, se puede observar en el carril E (elucidn concentrada) una banda mas intensa
que a las obtenidas en la figura 14, y que al igual tiene un peso aproximado de 23.3 KDa. Lo
que indica una mayor cantidad de proteinas en esta muestra. El reconocimiento de obtenido
por el anticuerpo anti-His, s6lo muestra una banda en el carril E (elucion concentrada),

indicando la presencia de la proteina AM592.

Una vez que se realizé la concentracion de las muestras de elucidn de la purificacion, se
procedié a realizar la cuantificacion por el método de Bradford, y se determindé que la
concentracion de la proteina enriquecida AM592 es de 0.13 pg/uL. Obteniendo asi 0.86 mg de

proteina purificada por litro de cultivo.

7.8 Evaluacion del potencial antigénico de los péptidos sintéticos mediante

ensayos ELISA indirecto
Con el fin de corroborar los resultados obtenidos en el reconocimiento de los péptidos de

MSP1a y MSP5, se realizé el analisis de 40 sueros de bovinos en ensayos iELISA (Tabla 3).

Para estos ensayos iELISA, se seleccionaron 20 sueros del banco sueros de la Unidad de
Anaplasmosis (CENID-PAVET/INIFAP), algunos de estos utilizados ya previamente (Tapia
Uriza, 2018; Valencia Mujica, 2018). Los 20 sueros seleccionados provienen de muestras de

sangre de bovinos de Tapalpa, Jalisco colectadas el 30 de agosto del 2017, y corresponden a
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animales que pueden estar o no infectados con A. marginale de forma natural. De los 20
sueros, 16 ya habian sido probados en ensayos iELISA con estos péptidos, resultando
positivos, para los cuatro restantes aun no se contaba con informacion al respecto (ver

resultados en Anexo 1).

Posteriormente, se seleccionaron 20 sueros mas de la coleccion de sueros de la Unidad de
Anaplasmosis (CENID-PAVET/INIFAP). Dentro de estos 20 sueros se pueden encontrar
animales que ya han sido infectados de forma experimental con cepas de A. marginale en la
Unidad de Anaplasmosis, otros provenientes de Tapalpa, Jalisco y uno mas de un centro de
acopio ubicado en Villa de Alvarez, Colima (Anexo 1) que podrian estar o no infectados con A.
marginale. Cabe mencionar que estos ultimos 20 sueros son de diferente dia de coleccion.
Trabajos ya realizados en la Unidad de Anaplasmosis con estos sueros, demostraron que los
20 sueros resultaron positivos o negativos al utilizar extractos crudos de A. marginale y
péptidos de MSP1a y MSP5 como antigeno (ver resultados en Anexo1).

Los resultados marcados con color amarillo corresponden a valores con indice de positividad
igual o mayor a 1, considerados como sueros positivos a la presencia de anticuerpos contra A.

marginale.

56



Tabla 3. Evaluacion de la antigenicidad de los peptidos de MSP1a y MSP5 mediante iELISA y sueros de animales
experimental y naturalmente infectados.
indice de positividad de la presencia de anticuerpos contra A. marginale en sueros de bovino (coleccién de sueros de
la Unidad de Anaplasmosis CENID-PAVET/INIFAP) en presencia de los péptidos MSP1ay MSP5. Como control positivo y
negativo se utilizd el suero de los bovinos 4697 y 1160 (respectivamente). (*) Sueros de bovinos pertenecientes a la
Unidad de Anaplasmosis, (**) sueros de bovinos muestreados en Tapalpa, Jalisco, (***) sueros muestreados en Villa
de Alvarez, Colima. En color amarillo se observan los sueros positivos (IP>1) y el color blanco los negativos (IP<1).

N° Muestra Fecha MSP1a MSP5
4697 C+ 1.395 1.006
1160 C- 0.561 0.473
1 9953** 04/04/18 2.982 1.954
2 9931** 30/08/17 1.681 1.301
3 9919** 30/08/17 0.619 0.411
4 9916** 30/08/17 1.955 1.403
5 9912** 30/08/17 1.824 1.285
6 9911** 03/04/18 2.195 1.129
7 9899** 30/08/17 2.968 1.408
8 9887** 04/04/18 1.629 1.052
9 9511** 30/08/17 0.895 0.652
10 6964~ 27/09/13 2.410 1.436
11 6959* 22/06/13 1.088 0.827
12 6959* 20/07/13 1.293 0.971
13 6959* 14/08/13 1.439 0.930
14 6810** 03/04/18 3.577 2.070
15 6802** 30/08/17 2.294 1.447
16 6760** 30/08/17 1.220 0.823
17 6751** 30/08/17 1.053 0.810
18 6750** 30/08/17 1.205 0.809
19 6749.2** 30/08/17 1.269 1.593
20 6749.1** 30/08/17 1.204 1.181
21 5805** 30/08/17 0.710 0.621
22 5804** 30/08/17 2.223 1.268
23 4705** 03/04/18 2.296 1.314
24 4701** 30/08/17 1.510 1.142
25 4694** 30/08/17 2.593 1.943
26 4232** 30/08/17 0.851 0.833
27 4228** 30/08/17 0.586 0.335
28 3043** 30/08/17 2.612 2.233
29 2902** 30/08/17 1.912 1.386
30 1937*** 05/04/18 4.304 2.561
31 1783* 19/08/13 8.168 5.049
32 1775* 24/06/13 1.461 0.937
33 1756* 19/07/13 1.047 0.685
34 1756* 06/08/13 0.661 0.483
35 135* 18/11/03 4778 2.569
36 135* 18/10/04 16.723 9.822
37 135* 29/10/04 18.696 10.527
38 125** 04/04/18 2.239 1.474
39 27* 07/03/12 6.828 4432
40 27* 09/10/13 2.593 1.548
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De los resultados de la Tabla 3, se muestra que la mayoria de los sueros reconocen a A.
marginale.. Las tres muestras del suero 6959 son positivos solo para el péptido de MSP1a y
presentan un indice de positividad por debajo del punto de corte para MSP5, siendo
negativos, indicando un mayor reconocimiento por el péptido de MSP1a que por el de MSP5.

