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RESUMEN 
 
La babesiosis es una de las enfermedades veterinarias más importantes transmiHdas por 
garrapatas que afecta principalmente a animales salvajes y domésHcos, y recientemente es 
considerada como una zoonosis emergente que se distribuye en regiones tropicales y 
subtropicales alrededor del mundo. Babesia bovis, uno de los hemoprotozoarios 
responsable de la babesiosis bovina, es el agente más patógeno del género Babesia que 
causa un impacto negaHvo en la industria ganadera dada las altas tasas de morbimortalidad 
que genera. 
 
Las principales estrategias de control y tratamiento de la babesiosis se han centrado en el 
uso de quimioterapéuHcos dirigidos contra el parásito o de acaricidas contra el vector. Sin 
embargo, ante la aparición de resistencia a esta clase de productos químicos, la vacunación 
con organismos vivos atenuados de B. bovis se ha converHdo en el principal método de 
control de la infección. Aunque el uso de este Hpo de vacunas ha estado asociado con niveles 
parciales de protección, éstas Henen importantes limitaciones como una vida úHl corta, 
riesgo de reversión de la virulencia, contaminación con otros patógenos transmiHdos por 
sangre, falla en la inducción de inmunidad protecHva contra diferentes cepas y la pérdida 
de inmunogenicidad, lo que ha limitado la comercialización de la vacuna. Por lo tanto, se 
requieren otras estrategias alternas para mejorar las condiciones de sanidad animal bovina. 

El conocimiento de la biología básica del parásito en relación con la caracterización de las 
moléculas que éste usa para invadir a sus células diana es esencial para diseñar una medida 
de control eficaz contra la enfermedad, como es el caso de las vacunas. Por ende, este 
proyecto se encaminó a idenHficar proteínas de B. bovis o regiones derivadas de ellas que 
tengan capacidad de unirse a los eritrocitos bovinos como alternaHva para contribuir al 
conocimiento de su biología en relación con la interacción parásito-célula. Para ello, se 
realizó la predicción de proteínas importantes para la invasión del parásito a sus células 
diana mediante la exploración in silico de los datos de transcriptoma y proteoma de B. bovis, 
obteniendo como resultado las proteínas BbMSA-1, BbAMA-1 y BbRON2. 

Posteriormente, varias regiones bajo restricción funcional y con presencia de codones 
seleccionados negaHvamente en BbMSA-1, BbAMA-1 y BbRON2 fueron inferidas a través de 
análisis de selección natural, con el objeHvo de elegir fragmentos idóneos (regiones o 
pépHdos de 20 residuos) y evaluar así su capacidad para unirse a los eritrocitos bovinos. Los 
ensayos altamente sensibles de interacción proteína-célula y pépHdo-célula permiHeron 
idenHficar varias regiones con capacidad de unión a eritrocitos bovinos y diferentes pépHdos 
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con alta capacidad de unión (HABP, del inglés High AcCvity Binding PepCde) a sus células 
diana para BbMSA-1: 42422 (39PEGSFYDDMSKFYGAVGSFD58), 42424 
(91NALIKNNPMIRPDLFNATIV110) y 42426 (150TDIVEEDREKAVEYFKKHVY169); BbAMA-1: 42437 
(100YMQKFDIPRNHGSGIYVDLG119), 42438 (120GYESVGSKSYRMPVGKSPVV139) y 42443 
(302SPMHPVRDAIFGKWSGGSSV321); y BbRON2: 42918 (1218SFIMVKPPALHCVLKPVETL1237). 
Además, los análisis de predicción de la estructura terciaria y secundaria de las moléculas 
permiHeron evidenciar que los HABPs 42422 y 42426 de MSA-1, así como 42437 y 42438 de 
AMA-1, son altamente helicoidales y conHenen epítopes de células B y T, mientras que los 
HABPs 42424 de MSA-1 y 42918 de RON2 son no estructurados estando este úlHmo, 
localizado en una región intrínsecamente desordenada flanqueada por dos regiones 
helicoidales.  

 
Este es el primer estudio que analiza y describe las regiones mínimas (definidas en este 
estudio por componerse de 20 aminoácidos) implicadas en la unión de las proteínas MSA-
1, AMA-1 y RON2 de B. bovis a su célula diana. En estudios futuros, se explorará el potencial 
anHgénico de dichos pépHdos durante la inmunización in vivo, y se evaluará su eficacia como 
potenciales candidatos a vacuna. 
 

Palabras claves: Babesia bovis, péptidos con alta capacidad de unión, eritrocito bovino,  
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ABSTRACT 
 

Babesiosis is one of the most important Hck-borne veterinary diseases affecHng both wild 
and domesHc animals. Recently, it has been considered also as an emerging zoonosis 
distributed in tropical and subtropical regions around the world. Babesia bovis, the 
hemoprotozoa responsible for bovine babesiosis, is the most pathogenic agent in the 
Babesia genus causing a negaHve impact on the livestock industry related to the high 
morbidity and mortality rates it generates. 
 
The main control and treatment strategies for babesiosis have been focused on 
chemotherapeuHcs against the parasite or acaricides against the vector. However, the 
emergence of resistance against these chemicals have made vaccinaHon with live 
atenuated B. bovis organisms the main infecHon control method. Although this type of 
vaccines has been associated with significant levels of protecHon, there are limitaHons such 
as a short shelf life, risk of virulence reversal, contaminaHon with other blood-borne 
pathogens, failure to induce protecHve immunity against different strains and 
immunogenicity loss. Those restricHons have limited the vaccine commercializaHon making 
alternaHve strategies needed to improve bovine animal welfare. 
 
Knowledge of the parasite’s basic biology and the characterizaHon of the molecules used to 
invade its target cells is essenHal to design an effecHve control measure against the disease. 
This project was thus aimed at idenHfying B. bovis proteins or protein-regions with the 
ability to bind to bovine erythrocytes (its target cell) to elucidate the parasite-cell 
interacHon. For this, the predicHon of parasite’s important proteins for the invasion to its 
target cells was carried out in silico by transcriptome and proteome data exploraHon, which 
led to selecHng BbMSA-1, BbAMA-1 and BbRON2 proteins.  
 
