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RESUMEN

Introduccion: La babesiosis bovina es causada por parasitos Apicomplexa del género Babesia, siendo la Babesia
bovis la especie asociada con cuadros clinicos mas graves de la enfermedad. La invasidon de B. bovis a los eritro-
citos bovinos implica la interaccién entre moléculas de los merozoitos del parasito con receptores de las células
huésped. Por ende, conocer las proteinas involucradas en este proceso supone un importante paso para entender
la biologia del parasito.

Objetivo: Describir las principales moléculas implicadas en el proceso de invasiéon de B. bovis a eritrocitos bovinos.
Metodologia: Se realiz6 una busqueda en NCBI, Medline, LILACS y SciELO usando los términos: “Babesia bovis
AND invasion process”, “MSA-1", “RON2", “AMA-1", “moving junction”, “B. bovis AND Vaccine candidates”. Con
corte en mayo de 2020, habia 61 publicaciones disponibles en inglés que describen el estudio de las anteriores
proteinas y su participacién en la invasién.

Resultados: Por ser clave el proceso de invasion a eritrocitos bovinos para la patogénesis de la babesiosis bovina, la
revisién encontré 3 proteinas de B. bovis que participan en el reconocimiento e invasion a las células diana: MSA-1,
AMA-1 y RON2. Sin embargo, los detalles a nivel molecular para las interacciones inter e intramoleculares alin no
se han dilucidado por completo.

Conclusiones: Conocer las moléculas involucradas en las interacciones parasito-hospedero permitira entender
como ocurre el proceso de invasion de B. bovis a los eritrocitos y, asi, evaluar su futura utilidad como componente
de una estrategia de control efectiva contra esta parasitosis.
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Important Proteins for Babesia bovis Invasion to Host Cells
ABSTRACT

Introduction: Bovine babesiosis is caused by Apicomplexas parasites of the genus Babesia, Babesia
bovis being the species associated with the most serious clinical conditions of the disease. B. bovis
invasion into the bovine erythrocytes involves the interaction between the parasites merozoites mo-
lecules with host cell receptors. Therefore, knowing the proteins involved in the invasion process will
enable understanding the parasite biology.

Objective: To describe the important molecules involved in the B. bovis invasion process to bovine
erythrocytes.

Methodology: A search was made on NCBI, Medline, LILACS and SciELO databases using keywords
as “Babesia bovis AND invasion process”, “MSA-1", “RON2", “AMA-1", “moving junction”, “B. bovis
AND Vaccine candidates”. 61 studies written in English describing the study for proteins that take
place during invasion process which have been published until mayo were completely revised.

Results: Given that the bovine erythrocyte invasion process is key for the pathogenesis of bovine
babesiosis, a review was made where 3 proteins were found to be associated to the recognition and
invasion processes of target cells: MSA-1, AMA-1 and RON2. However, the details at molecular level
for the inter an intramolecular interaction have not yet been fully elucidated.

Conclusions: Study the molecules involved in host-parasite interactions will allow understanding how
the B. bovis invasion process to erythrocytes occurs and evaluating their future utility as a component

of an effective control strategy for this parasitosis.

Keywords: Babesia bovis; babesiosis; host-parasite interactions; proteins; infection control.

76 Volumen 8 ¢ Nimero 1 ¢ Enero - Junio 2021 ¢ ISSN 2389-7325 ¢ e-ISSN: 2539-2018



Revista Investigacién en Salud Universidad de Boyaca

Proteinas importantes para a invasao das células hospedeiras por Babesia bovis
RESUMO

Introducao: A babesiose bovina é causada por parasitas Apicomplexa do género Babesia, sendo a
Babesia bovis a espécie associada com os sinais clinicos mais graves da doenca. A invasdo de B. bovis
em eritrécitos bovinos envolve a interacdo entre moléculas dos merozoitos parasitas com receptores
nas células hospedeiras. Por conseguinte, o conhecimento das proteinas envolvidas neste processo é
um passo importante para a compreensao da biologia do parasita.

Objetivo: Descrever as principais moléculas envolvidas no processo de invasao de B. bovis em eritro-
citos bovinos.

Metodologia: Foi realizada uma pesquisa no NCBI, Medline, LILACS e SciELO utilizando os termos:
“Babesia bovis AND invasion process”, “MSA-1", “RON2", "AMA-1", “moving junction”, “B. bovis AND
Vaccine candidates”. Até maio de 2020 estavam disponiveis 61 publicacdes em inglés, que descreviam
o estudo das proteinas acima referidas e o seu envolvimento na invasao.