Para asegurar que en las pruebas realizadas no existiera reconocimiento inespecifico de IgG
hacia los péptidos de MSP1a y MSPS5, se realizaron ensayos iELISA utilizando 10 sueros de
cabra, los cuales fueron proporcionados por el laboratorio de diagnostico veterinario del
Comité Estatal para el Fomento y Proteccion Pecuaria de Colima. En los ensayos (datos no
mostrados), estos sueros resultaron ser negativos por el reconocimiento del anticuerpo anti-
IgG el cual es purificado a partir de cabra, evidenciando el reconocimiento especifico del

anticuerpo.

Una vez determinado el potencial antigénico de los péptidos sintéticos, se realizaron ensayos
iELISA con la proteina AM592 purificada. Para determinar la cantidad minima necesaria por
pozo de antigeno, se utilizaron diferentes concentraciones de la proteina enriquecida como
antigeno, siendo 0.75, 1 y 1.5 ug (Tabla 4), como control positivo del reconocimiento, se
utilizaron 5 ug de extracto crudo de A. marginale (AM), como control negativo se utilizaron 1.5
Mg proteinas de E. coli (todos por triplicado) y se seleccionaron los sueros de los bovinos 135,
1756, 9899 y 2899 como sondas del reconocimiento por anticuerpos, ya que en los resultados
anteriores estos animales mostraron ser positivos o negativos para el reconocimiento de los
péptidos. El bovino 135 es un animal hiperinmunizado con A. marginale, es decir que ha
generado una gran cantidad de anticuerpos como respuesta al estimulo del sistema inmune,
lo que explica los valores tan altos de IP, por el contrario el bovino 1756 es un bovino que no
se logro infectar con A. marginale y que no gener6 anticuerpos contra esta. Los bovinos 9899
(positivo) y 2899 (negativo) fueron seleccionados de los ensayos iELISA anteriores con los
péptidos de MSP1a y MSP5, siendo bovinos infectados o no de forma natural con A.

marginale.
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Tabla 4. Evaluacién de la antigenicidad de la proteina mediante iELISA, utilizando diferentes concentraciones de
antigeno con sueros de animales experimental y naturalmente infectados.
indice de positividad de la presencia de anticuerpos contra A. marginale en sueros de bovino (sueros seleccionados de
la coleccion de la Unidad de Anaplasmosis (CENID-PAVET/INIFAP) en presencia de la proteina AM592. Como control
positivo y negativo se utilizd el suero de los bovinos 4697 y 1160 (respectivamente). En color amarillo se observan los
sueros positivos (IP>1) y el color blanco los negativos (IP<1).

Cantidad de proteina (uQ)

Muestra
4697 C+ 0.680 0.971 0.940 1.291 0.964
1160 C- 0.551 0.928 0.938 0.613 0.975
135 1.032 1.576 1.764 3.430 2123
1756 0.338 0.41 0.45 0.318 0.476
9899 0.824 1.373 1.573 1.883 1.527
2899 0.504 0.833 0.843 0.594 0.638

Los resultados muestran que la proteina AM592 es reconocida por lo anticuerpos de los
sueros cuando es utilizada en diferentes concentraciones, sin embargo, los anticuerpos de los
sueros de los bovinos positivos (135 y 9899), asi como de los negativos (1756 y 2899),
también reconocen a las proteinas de E. coli, lo que sugiere que la fraccion de la proteina

AM592, esta enriquecida pero no completamente pura.

Por otro lado, los valores del indice de positividad de los bovinos 4697 (C+) y 1160 (C-) no
permiten distinguir un suero positivo de uno negativo, dado que se trata de valores altamente

cercanos.

Se propone el uso de una mayor concentracion de la proteina AM592, ya que se podria
favorecer el reconocimiento de los anticuerpos del suero por encima del reconocimiento de las
proteinas de E. coli.
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7.9 Reconocimiento de péptidos sintéticos por los anticuerpos 1gG1 e 1IgG2
mediante ELISA indirecto

Se ha reportado que para la respuesta contra la infeccidon de A. marginale es necesario un
mayor titulo de 1IgG2 que de IgG1 para brindar una respuesta inmune protectora en el bovino
(Barigye et al., 2004). Por esa razon, se realizaron ensayos iELISA para identificar el tipo de
anticuerpo reconocen a los péptidos de MSP1a y MSP5. Para esto se utilizaron 0.25 ug de
cada péptido y se seleccionaron los sueros de los bovinos 1783, 1756, 9899, 2899, 135 e
lgG2 purificada de este ultimo (1135). Los bovinos 1783 y 1756 son animales positivos y
negativos correspondientemente, los cuales fueron infectados con A. marginale de forma
experimental. Los bovinos 9899 y 2899 son animales son positivos y negativos,
respectivamente, pero naturalmente infectados con A. marginale. El bovino 135 es animal
hiperinmunizado con A. marginale, es decir que ha generado anticuerpos contra ésta y que en
su mayoria son IgG2, lo que indica una respuesta inmune protectora. Ademas, se utilizaron
cuerpos iniciales de A. marginale (AM) como control positivo del reconocimiento de las 1gG.
Una vez que se realizaron los ensayos iELISA de IgG totales, IgG1 e IgG2 de los dos péptidos
sintéticos, se realizaron graficas con los resultados obtenidos de su indice de positividad con
base en el control negativo (Figura 17, 18 y 19), si las muestra problema son mayores a uno
(linea roja) son consideradas positivas.
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Figura 17. Grafica de ensayo iELISA de IgG totales con péptidos sintéticos.

C-: Control negativo; C+: Control positivo; C--: Bovino control; 1783: Bovino positivo experimental; 1756: B. negativo
experimental; 9899: B. positivo naturalmente; 2899: B. negativo naturalmente; 135: B. hiperinmunizado; 1135: IgG2
purificado del bovino 135; AM: Extracto crudo de A. marginale.
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Figura 18. Grafica de ensayo iELISA de IgG1 con péptidos sintéticos.