Subsequently, several regions under funcHonal restricHon and presenHng negaHvely 
selected codons in BbMSA-1, BbAMA-1 and BbRON2 were inferred through natural selecHon 
analysis to choose suitable fragments (20-mer pepHde regions) to evaluate their ability to 
bind to bovine erythrocytes. Highly sensiHve protein-cell and pepHde-cell interacHon assays 
allowed the idenHficaHon of several binding regions to bovine erythrocytes and different 
High AcHvity Binding PepHdes (HABPs) to their target cells; for BbMSA1: pepHdes 42422 
(39PEGSFYDDMSKFYGAVGSFD58), 42424 (91NALIKNNPMIRPDLFNATIV110 ) and 42426 
(150TDIVEEDREKAVEYFKKHVY169); for BbAMA-1: pepHdes 42437 
(100YMQKFDIPRNHGSGIYVDLG 119 ), 42438 (120GYESVGSKSYRMPVGKSPVV139) and 42443 
(302SPMHPVRDAIFGKWSGGSSV321), and for BbRON2: pepHde 42918 
(1218SFIMVKPPALHCVLKPVETL1237). 
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TerHary and secondary structure predicHon analysis showed that HABPs 42422 and 42426 
of MSA-1, together with 42437 and 42438 of AMA-1 are highly helical and can contain 
epitopes for B and T cells. MSA-1 HABP 42424 is unstructured, while RON2 HABP 42918 is 
in an intrinsically disordered region flanked by two helical regions. 
 
This is the first study describing the minimal regions (considered for having 20 aa in this 
study) involved in the binding of the B. bovis MSA1, AMA-1 and RON2 proteins to their target 
cell. Further studies should follow to explore the anHgenic potenHal of these pepHdes by in 
vivo immunizaHon, to assess their efficacy as potenHal anH-B. bovis vaccine candidates. 
 

Keywords: Babesia bovis, bovine erythrocytes, high ativity binding peptides, parasite 
adhesion  
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1. CAPITULO I 
 

1.1. JUSTIFICACIÓN 
 

Las enfermedades parasitarias son uno de los problemas más comunes que afectan la salud 
y producHvidad de animales en varios países del mundo (1). Dentro de éstas, se encuentra 
la babesiosis, una de las enfermedades veterinarias más importantes transmiHda por 
garrapatas que afecta varios hospederos, como el ganado bovino y ocasionalmente seres 
humanos (2–4). Babesia bovis y Babesia bigemina, hemoprotozoarios pertenecientes al 
phylum Apicomplexa, son los principales agentes causales de esta enfermedad, siendo B. 
bovis el agente más virulento del género Babesia, dado que produce un cuadro clínico 
severo asociado con la morbimortalidad animal, la pérdida de productos lácteos y cárnicos, 
y las restricciones para el comercio internacional del ganado (5–7). A lo anterior se suma 
que su transmisión se encuentra determinada por la presencia de vectores Ixodidos, los 
cuales, además de estar ampliamente distribuidos en regiones tropicales y subtropicales, 
Henen una presencia de carácter estacional de acuerdo al ciclo de vida de la garrapata en 
climas templados y fríos, lo que ha generado una amenaza global para la industria ganadera 
con pérdidas económicas esHmadas de US$ 10 mil millones por año en todo el mundo (8–
10). 
 
Actualmente, el control de la babesiosis bovina se basa principalmente en el uso de 
quimioterapéuHcos y el control de vectores transmisores con acaricidas (11–13). Sin 
embargo, múlHples limitaciones como la aparición de resistencia a medicamentos, el costo 
elevado de los tratamientos y el desconocimiento de la distribución del vector, han llevado 
a considerar como estrategia alterna el uso de vacunas basadas en parásitos atenuados para 
lograr una protección mediada por una respuesta inmunológica celular y/o humoral (11,14–
16). Desafortunadamente, las dificultades a nivel de producción han limitado la 
comercialización de la vacuna basada en parásitos atenuados y su uso no ha sido del todo 
eficaz, por lo que se hace necesario explorar otro método de control con mejor relación de 
costo/efecHvidad contra este agente patógeno, como por ejemplo el desarrollo de una 
vacuna basada en proteínas recombinantes o subunidades derivadas de proteínas del 
parásito (15–17). 
 
Para diseñar una vacuna completamente efecHva, idealmente se requiere conocer el 
mecanismo molecular mediante el cual un parásito infecta a sus células diana. En ese 
senHdo, se ha propuesto como estrategia para el diseño de vacunas contra parásitos 
Apicomplexa un enfoque funcional que se basa en la idenHficación de regiones conservadas 
y con restricción funcional de aquellos genes codificantes de proteínas relacionadas con la 
adhesión e invasión de los parásitos a sus células diana (18). Esta metodología ha mostrado 
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ser prometedora en el desarrollo de una vacuna contra Plasmodium falciparum y 
Plasmodium vivax (19,20). Teniendo en cuenta la escasa información en la biología básica 
de B. bovis, este proyecto pretende estudiar proteínas de este parásito involucradas en la 
adhesión a eritrocitos bovinos, con el fin de aportar conocimiento cien3fico de uHlidad para 
desarrollar a futuro estrategias de control más efecHvas contra la enfermedad. 
 

1.2. MARCO CONCEPTUAL 
 

1.2.1. Epidemiología de la Babesiosis 
 
De acuerdo con la Organización Mundial de Sanidad Animal (OMSA), la babesiosis es una 
enfermedad de declaración obligatoria, dada su importancia socioeconómica y sanitaria, y 
por las considerables repercusiones que Hene en el comercio internacional de animales y 
productos provenientes de ellos (21). Esta directriz fue adoptada por Colombia desde el año 
2015, de acuerdo con la resolución 003714 emiHda por el InsHtuto Colombiano 
Agropecuario (ICA) (22). En el contexto internacional, para el año 2022, en las Américas se 
reportaron focos de babesiosis en Brasil, ArgenHna, Costa Rica, Nicaragua, Bolivia, Uruguay 
y Paraguay (23). Lo anterior posiciona a América LaHna como un área en permanente riesgo, 
debido a que sus condiciones bioecológicas favorecen el desarrollo de garrapatas y la 
transmisión de enfermedades a través de estos vectores a cerca de 249 millones de bovinos 
distribuidos en países del Mercosur, de acuerdo con los datos registrados por la OMSA (23). 
En Europa y Asia, los reportes del año 2022 destacan la presencia de babesiosis bovina en 
Croacia, Finlandia, Irlanda, Suecia, Sri Lanka, Tailandia, Iraq, Georgia y PalesHna (23) (Figura 
1). 

 
Figura 1. Países con reporte de babesiosis bovina para el año 2022. Datos tomados de OMSA (23) (Figura 
propia). 
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En el contexto nacional, Colombia es un país caracterizado por tener diversidad climáHca 
que favorece disHntas condiciones agroecológicas apropiadas para la producción de 
diferentes culHvos y la explotación pecuaria. Dentro de este ámbito, la ganadería es una 
acHvidad de vital importancia, dado que el sector agropecuario es el más grande del país 
por encima del café, las flores y la producción porcina, de acuerdo con los datos 
mencionados por el Fondo para el financiamiento del sector agropecuario (FINAGRO). 
Aunque la ganadería es una acHvidad presente en la gran mayoría de los municipios del país 
y se ha converHdo en un importante sector de la economía campesina de concentración 
minifundista, el ejercicio pecuario desarrollado por estos productores carece muchas veces 
de tecnología, asistencia técnica y buenas prácHcas ganaderas. Lo anterior plantea una 
problemáHca para el registro de la enfermedad ante las enHdades encargadas del 
seguimiento de sanidad animal a nivel local y nacional, debido al sub-diagnósHco de la 
enfermedad, lo que a su vez también dificulta establecer medidas de control oportunas y 
efecHvas (24). 