Resultados: Como o processo de invasao de eritrocitos bovinos é fundamental para & patogénese
da babesiose bovina, a revisdo encontrou 3 proteinas de B. bovis envolvidas no reconhecimento e
invasdo de células alvo: MSA-1, AMA-1 e RON2. No entanto, os detalhes a nivel molecular para as
interacdes Inter e intramoleculares ainda ndo foram completamente elucidados.

Conclusoes: A compreensao das moléculas envolvidas nas interacoes parasita-hospedeiro permitira
entender como ocorre o processo da invasao de B. bovis em eritrdcitos e, assim, avaliar sua utilidade

futura como componente de uma estratégia efetiva de controle contra esta parasitose.

Palavras-chave: Babesia bovis; babesiose, interacoes parasita-hospedeiro; proteinas; controle de infeccao.
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INTRODUCCION

La babesiosis ocasionada por hemoprotozoos del
género Babesia es una enfermedad veterinaria
transmitida por artréopodos que afectan principal-
mente al ganado bovino, con una proporcién de
infectados que supera los 1,3 billones de anima-
les (1-3). La Babesia bovis y la Babesia bigemina,
los principales agentes causales de la babesiosis
(4)are all transmitted by Rhiphicephallus (Booph-
ilus, presentan una amplia distribucién en zonas
tropicales y subtempladas del mundo y causan
distintos cuadros clinicos, aun cuando los de
mayor severidad son los de B. bovis (1,5,6).

La B. bovis tiene un complejo ciclo de vida que
involucra el desarrollo de una etapa asexual y
una etapa sexual (7) especially the events leading
to host switching and diversification, as well as
alterations of the life cycle (life-history traits. La
primera inicia con la inoculaciéon de esporozoi-
tos por medio de la picadura de la garrapata, los
cuales invaden los eritrocitos bovinos. Una vez en
su interior, los parasitos se reproducen por fision
binaria y dan lugar a la formaciéon de merozoitos
con capacidad infectiva, con lo cual se perpetua
el crecimiento del parasito dentro del hospedero
(8,9).

El primer paso del proceso de invasidon de mero-
zoitos de Babesia a eritrocitos bovinos consiste
en el reconocimiento inicial que se da gracias a

la interaccion entre proteinas de superficie de
los merozoitos babesiales con las moléculas de
superficie presentes en las células del hospedero
(10,11). Posteriormente, el parasito se reorienta
hacia su polo apical para disponer el contenido
de las roptrias y micronemas y asi establecer una
unién moévil (UM) que facilita la invaginacion
de la membrana y la interiorizacién del parasito
dentro de la célula (12,13). Por lo tanto, conocer
las proteinas involucradas en la etapa del contac-
to inicial y contacto fuerte supone un importante
paso para entender la maquinaria de adhesién e
invasion del parasito.

En ese orden de ideas, este articulo de revisién
presenta aspectos relevantes de las principales
moléculas implicadas en el proceso de invasién
de la B. bovis a eritrocitos bovinos, con el fin de
discutir una posible medida de control basada en
la informacion encontrada. Estos datos seran de
particular importancia para futuras investigacio-
nes orientadas a profundizar en el papel funcio-
nal de las proteinas descritas.

METODOLOGIA

Se reviso la literatura sobre el tema para analizar
la informacién existente hasta mayo de 2020, re-
lacionada con la descripcién de las moléculas im-
plicadas en el proceso de invasién de la B. bovis
a eritrocitos bovinos. Se utilizaron fuentes de in-
formacién primaria como ScienceDirect y Elsevier.

78 Volumen 8 ¢ Nimero 1 ¢ Enero - Junio 2021 ¢ ISSN 2389-7325 ¢ e-ISSN: 2539-2018



Las bases de datos consultadas fueron: PubMed
del Centro Nacional de Informacién Biotecnolé-
gica (NCBI), Medline, LILACS y SciELO, utilizando
diferentes combinaciones de palabras clave en
inglés con el operador booleano AND, entre ellas:
“(Babesia bovis) AND Erythrocyte invasion”, “ba-
besiosis”, “MSA-1", “RON2", “AMA-1", “moving
junction”, “B. bovis AND Vaccine candidates".
Se obtuvieron 312 publicaciones en total, de los
cuales se seleccionaron 61 articulos cientificos
disponibles en texto completo en idioma inglés,
que ademas de describir las principales proteinas
de B. bovis involucradas en la adhesion de los eri-
trocitos bovinos, también daban evidencia de su
participacion en el proceso de invasién. No se uti-
lizaron otros criterios de seleccion, debido a la li-
mitada informacion existente acerca del parasito.