C-: Control negativo; C+: Control positivo; C--: Bovino control; 1783: Bovino positivo experimental; 1756: B. negativo
experimental; 9899: B. positivo de naturalmente; 2899: B. negativo naturalmente; 135: B. hiperinmunizado; 1135: IgG2
purificado del bovino 135; AM: Extracto crudo de A. marginale.
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Figura 19. Grafica de ensayo iELISA de 1gG2 con péptidos sintéticos.

C-: Control negativo; C+: Control positivo; C--: Bovino control; 1783: Bovino positivo experimental; 1756: B. negativo
experimental; 9899: B. Positivo naturalmente; 2899: B. Negativo naturalmente; 135: B. hiperinmunizado; 1135: IgG2
purificado del bovino 135; AM: Extracto crudo de A. marginale.

En los ensayos iELISA realizadas utilizando los sueros con IgG totales (Figura 17), se observa
que los indices de positividad de los sueros de los bovinos (1783 y 9899) y (1756 y 2899) son
positivos y negativos para los péptidos, asi como para los cuerpos iniciales de A. marginale,
con IP de 0.9 hasta 3.2 para sueros positivos y para los sueros negativos IP de 0.3 a 0.6.

Para el caso del bovino 135, el reconocimiento de éste es apenas considerado positivo hacia
los péptidos sintéticos (IP: 1.2), sin embargo, es mayor para los cuerpos iniciales de A.
marginale (IP: 5.8), esto también se puede apreciar en la muestra de 1gG2 purificada (1135)
donde solo hay reconocimiento para esta muestra y no para los péptidos sintéticos.

En los ensayos de I1gG1 e 1gG2 (Figura 18 y 19), los sueros de los bovinos positivos (1283 y
9899), asi como de 135, solo reconocen los cuerpos iniciales de A. marginale (AM), asi como
la muestra de IgG2 purificada (1135). Para el caso del los péptidos sintéticos de MSP1a y
MSP5, so6lo el suero del bovino positivo 9899 es reconocido por IgG1.

Esto sugiere que los péptidos de las proteinas de MSP1a y MSP5 podrian promover una
respuesta tipo Th2 mediada por IgG1, respuesta inmune no protectora contra A. marginale.
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También se evaluo la proteina AM592 (utilizando 5 pg de ésta) con los sueros de animales
previamente seleccionados, para estos ensayos se utilizaron cuerpos iniciales de A. marginale
(AM) como control positivo y como control negativo, proteinas de E. coli.

Se realizaron ensayos para la deteccion de IgG totales (Figura 20) para saber si la proteina
AMS92 es reconocida por anticuerpos, también ensayos de IgG1 e IgG2 (Figura 21 y 22) para
identificar qué tipo de IgG son las que la reconocen.
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Figura 20. Grafica de ensayo iELISA de IgG totales con proteina AM592

C-: Control negativo; C+: Control positivo; C--: Bovino control; 1783: Bovino positivo experimental; 1756: B. negativo
experimental; 9899: B. positivo naturalmente; 2899: B. negativo naturalmente; 135: B. hiperinmunizado; 1135: IgG2
purificado del bovino 135; AM: Extracto crudo de A. marginale.

En la figura 20, se muestra el reconocimiento obtenido por IgG totales de los sueros
seleccionados, tanto la muestra de proteina AM592 y las proteinas control de E. coli tienen
reconocimiento similar a estos sueros, a diferencia de la muestra de 1gG2 purificada que

reconoce a la proteina AM592 y el extracto crudo de A. marginale (AM).
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Figura 21. Grafica de ensayo iELISA de IgG1 con proteina AM592

C-: Control negativo; C+: Control positivo; C--: Bovino control; 1783: Bovino positivo experimental; 1756: B. negativo
experimental; 9899: B. Positivo naturalmente; 2899: B. negativo naturalmente; 135: B. hiperinmunizado; 1135: 1gG2

purificado del bovino 135; AM: Extracto crudo de A. marginale.
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Figura 22. Grafica de ensayo iELISA de IgG totales con proteina AM592

C-: Control negativo; C+: Control positivo; C--: Bovino control; 1783: Bovino positivo experimental; 1756: B. negativo
experimental; 9899: B. positivo naturalmente; 2899: B. negativo naturalmente; 135: B. hiperinmunizado; 1135: IgG2

purificado del bovino 135; AM: Extracto crudo de A. marginale.
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El reconocimiento obtenido por IgG1 es evidente en las muestras del extracto crudo de A.
marginale (AM) con valores superiores a uno, en los sueros 1783, 9899 y 135, este
reconocimiento también esta presente en las muestras proteicas de E. coli, (de igual forma
con valores superiores a uno) pero no en todas las muestras de AM592 (Figura 21).

Para el reconocimiento mediado por 1gG2, se puede observar en los sueros de los bovinos
1783 y 135, para las tres muestra problema, asi en la fraccion de IgG2 purificada (Figura 22).

En los resultados obtenidos del ensayo de IgG totales (Figura 20) sdlo existié reconocimiento
positivo de la proteina AM592 por los sueros de los bovinos 1783, 135 (IP: 2.1y 1.5) y en
menor medida con el bovino 9899 (IP: 0.7), sin embargo, estos valores son los mismo que se
obtuvieron con las proteinas de E. coli (IP: 2.1, 0.7 y 1.5).

En la muestra de IgG2 purificada (1135) se puede observar que hay un IP positivo para los
cuerpos iniciales de A. marginale (AM) (IP: 1.3) y un IP negativo para la proteina AM592 (IP:
0.4).

Para el reconocimiento por IgG1 (Figura 21) los sueros de los animales 1783, 1756 y 9899
reconocen a la proteina AM592, asi como a las proteinas de E. coli. sin embargo, en estos
dos ultimos animales, estan muy cerca del punto de corte (IP: 1.1 y 0.8), lo que indica un bajo
reconocimiento por IgG1.