La presencia de babesiosis en el territorio colombiano se ha consHtuido en un riesgo 
potencial para ganaderías especializadas en la producción de carne, leche y el desarrollo de 
programas de mejoramiento bovino. Lo anterior se debe a que la enfermedad causa un 
desbalance nutricional y del bienestar animal, generando reducción en la condición 
corporal, bajas en la producción de carne y de leche, y afectación en el sistema inmune de 
los bovinos, que se refleja en un aumento de la suscepHbilidad a morir (25). En el año 2016, 
a nivel nacional se registró un total de 117 áreas afectadas por babesiosis, siendo los 
departamentos de AnHoquia, Casanare, Santander y Cesar los más afectados por la 
presencia de B. bigemina y B. bovis (26). Adicionalmente, los cambios ambientales en los 
úlHmos años han favorecido la adaptación de las garrapatas Rhipicephalus microplus en 
regiones con alHtudes inferiores a los 2.200 m.s.n.m., con temperaturas entre los 28-32◦C y 
humedad entre 85-90 %, lo cual plantea un panorama de riesgo para la transmisión de la 
infección, principalmente por B. bovis (27). 

1.2.2. Agente eBológico y vectores 

La babesiosis es una enfermedad causada por protozoos del género Babesia, pertenecientes 
al phylum Apicomplexa. Las especies de mayor importancia que infectan bovinos son B. 
bovis y B. bigemina (3,5), mientras que B. divergens, B. major, B. ovata, B. occultans y B. 
jakimovi son otras especies que se encuentran en una menor prevalencia (28). B. bovis se 
considera el agente más virulento del género Babesia, al producir en el ganado infectado 
signos clínicos severos asociándose con altos índices de morbimortalidad animal (5). Este 
parásito es transmiHdo principalmente por garrapatas del género Rhipicephalus spp., 
Dermacentor spp. e Ixodes spp. los cuales están ampliamente distribuidos en regiones 
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tropicales y subtropicales del mundo, afectando a numerosos hospederos vertebrados, 
dentro de los que se incluyen animales domésHcos y silvestres (8,29,30). 

1.2.3. Ciclo de vida 

B. bovis Hene un ciclo de vida complejo que requiere de un vector (garrapatas de la familia 
Ixodidae) donde ocurre la reproducción sexual del parásito y disHntos hospederos 
vertebrados en donde Hene lugar la mulHplicación asexual del parásito (31). La infección del 
hospedero se presenta durante el proceso de alimentación de las garrapatas infectadas, 
cuando, a través de su picadura, se inoculan esporozoítos en el torrente sanguíneo del 
bovino que invaden directamente eritrocitos mediante interacciones moleculares 
patógeno-célula (2,28). A diferencia del ciclo de vida de Plasmodium, B. bovis no desarrolla 
una vacuola parasitófora por lo que el esporozoíto se ubica libremente en el citoplasma y 
en pocas horas después se convierte en trofozoíto (32). Esto marca el comienzo de la fase 
de merogonia en donde el parásito se reproduce asexualmente, replicando su propio núcleo 
dentro de la célula hospedera, seguido de la segmentación para producir dos merozoítos 
infecciosos (32); estas formas parasitarias lisan los eritrocitos para quedar libres en la 
circulación sanguínea e invadir otros eritrocitos (Figura 2) (31,33,34). El proceso de invasión 
se presenta de forma conHnúa dando lugar a la producción sucesiva y asincrónica de 
merozoítos, lo que lleva a encontrar disHntos estadios parasitarios en el torrente sanguíneo 
del animal (28,35). El Hempo en que se presentan los signos clínicos puede variar entre 7 a 
35 días desde la inoculación del parásito (29). 

Figura 2. Ciclo de vida de B. bovis. La figura muestra las fases de desarrollo del parásito en el vector (Panel 
izquierdo) y en el hospedero vertebrado (Panel central), haciendo énfasis en la interacción parásito-eritrocito 
bovino (Panel derecho) (Figura propia). 

Existe controversia hasta la fecha, sobre el desarrollo de los pregametocitos dentro del 
torrente sanguíneo de un hospedero vertebrado debido a que no hay evidencia 
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experimental que respalde este suceso en B. bovis (28,36,37). El desarrollo de los gametos 
masculino y femenino de B. bovis comienza en la luz intesHnal de la garrapata, en donde se 
fusionan para formar cigotos (conocidos como ooquinetos móviles) que invaden las células 
intesHnales (38). Los ooquinetos móviles producen los quinetos (a través de la división 
meióHca) que pasan a la hemolinfa e invaden los tejidos periféricos del vector (incluidas las 
glándulas salivales y los ovarios), promoviendo así la transmisión transovárica y 
transestadial, estrategias uHlizadas por B. bovis para la mulHplicación biológica dentro de 
los ovarios de las garrapatas (32,39). Cuando los quinetos se diseminan a las glándulas 
salivales, se convierten en esporoblastos, los cuales presentan un proceso de mulHplicación 
asexual por esporogonia, produciendo asincrónicamente entre 5.000 y 10.000 esporozoítos, 
que se liberan conHnuamente en la sangre del hospedador vertebrado durante la 
alimentación de la garrapata (32). La invasión exitosa del parásito dependerá del uso de sus 
proteínas transmembrana extracelulares que interactúan con los receptores de la superficie 
de la célula hospedera, como ocurre en otros Apicomplexa (38). Sin embargo, los 
mecanismos moleculares involucrados en las etapas del ciclo de vida de B. bovis aún no se 
comprenden por completo. 

1.2.4. Invasión de los merozoítos de B. bovis a los eritrocitos bovinos 

El proceso de invasión es bastante conservado entre los parásitos Apicomplexa y consta de 
cuatro etapas: reconocimiento, reorientación, unión fuerte e internalización (40). El 
reconocimiento inicial de la célula diana se da gracias a la interacción entre proteínas de 
superficie de los esporozoítos/merozoitos con las moléculas de superficie presentes en los 
eritrocitos del hospedero, sin la necesidad de requerir el paso por otros Hpos de células u 
órganos (41). La reorientación hacia el polo apical se presenta con el fin de liberar el 
contenido de las roptrias y micronemas y así, establecer una unión móvil irreversible que 
facilita la invaginación de la membrana e internalización del parásito dentro de la célula 
(41,42)  (Figura 3). 
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Figura 3. Esquema de las etapas del proceso de invasión de merozoítos (Mrz) de B. bovis a sus células 
hospederas. La figura muestra el contacto inicial que ocurre a través de interacciones intermoleculares entre 
proteínas de superficie (ej. MSA-1) del parásito y los receptores en las células diana, seguido de la formación 
de la unión móvil que se da por las interacciones intramoleculares entre las proteínas secretadas por los 
micronemas (ej. AMA-1) y roptrias (ej. RON2) (Figura propia). 
 