RESULTADOS

Dinamica del proceso de invasiéon en
Apicomplexa

Los parasitos Apicomplexa tienen pasos de inva-
sion muy conservados; dos de los mas importan-
tes involucran el contacto inicial y la unién movil
a la célula diana (14). Estos parasitos también se
caracterizan por poseer organelos apicales deno-
minados roptrias y micronemas y, ademas, pre-
sentan organulos densos que secretan proteinas
a la superficie de la membrana de merozoitos o al
medio externo para participar en la invasion a sus
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células diana (12,15,16). Las roptrias son organelos
individuales que se dividen en dos compartimen-
tos: un cuerpo bulboso y un cuello estrecho que
se extiende por la porcion apical del parasito a
través del cual se secretan proteinas (17). Por su
parte, los micronemas son pequefios organelos
tubulares que contienen adhesinas que, al igual
que las de roptrias, son secretadas al entrar en
contacto con la célula diana para facilitar la moti-
lidad, la unién y la invasién (18,19).

Las principales proteinas implicadas en el contacto
inicial con la célula huésped son aquellas locali-
zadas en la superficie del parasito, denominadas
antigenos de superficie de merozoito (Merozoite
Surface Antigens [MSA]), las cuales son abundan-
temente expresadas y, por ende, se cree que par-
ticipan en el contacto inicial y reorientacién del
parasito hacia su polo apical (17,20-22). Después,
participa el antigeno de membrana apical 1
(Apical Marozoite Antigen 1 [AMA-1]), derivado
de las micronemas y las proteinas de cuello de
roptrias (Roptry Neck Protein [RON]), secretadas
por las roptrias (23-25). Estas moléculas forman
un complejo proteico que establece la interaccion
con la membrana celular del hospedero a través
de una estructura denominada UM, esencial para
el proceso de interiorizacién del parasito (figura
1). Por ultimo, la membrana de la célula huésped
sufre un resellado que deja encerrado al parasito en
su interior (26-28). Aunque el proceso de invasién
ha sido ampliamente estudiado en Plasmodium vy

Volumen 8 ¢ Nimero 1 © Enero - Junio 2021 ¢ ISSN 2389-7325 * e-ISSN: 2539-2018 79



Laura Esperanza Cuy-Chaparro, Anny Camargo Mancipe, Alida Marcela Gémez Rodriguez, César Reyes Santofimio,

Darwin Andrés Moreno Pérez

Figura 1. Esquema de los pasos iniciales del proceso de invasion de merozoitos (Mrz) de parasitos Apicomplexas

a sus células hospederas. Se muestra el contacto inicial que ocurre a través de interacciones intermoleculares entre

la proteina MSA1, localizada en la superficie del parasito, y los receptores de las células, seguida de la formacién

de la UM, que se da por las interacciones intramoleculares entre las proteinas del parésito AMA-1 y RON2.

Toxoplasma, en la actualidad, la falta de caracteri-
zacién de antigenos de B. bovis y sus interacciones
intermoleculares han limitado el total entendi-
miento de esta etapa. Sin embargo, se describiran
aquellas proteinas homoélogas a las mencionadas,
que han sido estudiadas en la especie B. bovis.

Antigeno de superficie de merozoito 1
(MSA-1)

MSA-1 es una glucoproteina de 42 kDa y 319
aminodcidos (aa), codificada por un solo gen que
pertenece a la familia de antigenos de superficie
de merozoito variables (variable merozoite surface
antigen [VMSA]) (29,30). Esta proteina es abun-
dantemente expresada en parasitos maduros y
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se encuentra distribuida sobre la superficie de
merozoitos de B. Bovis (31). Ademas, presenta un
anclaje de glucosilfosfatidilinositol (GPI) ubicado
en el extremo carboxilo terminal igual que las
MSP de otros Apicomplexas, por lo cual se cree
que dicha molécula permite la unién inicial del
parasito a los eritrocitos bovinos (32-34).