En los ensayos de IgG2 (Figura 22), los sueros de los bovinos 1783 y 135 reconocen la
proteina AM592, sin embargo, este reconocimiento también se observa para las proteinas del
control negativo de E. coli; por otro lado, las 1gG2 purificadas no reconocen a la proteina
AMS92 (IP: 0.8), ni a las proteinas control de E. coli (IP:0.1).

Estos resultados muestran que el reconocimiento de los anticuerpos hacia la proteina AM592
puede ser mediada IgG2 mas que por IgG1, sin embargo, este reconocimiento de los sueros
también se observa hacia las proteinas control de E. coli en los tres ensayos realizados (IgG
totales, 1gG1 e 1gG2). Como se muestra en la metodologia (Pag. 31) la expresion de la
proteina AM592 se realizdé en E. coli, y es muy probable que en la fracciéon de elucion en
donde se detecto esta proteina, aun existan proteinas de esta bacteria lo que explicaria el

reconocimiento en las dos muestras proteicas utilizadas (AM592 y E. coli).
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7.10 Reconocimiento de la proteina AM592 por los anticuerpos IgG1 e 1gG2

mediante ensayo Western blot

Con el fin de identificar a la proteina AM592 por los anticuerpos bovinos en las fracciones
obtenidas durante la purificacion, se hizo un Western blot utilizando el suero de un bovino
hiperinmunizado (135), que presenta ademas una respuesta inmunoprotectora (IgG2) hacia A.
marginale. Cabe mencionar que para realizar estas pruebas se utilizaron aproximadamente 15
Mg de la proteina AM592 que tienen un peso aproximado de 23.3 KDa y proteinas totales de

E. coli como control negativo (C).

Se realiz6 un SDS-PAGE y un Western blot utilizando un anticuerpo Anti-His (Figura 23) para
verificar la presencia de la proteina AM592.

MP C FT L E MP C FT L E

25 KDa 25 KDa

Figura 23. SDS-PAGE al 12% teiido con azul de Coomassie (izquierda) y Western blot (Anti-His) (derecha) de las
fracciones proteicas obtenidas después de la purificacion y concentracion.

MP: Marcador de peso; C: Proteinas de E. coli; FT: Muestra de proteinas que no se unieron a la columna; L: lavados; E:
Elucién concentrada. Para realizar el SDS-PAGE, asi como el Western blot, se utilizé 15 pg de de proteina AM592, con un
peso aproximado de 23.3 KDa, banda que se observa en la fraccidn de elucién (E), la cual fue reconocida utilizando un
anticuerpo anti-His. La fraccién de elucién muestra mas bandas de proteinas con pesos mayores a 23.3 KDa, sin embargo la
AM592 se encuentra enriquecida.

En la figura 23, solo en la fraccion de elucion (E) se identifica una proteina con un peso
aproximado de 23.3 KDa.

Una vez identificada la proteina AM592, se hizo un Western blot con las mismas muestras
proteicas, utilizando los anticuerpos IgG totales (Figura 24), IgG1 (Figura 25) e 1gG2 (Figura
26).
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El anticuerpo anti IgG totales (Figura 24) reconoce proteinas en todas las muestras (C, FT, Ly
E), sin embargo, en la fraccion de elucién (E) ademas de la proteina AM592 también se

reconocen otras proteinas.

25 KD4

Figura 24. Western blot (Anti-IgG totales) de las fracciones proteicas obtenidas después de la purificacion y
concentracion.

MP: Marcador de peso; C: Proteinas de E. coli; FT: Muestra de proteinas que no se unieron a la columna; L: lavados; E:
Elucién concentrada. Utilizando un anticuerpo Anti-IgG totales se identificaron proteinas en las muestras C y FT, proteinas
pertenecientes a E. coli. En la muestra de elucidon (E) en donde se utiliz6 15 pg de esta fraccidon, se observa un
reconocimiento por proteinas de diferentes pesos moleculares, en donde se observa una banda con un peso aproximado de
23.3 KDa, proteina AM592 (recuadro rojo).

Como se muestra en la Figura. 25, el anticuerpo IgG1 reconoce proteinas en todas las
muestras. En la muestra que contiene la proteina (E), ademas de la AM592 (recuadro rojo), se

observan dos bandas de proteina que también fueron reconocidas por el anticuerpo.

25 KDa

Figura 25. Western blot (Anti-lgG1) de las fracciones proteicas obtenidas después de la purificacion y concentracion.

MP: Marcador de peso; C: Proteinas de E. coli; FT: Muestra de proteinas que no se unieron a la columna; L: lavados; E:
Elucién concentrada. Utilizando un anticuerpo Anti-lgG1, al igual que en la figura anterior (Figura 24), se muestra
reconocimiento de proteinas en las diferentes muestras(C, FT y L), en la fraccién de elucién (E) en donde se utilizé 15 pg de
esta, predominan tres bandas y una de ellas (recuadro rojo) tiene un peso aproximado de 23.3 KDa, siendo la AM592.
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El reconocimiento del anticuerpo IgG2 (Figura 26) al igual que en la figura anterior, es muy
similar para los carriles C y FT. En el carril E, el anticuerpo reconoce a la proteina AM592

ademas de otras bandas.

25 KDa

Figura 26. Western blot (Anti-IgG2) de las fracciones proteicas obtenidas después de la purificacion y concentracion.

MP: Marcador de peso; C: Proteinas de E. coli; FT: Muestra de proteinas que no se unieron a la columna; L: lavados; E:
Elucién concentrada. El reconocimiento por el anticuerpo Anti-gG2 se muestra en las fracciones C y FT en donde se observa
el mismo numero de bandas, para el caso de la fraccién E, en donde se utilizé 15 ug de esta muestra, hubo reconocimiento
por diferentes bandas, una de estas, ademas de que predomina, tiene un peso aproximado de 23.3 KDa, siendo la AM592
(recuadro rojo).