1.2.4.1. Contacto inicial y reorientación apical 
 
Las principales proteínas implicadas en el contacto inicial con los eritrocitos bovinos y en la 
reorientación del parásito hacia su polo apical son aquellas localizadas en la superficie, la 
mayoría de las cuales pertenecen a la familia de an3genos de superficie de merozoíto 
variables (VMSA, del inglés Variable Merozoite Surface AnCgens) (43,44). Entre ellas, el 
an3geno de superficie de merozoíto 1 (MSA-1, del inglés Merozoite Surface AnCgen 1) es 
una glicoproteína de 42 kDa abundantemente expresada en merozoítos maduros de B. bovis 
(43). Además, Hene una modificación postraduccional de anclaje de glicosilfosfaHdilinositol 
(GPI, del inglés glycosylphosphaCdylinositol) ubicada en el extremo carboxilo terminal al 
igual que las proteínas de superficie de merozoíto (MSPs, del inglés Merozoite Surface 
Proteins) de otros Apicomplexa, por lo que se sugiere que dicha molécula permite la unión 
inicial del parásito a los eritrocitos bovinos (45,46). Otra caracterísHca parHcular de MSA-1 
es su alta diversidad genéHca entre aislados de diferentes regiones del mundo, lo que se ha 
asociado con sus propiedades de anHgenicidad y como una estrategia de supervivencia 
adoptada por B. bovis durante la infección (47,48). 

MSA-1 es una proteína capaz de desencadenar la producción de anHcuerpos (durante la 
infección natural o experimental) que Henen la capacidad de disminuir la invasión de 
merozoítos a los eritrocitos bovinos in vivo y neutralizar su infecHvidad in vitro (45,49–51). 
Sin embargo, se ha reportado que la inmunización con MSA-1 recombinante no confiere 
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protección contra el desaLo con la cepa virulenta de B. bovis, destacando así que aunque se 
generó una respuesta inmunológica, ésta estuvo dirigida contra regiones no involucradas en 
la interacción proteína-célula (45). 

1.2.4.2. Formación de unión fuerte e irreversible 
 
Posterior al contacto inicial y reorientación de los parásitos hacia su polo apical, el An3geno 
Apical de Membrana 1 (AMA-1, del inglés Apical Membrane AnCgen 1) es secretado por los 
micronemas a la superficie de los merozoítos, en donde forma un complejo con las proteínas 
de cuello de las roptrias (RONs, del inglés Rhoptry Neck Proteins) para establecer la unión 
móvil (52). AMA-1 de B. bovis es una proteína transmembrana Hpo I con un peso molecular 
de 66,7 kDa, conservada dentro del phylum Apicomplexa, que comparte tres caracterísHcas 
estructurales: 1) una región amino terminal y un ectodominio que presenta 8 enlaces 
disulfuro formados por la asociación entre 16 cisteínas conservadas que pliegan la proteína 
en los dominios I (aa 41-271), II (aa 272-409) y III (aa 410-522), 2) un dominio 
transmembrana y 3) una cola citoplasmáHca en el C-terminal (6). Los diferentes trabajos 
realizados en Toxoplasma, Plasmodium y Babesia han demostrado que la presencia de 
mutaciones en AMA-1 y el uso de anHcuerpos contra esta proteína pueden disminuir la 
capacidad de invasión del parásito a sus células diana (53–55). Aunque en Toxoplasma y 
Plasmodium ha sido descrita la unión de RON2 al surco hidrofóbico de AMA-1 ubicado en el 
dominio II (56,57), a la fecha no se conoce la dinámica de interacción entre estas dos 
moléculas en B. bovis. 
 
RON2 es una proteína de 150 kDa de masa molecular codificada por un solo gen y localizada 
en la región del cuello de las Roptrias (58). Esta molécula posee tres dominios 
transmembrana y un dominio Hpo CLAG (del inglés, cytoadherence linked asexual gene) que 
parHcipa en el proceso de citoadherencia de parásitos Apicomplexa (58,59). El 
establecimiento de la unión móvil requiere que RON2 se inserte en la membrana de la célula 
hospedera a través de su dominio CLAG con el fin de asegurar una unión estrecha e 
irreversible, la cual es esencial para el proceso de internalización del parásito. Por úlHmo, la 
membrana de la célula hospedera sufre un resellado, dejando al parásito en su interior (60). 
Aunque el proceso de invasión ha sido ampliamente estudiado en Plasmodium y 
Toxoplasma, en la actualidad la falta de caracterización de an3genos de B. bovis y sus 
interacciones intermoleculares han limitado el total entendimiento de esta etapa. 
 

1.2.5. Desarrollo clínico de la enfermedad 

La babesiosis es una enfermedad aguda en la que se presenta una hemólisis conHnua y 
exponencial de eritrocitos que conduce al desarrollo de una anemia hemolíHca acompañada 
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de reHculocitosis y eritrocitosis, ambas inducidas por los bajos niveles de oxígeno como 
consecuencia de la anemia. Sin embargo, esta respuesta es insuficiente para reponer la 
canHdad de células destruidas por el parásito. Adicionalmente, se acompaña de fiebre, 
anorexia, letargo, hemoglobinuria, taquicardia e ictericia (5). B. bovis puede originar un 
secuestro de parásitos en los capilares cerebrales dando lugar a un cuadro neurológico más 
grave, acompañado de convulsiones, hiperestesia y parálisis, que pueden conducir a la 
muerte del ganado (11). Cuando la respuesta inmunológica del hospedero no puede 
controlar la infección, la anemia puede persisHr por varios meses o puede progresar a una 
fase crónica y producir una condición debilitante, ocasionando la muerte (29). 

1.2.6. Respuesta inmune frente a B. bovis  

El mecanismo inmunológico que interviene en la protección contra B. bovis requiere de una 
respuesta innata y adaptativa a través de la activación de linfocitos CD4+ Th1 y células B 
para la producción de anticuerpos neutralizantes contra merozoítos extracelulares y 
proteínas de superficie del parásito (61). Se ha descrito que los terneros jóvenes menores 
de 6 meses son relativamente más resistentes que el ganado adulto al desarrollo de formas 
graves de la enfermedad después de la infección inicial con B. bovis (62,63). Esta resistencia 
relacionada con la edad no se debe únicamente a los efectos protectivos de los anticuerpos 
maternos, sino también, a una respuesta inmune innata dependiente del bazo que genera 
una sobreproducción de mediadores como IFN-γ, TNF-α, óxido nítrico (ON) y la activación 
de macrófagos. Estos últimos, además de propiciar la muerte del microorganismo por 
fagocitosis, secretan IL-12 e IL-18 para favorecer la diferenciación de linfocitos CD4+ Th1 y 
células natural killer (62,63). 
 