La diversidad genética de MSA-1 presente en
cepas de diferentes regiones del mundo ha sido
asociada con propiedades de antigenicidad y con
una estrategia de supervivencia adoptada por B.
Bovis (35,36). El polimorfismo de MSA-1 podria
estar explicado por: 1) la presién inmune ejercida
por el hospedero, 2) un proceso biolégico inde-
pendiente o 3) ambos (37,38). La exposiciéon de
una proteina con diversidad antigénica al sistema
inmunoldgico, como es el caso de MSA-1, podria
considerarse un mecanismo utilizado por el parasi-
to para evadir la respuesta inmunolégica protecto-
ra desarrollada en el ganado durante exposiciones
previas a B. bovis (34,39). Por lo tanto, la variacion
antigénica que caracteriza a MSA-1 es esencial
para llevar a cabo el proceso de invasion (40).

Diferentes estudios han sugerido el papel critico
de MSA-1 en los primeros pasos de la invasion
de B. bovis a eritrocitos bovinos (32,33). La in-
munizacién de ganado con MSA-1 recombinante
induce anticuerpos que neutralizan la invasién de
los merozoitos in vitro, que evidencian tan solo
un 0,34% de eritrocitos parasitados a las 96 h.

Revista Investigacién en Salud Universidad de Boyaca

Sin embargo, estos anticuerpos no confieren
proteccion al ganado que fue sometido a un reto
con la cepa virulenta T2BO de B. bovis (32).

La generacion de sueros bovinos con anticuerpos
dirigidos contra MSA-1 nativo logré neutralizar
la infectividad de merozoitos in vitro en un 98 %
a las 96 h (33). Adicionalmente, el uso de anti-
cuerpos especificos contra MSA-1 recombinante
evidencioé la disminucion de la unién de esporo-
zoitos a eritrocitos en un 63% a las 48 h (41) .. La
expresion de MSA-1 tanto en merozoitos como
en esporozoitos la ha postulado como un intere-
sante candidata a vacuna, ya que al generar un
bloqueo temprano en la ruta de invasion, podria
mejorar la efectividad de una vacuna contra B.
bovis (41). Sin embargo, su uso deberia estar
asociado a inmundgenos que induzcan una res-
puesta inmunoldgica protectiva para prevenir la
aparicién de babesiosis (32).

Antigeno de membrana apical 1 (AMA-1)

El AMA-1 de B. bovis (BbAM-A1), una proteina
transmembrana tipo | codificada por 605 aa y un
peso molecular predicho de 66,7 kDa, es secreta-
da por micronemas a la superficie del merozoi-
to y esporozoito para participar en el proceso de
invasién (28,42,43). Esta proteina es conserva-
da dentro del filo Apicomplexa (42,44), ya que
comparte tres caracteristicas estructurales: 1)
una regién amino-terminal compuesta por un
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péptido senal en los primeros 39 aa y un ectodo-
minio que presenta 8 enlaces disulfuro formados
por la asociacién entre 16 cisteinas conservadas
que pliegan la proteina en los dominios | ,, ,,, ...
272000 a2 Y Miaio:522 2 2) UN dominio transmem-
branal, y 3) una cola citoplasmatica en el C-ter-
minal (45-47).

Posterior al contacto inicial y reorientacion de
los parasitos Apicomplexas hacia su polo apical,
AMA-1 es secretada para formar un complejo con
las proteinas RON y establecer la UM (24). Aunque
en Plasmodium y Toxoplasma ha sido descrita la
union de RON2 al surco hidrofébico de AMA-1
ubicado en el dominio Il (48,49)the Rhoptry Neck
Protein (RON, hasta la fecha no se conoce con
exactitud la dindmica de interacciéon entre estas
dos moléculas en B. bovis.

El estudio de diversidad genética de BbAMA-1
revel6 bajos niveles de polimorfismo a lo largo de
su secuencia completa, aun cuando los dominios
I 'y lll son mas polimérficos que el dominio Il. Este
resultado coincide con analisis de polimorfismo
de AMA-1 de Plasmodium falciparum, que ha
permitido inferir que estas regiones podrian estar
participando en un proceso que garantiza la su-
pervivencia de ambos parasitos (50,51).

Los diferentes trabajos realizados en Toxoplasma,
Plasmodium y Babesia han demostrado cémo la
presencia de mutaciones en AMA-1 y el uso de

anticuerpos contra esta proteina pueden disminuir
la capacidad de invasion del parasito a sus células
diana (52-54). En B. bovis, la generacién de an-
ticuerpos contra 3 péptidos sintéticos derivados
de la region N-terminal y el dominio Il de AMA-1
redujo la invasién a los eritrocitos en un 65%
(55). Por otra parte, se ha demostrado el impor-
tante papel de la regién central de BbAMA-1 (que
involucra los dominios | y Il), al evidenciar como
anticuerpos dirigidos contra esta regién logran
inhibir la invasién a eritrocitos en un 61% y un
70% a las 3 h y 6 h, respectivamente (46). En
conjunto, estos resultados destacan que posible-
mente BbAMA-1 desempena un rol primordial en
el proceso de invasion de B. bovis a eritrocitos
bovinos y, por ende, destaca su importancia para
postularlo como un antigeno candidato a vacuna.