Como se observa en las figuras 24, 25 y 26, los anticuerpos IgG totales, 1gG1 e 1gG2
reconocen proteinas en las fracciones de proteinas de E. coli (C), en las proteinas que no se
unieron a la columna (FT) y en la fraccion de elucion (E), ademas del reconocimiento de la
proteina AM592 también se reconocen otras bandas.

Con estos resultados se corrobora el reconocimiento cruzado de los anticuerpos IgG’s en los
ensayos iELISA realizados, ya que los anticuerpos reconocen tanto a las proteinas de E. coli,
como a la proteina AM592. Estos resultados indican que la proteina AM592 es considerada

antigénica, ya que es reconocida por IlgG1 e IgG2.
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7.12 Establecimiento del cultivo de linfocitos de sangre de bovino

El establecimiento de un cultivo de linfoproliferacion en la Unidad de Anaplasmosis del CENID
PAVET, es una prioridad para evaluar el potencial inmunogénico de determinadas proteinas.
Especialmente si se cuenta con proteinas enriquecidas como la AM592 que tiene un potencial

antigénico.

En este primer abordaje se determind que, a partir de 10 mL de sangre de bovino, se pueden
llegar a obtener alrededor de 4.9 x 107 células linfoides viables. Esto se logré después de la
extraccion de linfocitos a partir de gradientes de densidad con Ficoll, donde se obtiene una
interfase entre el plasma y el Ficoll (Figura 27), que es donde se encuentran las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP), posteriormente estas células fueron retiradas del
gradiente y lavadas, para después determinar su viabilidad y realizar su cultivo.

— Plasma
— CMSP
= Ficoll

} Eritrocitos

Figura 27. Gradiente de densidad con Ficoll utilizando sangre de bovino.

CMSP: Células mononucleares de sangre periférica. Como se puede observar, una vez que la muestra de sangre es
centrifugada con Ficoll (densidad de 1.077 g/mL) este permite formar una interface con las CMSP (linfocitos y monocitos)
del paquete de glébulos rojos y del plasma.
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Con el fin de identificar correctamente mediante microscopia la estructura de los linfocitos, se

realizaron improntas del cultivo que se dejaron incubando por 72 horas y posteriormente se

tineron con el colorante de Giemsa (Figura 28).
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Figura 28. Células mononucleares de sangre periférica en tincidon Giemsa (x100).

En el panel Ay B se pueden observar células no granulociticas tefiidas con un color azul en el nucleo, definiéndose como
células linfoides. En el panel A se pueden observar en su mayoria linfocitos tefiidos de color azul por los acidos nucleicos
presentes en su nucleo y de color morado en el citoplasma, definiéndose como células viables (flechas azules), por otro lado
en el panel B se pueden observar linfocitos tefiidos de color azul con morado, asi como en su mayoria tefiidos solo de color

morado, definiéndose como células no viables (flechas rojas).

Este ensayo tendra mucha importancia dentro de la evaluacion inmunogénica de antigenos,

como lo pueden ser la proteina AM592 o diferentes péptidos que se generen en el estudio

contra la anaplasmosis. De tal forma que se pueda inferir su papel como antigenos

protectores, lo que permitiran tener un mayor panorama sobre su rol inmunogénico.
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8. Discusion

En este trabajo se llevo a cabo la expresion recombinante y purificacion de la proteina
anotada como hipotética AM592 de A. marginale, partiendo de informacion y resultados

previamente reportados (Cano-Tavira, 2014; Pineda Gutiérrez, 2016).

Esta proteina ya se habia purificado parcialmente en la Unidad de Anaplasmosis (CENID-
PAVET/INIFAP), sin embargo, la muestra no se encontraba completamente pura, ya que,

ademas de ésta, se observaron otras proteinas después de la purificacion.

En este trabajo, se realizaron modificaciones al protocolo de purificacion sugerido por el
proveedor, lo que permitié obtener una banda del tamario predicho para AM592. Los cambios
realizados fueron: aumentar el numero de lavados, utilizando dos buffers con pH basico (6.8 y
7.2), lo que permitié obtener una banda correspondiente a la proteina AM592, al contrario de
las purificaciones realizadas anteriormente, en donde la fraccion que contiene la proteina

purificada presentaba bandas adicionales.

Una vez establecido este nuevo protocolo, la muestra de la proteina AM592 se concentrd con
acetona y se determin6 un rendimiento de 0.86 mg por litro de cultivo. Los trabajos reportados
de expresion y purificacion de otras proteinas de membrana externa muestran un rendimiento
minimo de 0.25 mg/L y maximos de 170 mg/L (Bannwarth and Schulz, 2003), lo que indica
que una expresion baja en este tipo de proteinas es normal, debido a la dificultad para
solubilizar y purificar este tipo de proteinas (Bannwarth and Schulz, 2003; Grisshammer,
2006).

En lo que respecta a la evaluacién del potencial antigénico de los péptidos sintéticos por
iELISA, los valores del indice de positividad (IP) obtenidos del reconocimiento de MSP5 son
menores a los obtenidos en MSP1a. Se sabe que MSP5 de A. marginale es una proteina
altamente conservada que posee epitopos estructurales importantes para el reconocimiento
por anticuerpos contra A. marginale (Knowles et al., 1996; Munodzana et al., 1998). Esto
sugiere que se requiere la presencia no solo de un péptido, sino de todos los epitopos, incluso
destaca la importancia del arreglo tridimensional en el reconocimiento (Moisa and Kolesanova,
2009).
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Para el caso de MSP1a, el reconocimiento de este péptido presentd valores del IP mas altos.
Se ha reportado (Vidotto et al., 1994) que esta proteina, al igual que otras MSP’s son
reconocidas por IgG especificas que promueven proteccion ante diferentes cepas, por lo que
es posible que el reconocimiento fuera mayor en las pruebas realizadas (Brown, Palmer and
Lewin, 2001; Santos et al., 2013).