En animales persistentemente infectados o inmunizados, la respuesta inmune adaptativa 
depende de la presentación de antígenos del parásito a los linfocitos T CD4+ por células 
presentadoras de antígenos profesionales como los macrófagos (64). El control de la 
infección es probablemente mediado por la destrucción de los eritrocitos infectados por los 
macrófagos esplénicos activados y por la producción de IFN-γ que potencia una respuesta 
de anticuerpos IgG2 neutralizantes dirigidos contra antígenos de superficie de los 
merozoítos extracelulares (64,65). 

1.2.7. Vacunas contra B. bovis 

La resistencia a los medicamentos dirigidos contra B. bovis o su vector transmisor ha hecho 
que la vacunación contra este parásito sea otra estrategia tenida en cuenta para el control 
de la parasitosis (15). Las principales vacunas desarrolladas y comercialmente disponibles 
en varios países han implicado el uso de parásitos vivos atenuados (15). Aunque se han 
estudiado vacunas basadas en proteínas recombinantes/vectores virales o vacunas basadas 
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en pépHdos dirigidas contra el estadio sanguíneo de B. bovis, hasta la fecha, éstas solo se 
han uHlizado en estudios cien3ficos (15,66,67). Si bien la inmunización con estas 
plataformas ha inducido niveles de protección considerables (especialmente en terneros 
menores de un año), no han sido completamente efecHvas y las dificultades relacionadas 
con la producción han limitado su comercialización. 

Las vacunas basadas en el uso de parásitos vivos atenuados obtenidos a parHr de pases en 
ganado esplenectomizado o de culHvos in vitro han desencadenado en los bovinos 
respuestas inmunológicas que los protegen de la infección natural (66,67). Sin embargo, la 
vida úHl corta, el riesgo de reversión de la virulencia, la contaminación con otros patógenos 
transmiHdos por sangre, la falla en la inducción de inmunidad protecHva contra diferentes 
cepas y la pérdida de inmunogenicidad, son importantes limitaciones de este Hpo de 
vacunas (6). Por otro lado, se presentan dificultades técnicas para su producción y 
mantenimiento, resultando en un incremento de la relación costo/beneficio debido a que: 
1) hay que estandarizar las condiciones para mantener la atenuación de cepas y la 
inmunogenicidad, 2) la viabilidad es disHnta según el crioprotector uHlizado, el cual además, 
puede ser tóxico, 3) hay dificultad para el control de calidad en la producción, 4) la seguridad 
y protección debe ser evaluada en cada lote de producción, 5) los animales donde se 
produce deben estar libres de otros microorganismos para evitar la diseminación de 
patógenos, 6) hay dificultad para la cerHficación de calidad (15). Esto ha cuesHonado la 
viabilidad de producir vacunas vivas o incluso se ha desconHnuado su producción (16). 

1.2.8. Enfoque funcional 
 
El desarrollo de vacunas veterinarias ha sido considerada una estrategia eficaz y rentable 
para el control de enfermedades infecciosas como la babesiosis, siendo el enfoque 
convencional el más uHlizado para su producción (15). Aunque el uso de vacunas vivas 
atenuadas y vacunas recombinantes han demostrado resultados de protección parcial en 
los animales inmunizados, las limitaciones que presentan han impulsado la necesidad de 
adoptar metodologías alternas para generar vacunas más seguras y eficaces (68,69). En los 
úlHmos años, se ha propuesto una metodología alterna para el diseño de vacunas contra 
parásitos Apicomplexa basada en un enfoque funcional, el cual está dirigido a idenHficar las 
regiones conservadas y con señales de restricción funcional de genes que codifican 
proteínas que son críHcas para la adhesión e invasión de los parásitos a sus células diana. A 
diferencia del enfoque clásico, se ha propuesto que más que conocer proteínas anHgénicas, 
es ideal escoger moléculas o partes de ellas que tengan un rol importante en la unión del 
parásito a sus células diana (18). 
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Para el desarrollo del enfoque funcional ha sido muy importante la publicación de genomas 
de diferentes patógenos que, junto con el advenimiento de estrategias bioinformáHcas, ha 
permiHdo agilizar la idenHficación de nuevos inmunógenos, realizar análisis de variabilidad 
genéHca y caracterizar dominios funcionales de proteínas que son importantes para llevar a 
cabo el proceso de invasión a células diana y que, por lo tanto, son de interés para incluir en 
una vacuna (70–72). Estos análisis in silico, además de evidenciar propiedades importantes 
para la expresión de an3genos, han facilitado el mapeo de epítopes de células T y B, y la 
predicción de su capacidad de unión por afinidad a moléculas del complejo mayor de 
histocompaHbilidad (MHC, del inglés major histocompaCbility complex) de clase I y II, con el 
fin de inducir una respuesta inmune potente y duradera (73). 

De esta manera, mediante el enfoque funcional, se han encontrado regiones mínimas 
(compuestas por 20 aminoácidos) conocidas como pépHdos con alta acHvidad de unión 
(HABP, del inglés High AcCvity Binding PepCdes) a las células diana, derivados de proteínas 
parasitarias que son críHcas para la supervivencia de los parásitos (74–76). Estas regiones se 
idenHficaron inicialmente en las proteínas de P. falciparum y posteriormente fue adaptado 
en P. vivax, examinando las propiedades de unión a eritrocitos y reHculocitos de pépHdos 
no superpuestos de 20 residuos de longitud que abarcan las moléculas completas (75). En 
varios estudios se demostró la dificultad de los HABPs para ser reconocidos por el MHC de 
clase II y por ende de generar respuestas protecHvas en el modelo experimental (77). Para 
solventar este silencio inmunológico, se realizaron modificaciones (m) rigurosas a los HABPs 
(mHABPs) con el fin de aumentar su inmunogenicidad y desencadenar fuertes respuestas 
protectoras en el hospedero (77,78). Esta metodología ha permiHdo conocer diferentes 
HABPs que además de inducir altos 3tulos de anHcuerpos y protección cuando se evaluaron 
en el modelo experimental del mono Aotus, también tenían una gran capacidad para inhibir 
la invasión del parásito a los glóbulos rojos in vitro. 