Proteina de cuello de roptrias 2 (RON2)

RON2 es una proteina de 1365 aa con 150 kDa
de masa molecular, codificada por un solo geny
localizada en la regién del cuello de las roptrias.
Esta molécula posee un péptido senal ubicado en
los primeros 19 aa, tres dominios transmembrana
y un dominio tipo cytoadherence linked asexual
gene (CLAG) entre los aa 176 y 1168, que se en-
cuentran implicados en el proceso de citoadhe-
rencia de Apicomplexas (10,56,57).

El establecimiento de la UM durante el proceso de
invasion de Apicomplexas requiere la asociacion
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de AMA-1 y RON2, donde RON-2, a través de su
dominio CLAG, se inserta en la membrana de la
célula huésped para asegurar una unién estrecha
e irreversible (24,58). Adicionalmente, en Plasmo-
dium y Toxoplasma se incluyen en este complejo las
proteinas RON4, RON5 y RON8 (59-61), las cuales
no han sido del todo caracterizadas en Babesia.

Andlisis de identidad realizados con secuencias
de aminodcidos de RON2, derivadas de cuatro
cepas distintas de B. bovis y otras especies como
B. bigemina, B. divergens, B. microti, Theileria
equi y P falciparum, revelaron un alto grado de
conservacion, entre un 99,78% y un 26 %, lo que
sugiere su participacién en procesos esenciales
para la supervivencia de B. bovis, por ejemplo, la
invasion de eritrocitos bovinos (10). Esta hipoéte-
sis se confirmd a través de ensayos de neutrali-
zacion in vitro usando anticuerpos anti-BbRON2
generados contra péptidos epitopes de células B.
El estudio permitié confirmar que los anticuerpos
eran capaces de bloquear la invasiéon de merozoi-
tos de B. bovis hasta en un 43% durante 72 h (10).
Considerando estos datos, se ha propuesto a RON2
como una molécula con potencial para ser estudia-
da como candidata a vacuna contra B. bovis.

CONCLUSION

La invasion de los parasitos Apicomplexa a sus
células diana es un proceso bastante conservado
que comprende las etapas de contacto inicial, la
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reorientacién y la invasion, facilitada por proteinas que
establecen las interacciones especificas recep-
tor-ligando. Toxoplasma gondii y Plasmodium fal-
ciparum han sido las especies con mayor numero
de estudios relacionados con proteinas que parti-
cipan en el proceso de invasién celular. Estas espe-
cies tienen proteinas de superficie muy variables
que se unen a las 3 principales glucoforinas (GPA,
GPB y GPCQ) y al receptor Banda 3; mientras que
presentan otras proteinas como AMA-1 y RON,
cuya funcionalidad es muy conservada, dado que
ayudan a establecer la unién fuerte entre el pa-
rasito y su célula diana. En el caso de Babesia,
este mecanismo es poco conocido, dada la poca
investigacion en este campo. Aunque en la Ultima
década diferentes estudios in vitro e in vivo han
revelado caracteristicas de la dindmica de invasion
como el tiempo de duracién, los efectos sobre la
membrana del eritrocito y el papel de algunos li-
gandos liberados por organelos apicales en espe-
cies como B. divergens y B. microti, no se conoce
por completo cémo pueden llegar a participar en
el proceso de invasion. Sin embargo, los pocos es-
tudios de caracterizacion descritos a la fecha para
las proteinas de B. bovis han permitido sugerir
el posible rol en el contacto inicial para MSA-1 y
en la unidon moévil para AMA-1 y RON2, aunque
son desconocidos los receptores para estas mo-
léculas. Asi, teniendo claro el rol que representan
las anteriores moléculas para el reconocimiento,
la motilidad, la reorientacion y la interiorizacion
de parasitos Apicomplexa dentro de sus células
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diana, es importante profundizar su estudio en la
especie Babesia bovis. Por lo tanto, estudiar mo-
[éculas involucradas en estos pasos contribuiria al
entendimiento de la biologia de B. bovis y al de-
sarrollo de estrategias de control efectivas contra
esta parasitosis.
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