En los iELISA realizados con los sueros de animales positivos y negativos por serologia a A.
marginale, se obtuvieron diversos valores del IP. Los valores para los animales negativos
(1756 y 2899) se mantuvieron por debajo de 1, lo que indica su negatividad. Para el caso de
los animales positivos (1783 y 9899) los valores eran superiores a 1, es decir, positivos
(Figura17). El caso del suero del animal 135, es de especial interés debido a que se trata de
un animal hiperinmunizado contra A. marginale que otorga inmunoproteccion. Los valores del
IP para este suero fueron muy superiores en comparacion con el resto de los sueros, lo que

indica una mayor presencia de anticuerpos contra A. marginale (Figura 17, 18 y 19).

En los reportes de iELISA (Liu et al., 2012; Jaramillo-Ortiz et al., 2018) con proteinas
recombinantes se utilizan concentraciones de 1 pg o incluso menores, sin embargo, en este
proyecto se utilizaron 5 yg de proteina AM592, dicha cantidad se emple6 para que el numero
de moles tanto de los péptidos como de la proteina recombinante AM592 fuera la misma. Ya
que cuando se emplearon cantidades menores, como 0.25 pg no hubo reconocimiento.

En lo que respecta a los iELISA utilizando AM592 como antigeno, se observo que los sueros
problema tienen valores de IP positivos y detectan tanto a la proteina AM592 como a otras
proteinas presentes en los extractos de E. coli. Este hecho impidid tener resultados
concluyentes sobre el reconocimiento especifico de la AM592. Por otro lado, los valores del IP
para el control negativos eran muy semejantes a los del control positivo, lo que comprometia

la confiabilidad de los resultados (Tabla 4).

Para elucidar este punto se hicieron cambios, tales como utilizar los controles positivos y
negativos del kit PADIANAVET, en donde el control negativo corresponde a un suero de un
bovino negativo a A. marginale y el control positivo es una mezcla de sueros de bovinos
positivos a A. marginale. Habiendo establecido los controles, se realizaron ensayos iELISA
con la proteina AM592. En la figura 20 se muestra el reconocimiento de las IgG bovinas, lo
que refuerza el papel antigénico de la proteina. Los ensayos iELISA realizados para identificar
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queé tipos de IgG son las que reconocen esta proteina mostraron un reconocimiento de las
IgG2 superior al reconocimiento de las IgG1 (figura 21 y 22). Sin embargo, también hubo
reconocimiento de las IgG por las proteinas de E. coli, utilizadas como control negativo del
ensayo. El reconocimiento de estas proteinas puede ser comun debido a que E. coli es una
bacteria comun en mamiferos, lo que provoca produccidn de anticuerpos por el sistema

inmune.

Por lo anterior, se decidio realizar unos Western blot para determinar si los anticuerpos IgG
totales, IgG1 e 1gG2, son quienes reconocen a la proteina AM592. Lo que muestran estos
resultados (figuras 24, 25 y 26) es que la AM592 es reconocida por dichos anticuerpos. Este
hecho sugiere que si AM592 es reconocida por IgG2 podria tener un papel protector ante A.
marginale. Es importante mencionar que los ensayos iELISA mostraron que las IgG2 también
reconocian a AM592. Adicionalmente, también se observé que las IgG totales e IgG1

reconocen a la proteina.

De los ensayos iELISA usando como antigenos a los péptidos sintéticos MSP1a y MSP5, se
sugiere que éstos tienen un potencial antigénico con un reconocimiento en mayor medida por
IgG1, lo que indica que muy probablemente el tipo de respuesta inmune que promueven sea
de tipo Th2, la cual no confiere proteccion. A diferencia de los péptidos sintéticos, la proteina
AMS92 es reconocida por mayores titulos de 1gG2 lo que sugiere que puede promover una

respuesta inmune Th1, la cual es protectora en bovinos.

Con los resultados generados en este proyecto, se puede concluir que los péptidos sintéticos
de MSP1a y MSP5, asi como la proteina AM592 son antigénicas, al ser reconocidos por
inmunoglobulinas del tipo G. A pesar del reconocimiento de la proteina AM592 por 1gG2, los
resultados de este proyecto no permiten concluir su papel como antigeno inmunoprotector.
Para ello, se requiere determinar aun el tipo de citocinas que estan senalizando de acuerdo a

las respuestas Th1 o Th2.
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9. Conclusiones

La proteina AM592 se logré purificar por medio de cromatografia de afinidad con un
rendimiento de aproximadamente 0.86 mg/L, obteniendo una fraccién de elucion en donde

s6lo se obtiene una banda con un peso aproximado de 23.3 KDa en los geles SDS-PAGE.

Los ensayos de inmunodeteccion por Western blot con la proteina AM592, y utilizando el
suero del bovino 135 (bovino hiperinmunizado) sefialan que la AM592 es reconocida por 1gG1
e 1lgG2, demostrando su potencial antigénico, sin descartar su posible potencial inmunogénico.

Los péptidos de las proteinas de MSP1a y MSP5 por medio de los ensayos iELISA sodlo
demostraron su potencial antigénico al ser reconocidos por IgG1 en diferentes sueros de
bovinos muestreados, de los cuales se pueden encontrar animales infectados de forma

natural o experimentalmente con A. marginale.

Como parte de los experimentos para demostrar el papel como antigeno inmunoprotector de
la proteina AM592, se estandarizo la extraccion y purificacion de linfocitos bovinos a partir de
muestras de sangre por medio de gradientes de densidad con Ficoll, obteniendo células
suficientes para realizar los ensayos de linfoproliferacion, ademas de que se ha logrado
cultivar estas células hasta por 72 horas.