Estos resultados sugieren que el enfoque funcional podría facilitar la comprensión de la 
biología del parásito B. bovis en relación con la idenHficación y caracterización de las 
moléculas o regiones importantes en la adhesión e invasión a sus células diana, permiHendo 
a la vez entender la base molecular de la resistencia actual a las estrategias de control contra 
la babesiosis por B. bovis. Teniendo en cuenta lo anterior y, dadas las ventajas de seguridad, 
eficiencia y facilidad de mantenimiento y producción, el desarrollo de vacunas sintéHcas 
basadas en pépHdos podría ser considerada una estrategia idónea para idenHficar HABPs en 
B. bovis que sean úHles para ser considerados en futuros estudios de vacunación. 
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1.3. HIPÓTESIS DE INVESTIGACIÓN 
 
El desarrollo de vacunas basadas en subunidades contra parásitos Apicomplexa involucra la 
idenHficación de proteínas parasitarias o regiones de éstas que tengan un rol en la 
interacción con la célula hospedera, con el fin de diseñar un método de control basado en 
el bloqueo de la interacción proteína-célula y, por ende, evitar la infección en el respecHvo 
hospedero. Este enfoque funcional ha permiHdo caracterizar an3genos de Apicomplexas 
que han sido considerados como importantes candidatos vacunales en humanos (74-76). A 
pesar de esto, la información de los mecanismos de interacción molecular que parHcipan en 
el proceso de invasión de otros Apicomplexa de importancia agropecuaria como Babesia 
bovis a las células diana es bastante escasa. Por lo tanto, existe la necesidad de conocer en 
más detalle la biología del parasito B. bovis, teniendo en cuenta el impacto que genera este 
parásito en el sector producHvo nacional e internacional. Dadas las generalidades de la 
babesiosis y considerando la información descrita relacionada con el uso de regiones de 
unión que favorecen la invasión de parásitos Apicomplexa a sus células diana, se postula 
como hipótesis en esta invesHgación que B. bovis Hene proteínas que desempeñan un papel 
crucial en la adhesión a los eritrocitos bovinos el cual es determinado por la presencia de 
regiones conservadas y bajo selección negaHva de sus genes codificantes.  
 
OBJETIVOS 
 

1.3.1. ObjeBvo general 

IdenHficar proteínas de Babesia bovis o regiones derivadas de ellas que tengan capacidad 
de unirse a los eritrocitos bovinos. 

 

1.3.2. ObjeBvos específicos  

• Seleccionar in silico genes codificantes de proteínas relacionadas con la adhesión de 
B. bovis a eritrocitos bovinos. 
 

• Evaluar la capacidad de unión de las regiones conservadas derivadas de proteínas 
importantes en la adhesión de B. bovis a eritrocitos bovinos. 
 

• Identificar las regiones mínimas implicadas en la unión de cada proteína de B. bovis 
a su célula diana. 
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1.4. INTRODUCCION A LOS CAPÍTULOS II al V 

Los reportes de caracterización de an3genos de B. bovis son escasos, resumiéndose en 9 
proteínas que son sugeridas como candidatos a vacuna: MSA-1, MSA-2a1, MSA-2b y MSA-
2c (17,51,79), RAP-1 (del inglés, Rhoptry Associated Protein 1) (80,81), TRAP2 (del inglés, 
Thrombospondin-related anonymous protein) (82), GASA-1 (del inglés, GPI-Anchored 
Surface AnCgen-1) (83), RON2 (58) y AMA-1 (84). La mayoría de estas moléculas han sido 
inoculadas en animales de manera completa o en fragmentos anHgénicos (enfoque clásico) 
para esHmular la respuesta inmune en el hospedero. Sin embargo, a la fecha no se ha 
logrado generar una inmunidad protecHva duradera (15,85–87). 

Con base en lo anterior, se realizó la predicción de proteínas con un papel potencial en la 
adhesión a las células diana, dado el antecedente sugiriendo que el diseño de vacunas debe 
incluir moléculas clave o fragmentos uHlizados por agentes infecciosos para unirse a las 
células hospederas (18,88). Analizando los datos de transcriptoma y proteoma de B. bovis, 
se predijeron in silico proteínas con potencial rol en la invasión a eritrocitos bovinos basados 
en el perfil de expresión de los genes en la forma infecHva del parásito (merozoítos), la 
presencia de una secuencia señal de secreción y de secuencias transmembranales o de 
anclaje GPI, la localización celular y la capacidad de adherirse a los eritrocitos (moléculas 
Hpo adhesinas). Las moléculas seleccionadas fueron comparadas con aquellas cuyo rol en 
invasión celular fue reportado experimentalmente en otros organismos Apicomplexa como 
Toxoplasma y Plasmodium.  

De acuerdo con lo anteriores resultados y teniendo en cuenta que los an3genos descritos 
en B. bovis no cuentan con una caracterización funcionalmente exhausHva, se seleccionaron 
tres moléculas (MSA-1 (capítulo 2), AMA-1 (capítulo 3) y RON2 (capítulo 4)) para idenHficar 
sus regiones funcionales (pépHdos) siguiendo el enfoque funcional. Por otro lado, se realizó 
una revisión de los diferentes enfoques de desarrollo de vacunas para comparar el método 
clásico y funcional, y de esta manera actualizar la información en lo que a vacunas contra B. 
bovis se refiere (capítulo 5). 
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2. CAPÍTULO II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“IdenHficaHon of Babesia bovis MSA-1 funcHonally constraint regions capable of binding to 
bovine erythrocytes” 

 
 

Revista: Veterinary Parasitology 
Factor de impacto: 2,7 

CuarBl: 1 
Año de publicación: 2022
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3. CAPÍTULO III 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

“Babesia Bovis Ligand-Receptor InteracHon: AMA-1 Contains Small Regions Governing 
Bovine Erythrocyte Binding” 

 
 

Revista: InternaHonal Journal of Molecular Sciences 
Factor de impacto: 5,923 

CuarBl: 1 
Año de publicación: 2021 
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4. CAPÍTULO IV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 “Babesia bovis RON2 binds to bovine erythrocytes through a highly conserved epitope” 
 
 

Revista: Veterinary Parasitology 
Factor de impacto: 2,7 

CuarBl: 1 
Año de publicación: 2023 
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5. CAPÍTULO V 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Developing AnH-Babesia bovis Blood Stage Vaccines: A New PerspecHve Regarding 
SyntheHc Vaccines” 

 
 

Revista: InternaHonal Journal of Molecular Sciences 
Factor de impacto: 6,1 

CuarBl: 1 
Año de publicación: 2023 
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6. DISCUSIÓN  
 

La industria ganadera es un importante sector de la economía mundial que contribuye con 
la seguridad alimentaria y nutricional de la humanidad, aportando cerca del 40% de la 
producción agrícola total en los países desarrollados y 20% en países en desarrollo (89). La 
afección del ganado por parásitos es uno de los problemas más comunes que afectan la 
salud y producHvidad de bovinos (1), dentro de éstas, los patógenos transmiHdos a través 
de garrapatas afectan el 80% de la población mundial de ganado especialmente en áreas 
tropicales y subtropicales (90).  
 
La babesiosis bovina, una de las enfermedades veterinarias más importantes transmiHda 
por garrapatas, resulta de la infección con protozoos del género Babesia, considerándose a 
B. bovis el agente más virulento (3,5). El proceso de invasión de B. bovis a eritrocitos bovinos 
implica la parHcipación de moléculas de superficie y proteínas liberadas del complejo apical 
del parásito (91). Si bien este proceso de invasión es conservado dentro del phylum 
Apicomplexa, aún existen vacíos en el conocimiento respecto a las proteínas involucradas y 
a las interacciones moleculares que ocurren durante el proceso de invasión de los 
merozoitos de B. bovis. 
 
Con base en estudios comparaHvos con diferentes especies de Babesia y con otros parásitos 
Apicomplexa como P. falciparum, P. vivax y Toxoplasma gondii, así como en reportes del 
genoma, transcriptoma y proteoma de merozoítos de B. bovis, se ha planteado una 
metodología que implica un enfoque bioinformáHco y posterior confirmación experimental 
para idenHficar en B. bovis proteínas con posible función en la invasión a eritrocitos bovinos. 
De esta manera y teniendo en cuenta la relevancia funcional de las proteínas MSA-1, AMA-
1 y RON2 durante el proceso de invasión en parásitos Apicomplexa, en este trabajo se 
idenHficaron regiones de 20 aa conservadas de interacción de estas tres proteínas con 
receptores sobre la membrana de eritrocitos bovinos.  
 
En varios estudios se ha descrito que las regiones funcionales o estructuralmente 
importantes dentro de una proteína tienden a evolucionar mucho más lentamente que 
aquellas que no están limitadas por la funcionalidad, manteniendo de esta manera una alta 
conservación de las secuencia entre especies (92,93). Los análisis de diversidad genética y 
la búsqueda de señales de selección natural a través de métodos basados en la comparación 
de la tasa de mutaciones no sinónimas (dN, mutaciones que alteran secuencias de proteínas) 
con la tasa de mutaciones sinónimas (dS, mutaciones que codifican el mismo aminoácido) 
han permitido identificar señales de selección natural negativa (dN  < dS o ω < 1), es decir, 
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regiones que a pesar de poder estar variando en la secuencia de ADN, manHenen 
relaHvamente conservada la secuencia de aminoácidos (94). Teniendo en cuenta lo anterior, 
se idenHficaron regiones bajo restricción funcional en los genes codificantes de las proteínas 
aquí estudiadas. 
 
El análisis de selección natural del gen msa-1 permiHó encontrar dos regiones con valores 
dN/dS < 1 entre homólogos, así como entre diferentes aislados de B. bovis, con la mayoría de 
los siHos seleccionados negaHvamente. Por otro lado, ama-1 demostró una variabilidad 
limitada y huellas de selección negaHva dentro de B. bovis, sugiriendo que el gen podría 
estar bajo intensa restricción funcional, similar a la reportada para otros parásitos 
Apicomplexa (95). Con respecto al gen ron2, se encontró conservación de las regiones 
codificantes de los extremos N-terminal y C-terminal. Estos hallazgos bioinformáHcos 
sugieren que MSA-1, AMA-1 y RON2 se componen de regiones funcionalmente importantes 
las cuales podrían estar relacionadas con el rol de cada molécula en la adhesión a sus células 
diana. 
 
Diferentes metodologías para el desarrollo de una vacuna contra la babesiosis bovina han 
sido uHlizadas, entre las que se incluye el uso del microorganismo completo atenuado, 
an3genos recombinantes y pépHdos sintéHcos, todas basadas en aquellas regiones con 
capacidad anHgénica o inmunogénica (58,67,96). Sin embargo, a pesar de los resultados con 
las diferentes plataformas probadas, aún no se encuentra disponible una vacuna contra la 
babesiosis bovina (11). La falta de caracterización de proteínas del parásito y sus 
interacciones con los eritrocitos bovinos durante el proceso de invasión, así como la elección 
de an3genos polimórficos con capacidad anHgénica que inducen una respuesta alelo-
específica (respuesta cepa-específica), podrían ser consideradas la principal explicación de 
la falla en la inducción de protección de las vacunas anteriormente mencionadas. Según lo 
anterior y teniendo en cuenta los resultados de análisis de selección natural de cada gen, se 
estudió la capacidad de varias regiones de MSA-1, AMA-1 y RON2 para unirse a los 
eritrocitos bovinos. En resumen, los ensayos de interacción de proteínas recombinantes 
permiHeron corroborar la función de los fragmentos N-terminal y C-terminal de RON2 y el 
fragmento que abarca los dominios I y II de AMA-1 dado que fueron capaces de unirse a los 
eritrocitos bovinos. Adicionalmente, uHlizando el enfoque funcional, se idenHficaron 3 
HABPs para cada una en las proteínas MSA-1: 42422 (39PEGSFYDDMSKFYGAVGSFD58), 42424 
(91NALIKNNPMIRPDLFNATIV110) y 42426 (150TDIVEEDREKAVEYFKKHVY169), y AMA-1: 42437 
(100YMQKFDIPRNHGSGIYVDLG119), 42438 (120GYESVGSKSYRMPVGKSPVV139) y 42443 
(302SPMHPVRDAIFGKWSGGSSV321), y uno solo para RON2: 42918 
(1218SFIMVKPPALHCVLKPVETL1237). En parHcular, dichas regiones se unen específicamente y 
con alta afinidad a receptores presentes en la superficie de la membrana de la célula 
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hospedera, lo que soporta la noción de estudiar su papel como nuevas dianas moleculares 
para el desarrollo de vacunas eficaces y seguras contra la infección por B. bovis. 
 
Las interacciones receptor-ligando son cruciales para llevar a cabo diferentes procesos 
biológicos dentro de los cuales se incluye la adhesión/invasión de microorganismos a sus 
células diana (97). Diferentes trabajos se han centrado en idenHficar la dinámica de 
interacciones entre an3genos de P. falciparum y P. vivax con receptores presentes en 
eritrocitos y/o reHculocitos humanos, permiHendo conocer, por ejemplo, que los 
fragmentos de PfMSP1 interactúan con la glicoforina A y con banda 3 (98,99), mientras que 
la proteína homóloga 5 a la proteína de unión a reHculocitos (Rh5, del inglés, reCculocyte-
binding protein homolog 5) se une al receptor de basigina (CD147) en los eritrocitos (100). 
En cuanto a P. vivax, el primer receptor descrito fue el receptor del an3geno Duffy para 
quimiocinas (DARC) que interactúa con la proteína de unión a Duffy 1 (DBP1, del inglés, 
Duffy-binding protein 1) (101). Adicionalmente, se caracterizó al receptor de transferrina 1 
(TfR1) como el receptor de la proteína de unión a reHculocitos 2b (PvRBP2b, del inglés, 
reCculocyte-binding protein 2b)  (102). Lo anterior ha sido importante para poder desarrollar 
fármacos que inhiban la interacción de los parásitos con sus células diana. En ese orden de 
ideas, los ensayos realizados en esta invesHgación permiHeron idenHficar que las proteínas 
MSA-1, AMA-1 y RON2 pueden unirse a un receptor de proteína Hpo sialoglicoproteína. En 
parHcular, cada molécula mostró un patrón de unión diferente frente a disHntos siHos del 
receptor, lo que puede explicar las discrepancias encontradas en varios estudios con 
respecto a la invasión in vitro sensible o resistente a las proteasas (103,104). La comprensión 
de los anteriores mecanismos moleculares involucrados en la adhesión de los merozoítos a 
los eritrocitos bovinos puede ser úHl para desarrollar futuros fármacos que contrarresten la 
infección por parásito. 
 