Aun con los esfuerzos realizados en los laboratorios de Anaplasmosis (CENID-PAVET /
INIFAP) y de Estudios Ecogendémicos (CEIB / UAEM), el ensayo para evaluar la
inmunogenicidad tanto de los péptidos como de la proteina aun se encuentra en proceso de
finalizar. Una vez que los linfocitos T de bovino que ya hayan entrado en contacto con
antigenos de A. marginale, reconozcan a la proteina AM592 y la poblacion de citocinas
producidas por estas células sea determinado por citometria de flujo, se podra concluir el
papel como antigeno inmunoprotector de esta proteina, asi como del posible tipo de respuesta

que pueda montar in vivo.
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10. Perspectivas

Una vez que la proteina AM592 se ha logrado purificar, identificar si esta proteina
efectivamente se encuentra expuesta, es clave para su reconocimiento por el sistema inmune
de hospedero, por esto, generar anticuerpos contra la proteina AM592 en modelos como
conejos o ratones, permitiria tener un panorama mas amplio sobre la naturaleza de la
proteina.

A su vez, el desafio con diferentes cepas de A. marginale en animales inmunizados con esta
proteina, nos permitiria saber qué tipo de respuesta inmune se puede desarrollar in vivo, ya
sea tipo Th1 o Th2, ademas de que nos proporcionaria informacion sobre qué tan conservada

se encuentra esta proteina con cepas de diferentes zonas geograficas de México.

Utilizando los péptidos sintéticos de MSP1a y MSP5 se podria estandarizar una prueba de
diagnostico serologico para detectar si el bovino se encuentra infectado con A. marginale,
debido a que ambos péptidos demostraron tener potencial antigénico con diferentes muestras

de bovinos.
Asimismo, se podria generar un arreglo de un MAP utilizando los epitopos de la proteina

AMS92, asi como de otras proteinas (OMPs o MSPs), lo cual seria de gran ayuda como parte

del desarrollo de nuevos candidatos vacunales.
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10. Anexo 1

Tabla 5. Informacién con repecto a los sueros utilizados en los ensayos 1y 2

Resultados abtenidos en los ensayos iELISA utilizando MSP1ay MSP5 como antigeno, asi como informacion de la
procedencia, fecha de coleccién y caracteristicas de cada suero.

Muestra Fecha Procedencia MSP1a MSP5 Caracteristica
9953 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P PCR positivo para A. marginale
9931 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P PCR negativo para A. marginale
9919 30/08/17 Tapalpa, Jalisco - - Infectado o no de manera natural a A. marginale
9916 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P PCR negativo para A. marginale
9912 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
9911 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
9899 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
9887 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P PCR negativo para A. marginale
9511 30/08/17 Tapalpa, Jalisco - - Infectado o no de manera natural a A. marginale
6964 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
6959 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P PCR positivo para A. marginale
6959 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P PCR positivo para A. marginale
6959 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
6810 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
6802 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P PCR positivo para A. marginale
6760 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P PCR negativo para A. marginale
6751 30/08/17 Tapalpa, Jalisco - - Infectado o no de manera natural a A. marginale
6750 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P PCR positivo para A. marginale
6749.2 30/08/17 Tapalpa, Jalisco - - Infectado o no de manera natural a A. marginale
6749.1 30/08/17 Tapalpa, Jalisco P P PCR negativo para A. marginale
5805 04/04/18 R."La lagunita" P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
5804 03/04/18 R."El salitre" P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
4705 04/04/18 R."La lagunita" P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
4701 27/09/13 Unidad de anaplasmosis P P Infectado de forma experimental
4694 22/06/13 Unidad de anaplasmosis N P Infectado de forma experimental
4232 20/07/13 Unidad de anaplasmosis P P Infectado de forma experimental
4228 14/08/13 Unidad de anaplasmosis P P Infectado de forma experimental
3043 03/04/18 R."El salitre" P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
2902 03/04/18 R."El salitre" N P Infectado o no de manera natural a A. marginale
1937 05/04/18 Centro de acopio P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
1783 19/08/13 Unidad de anaplasmosis P P Infectado de forma experimental
1775 24/06/13 Unidad de anaplasmosis P P Infectado de forma experimental
1756 19/07/13 Unidad de anaplasmosis N N Infectado de forma experimental
1756 06/08/13 Unidad de anaplasmosis N P Infectado de forma experimental
135 18/11/03 Unidad de anaplasmosis P P Infectado de forma experimental
135 18/10/04 Unidad de anaplasmosis P P Infectado de forma experimental
135 29/10/04 Unidad de anaplasmosis P P Infectado de forma experimental
125 04/04/18 R."La lagunita" P P Infectado o no de manera natural a A. marginale
27 07/03/12 Unidad de anaplasmosis P P Infectado de forma experimental
27 09/10/13 Unidad de anaplasmosis P P Infectado de forma experimental
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11. Anexo 2

Soluciones para SDS-PAGE

Solucién LaemmLi 2X (65.8 mM Tris-Cl; pH: 6.8, 20% Gilicerol, 0.05% 2-Mercaptoetanol, 4%
SDS-10%, 0.04% Azul de bromofenol)

e Tris-HCL 1 M; pH:6.8 : 1.25 mL

e Glicerol: 2 mL

e 2-Mercaptoetanol: 0.5 mL

e SDS (10%): 1 mL

e Azul de bromofenol: 4 mg

e H20 M.Q: aforara 10 mL

Solucién poliacrilamida (30% Acrilamida, 0.8% Bis acrilamida)
e Acrilamida: 30 g
e Bis Acrilamida: 0.8 g de
e H>O M.Q.: aforar a100 mL, filtrar y almacenar a 4°C