La publicación de estructuras conformacionales de proteínas ha permiHdo establecer las 
regiones importantes de interacción entre los ligandos del parásito y los receptores de la 
célula hospedera e idenHficar epítopes funcionales y no funcionales de complejos de 
anHcuerpos neutralizantes y/o inhibidores de ligandos; en conjunto, estos datos podrían 
servir para el diseño de métodos profilácHcos y de tratamiento contra diferentes 
enfermedades (105). Los análisis de la estructura terciaria y secundaria desarrollados en 
este estudio evidenciaron que los HABPs 42422 y 42426 de MSA-1, y 42437 y 42438 de AMA-
1 son helicoidales y pueden contener epítopes de células B y T, mientras que el HABP 42424 
es no estructurado, igual que el HABP 42918 de RON2, localizado en una región 
intrínsecamente desordenada flanqueada por dos regiones helicoidales. Es importante 
resaltar que los HABPs de BbAMA-1 están localizados en el dominio I que ha sido descrito 
como funcionalmente importante en la interacción de homólogos de esta proteína con sus 
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células diana (106–108). Además, todos los pépHdos descritos como HABPs están ubicados 
en regiones de las proteínas expuestas al medio por lo que podrían estar involucrados en 
interacciones con otras proteínas del parásito o con su célula diana. De acuerdo con lo 
anterior, podría esperarse que los anHcuerpos generados sean capaces de reconocer estas 
regiones y así puedan bloquear/inhibir su función de adhesión a los eritrocitos durante el 
proceso de invasión. 

 
Este es el primer estudio en el que se describen varias regiones conservadas y con presencia 
de epítopes T y B implicadas en la unión especifica de las proteínas MSA1, AMA-1 y RON2 
de B. bovis a su célula diana. Además, se describe el perfil de unión de los pépHdos a 
eritrocitos tratados enzimáHcamente y su localización espacial, destacando su importancia 
para ser considerados como candidatos a vacuna. En estudios futuros, se explorará el 
potencial anHgénico de dichos pépHdos durante la inmunización in vivo y se evaluará la 
eficacia protecHva inducida, al evaluarlos como potenciales candidatos a vacuna anH-B. 
bovis. 
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7. CONCLUSIONES 
 

1. El uso de herramientas bioinformáticas junto con el avance de las ciencias ómicas 
han permitido agilizar la predicción in silico de antígenos y, por ende, disminuir 
considerablemente la cantidad elevada de experimentos biológicos orientados a 
determinar cuáles regiones de las proteínas son importantes en una función en 
particular. Lo anterior soporta que los análisis in silico son útiles para acertar en la 
identificación de diferentes regiones de los genes codificantes de proteínas 
relacionadas con la adhesión a eritrocitos bovinos, como las aquí estudiadas: 
BbMSA-1, BbAMA-1 y BbRON2. 

 
2. Los ensayos de interacción proteína-célula y péptido-célula altamente sensibles son 

importantes para confirmar la función de unión de regiones de proteínas y/o 
péptidos. En este estudio, se reportan por primera vez, varias regiones de unión a 
los eritrocitos bovinos de las proteínas MSA1: 42422 
(39PEGSFYDDMSKFYGAVGSFD58), 42424 (91NALIKNNPMIRPDLFNATIV110) y 42426 
(150TDIVEEDREKAVEYFKKHVY169); AMA-1 (localizados en los dominios I-II (42437 
(100YMQKFDIPRNHGSGIYVDLG119), 42438 (120GYESVGSKSYRMPVGKSPVV139) y 42443 
(302SPMHPVRDAIFGKWSGGSSV321))); y RON2 (localizado en el C-terminal (42918 
(1218SFIMVKPPALHCVLKPVETL1237))). 

 
3. La naturaleza de los receptores celulares para moléculas parasitarias puede ser 

determinada mediante ensayos de unión a eritrocitos tratados enzimáticamente. 
Teniendo en cuenta que la quimotripsina escinde los esqueletos peptídicos y la 
neuraminidasa escinde selectivamente los residuos de ácido siálico de las proteínas 
de la membrana, se puede sugerir que los hallazgos de esta investigación apuntan a 
que MSA-1, AMA-1 y RON2 utilizan sialoglicoproteinas como receptores. 
Adicionalmente, en el caso de AMA-1, los tres péptidos fueron capaces de unirse 
específicamente a un receptor que tenía un peso molecular aparente de 75 kDa. 

 
4. La estructura tridimensional o secundaria de las proteínas es útil para determinar su 

acoplamiento molecular y dilucidar las posibles funciones de las moléculas. En este 
estudio, se predijo la localización de los HABPs y con ello se logró conocer cuales 
tendrían mayor visibilidad ante el sistema inmune. Por ende, los HABPs 42422 y 
42426 (epítope de célula B) de MSA-1 pueden ser péptidos idóneos, al igual que los 
HABPs 42437 y 42438 de AMA-1 (que contienen epítopes de células B y T), dada su 
exposición en la superficie de cada proteína, y el HABP 42918 de RON2 por estar 
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dentro de una región intrínsecamente desordenada de la estructura secundaria de 
RON2 flanqueada por dos regiones helicoidales. 
 

5. Los hallazgos de esta investigación soportan la utilidad del enfoque funcional como 
una estrategia óptima para el estudio de proteínas de B. bovis y/o fragmentos 
derivados de éstas con potencial papel en el proceso de adhesión celular. 
 

 

8. PERSPECTIVAS 
 
 
• Se requiere aumentar el número de secuencias de los genes BbMSA-1, BbAMA-1 y 

especialmente de BbRON2 provenientes de diferentes localizaciones geográficas para 
dar más robustez a los análisis de selección natural, siguiendo la metodología planteada 
en este trabajo doctoral. 

 
• Utilizar otros sistemas de expresión eucariota como levaduras, células de insecto o 

células de mamífero para obtener de forma recombinante y soluble la proteína MSA-1, 
esto con el fin de realizar ensayos de interacción proteína-célula que puedan contribuir 
a su caracterización funcional. 

 
• Evaluar la capacidad de los anticuerpos generados ante la inmunización en bovinos con 

los HABPs para inhibir la invasión in vitro de B. bovis. 
 
• Evaluar la capacidad protectiva de los HABPs reportados en este estudio al usarlos como 

candidatos a vacuna en el modelo bovino. 
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