Gel concentrador (70% H20, 16.6% solucion poliacrilamida, 12.6% 1 M Tris; pH 6.8, 1% SDS
(10%), 1% APS (10%), 0.1% TEMED)

e H2OM.Q:2.1mL

e Solucion poliacrilamida: 0.5 mL

e 1M Tris; pH 6.8: 0.38 mL

e 10% SDS (10%): 30 L

e 10% APS (10%): 30 L

e TEMED: 3 uL

Gel separador al 12% (34% H20, 40% solucién poliacrilamida, 26% 1.5 M Tris; pH 8.8, 1%
APS, 1% SDS, 0.04% TEMED)
e HOM.Q:1.7mL
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e Solucion poliacrilamida: 2 mL
e 1.5MTris; pH 8.8: 1.3 mL

e 10% SDS (10%): 50 L

e 10% APS (10%): 50 uL

e TEMED: 2 uL

Buffer de corrida 10X (3%Tris Base, 14.4% Glicina, 10% SDS)
*Disolver en 800 mL de agua destilada

e TrisBase:30g

e Gilicina: 144 g

e SDS:10g

e AjustarpHa 8.3

e H20O destilada: aforar a 1000 mL

Buffer de corrida 1X
e Buffer de corrida 10X: 100 mL
e H>0O destilada: 900 mL

Solucién de tincion (0.2% Coomassie brillant blue, 50% Metanol, 10% acido acético
e Coomassie brilliant blue (R-250): 200 mg
e Metanol: 50 mL
e Acido Acético: 10 mL
e H2O destilada: aforar a 100 mL

Solucién para desteiiir (40% Metanol, 10% acido acético,)
e Metanol: 40 mL
e Acido Acético: 10 mL
e H2O destilada: aforar a 100 mL

Soluciones para Western blot
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Buffer de transferencia 10X (3.03% Tris, 14.4% glicina)
*Disolver en 800 mL de agua destilada

e Tris base: 30.3 g

e Gilicina: 144 g

e H>O destilada: aforara 1 L

Buffer de transferencia 1X
e 100 mL buffer de transferencia 10X
e 200 mL metanol

e H>O destilada: aforara 1 L

Buffer PBS 10X (0.8% NaCl, 0.02% KCI, 0.144% NazHPO4, 0.024% KH2PO4, pH 7.4)
*Disolver en 800 mL de agua destilada

e Cloruro de sodio (NaCl): 80 g

e Cloruro de potacio (KCI): 2 g

e Fosfato de disédio (Na2HPO4): 14.4 g

e Fosfato monopotasico (KH2PO4): 2.4 g

e AjustarapH 7.4

e H2O destilada: aforara 1L

o Esterilizar por autoclave
Buffer PBS 1X (0.08% NacCl, 0.002% KCI, 0.0144% NazHPO4, 0.0024% KH2PO4, pH 7.4)

e 100 mL buffer PBS 10X

e H>O destilada: aforara 1 L

Solucién de bloqueo (PBS 1x - 3% leche)
e Leche descremada en polvo (SVELTY, Nestle.): 600 ug
e PBS 1X: aforar a 20 mL
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Solucién de lavado (PBS 1X - 0.05%Tween20)

Tween20: 10 pL

PBS 1X: aforar a 20 mL

Soluciones para la purificacion de proteinas bajo condiciones desnaturalizantes

Buffer B: (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 8)

*Disolver en 70 mL de agua destilada

Fosfato de sodio monobasico (NaH2PO4): 1.38 g
Tris-Cl: 0.12 g

Urea: 48.05 g

AjustarpHa 8

H20 destilada: aforar a 100 mL

Buffer C: (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 6.3)

*Disolver en 70 mL de agua destilada

Fosfato de sodio monobasico (NaH2PO4): 1.38 g
Tris-Cl: 0.12 g

Urea: 48.05 g

Ajustar pHa 6.3

H20 destilada: aforar a 100 mL

Buffer D: (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 5.9)

*Disolver en 70 mL de agua destilada

Fosfato de sodio monobasico (NaH2PO4): 1.38 g
Tris-Cl: 0.12 g

Urea: 48.05 g

AjustarpHa 5.9

H20 destilada: aforar a 100 mL
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Buffer E: (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 4.5)

*Disolver en 70 mL de agua destilada

Fosfato de sodio monobasico (NaH2PO4): 1.38 g
Tris-Cl: 0.12 g

Urea: 48.05 g

Ajustar pH a 4.5

H20 destilada: aforar a 100 mL

Buffers de lavado: (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 7.2)

*Disolver en 70 mL de agua destilada

Fosfato de sodio monobasico (NaH2PO4): 1.38 g
Tris-Cl: 0.12 g

Urea: 48.05 g

AjustarpHa 7.2

H20 destilada: aforar a 100 mL

Buffers de lavado: (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8M Urea; pH 6.8)

*Disolver en 70 mL de agua destilada

Fosfato de sodio monobasico (NaH2PO4): 1.38 g
Tris-Cl: 0.12 g

Urea: 48.05 g

Ajustar pH a 6.8

H20 destilada: aforar a 100 mL

Soluciones para ensayos iELISA

Soluciéon amortiguadora de carbohidratos SAC: (0.318% Na2CO3, 0.588% NaHCO2; pH

9.6)

*Disolver en 800 mL de agua destilada
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e Bicarbonato de Sodio (Na2CO3): 3.18 g
e Carbonato de Sodio (NaHCO>): 5.88 g
e Ajustar pH a 9.6

e H>O destilada: aforara 1 L

Solucién de bloqueo: (PBS 1x - 7% leche)
e Leche descremada en polvo (SVELTY, Nestle.): 1.4 g
e PBS 1X: aforar a 20 mL

Solucién Tris: (100 mM; pH 9.5)

* Disolver en 800 mL de agua destilada
e Tris base: 12.114 g
e AjustarpHa 9.5

e H>O destilada: aforara 1 L

Solucién de sustrato: (solucién Tris 100mM; pH 9.5 - 0.075% p-nitrofenilfosfato)
¢ p-nitrofenilfosfato (SIGAMA-ALDRICH): 15 mg
e Solucion Tris 100mM: 20 mL

Soluciones extraccion y purificacion de linfocitos

Solucién Alsever: (2.05% dextrosa, 0.42% NaCl, 0.8% NaszCsHs07)
*Disolver en 800 mL de agua destilada

e Dextrosa: 20.5g

e Cloruro de sodio (NaCl): 4.2 g

e Citrato de sodio (Na3CsHs07): 8 g

e H2O destilada: aforara 1L

o Filtrar y esterilizar en autoclave
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